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ABSTRAKT

Zapalové ochorenie Criev (IBD, Inflammatory Bowel Disease) je chronicky multifaktoridlny
zapal gastrointestinalneho traktu (GIT), ktory zahffia hlavne Crohnovu chorobu a ulcerdéznu
kolitidu (UK). Liec¢ba IBD v poslednych rokoch zaznamenava vyznamny progres, pricom jej
cielom je navodit’ dlhotrvajicu remisiu pomocou supresie imunitného systému. Dysbioza
¢revnej flory predstavuje pravdepodobne najdolezitejsi faktor, ktory prispieva k patogenéze
IBD. Prave preto boli terapie zamerané na modulaciu ¢revnej mikroflory navrhnuté ako jeden
z najsl'ubnejSich terapeutickych pristupov. Cielom tejto Stidie bolo predklinické overenie
terapeutického potencialu FMT na chemicky indukovanom modeli UK s vyuzitim samcov
potkanov kmenia Sprague Dawley. Potkanom bol pravidelne podavany fekalny transplantat
a boli odoberané vzorky trusu, ktoré boli determinované NGS analyzu. V krvnom sére boli
stanovené¢ hladiny cytokinov IL-4, IL-6, IL-10 alL-17A acrevo bolo spracované pre
histologické analyzy. Vysledky potvrdzuji  terapeuticky ucinok FMT na priebeh
experimentalnej] UK, o sa prejavilo upravenim crevnej dysbidzy, zniZenim expresie
zapalovych cytokinov a regeneraciou sliznice.

UvoD

Nespecifické zapalové ochorenia Criev predstavujii multifaktoridlne imunitné ochorenia,
vyskytujuce sa u oboch pohlavi, charakterizované chronickym relapsujicim zapalom creva
(Binder, 2004). Etiologia IBD ostava nejasnd, avSak predpoklada sa, Ze naruSenie imunitného
systému a/alebo nerovnovaha interakcii s mikrobiotou vedu k rozvoju chronického zapalu
¢reva, k Comu prispievaju aj environmentalne ¢i genetické faktory. Vyskyt a prevalencia IBD
sa v druhej polovici 20. storo€ia vyrazne zvysili a od zac¢iatku 21. storocia sa IBD povazuje za
jedno z najrozSirenejSich gastrointestindlnych choréb (Abraham a Cho, 2009). Okrem
Specifickej imunity su do patogenézy IBD zapojené aj bunky vrodenej imunity, predovSetkym
makrofagy a dendritové bunky (Medzhitov a Janeway, 2000). Nov¢ liecebné pristupy IBD sa
v sucasnosti zameriavaju predovsetkym na moduléciu ¢revnej mikrobioty, ktord sa vyraznou
mierou podiela na patogenéze daného ochorenia. Crevna dysbiéza, charakterizovana
znizenou mikrobialnou biodiverzitou a naruSenou mikrobidlnou funkciou, bola
demonstrovana u IBD pacientov v ramci viacerych klinickych §tadii (Sartor a Wu, 2017).
Zdrava Crevna mikrobiota sa vyznacuje vel'kou pocetnostou baktérii predovSetkym z dvoch
hlavnych kmenov, Firmicutes a Bacteroidetes (Jalanka-Tuovinen a kol., 2011). Tieto
anaerobne baktérie st v IBD vyznamne znizené. Mikrobiom IBD je tieZ charakterizovany
zvySenim fakultativnych anaerobov, vratane oddeleni Actinobacteria a Proteobacteria (Png a
kol., 2010). FMT predstavuje metddu, pri ktorej je do GIT pacienta podana upravena stolica
od zdravého darcu, s cielom zmenit’ ¢revnll mikrobiotu prijemcu, normalizovat’ jej zloZenie a
dosiahnut’ terapeuticky ucinok (Collado a kol., 2015). Ukézalo sa, Ze tento terapeuticky
pristup je neuveriteI'ne Gspesny pri liecbe recidivujucej infekcie Clostridium difficile, dalSieho
ochorenia, pri ktorom sa predpokladd, ze dysbiéza ma dominantni patogénnu ulohu (Van
Nood a kol., 2013).

Heterogénne §tidie vSak ponechédvaju niekol’ko otazok, na ktoré je treba odpovedat’, vratane
toho, ako najlepSie implementovat’ tito novl terapiu do liecby CD a UK. A preto su pre



zistenie ¢i FMT moze prevziat’ doplnkovl tlohu pri Standardnom lieceni IBD potrebné d’alSie
Studie, ktoré mozu napomoct’ vyvinat nové personalizované terapie pacientov s IBD.

MATERIAL A METODIKA

Experimenty boli vykonané na chemicky indukovanom modeli UK s vyuzitim samcov
potkanov kmena Sprague Dawley (Charles River Laboratories, Nemecko) (n = 18). Potkany
boli rozdelené do 3 skupin, a to na zdravi kontrolni skupinu (C) (n = 6), DSS (n = 6) a
skupinu FMT (n = 6). Potkanom v skupinach DSS a FMT sa oralne podavalo 5% DSS (w / v)
(TdB Consultancy AB, Svédsko) v deionizovanej vode pocas 7 dni na vyvolanie UK. FMT
bola podand oralne pocas dalSich 5 dni a bol vyhodnoteny jej terapeuticky ucinok. Pre
stanovenie mikrobidlneho zlozenia bola vzorka stolice od darcu FMT testovanad pomocou
NGS analyzy. Pocas experimentu boli pravidelne odoberané vzorky stolice a zlozenie
mikrobidmu bolo hodnotené pomocou PCR-DGGE 16S rRNA a NGS analyzy. Potkany boli
usmrtené dekapitaciou v inhala¢nej anestézii izoflurinom (VETPHARMA ANIMAL
HEALTH, S.L., Spanielsko), hrubé ¢revo bolo odstranené a zmerala sa jeho dizka. Nasledne
sa hrubé crevo spracovalo metédou Swiss roll a bolo umiestnené do fixacného roztoku.
Tkanivo bolo d’alej spracované na histologické pozorovanie podl'a Standardné¢ho postupu.
Mikroskopickému poskodeniu epitelu hrubého ¢reva bolo skore pridelené podla Katakura et
al., 2005. Bola tiez stanovend hladina cytokinov IL-4, IL-6, IL-10 a IL-17A v krvnom sére.
Statistické analyzy boli uskutoénené pomocou testu ANOVA a data st vyjadrené ako priemer
+SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

" " o ‘ & ;._.-' ..
Obr.1. Histologické poskodenie creva po podani DSS. Vzorky hrubého CEreva boli analyzované pomocou

farbenia hematoxylin-eozin. Crevo vykazuje znamky akutnej kolitidy, pocetné granulomy (A, C - Sipky),
aberantné krypty (B - Sipka).
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Obr.2.  Histologické poSkodenie &reva po podani DSS spojené so skritenim jeho ditky (vPavo).
Histopatologické skore vzoriek tkaniva hrubého Creva (vpravo). Ddta su vyjadrené ako priemer £ SEM a boli
analyzované pomocou jednosmernej ANOV A Statistickej analyzy (***p<0,001).
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Obr. 3. Hladiny cytokinov IL-4, IL-6, IL-10 A IL-17A v krvnom sére, ktoré preukadzali zvySenu reguldciu
expresie so zvySujucou sa zavainost'ou poSkodenia hrubého creva (* p<0,05; *** p<0,001). Ddta su vyjadrené
ako priemer + SEM.



V skupine oSetrenej FMT boli v porovnani s DSS skupinou pozorované znizené hladiny IL-
10, IL-17A (p<0,001) aj IL-6 (p<0,05) (Obr.3). Hladiny IL-4 nevykazovali Statisticki
vyznamnost’. IL-4 m& modula¢ntl ulohu a méze ovplyviiovat’ rovnovahu Thl a Th2 buniek
smerom k protizdpalovym bunkam. Jeho nedostatok je typicky pre lymfocyty v lamina
propria u pacientov s UK. Okrem toho bola pozorovana zvysena regulacia expresie IL-10 so
zvysujucou sa zavaznost'ou poskodenia hrubého creva. V korelécii s tymito vysledkami je aj
studia Egger at al., 2000, kedy boli produkcia a uvolfiovanie réznych prozapalovych
cytokinov potlacené IL-10 na in vitro aj in vivo Grovni. Mozno preto predpokladat’, ze pri
akutnej kolitide su stale zachované regulacné Gcinky, ako je expresia IL-10, ktora reguluje Thl
reakciu, avSak nie je postacujuca. ZvySenie IL-10 je s najvacSou pravdepodobnostou
pokusom o potlacenie a timenie zvysenej Thl-bunkovej odpovede. NGS analyza transplantatu
darcu nepreukézala vyskyt patogénnych druhov. Testovanie vzoriek trusu dokazalo pokles
zastupenia druhov kmena Bacteriodetes a zvysenie druhov kmena Actinobacteria v skupine
DSS. Histologia poukazuje na abscesy, vymiznutie Gobletovych buniek a zhrubnuti
submukézu v skupinach DSS (Obr.1). Skratenie dizky hrubého ¢reva predstavuje primarny
ukazovatel' chronickych zapalovych procesov hrubého creva in vivo, ktoré bolo pozorované
iba v skupine DSS (Obr.2). Tieto vysledky potvrdzuju terapeuticky uc¢inok FMT na priebeh
experimentalnej] UK, o sa prejavilo upravenim crevnej dysbidzy, zniZenim expresie
zépalovych cytokinov, vyraznym spomalenim skracovania dizky ¢&reva a regeneraciou
sliznice. Uspech tejto metody bude viak zavisiet' hlavne od zlozenia mikroflory darcu, a preto
pre efektivnejSie terapeutické vysledky bude nutné raciondlne navrhnat sposob FMT
aplikdcie a prisne kontrolovat mikrobidlne kmene beruc do tUvahy doélezité faktory
prispievajuce ku klinickému uspechu.

Praca bola podporena grantmi APVV-16-0176, VVGS-PF2019-1064, VVGS-2019-1073.
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EFFECT OF SUSTAINED DIETARY THYMOL APPLICATION ON SOME
ANTIOXIDANT PARAMETERS AND ITS ABSORPTION AND EXCRETION IN
RABBITS
Bacova K., Zitterl-Eglseer K.%, Placha L'

!Institute of Animal Physiology, Centre of Biosciences, Slovak Academy of Sciences, Kosice
? Institute of Animal Nutrition and Functional Plant Compounds, University of Veterinary Medicine, Vienna

ABSTRACT

Thymol, the main bioactive component of Thymus vulgaris L., has been shown to have
beneficial properties in the animal organism which is caused by its phenolic structure, which
may adsorb and neutralize free radicals. As the data concerning the thymol metabolism in
animal organism are scarce, the aim of our study was to find the connection between thymol
accumulation in tissues and its effect on chosen antioxidant parameters: malondialdehyde
(MDA) in plasma, liver, muscle; glutathione peroxidase (GPx) in blood; Ilactate
dehydrogenase (LDH) in liver and muscle. Forty-eight rabbits were divided into two groups:
control (C), fed by basal diet (BD) and experimental, fed by BD with thymol addition (250
mg/kg feed) along 21 days (TA) and next 7 days the thymol was withdrawn (TW). The MDA
concentration and GPx activity in blood (p = 0.003, p = 0.0177) and activity of LDH in
muscle (p = 0.0411) decreased. Thymol in plasma significantly correlated with that in the
intestinal wall (r; = —1.000, p = 0.0167) in TA and was detected in faeces (TA and TW). The
results showed that thymol was efficiently absorbed from the gastrointestinal tract and was
able to demonstrate its biological activity in blood and the muscle during the application time.

INTRODUCTION

Due to the susceptibility of rabbits to digestive disorders, antibiotic growth promoters have
been commonly included in the diet of growing rabbits (Hashem et al., 2017). Since their
prophylactic use has been banned, there is an urgent need to find alternatives (Dalle Zotte et
al., 2016). Several studies have shown the beneficial properties of thymol, particularly
regarding the animal health parameters. These studies suggest that thymol with strong
antioxidant properties may become important as natural replacement for synthetic antioxidant
food additives (Salehi et al., 2018). However, the current problem is that there is only limited
number of scientifically verified works focused on the mechanism of action and metabolism
of thymol in animal organism (Placha et al., 2019).

MATERIAL AND METHODS

A total of forty-eight rabbits of both sexes at 35 days of age were randomly allocated to the 2
groups: control (C) and experimental. The C group was fed a basal diet (BD) and
experimental group was fed BD with thymol addition (TA, 250 mg/kg feed) during the first
21 days and for the next 7 days, the thymol was withdrawn (TW). Thymol (= 99, 9%, Sigma
Aldrich) in white powder form was mixed with the commercial diet and pelleted for the
experimental animals. Rabbits were housed in standard conditions in cages, with free access
to drinking water and feed ad libitum. Eight rabbits per each group were slaughtered after 3
weeks of feeding with thymol (C, TA) and then after 1 week without thymol addition (C,
TW). Stability of thymol in pelleted feed was determined by High-Performance Liquid
Chromatography and the thymol concentration in the individual samples (plasma, intestinal
wall and faeces) was analysed using solid-phase microextraction followed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry described by Placha et al. (2019). Activity of
glutathione peroxidase (GPx, EC 1.11.1.9) in blood was measured in accordance with Paglia
and Valentine (1967), using a commercial kit (Randox, UK). Malondialdehyde (MDA) was
analysed in plasma, liver and muscle using the modified fluorimetric method of Jo and Ahn
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(1998). LDH activity in muscle and liver was measured using a commercial diagnostic kit
(Randox, UK) with an Aliz¢ automatic biochemical analyser (Pouilly-en-Auxois, France)
according to Andrej¢dkova et al. (2016). Values of thymol, MDA, GPx and LDH
concentrations were tested for normal distribution with the Kolmogorov-Smirnov test. The
Mann-Whitney U test was used for statistical analysis. Results were presented as the mean
value + standard deviation. Significant differences were considered at p < 0.05. Correlations
of thymol concentrations between plasma and intestinal wall were analysed using
nonparametric Spearman’s rank correlation and expressed as Spearman’s correlation
coefficient (rs). Statistical analyses were performed using Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS AND DISCUSSION

Thymol content in feed amounted to 148 900 = 16 650 ng/g dry matter (DM). Thymol
concentration was detected in plasma (46.2 £ 28.4 ng/L) and intestinal wall (39.6 =+ 38.3 ng/g
DM) during thymol addition but was not detected after thymol withdrawal. Thymol in faeces
was detected in both groups (TA — 894.0 + 458.2 ng/g DM, TW — 76.4 + 41.6 ng/g DM).
Rabbits have a unique digestive system which is represented by caecotrophy. This process
includes excretion and immediate consumption of specific soft facces termed “caecotrophs”.
During the thymol biotransformation the part of metabolites (thymol sulfate, thymol
glucuronide) in intestinal wall gets converted back to thymol (parental compound) and is
again reabsorbed. Other molecules can be transported back into intestinal lumen and are
excreted from the body or transported to the blood (Ocel'ova, 2017). We assume that after
sustained application, the thymol should create depots in tissues which are in equilibrium with
the free unbound compounds in plasma. If the plasma concentration decreases due to
biotransformation and excretion, the thymol could be released from tissue back into the blood
circulation and processes of biotransformation are repeated. This is probably the explanation
of thymol presence in faeces after its withdrawal. However, further studies should be
conducted to confirm the thymol accumulation in the rabbit organism.

We found the significant correlation between thymol concentration in plasma and intestinal
wall (r; = —1.000, p = 0.0167), which points to intensive absorption of thymol from the
digestive tract into the blood. Our result is in agreement with the study of Placha et al. (2019),
who demonstrated the effective absorption of thymol from the gastrointestinal tract into the
bloodstream in broiler chickens. In our experiment, we found significant decreasing of MDA
concentration (354.8 + 24.7 vs 251.6 £ 62.5 umol/L, p < 0.05), activity of GPx (216.5 + 37.5
vs 150.9 + 32.0 U/g Hb p < 0.05) in blood and LDH activity (4723 + 1778 vs 2584 + 1693
U/g protein, p < 0.05) in muscle in TA group. Oxidative stress is associated with
derangements of the cellular metabolism which cause apoptosis and disruption of balance
between production of reactive oxygen species and the level of antioxidants. During lipid
peroxidation, unsaturated lipids are oxidized and small fragments such as alkanes, alkenals
and MDA are created. Our results pointed to the sparing effect of thymol on cellular
metabolism, which could be explained by the fact that thymol, after effective absorption
manifested its antioxidative effects and protected cells from lipid peroxidation.

In conclusion, the aim of our study was to find the answer to the question whether thymol is
able to accumulate in the rabbit organism and subsequently exhibits its beneficial properties
after its sustained administration. However, these are only partial results and further studies
should be conducted to confirm the thymol distribution and deposition within the rabbit
organism with purpose to provide an appropriate dose for its application.

The research was supported by grants of Slovak Scientific Agency VEGA project No. 2/0009/20 and the Austrian
Federal Ministry for Science, Research and Economics, OeAD, Ernst Mach Grant Action Austria-Slovakia.
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GENETICKA A MORFOLOGICKA DIVERZITA STREPTOMYCET Z
PROSTREDIA BANSKEJ HALDY

Cimermanova M., Piknova M., Pristas P., Sedlakova-Kadukova J.
Katedra Mikrobiologie, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Hl'adanie novych a u€innych latok pre pouzitie v biotechnoldgiach sa v st€asnosti ststred’uje
na neprebadané apre zivot nepriaznivé prostredia. Baktérie rodu Streptomyces, zname
produkciou doélezitych metabolitov, obyvaju aj takéto prostredia, o umoziuje nachadzat
nové aextrémom prispdsobené druhy. Cielom nasej prace bolo Studovat diverzitu
streptomycét z kontaminovaného prostredia banskej haldy pouzitim morfologickych a
molekularnych metéd (16S rRNA) a analyzovat’ ich biotechnologicky potencial. Pozorovali
sme nezvycajne vysoku biodiverzitu streptomycét v Studovanom prostredi, kde sme
detegovali minimalne 7 roznych skupin streptomycét, z ktorych jedna je pravdepodobne
tvorena izolatmi patriacimi k novému druhu.

UvoD

Medzi vyznamnych producentov bioaktivnych zlu¢enin (antibakteridlne a protinddorové
latky, herbicidy, zluceniny viazuce tazké kovy a pod.) patria baktérie z rodu Streptomyces.
Streptomycéty v sucasnosti produkuji viac ako tretinu komeréne dostupnych antibiotik
(Kédmpfer akol., 2014). Su to vldknité, Gram-pozitivne, predovSetkym pddne baktérie
patriace do kmena Actinobacteria. Predstavuju najvacsi rod tohto kmena s viac ako 800
popisanymi druhmi z r6znych prostredi. Vd’aka ich schopnosti prosperovat’ a prezit’ v rdznych
prostrediach a bohatému sekunddrnemu metabolizmu su dolezité pre ziskavanie novych
biologicky aktivnych latok (Law a kol., 2019). V dnesnej dobe je takyto vyskum zamerany na
neprebadané, Casto krat extrémne prostredia, medzi ktoré patri aj prostredie kontaminované
tazkymi kovmi. Preto sme sa v praci zamerali na diverzitu streptomycét z extrémneho
prostredia banskej haldy v lokalite Tarnowskie Gory (Pol'sko).

MATERIAL A METODIKA

Vzorku substratu sme sterilne odobrali z haldy z hibky 20 cm a obsah kovov sme stanovili
pouzitim XRF metddy (Delta XRF Analyzer, Olympus). 5 g vzorky sme rozsuspendovali v
50 ml sterilného PBS tlmivého roztoku a po 30 minutovom premieSavani sme 100 pl vyluhu
vysiali na selektivne kultivaéné médium (Porter a kol., 1960). Po sedemdnovej kultivacii pri
laboratornej teplote sme kolonie s typickou morfoldgiou preockovali a d’alej charakterizovali
(Shirling a kol., 1966). Pre molekularnu identifik4ciu izolatov sme izolovali totalnu DNA a s
pouzitim univerzalnych bakteridlnych primérov fD1 arP2 sme amplifikovali gén pre 16S
rRNA a sekvenovali ho (Eurofins Genomics, Nemecko). Ziskané sekvencie sme analyzovali
pouzitim BLAST analyzy (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov) voci databdze NCBI. Fylogenetick
pribuznost’ izolatov sme analyzovali pomocou programu MEGA (Kumar a kol., 2018).
Druhovu rozmanitost’ vzorky sme odhadli pouzitim CHAO1 metody (Chao a kol., 1984).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Banské halda v lokalite Tarnowskie Gory vznikla dlhodobym hromadenim odpadu z tazby
olovnatych, striebornych a zinkovych rid a vykazuje vysoky obsah tazkych kovov v
porovnani s normalnymi hodnotami v pol'nohospodarskej pdde. Pocet baktérii rastucich na
selektivnych médiach bol 0,88 + 0,33.10° KTJ/g substratu. Vzhladom na nepriaznivé
podmienky je tento pocet relativne vysoky. Grishko a kol. (2009) izolovali z kovmi
kontaminovanej pddy aktinomycéty v pocte 0,14 — 0,3.10° KTJ/g. Efekt tazkych kovov na
diverzitu a pocetnost’ baktérii v pode zavisi od mnohych faktorov vzhladom k tomu, zZe
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niektoré Studie uvadzaji negativny efekt (Grishko a kol., 2009) a iné naopak pozitivny efekt
(Vétrovsky akol., 2015). Pre nasledné analyzy sme vybrali 19 izolatov s morfologiou
typickou pre streptomycéty. Substraitové mycélium bolo prevazne bézovej, zltej az bielej
farby. Vzdusné mycélium bolo vo vicésine pripadov bielej farby. 53% izolatov produkovalo
zIté alebo hnedé difiizne exopigmenty (Tab. 1).

Na zaklade podobnosti ziskanych ¢iastocnych sekvencii génu pre 16S rRNA (okolo 1300 bp)
sme izolaty klasifikovali do 7 okruhov. Samotna analyza génu pre 16S rRNA totiz v pripade
streptomycét neumoziiuje jednoznacne identifikovat druhy, nakolko varidcia sekvencii je
prili§ nizka aj vo variabilnych regionoch (Rong a kol., 2010). Statistické analyzy pomocou
CHAO1 metody potvrdili, ze Studované izolaty reprezentuju prakticky kompletna
biodiverzitu streptomycét v Studovanom prostredi.

Tab. 1 Morfologicka a molekuldrna charakteristika izoldtov Streptomyces sp.

- Morfologické znaky Molekulova analyza
2 %3 Farba mycélia/pigmentu %
é N | substratové | vzdusné pigment | RS | Identit Najpribuznejsi druh
ISP2/1SP4 | ISP2/1ISP4 | ISP2/ISP4 y
P1 .
B/B Bi/ S -/- RF
P18 ' S. pratensis, S. cyaneofuscatus,
A P4 5 h/h RF 100 . S. anulatus = S.. praecox;
P6 OB/ Z Bi/ Bi S. griseus = S. baarnensis, S. flavofuscus, S.
P10 VBt h/ - R fimicarius, S. acrimycini, S. caviscabies
P11 RB/Z A
P14 . e S. fulvissimus,
B P15 B/Bi Bi/ Bi-Z - RF 100 S. microflavus = S. alboviridis
S. globisporus = S. albovinaceus, S.
. . o . griseinus, S. mediolan;
C| P2 O/ ZBi Bi/Z 4z RF 100 S. rubiginosohelvolus, S. parvus; S.
pluricolorescens; S. badius; S. sindenensis
P22 | ZB/OB -/ - RF
P3 Bi/ Bi +7/ +th R S. spororaveus; S. nojiriensis; S. avidinii; S.
D B/B A | 99,85 ’
subrutilus, S. xanthophaeus
P> / Bi / RF
PS | 7B/B oo 7
E 5294 B/B -/ Bi -/ £7 RF | 99,85 S. narbonensis
P21 B/ OB T/ Bi -/- RF| 100 S. phaeochromogenes
P12 98,91 S. flavofungini;
G| P17 B/B -/- +h RF | 98,75 S. violarus; S. arenae;
P7 98,68 S. zinciresistens

+ malé mnozstvo pigmentu; - ziadne spory/ ziadny pigment; Pigment; h: hnedy; z: Zlty; Substratové mycélium;
B: bézova; RB: ruzovobézova; OB: oranzovobézova; ZB: ZltobéZova; Bi: biela; ZBi: zltobiela; Z: z1ta; O:
oranzova; Vzdu$né mycélium; Bi: biela farebna séria (biely, sivobiely, ustricovo biely, alabastrovy odtief), Z:
zIta farebna séria (belavo-zIta, svetlo zlta alebo zIta), S: siva farebna séria (siva), Z: Zelena farebna séria
(olivovo siva), T: transparentnd; RS - retazec spor: RF- Rectus Flexibilis, RA-Retinaculum-Apertum.

Do okruhu A patri 6 izolatov (P1, P4. P6, P10, P11, P18). U izolatov P1 a P18 a zvySkom
skupiny moZzno pozorovat morfologicku variabilitu najméd v tvorbe vzdusného mycélia
a produkcii pigmentu. BLAST analyzou 16S rRNA sme identifikovali viaceré¢ druhy
s identickymi sekvenciami, z ktorych druh S. griseus patri medzi vyznamnych producentov
bioaktivnych sekundarnych metabolitov (Rong akol.,, 2010). Druhy ztohto okruhu sa
izolovali z kovmi kontaminovaného prostredia (Baz a kol. 2015). Okruh B tvoria dva izolaty
(P14, P15) na tdrovni 16S rRNA identické sdruhmiS. fulvissimus aS. microflavus
produkujicimi antibakteridlne a antiparazitické zliceniny. Izolat P2 z okruhu C, vykazoval
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identicka 16S rRNA so 6 druhmi streptomycét. K producentom antibiotickych zltcenin patria
druhy S. parvus, S. pluricolorescens a S. sindenensis. lzolaty ztejto vetvy boli taktiez
identifikované v praci autorov Baz a kol. (2015). V okruhu D su 4 izolaty (P3, PS5, PS8, P22)
s podobnostou 16S rRNA sekvencii 99,85% k piatim roznym druhom. VSetky tieto druhy,
okrem S. spororaveus, su producentmi antibiotickych zlic¢enin. Okruh E (izolaty P9 a P24)
vykazuje podobnost’ 16S rRNA sekvencii 99,85% s druhom S. narbonensis, ktory je
producentom antibiotickych latok. Do okruhu F sme zaradili izolat P21, ktory je na urovni
16S rRNA sekvencii identicky s druhom S. phaeochromogenes, ktory produkuje derivaty
penicilinu. 3 izolaty zaradené do okruhu G, st pravdepodobne predstaviteI'mi nového druhu,
kedze podobnost ich 16S rRNA sekvencii k platne popisanym druhom streptomycét
neprekrocila 99%, €o je hranicnd hodnota pre izolaty jedného druhu (Mohammadipanah a
kol., 2014). Medzi najblizsie pribuzné druhy patri S. flavofungini a producenti antibiotickych
zludenin S. arenae a S. violarus. Dalsi pribuzny druh, S. zinciresistens, bol podobne ako nase
izolaty izolovany z kovmi kontaminovanej pody a patri k druhom vysoko rezistentnym voci
zinku (Lin a kol., 2011).

Nase vysledky potvrdzuja, Ze aj prostredie vysoko kontaminované tazkymi kovmi
predstavuje bohaty zdroj biodiverzity a novych druhov streptomycét.

Praca vznikla za podpory grantu VEGA 1/0229/17 a SK-PL-18-0012.
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KONTAMINACIA VAJEC TOXINOGENNYMI DRUHMI RODU PENICILLIUM
Demjanova S., Jevinova P., Pipova M., Regecova I.
Katedra hygieny, technologie a zdravotnej bezpecnosti potravin, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bola identifikdcia zastupcov Penicillium spp. izolovanych z povrchu
Skrupiny plesnivych slepacich vajec a stanovenie schopnosti izoldtov produkovat’ vybrané
druhy mykotoxinov. Kultivaénych mykologickym vysSetrenim 30 ks slepacich vajec sa ziskalo
169 makroskopicky odliSnych izoldtov mikromycét. Na zaklade makroskopickych
a mikroskopickych znakov bolo 128 z nich zaradenych do rodu Penicillium. Metédou ITS-
PCR-RFLP boli izolaty identifikované ako Penicillium brevicompactum (6), P. commune
(45), P. crustosum (19), P. expansum (10), P. chrysogenum (13), P. polonicum (6), P.
verrucosum (19) a P. viridicatum (10). Metodou TLC bola u izolatov detekovana produkcia
kyseliny cyklopiazénovej (P. commune, P. polonicum, P. viridicatum), citrininu (P.
expansum, P. verrucosum), ochratoxinu A (P. verrucosum) a penitrému A (P. crustosum).
Z tohto dévodu moézu identifikované mikromycéty predstavovat’ riziko pre konzumenta.

UvoOD

Produkcia bezpecnych a zdravotne neSkodnych potravin patri medzi hlavné priority celého
potravinarskeho sektora na vsetkych turovniach vyroby od farmy az na stol. Cielom
je zamedzenie, pripadne odstrdnenie kontaminacie potravin spdsobenej fyzikdlnymi
a chemickymi faktormi, ale tiez mikroorganizmami a produktmi ich metabolizmu, ktoré patria
medzi hlavnych poévodcov alimentarnych ochoreni. Z tohto ddvodu sa sledovanie
a identifikécia mikroskopickych vlaknitych hub (hlavne toxinogénnych) v potravinach stavaju
rasticim objektom zaujmu.

Penicillium spp. su mezofilné mikromycéty rastice pri teplotach v rozmedzi 5 — 37 °C apH 3
— 4,5. Vyskytuyju sa vpdde, na rozkladajlicej sa vegetdcii a komposte, na suSenych
potravindch, koreni, obilninach, Cerstvom ovoci a zelenine, ako aj vo vzduchu a prachu
(Samson a kol.,, 2010). Pri vysokej vlhkosti stavebného materidlu dokdzu rast
aj na stenach budov (Storey a kol., 2004). Micromycéty rodu Penicillium st povazované za
hlavnych povodcov znehodnotenia Sirokej Skaly potravin a potravinarskych materidlov
(Perez-Nadales a kol., 2015; Dhungana a kol., 2018; Gonda a kol., 2019). To vedie k
vyznamnym ekonomickym stratdm pre potravinarsky priemysel. Mnohé druhy maji
schopnost’” produkovat’ Siroké spektrum metabolitov, vratane latok s antibiotickym
a antivirdlnym u¢inkom a mykotoxiny (Rundberget a kol., 2004), ktoré predstavuju
potencialne riziko pre verejné zdravie.

MATERIAL A METODIKA

Mikromycéty boli izolované z povrchu Skrupiny plesnivych slepacich vajec (30 ks) podla
pokynov STN ISO 21527-1 a STN ISO 21527-2. Fenotypova identifikacia bola vykonavana
podl'a kritérii Frisvada a Samsona (2004). Porastené koldnie boli nasledne preockované na
povrch agarového média skvasnicnym extraktom a sacharézou (YES), Czapekovho
agarového média s kvasnicnym extraktom (CYA) a agarového média so sladovym extraktom
(MEA) (Hi-Media, India) ainkubované¢ 7 dni pri teplote 25 °C. Makroskopickym
a mikroskopickym vySetrenim boli potvrdené charakteristické morfologické znaky zastupcov
Penicillium spp. U izolatov zaradenych do rodu Penicillium bol vykonany Ehrlichov test a
kreatinovd skuska preockovanim na povrch agarového média s kreatinom, sacharézou
a farebnym indikatorom brémkrezolovou purpurovou (CREA). Naockované platne boli
inkubované 5 dni pri teplote 25°C. Izlolaty po tejto prvotnej fenotypovej identifikacii boli
identifikované RFLP metddou.
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Z izolatov sa izolovala DNA pomocou E.Z.N.A.® Fungal DNA Mini Kit (Omega Bio-Tek,
USA). Takto ziskandA DNA bola podrobend meraniu Cistoty a koncentracie na BioSpec
nanometer spektrofotometer (SHIMADZU, Rakusko).

ITS regiony rDNA 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
restrikénymi endonukleazami Bsp12861, Xmal, Haelll, Hinfl, Msel, Sfcl a Hpyl88] (New
England BioLabs®Inc., USA).

PCR produkty a ich resStrikéné fragmenty boli v mnozstve 5 pl analyzované v 1,5 %
agar6zovom géli v TBE (Tris-borat-EDTA) timivom roztoku. Do agar6zového gélu sa kvoli
vizualizacii DNA a fragmentov priddvala Gel™ Red (Biotium Inc., USA).
Po naneseni produktov do agar6zového gélu prebiehala elektroforéza 60 minut pri 120 V
a nasledne boli jednotlivé produkty vizualizované pomocou readeru Mini Bis Pro® (DNR
Bio-Imaging Systems Ltd., Izrael).

Velkosti PCR produktov a restrikénych fragmentov boli porovnané s mapou restrikénych
fragmentov prislusnych referenénych kmenov, ktora bola vytvorend rovnakou metodikou
popisanou vyssie.

Ziskané PCR produkty a restrikéné fragmenty boli podrobené sekvenovaniu (GATC Biotech
AG, Nemecko) a jednotlivé sekvencie porovnané so sekvenciami v databdze NCBI GenBank.
Schopnost’ izolatov produkovat’ vybrané druhy mykotoxinov bola stanovena TLC metodou
podla autorov Labuda a Tancinova (2006).

VYSLEDKY A DISKUSIA Obr. 1. ITS-PCR-RFLP.
Z jednotlivych platni bolo na fenotypova

identifikaciu vybratych 169 .3 s
makroskopicky odlisSnych izolatov. Z :

nich bolo 128 na zaklade
makroskopickych a mikroskopickych
znakov zaradenych do rodu Penicillium.
PCR metodou boli ziskané amplikony
ITS regidnov testovanych izolatov
mikromycét. Stiepenim  restrikénymi
endonukleazami BSp 12861, Xmal, A Penicillium commune. Stipec 1: ladder 50 bp; Stipce 2 az 8: restrikéné fragmenty

vzniknuté digesciou endonukleazami Bspl2861, Xmal, Haelll, Hinfl, Msel, Sfel a

HaeIII, Hlnﬂ, MseI, SfcI a prl 881 Hpyl88I; Stipec 9: PCR produkt P. commune (650 bp)

Penicillium crustosum. Stlpec 1: ladder 50 bp: Stlpce 2 az 8: restrikéné fragmenty

vznikli u testovan}'Ich izolatov  vomiknue digesciou endonukledzami Bspi286L, Xmal, Haelll, Hinfl, Msel, Sfel a
fragmenty raznej Vel’kOSti. Vel’kosti Hpyi88I; Stlpec 9: PCR produkt P. crustosum (650 bp).

amplikonov ITS regionov a restrikénych fragmentov boli porovnané s vytvorenou restrikénou
mapou referenénych kmenov. Na zéklade podobnosti boli izolaty identifikované ako
Penicillium brevicompactum (6), P. commune (45), P. crustosum (19), P. expansum (10), P.
chrysogenum (13), P. polonicum (6), P. verrucosum (19) a P. viridicatum (10).

Na zaver bola u testovanych izolatov potvrdena produkcia mykotoxinov detekovanelnych
TLC metédou. Pod UV svetlom pri vinovej dizke 365 nm bol citrinin vizualizovany ako
Zltozelend Skvrna, grizeofulvin ako modra Skvrna a ochratoxin A ako modrozelena Skvrna.
Kyselina cyklopiazonova bola detegovana pri dennom svetle po naneseni Ehrlichovho ¢inidla
vytvorenim fialovej Skvrny. Penitrém A bol detegovany po naneseni 20 % AICl; v roztoku 60
% etanolu pri zahriati na 130 °C po dobu 8 mintt, tvoril tmavozelent az ¢iernu Skvrnu.
Ziskané vysledky boli porovnané so Standardami. Produkcia kyseliny cyklopiazénovej bola
detegovana u izolatov P. commune, P. polonicum a P. viridicatum, produkcia citrininu u P.
expansum a P. verrucosum, produkcia ochratoxinu A u P. verrucosum a produkcia penitrému
A u P. crustosum (Tab. 1).

S LI (|
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Tab. 1 Mykotoxiny detekovatel’né TLC metédou a ich produkcia testovanymi izoldatmi

Druh

Citrinin

Grizeofulvin

cyklopiazonova

Kyselina

Ochratoxin A

Penitrém A

P. brevicompactum 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
P. commune 0/45 0/45 45/45 0/45 0/45
P. crustosum 0/19 0/19 0/19 0/19 19/19
P. expansum 9/10 0/10 0/10 0/10 0/10
P. chrysogenum 0/13 0/13 0/13 0/13 0/13
P. polonicum 0/6 0/6 6/6 0/6 0/6
P. verrucosum 19/19 0/19 0/19 18/19 0/19
P. viridicatum 0/10 0/10 10/10 0/10 0/10

Okrem ekonomickych strat, predstavuje kontaminacia konzumnych vajec mikroskopickymi
vlaknitymi hubami aj riziko ohrozenia zdravia konzumenta, ato moZnou produkciou
mykotoxinov. Ztohto ddévodu je sledovanie a skord identifikdcia mikromycét (hlavne
toxinogénnych) v potravinach délezita.

Praca bola podporena grantom VEGA 1/0705/16.
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ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bola detekcia vyskytu virusu hepatitidy E (HEV) v populécii diviakov na
uzemi Slovenskej republiky a naslednd fylogenetickd analyza ziskanych sekvencii za ucelom
genetickej typizacie HEV. Celkovo sme pomocou nested RT-PCR metody analyzovali 227
vzoriek peceniového tkaniva, priCom pritomnost RNA virusu sme zaznamenali v 15,42%
vzoriek a 25 vzoriek svaloviny s vyskytom RNA na trovni 16%. Na zéklade fylogeneticke;j
analyzy nami ziskanych HEV sekvencii sme zistili pritomnost’ zoonotického genotypu HEV-3
vo vsetkych vzorkéch.

UvoOD

Virus hepatitidy E je pri¢inou vzniku akutnej virusovej hepatitidy E (VHE) a je rozsireny po
celom svete. HEV je neobaleny virus s linearnym ssRNA gendomom pozitivnej polarity s
diZkou priblizne 6,6 — 7.2 kb pozostavajucim z troch otvorenych &itacich ramcov (ORF1 —
ORF3). Podla sucasnej taxondmie ICTV (Medzinarodnd komisia pre taxondémiu virusov)
patri do celade Hepeviridae, ktord sa ¢leni na 2 rody: Orthohepevirus a Piscihepevirus.
Izolaty patriace do ¢elade Hepeviridae boli identifikované u vel'kého mnozstva ZivocisSnych
druhov a niektoré su v sucasnosti stale nezatriedené (napr. lisCie, losie, sokolie izolaty HEV),
¢o zdoraziiuje vyznamnu genomicku variabilitu tejto Cel'ade. Rod Orthohepevirus zahtha
vSetky cicavcie a vtacie izolaty HEV a €leni sa na 4 druhy (A — D), rod Piscihepevirus zahtna
iba jeden druh vyskytujici sa u lososovitych ryb (Purdy a kol., 2017). Druh Orthohepevirus
A pozostava zo 7 genotypov (HEV-1 az HEV-7) a mé Siroku $kalu hostitel'skych druhov:
genotypy HEV-1 a HEV-2 st Specifické iba pre humannu populaciu, genotypy HEV-3
a HEV-4 infikuju I'udi, diviaky, domace oSipané, hovéddzi dobytok, ovce, kozy, psy, zajace a
jelenovitu zver, genotypy HEV-5 a HEV-6 st $pecifické iba pre populaciu diviakov na
azijskom kontinente a genotyp HEV-7 bol izolovany zo vzoriek tavy jednohrbej, ako aj od
humanneho pacienta (Kenney, 2019; Lee a kol., 2015). Medzi zoonotické genotypy teda
patria HEV-3, HEV-4 a HEV-7. V ramci jednotlivych genotypov navrhli Smith a kol. (2016)
vo svojej Studii referenéné sekvencie pre subtypy genotypov HEV-1 az HEV-7. Genotyp
HEV-1 tak ma na zéklade tejto Studie Sest’ subtypov (la — 1f), HEV-2 dva subtypy (2a — 2b),
HEV-3 desat’ subtypov (3a — 3j a 3ra) rozdelenych do dvoch hlavnych skupin: 3abchij a 3efg,
HEV-4 devit subtypov (4a — 4i1) a HEV-5 az HEV-7 po jednom subtype.

Infekcie genotypmi HEV-1 a HEV-2 sa vyskytuji prevazne v rozvojovych krajinach sveta
(Azia, Afrika, Strednd Amerika) s vysokou denzitou obyvatelstva as nespravnymi
hygienickymi navykmi. Hlavnou cestou transmisie HEV je v tychto oblastiach prenos vodou
kontaminovanou vykalmi, infekcie sa vyskytuju epidemicky a st obzvlast zavazné pre
gravidné Zeny, u ktorych bol zaznamenany rozvoj fulminantnej hepatitidy a mortalita na
urovni 15 az 25% (Sharma a kol., 2017). Genotypy HEV-3 a HEV-4 sa vyskytuju prevazne v
rozvinutych krajinach, spdsobuji sporadické pripady virusovej hepatitidy E (VHE) u l'udi
spajan¢ s konzumaciou tepelne nedostato¢ne spracovaného mdsa a produktov zivociSneho
povodu, nespravnou hygienou v kuchyni alebo s profesiondlnou expoziciou virusom. K
transmisii virusu v populacii zvierat dochadza fekalno-ordlnou cestou (Dalton a kol., 2014).
Zoonoticky prenos HEV bol dokézany viacerymi Stadiami. V Japonsku bolo grilované méso
diviakov potvrdené ako zdroj infekcie zistenim identickych sekvencii HEV u pacienta, ako aj
vo zvySkoch misa, ktoré skonzumoval (Li a kol., 2005). Podobne sa aj v d’alSom pripade
preukazalo, Ze sekvencie HEV ziskané¢ z peCene diviakov su totozné so sekvenciami
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izolovanymi od dvoch pacientov, ktori ju konzumovali (Matsuda a kol., 2003). Diviaky spolu
s domacimi o$ipanymi su povazované za primarny rezervoarovy druh zvierat a predstavuju
riziko infekcie nielen pre 'udsku populaciu, ale aj pre ostatné domace a vol'ne Zijuce zvierata.

MATERIAL A METODIKA

Na analyzu sme pouzili vzorky pecenového tkaniva (n= 227) a svaloviny (n= 25) diviakov
lesnych (Sus scrofa) pochadzajuce z roznych pol'ovnych revirov nachadzajucich sa prevazne
na uzemi vychodného a stredného Slovenska. Prvym krokom analyzy bola izoldcia RNA,
pouzili sme TRIzol reagent (Ambion) alebo RNeasy Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen)
s QIAcube analyzatorom a postupovali sme podla prilozenych protokolov od vyrobcov.
Z vyizolovane] RNA sme na syntézu komplementarnej DNA (cDNA) pouzili RevertAid
reverznu transkriptdzu (Thermo Fisher Scientific) a gén Specificky primer (ORF1al/3157-
ER). Dal3im krokom bola nested RT-PCR zamerana na asti ORF1 a ORF2 oblasti genému
HEV. Na amplifikdciu casti ORF1 oblasti gendomu HEV o velkosti 287 bp sme pouzili
primery ORF1s1/ORFlal a ORF1s2/ORF1a2 (Erker akol., 1999), na amplifikaciu casti
ORF?2 oblasti genomu HEV (348 bp) primery 3156-EF/3157-ER a 3158-EF/3159-IRS (Meng
akol,, 1997). Na vyhodnotenie vysledkov nested RT-PCR sme vyuzili agarézova
elektroforeticku separaciu PCR produktov. Po ofarbeni farbivom Gel-Red (Biotum) sme
amplikoény vizualizovali pomocou zobrazovacieho zariadenia Gel Doc EZ (BIO-RAD)
s prislusnym softvérom. Ziskané PCR produkty o pozadovanej velkosti boli sekvenované
komerénou firmou (Microsynth) pouZitim Sangerove] metddy. Fylogeneticki analyzu
nukleotidovych sekvencii HEV sme vykonali v programoch DNASTAR (Lasergene) a
MEGAG6 (Tamura a kol., 2013). VSetky pouzit¢ kmene, ako aj referencné kmene HEV sme
ziskali z GenBank databazy NCBI (National Center for Biotechnology Information).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vo vzorkach pecenového tkaniva diviakov lesnych sme zaznamenali pritomnost RNA HEV
na urovni 15,42%, vo vzorkach svaloviny bola RNA pritomna v 16,00% vzoriek. Celkovo
sme analyzovali vzorky z 28 polovnych revirov Slovenska, RNA HEV sme potvrdili v 10
(35,71%) znich (Tab. 1). Z celkového poctu vzoriek predstavovalo 15 vzoriek sparované
vzorky pe€enového tkaniva a svaloviny od jedného jedinca. Pritomnost RNA HEV v peceni
aj vo svalovine sme zaznamenali u 3 jedincov.

Tab. 1. Vyskyt HEV u diviakov lesnych na Slovensku

Pocet (n) | HEV+ | HEV+ (%) | Genotyp Subtyp
Pecenové tkanivo 227 35 15,42 % HEV-3 3abchij; 3efg
Svalovina 25 4 16,00 % HEV-3 3abchij; 3efg
Pocet revirov: 28 10 35,71 %

Fylogenetickd analyza preukdzala pritomnost’ zoonotického genotypu HEV-3 vo vsetkych
pozitivnych vzorkach, ich vzdjomnd nukleotidovd podobnost’ (nt) bola v rozmedzi 69,8 —
100% v ORF1 a 78,9 — 100% v ORF2 oblasti genébmu HEV. Nami ziskané sekvencie sa
zoskupili podla ich geografického povodu, t. j. sekvencie pochéddzajuce ztoho istého
pol'ovného revira si boli takmer 100% podobné. Pri podrobnejsej fylogenetickej analyze sme
zistili, ze sekvencie sa zoskupili do troch subtypov, a to HEV-3a, HEV-3i a HEV-3e, pricom
najviac zastupeny bol subtyp HEV-3a. Nase sekvencie patriace do subtypu HEV-3a zdiel’ali
vramci Eurépy najvy$Siu nt podobnost (89,7 — 97,1%) s madarskymi sekvenciami
pochéadzajucimi od domaécej oSipanej a diviakov (pristupové cCisla GenBank: EU718647,
EU718646, EU718647).
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V europskych krajinach bol zaznamenany vyskyt RNA HEV u diviakov lesnych na tirovni od
0 po 68,2%. Na detekciu boli vSak pouzité rozne vzorky a metddy s réznou mierou senzitivity
kvoli absencii jednotnej Standardizovanej metodiky. Priblizne rovnaky vyskyt HEV vo
vzorkach pecene ako v nasej praci bol zaznamenany v $tadii z Nemecka (14,9%) (Schielke
a kol., 2009), Mad’arska (12,2%) (Reuter a kol., 2009) a Chorvatska (12,3%) (Prpic a kol.,
2015), vyssi v Taliansku (33,5%) (Montagnaro akol., 2015). Vo vsetkych uvedenych
Studiach, ako aj v nasej praci, bol u diviakov potvrdeny vyskyt zoonotického genotypu HEV-
3. Tieto vysledky poukazuji na mozné riziko transmisiec HEV na humannu populédciu
prostrednictvom  tepelne nedostatoCne spracovaného mésa a misovych vyrobkov
alebo priamym kontaktom s infikovanymi jedincami.

Tato praca vznikla vdaka podpore projektu VEGA 1/0429/20.
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ABSTRAKT

Haloalkanové dehalogenéazy st hydrolazy, ktoré dokézu rozstiepit’ vidzbu medzi uhlikom a
halogénom vdaka ¢omu napomahaju k premene toxickych halogénovanych zlicenin na
menej toxické latky. Dehalogenacia sprostredkovand tymito enzymami ma navySe Siroké
vyuzitie v priemysle a vysoky potencial pre aplikdciu v bioremediacii prominentnych
polutantov. Praktické vyuzitie haloalkanovych dehalogenaz je vSak sprevadzané mnohymi
prekazkami ako je nizka efektivita katalyzy, nedostato¢nad Specificita ¢i nizka stabilita v
pritomnosti organickych kosolventov. Uginnii a funkénii modifikaciu tychto vlastnosti je
mozné dosiahnut’ tzv. evoluénymi technikami. V naSej praci sa zameriavame na modulédciu
katalytickej aktivity HLDs prostrednictvom evolu¢nej techniky ribozémovy displej. V prvom
kroku boli zhotovené DNA kniznice 2 vybranych variantov DhaAHT a DhaA dehalogendzy s
optimalizovanou frekvenciou mutécii v priemere 5 mutacii/gén. V oboch pripadoch boli z
pociatocnej kniznice selektované varianty voci imobilizovanému chloroalkdnu niekol’kymi po
sebe nasledujucimi kolami ribozoémového displeja. Selektované varianty boli nasledne
podrobené sekvencnej analyze. Nase vysledky poukazuji na moznost’ vyuzitia tejto techniky
pre evoluciou-riadent modifikaciu haloalkdnovychdehalogendz.

UvOoD

Enzymy v ulohe S$pecializovanych katalyzatorov st nevyhnutnou sucastou biologickych
systémov. Réznorodost’ Specializacie enzymov ich zaroven predurcuje k Sirokému vyuzivaniu
v oblasti mediciny, farmacie, chemického priemyslu a bioremediacie. Jednym z prikladov su
aj bakterialne enzymy haloalkdnové dehalogendzy (HLDs). HLDs katalyzuji hydrolytické
Stiepenie vizby uhlik-halogén pricom vznikéd alkohol, halidovy 16n a proton. Tieto enzymy
patria k alfa/beta hydrolazam a dokazu odstiepit’ halogén z chlorovanych, brémovanych,
i6dovanych alifatickych a cyklickych uhlovodikov (Janssen, 2007). HLDs sa vyznacuju
unikatnym katalytickym mechanizmom, robustnostou a Sirokou substratovou Specificitou.
Vd'aka tymto vlastnostiam sa stali atraktivnym ciel'om pre vyskum a r6zne biotechnologické
aplikacie. Bioremediacia toxickych environmentalnych polutantov, dekontaminacia
chemickych bojovych latok, biomonitoring znecistujucich latok v prostredi, recyklacia
vedl'ajSich produktov pri organickej syntéze, produkcia opticky ¢istych molekul vo farmacii a
znacenie proteinov pri bunkovom zobrazovani, to vSetko su priklady sl'ubnych aplikacii
HLDs v priemysle (Koudelakova a kol., 2012). Praktické vyuZitie HLDs ma stale niekol’ko
obmedzeni. Jednym z najkritickejSich limitujicich faktorov je nedostatocne efektivna
katalyticka aktivita prirodnych HLDs. Napriek tomu, Ze HLDs st intenzivne Studované,
modifikacia katalytickej aktivity enzymov je vo vSeobecnosti komplexny problém, ktory nie
je mozné v sucasnosti vyriesit pomocou raciondlneho dizajnu. Alternativnym pristupom k
inZinierstvu tak komplexného zasahu do Struktury enzymu za G¢elom zefektivnenia katalyzy
st metddy riadenej evolucie ako je fagovy displej, kvasinkovy displej a ribozoémovy displej
(Sergeeva a kol.,, 2006). Uspesna aplikacia evoluciou-riadeného pristupu v modifikécii
vlastnosti proteinov/enzymov bola ocenena Nobelovou cenou za chémiu v roku 2018. V nasej
praci sme sa zamerali na potencidlne vyuZitie evolucnej techniky ribozémového displeja na
vyvoj] HLDs, vo vSeobecnosti enzymov, ako alternativneho nastroja uré¢eného na moduléciu
vlastnosti proteinov/enzymov.
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MATERIAL A METODIKA

Priprava kniZnice. DNA kniZnica bola zhotovena pomocou error-prone PCR metody. Na
pripravu kniznice bol pouzity variant génu koédujici haloalkanovi dehalogendzu DhaAHT
(K175M, C176G, H272F, Y273L). Gén DhaAHT bol amplifikovany za pouzitia zmesi
analogov nukleotidov 8-0xo-dGTP a dPTP a Taq polymerazy. Finalne PCR produkty boli
postiepené¢ BamHI a HindIIl a vlozené¢ do plazmidu pQE vopred postiepenym rovnakymi
enzymami. Ligacné zmesi boli transformované do chemokompetentnych buniek E. coli
XL1BLUE metodou teplotného Soku. Z 10 ndhodne vybranych transformovanych kolonii boli
izolované plazmidy pQE a odoslané na sekvenovanie. PoCetnost’ mutécii bola analyzovana
pouzitim softvéru CLC Genomics (Qiagen). Rovnaky postup bol pouzity aj v pripade variantu
génu DhaA (H272F).

Ribozomovy displej. Pri ribozomovom displeji sme postupovali podla protokolu
vypracovaného Zahnd a kol. (2007), pricom jednotlivé kroky tohto protokolu sme
modifikovali a optimalizovali pre potreby selekcie variantov DhaA. Stru¢ne, pociatocna
kniZnica bola exprimovand in vitro pomocou T7 RNA polymerdzy a S30 extraktu.
Exprimovand proteinovd kniznica vo forme komplexov mRNA-ribozom-protein bola
nasledné selektovanad voci chloroalkdnu v jamkéach mikrotitracnej platnicky. Intenzivnym
premyvanim boli vymyté vSetky nenaviazané/slabo naviazané komplexy. Z komplexov, ktoré
ostali pevne naviazané¢ sme eluovali mRNA, ktori sme reverzne prepisali a amplifikovali v
PCR. Tento proces sme zopakovali 3-krat s obidvomi pripravenymi kniZnicami, pricom
produkt z jedného selekéného kola bol zaroven templatom v dalSom selek¢nom kole.
Selektované varianty z DhaA kniznice sme nasledne odoslali na sekvenovanie a podrobili
sekvencnej analyze.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nevyhnutnou podmienkou aplikécie ribozémového displeja na vyvoj proteinov/enzymov s
vylepSenymi vlastnostami bolo Uspesné etablovanie tejto techniky v naSom laboratoriu.
Ribozoémovy displej je komplexnd metoda, ktora pozostava zo 6 zdkladnych krokov: priprava
DNA konstruktu, in vitro transkripcia, in vitro translacia, selekcia, elicia mRNA a reverzna
transkripcia. Na dosiahnutie uspesnej selekcie je potrebné aby bol kazdy z tychto krokov ¢o
najefektivnej$i. VSetky zo spomenutych krokov sa ndm podarilo optimalizovat. Takto
optimalizovany ribozémovy displej sme pouzili na nd$ projekt - vyvoj novych enzymov na
baze HLDs. Uspesné najdenie variantu DhaA, ktory sa bude vyznagovat zlepsenou katalyzou
je zaroven podmienené tym, Ze potrebujeme vytvorit’ dostatocne vel'ky sekvenény priestor, t.j.
pripravit’ kniZnicu, ktora bude obsahovat’ analégy DhaA s réznou kombinaciou mutécii. Dalej
sme sa sustredili na vytvorenie kniznice, na pripravu ktorej sme pouzili analogy nukleotidov a
nizku proofreading aktivitu Taq polymerdzy, ¢im sme indukovali vznik ndhodnych mutécii v
sekvencidch DhaA a DhaAHT. Otestovali sme niekol'ko réznych koncentracii analégov
nukleotidov a na zaklade sekven¢nej analyzy sme vybrali ako najvhodnejSie koncentracie 3 a
5 uM. Vyslednda kniZnica mala optimalizovanu frekvenciu mutécii v priemere 5 mutécii/gén.
Vytvorené kniZnice sme ndsledne vyuzili v ribozémovom displeji v 3 po sebe nasledujucich
selekénych kolach. Funkénost’ nami vytvoreného postupu pre ribozémovy displej HLDs sme
overili s variantom DhaAHT (Obr. 1), ktory sa vyznacuje silnou afinitou k chloroalkanu (Los
a kol., 2008). Ak si porovname frakciu PCR produktov v elektroforetickej drahe ¢. 6 (ta
odpovedd mnozstvu selektovanych variantov z kniznice) a mnozstvo PCR produktov v drdhe
2, ktoré odpovedaju miere nesSpecifickej vdzby enzymov, po tretom kole RD mézeme vidiet’,
ze voci selekcii Specificky viazanych enzymov na chloroalkan pochéadzajucich z pociatocnej
kniznice dochddza k obohateniu molekul so Specifickou viazbou pre dany ligand. Podobny
efekt mo6Zeme pozorovat aj po tretom kole RD s kniznicou variantu DhaA — divokému typu
tohto enzymu (Obr. 1).
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Ribozémovy displej s variantom DhaAHT Ribozémovy displej s variantom DhaA

L 1 2 3 4 5 6 L 1 2 3 4 5 6
1. kol 1. kolo
cle — - [ - [ ]
3. kolo 3. kolo
— =1 —— [—]

Obr. 1 Ribozomovy displej s haloalkdanovou dehaogendzou DhaA. L- 100bp DNA ladder; 1,3,5 — negativna
kontrola. 2 — vzorka 7 jamky bez ligandu, 4 — templdatova mRNA, 6- vzorka z jamky s ligandom.

Nakol'ko DhaA je hlavnym objektom nasSho zaujmu, po tretom kole RD sme vyslednu frakciu
DNA kniZnice podrobili sekvenénej analyze. Uéelom tejto analyzy bolo najst’ uréity vzor
alebo preferenciu pre indukované mutacie, ktoré by mohli prispiet’ k zlepSeniu vlastnosti
DhaA, v naSom pripade zlepSeniu efektivity katalyzy. Analyzou ziskanych sekvencii
proteinov sme zistili, Zze sekvenované gény a nasledne ziskané primarne Struktiry proteinov
obsahovali predovsetkym bodové mutacie, ktoré boli roztrusené v ramci celej Struktury
proteinu. V malej frakcii sme vSak identifikovali deléciu medzi 132-144 aminokyselinou
(Obr. 2). Tato delécia sa nachadza v oblasti Struktiry enzymu, ktora bola

v predchadzajicich ~ $tadiach  terom  proteinového inZinierstva HLDs. Obsahuje
aminokyselinové zvysky, ktoré lemuju vedlajsi tunel pre vstup
avystup reaktantov aproduktov, aako sa ukdzalo prave
modifikacia tunelov v enzymoch je vhodnou stratégiou na
moduléciu ich katalytickej aktivity (Pavlova a kol., 2009). Tato
nezavisla identifikdcia oblasti proteinu s pravdepodobne
dolezitou ulohou pre vizbu enzymu s ligandom poukazuje na

ciapkova

doména

moznost potencidlneho vyuzitia ribozomového displeja vo w

vyvoji dizajnovych HLDs. Vyzvou do budicnosti je potreba \ 7c
zvySenia efektivity selekcie, t.j. rychlejSiecho obohatenia | WA T
enzymov s pozadovanymi vlastnostami. V tejto suvislosti je Ty
nevyhnutné uskutocnit’ experimenty, ktoré by identifikovali P (&L ok
vztah medzi efektivitou enterakcie HLDs sligandom, t.j. alfwbet hydrokizovi S miesto
experimentalnym obohatenim a biofyzikalnymi vlastnost'ami, s

akymi st zbalenie, stabilita, rozpustnost’ a katalyticka efektivita, Obr. 2 Trbjrozmerna struktira DhaA
’ ’ (PDB - 1CQW) s vyznacenou poziciou
takto selektovanych enzymov identifikovanej delécie (tmavo-Seda).

Dakujeme prof. Damborskému za poskytnutie plazmidov obsahujiicich gény kédujiice dehalogendzy. Tato prdaca
bola podporena Agentirou na podporu vyskumu a vyvoja ¢. APVV-15-0069.

POUZITA LITERATURA

Janssen DB. Evolving haloalkane dehalogenases. Curr Opin Chem Biol. 2004; 8(2):150-159.

Koudelakova T, etal. Haloalkane dehalogenases: biotechnological applications. Biotechnol J. 2013; 8:32-45.

Los GV, et al. HaloTag: a novel protein labeling technology for cell imaging and protein analysis. ACS Chem
Biol. 2008; 3:373-382.

Pavlova M, et al. Redesigning dehalogenase access tunnels as a strategy for degrading an anthropogenic
substrate. Nat Chem Biol. 2009; 5:727-733.

Sergeeva A, et al. Display technologies: application for the discovery of drug and gene delivery agents. Adv
Drug Deliv Rev. 2006; 58(15):1622-1654.

Zahnd C, Amstutz P, Pliickthun A. Ribosome display: selecting and evolving proteins in vitro that specifically
bind to a target. Nat Methods. 2007; 4(3):269-279.

24



SLEDOVANIE VPLYVU SILYBINU NA BUNKOVY CYKLUS A METABOLICKU
AKTIVITU NA PRASACICH INTESTINALNYCH BUNKACH
Faixova D., Cingel'ova Maruscakova I., Mudronova, D.
Katedra mikrobiologie a imunoldogie Univerzity veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach

ABSTRAKT

Plody Silybum marianum obsahuju silimarin, z ktorého sa pripravuje Standardizovany extrakt,
ktory obsahuje silybin (zmes dvoch diastereoizomérov A a B), ktory ma preukazané rézne
farmakoterapeutické vyuzitie. Vzhl'adom na potrebu testovania vlastnosti naturdlnych latok je
potrebné vykonat’ najprv in vitro experimenty na bunkovych kultarach, na zéklade ktorych je
mozné prirodné latky testovat’ na experimentdlnych zvieratach. Sledovali sme metabolickt
aktivitu pomocou MTS testu a bunkovy cyklus prietokovou cytometriou IPEC-1 buniek po
osetreni silybinom v koncentraciach 5, 10, 20, 40 a 80 uM po 4 a 24 hodinovej inkubécii.
Zistili sme, Ze po 4 hodinovej inkubacii koncentracie od 5 do 40 uM silybinu signifikantne
znizili percento buniek v G2/M faze. V koncentracii 80 uM sme nezaznamenali znizenie
mitotickej aktivity na rozdiel od koncentracii 5-40 uM. Po 24 hodinovej inkubacii sme
sledovali zvysSené percento bunick v G2/M faze v koncentracidch 5-40 uM v porovnani
s kontrolou (vo vsetkych pripadoch p<0,05), ¢o bolo spdsobené spomalenim mitozy, ktort
sme zaznamenali po 4 hodinovej inkubécii. Metabolicka aktivita IPEC-1 buniek oSetrenych
réznymi koncentraciami silybinu bola po 4 hodinovej inkubacii stimulovana a nasledne po 24
hodinovej inkubacii klesala.

UvoOD

V sucasnosti je predmetom mnohych modernych vedeckych timov sledovanie vlastnosti latok
naturdlneho povodu. Niektoré ich terapeutické vlastnosti sit dlhodobo vyuzivané v prirodnom
liecitel'stve a ich vyuzitie v modernej medicine mdze viest’ k znizeniu uzivania chemickych
terapeutik pacientami. Plody Silybum marianum obsahuju silimarin, z ktorého sa pripravuje
Standardizovany extrakt, ktory obsahuje silybin (zmes dvoch diastereoizomérov A a B).
Okrem silybinu je komplex tvoreny aj zna¢nym mnoZstvom inych flavonolignanov —
izosilybin, dehydrosilybin, silychristin, silydianin a flavonoidmi, hlavne taxifolinom.
NajznamejSie farmakoterapeutické vyuzitie plodov pestreca marianskeho je najmi ako
hepatoprotektivum a antioxidans. Okrem toho je v sucasnosti skimany jeho ucinok na
metabolicky syndrom (Vahabzadeh a kol., 2018), vyuzitie v dermatologii (Dorjay a kol.,
2018), funkcia pri terapii diabetu mellitu (Stolf a kol., 2017) a alzheimerovej choroby ( Guo
akol., 2019). Opisané su aj jeho neuroprotektivne (Devi a kol., 2017), antivirotické (Liu
akol., 2019), antiparazitické (Faridnia a kol., 2018) a ¢iastocne aj imunomodula¢né Gc¢inky
(Esmaeil a kol., 2017).

V dnes$nej dobe sa ku tradinej terapii mnohych ochoreni pridavaju naturalne terapeutika,
ktoré maji za ulohu znizit neZiaduce uCinky, prip. podporit’ pozitivny Uc¢inok klasickej
terapie. Vzhl'adom na potrebu testovania vlastnosti naturdlnych latok je potrebné vykonat
najprv in vitro experimenty na bunkovych kultirach, na zaklade ktorych je mozné prirodné
latky testovat’ na experimentalnych zvieratach.

MATERIAL A METODIKA

V ramci in vitro testovania biologickej aktivity silybinu sme hodnotili vplyv na priebeh
bunkového cyklu IPEC-1 buniek. Bunky boli nasadené v poéte 2,25 x 10° buniek na jamku
v Standardnych 24-jamkovych platnickach v celkovom objeme 1 ml. Po noc¢nej kultivécii sa
vymenilo IPEC-1 médium a nasledne sa bunky oSetrili silybinom, s ktorym sa nésledne
inkubovali. Po 4 a?24 hodinovej inkubdcii sa zozbierali adherované aj uvolnené bunky,
premyli sa vladovom FFR. Po fixacii v alkohole sanésledne inkubovali s farbiacim
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roztokom obsahujicim propidium jodid a ribonukledzu A. Vzorky sa analyzovali na
prietokovom cytometri a vysledky sa vyjadrili ako percentudlne zastipenie buniek
v jednotlivych fazach bunkového cyklu.

Vplyv prirodnych latok na metabolicku aktivitu buniek sa testoval v Standardnych 96-
jamkovych platnickach pomocou MTS testu. Bunky boli nasadené v koncentracii 30 000
buniek/jamku v roztoku kompletné¢ho kultivaéného média a po 4 a 24 hodinovej inkubdécii sa
vytvoril monolayer. Médium sa nésledne odsalo a pridal sa silybin. Po 24 hodinovej inkubacii
pri 37 °C 5% CO; sa prikvapol MTS reagent a nésledne sa inkubovali 1 — 4 hodiny pri 37 °C
5% CO,. Odmerali sme absorbanciu pri 490 nm a metabolickéd aktivita buniek sa vyjadrila
percentudlne v porovnani s negativnou kontrolou.

Vysledky metabolickej aktivity boli Statisticky spracované jednosmernou analyzou rozptylu
s doplnkovym POSTHOC Turkeyho testom. Vysledky bunkového cyklu boli Statisticky
spracované jednosmernou analyzou rozptylu s doplnkovym Dunnettovym testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po 4 hodinovej inkubacii IPEC-1 buniek so silybinom v réznych koncentraciach sme
sledovali signifikantne zvySené percento buniek v G1 faze oproti kontrole a naopak
signifikantne znizenie percentdlneho poctu buniek v S faze (vo vSetkych pripadoch p<0,01).
Koncentracie od 5 do 40 uM taktisto signifikantne zniZili percento buniek v G2/M féze.
V koncentracii 80 uM sme nezaznamenali znizenie mitotickej aktivity na rozdiel od
koncentracii 5-40 uM.

Po 24 hodinovej inkubécii sme sledovali zvySené percento buniek v G2/M faze
v koncentréacidch 5-40 uM v porovnani s kontrolou (vo vsetkych pripadoch p<0,05), o bolo
spdsobené spomalenim mitdzy, ktor sme zaznamenali po 4 hodinovej inkubécii.

Sledovali sme metabolicki aktivitu IPEC-1 buniek po oSetreni silybinom v réznych
koncentraciach po 4 a 24 hodinach (Graf 1 a 2). Zistili sme, ze metabolicka aktivita buniek
osSetrenych 5uM a 10uM roztokom silybinu bola zvySena oproti kontrole po 4 hodinovej
inkubécii. Po 24 hodinovej inkubacii sme zaznamenali v koncentraciach 5uM a 20 uM
ignifikantne niZSiu metabolicka aktivitu oproti 40uM a 80uM. Zistili sme, ze metabolicka
aktivita [PEC-1 buniek oSetrenych ro6znymi koncentraciami silybinu bola po 4 hodinovej
inkubacii stimulovana a nésledne po 24 hodinovej inkubécii klesala.

Zistili sme, zZe silybin neovplyviiuje negativne metabolicku aktivitu zdravych ¢revnych buniek
(v rozpdti koncentracii 5 - 80 uM) ale Ciasto¢ne znizuje mitoticku aktivitu (prolifera¢nti
aktivitu) tychto buniek. Na zaklade zisteného budu rovnakeé testy vykonané na nadorovej linii
crevnych buniek (CACO) aby sa zistili rozdiely v u€inku silybinu na tieto dve bunkové linie.
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Graf 1 Metabolicka aktivita IPEC-1 po oSetreni  Graf 2 Metabolickd akiivita IPEC-1 po osetreni
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ENTEROCOCCUS VILLORUM VS E . FAECIUM K12b Z TRUSU KONA A JEHO
BIOAKTIVITA
Fockova V., Kop€akova A., Pogany Simonova M., Laukova A.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, Centrum biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Viaceri zastupcovia rodu Enterococcus su v sucasnosti vyuzivani ako prospesné baktérie,
pretoze vykazuju antimikrobidlne Uc€inky cez produkciu bakteriocinov. Ciel'om tejto Stadie
bolo detegovanie a ucinok substancie s antimikrobidlnou bakteriocinovou aktivitou z
autochtonneho kmena K12b izolovaného z trusu zdravého koma. Kmen bol taxonomicky
zaradeny ku druhu E.villorum na zéklade evaluacie identifikaénym systémom MALDI — TOF,
no sekvenovanie preukazalo jeho prislusnost’ ku druhu E. faecium. Z hladiska zakladného
vyskumu je vyznamné zistenie inhibicnej aktivity bakteriocinovej substancie z kmeiia K12b;
detegovana bola inhibicia rastu indikatorovych kmenov enterokokov, ako aj stafylokokov.

UvoOD

Do rodu Enterococcus radiaceho sa do kmena Firmicutes patria aj kyselinu mliecnu
produkujice baktérie. Su to Gram-pozitivne, fakultativne anaerobne koky, nachadzajuce sa v
gastrointestindlnom trakte zvierat, ale aj 'udi. St tieZ stcastou Zivotného prostredia a boli
izolované aj zrastlin ¢i potravinovych produktov (Gilmore a kol., 2002). Predstavuju
baktérie, ktoré na jednej strane mdzu spdsobit’ ochorenia, avSak aj naopak, si to baktérie,
ktoré svojimi metabolitmi dokazu inhibovat’ rast baktérii vyvolavajiicich iné¢ bakteridlne
ochorenia. Niektoré enterokoky vykazuju prospesné vlastnosti ako je napr. produkcia
substancii bielkovinovej povahy s antimikrobidlnym ucfinkom - bakteriocinov resp.
enterocinov; preto su viaceri zastupcovia rodu Enterococcus vyuzivani ako prospesné baktérie
(Franz a kol., 2011, Laukova a kol., 1993). Niektor¢ enterociny preukazali prospesné ucinky
v chove kralikov, hydiny ¢i koni (Laukova a kol., 2008, 2017, 2018). Napr. po podéavani
Enterocinu M produkovaného kmenom EFAL41=CCMS8558 z taxonomického druhu E.
faecium alebo durancin z kmena E. durans 26E/7 prejavili antibakteridlny w¢inok
a stimulovali fagocytarnu aktivitu uvysSie zmienovanych zvierat. Bakteridlny druh
Enterococcus villorum bol prvykrat izolovany z hnackujacich ciciakov a popisany ako novy
taxonomicky druh v rdmci rodu Enterococcus (Vancanneyt a kol., 2001). Kmen K12b bol
izolovany ztrusu Slovenského teplokrvnika v strednom stupni zataZze. Vzhladom na
skuto¢nost’, Ze o mikrobiote koni ako takej a moznosti niektorych jej zastupcov produkovat
antimikrobialne bakteriocinové substancie st len limitovani informacie, bola tato Studia
zamerana na testovanie inhibi¢nej aktivity substancie produkovanej kmetiom E. villorum/E.
Jfaecium K12b s cielom jej d’alSieho aplika¢ného vyuzitia.

MATERIAL A METODIKA

Kmen Enterococcus villorum/E. faecium K12b bol izolovany z trusu kona. Vzorky trusu boli
spracované Standardnou mikrobiologickou metddou podla ISO s pouzitim M-Enterococcus
agaru (Difco). Cistd kolonia bola postipena identifikicii MALDI-TOF identifikaénym
systtmom. Kmen bol nasledne fenotypizovany a osekvenovany pomocou Blast analyzy.
Inhibi¢na (bakteriocinova) aktivita kmena K12b bola najprv testovana kvalitativnou metodou
podl'a Skalku a kol. (1983) pri pouziti hlavného indikéatorového kmena Enterococcus avium
EAS (izolat naSho laboratdria). Nasledne bol pripraveny supernatant z kmena K12b po jeho
18 h kultivacii v MRS bujone (Merck, Nemecko) a centrifugacii (10 000 x g) 30 minut.
Supernatant bol rozdeleny na rovnaké objemy s rozdielnymi pH (4,5; 6,3 a 7,3). Inhibi¢na
(bakteriocinova) aktivita supernatantu bola testovana kvantitativnhou metdédou tzv. agar spot
testom podla De Vuysta akol. (1996) opdt na indikatorovy kmen E. avium EAS.
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V strucnosti, Petriho miska s 1, 5 % mozgovo-srdcovym agarom (BHA, Difco™) bola
preliata 0,7% agarom (4 ml) s obsahom 200 pl indikatorového kmena EAS. Inhibi¢nd aktivita
bola vyjadrend v Arbitrarnych jednotkach na ml (AU/ml), ¢o zodpoveda najvyssSiemu riedeniu
substancie, ktora este spdsobi inhibiciu rastu indikatorového kmena (AU/ml). Supernatant (60
ml pre kazdé pH 4.,5; 6,3 a7,3) bol nasledne 10 x zahusteny s pouzitim koncentratora-
Concentrator Plus (Eppendorf) a opét’ bola testovana jeho inhibi¢né aktivita na indikatorovy
kmen E. avium EAS a vyjadrend v AU/ml. Ako indikatorové kmene boli pouzité aj kmene E.
hirae (15) izolované z trusu psStrosov a bazantov.

Nasledne bola pripravena ¢iastocne purifikovana substancia tzv. precipitat: po 18 h kultivacii
produk¢éného kmenia K12b v MRS bujone (Merck, Nemecko) a centrifugécii (10 000 x g) 30
minut a uprave pH supernatantu na 4,5 a 6,3 boli tieto supernatanty precipitované siranom
amonnym pri laboratornej teplote po dobu 4 hodin (40% saturacia). Ziskané precipitaty boli
resuspendované v minimalnom objeme fosfatového pufru (10 mM, pH 6,5) a testované na
inhibi¢nu aktivitu pouzijuc hlavny indikatorovy kmenn E. avium EAS. Pre testovanie bolo
pouzitych este 82 kmenov stafylokokov izolovanych z réznych zdrojov (trus koni, vysokej
zvere, psa, crevny obsah bobrov alebo ryb).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prvotnou identifikaciou (MALDI-TOF systém) bol izolat K12b priradeny ku taxonomickému
druhu Enterococcus villorum. Identifikaéné skoére dosiahlo hodnotu 2,152, ¢o odpoveda
bezpecnej/pravdepodobnej identifikacii rodu (hodnota skore 2,000-2,299). Kmen bol nésledne
osekvenovany pomocou Blast analyzy, z jednej strany a sekvencia bola na 99.71%
identifikovand pre druh E. faecium. E. faecium je spolu s druhom E. faecalis najstarSim
druhom patriacim do rodu Enterococcus (Takashi a kol., 1999). Patri aj medzi najCastejSie
zastupent enterokokovu mikrobiotu u zvierat. Laukova a kol. (2008) detegovali E. faecium
ako najcastejs$i druh v gastrointestinalnoim trakte koni. Detegovanie kmena z taxonomického
druhu E. villorum bolo prekvapujice; avSak sekvenacia potvrdila zaradenie kmena K12b ku
druhu E. faecium.

Pri kvalitativnej metdde testovania inhibi¢nej (bakteriocinovej) aktivity kmena EV K12b bol
rast hlavného indikatorového kmena E. avium EAS inhibovany pri velkosti inhibi¢nej zony
24 mm. Pri kvantitativnej metdde bola inhibi¢né aktivita supernatantu s pH 7,3 800 AU/ml
(na E. avium EAS); supernatanty s pH 6,3 a 4,5 vykazovali niz§iu aktivitu (200 AU/ml).

Pri testovani inhibi¢nej aktivity koncentratu s pH 6,3 dosiahla aktivita 102 800 AU/ml pri
pouziti indikatora E. avium EAS, v pripade koncentratu s pH 4,5 to bola aktivita 51 200
AU/ml. Pri koncentrite opH 7,3 bola aktivita najnizSia - 6400 AU/ml. Pri pouZiti
koncentratu s pH 4,5 bol inhibovany rast 15 kmeniov E. hirae pri aktivite do 400 AU/ml;
koncentrat s pH 6,3 inhiboval rast kmenov s aktivitou 400-800 AU/ml. Pri pouZiti koncentratu
o pH 7,3 bol rast kmenov E. hirae inhibovany s aktivitou 400, 800 a 1 600 AU/ml. V ramci
82 indikatorovych kmenov stafylokokov bol po oSetreni koncentritom K12b s pH 4,5
inhibovany rast 55 kmenov s inhibi¢nou aktivitou 100 AU/ml a to nasledovne: z 9 kmenov S.
epidermidis bol inhibovany rast 3 kmenov (K9PL/1, SER44/1 a SE&9); z 10 kmenov S.
haemolyticus boli inhibované 4 kmene. Inhibované boli tieZ kmene S. hominis (5 z 8
kmenov), ako aj jeden kmeni z 5 kmenov S. capitis (Sca P8). Inhibovany bol tiez rast 20
kmenov S. vitulinus, po jednom kmeni zastupcovia z druhov S. intermedius, S. arlettae, S.
aureus, S. lentus, S. succinus, 5 kmenov S. cohnii a 3 kmene S. equorum. Kmene S. pasteuri,
S. xylosus aS. warneri inhibované neboli. Pri koncentraite K12b s pH 6,3 bolo z 82
stafylokokov inhibovanych 38; 16 z 20 kmenov S. vitulinus, 2 kmene z 9 S. epidermidis, 1
z 10 kmenov S. haemolyticus, 5 z 8 S. hominis, 3 zo 6 S. warneri, 2 S. cohnii a po jednom
kmeni S. intermedius, S. pseudintermedius, S.aureus, S. arletttae, S. lentus a S. xylosus.
Precipitat K12b (pH 4,5) vykazoval najvyssiu inhibi¢nt aktivitu na kmen E. avium EAS - 204
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800 AU/ml; zatial’ o precipitat s pH 6,3 dosiahol aktivitu 6 400 AU/ml. Inhibi¢né aktivita
precipitatu K12b s pH 4,5 bola otestovana aj na 40 kmenov stafylokokov; tieto boli citlivé ku
koncentratu K12b (s pH 4,5). Najviac inhibované boli kmene S. epidermidis SEK9PL/1 z
trusu koni (25 600 AU / ml), S. vitulinus SYK6PL/1, K6PL/2, K8PL/1, K15PL/1 (25600 AU
ml) a S. cohnii ScoK6/1 z kona (25 600 AU/ml). Bakteriociny produkované zastupcami z
rodu Enterococcus patria medzi substancie so Sirokospektralnou inhibi¢nou aktivitou
(Laukové a kol., 1993; Franz a kol., 2007), ¢omu zodpoveda i substancia kmena K12b, aj ked’
v testovani este pokracujeme.

Substancia z kmena E. villorum/E. faecium K12b vykazuje vyraznu inhibicna aktivitu. V
ramci supernatantov bol najaktivnejsi supernatant o pH 7,3; ale ako koncentrat vykazoval
niz$iu aktivitu na indikator EA5 neZ na ostatné indikatory. Najaktivnej$im bol koncentrat o
pH 6,3, ktory dosahoval aktivitu 102 400 AU/ml pri indikatore EAS. Vyznamnym zistenim je
inhibicia rastu 55 z 82 kmenov stafylokokov pri pouziti koncentratu o pH 4,5. NajaktivnejSou
substanciou bol precipitat K12b o pH 4,5, ktory na indikatorovy kmen E. avium EAS
vykazoval aktivitu az 204 800 AU/ml. V testovani pokraujeme; je mozné aplikacné
zavedenie substancie K12b nielen v chove koni.

Tato prdca vznikla za podpory projektu ¢. 2/0006/17, grantovej agentury VEGA.
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NOVE MOZNOSTI DIAGNOSTIKY CHRONICKYCH OCHORENI OBLICIEK

Grelova S.
Klinika malych zvierat, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

V praxi malych zvierat sa hlavne u maciek stale Castejsie stretavame s chronickym ochorenim
obli¢iek. Toto ochorenie patri medzi jedno z najcastejsich a postihuje az 30% maciek starSich
ako 10 rokov. Ide o progresivnu, nezvratnu stratu funkénych nefronov veducu k tplnej strate
funkcie obliciek prejavujicu sa urémiou. V snahe spomalit’ priebeh tohto ochorenia sa
pozornost’ zameriava hlavne na skort diagnostiku a terapeutickil intervenciu. Vcasna
diagnostika sa zameriava na vyuzitie nového Specifického biomarkeru SDMA, ktory odhali
degradaciu funkcie obliCiek este pred samotnym zvysSenim kreatininu.

UvOD

Chronické ochorenie oblic¢ieck (CKD-Chronic kidney disease) patri medzi jedno
z najcastejSich metabolickych ochoreni maciek starSich ako 10 rokov (Lulich a kol. 1992) a je
doprevadzané funkénymi a Strukturdlnymi abnormalitami jednej alebo oboch obli¢iek. CKD
vznikd nasledkom dlhotrvajucich inzultov poskodzujucich oblicku do takej miery, ze dojde
k strate funkénych nefronov. Spektrum tychto primarnych ochoreni je Siroké, védcSinou sa
vSak pociato¢nd pric¢ina neodhali (Chakrabarti a kol., 2013). V praxi malych zvierat sa CKD
diagnostikuje na zadklade zvySenych hodnot kreatininu aurey, a teda k diagnoze CKD
dochadza Casto az po nastupe zjavnych klinickych priznakov s rozvojom azotémie.

DIAGNOSTIKA CKD

Kombindcia azotémie, nevhodne koncentrovaného mocu (MH < 1,035 u maciek)
a Strukturadlnych abnormalit obli¢iek tvori zdklad diagnostiky CKD. Vzt'ah medzi kreatininom
arychlost'ou glomerularnej filtracie nie je linearny, a zvySenie sérového kreatininu odraza az
75% stratu funkcie nefronov (Von Hendy-Willson a Pressler, 2011). Kreatinin je tiez
ovplyvilovany r6znymi extra-renalnymi faktormi, hlavne pritomnostou dehydratécie a stratou
svalovej hmoty (Grauer, 2019). Tato skuto¢nost’ podnecuje vyskum novych molekul, ktorych
hladina sa zvySuje eSte pred vzostupom kreatininu.

NOVY BIOMARKER FUNKCIE OBLICIEK

Medzi nové biomarkery hodnotenia glomerularnej filtracie patri symetricky dimetylarginin
(SDMA), ktory umoziuje skorSiu diagnostiku ochorenia obli¢iek ako tradi€né testovanie
kreatininu a bol zahrnuty ako sucast’ usmerneni IRIS (/nternational renal interest society)
(Tab. 1) na stanovenie Stadia skorého aj pokrocilého CKD u maciek a psov (Hall a kol., 2014;
Braff'a kol., 2014). SDMA je stabilna molekula, ktora pochadza z intracelularnych proteinov,
ktoré zohravaji neoddelite'na tlohu v zékladnom bunkovom metabolizme. SDMA a pribuzné
zluCeniny sa produkuju v jadre vSetkych buniek. K ich tvorbe dochadza obligatnou
posttransla¢nou modifikdciou a metylaciou argininovych zvySkov rdznych proteinov a
naslednou proteolyzou (Kielstein a kol., 2006). Mala molekulova hmotnost’ SDMA (202 g /
mol) a kladny naboj umoziuju vol'né filtrovanie glomeruldrnou membranou. Pretoze SDMA
sa z vicSej Casti vylucuje obli¢kami, je dobrym kandidatom na biomarker pre funkciu obli¢iek
(Glorieux akol., 2016). V prvej klinickej $tadii SDMA u veterindrnych pacientov so
spontannym ochorenim obliciek, Jepson a kol. (2018) uviedli, ze SDMA dobre korelovala s
kreatininom (r 5 0,741; P <0,001) u 69 maciek s CKD a hypertenziou. V inej Studii sa v
populécii geriatrickych maciek s prirodzene sa vyskytujucim chronickym ochorenim obli¢iek
sa plazmatickd koncentrdcia SDMA v priemere zvysila o 17 mesiacov pred zvySenim
koncentracie kreatininu v plazme nad hornti referenént hranicu (Hall a kol. 2014). Stadie
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preukdzali, Ze na rozdiel od sérového kreatininu je hladina SDMA nezavisla od osvalenia,
takze je citlivejSim markerom pre ochorenie obli¢iek u pacientov s réznymi pric¢inami straty
svalovej hmoty (Hall a kol., 2015).

Tab 1.: IRIS klasifikdacia CKD

Koncentracie kreatininu (umol/l)
SDMA (pg/dl)
<140 140 - 250 251 - 440 > 440
<18 18 - 25 26-38 > 38
Stupen 1 Stupei 2 Stupen 3 Stupen 4
Neazotemické Mierna renélna Stredna renalna Tazka rendlna
azotémia azotémia azotémia

Pritomné oblickové
abnormality Klinické priznaky Moézu byt pritomné | ZvySené riziko
(neschopnost’ mierne alebo extrarenalne klinické | systémovych
koncentrovat’ moc, chybaju priznaky klinickych priznakov
abnormalna renalna a uremickej krizy
palpacia)

Projekt je podporovany grantom IGA 2019/2020 Vztah medzi SDMA, FGF-23 a aldosteronom na podklade
chronickej choroby obliciek u maciek.

ZAVER

Rutinné vyuzivanie SDMA v diagnostike rendlnych ochoreni umoznuje v¢asné zachytenie
poklesu funkcie obli¢iek a umozni rychlu terapeutickil intervenciu, spomalenie progresie
ochorenia a zlepSenie kvality Zivota pacientov.
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ANALYZA PRITOMNOSTI APOPTOTICKYCH MARKEROV V BUNKACH
MIECHY POTKANA PoéAs POSTNATALNEHO OBDOBIA
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Jozefa Safarika v Kosiciach, KoSice
Neurobzologzcky ustav, Biomedicinske centrum SAV, Kosice

7 Ustav experimentdlnej fyziky SAV, Kosice

ABSTRAKT

Apoptoza zohrdva doleziti ulohu pocas embryonalneho vyvinu nervového systému, kde
prostrednictvom tohto procesu dochadza k odstrafiovaniu vysokého mnozstva nervovych a
gliovych buniek. Rola apoptézy v mieche hlodavcov v postnatidlnom obdobi vSak nie je
detailne preskimana, preto sme sa v bunkach miechy potkana v skorom postnatdlnom obdobi
a v dospelosti zamerali na analyzu pritomnosti dvoch casto vyuzivanych markerov
odumierajtcich buniek — aktivovanej kaspazy-3 a postiepenej formy proteinu PARP-1. Na
zéklade imunofluorescencného znacenia sme identifikovali masivnu populéciu buniek s
aktivovanou formou kaspéazy-3 (aC3), pricom pocet tychto buniek v oboch Studovanych
intervaloch (P8=1965579+168429 buniek/mm’, P90=341372+10929 bunick/mm’) vyrazne
prevysoval pocet buniek, u ktorych bola pozorovand postiepend forma proteinu PARP-1
(cPARP) (P8=2766+261 buniek/mm’, P90=819+159 buniek/mm?). Nepomer v poéte buniek s
postiepenou formou proteinu PARP-1 a aktivovanou formou kaspazy-3, ktory sme
zaznamenali v naSich analyzach, ako aj morfoldgia buniek, ich distribucia v mieche a
fenotypové zastipenie indikuju, ze kym populacia buniek u ktorych dochadza k postiepeniu
proteinu PARP-1 predstavuje populaciu odumierajucich buniek, len mald Cast’ buniek s
aktivovanou kaspazou-3 skuto¢ne podstupuje apoptézu. Nase vysledky naznacuju, ze k
aktivécii kaspazy-3 by v bunkéch nervového tkaniva miechy mohlo dochadzat’ aj v priebehu
neapoptotickych procesov, akymi st diferenciacia ¢i proliferacia.

UvOoD

Apoptdéza ako fyziologicky spOsob odumierania buniek predstavuje jeden z hlavnych
mechanizmov podielajicich sa na vyvine organovych suastav (Elmore, 2007). V
embryondlnom obdobi hra apoptdza vyznamnt rolu vo vyvine nervového systému, kde tymto
sposobom odumieraju nadpocetné neurdény a gliové bunky (Yuan a kol., 2000). Data o
apoptoze buniek v mieche hlodavcov a ich fenotype v priebehu postnatalneho obdobia st
vSak pomerne strohé (Lawson a kol., 1997). Je zname, Ze do molekulovych drah apoptdzy st
zapojené pocetné signalne proteiny a enzymy, medzi ktoré patria aj vysoko Specifické
protéazy nazyvané kaspazy. Kym iniciatné kaspazy su zapojené do transdukcie
apoptotického signalu, efektorové kaspazy su prostrednictvom Stiepenia pocetnych substratov
zodpovedné za morfologické zmeny a rozpad bunky na membrdnou obalené apoptotické
telieska (Taatjes a kol., 2008). Medzi substraty kaspdz patri aj protein PARP-1, beZne
zapojeny do oprav DNA, ktory je poCas apoptdzy Stiepeny kaspazou-3 a/alebo 7 na dva
fragmenty. Kym jeden z fragmentov proteinu PARP-1 straca podvodnu funkciu a opusta svoje
miesto v jadre, druhy fragment prostrednictvom vdzby na DNA napomaha progresii apoptdzy
(Soldani a kol., 2002). Na odhalenie apoptézy v bunkidch miechy potkana v skorom
postnatalnom obdobi (8. postnatalny deni, P8) a v dospelosti (90. postnatalny den, P90) sme v
naSej praci pouzili imunofluorescencnu detekciu aktivovanej formy kaspazy-3 (aC3) a
postiepenej formy proteinu PARP-1 (cPARP), ktoré st bezne aplikované v
imunohistochemickych a imunofluorescenénych analyzach ako markery odumierajicich
buniek. Na identifikaciu fenotypu odumierajicich buniek sme uskutoc¢nili kolokalizacnu
Stidiu markerov apoptdzy s markermi neurdnov, astrocytov a oligodendrocytov.
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MATERIAL A METODY

V experimente boli pouzité samce potkanov kmena Wistar vo veku 8. a 90. postnatalny den
(P8 a P90). V kazdom casovom intervale bola pouzitd skupina troch zvierat (n=3). Po
transkardidlnej perfuzii fyziologickym roztokom a roztokom 4% paraformaldehydu boli
izolované miechy postfixované, prenesené do sacharézy a nasledne pomocou zmrazovacieho
mikrotomu narezané na 40um hrubé koronarne tkanivové rezy. Ziskané vzorky tkaniva boli
spracované pomocou protokolu pre imunofluorescencné znacenie pomocou protilatok voci
aktivovanej forme kaspazy-3 (aC3) a postiepenej forme proteinu PARP-1 (cPARP). Na
identifikaciu fenotypu buniek boli pouzité protilatky voci proteinu Neun (neurdny), Olig2
(oligodendrocyty) a S100 (astrocyty). Potet cPARP™ buniek v tkanive miechy bol
vyhodnoteny pomocou fluoresceéného mikroskopu. Populacia aC3" buniek bola analyzovana
pomocou softvéru Confocounter vyvinutého doc. Tomorim z Ustavu experimentélnej fyziky
SAV, ktory umoziiuje pomocou stereologickych metéd v trojrozmernych snimkach
zhotovenych pomocou konfokéalneho mikroskopu vyhodnotit’ pocetnost’ vysoko zastupenych
populacii buniek.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V prvom kroku sme sa zamerali na analyzu
pritomnosti apoptotickych buniek v mieche
potkanov vo veku P8, kde sme identifikovali
vyrazny nepomer v priemernom pocte a C3 a
cPARP pozitivnych buniek. Kym aC3" bunky v
mieche potkana na P8 predstavuji masivnu
bunkovii populaciu (1965579+16849 buniek/mm”,
Obr.1) zastipent viac v bielej, ako v sivej hmote
(Obr.2A), cPARP” bunky, ktoré su pritomné najmé
v sivej hmote miechy (Obr.2B), predstavuji menej
ako tisicinu  tejto  populacie (2766261
buniek/mm®). Fenotypova analyza dokézala, Ze
najviac zastpenymi bunkami aC3" populacie su
astrocyty, ktoré v niektorych oblastiach miechy
predstavuju takmer tri $tvrtiny vsetkych aC3" g P8 P90

buniek. Okrem astrocytovych buniek, sme Blac3* populicia [CJcPARP* populicia
identifikovali ~ aj  poCetna  populaciu aC3"  Obr.1 Pocetnost bunick znacenych
oligodendrocytov, kym aC3" neurény mali imfiféfkamf anz’-a& awna ;:mﬁ
vyraznejSie zastipenie len v dorzalnych rohoch —#amiva - miechy — potiana v skorom
sivej hmoty miechy. cPARP" bunky boli v sivej %MM Vet 159 @domeithio.ediad
hmote zastipené prevazne neurénmi a malou

populéciou astrocytov. V bielej hmote bola tdto malo pocetna populécia zastipena prevazne
oligodendrocytmi.

Aj naprick tomu, Ze v mieche P90 potkanov je priemerny podet aC3" populacie
(341371+10928 buniek/mm’, Obr.1) oproti tkanivu potkanov vo veku P8 mensi, predstavuje
nezanedbatelne velki populdciu vysoko prevysujucu priemerny poéet cPARP™ buniek
(819+159 buniek/mm?, Obr.1). V porovnani s tkanivom mladych zvierat je aC3™ populécia u
dospelych jedincov zastipend prevazne v sivej hmote (Obr. 2A). Tieto rozdiely vSak mdzu
byt spdsobené¢ zmenou denzity buniek v analyzovanych oblastiach stuvisiacich s rastom
tkaniva potkana pocas jeho dospievania. Fenotypova analyza u aC3" populacie opit
preukazala vyssie zastupenie gliovych buniek oproti aC3" neurénom lokalizovanym rovnako
ako u zvierat vo veku P8 v dorzalnych rohoch sivej hmoty miechy. cPARP" populacia bola
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vyraznejSie zastipena len v oblasti dorzalneho funikulu bielej hmoty (Obr.2B), kde boli
identifikované prevazne cPARP" pozitivne oligodendrocyty.

V sucCasnosti je zname, ze kaspazy moézu zohravat v nervovych bunkich ulohu aj v
neapoptotickych dejoch, napr. diferenciacia neurénov, ktora bolo pozorovana v in vitro
prostredi (Fernando a kol., 2005), ¢i proliferacia neurénov v proliferaénych zénach mozgu
(Yan a kol.,, 2001). Nase vysledky naznacuju, ze za vyrazny nepomer v pocetnosti
sledovanych populacii méze byt u mladych (P8) zvierat zodpovedné prave zapojenie aC3 do
tychto procesov. Vyrazny nepomer v poéte cPARP" a aC3" populacie u dospelych jedincov, u
ktorych su vyvinové procesy ukoncené naznacuje mozné zapojenie kaspazy-3 aj do d’alSich
fyziologickych dejov, ktoré je potrebné preskiimat’. Z prezentovanych vysledkov vyplyva, ze
kym cPARP predstavuje spolahlivy marker apoptdézy buniek v tkanive miechy v
postnatilnom obdobi, imunofluorescencna detekcia aktivovanej formy kaspazy-3 v
odumierajucich bunkdch mdze byt ovplyvnena zapojenim kaspazy v neapoptotickych dejoch.

A B

Populécia aC3* buniek Populécia cPARP* buniek Sf,fjgi‘;;;iff fjjﬁ‘é;”;;;;’f;’jﬁ
a BJcPARP*  populdcie v
analyzovanych oblastiach miechy
P8 a P90 potkanov. Zvysujiicu sa
denzitu  buniek  reprezentuje
intenzivnejsi odtien sivej farby.
DF-dorzalny  funikulus bielej
hmoty, LF-laterdalny funikulus
bielej  hmoty, VF- ventralny
funikulus bielej hmoty, DR-
dorzdlny roh sivej hmoty, LSS —
laterdlny roh a strednd cast’ sivej
262110 446055 36474 77631 1116 hmoty, VR— ventrdlny roh sivej

Stupen denzity analyzovanej populacie buniek na 1mm3 tkaniva hmoty

Tato praca bola financovana z projektov VEGA 1/0760/20 a APVV-15-0239.
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OVPLYVNENIE POPULACIE NEURALNYCH PROGENITOROVYCH BUNIEK
PROSTREDNICTVOM PRODUKTOV MEZENCHYMOVYCH KMENOVYCH
BUNIEK
Humenik F.!, Maloveska M.!, Hudakova N.' Vikartovska Z. L3 , Hornakova L.} , Cizkova D. 1.2
! Centrum experimentdlnej a klinickej regeneracnej mediciny, UVLF, KoSice
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Univerzitna veterinarna nemocnica, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Neurodegenerativne a traumatické ochorenie CNS predstavuji zavazny problém tak
v humannej, ako aj vo veterindrnej medicine. V tejto oblasti je rozpracovanych mnoho
stratégii a pristupov, ktoré zahffiaji chirurgicku intervenciu, medikamentéznu lieCbu
a naslednu rehabilitaciu. V sucasnosti sa vSak do popredia dostdvaji inovativne rieSenia akou
je bunkova terapia. Hlavnym cielom tejto prace bolo poukdzat na ovplyvnenie rastu
a prezivania populacie neurdlnych progenitorovych buniek, ktorych zdrojom bol cerebralny
kortex, prostrednictvom mezenchymalnych kmenovych buniek. Mezenchymalne kmenové
bunky boli izolované z tukového tkaniva (AT MSCs) a pupocného povrazca (UC MSCs)
psov anasledne ocharakterizované prietokovou cytometriou pre potvrdenie pritomnosti
CD90+ a CD29+ buniek, ktoré tvorili zdkad pre ziskanie kondiciovaného média. Vplyv
produktov MSCs na populaciu NPCs sme skumali aplikaciou kondiciovaného média
anaslednou analyzou nameranych vysledkov absorbancie MTT testu. Ziskané vysledky
poukazuju na fakt, ze produkty MSCs podporuju rast uz existujucich ako aj novych neuritov
a stcasne UC MSCs pozitivne ovplyviiujii metabolicka aktivitu buniek vo vysSej miere ako
negativna kontrola (0.1911£0.023 vs 0.1264 £+ 0.0044) na rozdiel od AT CM kde namerané
vysledky poukazuji na metabolicka aktivitu blizku negativnej kontrole (0.1519+0.0247 vs
0.1264+0.0044).

UvOoD

Neuralne progenitorové kmetnové bunky (NPCs) predstavujii multipotentné bunky schopné
samoobnovy a diferenciacie na 4 zdkladné linie — astrocyty, oligodendrocyty, mikrogliu
aneurony (Horner a kol.,, 2000). Mezenchymové kmenové bunky (MSCs) je mozné
charakterizovat’ ako multipotentné kmenové bunky, fibroblastoidného tvaru s vyraznou
schopnostou samoobnovy. Podla Interneational Society for Stem Cells Research musia
MSCs spiiat’ nasledné poziadavky: (1) adherncia v $tandardnej statickej kulture, (2) expresia
povrchovych markerov CD105, CD73 aCD90 pri st€asnej absencii CD45, CD34,
CD14/CD11b, CD79/CD19 a HLA-DR a (4) multiliniovy potencial (Dominici a kol., 2006).
Pre MSCs je taktieZ typicky imunomodulac¢ny, parakrinny a patotroficky efekt (Hofer a Tuan,
2016). Predovsetkym parakrinny a imunomodulaény efekt spdsobeny sekréciou cytokinov,
chemokinov a rastovych faktorov zohrava ulohu v inovativnej terapii hojenia, reparacie
aregeneracie poSkodeného tkaniva. VSetky vySSie spomenuté substancie je mozné ziskat’
izolaciou kondiciovaného média (CM) (Kang a kol., 2012). Ciel'om tejto Studie bolo porovnat’
vplyv CM izolovaného z MSCs pupo¢ného povrazca (UC CM) a MSCs tukového tkaniva
(AT CM) na prezivanie, metabolicka aktivitu a prerastanie neuritov v populdcii neurdlnych
progenitorovych buniek (NPCs).

MATERIAL A METODY

Izolacia, kultivacia MSCs a priprava kondiciované¢ho média

PodkoZzny tuk (5-7g) sme ziskali poc€as operaéného zakroku zo skapularnej oblasti
Cistokrvného psa plemena nemecky ovciak (vek 3 roky, hmotnost’ 36kg). Pupocny povrazec
sme ziskali pocCas cisarskeho pérodu od Steniat plemena rotwailer (pocet narodenych Steniat
n=2, hmotnost 465g a425g). Ziskané tkanivo bolo nasledne niekolkokrat premyté
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fosfatovym pufrom s obsahom 2 % antibiotika a antimykotika (penicilin-streptomycin-
amfotericin B) (Biowest), mechanicky rozdisociované a enzymaticky natravené 0,25%
rozotkom Kolagenazy typ I (Gibco) pri teplote 37° po dobu 30 minuat. Nésledne bol cely
obsah prefiltrovany pouzitim 100 um sitka z dovodu odstrania tkanivovych fragmentov.
Ziskana suspenzia bola nasledne centrifugovana pri 400g po dobu 10 mintt. Ziskana peletka
obsahujica stromalnu vaskuldrnu frakciu bola rozsuspendovand v kultivatnom médiu
zlozenom z MEM Alpha, 10% fetdlne bovinné sérum a 1% ATB + ATM (vSetko Biowest)
a nasadend na kultivaénu flagu s obsahom 25c¢m?. Neadherované bunky boli po dvoch ditoch
kultivacie odstranené. Vymena média prebiehala 2x tyzdenne.
Kondiciované médium sme ziskavali z bunkovych populécii AT MSCs a UC MSCs v tretej
pasazi. Bunky boli kultiované v Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Biowest) bez
FBS a ATB-ATM pocas 24h, pri teplote 37°C a 5% CO,. Ziskané CM bolo prefiltrované
pouzitim 0,2pm filtra a nasledne uskladnené pri -80°C.
Izolacia primarnej kultiry NPCs

NPCs sme izolovali z mozgu potkanich mléd’at plemena Wistar (n=3) na treti den po
narodeni. Zvierata boli usmrtené atkanivo izolované podl'a schvaleného protokolu
(Ro739/17-221). Nasledne boli odstranené mozgové obaly, celd mozgova kora bola sterilne
odobratd a ziskané tkanivo bolo mechanicky rozdisociované a enzymaticky natravené
pouzitim 0,25% roztoku Kolagenazy typu IV a trypsinu (vSetko Gibco) pri teplote 37°C po
dobu 30 min. Po ukonceni inkubécie bola suspenzia presitkovand pouzitim 100 pm sitka a
centrifugovana pri 300g/12 min. Ziskand peletka bola rozsuspendovand v kompletnom
proliferaénom kultivaénom médiu pozostavajicom z Dulbecco’s Modified Eagle Medium and
Ham's F12 (DMEM-F12, Biosera) 1% ATB + ATM, B27, N2 (Gibco), bFGF (20 ng/ml)

(Milipore), EGF (20 ng/ml) (AppliChem), 5% FBS pri 37 °C, 5% CO, pocas 4 dni.

Kvantifikacia rastu neuritov a MTT test

Po uplynuti 4 dni, ked” NPCs dosihali typicky tvar neurosfér a cca 70% konfluenciu, sme
bunky odtrypsinizovali pouzitim 0,25% trypsinu a opidtovane nasadili na 96 jamkové
platnicky pre posudenie rastu neuritov a metabolickej aktivity. NPCs boli kultivované v
DMEM médiu s 5% FBS a 1% ATB+ATM pocas 2 dni pokial' adherovali. Nésledne bolo
médium nahradené : i) AT CM, ii) UC-CM, iii1) negativnou CTR (DMEM bez suplementov a
iv)pozitivnou CTR (DMEM + B27(10 ng/ml), N2 (10 ng/ml), recombinant human bFGF (20
ng/ml) and human EGF (20 ng/ml)) a  kultivované pocas 3  dni.
Pocet vybezkov bol kvantifikovany na prvy, druhy a treti dei pouzitim Zeiss softvéru (Carl
Zeiss AxioVision software). Vybezky boli pocitané v desiatich réznych poliach a nésledne
spriemerované. Nasledne bol vykonany na vSetkych skupindch MTT test pre urcenie
metabolickej aktivity podla odporucaného protokolu. Ziskané vysledky sme Statisticky
vyhodnotili prostrednictvom One-way ANOVA testu pouzitim GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, Inc., San Diego, CA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

UC CM a AT CM zlepSuju rast neuritov. Médium pozitivnej kontroly, ktoré obsahovalo
vysoku koncentraciu rastovych faktorov vykazovalo najlepsi efekt na zvySenie celkového
poctu vybezkov neuronov medzi 1. a 3. dilom (ndrast o 91,98% v porovnani s negativnou
kontrolou. Je nutné zdoraznit, Ze koncentracia rastovych faktorov v médiu pozitivnej kontroly
znaéne prevySovala fyziologické hodnoty, preto nie je Statisticky mozné porovnat’ vysledky
pozitivnej kontroly a experimentalnje skupiny AT CM a UC CM. Vysledky experimentalnej
skupiny UC CM vykazuju Statisticky vyznamny ndrast poctu vybezkov oproti negativnej
kontrole na druhy den (p<0.01) a treti deit (p<0.01), nie vSak na prvy den (p=0.0709).
Podobne experimentdlna skupina AT CM vykazuje Statisticky vyznamny nérast poctu
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vybezkov na prvy deit (p<0.05) avSak nie v nasledujicich dioch (den2: p=0.5689; deni3:
p=0.69).

Vysledky MTT analyzy poukazuju na fakt, Ze bunky kultivované v médiu pozitivnej kontroly
produkuju v MTT teste viac formazanu ako bunky inkubované v médiu negativnej kontroly.
Avsak, vyuzitim Statistickej metody jendnokrokového ANOVA testu sme nezistili vyznamné
odchylky (p=0.0574). Avsak je zaujimavé, ze namerané vysledky absorbancie ziskan¢ MTT
testom dokazuju ze UC CM pozitivne ovplyviiuje metabolizmus buniek vo vySsej miere ako
negativna kontrola (0.1911£0.023 vs 0.1264 + 0.0044) na rozdiel od AT CM kde st namerané
vysledky podobné ako v negativnej kontrole (0.1519+0.0247 vs 0.1264+0.0044).

V naSej Studii sme potvrdili pozitivny vplyv kondiciovaného média izolovaného z bunkovej
populécie psich mezenchymovych kmenovych buniek tukového tkaniva a pupocného
povrazca na rast neuritov, prezivanie a metabolizmus populdcie NPCs. Tato skutocnost’ je
zapriCinena najma obsahom rastovych faktorov ako sa VEGF, IGF 1, - NGF, PDGF, TGF-j,
BDNF, GDNF a TGF II majucich pozitivny vplyv na neurondlne populdcie buniek
prostrednictvom ovplyvnenia imunomodula¢nych a neurotrofnych mechanizmov ((Gu a kol.,
2010), (Constantin a kol., 2009), (Nakamura a kol., 2020), (Crigler a kol., 2006)).

Stiidia bola podporend projektami APVV-19-0193, VEGA 1/0376/20.
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PREPOJENIE KVALITATIVNEHO SCREENINGU A ELISA METODY PRI
STANOVENI KOKCIDIOSTATIK V KRMIVACH A ICH REZIDUI V TKANIVACH
BROJLEROVYCH KURCIAT
Juééékové,D., Kozarova I.

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 kurciat bez a po skrmovani kfmnej zmesi s pridavkom kokcidiostatika, v §tave
ziskanej z vySetrovanych tkaniv a v komer¢nych kfmnych zmesiach pre hydinu. K stanoveniu
boli pouzité mikrobiologické tubové screeningové metddy, Premi®Test a Explorer 2.0 test,
platilovy screeningovy test na stanovenie rezidui antibiotik s pouzitim piatich bakterialnych
kmenov (STAR) akompetitivny enzymovy imunotest lonophore EIA. VSetky tri
screeningové metoddy detegovali pozitivne, resp. dubidzne vysledky a poukédzali na
pritomnost’  salinomycinu ajeho rezidui vo vySetrovanych vzorkdch. Vysledok
screeningovycgh metdd bol potvrdeny a kvantitativne vyhodnoteny ELISA testom. Prepojenie
screeningovych testov a metdody ELISA jednoznacéne predstavuje u¢inny néstroj na stanovenie
rezidui kokcidiostatik v rdmci prvotného screeningu rezidui antimikrobidlnych latok.

UvoD

Kfmne doplnkové latky (KDL) su latky, mikroorganizmy, alebo pripravky odlisné od
kfmnych surovin a premixov, ktoré sa zamerne pridavaju do krmiva alebo do vody. Tieto
latky musia priaznivo ovplyvilovat vlastnosti krmiva, vlastnosti ZivociSnych produktov,
uspokojovat’ nutri¢né potreby zvierat, priaznivo ovplyviiovat’ zivo¢isSnu vyrobu a uzitkovost
zvierat apri kokcidiostatikdch aj nicit alebo brzdit' rast prvkov (Nariadenie (ES) ¢.
1831/2003). Zaradenie kokcidiostatik medzi KDL ma vel’ky vyznam v ddsledku toho, Ze bez
ich kontinualneho podavania v krmive by nebol mozny odchov cielovych druhov zvierat,
predovSetkym hydiny. Ich bezpecnost’ pre zvieratd, pouzivatelov, spotrebitelov a Zivotné
prostredie sa posudzuje Eurdpskym tradom pre bezpecnost’ potravin. Sucastou hodnotenia
bezpecnosti je aj stanovenie maximalnych limitov rezidui pre kokcidiostatika v zivocisSnych
produktoch cielovych i necielovych druhov zvierat
(http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/ docs/Report-Coccs-233-20 08-
SK.pdf). Krmiva, hydina a jej Zivo¢isne produkty s na kokcidiostatika povinne kontrolované.
Kokcidiostatika patria medzi antimikrobidlne latky a preto sme na ich prvotny screening
v testovanych matriciach hodnotili tri screeningové mikrobidlne inhibicné metody,
Premi“Test (R—Biopharm AG, GER) a Explorer 2.0 test (Zeu-Inmunotec, ESP), platiiovy
screeningovy test na stanovenie rezidui antibiotik s pouZitim piatich bakteridlnych kmetov
(STAR) a Specificky kompetitivny enzymovy imunotest lonophore EIA (EuroProxima, R-
Biopharm NL, B.V.).

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme ako vySetrovany materidl pouzili komeréné kfmne zmesi (KKZ) BR2
aBR3 (DeHeus, CR) a tkaniva brojlerovych kuréiat (hybrid COBB 500, Tlava prsna
svalovina (PSL), l'avd hornd a dolnd stehennd svalovina (SSHL, SSDL), srdce, pecen,
zaludok, oblicky, pltca, slezina, koza asvalovina zkridla, tuk a médsova §tava ziskand
z tychto tkaniv) kfmenych KKZ BR2 a BR3. KKZ BR2 obsahovala pridavok salinomycinu
sodného v mnozstve 70 mgkg' a KKZ BR3 bola bez pridavku kokcidiostatika v krmive.
Pocas celého obdobia vykrmu mali kurcata pristup k vode a ku krmivu ad /libitum. Do 35. dia
veku boli kimené KKZ BR2 a do 40. dia veku KKZ BR3. V uvedeny deni boli usmrtené
povolenym sposobom. Ziskané tkaniva boli skladované do analyzy pri teplote -20 °C. Na

39


http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/%20docs/Report-Coccs-233-20%2008-SK.pdf
http://ec.europa.eu/food/food/animalnutrition/feedadditives/%20docs/Report-Coccs-233-20%2008-SK.pdf

analyzu boli pouzité ziskané tkaniva a mésovd S$tava. Na ziskanie maédsovej Stavy
z vySetrovanych tkaniv bol pouzity jednotny postup pre vSetky tri mikrobiologické
screeningové metdody. Rozmrazenim 3 g vzorky v mikrovinnej rire nastavenim na ,,Defrost*
po dobu 2 + 1 min. Na pripravu vzoriek krmiv na analyzu bol pouzity supernatant ziskany
podla postupu Premi®Testu a Explorer 2.0 testu centrifugiciou 10 g krmiva v 30 ml sterilnej
demineralizovanej vody. Premi“Test a Explorer 2.0 test: Pomocou mikropipety sme
aplikovali 100 ul ziskanej mésovej stavy a supernatantu do testovacich tib. Tuby boli najskor
preinkubované pri teplote 80 °C po dobu 10 min. a nasledne inkubované pri teplote 65 °C po
dobu 3 hod. Metdéda STAR: Vzorky vysetrovanych tkaniv boli ziskané z matric pouzitim
sterilného korkovrtu (@ 9 mm), narezané sterilnym skalpelom na disky s hribkou 2 mm a
poukladané paralelne na povrch testovacich agarovych platni. Supernatant bol aplikovany
paralelne na povrch testovacich platni pomocou papierovych diskov (@ 9 mm, Albet Lab
Science, Nemecko, 30 pl). Inkubacia prebiehala pri podmienkach stanovenych metodou.
Ionophore EIA: Na pripravu vzoriek na ELISA analyzu bol pouzity jednotny postup pre
vSetky krmiva a tkanivd deklarovany vyrobcom testu. Supernatant ziskany centrifugaciou
vzorky rozpustenej v metanole sme odparili do sucha pouzitim mierncho pradu dusika pri
teplote 50 °C. Ziskany odparok bol najskér rozpusteny v metanole, fortifikovany PBS
roztokom a opétovne centrifugovany. Ziskany supernatant bol pouzity na analyzu..

VYSLEDKY A DISKUSIA

Premi“Test a Explorer 2.0: Vysledky boli stanovené postidenim 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 Groviiou
(pozitivna vzorka), resp. na urovni (dubidzna vzorka) detegovatelnosti testov. Metoda STAR:
Vysledky boli stanovené meranim vel'kosti IZ od okraja papierovych diskov po vonkajsi okraj
1Z pomocou digitalneho posuvného meradla s presnostou na 0,01 mm (Mitutoyo, Japonsko).
Za pozitivne su povazované vzorky na platniach B. subtilis, B. cereus, E. coli, K. rhizophila,
ak 1Z okolo vzorky bola > 2 mm a pri platni B. stearothermophilus, ak 1Z bola > 4 mm.
Vzhl'adom na to, Ze uvedend metoda nestanovuje velkost’ IZ pre krmiva, povazovali sme za
pozitivnu kazdu vzorku, pri ktorej sa vytvorila IZ. Ionophore EIA: Vysledky boli stanovené
na zéklade intenzity farby reakéného produktu. Vyvoj farby sa zastavi pridanim kone¢ného
roztoku a fotometrickym meranim pri 450 nm sa odcitaju a vyhodnotia vysledky. Dosiahnuté
vysledky su prezentované v Tabulke 1.

40



Tab 1.: Vysledky screeningu kokcidiostatik a ich rezidui vo vySetrovanych matriciach stanovené platiiovou
metédou STAR, tubovymi testami Premi®Test a Explorer 2.0 a ELISA testom Ionophore EIA

Skupina STAR
brojlerovych | Matrica | B.stearothermophilus | B.subtilis | B.cereus E.coli K.rhizophila | Premi®Test | Explorer 2.0 test | ELISA (mg.kg™")
kuréiat 1Z (mm+SD) 1Z (mm+SD) | IZ (mm+SD) [ 1Z (mm+SD) | 1Z (mm+SD)

PSL 2,74 £0,69 / / / 0,77 £0,20 + + 0,030
SSLH 3,17 £0,15 / / / / - - 0,044
SSLD 4,28 +0,70 / / / / - - 0,046
SRDCE 7,69 £0,49 / / / 1,01+0,26 * + 0,045
PECEN 11,38 £0,43 2,33+0,85 / / 3,71£0,27 - + 0,163
BR24SAL 7ALL’JI?0K 4,01+0,20 / / / / - - 0,059
OBLICKY 7,72£1,01 / / / 1,3410,13 - - 0,079
PLUCA 9,98 +0,95 2,87 £0,45 / / 3,10 +0,83 - - 0,045
SLEZINA 11,05 0,71 / / / 2,54 +0,14 + 0,157
KOZA KRIDLA 4,15+0,19 / / / / - - 0,125
KOZA SVAL 4,59 £0,17 / / / 0,78 £0,27 * + 0,191

TUK 4,54 40,48 / / / 2,04 0,80 + -
PSL 3,63£0,27 / / / 2,34 +0,51 + 0,032
SSLH 4,97 £0,59 / / / 1,09 £0,50 + 0,046
SSLD 4,46 £0,45 / / / 2,13 +£0,42 - + 0,038
SRDCE 5,45 +0,78 / / / 15,36 £1,56 + + 0,042
PECEN 6,88 £2,44 / / / 3,13+0,38 + + 0,041
BR3 iALUI?OK 3,05+0,41 / / / 12,42 +1,07 + + 0,038
OBLICKY 7,71+0,44 / / / 2,73+0,41 - + 0,049
PLUCA 9,48 £1,27 / / / 3,87 £0,79 + + 0,045
SLEZINA 12,22 £0,12 / / / 4,23 £0,39 * + 0,051
KOZA KRIDLA 3,98+1,92 / / / 1,88 £0,75 - + 0,044
KOZA SVAL 2,87 £0,38 / / / 14,01 £0,56 + + 0,046
TUK 1,11$0,23 / / / / + + 0,032
BR1 +NIC 2,47 £0,30 / / / / + 0,159
Krmivo BR2 +SAL 4,7510,31 / 0,22£0,16 / / + + 0,217
BR3 / / / / / - 0,071

Legenda, Zvyraznené velkosti IZ predstavuju pozitivne vysledky; mm — milimeter; SD — smerodajnad odchylka, +
pozitivna vzorka; - negativna vzorka, + dubiozna vzorka

VySetrenim tkaniv kur¢iat kfmenych KKZ BR2+SAL sme metddou STAR zachytili
pritomnost’ rezidui salinomycinu na platniach s testovacim kmenom B. stearothermophilus
vo vSetkych vzorkdch, s K. rhizophila v 6smich vzorkach (PSL, srdce, peceii, oblicky, pltca,
slezina, koza sval, tuk) a s B. subtilis v dvoch vzorkach (pe&eti, plica). Premi®Testom sme
detegovali pozitivny vysledok pri jednej vzorke (tuk) a dubidzny vysledok pri troch vzorkach
(PSL, srdce, koza sval). Explorer 2.0 test detegoval pozitivny vysledok tiez pri jednej vzorke
(PSL) a dubidzny vysledok pri Styroch vzorkach (srdce, pecen, slezina, koza sval). ELISA
metddou sme zachytili pritomnost’ rezidui salinomycinu vo vSetkych vySetrovanych vzorkach
s vynimkou tuku. VySetrenim tkaniv kur€iat kfmenych KKZ BR3 sme metédou STAR
zachytili pozitivny vysledok na platniach s testovacim kmetom B. stearothermophilus
vo vSetkych vzorkach a s K. rhizophila vo vSetkych vzorkdch s vynimkou tuku.
Premi“Testom sme detegovali pozitivny vysledok pri troch matriciach (srdce, Zaludok, tuk)
a dubidzny vysledok pri Styroch vzorkach (pecen, plica, slezina, koza sval) a Explorer 2.0
testom pri 6smich matriciach (PSL, srdce, peceni, zaludok, pltca, slezina, koza kridla a tuk)
a dubidzny vysledok pri Styroch vzorkach (PSL, SSCH, oblicky, koZa sval). ELISA metodou
sme zachytili pritomnost’ rezidui salinomycinu vo vSetkych vySetrovanych matriciach.
Vysetrenim tkaniv kurciat screeningovymi testami v spojeni s ELISA metddou sme potvrdili,
ze v skupine kurciat kimenych KKZ BR3 bez deklarovanej pritomnosti kokcidiostatika v
krmive sme aj napriek tomu detegovali vzorky pozitivne na salinomycin. VySetrenim krmiv
metddou STAR sme zachytili pozitivny vysledok na platniach s testovacim kmeniom B.
stearothermophilus (BR1,BR2) as B. cereus (BR2). Premi“Test detegoval pozitivny
vysledok pri dvoch vzorkach (BRI, BR2) a Explorer 2.0 test pozitivny vysledok pri jednej
vzorke (BR2). Pri kvantitativnom stanovovani koncentracii kokcidiostatik v krmivach
pouzitim postupu stanoveného metodou ELISA detegované koncentracie nekoreSpondovali
s koncentraciami kokcidiostatik deklarovanymi vyrobcami KKZ na obale. Uvedeny postup
nemodzeme povazovat pri tak vysokych koncentraciach kokcidiostatik v krmive za vhodny na
analyzu a vyzaduje si modifikaciu.
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Screening kokcidiostatik v krmivach ur¢enych pre hydinu a ich rezidui v tkanivach hydiny je
velmi doélezity pre ochranu verejného zdravia a garanciu bezpe€nosti potravin. VSetky tri
screeningové metddy detegovali pozitivne, resp. dubidzne vysledky a poukdzali na
pritomnost’  salinomycinu ajeho rezidui vo vySetrovanych vzorkdch. Vysledok
screeningovycgh metod bol potvrdeny a kvantitativne vyhodnoteny ELISA testom. Prepojenie
screeningovych testov a metddy ELISA jednoznaéne predstavuje G€inny nastroj na stanovenie
rezidui kokcidiostatik v tkanivach hydiny a potvrdenie vhodnosti pouzitia metédy STAR a
screeningovych testov s preferenciou testu Explorer 2.0 na relevantny screening
kokcidiostatik a ich rezidui v ramci prvotného screeningu rezidui antimikrobidlnych latok v
tkanivach potravinovych zvierat. Vysledky stanovené ELISA testom v krmivach s pre nds
zékladom pre prehodnotenie postupu deklarovaného vyrobcom za ti¢elom vyuzitia tohto testu
aj pre stanovenie kokcidiostatik v koncentraciach vyssich, ako je detekény limit metody.

Spracovanie prispevku bolo podporené projektom VEGA MSVVaS SR VEGA ¢. 1/0576/17.
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PREVALENCIA REZISTENCIE NA ANTIBIOTIKA U KMENOV E.COLI
IZOLOVANYCH Z TRUSU KLINICKY ZDRAVYCH PSOV

Karahutova L., Kmet' V., Bujnakova D.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum Biovied SAV, Koice

ABSTRAKT

Escherichia coli (E. coli) patri k indikatorovym mikroorganizmom a jej izoldcia zo zdravych
zvierat poskytuje spolahlivy obraz vyvoja antimikrobidlnej rezistencie v danej lokalite.
Cielom Sstudie bolo vyhodnotit MIC 90 dvadsiatich antibiotik u kmenov E. coli z trusu
zdravych psov a detegovat’ pritomnost’ vybranych génov rezistencie. Vysledky poukazali na
vysoké hodnoty hladin MIC 90 pre tetracyklin (32 mg/L); ampicilin (64 mg/L); ciprofloxacin
(8 mg/L) a trimetoprim — sulfonamid (8 mg/L). Pre cefalosporiny sa hladiny MIC 90
vyskytovali pod hranicou rezistencie, konkrétne cefotaxim (0,25 mg/L), cefotaxim+
klavulanat (0,5 mg/L), ceftazidim (0,5 mg/L), ceftazidim + klavulanat (0,25 mg/L) a cefepim
(0,25 mg/L). U 16 izolatov boli detegované gény kodujuce plazmidom sprostredkovani
rezistenciu na chinolény (PMQR) - gnrB (13/16), gnrS (2/16) a aac- (6')-Ib-cr (1/16).
Plazmidové gény kodujice rezistenciu na sulfonamidy (su/l = 1/10, sul2 = 9/10) boli
pritomné u 10 izolatov; gén kodujici vysokt hladinu rezistencie na trimetoprim (dfrA)
u troch izolatov a efluxom sprostredkovand rezistencia na tetracykliny kodovana fet génmi
bola potvrdend u 24 izolatoch (tetA = 19/24; tetB = 5/24). Pritomnost’ integronu intl (12/38)
a transpozomu tn3 (12/38) zvySuje moznost’ prenosu ziskanych génov rezistencie a tym aj
frekvenciu vyskytu multirezistentnych kmenov, ktorych sme v naSom pripade detegovali
devat. Ziskané vysledky poukazuju na fakt, ze izolaty FE.coli z féces zdravych psov su
potencidlnym rezervoarom génov AMR.

UvOD

Gastrointestindlny trakt je doleZitym rezervoarom E. coli, ktord ndm moéze indikovat’ vyskyt
antimikrobialnej rezistencie (AMR) (Wellington a kol., 2013). Multirezistentné kmene E.coli
sa bezne vyskytuju u psov a inych spolocenskych zvierat (Shahdeen a kol., 2010). Niektoré
Stadie v Eurépe (SVARM, 2006) preukézali, ze zvieratd a l'udia Casto nesu rovnakeé
determinanty rezistencie aZze psy/macky/l'udia v spolo¢nej domacnosti moédzu zdielat
identické mikroorganizmy (Johnson a kol., 2008). Hlavnym problémom celosvetového
zdravia je v poslednom desatro¢i vyskyt rezistencie u Enterobacterales voc¢i karbapenémom
a inym [ — laktdamovym ATB (Meletis, 2016). Baktérie produkujuce karbapenemdzy sa najprv
detegovali len u l'udi, ale od roku 2011 sa zistili aj u hospodarskych, spolo¢enskych, divo
zijucich zvieratach ¢i v Zivotnom prostredi (Guerra a kol., 2014; Woodford a kol., 2014).
Medzi najzavaznejSie mechanizmy rezistencie ¢el'ade Enterobacterales sa povazuje produkcia
karbapeneméz (CPE), ktoré mdzu sposobit’ rezistenciu prakticky na vSetky f — laktamové
antibiotikd; produkcia B — laktamaz so Sirokym spektrom U¢inku (ESBL) hydrolyzujlce
cefalosporiny III. generéacie (ceftazidin, cefotaxim, cefpodoxim, ceftiofur) a ziskana B —
laktamaza typu AmpC (ampicilindza), ktord ma tiez Siroké spektrum rezistencie na
cefalosporiny (EUCAST, 2017). VSetky tieto mechanizmy boli detegované ako u 'udi tak aj
u psov. Cielom prace bolo zhodnotit’ hladiny MIC 90 (minimélna inhibi¢néd koncentréacia
ATB, ktora inhibuje rast 90% testovanych kmenov) a trend vyvoja AMR v testovanej skupine
zdravych psov.

MATERIAL A METODIKA

Z 38 wvzoriek trusu zdravych psov sa vyizolovalo 38 kmenov E. coli. Testovanie
antimikrobidlnej citlivosti sa vykonalo s pouzitim komeréného kitu firmy Bel-MIDITECH,
Bratislava a vyhodnotilo na zdklade EUCASTu (EUCAST, 2020). V antibiotickom paneli
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boli pouzité antimikrobialne latky: ampicilin (AMP); ampicilin + sulbaktdm (SAM);
piperacilin + tazobaktam (TZP); cefuroxim (CXM); cefotaxim (CTX); cefotaxim + klavulanat
(CTC); ceftazidin (CAZ); ceftazidim + klavulanat (CAC); cefoper + sulbaktdm (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
kodujtcich rezistenciu na trimetoprim (dfrA, dfrB; Navia a kol. 2003); sulfonamidy (sull,
sul2; Kerrn a kol. 2002 a su/3; Guerra a kol. 2004); plazmidovu fluorochinolénovi rezistenciu
(gnrd, gnrB, gnrS; Robicsek a kol., 2006; gepA; Yamane a kol., 2008; ogxA, ogxB; Chen a
kol., 2012; aac(6)IbCr; Robicsek a kol., 2006); rezistenciu na kolistin (mcrl, mcr2; Wang a
kol., 2019); tetracyklin (tetd, tetB; Guillaume a kol., 2000) a pritomnost’ génov kodujucich
integron (intl; Mazel a kol., 2000) a transpozom (¢n3; Weill a kol., 2004).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Tabul’ka ¢.1. Hodnoty MIC 90 v mg/L testovanych ATB.
> v 4 A A a A A »®w =3 =m=zz 0 =2 » = 0o =2 an
> = = e
8 % § 3 & 5% % 3°F g gz 28 &8 g3
MI 64 16 8 8 025 05 05 025 16 025 003 0,13 0,5 1 4 025 8 32 2 8

C
90

Pomocou interpretovaného odc¢itavania antibiotikogramu sme sa zamerali na detekciu
hlavnych mechanizmov AMR testovanych kmenov. U Enterobacterales produkujucich
karbapenemézy mdéze byt hodnota MIC karbapenémov niz§ia ako su jej klinické breakpointy
(Nordmann a kol., 2012). K detekcii producentov karbapenemaz mozeme pouzit ECOFF
hodnoty anajleps§i kompromis medzi senzitivitou a Specifitou dokazu produkcie
karbapenemaz je test s meropenémom (Nordmann a kol., 2012), pretoze ertapeném ma sice
vybornu citlivost’, av§ak niz8iu Specifitu. Pre meropeném je hodnota breakpointu 2 mg/L a pre
ertapeném 0,5 mg/L. MIC 90 naSich izolatov poukdzala na pomerne nizke hodnoty
(meropeném = 0,13 mg/L; ertapeném = 0,03 mg/L), ktoré ich vylu¢uji z produkcie
karbapenemaz. Odporu¢ana stratégia pre detekciu ESBL u enterobaktérii je zalozend na
necitlivosti k indikdtorovym oxyimino-cefalosporinom (cefotaxim/ceftriaxon, ceftazidim).
V sulade s navodmi EUCASTu sa ako pravdepodobny producent ESBL hodnoti kmen, ktory
ma aspoil pri jednom ztychto ATB hodnotu MIC vyssiu ako 1 mg/L. Izolaty vykazovali
hodnotu MIC 90 niZ8iu (cefotaxim = 0,25 mg/L; ceftazidim = 0,5 mg/L), avSak mdZeme
pozorovat’ postupne zvySujuice sa hodnoty prave ceftazidimu. Fenotypové kritéria pre
skimanie produkcie AmpC (ampicilinazy) zahfnaja cefoxitin (8 mg/L) v kombinacii
s ceftazidinom a/alebo cefotaximom (1 mg/L). Pri skriningovom vySetreni naSich kmenov
sme nezaznamenali dosiahnutie tychto hodn6t. V minulosti sa rezistencia voci polymixinom
povaZzovala za chromozomalne sprostredkovant, vroku 2015 sa objavili prvé spravy
o rezistencii na kolistin (Liu a kol.,, 2016) sprostredkované¢ plazmidom, ktory koduje
fosfoetanolamin transferdzu (MCR-1). Cielova MIC hodnota kolistinu je 4 mg/L, vynimoc¢ne
2 mg/L. Zaujimavym zistenim bola prave detekcia fenotypovej kolistinovej rezistencie
udvoch kmenioch ato konkrétne shodnotami 4 mg/L a8 mg/L. Pre dalSie Stadium
mechanizmu tohto typu rezistencie sa odportca molekuldrna metéoda na dokaz génu mcr-1/2,
ktord sa v nasom pripade nepotvrdila. Hodnota MIC 90 pre tetracyklin bola na tirovni 32
mg/L a pre ampicilin 64 mg/L, ¢o poukazuje na rezistenciu izolatov voci tymto ATB. U TET
-rezistentnych kmetioch sme pozorovali vyssi zachyt tetA génov, ¢o sa zhoduje aj s Costa et
al, 2008 a poukazuje na fakt, Ze u psich izolatov E. coli prevlada prave tento gén. ZvySena
hladina MIC 90 fluorochinolénov (ciprofloxacin = 8mg/L) poukazovala na pritomnost’ génov
kédujucich plazmidom sprostredkovanu rezistenciu na chinolony (PMQR). Skrining génov
PMQR potvrdil v 13 izoldtoch pritomnost’ génu gnrB, nasledovany génom gnrS a v jednom
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izolate bol detegovany gén aac- (6 ')-Ib-cr. Podobne ako aj v inych §tadiach (Zhao a kol.,
2010; Aslantas and Yilmaz, 2017) boli gény koédujuce PMQR pritomné aj v izolatoch
citlivych na ciprofloxacin o pravdepodobne nesuvisi len so selektivnym tlakom
pouzivanych fluorochinoléonov. Antimikrobidlna multirezistencia (sti¢asna rezistencia na 3 az
4 skupiny antimikrobidlnych latok) bola zaznamenana u 9 izolatov. Pritomnost’ integronu 1
(int1; 12/38) atranspozomu (tn3, 12/38) poukazuje na fakt, ze geneticky mechanizmus na
ziskavanie génov AMR je pritomny nielen u klinicky ziskanych izolatov, ale aj v izolatoch
normalnej mikrobioty spolocenskych zvierat. Intl sa casto vyskytuje v kombindcii
s rezistenciou na trimetoprim (dfr) (Partridge a kol., 2009) a zaznamenali sme ju v dvoch
pripadoch. Ziskané vysledky poukazuju na fakt, ze animalne kmene E. coli moézu byt
potencialnym rizikom a rezervoarom AMR pre l'udi.

Tato praca bola podporend slovenskym grantom VEGA 2/0085/18 a APVV-16-171.
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PAKOMARIKY (DIPTERA: CULICOIDEYS) DOLNEHO ZEMPLINA
Kasi¢ova Z., Schreiberova A., Kimakova A., Ko¢iSova A.
Katedra epizootologie, parazitologie a ochrany spolocného zdravia

ABSTRAKT

Pakomariky Culicoides su kozmopolitne rozsirene po celom svete. Ich uStipnutie sa moze
prejavit’ hypersenzitivnou reakciou a potencidlnym prenosom troch typov patogénov. Cielom
naSej prace bolo sledovanie fauny pakomarikov a identifikacia hostitel'a z krvi nacicanych
samiciek pakomarikov. Pocas roku 2019 sme odchytili 3432 kusov 15 druhov pakomarikov
na Dolnom Zempline, ktoré sme diagnostikovali pomocou morfologickych znakov.
Zaznamenali sme aj druh C. bysta, ktory bol prvykrat popisany vroku 2017 na uzemi
vychodného Slovenska. U nacicanych samiciek 5 druhov pakomaérikov C. obsoletus/C.
scoticus, C. newsteadi, C. punctatus, C. lupicaris a C. pulicaris sme metdédou PCR
a naslednym sekvenovanim ziskali sekvenciu ¢asti mitochondridlneho génu pre cytochrom b
(cyt b) s pouzitim primerov cyt bbl a cyt bb2, na zéklade ¢oho sme identifikovali hostitel'ov
na ktorych pakomadriky parazitovali. Pakomariky odchytené v naSej Stadii cicali krv na
hostitel'skych druhoch Bos taurus, Lepus europeus, Passer montanus a Homo sapiens.

UvoOD

Pakomariky Culicoides (Diptera: Ceratopogonidae) su malé krv-cicajuce dvojkridlovce
parazitujice na zvieratdich alud’och. Pre prenos patogénov arozmnozovanie je nutné
nacicanie sa krvi vhodného hostitel'a (Wittmann a Baylis, 2000). V ostatnych rokoch bol
zvySeny zdujem o tieto malé dvojkridlovee z dovodu prenosu medicinsky a veterinarne
vyznamnych patogénov. PrenaSaju virusy (Bluetongue virus, Schmallenberg virus,
Oropouche virus), helminty (Onchocerca, Mansonella, Dipetalonnema) ahemosporidie
(Haemoproteus, Leucocytozoon, Plasmodium) (Mellor a kol., 2000).

Na tzemi Slovenska sa monitoringom pakomarikov Culicoides venovali kolektivy vedcov
pod vedenim Orszagha (1984) a Sarvasovej a kol. (2017). Udaje o tom na akych hostiteloch
pakomariky parazitovali na naSom tzemi chybaju. Toto zistenie je uZito¢né pre pochopenie
vztahov medzi pakomdarikmi, hostiteI'mi a patogénmi, ktoré tieto vektory prenaSaju. V nasej
préaci sme sa zamerali na monitoring pakomarikov na Dolnom Zempline. Okrem toho sme na
zéklade segmentu mitochondrialného génu cytochromu b vySetrovali hostitel'ska krv
v nacicanych pakomarikoch azaroven sme doplnili chybajlice informéacie o faune
pakomarikov parazitujicich na uzemi Slovenska.

MATERIAL A METODIKA

Na odchyt pakomarikov Culicoides boli pouZité svetelné¢ lapace modelu CDC 1212 v
mesiacoch maj az oktdber. Pakomariky boli odchytavané na druzstvach s chovom hovédzieho
dobytka na vychodnom Slovensku v obciach Ostrov a Horfla. Monitorovali sme aj
polovnicky revir Holub advor schovom kura domaceho v Sobranciach. Odchytené
pakomariky boli oddelené¢ od ostatného hmyzu pod binokularnou Ilupou. Podla
charakteristickych Skvin na kridlach sme pakomariky rozdelili do druhov podla dostupnych
kl'icov (Mathieu a kol. 2012). Fyziologicky stav samiciek bol ur¢eny na zéklade pritomnosti
pigmentu v podkoZnych bunkéch bruska. Samicky sme rozdelili na 4 skupiny a to nulliparous
(nenacicané), parous (pritomny burgundsky pigment po nacicani krvi, prazdny obsah bruska),
engorded (nacicané) a gravidné (pritomné vajicka v brusku).

Nacicané samicky boli pouZité na detekciu hostitel'skej krvi. Diagnostickym kitom Qiagen
blood & tissues (Nemecko) sme vyizolovali DNA. Na zaklade segmentu mitochondrialného
génu (cyt b) sme robili PCR s pouzitim primerov cyt bbl (5'-CCA TCM AAC ATY TCA
DCA TGA TGA AA-3") acyt bb2 (5'-GCH CCT CAG AAT GAY ATT TGK CCT CA-3").
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Vysledné PCR produkty sme analyzovali na 1 % agar6znom géli. Vel'kost PCR produktu
bola 350 bp.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V priebehu roku 2019 sme monitorovali faunu pakomarikov Culicoides v oblasti Dolné¢ho
Zemplina. Odchytili sme 3432 jedincov 15 druhov pakomarikov ato: C. obsoletus/C.
scoticus, C. punctatus, C. pulicaris, C. lupicaris, C. newsteadi, C. bysta, C. furcillatus, C.
festivipennis, C. circumscriptus, C. stigma, C. riethi, C. slovacus/tauricus, C. salinarius, C.
clastieri (obrazok 1). . NajvysSiu abundanciu sme zaznamenali pre druh C. obsoletus/C.
scoticus ato 1725 jedincov (50,26 %). Pakomariky tohto druhu st najviac zastipenym
druhom v Eurdpe. Su parazitmi vtdkov a cicavcov. Pulicaris komplex Slovenska je
reprezentovany 5 druhmi pakomarikov ato: C. punctatus, C. pulicaris, C. lupicaris, C.
newsteadi a C. bysta. Pritomnost’ vSetkych 5 druhov sme zaznamenali v naSich odchytov.
Avsak novoobjaveny druh C. bysta, ktory bol prvykrat zaznamenany na tzemi vychodného
Slovenska v roku 2017 (Sarvasova akol. 2017) sme odchytili len v obci Ostrov a bol
reprezentovany dvomi jedincami (0,06 %).

Obr. 1. Druhova skladba pakomdrikov Dolného Zemplina pocas roku 2019
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Identifikdcia hostitela z krvi nacicanych pakomarikov nas informuje o vztahoch medzi
vektorom-hostitel'om, ekoldgiou a patogénmi. Eurdépske druhy pakomarikov parazitujii najma
na prezivavcoch. Casté mozu byt’ aj iné druhy cicavcov ako napriklad ludia, kone a svine.
Dal$ou rozmanitou skupinou su vtaky, aviak v porovnani s cicavcami na nich pakomariky
parazituji menej Casto (Tomazatos a kol. 2020). Detekciu hostitel'skej krvi pakomarikov sme
robili u 19 jedincov 5 druhov pakomarikov (Tabulka 1) ato C. obsoletus/C. scoticus, C.
newsteadi, C. punctatus, C. lupicaris a C. pulicaris. Ked'’ze naSe odchyty boli robené na
druzstvach s chovom hovédzieho dobytka, tento druh bol dominantnym hostitelom. Medzi
d’alSich hostitel'ov v naSej Studii patrili Passer montanus (vrabec obyCajny) a Lepus europeus
(zajac pol'ny). Okrem zvierat pakomariky Culicoides parazituji aj na 'ud’och. V Eurépe po
ich ustipnuti dochadza len k hypersenzitivnym reakciam, avSak v oblastiach Juznej Ameriky
a Afriky prenasaju helminty (Mansonella) (Heyneman, 2004). Po¢as naSho monitoringu sme
zachytili druh C. punctatus, parazitujuci na ¢loveku.
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Tab. 1. Detekcia hostitel’skej krvi pakomdrikov Culicoides

Oznacenie Druh Lokalita Hostitel’
Vzorka 3 C. obsoletus/C. scoticus Sobrance Passer montanus
Vzorka 4 C. obsoletus/C. scoticus Horna Bos taurus
Vzorka 5 C. obsoletus/C. scoticus Ostrov Bos taurus
Vzorka 10 C. pulicaris Ostrov Bos taurus
Vzorka 27 C. obsoletus/C. scoticus Horna Bos taurus
Vzorka 28 C. newsteadi Ostrov Bos taurus
Vzorka 29 C. newsteadi Ostrov Bos taurus
Vzorka 30 C. newsteadi Ostrov Bos taurus
Vzorka 31 C. lupicaris Ostrov Bos taurus
Vzorka 33 C. punctatus Ostrov Bos taurus
Vzorka 34 C. punctatus Ostrov Bos taurus
Vzorka 35 C. obsoletus/C. scoticus Ostrov Lepus europeus
Vzorka 36 C. obsoletus/C. scoticus Ostrov Bos taurus
Vzorka 37 C. obsoletus/C. scoticus Ostrov Bos taurus
Vzorka 38 C. obsoletus/C. scoticus Ostrov Bos taurus
Vzorka 40 C. punctatus Ostrov Homo sapiens
Vzorka 45 C. newsteadi Ostrov Bos taurus
Vzorka 46 C. obsoletus/C. scoticus Ostrov Bos taurus
Vzorka 47 C. obsoletus/C. scoticus Ostrov Bos taurus

Na zéklade tychto vysledkov moZno konStatovat’, ze fauna pakomarikov Dolného Zemplina je
reprezentovana nami zaznamenanymi 15 druhmi pakomarikov Culicoides. Doplnili sme idaje
o hostiteloch, na ktorych pakomariky Culicoides parazitovali. Dalie $tudie zamerané na
detekciu patogénov ukédzu aké riziko tieto parazity predstavuju pre l'udi, hospodarske,
spolo¢enské a vol'ne zijuce zvierata na izemi Slovenska.

Tato praca bola podporend grantom VEGA 1/0043/19.
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ABSTRAKT

Indikaciou pre artrodéziu korunkového kibu (PIPJ) u Zriebét predstavuji patologické stavy
ako osteoartritida (,,kruzok®), cysty subchondralnej kosti, luxacia alebo subluxacia
korunkového kibu a zlomeniny korunkovej kosti. Prva technika artrodézie PIPJ beZne
pouzivand od 80. rokov 20. storoCia predstavovala dve alebo tri transartikularne kortikalne
skrutky, ktoré boli umiestnené paralelne taznym sposobom. T4to technika je stale popisovana
v odbornej literatire a je predmetom experimentalnych studii. Cielom naSej Stadie bolo
experimentalne porovnat biomechanické vlastnosti, pevnost’ a stabilitu pri mechanickom
zatazeni konvencnej metddy artrodézie snaSou pdévodnou metédou pouzitim dvoch
transartikularnych skrutiek umiestnenych abaxidlnym smerom z dorzélnej Casti sponkovej
kosti do palmarnej ¢asti korunkovej kosti a jednej axialnej skrutky umiestnenej z dorzalnej
Casti korunkovej kosti do palmarnej casti korunkovej kosti. Na vykonanie Studie bolo
odobratych 20 koncatin (10 parov) od 7 kadaveristickych zriebédt. Do tychto koncatin boli
aplikované skrutky bordovanym chirurgom a to takym sposobom, Ze do jednej koncatiny
z paru boli aplikované tri paralelne skrutky a do kontralaterdlnej koncatiny tri skrutky
v skrizenom smere. Koncatiny boli ndsledne fixované v konstrukte a testované v 3-bodovom
ohybani v smere palmaro/plantaro dorzalnom pomocou Specidlneho trhacieho pristroja.
Hodnoty posunutia pri deStrukcii konS$truktu a sila boli analyzované medzi jednotlivymi
metédami. V Stadiu predpokusu sme mechanicky zatazili a nasledne destruovali 4 koncatiny
(2 pary hrudnikovych koncatin) 2-mesaénych Zriebét. Z doterajSich pozorovani a parcidlnych
vysledkov mechanickej deStrukcie mdzeme konStatovat, Ze aplikacia troch paralelnych
skrutiek je technicky menej narocnd v porovnani s naSou metddou, avSak odolnost’ obidvoch
konStruktov v palmaro-dorzadlnom smere bola v jednom pripade skoro rovnaké, v druhom bol
nas konstrukt v porovnani s konvenénym signifikantne pevnejsi.

UvOoD

Artrodézia proximalneho interfalangealneho kibu (korunkovy kib, PIPJ) je spravidla
vykonavana u skeletdlne zrelych koni na zmiernenie bolestivosti spojenej s osteoartritidou
alebo ako sucCast’ fixdcie intraartikuldrnych zlomenin (Watts a kol., 2007). K najCastejSim
patologickym stavom u Zriebét patri luxécia resp. subluxacia PIPJ pri poruSeni ddlezitych
palméarnych/plantarnych mékkych Struktar a bolestivost’ prejavujuca sa krivanim v dosledku
cyst v subchondralnej kosti alebo osteoartrotickych zmien. Dlhodobo presadzovanou metédou
artrodézie PIPJ je pouzitie troch transartikularnych kortikalnych skrutiek v taZnom smere.
DoterajsSie kadaveristické $tadie porovnavali kombinaciu troch paralelnych 4,5 mm alebo
dvoch 5,5 mm kortikélnych skrutiek v 3-bodovom ohybe a ich destrukciu, a takisto aj stabilitu
v ramci hrudnikovych a panvovych koncatin (Watt a kol., 2001). Zaverom ich $tudie bolo, Ze
ohybové momenty boli vdcSie na hrudnikovych koncatindch ako na panvovych. Takisto
konsStatovali, ze dve 5,5 mm kortikdlne skrutky poskytli rovnako silnu artrodéziu PIPJ
v porovnani s tromi 5,5 mm kortikdlnymi skrutkami zavedenymi rovnakym spdsobom v 3-
bodovom ohybe apri mechanickom zatazeni (Read akol.,2005; Carmalt akol., 2010).
V tychto stadidch nebol pozorovany ziadny zreteIny mechanicky rozdiel medzi konstrukciami
hrudnikovej a panvovej koncatiny. Technika taznej skrutky moéZe predstavovat’ spdsob
fixacie pri artrodézii PIPJ u mladych Zriebdt. Takmer linearne ulozenie skrutiek vo frontalnej
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rovine poskytuje minimalnu stabilitu, najmi v dorzalnej Gasti kibu. To ma za nasledok
diskomfort pacienta v dosledku drazdenia mékkych Struktur periostdlnou reakciou. To
pravdepodobne odraza znizenu stabilitu (Auer akol., 2019). Cielom naSej stadie bolo
porovnat’ klasickii metodu zavadzania taznych skrutiek s naSou pdvodnou metédou (Zert
a kol., 2013).

MATERIAL A METODIKA

Od siedmych zriebdt utratenych bez poskodené¢ho muskuloskeletdlneho aparatu bolo
odobratych 10 parov koncatin (vek 3 dni-2 mesiace). Hrudnikové a panvové koncatiny boli
odstranené v trovni distalnej Casti metakarpu/metatarzu, zmrazené pri -20°C az do doby
aplikacie skrutiek, kedy boli rozmrazené pri izbovej teplote. V ramci paru koncatin boli do
jednej z nich aplikované 3 skrutky v paralelnom smere a prislusnej kontralateralnej koncatiny
3 skrutky v skrizenom smere. Operacny postup pri obidvoch metéodach predstavoval koznu
inciziu v tvare obrateného pismena ,,V, nésledne inciziu extenzorovej slachy pod uroviiou
iponu extenzorovych vetiev medzikostného svalu. Kolateralne vizy PIPJ boli incidované, kib
bol disartikulovany a chrupavka odstranena pouzitim ostrych lyzi¢iek. V pripade konvencnej
metddy boli pouzitim vodica vrtdku navftané klzné diery 4,5 mm vrtakom do distdlnej Casti
sponkovej kosti dorzopalmarnym smerom, po tomto nasledovala apozicia kibovych ploch
s navitanim zavitovej diery 3,2 mm do proximo-palmarnej plochy korunkovej kosti. Skrutky
prislusnej dizky a priemeru (4,5 mm) boli vlozené a dotiahnuté skrutkovadom, pri¢om
ut'ahovaci moment nebol Standardizovany. Technika s pouzitim troch skrizenych skrutiek
spociva v predvitani dvoch abaxialnych klznych dier do distdlnej Casti sponkovej kosti
v dorzo-palmarnom smere ajednej axidlnej diery do proximo-palmarnej Casti korunkovej
kosti o priemere 4,5 mm. Po priloZeni kibovych ploch nasledovalo vitanie zavitovych dier
o priemere 3,2 mm s naslednou aplikdciou kortikadlnych skrutiek. Chirurgické miesta boli
Standardne zoSité nevstrebatelnym Sicim materidlom. Takto pripravené koncatiny boli
postupne umiestnené dorzalnou plochou koncatiny smerom hore na Specidlny duralovy profil
s drdzkami a pripevnené upeviiovacim mechanizmom v oblasti rohového puzdra kopyta
avurovni sponkového kibu (Obr. ¢&. 1). Dorzalna plocha konatiny bola fixovana kolmo
k miestu zat'aZovania, ¢o predstavovalo miesto v palmarnej oblasti v trovni PIPJ. Vzdialenost’
medzi upeviiovacimi bodmi koncatiny bola v ramci testovaného paru konstantnd. V Stadiu
predpokusu sme mechanicky zatazili anasledne deStruovali 4 koncatiny (2 pary
hrudnikovych koncatin) 2-mesacnych Zriebdt. Pevnost jednotlivych konsStruktov bola
pomocou servohydraulického stroja na testovanie materidlov sledovand v tahu v palmaro-
dorzalnom smere v mieste PIPJ (Obr. €. 2) aZ do pozorovania zlyhania (zlomenie skrutky,
ohnutie alebo vytrhnutie z kosti). Pre kazdy konS$trukt bola po testovani zaznamenand sila
v Case deStrukcie aposun, boli vyhotovené rontgenogramy a vykonand detailnd pitva
koncatiny.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V §tadiu predpokusu sa snazime optimalizovat’ upeviiovaci systém, detektory posunov pre
detailné vyhodnotenie destrukcie. Pre urcenie metodiky testovania pevnosti konstruktu sme
vychédzali jednak =z odbornej literatiry ale aj konzultdciou so strojnymi inziniermi
z Technickej univerzity v KoSiciach.

51



Obr. ¢ 1 — MontaZny profil pre mechanické Obr. & 2 — Ilustracia mechanického testovania

testovanie pevnosti konStruktu. Na obrdazku konStruktu artrodézie v palmaro/plantarodorzdlnom
zachyteny ohybovy moment v Case zlyhania smere 3-bodovym systémom ohybania.
konStruktu.

Dospeli sme knazoru, Ze hoci je klinicky korunkovy kib zataZovany v kombinacii
ohybovych, torznych a kompresnych sil rozhodli sme sa pre 3-bodové testovanie v ohybe aj
vzhl'adom na to, ze testovanie v torzii a kompresii je pomerne technicky naro¢né. DoterajSie
Studie pouzivali na testovanie pevnosti konStruktov 3-bodovy ohyb v dorzo-palméarnom
smere, ktory podl'a nasich uvah neberie do uvahy palmarne mékké Struktiry, ktoré absorbuju
silu narazu resp. tlaku. V naSich pokusoch teda modifikujeme tito metodiku s tym, Ze
k destrukcii bude dochadzat’ palmaro/plantaro-dorzalnym smerom v tahu. Predpokladame, ze
konven¢nad metdda artrodézie nezabezpecCuje potrebnu stabilitu v dorzélnej casti PIPJ na
rozdiel od nami popisovanej metddy, kde tito stabilitu podporuje axidlna skrizend skrutka.
Z doterajSich testovani a merani konStatujeme, ze v prvom testovanom pare koncatin doslo ku
destrukcii a zlyhaniu konstruktu v rovnakom silovom zataZeni, avSak v druhom testovanom
pare sme pozorovali skoro dvojnasobnil pevnost’” naSho konstruktu. Zaverom doterajSich
merani a vysledkov mechanickej destrukcie je, ze aplikacia troch paralelnych skrutiek je
technicky menej naro€nd v porovnani s naSou metddou, av§ak odolnost’ obidvoch konstruktov
v palmaro-dorzalnom smere bola v jednom pripade skoro rovnakd, v druhom bol nas
konstrukt v porovnani s konvenénym signifikantne pevnejsi.
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ABSTRAKT

Traviaci trakt véiel je osidleny mnozstvom baktérii. Zlozenie mikrobiomu traviaceho traktu
zavisi od spdsobu vyzivy, prostredia a fyziologickych zmien spojenych s vekom vciel.
V poslednych rokoch sa zdravotny stav vciel zhorSuje. Jednou z pri€in st ochorenia, ktoré
moézeme rozdelit na parazitarne, mykotické, virusové a bakteridlne. Medzi celosvetovo
rozSiren¢ ochorenie vciel patri mor vcelieho plodu, ktorého povodcom je baktéria
Paenibacillus larvae, na ktori doposial’ neexistuje ziadna Gc¢inna lieCba. V sucasnosti sa preto
hl'adaji rozne alternativy biologickej ochrany. Cielom naSej prace bolo selektovat’ baktérie
primarne z traviaceho traktu v¢iel s antimikrobialnou aktivitou voci tejto patogénnej baktérii.
Kultivatnymi metodami bolo na selektivnych a neselektivhych agarovych médiach
zachytenych mnozstvo izolatov nachadzajucich sa v traviacich traktoch vciel, z ktorych boli
doposial’ vybrané izolaty s antimikrobidlnou aktivitou vo¢i moru vcelieho plodu detegované
v prvom kroku pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie, neskor sekven¢nou
analyzou 16S rRNA génu ako B. pumilus M1-2, B. licheniformis 3SV15, B subtilis TV1/1
a B. megaterium BM. Ciasto¢na charakterizacia fenotypu u vyssie uvedenych izolatov rodu
Bacillus na Biolog GEN III Microplate korelovala s genotypovou identifikdciou. Pomocou
MIC stripov bola detegovand rezistencia na klindamycin u B. megaterium BM aB.
licheniformis 3SV15 ana chloramfenikol u B. pumilus M1-2. U B. subtilis TV1/1 nebola
detegovana rezistencia na ziadne antibiotikum, a tak mozno predpokladat’ potencial tohto
kmena pri lieCbe moru veelieho plodu. Pre potvrdenie tejto hypotézy st vSak potrebné este
d’alSie Studie.

UvoD

Vyvazené zlozenie mikrobiomu predstavuje jednu zo zloziek, ktoré su zodpovedné za zdravie
celého vcelstva (Anderson akol., 2011). Sucastou traviaceho traktu vciel st prospesné
a komenzalne mikroorganizmy, ale aj patogény. Interakcie medzi mikroorganizmami mézu
mat’ na jednej strane synergicky efekt s patogénmi, co negativne vplyva na zdravie vciel, ale
takisto mozu niektoré baktérie poskytovat ochranu pred patogénmi (Engel a kol., 2016).
Takato skupina baktérii je zastipena aj napriklad v rode Bacillus, ktory je znamy produkciou
antimikrobialnych latok, medzi ktoré patria aj bakteriociny. Bakteriociny maju Siroké
spektrum ucinku (Bhuvaneswari a kol., 2015), ale vo vSeobecnosti sa d4 povedat, Zze maju
antibakterialny ucinok voci fylogeneticky blizko pribuznym (Jasniewsky a kol., 2008). Medzi
jedno z najzavaznejSich ochoreni postihujuce vcely je mor vcelieho plodu. Povodcom tohto
ochorenia je Paenibacillus larvae (Neuendorf a kol., 2004). Doposial’ neexistuje ziadny liek,
ktorym by sa mohlo toto ochorenie lieCit. Jediny ucinny spdsob ,,liecby* je spalenie celého
vcelstva (Descamps a kol., 2016), ¢o ma ekonomické dopady. Prave z tohto dovodu, sa zacali
hl'adat’ alternativne spdsoby ako tomto ochoreniu zabranit’, alebo predist’ (Mudronova a kol.,
2011) a to na baze prirodnych biologickych substancii, €o je aj cielom nasej prace zameranej
na skupinu bakteriocinov, konkrétne na bakteridlny rod Bacillus.

MATERIAL A METODIKA

Nase vzorky pochadzali zo véelich ulov (15 wlov) nachadzajucich sana Univerzite
veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach a v Rozhanovciach. Z kazdého ula bolo
odobratych desat’ vciel. Traviace trakty vciel boli po vybrati rozsuspendované vo
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fyziologickom roztoku ariedené metdodou desatinného riedenia. Homogenizat bol
inokulovany na selektivne a neselektivne agarové pody, konkrétne na MYPGP agar (Las,
CZ), NA (nutrient agar) (Laboratorios Conda, Spanielsko) a TSA (Tryptone Soya Broth)
(SIGMA-ALDRICH, USA). Po kultivacii pri 37°C boli zachytené izolaty identifikované
pomocou MALDI-TOF MS a testované voci zbierke P. larvae (4488, 4484, D3, D4, 38,
5680, M1, 5S a 108S), ktora sa nachadza na Ustave fyziologie hospodarskych zvierat, CBv
SAV v Kosiciach. Na testovanie inhibi¢nej aktivity bola pouzitd agarova difizna metoda.
Antibiotickd rezistencia na vybrané antibiotikd bola testovand pomocou testovacich MIC
(Minimal Inhibition Concentration) stripov a ziskané vysledky boli porovnavané s tabul’kami
EFSA (European Food Safety Authority). Na Stadium fenotypovych vlastnosti boli pouzité
Biolog GEN III Microplate testovacie panely (Biolog Inc., USA). DNA vybranych izolatov
bola izolovand pomocou GenElute Bacterial Genomic DNA kitu (SIGMA-ALDRICH, USA)
a detegovand pomocou elektroforézy v 0,8% agar6zovom géli. 16S rRNA gén bol
amplifikovany PCR (Polymerase Chain Reaction). Ziskané fragmenty oCakavanej velkosti
boli zaslané na sekvenacni analyzu a vyhodnotené pomocou Blast (Basic Logical Alignment
Search Tool) analyzy.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Paenibacillus larvae predstavuje pre véely vel'ktl hrozbu. Nakol'ko doposial’ neexistuje ziadny
liek, s ktorym by sa dalo bojovat’ proti moru v¢elicho plodu bolo nevyhnutné zacat’ hl'adat
alternativne metody lieCby. Jednou z metdd je vyuzitie baktérii, ktoré maji antimikrobidlny
ucinok voci povodcovi veeliecho moru a zaroven st neskodné pre véely. Z uvedeného dovodu
sme sa rozhodli Studovat baktérie primarne z traviaceho traktu vciel s antimikrobialnou
aktivitou voci tejto patogénnej baktérii. V naSich experimentoch bolo doposial’ Studovanych
570 gastrointestinalnych traktov vciel. Klasickymi kultiva¢nymi metoédami bolo zachytenych
na selektivnych a neselektivnych agarovych podach velké mnozZstvo r6znych druhov baktérii,
z ktorych bol pomocou MALDI-TOF MS selektovany rod Bacillus, prave pre jeho zndmu
produkciu bakteriocinov s antimikrobidlnou aktivitou a fylogeneticky blizku pribuznost’
s rodom Paenibacillus (Abriouel akol., 2010). Celkove bolo pomocou MALDI-TOF MS
identifikovanych 18 druhov baktérii rodu Bacillus: B. megaterium, B. weihenstephanensis, B.
cereus, B. thuringiensis, B. licheniformis, B. oleronius, B. subtilis, B. mycoides, B.
pseudomycoides, B. muralis, B. endophyticus, B. clausii, B. pumilus, B. simplex, B. niacini, B.
saphensis, B. marifslavi a B. arsenicus, z ktorych doposial’ 4 testované druhy: B. pumilus M1-
2, B. licheniformis 3SV15, B subtilis TV1/1, B. megaterium BM vykazovali inhibi¢nt aktivitu
voci zbierke P. larvae. Konkrétne B. megaterium BM vytvéral slabé inhibi¢né zény voci 2 z 9
izolatov P. larvae. B. pumilus M1-2 inhiboval 7 z 9 izolatov P. larvae a B. licheniformis
3SV15 vykazoval inhibi¢ny uginok voéi 8 z 9 P. larvae. Co sa tyka velkosti zon, najvicsia
vel'kost’ zon bola zaznamenand u B. subtilis TV1/1, ktory inhiboval rast vSetkych P. larvae
znasej zbierky. Antibiotickymi MIC stripmi so zndmou koncentraciou antibiotika bola
detegovana rezistencia u B. megaterium BM a B. licheniformis 3SV15 na klindamycin a u B.
pumilus M1-2 bola zistend rezistencia na chloramfenikol. Z doterajSich literarnych zdrojov
nie je zname, ze by B. megaterium BM a B. licheniformis 3SV15 izolované z traviaceho
traktu vciel boli rezistentné na klindamycin a takisto nie je zname ani o kmeni B. pumilus, ze
by niesol prirodzene gén rezistencie voci chloramfenikolu. Mézeme vSak predpokladat’, ze ide
o ziskanu rezistenciu. Poslednym z nateraz testovanych druhov bol B. subtilis TV1/1, ktory
bol senzitivny voéi vietkym nami testovanym antibiotikam. Stidium fenotypovych vlastnosti
pomocou Biolog GEN III Microplate (Biolog Inc., USA) a korelacia s literaturou potvrdila
podobnost’ s nami Studovanymi kmenmi (Taale a kol., 2015). Sekven¢nou analyzou sme
potvrdili vysledky ziskané pomocou MALDI-TOF MS ato konkrétne uizolatov B.
megaterium BM, B. subtilis TV1/1, B. pumilus M1-2 a B. licheniformis 3SV15. Na zéklade
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ziskanych vysledkov mozno predpokladat’ potencidlne vyuzitie kmena B. subtilis TV1/1
v prevencii moru vcelieho plodu. Pre potvrdenie tejto hypotézy st vSak potrebné d’alSie
Studie.

Tato praca vznikla s podporou projektu VEGA 2/0100/19.
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VPLYV ZINKU A EXTRAKTU THYMUS VULGARIS NA ANTIOXIDACNY
A MINERALNY STATUS KRALIKOV

Kuckova K.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat Centra biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Rastlinné extrakty astopové prvky pouzivané ako nutraceutika st dolezité pre zdravie
a produkciu hospodarskych zvierat vd’aka ich zdraviu prospeSnym a antioxidacnym ucinkom.
Cielom naSej prace bolo zistit' vplyv extraktu Thymus vulgaris a organického zinku na
antioxida¢ny a mineralny status kralikov stanovenim koncentracie Zn, Cu, Fe, Mn
a antioxidacnych parametrov v krvi alebo plazme a v tkanivach kralikov. Zvierata boli pocas
Siestich tyzdinov rozdelené do Styroch experimentalnych skupin: kontrolna skupina (1),
zvieratd suplementované organickou formou zinku (2) alebo extraktom vnate 7.vulgaris L.(3)
a zvierata suplementované kombinaciou obidvoch aditiv (4). Vysledky ukazali, Zze prijem
extraktu T.vulgaris neovplyvnil negativne koncentraciu stopovych prvkov v plazme
a tkanivach kralikov. Prijem organického Zn a extraktu disky tymidnovej zlep$il antioxidacny
status kralikov, priCom stCasné podévanie obidvoch aditiv sa pozitivne prejavilo
predovsetkym v tkanive obliCky signifikantnym zvySenim celkovej antioxidacnej kapacity
a aktivity glutation peroxidazy, ako aj znizenim lipidovej peroxidacie.

UVOD

Thymus vulgaris L. obsahuje mnoho biochemickych zluc¢enin (flavonoidy, fenolové zluceniny
a terpenoidy), ktoré maji zdraviu prospesné, protizdpalové, antibakteridlne a antiviralne
ucinky. Bioaktivne zliceniny tymol, karvakrol a iné¢ fenolové derivaty su zodpovedné za
antioxida¢né ucinky dusky tymianovej (Hosseinzadeh a kol. 2015). Zinok zohrava dolezitu
ulohu v mnozstve fyziologickych a biochemickych procesov, predovsetkym ako Strukturalny
komponent mnohych metaloenzymov (Sloup a kol., 2017). V systéme antioxidacnej ochrany
posobi ako kofaktor antioxidaénych enzymov, stabilizator sulthydrylovych skupin ¢i ochrana
bunkovych membran pred oxidaénym poskodenim. Zinok indukuje expresiu metalotioneinu,
ktory ma viacero biologickych tloh a okrem schopnosti priamo vychytavat vol'né radikaly, je
taktieZ zodpovedny za homeostazu zinku (Powell, 2000; Bonaventura a kol., 2015). Vyhodou
organickych mineralnych zdrojov je vysSia biologickd dostupnost’ stopovych prvkov, ich
intestinalna absorpcia a niz$ia exkrécia, v porovnani s tradicne vyuzivanymi anorganickymi
formami, avSak literarne udaje v tomto smere st ¢asto nejednotné (Cao a kol., 2000).

MATERIAL A METODIKA

DevitdesiatSest’ kralikov (linia P91 a M91) vo veku 35 dni bolo rozdelenych do Styroch
skupin, pri€om kazda pozostavala zo 6 replikatov so 4 ks kralikov v replikate (24 ks/skupina).
Zvieratad boli umiestnené v Standardnych klietkach (2 zvieratd/klietka) s volnym pristupom
k vode. VSetky skupiny zvierat boli kfmené komplexnou granulovanou bazalnou dié¢tou (BD)
at libitum. Prva skupina bola kontrolna (89 mg Zn/kg). Zvierata v druhej skupine boli
suplementované prisluSnym mnozstvom Bioplexu-Zn, ktora zodpovedala davke 50 mg Zn/kg
diéty (analyzovany obsah 146 mg Zn/kg krmiva). Zvierata v tretej skupine dostavali 0,1 %
extrakt viate Thymus vulgaris L.(Calendula a.s.) v pitnej vode. Zvieratd vo Stvrtej skupine
boli suplementované kombinaciou obidvoch aditiv. Po 42 diloch experimentu boli zvieratdm
(1 zviera/replikat) odobraté vzorky krvi a po usmrteni aj vzorky tkaniv (pecen, oblicka, sval
MLD, mukéza jejuna). V krvnej plazme atkanivach bola stanovovand koncentracia
stopovych prvkov Zn, Cu, Fe, Mn pomocou atomového absorpéného spektrofotometra (AAS,
Shimadzu AA-7000, Kyoto, Japonsko) (Gresdkova akol., 2016). Spektrofotometrickymi
metodami sme stanovovali aktivitu superoxid dismutazy (SOD, Cu/Zn SOD) (Marklund
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a Marklund, 1974), aktivitu katalazy (CAT) (Aebi, 1983), aktivitu glutation peroxidazy (GPx)
(Paglia a Valentine, 1967) a koncentraciu celkovych sulthydrylovych skupin (TSH) (Ellman,
1959). Celkova antioxida¢na kapacita (TAC) bola stanovovana metodou FRAP (Benzie
a Strain, 1996) a koncentrdcia malodialdehydu (MDA) spektrofluorometrickou metdédou
podla Jo a Ahn (1998). Na statistické vyhodnotenie vysledkov bola pouzita dvojcestna
analyza variancie (ANOVA) na zistenie vplyvu Zn, extraktu T.vulgaris alebo ich vzajomne;j
interakcie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyzou etanolového extraktu Thymus vulgaris, ktora bola vykonana pomocou vysoko
ucinnej hmotnostnej spektrometrie a plynovej chromatografie, bol preukdzany obsah
flavonoidov (271,97 mg/g extraktu) a fenolovych kyselin (315 mg/g extraktu), ako aj
hlavnych bioaktivnych zloziek extraktu: tymolu 5,22 %, karvakrolu 2,23 9% a vanilinu
1,89 %. Vysledky naznacuju, Ze bioaktivne zlozky T.vulgaris L. maju prospesné antioxidacné
ucinky (Zotte a kol., 2016), nakol'’ko obsah MDA, ktory je povazovany za indikétor lipidovej
peroxidacie, bol signifikantne znizeny v oblicke (p<0,05) av plazme (p<0,05), pricom
(Obr.1.). Prijem diét obohatenych o organicky Zn mal za nésledok zvySenie celkovej
antioxidacnej kapacity (p<0,01), koncentracie celkovych sulthydrylovych skupin (p<0,05)
v oblicke, snajvy$simi hodnotami zaznamenanymi v skupine suplementovanej oboma
aditivami. Vplyv prijimanych diét na aktivitu antioxidacnych enzymov sa prejavil iba
zvySenou aktivitou GPx v oblicke zvierat dostavajucich Zn (Obr.1.), pricom najvyssia aktivita
bola opét’ zistend u zvierat dostavajucich kombinéciu oboch aditiv v porovnani s kontrolnou
skupinou (p<0,05). Antioxida¢ny ucinok zinku prostrednictvom GPx sa moéze prejavovat
dvojakym spdsobom. Jednak tym, Ze ovplyviiuje expresiu glutamat-cystein ligdzy, ktora je
zapojena do syntézy glutatiénu, ktory priamo neutralizuje vol'né radikaly alebo nepriamo ako
kofaktor antioxida¢ného enzymu glutation peroxidazy (Marreiro a kol., 2017).
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Obr.1. Koncentrdacia MDA a aktivita GPx v plazme alebo krvi a v tkanivdach kralikov

Aktivita SOD, Specifickej Cu/Zn SOD a katalazy neboli ovplyvnené prijmom
experimentalnych diét. Rovnako sme signifikantné zmeny nepozorovali v koncentraciach Mn
a Fe v plazme a tkanivach. Koncentracia Zn v oblicke bola ovplyvnena prijmom T.vulgaris
(p<0,001), pricom najvysSie hodnoty boli pozorované v skupine dostavajucej iba Zn,
v porovnani s oboma skupinami dostavajicimi extrakt dusky tymidnovej. Nadmerny prijem
zinku moéze mat’ za nasledok deficienciu medi, s ¢im mdézu suvisiet' aj d’alSie nepriaznivé

57



ucinky a patologické prejavy (Sloup a kol., 2017). V naSom experimente bol obsah zinku
v diéte kralikov do maximalnej povolenej koncentracie Zn v kompletnej kfmnej zmesi, ¢o
predstavuje u kralikov 150 mg Zn/kg krmiva (EC, 2020). Napriek tomu, prijem Zn v naSom
experimente mal za nasledok znizenie koncentracie Cu vo svale (p<0,05). Podobna tendencia
bola pozorovand aj v plazme (p=0,056). Tieto vysledky naznacuju mozny antagonisticky
vzt'ah Cu a Zn pri ich absorpcii (Sloup a kol., 2017).

Na zaklade koncentracie stopovych prvkov v plazme a tkanivach moézeme konstatovat’, ze
prijem extraktu T.vulgaris (0,1 %) vodou neovplyvituje absorpciu stopovych prvkov
u krélikov. Prijem organického Zn a tymianu pozitivne ovplyvnil antioxida¢ny status zvierat,
¢o sa najviac prejavilo predovSetkym v tkanive oblicky pri stic¢asnom prijme obidvoch
nutraceutik.

Praca bola podporena grantom Agentury na podporu vyskumu a vyvoja APVV-17-0297.
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POSUDENIE FUNKCIE SIETNICE U PSOV S DIABETES MELLITUS

LapSanska M., Balicka A., Trbolova A.
Klinika malych zvierat, UVLF Kosice

ABSTRAKT

Oko je obzvlast citlivé na rézne patologické procesy prebiehajuce v organizme. U psov
s endokrinopatiami a metabolickymi ochoreniami je riziko vyvoja rdéznych oftalmologickych
ochoreni vyplyvajucich z hormondlnej a metabolickej dysbalancie. Cielom prace bolo
posudenie funkcie sietnice upsov s ochorenim Diabetes mellitus (DM). Oftalmologické
vysetrenie u pacienta s Diabetes mellitus sa vykonava podla Standardného oftalmologického
protokolu pomocou Specidlneho pristrojového vybavenia. Elektroretinografické (ERG)
vysetrenie poskytuje informacie o fungovani sietnice u réznych druhov zvierat. Vysledky
ERG vysetrenia boli analyzoavné meranim a- a b-vin implicitného &asu a amplitidy viny.
Amplitada a-viny a b-viny pocas Standardnej stimuldcie zmieSanej odozvy tyciniek a ¢apikov
sa javila Statisticky vyznamne niz$ia u psov s Diabetes mellitus v porovnani so zdravou
skupinou psov.

UvoOD

Oko svojou Struktirou, funkciou a anatomiou patri k jednym z najzloZzitejSich organov. Je
jedinecné svojou transparentnostou, ¢o umoziuje vo velkej miere jeho priame vySetrenie bez
pouzitia invazivnych metdd. Je dolezitym zdrojom informécii o zdravotnom stave
vySetrovaného jedinca. Okrem ochoreni samotnych oci je pri komplexnom oftalmologickom
vySetreni mozné odhalit’ aj niektoré systémové poruchy zdravia. Je vel'mi vela systémovych
ochoreni, medzi ktoré patri aj Diabetes mellitus a prejavuji sa ofnym a organovym
poskodenim. U psov s endokrinopatiami a metabolickymi ochoreniami je riziko vyvoja
roéznych oftalmologickych ochoreni vyplyvajtcich z hormonalnej a metabolickej dysbalancie
(Plummer a kol., 2007). Sietnica a opticky nerv su derivaty predného mozgu a ich morfologia
a fyziologia je podobnd mozgu. Senzoricka sietnica je pripojend k mozgu optickym nervom a
optickymi drahami. Fotoreceptorové bunky sietnice obsahuji komplexni vrstvu
Specializovanych buniek (ty¢iniek a Capikov), ktoré obsahuju fotopigmenty a menia sa po
expozicii svetlom a produkujii chemickl energiu. Tato energia je potom konvertovana do
elektrickej energie, ktora je nakoniec prenesend do centra videnia v mozgu (Ofri, 2013,
Martin, 2005). Elektroretinografia je neinvazivne, objektivne vySetrenie sietnice, ktoré
poskytuje informécie o funkcii jednotlivych bunkach sietnice. Cielom vySetrenia je slektricka
stimuldcia sietnice roznou intenzitou svetla a jej prenos cez jednotlivé bunky sietnice do
mozgu. Odpovod’ na stimulaciu buniek sietnice dava uceleny obraz o jej funkcii. ERG je
bezné diagnostickd metdda v humdnnom a veterinarnom lekarstve (McLellan a kol., 2015).

MATERIAL A METODIKA

Vyber pacientov

V §tudii bolo vySetrenych 27 mezocefalickych psov, r6znych plemien. Pacienti boli rozdeleni
do dvoch skupin a podrobeni celkovému klinickému, oftalmologickému a laboratérnemu
vySetreniu. Kontrolnd supina (KO) pozostavala zo 14 pacientov (7 samic a 7 samcov) vo veku
od 4 do 11 rokov. Pacienti s akoukol'vek zmenou v klinickom, oftalmologickom alebo
labortéornom vvsetreni bol zo §tadie vyradeni. Druhu skupinu tvorilo 13 pacientov (9 samic a
4 samci) s ochorenim Diabetes mellitus v terapii vo veku od 7 do 11 rokov.

Postup elektroretinografického vySetrenia
Oftalmologické vySetrenie bolo vykonané minimdlne hodinu pred zacatim samotného ERG
vySetrenia. VySetrenie bolo vykonané v mydridze. Na mydriazu zrenic boli pouzité 1% oc¢né
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kvapky tropikamidu (Unitropic 1%, United Pharma, Slovensko). Oc¢né kvapky boli
aplikované 2 krat v 15 mintitovom intervale. Nasledovala 20 minttova adaptacia v tmavej
miestnosti pri tlmenom cervenom svetle. Aktivna elektroda bola aplikovana na rohovku.
Priestor medzi aktivnou elektrédou a rohovkou bol vyplneny 2,5% metylcelulozou
(Goniovisc, Ocu Science, USA). Referencna elektroda bola umiestnena do podkozia 3
centimetre od laterdlneho oc¢ného kutika. Uzemnovacia elektréda bola umiestnena do
podkozia v oblasti os occipitale. Vsetky elektrédy boli pripojené do pristroja HMsSERG
(Handheld Multi-species Electroretinography, Model 2000, Ocu Science, USA). Na pristroji
bol zvoleny QuickRetCheck Plus protokol. Vysledky boli automaticky zaznamenané na
pamétovu kartu pristroja.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky ERG vysetrenia boli analyzoavné meranim a- a b-vin implicitného ¢asu a amplitady
vilny 'avého oka. Amplitida a-viny bola merana od prestimula¢nej zakladnej viny do bodu a-
vlny a amplitida b-viny bola merand od a-viny k vrcholu b-viny. Implicitny ¢as a-viny bol
merany od zaciatku stimulu do bodu a-viny a implicitnd doba b-viny bola merana od zaciatku
stimulu k vrcholu b-viny.

V ramci Statistickej analyzy boli pouzit¢ zékladné metoédy spracovania dat doplnené o
neparametricky Studentov T-test na hladine vyznamnosti P<0,05. Statistickou analyzou dat
tykajucich sa stimulacie zo zmieSanej odozvy tyCiniek a Capikov (Std R&C) l'avého oka s
porovnanim kontrolnej skupiny psov a skupiny psov s Diabetes mellitus bol zisteny Statisticky
vyznam. Amplitida a-viny a b-viny pocas Standardnej stimulacie R&C sa javila Statisticky
vyznamne niz$ia (p <0,05) u psov s Diabetes mellitus v porovnani so zdravou skupinou psov.
Priemerné hodnoty Std R&C amplitudy a-viny boli pri kontrolnej skupine psov 115,43+£25,28
uV a pri skupine psov s Diabetes mellitus 80,66+£28,88 uV. Priemerné hodnoty Std R&C
amplitudy b-viny boli pri kontrolnej skupine psov 258,36+65,38 uV a pri skupine psov s
Diabetes mellitus 186,21+54,08 uV. Pri Statistickom porovnavani kontrolnej skupiny psov
a skupiny psov s Diabetes mellitus boli zaznamenané isté¢ odliSnosti z hl'adiska skimanych
parametrov Std R&C implicitniho ¢asu a-viny; Std R&C implicitného ¢asu b-viny; Std R&C
b/a pomer amplitudy; avSak rozdiely neboli Statisticky vyznamné na hladine vyznamnosti
P<0,05.

Tab.1. Rozsah hodnét implicitniho Casu a amplitudy Obr.1. Elektroretinogram zdravého psa
viny pri ERG vyS§etreni

KO (kontrolnd skupina) (n=14)| DM (diabetes melitus) (n=13) | () v
DM)

\Average Median | +std | Min | Max |Average Median < std | Min  Max P hodnota

I 11543 | 125,25 | 2528 | 60,20 |144,80| 80,66 | 8330 | 28,88 [ 29,80 13430 0,0016
amplituda [uV]
a-wave - implicit. |

13,44 | 13,50 | 1,57 [ 1090|1560 | 13,88 | 14,00 | 1,80 | 9,80 | 16,50 | 0,2479
& [ms]

St Dwave~ | oo | 249,10 | 65,38 |170.40[381,10) 186,21 | 201,90 | 54,08 | 95,50 26170 0,0036 3[CHERRY ] OS: QuickRetCheckPlus

R&C |amplituda [uV] Std R&C 3cd s/m*2 4@108 wd
— [PO1S01T0300A] 13Nov 2017 12:30:01

b-wave - implicit. 2 | 3465 | 1,81 (2990 | 6620 | 3412 | 2960 | 1125|2190 61,30 | 0,0984

& ms] 40,02 | 34, 1,81 | 29; ¥ 1 . 5| 21 - 4 intensity : 3000 med.s/m*2

flashes: 4 each 10 S ( 0.10Hz)

235 | 232 o7 | 123 | 366 | 257 | 245 |09 | 157 | 459 | 02697 | |datac20 mS -flash-180 mS.
Background 0 med/m"2

- Waveform Data —

a-wave 132.1uVat11.3mS
b-wave 3322 uV at 34.4mS
--auto a/b

bia ration
amplitidy [uV] Filtering: (4)

Katarakta parti k najCastejSiemu patologickému prejavu na ociach u zvierat s DM (Gelatt,
2014). Elektroretinografia je elektrodiagnosticka metdda, ktord umoznuje objektivne vySetrit
a posudit’ funkciu sietnice. Vo veterindrnej medicine sa ERG vySetrenie vykondva na
stanovenie vrodenych dedi¢nych a ziskanych ochoreni sietnice a na posudenie sietnice, ked’
nie je mozné vykonat’ oftalmoskopické vySetrenie v dosledku netransparentnosti rohovky,
prednej ocnej komory, SoSovky apri zdkaloch sklivca (Narfstrom a kol., 2013).
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Elektroretinograficky zaznam moéze byt ovplyvneny vekom, plemenom, velkostou zrenic,
adaptaciou do tmy, elektrodami a intenzitou svetelnych stimulov (Ekesten 2007), dedi¢nymi
ochoreniami sietnice (Safatle a kol., 2005) diabetickou retinopatiou (Layton a kol., 2007),
kataraktou, SoSovkou indukovnou uveitidou (Maehara a kol., 2007) a glaukémom (Ofti a kol.,
1993). Pri katarakte su z ddovodu filtracie, redukcie svetelnych stimulov, ktoré cez iu
prechadzaju . Znizenie amplitddy viny a oneskoreny ¢as roznych stimulécii boli popisané
Casto u l'udi s Diabetes melltus, ktory mali diabeticku retiopatiu (DR) ¢o moze suvisiet’ so
zavaznost'ou vyvoja retiopatie a rychlostou progresie. U I'udi bolo tiez dokazané, ze pri ERG
vysetreni sa najprv prediZil ¢as odpovede, skor ako redukcia amplitady viny. Toto tvrdenie
bolo popisané aj pri maximalnej svetelnej stimuldcii a pri stimuldcii blikajicim svetlom
(Bresnick & Palta 1987). Oneskorena odpoved’ sietnice je porovnatel'na s inymi poruchami
neurotransmisie v nervovom systéme u pacientov s DM. Bolo popisanych niekol'ko stadii
oneskorenej vodivosti v inych elektrofyziologickych testoch u pacientov s DM atiez aj
vodivosti v oblasti kortexu mozgu (Parisi a kol.,, 1997). Nasa §tadia potvrdila podobné
vysledky ako Stida podla Safatle 2010 (Safatle a kol., 2010). U pacientov s DM bola
amplitida a-vlny a b-viny pocas Standardnej stimulacie R&C Statisticky vyznamne nizsia
(P<0,05) v porovnani s kontrolnou skupinou psov. Statistickym porovnavanim kontrolnej
skupiny psov askupiny psov s Diabetes mellitus boli zaznamenané isté odliSnosti
implicitného c¢asu z hladiska skimanych parametrov Standradnej zmieSanej odpovede
tyCiniek a ¢apikov.

Tato praca vznikla vdaka podpore VEGA 1/0479/18.
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ABSTRAKT

Experiment bol realizovany na 126 ks specific pathogen-free (SPF) samiciach mysi linie
BALBY/c. V 1. faze postupu boli zvieratd dekontaminované selektivnymi antibiotikami (per os
aplikovany amoxicilin a s.c. ciprofloxacin). V II. faze postupu sme na PGF (pseudo germ-
free) modeli sledovali patogenézu akutnej ulceréznej kolitidy (UC) pri réznych
koncentraciach (1, 3 a 5%) jej chemickej indukcie prostrednictvom DSS (dextran sulfatu
sodného). Cielom nasej Studie bolo ziskanie animalneho gnotomodelu, respektive PGF
modelu UC po chemickej expozicii DSS. Na zaklade dekontamindcie selektivnymi
antibiotikami a sledovanej patogenézy UC pri réznych koncentraciach jej chemickej indukcie
expoziciou DSS sme ziskali optimalny animalny PGF model UC, manifestujici sa stratou
mucinu, degradaciou epitelu, infiltraciou neutrofilov v [lamina propria a submucosa,
kryptididou, doprevadzany znizenim prezivatel'nosti ¢revnej mikrobioty, ibytkom hmotnosti,
dehydrataciou, miernym krvacanim z rekta a zniZzenim vybranych markerov bunkovej
proliferacie a apoptézy (PCNA, bcl-xl), ktoré boli detegované imunohistochemickou
analyzou. Ziskana optimalna indukcia akutnej UC expoziciou 5% DSS bude nasledne pouzita
v postupoch s transplantaciou fekalnej mikrobioty vyuzitim PGF animalneho modelu.

UvOoD

Pojem inflammatory bowel disease (IBD) alebo idiopatické zapalové crevné ochorenia
oznacuju skupinu zapalovych chordb traviaceho traktu so striedajucimi sa obdobiami relapsu
a remisie. Chorobné jednotky Crohnova choroba a ulcerézna kolitida tvoria dve hlavné
manifestacie IBD, ktoré sa odliSuju hlavne lokalizaciou zapalovych lozisk v traviacom trakte
a rozsahom histopatologickych zmien v intestindlnej stene. Animéalne modely chapeme ako
Specificku kombindciu zivocisneho druhu, buniek, tkaniv spolu s genomom a iritujucej latky,
pod ktorej vplyvom sa navodi alebo napodobni proces ochorenia a patologického stavu, ktoré
st predmetom vyskumu. Experimentalny vyskum hl'adajuci rieSenia mnohych biologickych a
biomedicinskych otazok, tykajicich nespocetnych interakcii hostitel’ - patogén spojenych s
infekénymi chorobami a v neposlednom rade aj s vyvinom novych lie¢iv, by nebol mozny bez
zloZitych biologickych systémov, ktoré predstavuji laboratorne zvieratd a animalne modely.

MATERIAL A METODIKA

In vivo experiment schvaleny SVPS SR s protokolarnym ¢&. 4073/18-221/3 bol vykonany na
SPF mysiach samicieho pohlavia, linie BALB/c z chovu Velaz s.r.o. (Praha) v pocte 126 ks. L.
faza postupu cielila na dekontaminéciu zvierat selektivnymi antibiotikami. Cielom II. fazy
postupu bolo ziskanie akutnej ulcerdéznej kolitidy chemickou indukciou DSS, podla
nasledovnej aplikacnej schémy (Tab.1). Na sledovanie mikrobiologickych parametrov
v obidvoch fazach experimentu sme pouzili: kultivacné vySetrenie (TSA agar, Schaedler
Agar), preZivatelnost cekalnych mikroorganizmov sa sledovala pomocou fluorescencne
aktivovaného triedenia buniek (FACS) vizualizovaného pomocou fluorescen¢ného rychleho
testu  Zivotaschopnosti na  polykarbonidtovom  filtri  (VFQTOPF), identifikacia
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kultivovateI'nych baktérii prebehla na zdklade PCR reakcie a ich sekvencii génu 16S rRNA,
identifikacia nekultivovatenych baktérii bola realizovand amplikonovym sekvenovanim
NGS. Hodnotenie stupiia chemicky navodenej UC pri roznych koncentraciach aplikovaného
DSS tvorili dva bodové systémy: disease activity index (DAI) a histological activity index
(HAI). Narusenie rovnovahy medzi proliferaciou epitelovych buniek a apoptéozou bolo
sledované proliferacnym markerom PCNA (proliferating cell nuclear antigen) a markerom
bunkovej apoptozy bel-xl.

Tab.1 Aplikacna schéma postupu

Skupina | Aplikacia antibiotik (kaZdych 12 hodin | Rekonvalescencia Indukcia IBD
po dobu 5 dni) (chemicky DSS)
AM1 Amoxicilin potencovany klavulanatom 10 dni DSS 1% (vo vode v 1%
(n=37) draselnym v davke 0,2 ml per os (s v mikrobiologicky | koncentracii po dobu 5
koncentraciou uc¢innej latky 387,11 kontrolovanom dni)
AM3 mg/kg/mys) prostredi DSS 3% (vo vode v 3%
(n=37) + gnotobiotického | koncentracii po dobu 5
Ciprofloxacin v davke 0,1ml s.c. (s izolatora dni)
AMS5 koncentraciou ucinnej latky 19,60 DSS 5% (vo vode v 5%
(n=37) mg/kg/mys) koncentracii po dobu 5
dni)
K (n=15) -
VYSLEDKY A DISKUSIA

Humannou mikrobiotou asociovany gnotobioticky animalny model predstavuje z hladiska
Studii zameranych na mechanizmy r6znych ciest patogenézy a alternativnych moznosti terapie
IBD nezastupitelni studnicu potencidlnych novych poznatkov. Aj napriek jedinecnosti
a prevratnym zisteniam dosiahnutych na animdlnych modeloch v medicinskom vyskume, je
nutné brat’ na zretel' skutoCnost, Ze ziadny model nezachytdva zlozitost a komplexnost
Pudského organizmu, ¢o plati aj pre patogenézu IBD (Kiesler a kol., 2015). Prietokovou
cytometriou sme potvrdili negativny vplyv 5-diiovej antibiotickej dekontaminacie na
prezivatelnost’ cekdlnej mikrobioty zvierat, s jej vyznamne zniZenou aktivitou, pohybujucou
sa na urovni 16.2% (p < 0.001), v porovnani s obdobim spred aplikacie ATB (74.5%). K
vyznamnému vzostupu prezivatelnosti cekalnych mikroorganizmov (p < 0.001) doslo na 10.
dent po ukonceni aplikdcie ATB, pohybujlcej sa na urovni 54.9 %. Aj ked’ Sirokospektralne
antibiotika zna¢ne redukuji va¢sinu bakteridlnych druhov, urcita €ast” intestinalnej mikrobioty
pretrvava (Hansen, 1995). K obdobnému vysledku sme dospeli aj v nasej stadii, kde sa pred
aplikaciou ATB pohybovali pocty kultivovatelnych mikroorganizmov v truse SPF mysi na
urovni 8.2 log;o CFU/g, po 5-diovej aplikdcii ATB sme vo vzorkach trusu pritomnost
kultivovatelnych mikroorganizmov uZ nezaznamenali, ale k opédtovnému vyznamnému
navrateniu poctov kultivovatelnych mikroorganizmov (p < 0.001) doslo na 10. denn od
ukoncenia aplikacie ATB. Na zéklade kultivacie sme zo vzoriek trusu a obsahu céka potvrdili
dva morfologicky odlisné typy kolonii, ktoré pri analyze tseku DNA zodpovedajucemu 16S
rRNA prostrednictvom BLAST-n analyzy, identifikovali ako Escherichia coli (GenBank: CP
025910.1) a Enterococcus gallinarum (GenBank: JN 412816.1). Pat dnova aplikdcia ATB
mala za nasledok redukciu nekultivovatelnej zlozky intestindlnej mikrobioty v prospech
kmena Firmicutes (98,54%), ktorému dominuje ¢elad’ Clostridiales (98,5%), konkrétne druh
Roseburia sp. (95%). Histologické rezy kolonu skupiny AMS5 vykazovali zna¢ne naruSent
histologicku architektiru tunica mucosa a tela submucosa. V ramci histologického skoére sme
potvrdili vyznamne vysokl pozitivnu korelaciu medzi infiltrdciou zépalovych buniek
a erdziou epitelu (r = 0.864, p < 0.001). Tieto vysledky zodpovedaji tvrdeniam autorov Studii,
v ktorych bolo tiez pouzité DSS na indukciu kolitidy u mysi (Matos a kol., 2013, Song a kol.,
2013). Pri zavaznom alebo dlhotrvajicom zépale dochadza k deformécii a strate ¢revnych
krypt (Erben akol.,, 2014). Skupina AMS5 vykazovala poskodenie cCrevnych krypt
manifestované kryptitidou, deformitami alebo ich uplnou stratou na urovni skore 0.62.
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Vysledky selektivnych morfometrickych parametrov kolonu skupiny AMS preukazali zmenu
histologickej architektiry klkov oproti kontrolnej skupine (K), charakterizovanii vyznamne
niz$ou reznou plochou klkov, zniZenim ich vysky, sprevadzani aj mensou hibkou krypt (p <
0.001). V nasej stadii bola strata poharikovych buniek u experimentalnej skupiny mysi (AMS)
v porovnani s kontrolou (K) na tGrovni skore 2.00, teda s maximalne 35% stratami tychto
buniek, ¢o predstavovalo miernu uroven ich deplécie. V ramci histologického skére bola
potvrdena vyznamna, velmi vysoka pozitivna korelacia medzi celkovym indexom
histologickej aktivity (HAI) vs. redukciou gobletovych buniek (r = 0.912, p < 0.0001). Pri
ulceroznej kolitide dochadza k naruseniu rovnovahy medzi proliferaciou epitelovych buniek
a apoptdézou buniek (Pirincci akol., 2020). NajbeznejSie pouzivanymi proliferacnymi
markermi st antigény PCNA podielajice sa nielen na bunkovej proliferacii, ale aj na
reparacii DNA po poskodeni (Brown, 1990). Kvantifikéciou intenzity imunohistochemickej
reakcie a expresie PCNA, vyjadrené¢ ako relativna opticka denzita (ROD) rezu, sme
zaznamenali predovsetkym u skupiny AMS v porovnani s kontrolnou skupinou (K) vyznamne
zniZzenu bunkovu proliferaciu (p < 0.001). Naopak, s ubtidajicou koncentraciou aplikovaného
DSS pri skupine AM1 bunkova proliferacia stapala. Negativny vplyv aplikacie 5% DSS na
bunkovu proliferaciu potvrdzuje aj zaznamenand negativna stredné korelacia PCNA markeru
a indexu histologickej aktivity (HAI) (r = - 0.563), poukazujica na vztah medzi zvySujucim
sa histologickym skore a znizujicou sa bunkovou proliferadciou. V tkanive kolonu mysi bol
imunohistochemickou analyzou d’alej detegovany marker bunkovej apoptozy bcl-x1, ako anti-
apoptoticky marker. V poslednej dobe nadobuda tento protein na vyzname v stvislosti s jeho
spajanim sa ako markeru uspesnosti liecby IBD. Autori (Adachi a kol., 2015; Weder a kol.,
2018), v svojich Studiach popisovali zvySenie expresie anti-apoptického markeru bcl-x1, ako
markeru uspesnej liecby IBD a obnovenia rovnovahy medzi proliferaciou a apoptézou buniek
enterocytov. Vyznamné znizenie bcl-xl markera u skupiny AMS (p < 0.05; p < 0.01; p <
0.001) sme potvrdili, v porovnani so vSetkymi skupinami (AM3, K a AM1). Negativny vplyv
5% expozicie DSS potvrdzuje aj nizka negativna korelacia medzi markerom (bcl-x1) a HAI
skore (r = - 0.309). S klesajicou koncentraciou DSS, naopak stipala uroven anti-
apoptotického markera podobne, ako marker bunkovej proliferaicie PCNA. Po expozicii 5%
DSS klesala aj prezivatel'nost’ cekalnej mikrobioty. Pozoruhodné bolo, Ze v zavislosti od
intenzity DAI sme u skupiny AMS zaznamenali pri jej slabej intenzite so skore 1-2
preZivatelnost’ cekalnej mikrobioty na urovni 74.4%, a pri intenzite DAI na Urovni 5-6 sa
prezivatelnost’ mikrobioty pohybovala na urovni 38.2 %. Nami ziskané vysledky jednotlivych
analyz jednoznacne preukazali ako optimalnu 5% koncentraciu DSS na navodenie modelu
akutnej ulcerdznej kolitidy.

Tato publikacia bola vytvorend realizdaciou projektu APVV-16-0176.
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VPLYV KOMPOSTOVACIEHO PROCESU NA PREZIVANIE
MIKROORGANIZMOV V HNOJI HOVADZIEHO DOBYTKA
Mindzakova 1., Venglovsky J., Gregova G., Sasdkova N., Subova E.

Katedra verejného veterinarskeho lekarstva a welfare zvierat, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto Stadie bolo posudenie vplyvu kompostovacieho procesu na prezivanie
indikatorovych mikroorganizmov (Escherichia coli, Enterococcus spp. koliformnych
mikroorganizmov a celkového poctu mikroorganizmov) a Salmonella spp. v komposte
obohatenom o prirodny zeolit-klinoptilolit a hydratované vapno. Kompostovanie prebiehalo
v troch porovnavacich hromadach hnoja hovéddzieho dobytka pocas 126 dni (kontrolna
hromada, hromada s pridavkom zeolitu a hromada s pridavkom zeolitu a vapna). Prezivanie
mikroorganizmov v hromadéach so zeolitom a vapnom bolo ovplyvnené vysSimi hodnotami
pH (>8) ateploty (<52,8°C) v substrate. Salmonella spp. prezila v hromade s kombinéaciou
zeolitu a vapna pocas 41 dni, v hromadéach so zeolitom a v kontrole prezivala pocas 63 dni.
Pocty indikatorovych mikroorganizmov sa pocas 126 dni kompostovania znizili o jeden az
dva logaritmické rady. Vysledky naznacuju, Ze kompost obohateny o zeolit ma pozitivny
vplyv na pokles poctu mikroorganizmov pricom pridavok vapna urychl'uje devitalizaciu
patogénov v substrate.

UvoOD

Kompostovanie patri k prirodnym, ekologicky a ekonomicky prijatelnym metédam
spracovania hnoja hospodarskych zvierat, pri ktorom dochadza k mikrobidlnemu rozkladu
organickych latok, ktory vSak moze predstavovat riziko prenosu mikroorganizmov (aj
patogénov) do potravinového retazca. Pri nevhodnej aplikécii hnoja do pol'nohospodérske;j
pody moze dojst ku kontaminacii pol'nohospodarskych produktov. Salmonella spp.
a Escherichia coli O157:H7 patria k mikroflore traviaceho traktu hospodarskych zvierat,
zdrovenl su najbeznejSim etiologickym agensom spdsobujicim ochorenia spojené
s konzumaciou Cerstvého ovocia a zeleniny kontaminovanej hnojom hospodarskych zvierat
(Olaimat a Holley, 2012). V dosledku ich nizkeho =zastupenia v environmentalnych
podmienkach sa monitorovanie rizika v pode opiera aj o detekciu indikatorovych
mikroorganizmov (Venglovsky a kol., 2017). Cielom tohto vyskumu bolo zhodnotit” vplyv
kompostovania obohateného o pridavok zeolitu a vapna na prezivanie patogénov v hnoji
hovédzieho dobytka.

MATERIAL A METODIKA

Kompostovanie prebiehalo v troch statickych hromadach mechanicky zmieSaného hnoja
hovidzieho dobytka a nasekanej slamy o objeme 1m’ (100 cm x 100 cm x 100 cm). V prvej
kontrolnej hromade (K-hromada) bol kompostovany hnoj hoviddzieho dobytka bez pridavnych
latok. V druhej hromade bol kompostovany hnoj hoviddzieho dobytka s pridavkom
prirodného zeolitu (ZEOCEM s.r.0) a hasené¢ho vapna (ZV-hromada) a do tretej hromady bol
pridany len zeolit (Z-hromada) do hmotnosti 2,5% celkového objemu kompostovaného
substratu. Zarovei sa do vSetkych hromad pridavali mikroorganizmy Salmonella typhimurium
(CCM 4763) a Salmonella enteritidis (CCM 4420). Pocas 126 dni kompostovania bola
merand teplota substratu termometrom Testo 175 T3 (Testo SE & Co. KGaA, Germany).

Z kazdej hromady boli odobraté vzorky (1, 2, 4, 6, 9, 14, 20, 27, 41, 63, 90 a 126 den) na
mikrobiologické a chemické stanovenie. pH vzoriek bolo merané pomocou pristroja HACH
HQ440D. Zo zékladnej suspenzie riedenej desiatkovym riedenim bolo rozterom naockované
0,1 ml inokula na tuhé agarové média:

- Celkovy pocet mikroorganizmov — Méso-peptonovy agar — 37 °C/24 hodin,
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- Celkovy pocet koliformnych mikroorganizmov — Endo agar — 37 °C/24 hodin;

- Escherichia coli — Endo agar — 43 °C / 24 hodin;

- Enterococcus spp. — Slanetz-Bartley agar — 37 °C/48 hodin;

- Salmonella spp. — Salmonella-Shigella agar — 37 °C/24 hodin.

Na dokaz stanovenia poctu a sérotypizaciu salmonel bola pouzitd horizontdlna metoda
STN EN ISO 6579-1:2018 za vyuzitia selektivne obohateného tekutého média (Rappaport —
Vassiliadis) a selektivnych tuhych agarov (XLD a Salmonella-Shigella). Vybrané kolonie boli
testované EnteroPluri Testom (Liofilchem S.r.., Taliansko) zaloZeného na testovani
biochemickych vlastnosti baktérii. Pocty danych mikroorganizmov boli nasledne vyjadrené
ako priemer troch vzoriek konvertovanych na log;o KTJ/ml + §tandardné odchylka. Vysledky
boli statisticky vyhodnotené analyzou rozptylu (one-way ANOVA) na hladinach vyznamnosti
P <0,05,P<0,001 aP <0,0001 (GraphPad Prism 8).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po mechanickom zapracovani zloziek kompostu dosSlo k zmendm mikrobidlnych populacii,
ktoré neskor vplyvom kompostovania klesali a pH, ktoré stiplo. Vyvoj tychto parametrov je
uvedeny na obrazku 1.

Salmonella spp. Escherichia coli Enferococcis Spp.
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Obr. 1. Zmeny v populdcii mikroorganizmov a pH v hromaddach kompostu
Na zaciatku kompostovania sa poCty vySetrovanych mikroorganizmov zvysili. Najvyssie
pociatocné pocty mikroorganizmov boli pozorované v kontrolnej hromade kompostu, co
stvisi s hygienickymi vlastnostami pridavnych latok (zeolit, vapno). Ich vlastnosti sa prejavili
aj v naraste pH v experimentalnych hromadach. Nasledny pokles po¢tu mikroorganizmov
a pH suvisi s postupnym néstupom termofilnej fazy v prvych ditoch kompostovania (obr. 1).
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Obr. 1. Vyvoj teplot pocas kompostovania hnoja hoviidzieho dobytka
Maximalna teplota dosiahnutd v K-hromade bola 38,5°C, v Z-hromade bola 41,9°C na 14.
deit kompostovania a v ZV-hromade bola na 4. dei kompostovania teplota 52,8°C.

66



Termofilna faza kompostovania sa pohybuje v rozmedzi od 40°C do 65°C, pricom o teploty
nad 55 °C spdsobuju rychlu devitalizaciu mikroorganizmov. Nedostatocny narast teploty
v experimente mohol byt zapriineny znizenym pristupom kyslika pre cinnost
mikroorganizmov s ¢im stvisi nedostato¢na dekompozicia organickej hmoty alebo relativne
maly objem hromad (zvySena strata tepla. V termofilnej faze doslo k signifikantnému
zvySovaniu pH na 8,1 — 8,6 (P < 0,05) nasledkom konverzie organického dusika na NH,"-N
pocas procesov rozkladu amoniaku. PocCas kompostovania sa pH v hromadach s pridavkom
zeolitu udrziavalo vo vyssich hodnotach v porovnani s kontrolou (P < 0,001), ¢o sa pripisuje
jeho sorpcnym a katién-vymennym vlastnostiam.

Prezivanie mikroorganizmov bolo ovplyviiované aj vlhkostou substratu, ktord sa postupne
znizovala z inicidlnej hodnoty v K-hromade 82.12% + 0.82 na 77.36% =+ 0.37 (P< 0,001),
ZV-hromade 80.39% + 0.32 na 73.10% =+ 0.63, a v Z-kope z 80.14% = 0.23 na 72.03% + 0.61
(P < 0,0001). Redukcia vlhkosti v ZV-hromade a Z-hromade je zapriCinena mikropor6éznou
Struktirou zeolitu schopného udrzat v sebe vodu az do 50% jeho celkovej hmotnosti
(Vaneslow a kol., 2005). Nésledkom zmien teploty a chemického zloZenia kompostu pocas
prvych dni procesu kompostovania dochadzalo k vyraznému poklesu Salmenolla spp. v ZV-
hromade z inicialnej koncentracie logjo 6,31 + 0,07 na 1,33 £ 0,10, s naslednou tendenciou ku
kolisaniu az do ich uplného vymiznutia v ZV-hromade na 41l.dei kompostovania. K
devitalizacii salmonel v K-hromade (P < 0,05) a Z-hromade doslo na 63. defi kompostovania.
Hygienicky ucinok vapna a zeolitu sa potvrdil v ZV-hromade na 20. defi procesu negativhym
dokazom pritomnosti patogénu ako vysledok stresu bunky spdsobovaného zmenami
prostredia substratu. Pocty indikatorovych mikroorganizmov sa vyznacovali tendenciou
kolisania, k ich poklesu doslo pocas termofilnej fazy procesu s narastom o 1 az 2 rady medzi
40 a 60 dilom kompostovania a potupnym poklesom do konca pokusu. Signifikantné rozdiely
medzi obohatenymi kopami sa vyskytovali v zastlpeni Enterococcus spp. a Escherichia coli
(P<0,05). Porovnanim celkovych poctov mikroorganizmov pocas kompostovania bol zisteny
vyrazny pokles ich koncentracie v ZV-hromade a Z-hromade oproti kontrole. Podobné
vysledky v prezivani salmonel a koliformnych mikroorganizmov pocas kompostovania s
pridavkom zeolitu, ako aj vapna boli zistené aj v inych Stadiach (Azizi-Lalabadi a kol., 2019,
Lopes a kol., 2013). Obohatenie kompostu zeolitom a vdpnom mé pozitivny ucinok na
devitalizciu patogénov a inych mikroorganizmov (vymiznutie na 63. defi kompostovania).
Napriek tomu nedostato¢ny pokles indikatorovych mikroorganizmov pocas kompostovania
(aj po 126. dioch) naznacuje potencidlne mikrobidlne riziko stvisiace s kontaminéaciou pody
po aplikécii takého kompostu.

Prispevok vznikol za podpory projektu VEGA ¢. 2/0125/17.
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PRVA MOLEKULARNA IDENTIFIKACIA ZOONOTICKEHO DRUHU U.
STENOCEPHALA U PSOV NA SLOVENSKU
Mravcova, Kl., Strkolcova, Gl., KociSova, Al., Schreiberova, Al., Mucha, R2., Goldova, M.
Katedra epizootolégie, parazitolégie a spolocného zdravia, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v
Kosiciach, Komenského 73, 041 81 Kosice, Slovenska Republika
’Neurobiologicky tistav, Slovenskd akadémia vied, Kosice, Slovenskd Republika

ABSTRAKT

Ankylostomy patria medzi hematofagne nematdda, ktoré parazituji v tradviacom trakte
roznych druhov misozravcov a ludi. Cielom prace bolo sledovat vyskyt crevnych
parazitarnych infekcii psov rézneho plemena a veku pochddzajucich z dvoch kosSickych
utulkov a romskej osady v meste Medzev. V naSej $tadii sme vysetrili 270 vzoriek féces
flotatnou metddou, vajicka z cel'ade Ancylostomatidae boli mikroskopicky identifikované v
26/270 (9,6 %) vzorkach. Najvyssiu prevalenciu sme potvrdili v romskej osade 16/270 (5,9
%), nizsi vyskyt vaji¢ok z ¢elade Ancylostomatidae sme zaznamenali v utulkoch 6/270 (2,2
%) a 4/270 (1,5 %). Genotypizacia sa uskuto¢nila pomocou usekov génov 18 SSU rRNA,
COX1 a ITS. Nase vysledky priniesli prvotné potvrdenie zoonotického druhu
Uncinaria stenocephala pomocou molekuldrnej analyzy u domécich psov (Canis familiaris)
na Slovensku a v Eurdpe.

UvOoD

Do skupiny ¢revnych parazitov, nazyvanych ako ,soil transmitted helminths* (podou
prenaSané helminty) zarad'ujeme aj zoonotické druhy z ¢elade Ancylostomatidae (Tab. 1.).
Ancylostoma caninum a Uncinaria stenocephala patria medzi najvyznamnejSie druhy
infikujuce doméce a vol'ne zijuce misozravce. Vyvinovy cyklus je priamy, hostitel sa moze
infikovat’ per-os, perkutinne, transmamdrne alebo prilezitostne paratenickym hostitel'om
(hlodavce). Za priaznivych podmienok sa vo vonkajSom prostredi vyvinie z vajicka infekéna
filariformna larva. Po penetracii koZou sa na koncatindch vytvara dermatitida v podobe
erytému, alopetickych miest, papul a pustl znama ako larva migrans cutanea (LMC).
Perkutdnne sa moze infikovat’ aj ¢lovek (ndhodny hostitel’), v tomto pripade larvy nie su
schopné dosiahnut’ pohlavnt zrelost’ a zostavaju v podkozi a tkanivach ako hypobiotické
larvy niekol’ko tyzdiiov az mesiacov. Dospelé adulty sa bukalnou kapsulou prichytdvaji o
muko6zu duodena, Zivia sa tkanivom a krvou. Pri silnej intenzite infekcie sposobuju zhorSené
travenie, zniZenl absorpciu zvin, zvySenu produkciu hlienu a pri neliecenych stavoch
subakutny alebo chronicky katardlny zépal (Brooker a kol., 2006a; Seguel a kol., 2017).
Okrem toho, dospelé larvy produkujii antikoagulacné latky a narGiSaju Struktaru krvnych
dosticiek hostitel’'a (Deplazes a kol., 2016, Hotez a kol., 2016). Za hlavné klinické symptomy
povaZujeme najmé anémiu, enteritidu, spomaleny rast a pridruZzent sekundarnu bakterémiu
(Spraker a kol., 2007; Hotez a kol., 2016; Seguel a kol., 2017). V tomto prispevku su
publikované ¢iastoné vysledky prvého epizootologického vyskumu ochorenia oznacovaného
spolo¢nym nazvom ,,hookworm disease‘ u psov na uzemi Slovenska.
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Hookworm Hostitel’ Geograficka distribucia Referencie

A. caninum doméce a vol'ne kozmopolitne Bowman et al., 2011
Zijlice misoZravce

A. ceylanicum domadce a volne tropické regiony Azie Ngui et al., 2012a,
Zijuce masozravce 2012b

A. braziliense domadce a volne Azia, Afrika Montgomery et al., 2020
Zijlice misozravce

A. tubaeforme domace a volne Brazilia, Taliansko, Cina Abu-Madi et al., 2010
zijuce mackovité

Selmy

A. duodenale ¢lovek, masozravce Afrika, Amerika Bowman et al., 2001

N. americanus lovek, misozravce  Amerika, juzna ¢ast Azie Jiaetal, 2012

U. stenocephala maésozZravce Kanada, Eurdzia Deplazes et al., 2016

Tab 1. Geograficka distribuicia zoonotickych druhov mechovcov z éel’ade Ancylostomatidae vo svete

MATERIAL A METODIKA

Zber vzoriek

Na Katedre epizootologie, parazitoldgie a spolo¢ného zdravia UVLF v KoSiciach sme
vysetrili celkovo 270 féces. Vzorky pochéadzali z utulku Vzajomnej pomoci zvierat a I'udi —
UVP (100), zo stkromného zariadenia Malda Farma (60) a zo segregovanej romskej osady
v meste Medzev (110). Celkovu prevalenciu ¢revnych parazitov psov sme stanovili flotatnou
metddou. Mikroskopicky pozitivne vzorky boli pouZité na kultivaciu metédou koprokultary.
Extrakcia DNA z vajic¢ok a lariev tretieho Stadia (L3)

Izolacia DNA z vajicok ¢el'ade Ancylostomatidae sa uskuto¢nila pomocou komercnej stipravy
ZR Fecal DNA MiniPrep ™ (Zymo Research, USA) podla pokynov vyrobcu. Z
vykultivovanych lariev L3 sme na extrakciu DNA pouzili komer¢ne vyrabany kit DNeasy
Blood Tissue Kit (QIAGEN, Nemecko) podl'a pokynov, ktoré odporucil vyrobca.

PCR amplifikécia

Molekularna identifikéacia bola zaloZena na sekvencnej analyze génov 18 SSU rRNA, COX1 a
ITS (Lesniak - a kol., 2017; Merino-Tejedor a kol., 2019).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nadej praci sme od méja do augusta (2018-2019) vysetrili trus 270 psov z atulku UVP
(100), Malej Farmy (60) a romskej segregovanej osady v Medzeve (110). Na detekciu vajicok
z ¢el'ade Ancylostomatidae sme pouzili flotatni metodu, celkova prevalencia dosiahla 9,6%
(26/270). V osade sme vajicka Uncinaria spp./Ancylostoma spp. potvrdili v 5,9 % vzorkach,
v utulkoch bola prevalencia nizsia 2.2 % a 1,5 %. Koprologicka metoda patri k zdkladnym
a najpouzivanejSim postupom parazitologickej diagnostiky, napriek tomu moéZe viest
k nespravnej identifikacii druhov z ¢elade Ancylostomatidae. Prevalencie z jednotlivych
studii su zalozené len na identifikacii vajicok Uncinaria spp./Ancylostoma spp., ktoré su
takmer identické u vSetkych druhov mechovcov. Jednou =z najcitlivejSich metoéd je
molekularna analyza, ktord predstavuje dolezity ndastroj pre individudlnu diagnostiku
ankylostom. V nasej praci sme na zaklade druhovo Specifickych primerov 18 SSU rRNA,
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COX1 alTS ako prvi na Slovensku potvrdili zoonoticky druh U. stenocephala (Lesniak
a kol., 2017; Merino-Tejedor a kol., 2019). Sekvencie vSetkych pozitivnych PCR produktov
boli porovnané so znamymi sekvenciami pomocou BLAST analyzy (NCBI, USA) a vlozené
do databdzy GenBank. Pociato¢né vysledky v nasej préaci potvrdili autochtonny vyskyt U.
stenocephala na Uzemi Slovenska. Ked'Ze neexistuje ziadna publikacia zaoberajica sa
identifikaciou druhov z Celade Ancylostomatidae na nasom Uzemi, je nevyhnutné nadalej
pokracovat’ a rozsirit’ epizootologicky a epidemiologicky vyskum v tejto oblasti.

Tato publikacia vznikla vd'aka podpore vedeckej grantovej agentury VEGA ¢. 1/0536/18.
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PALINA PRAVA (ARTEMISIA ABSINTHIUM) A SLEZ LESNY (MALVA
SYLVESTRIS) AKO PRIRODNE ALTERNATIVY KONTROLY HEMONCHOZY
U OVIEC

Mravc¢éakova D.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum Biovied SAV, Koice

ABSTRAKT

Cielom experimentu bolo zistit’ vplyv paliny pravej (Artemisia absinthium L.) a slezu lesného
(Malva sylvestris L.) ako doplnkov krmiva na parazitologicky status, hematologické
a imunologické parametre a lokdlnu imunitni odpoved v abomase jahniat experimentalne
infikovanych  gastrointestindlnym nematédom Haemonchus contortus. Dvadsat’styri
experimentdlne infikovanych jahniat bolo ndhodne rozdelenych do Styroch skupin: 1.
infikované jahnata (UNS), 2. infikované jahnata suplementované s palinou pravou (ART), 3.
infikované jahnata suplementované so slezom lesnym (MAL) ainfikované jahnata
suplementované s mixom oboch rastlin (ARTMAL). Zmes rastlin obsahovala fenolové
kyseliny (10,7 g/kg DM) a flavonoidy (5,51 g/kg DM). Priemerny pocet vaji¢ok v truse
zvierat sa medzi jednotlivymi skupinami nelisil (p > 0,05). Histopatologické zmeny boli
pozorované hlavne v sliznici abomasu s pritomnost’ou zapalovych buniek v skupinach MAL,
ART a ARTMAL. Produkcia hlienu bola najvyssia v skupine ARTMAL. Pocet mastocytov
bol signifikantne vyssi v skupinach UNS a ART ako v skupine MAL (p < 0,01 a p < 0,05).
Pocty plazmatickych buniek boli vyssie v skupine ARTMAL ako v skupine MAL (p < 0,05).
V skupine ARTMAL doslo k zvySenej regenerdcii tkaniva. Vysledky ukazali, ze podavanie
paliny pravej aslezu lesného do krmiva, pravdepodobne zvySilo odolnost’ jahniat,
prostrednictvom zlepsenej lokéalnej imunitnej odpovede.

UvoD

Hemonchoza, spdsobend parazitom gastrointestindlneho (GI) traktu, nematdédom Haemonchus
contortus, je rozsirené parazitarne ochorenie malych preziivavcov spojené s ekonomickymi
stratami, zniZzenou produktivitou, chorobnost'ou a umrtnostou zvierat (Besier a kol., 2016).
Dospelé jedince H. contortus su prichytené na sliznicu abomasu a Zivia sa krvou hostitel’a.
V st¢asnosti vzrastd zdujem o prirodné alternativy kontroly tejto infekcie vo forme lie€ivych
rastlin ako nutraceutik, ktoré by nahradili konvencnu antihelminticki (chemoterapeuticku)
liecbu (Hoste a kol., 2016). Liecivé rastliny obsahuju Siroké spektrum bioaktivnych latok, tzv.
rastlinnych sekundérnych metabolitov, s réznym terapeutickym u¢inkom (Villalba a kol.,
2017). Na jednej strane moZu tieto bioaktivne latky posobit’ na GI parazita priamo -
antihelminticky a na druhej strane mézu pdsobit’ nepriamo, zvySovanim odolnosti zvierat,
prostrednictvom ich imunomodulaénych a antioxidacnych vlastnosti. Na zéklade naSich
predoslych experimentov sme dospeli k zdveru, ze doplnenie suchej zmesi niektorych
liecivych rastlin v krmive jahniat pravdepodobne spomaluje dynamiku infekcie a zvySuje
odolnost’ jahniat pri hemonchoze (Varadyova a kol.,, 2018; Mravcakova a kol., 2019).
Predpokladali sme, zZe doplnok krmiva vo forme lieCivych rastlin dokaZze ovplyvnit zdravie
jahniat znizenim vylu€ovania vajicok v truse, znizenim poctu dospelych parazitov v abomase
a zaroven zlepSenim imunitnych reakcii hostitela. Cielom nasho experimentu bolo
vyhodnotit’ t¢inok paliny pravej (Artemisia absinthium L.) a slezu lesného (Malva sylvestris
L.) na parazitologicky status, hematologické a imunologické parametre a na lokdlnu imunitni
odpoved’ jahniat infikovanych GI parazitom H. contortus.
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MATERIAL A METODIKA

Vsetky postupy a starostlivost’ o zvieratd sa riadili smernicami Europskeho spolocenstva
(smernica EU 2010/63 / EU). Experimentalny protokol bol schvaleny Etickou komisiou
Parazitologického ustavu SAV podl'a narodnej legislativy na Slovensku. Dvadsatstyri jahniat
(zoslachtena valaska, vek 3-4 mesiace, 18,67 £ 0,55 kg) bolo peroradlne nakazenych
s priblizne 5000 larvami treticho $tadia (L3) kmena H. contortus citlivého na antihelmintika
(MHCol). Zvierata boli rozdelené do 4 skupin (n = 6 jahniat/skupinu): 1. infikované jahnata
(UNS), 2. infikované jahnata suplementované s palinou pravou (ART, 1 g suSiny/den/zviera),
3. infikované jahnata suplementované so slezom lesnym (MAL, 15 g suSiny/deifi/zviera)
a infikované jahnata suplementované s mixom oboch rastlin (ARTMAL, 16 ¢
suSiny/defni/zviera). Jahnatd boli denne kfmené lu¢nym senom (ad [libitum), ovsom (500 g
suSiny/den) a lieCivymi rastlinami (AGROKARPATY, Plavnica, Slovensko) po dobu 75 dni.
Obsah rastlinnych sekundarnych metabolitov bol vyhodnoteny kvantitativne prostrednictvom
ultra-vysoko-ucinnej kvapalinovej chromatografie (UPLC/MS/MS). Vzorky trusu boli pocas
experimentu pravidelne odoberané priamo z konec¢nika zvierat na detekciu vajicok v truse
pomocou McMasterovej metody (Coles a kol., 1992). Vzorky krvi boli pravidelne odoberané
na stanovenie hematologickych a imunologickych parametrov prostrednictvom komerénych
kitov (RANDOX Laboratories, Ltd., UK; MyBioSource Ltd., San Diego, CA, USA). Po 75
dinoch experimentu boli zvieratd usmrtené, vykonala sa helmintologicka pitva na stanovenie
po¢tu dospelych parazitov vabomase avzorky tkaniva abomasu boli odobraté na
histopatologické vySetrenie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kvantitativna analyza rastlinnych sekundarnych metabolitov lie¢ivych rastlin ukéazala, ze
obsahovali fenolové kyseliny v rozsahu od 0,65 - 10,7 g/lkg DM a flavonoidy v rozsahu od
0,35 - 6,48 g/kg DM. Pocet vajicok na gram trusu zvierat sa u vSetkych pokusnych skupin
zvySoval az do 50 dia od infekcie a signifikantne sa neliSil (p > 0,05) medzi skupinami.
Rychle zniZenie vylu€ovania vajicok po 50 diloch experimentu (skupina MAL a ARTMAL),
respektive 57 dioch experimentu (skupina ART), bolo sprevadzané po 75 diloch experimentu
niz§im poctom dospelych ¢ervov H. contortus v skupine ARTMAL vyhodnotenych pri pitve.
Relativne vysoka Standardna odchylka (SD) v pocte vajicok modze poukazovat’ na potencidlne
odlisny liec¢ivy ucinok rastlin na jahnata v jednotlivych skupinach. Koncentracia hemoglobinu
v krvi klesala vo vSetkych skupinach az do 45 dna. U jahniat zo skupiny UNS, ART a MAL
zostal hemoglobin stabilny aZ do konca experimentu. Koncentracia albuminu v sére bola
zniZzena u vSetkych skupin v porovnani s prvym odberom na 15 den. Stabilné hodnoty
albuminu mala iba skupina MAL. Histopatologické zmeny boli pozorované na sliznici
abomasu, ako infiltracia imunitnych buniek (hlavne lymfocytov, makrofagov, plazmatickych
buniek a mastocytov), a to prevazne v skupine ARTMAL. Prave pritomnost imunitnych
buniek v tkanivach je spojend s ochranou imunitnou reakciou proti GI parazitovi H. contortus
(McRae a kol., 2015). V skupine ARTMAL bola pozorovand aj zvySena produkcia hlienu,
ktory predstavuje ochrannu vrstvu sliznice a zohrava doleziti ulohu pri eliminacii parazitov
z GI traktu (Balic a kol., 2006). To je v stlade aj s naSimi vysledkami, pretoze jahnata zo
skupiny ARTMAL mali najniz§i pocet parazitov v abomase v porovnani s ostatnymi
experimentalnymi skupinami. Pocet tkanivovych eozinofilov nebol ovplyvneny liecbou,
avSak jahnatd zo skupin UNS a ART vykazovali signifikantne vys8i pocet mastocytov (p <
0,01 a p <0,05) v porovnani s jahfiatami zo skupiny MAL. Priemerné hodnoty plazmatickych
buniek boli signifikantne vyssie (p < 0,05) u jahniat zo skupiny ARTMAL ako u jahniat zo
skupiny MAL. Plazmatické bunky st zodpovedné za tvorbu Specifickych protilatok, a aj
napriek ich rozdielnym poctom v jednotlivych skupinach sa protilatky IgG a IgA v sére
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signifikantne nelisili u jednotlivych skupin (p > 0,05). Rozdiely v protilatkovej odpovedi sa
pravdepodobne mohli ukazat’ lokalne v abomase. ZvySena regeneracia tkaniva abomasu bola
pozorovana v skupinach MAL a ARTMAL. Zaverom mdzeme povedat’, ze palina prava a slez
lesny nemali priamy antihelminticky vplyv na GI parazita H. contortus, avSak suplementéacia
tychto rastlin pravdepodobne zvysila odolnost’ experimentalnych jahniat, ¢o bolo potvrdené
hlavne ich zlepsenou lokélnou imunitnou odpovedou v sliznici abomasu.

Obr. 1. Priemerny pocet imunitnych a mitotickych buniek v abomaze u jednotlivych skupin jahniat
infikovanych GI parazitom H. contortus (n = 6).
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ROZDIELNE POHIADY NA DIVERZITU SIRU-OXIDUJUCICH BAKTERI{
KULTIVACNYMI A NEKULTIVACNYMI METODAMI

Nosal'ova L., Kolesar-Fecskeova L., Pristas P.
Ustav biologickych a ekologickych vied UPJS, Katedra mikrobiolégie, Kosice

ABSTRAKT

Slovensko je neobyc¢ajne bohaté na mineralne pramene, pricom ¢ast’ z nich tvoria studené, na
siru bohaté pramene, ktoré predstavuji idealne prostredie pre zivot metabolicky
a fylogeneticky rozmanitej skupiny sirnych baktérii. Sirne pramene predstavuju dobre
preskiimané prostredie, avSak vac¢Sina studii sa zameriava na horuce sirne pramene, na oblasti
s vulkanickou c¢innostou, vodu z prostredia jaskyin, alebo hydrotermalnych prieduchov.
Doposial’ ostdva mikrobom studenych sirnych pramenov s neutralnym pH nepresktimana.
Bezne pouzivané laboratoérne kultivacné techniky viacSinou nie st vhodné pre kultivaciu
sirnych baktérii, preto ich identifikacia je zalozend hlavne na molekulovych analyzach génu
pre 16S rRNA. Predkladand praca pontka rozdielny pohlad na diverzitu baktérii studeného
pramena Karol. Prostrednictvom genetickych analyz boli identifikované rozdielne druhy siru-
oxidujucich baktérii z kmena Proteobacteria, ¢o naznacuje, ze kultivaéné podmienky maju
vyznamny vplyv na prezivanie a diverzitu mikrobioty sirnych pramenov.

UvOoD

Viacsina globalnych cyklov prvkov je kontrolovand prostrednictvom mikroorganizmov.
Priblizne jednu polovicu globalneho cyklu siry predstavuje oxidacia redukovanych foriem
siry a za tento proces si zodpovedné predovsSetkym siru-oxidujuce baktérie (Kumar a kol.,
2018). Siroké spektrum oxidaénych stavov siry (-2 az +6) v prirode je vyuzivanych viacerymi
redoxnymi enzymami, pricom elektrony z oxidacie siry st vyuzivané na ziskavanie energie
v dychacom retazci a autotrofnt fixaciu oxidu uhlicitého (Friedrich a kol., 2005; Ghosh
a Dam, 2008). Anorganické redukované zli€eniny siry st oxidované zastupcami archeénov,
alebo gram-negativnymi baktériami kmena Proteobacteria (Lengeler a kol., 1999). Mineralne
pramene su bohaté na mikrobidlne spolocenstva, ktoré hraju klicovl tlohu pri premenach
sirnych zlagenin. Struktira mikrobialnych komunit na siru bohatych prostrediach je priamo
ovplyviiovana environmentalnymi podmienkami ako pH, teplota, koncentrécia siry, tiosiranu,
sulfidov, intenzita osvetlenia, koncentracia organickych latok (Headd a Engel, 2014). Mnoho
z tychto mikroorganizmov nie je mozné kultivovat’ prostrednictvom beznych kultivaénych
metod, preto poznanie tychto zlozitych mikrobialnych komunit pochadza hlavne z vysledkov
molekularnych analyz (Douglas a Douglas, 2001).

MATERIAL A METODY

Hydrochemické vlastnosti vody (pH, teplota, vodivost, TDS) boli stanovené pri odbere
vzorky pomocou multimetra Combo HI98129 (Hannah Instruments, USA).Vzorky vody
obsahujucej biele vldkna boli sterilne odobraté do plastovych skumaviek a spracované do 24
hod.

Vzorka sirnej vody bola inokulované do tiosiranového média (g/ I: NH4Cl - 0,1; NaHCOs -
0,2; KoHPO4 - 0,1). K 90 ml média bolo nasledne sterilne pridanych 10 ml 5% roztoku
N2S,05 a 10 ml vzorky. Inokulované médium bolo inkubované v tme, pri laboratorne;j teplote.
Priamo z nativnych vzoriek vody a z kultivaéného média po narasteni kultiry bola izolovana
celkova DNA, ktora bola nasledne pouzita ako templat pri amplifikécii génu pre 16S rRNA
s pouzitim univerzalnych primérov (Weisberg a kol., 1991). Amplikény ziskané priamo z
nativnych vzoriek boli pouzité v d’alSej PCR s pouZitim primérov 1401r a 968f a analyzované
pomocou DGGE na pristroji D-code (Bio-Rad, USA) podl'a Muyzer a kol (1993) s Gpravami.
Produkty amplifikacie a vybrané DGGE fragmenty boli purifikované kitom Wizard® SV Gel
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and Clean-Up System (Promega, USA) a sekvenované vo firme Eurofins Genomics
(Nemecko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pramen Karol (GPS: 48.8796222 S, 22.2218708 V) sa nachadza na juznych svahoch
Vihorlatu a je charakteristicky vyraznym sirovodikovym zédpachom. Analyzy potvrdili, Ze ide
o student, hypotonicki vodu s teplotou vody pri odbere 12,3°C, pH 8,44, elektrickou
vodivost'ou 310 pus/cm a TDS (celkovym obsahom soli) 161 ppm. Pri odbere boli pozorované
dlhé¢ biele vlakna, ktoré naznacovali pritomnost’ siru-oxidujucich baktérii.

Nekultiva¢na analyza zalozena na DGGE odhalila pritomnost’ viacerych bakterialnych druhov
vo vzorke vlakien z prameiia Karol. Napriek tomu, mikrobidlna komunita sirneho pramena
Karol bola relativne chudobnd na bakterialne druhy. Boli pozorované minimalne 4 dobre
viditeIné bandy (Obr. 1) z toho dva dominantné ¢.3 a 4 boli podrobené¢ d’alsim analyzam.
Sekvencia dominantného bandu (3), ktora tvorila viac ako 65 % Studovanej mikrobioty bola
identifikovand ako Thiothrix unzii (skore podobnosti 99,77%). Teplota vody a pH pramena
Karol zodpovedajui optimalnym kultivaénym podmienkam baktérie 7. unzii, ktorej pritomnost’
v spolocenstve mikroorganizmov studenych sirnych minerdlnych vod bola zaznamenand aj
v minulosti, kde sa podielala na tvorbe makroskopickych bielych vladkien (Moissl a kol.,
2002; Engel akol.,, 2004). Sekvencia d’alSicho dominantného bandu (4) s takmer 27%
podielom na Studovanej komunite, vykazovala najvysSiu podobnost s metanogénnou
baktériou Methylomonas methanica (skore podobnosti 100%). Oba bakteridlne druhy
prezivaju v prostredi s nizkou koncentraciou kyslika, v miestach kde su pritomné redukované
formy siry a metan. To ich predurcuje k spolocnému vyskytu v mikroaerofilnych zénach.
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Obr. 2 Denzitometricka analyza vysledku DGGE minerdlneho prameriia Karol

Odhaduje sa Ze viac ako 99% metabolicky aktivnych baktérii z environmentalnych vzoriek je
s vyuzitim beznych kultivacnych technik nekultivovatelnych (Overmann a Gemerden, 2000).
Avsak pre detailné stadium ako aj nasledne vyuzitie mikroorganizmov v biotechnologiach je
nevyhnuté bakteridlne izolaty kultivovat. Kultivacia bakteridlnej kultury pramena Karol
v tiosiranovom médiu viedla k izolacii jediného bakterialneho druhu, ktory bol nasledne
identifikovany prostrednictvom analyzy génu pre 16S rRNA. Sekvencia ziskaného PCR
amplikonu bola identicka so 16S rDNA sekvenciou litoautotrofnej siru-oxidujucej baktérie
Thiovirga sulfuroxydans, ktora bola po prvy krat izolovana a popisana z biofilmu odpadovych
vod (Ito akol., 2005). Porovnanie biodiverzity siru oxidujucich baktérii kultivatnymi
a nekultivaénymi metédami naznacuje, ze kultivaéné podmienky vyznamnym spdsobom
ovplyviiuji pozorovanu biodiverzitu. Povodne dominantny druh 7. unzii preziva len vo vel'mi
uzkom gradiente kyslika a sulfidov a vplyvom kultivacie teda doslo k elimindcii tohto druhu
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a jeho nahradeniu druhom 7. sulfuroxydans, ktory nebol nekultivaénymi metédami vobec
detegovany.

ZAVER

Prostrednictvom kultivaénych aj nekultivacnych metéd boli v mineralnom prameni Karol
identifikované sirne baktérii ztriedy vy-Proteobacteria. Oba bakteridlne druhy siru-
oxidujucich baktérii si schopné vyuzivat rozne zliceniny siry ako zdroj energie. Nase
vysledky naznacuji, ze biodiverzita siru-oxidujucich baktérii je vysSia, nez by sa dalo
predpokladat’ na zaklade jedného typu analyzy a ze podmienky kultivacie vyrazne ovplyviiuja
pozorovanu biodiverzitu siru-oxidujicich baktérii. Ziskané vysledky prispievaju k poznaniu
vel'mi malo preskumaj komunity sirnych baktérii studenych mineralnych terestrialnych vod a
ponutkaju unikatny pohl'ad na mikrobialne zlozenie studeného sirneho pramena na Slovensku.
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POUZITA LITERATURA

Douglas D, Douglas D. Structural and geomicrobiological characteristics of a microbial community from a cold
sulfide spring. Geomicrobiol J. 2001; 18:401-422.

Engel A, et al. Bacterial diversity and ecosystem function of filamentous microbial mats from aphotic (cave)
sulfidic springs dominated by chemolithoautotrophic “Epsilonproteobacteria”. FEMS Microbiol Ecol. 2004;
51:31-53.

Friedrich C, et al. Prokaryotic sulfur oxidation. Curr Opin Microbiol. 2005; 8:253-259.

Gosh W, Dam B. Biochemisty and molecular biology of litotrophic sulfur oxidation by taxonomically and
ecologically diverse bacteria and archea. FEMS Microbiol Rev. 2009; 33:999-1043.

Headd B, Engel A. Biogeographic congruency among bacterial communities from terrestrial sulfidic springs.
Front Microbiol. 2014; 5.

Ito T, et al. Thiovirga sulfuroxydans gen. nov., sp. nov., a chemolithoautotrophic sulfur-oxidizing bacterium
isolated from a microaerobic waste-water biofilm. Int J Syst Evol Microbiol. 2005; 55:1059-1064.

Kumar U, et al. Diversity of sulfur-oxidizing and sulfur-reducing microbes in diverse ecosystems. Advances in
soil Microbiology: Recent trends and future prospects, Microorganisms for sustainability 3, Springer
Nature:Singapore. 2018; 65-89.

Lengeler J, et al. Biology of the Prokaryotes: Diversity of metabolic pathways. Wiley: USA. 1999; 161-241.

Moissl Ch, et al. Natural communities of novel Archea and Bacteria with string-of-perals-like morphology:
molecular analysis of the bacterial partners. Appl Environ Microbiol. 2002; 68.

Muyzer G, et al. Profiling of complex microbial populations by denaturing gradient gel electrophoresis analysis
of polymerase chain reaction-amplified genes coding for 16S rRNA. Appl Environ Microbiol. 1993; 59:695-
700.

Weisberg W, et al. 16S ribosomal DNA amplification for phylogenetic study. J Bacteriol. 1991; 173:697-703.

76



DETEKCIA ARBOVIRUSOV Z KLIESTOV U VTAKOV ODCHYTENYCH V
DRIENOVSKEJ MOKRADI
Penazziova K.l, Korytar L. 2, Pistl J .1, Ondrejkova A. 2, Csank T.!
! Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, Kosice
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ABSTRAKT

Na uzemi Slovenskej republiky posobia klieSte ako vektory pre virus kliestovej encefalitidy
(TBEV), Tribe¢ virus (TRBV), Lipovnik virus (LIPV) a virus Uukuniemi (UUKYV). Medzi
rody zodpovedné za prenos uvedenych arbovirusov patria: Ixodes a Haemaphysalis. Cielom
nasej prace bolo zistit’ pritomnost’ uvedenych arbovirusov v kliestoch ziskanych z vtakov
odchytenych v Drienovskej mokradi. Celkovo sme otestovali 155 kliestov rozdelenych do 46
poolov. Virusy sme detegovali prostrednictvom molekularnych (konvenc¢na PCR, hemi-nested
PCR a RT-qPCR) a klasickych virologickych (izol4cia na bunkovej linii Vero E6) metod. V 2
testovanych pooloch sa potvrdila pritomnost TRBV. Pozitivne klieSte boli druhu Ixodes
ricinus a ziskali sme ich z vtakov druhu vrcharka modra (Prunella modularis) a drozd Cierny
(Turdus merula). Sekvencie naSich izolatov sme porovnali s d’al§imi kmenmi kliestami
prenaSanych orbivirusov a urcili sme percento zhody a zostrojili fylogram. Najviac pribuzné
nasim izolatom su kmene TRBV a LIPV zo Slovenska a Ukrajiny, kde sa percentudlna zhoda
po porovnani sekvencii pohybovala v rozmedzi 86,1-93,4 %. Ako blizko pribuzné sa ukézali
aj kmene Muko virusu, sekven¢na zhoda 78,0-79,4 %. Kmene Kemerovo a Great Island
virusu, ktoré si v sucasnosti zaradené do tej istej séroskupiny ako TRBV vykazovali nizku
sekvenénil zhodu 60,0-64,8 %. Vsetky pooly boli negativne na pritomnost TBEV, LIPV
a UUKV.

UvOoD

Na uzemi Slovenskej republiky posobia klieste ako vektory pre virus kliestovej encefalitidy
(TBEV; Flavivirus, Flaviviridae), Tribe¢ virus, Lipovnik virus (TRBV, LIPV; Orbivirus,
Reoviridae) a virus Uukuniemi (UUKYV; Phlebovirus, Phenuiviridae). Medzi rody
zodpovedné za prenos uvedenych arbovirusov patria: Ixodes a Haemaphysalis (Hubélek
akol., 2012). NajvyznamnejSimi amplifikaénymi hostiteI'mi uvedenych arbovirusov st malé
lesné hlodavce, hmyzozravce a vtaky. Uloha vtakov ako rezervoarov TBEV doposial’ nie je
objasnend. AvSak najnovSie vyskumy poukazuji na to, Ze druhy drozd ¢vikota, pinka
severskd a Zltochvost horny mozu zohravat’ tlohu v ekologii TBEV (Hubalek a kol., 2012;
Dobler akol., 2018). Clovek predstavuje ndhodného hostitela, u ktorého méze infekcia
TBEV, TRBV a LIPV sposobit’ vazne zdravotné problémy. Predpoklada sa, Ze koinfekcia
LIPV s TBEV mo6Ze mat’ vplyv na klinicky priebeh KE (Libikova H a kol., 1978). VSetky
vyssie uvedené vyskumy a data podnietili nd$ zdujem o Stadium fauny kliestov (vektorov) a
vtakov (rezervoarov), ako nevyhnutnych ¢lankov pre cirkulaciu mnohych arbovirusov.

MATERIAL A METODY

Odchyt vtactva a klieStov z vtakov bol realizovany v spoluprdci s licencovanym
krazkovatelTom MVDr. Cubosom Korytarom, PhD. Vtaky boli odchytavané na Drienovske;j
mokradi pocas trvania jarnej a jesennej migracie a pocas hniezdnej sezony. Po zbere sa
skimavky s klieStami ulozili do prenosnej chladnicky a v €o najkratSom Casovom intervale
prelozili do mrazu na -80 °C. KlieSte boli poolované na zaklade druhu, vyvojového $tadia,
datumu a druhu vtaka, z ktorého boli zozbierané. KlieSte boli urCované na zaklade
morfologickych znakov. Pred homogenizaciou boli pooly 3x premyté (1x70 % alkohol
a 2xvoda bez nukledz). Po premyti sa ku klieStom pridalo 10 nerezovych guliiek (priemer
2,3 mm) a 700 pl sterilného 10 % EMEM s ATB. Homogenizéacia prebiehala v Precellys 24
Dual. Stopét'desiat mikrolitrov homogenatu bolo odobranych na izolaciu RNA a zvySok bol
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uskladneny pri teplote -80 °C. Izolacia RNA prebiehala prostrednictvom izola¢ného kitu
NucleoSpin® RNA Virus (MACHEREY-NAGEL, Nemecko). Reverznd transkripcia
prebehla s 10 pul RNA prostrednictvom LunaScript® RT SuperMix Kitu (New England
Biolabs, USA). Vzorky boli vySetrené molekularnymi metdédami - konvencnd PCR, hemi-
nested PCR aRT-qPCR prostrednictvom Specifickych primerov a prob. Primre pre
konvenénu PCR: PanFlavi-NS5-F (Csank akol.,, 2016), cFD2 (Kuno akol., 1998) —
flavivirusy; PhlP2, PhIM2 (Klimentov a kol., 2016) - flebovirusy. Primre pre konven¢ni PCR
na detekciu orbivirusov zo séroskupiny Great Island virusu (GIV) boli dizajnované na nasom
pracovisku: Orbi GIV F (5-ATGGCTGYRGTGGAGCAGC-3"), Orbi GIV R (5'-
CCCCARTTCTTYACRAACC-3") - segment 1. Primre pre hemi-nested PCR na detekciu
flavivirusov: PanFlavi-NS5-F, PanFlavi-NS5-R (Csank a kol., 2016). Primre a proba pre RT-
qPCR na detekciu TBEV:F-TBE1, R-TBEl, TBE-probe-WT (Schwaiger akol., 2003).
Produkty z konvencnej PCR (20 ul) sme naniesli na agarézovy gél (zlozenie gélu: 1X
koncentrovany TAE pufor, agar6za - 0,8 %, interakéné Cinidlo - koncentracia 1:20000) a po
skonCeni elektroforetickej separdcie bandy vyrezali. Ocistenit c¢cDNA sme ziskali
prostrednictvom kitu Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System od spol¢nosti Promega
(USA). PCR produkty boli analyzované Sangerovou metddou. Okrem molekularnych metod
sme pouzili na izolaciu virusu bunkovu liniu Vero E6. Ako inokulum sme pouzili 500 pl
homogenatu z pozitivneho poolu + 500 pl 10 % EMEM s ATB. Po 1 hod. bolo inokulum
odsaté a fl'asa bola 3x premyta sterilnym PBS. Po premyti sme pridali 1 % EMEM s ATB.
FTasu sme kultivovali 3 dni v CO, inkubatore a sledovali nastup CPE.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo sme otestovali 155 kliestov rozdelenych do 46 poolov. Najviac zastipenym druhom
bol Ixodes ricinus (n=144), medzi d’alSie odchyten¢ druhu patrili: Haemaphysalis concinna
(n=2), I. frontalis (n=2) a Ixodes spp. - klieste ur¢ené len na urovni rodu z dévodu vyrazného
poskodenia tela (n=7). NajpocetnejSim vyvojovym Stddiom boli nymfy (n=112), za nimi
nasledovali larvy (n=41) a dospelce (n=2). KlieSte boli ziskané¢ z 8 druhov odchytenych
vtakov: drozd &ierny (Turdus merula), drozd plavy (7. philomelos), Cervienka obyc¢ajna
(Erithacus rubecula), sykorka vel’ka (Parus major), pinka obyCajna (Fringilla coelebs), glezg
hrubozoby (Coccothraustes coccothraustes), vrcharka modréa (Prunella modularis), kolibiarik
cipCavy (Phylloscopus collybita).

Vsetky pooly boli negativne na pritomnost’ TBEV, LIPV a UUKV. Na ziklade konven¢nej
PCR na detekciu orbivirusov zo séroskupiny GIV sme v 2 testovanych pooloch potvrdili
pritomnost’ virusu .V prvom pripade sa jednalo o izolat 248.C/19 Drienovec/KS/2019
zpoolu 12 lariev I ricinus drozda cierneho. V druhom pripade sa jednalo o izolat
283.C/19 Drienovec/KS/2019 z 1 nymfy I. ricinus vrcharkay modrej. Na zaklade vysledkov
zo sekvenacie sme urc€ili, Ze v oboch pozitivnych pooloch sa nachadza TRBV. Sekvencie
naSich izolatov sme porovnali s d’als$imi druhmi, sérotypmi a kmenmi klieStami prenaSanych
orbivirusov (TRBV, LIPV, KEMV, Muko virus - MUV, GIV, Chobar Gorge virus - CGV,
Chenuda virus - CNUV, Wad Medani virus - WMV). Najviac pribuzné kmene s izoldtmi
ziskanymi z lariev a nymfy st kmene TRBV a LIPV zo Slovenska a Ukrajiny, kde sa
percentudlna zhoda po porovnani sekvencii pohybovala v rozmedzi 86,1-93,4 %. Spolo¢ného
predka maji vSetky kmene zo Slovenska vratane izolatu 248.C/19 a jedného ukrajinského
kmenia. AvSak izolat 283.C/19 a druhy ukrajinsky kmen pochadzaja z iného predka. Izolaty
248.C/19 a 283.C/19 st totozné v 85,6 % nukleotidov. Pribuzné MUYV boli s novymi TRBV
izolatmi zhodné na 78,0-79,4 %. Kmene KEMV a GIV, ktoré su v suCasnosti zaradené do tej
istej séroskupiny ako TRBV vykazovali sekven¢na zhodu 60,0-64,8 %. Pribuzensky najviac
vzdialené boli kmene CGV, CNUV a WMV, sekven¢nd zhoda 47,1-50,5 %. (Obr. 1.). Oba
kmene TRBV z pozitivnych poolov sa podarilo izolovat’ aj na bunkovej linii Vero E6.
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Bluetongue virus isolate South Affica serotype 1 parial segment 1

Wad Medani virus 1solate SUD1952/01 parhial segment 1

Chenuda wirus 1solate EGY1954/01 parhial segment 1

00 Chobar Gorge wirus 1solate NEP1970/01 partial segment 1

Great Island virus partial segment 1

Kemerovo virus partial segment 1

100

Kemerova virus segment 1, partial sequence

101 Kemerova virus isolate EgAn 1169-61 partial segment 1
987

Muko virus strain: [x7-S1 partial segment 1
100
Muko virus, strain: MUV-hay partial segment 1

Tribec virus segment 1, partial sequence

99.9 Tribec virus 16.C/16_Dubrava/P 0/2016 partial segment 1

18 Tribec virus_248.C/19_Drienovec/KS/2019 partial segment 1

Tribec virus strain Tr35 segment 1, partial sequence

898

Lipovnik virus isolate CzArLip 91 segment 1, partial sequence

Tribec virus 283.C/19_Drienovec/K5/2019 partial segment 1
100
Tribec virus strain Tr19 segment 1, partial sequence

0.08
Obr. 1.: Fylogram zobrazujuci vzt'ahy medzi klieSt ami prendSanymi orbivirusmi; tuénym pismom su
zvyraznené izolaty zo Slovenska; virus choroby modrého jazyka (Orbivirus) je pouZity na mimoskupinové
porovnanie

TRBYV bol doposial’ detegovany najmi v strednej Eurdpe, kde s jeho najcastejSimi vektormi
klieSte I. ricinus, ktoré st v danej oblasti Siroko rozsirené. Funkciu vektorov mozu plnit’ aj
druhy 1 persulcatus a H. punctata. Hostitelov TRBV predstavuji najmd malé hlodavce
(Hubalek akol., 2012). Uloha vtagich rezervoarov pri prenose klie§tami prenasanych
orbivirusov je doposial’ uvadzana len v jednej publikacii, ktora opisuje izolaciu KEMV z krvi
zltochvosta horneho v Egypte (Schmidt a kol., 1971). Vdaka schopnosti aktivneho letu
migrujice a Ciastoéne migrujice druhy vtactva v ramci svojich cirkanudlnych Zzivotnych
cyklov pokryvaji rozsiahle geografické plochy aj viacerych kontinentov. Migrujuce druhy
vtactva sa moZu podielat’ na Sireni mikroorganizmov troma sposobmi: (Hubdlek a kol., 2012)
ako rezervoare, (Dobler a kol., 2018) ako mechanické nosice a (Libikova H a kol., 1978) ako
nosi¢e infikovanych hematofagnych ektoparazitov (Dobler akol., 2018). NaSe vysledky
zatial’ poukazuji na funkciu vtakov ako nosic¢ov infikovanych kliestov. V budicom vyskume
sa chceme zamerat’ na vySetrenie krvi ziskanej z infikovanych vtakov, aby sme mohli potvrdit’
resp. vyvratit' ich rezervoarovu Ulohu pri prenose TRBV ana celogendmovu analyzu
ziskanych izolatov.

Tato prdca vznikla za financnej podpory IGA UVLF 03/2020 ,, Uloha vtacich rezervodrov v cirkuldcii kliestami
prenasanych arbovirusov so zoonotickym potencialom .
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VPLYV ZMESI SUCHYCH LIECIVYCH RASTLIN A ORGANICKEHO ZINKU NA
BACHOROVU FERMENTACIU, MIKROBIALNU POPULACIU
A HISTOPATOLOGIU U JAHNIAT

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

ABSTRAKT

Ciel'om experimentu bolo zistit' u¢inok doplnkov vyzivy obsahujucich organicky zinok a
zmes susenych lieCivych rastlin na bachorovi fermenticiu a mikrobidlnu populédciu ako aj
histopatologiu bachora u jahniat. DvadsatStyri jahniat bolo rozdelenych do Styroch
experimentalnych skupin: 1. zvieratd bez suplementov (Kontrola), 2. Zvierata
suplementované organickym zinkom (Zn), 3. zvieratd suplementované zmesou lieCivych
rastlin (Herbmix) a 4. zvieratd suplementované Zn a Herbmixom (Zn+Herbmix). Zmes
suSenych rastlin Herbmix pozostavala zo Styroch rastlin, Fumaria officinalis L., Malva
sylvestris L., Artemisia absinthium L. a Matricaria chamomilla L. Jahnata boli po 70 dnoch
experimentu huménne usmrtené¢ a obsah bachorov sa pouZzil na stanovenie fermentaénych
parametrov a kvantifikdciu mikrobialnej populacie molekuldrnymi a mikroskopickymi
metédami. Na histopatologické vyhodnotenie zmien sa pouzili vzorky cerstvych tkaniv
bachora. Kvantitativne analyzy rastlinnych sekunddrnych metabolitov pomocou hmotnostnej
spektrometrie s vysokym rozlisenim (UHRMS) identifikovali vo vzorkach rastlin fenolové
kyseliny (0,7-12,1 mg/g DM), flavonoidy (0,35-12,2 mg/g DM) a alkaloidy (6,02 mg/g DM).
Kvantitativna real-time PCR ukézala pokles celkovej bakterialnej populacie v skupinach Zn a
Zn+Herbmix (P<0,05). Morfologické pozorovanie bachorového tkaniva odhalilo fokalnu
zmieSanu infiltraciu zépalovych buniek v lamina propria v skupine Zn+Herbmix. Vysledky
ukézali, ze jahnata sa pravdepodobne pocas experimentu prispdsobili diétam znizenim
celkového poctu bachorovych baktérii, avSak bez ovplyvnenia bachorovych fermentacnych
parametrov a protozoalnej populacie. Dlhodobé doplnenie diét jahniat zinkom v kombinacii
s Herbmixom moze vSak pravdepodobne poskodit’ bachorovy epitel.

UvVOD

Moderné pol'nohospodarstvo v dneSnej dobe vyZzaduje pouZivanie roznych nutraceutik, hlavne
rastlinného povodu, pre optimalnu vyrobu produktov aj zdravie preziivavcov. Z toho pohl'adu
je potrebné porozumiet’ bachorovému mikrobiomu so vSetkymi jeho aspektami (baktérie,
archaea, eukaryota) a faktormi, ktoré ho mézu manipulovat’ v prospech maximalnej produkcie
a zniZzenia negativnych vplyvov na Zivotné prostredie (Newbold a Ramos-Morales, 2020).
Nedavna Stidia Petrica a kol. (2020) ukazala, Ze zmes lie¢ivych rastlin obsahujtcich palinu,
zemedym, harmancek a slez preukazala silni antioxidacnli schopnost’ a znizila produkciu
metanu a koncentraciu amoniaku v bachore in vitro. Na druhej strane zinok spiiia vyznamnu
katalytickt, Strukturdlnu a regula¢nu funkciu (Hilal a kol., 2016) a jeho organicka forma je v
traviacom trakte odolnejSia a zaroven biologicky dostupnejSia (Lopez-Alonso, 2012). Ked'Ze
povrchovy epitel bachora zabrafiuje invazii mikroorganizmov a toxinov ajeho absorpcna
plocha avelkost listovych papil umoziuje selektivny prijem Zivin generovanych
mikrobidlnou fermentaciou, naSim cielom bolo zistit' vplyv zmesi lieCivych rastlin a
organického zinku na bachorova fermentaciu, protozoalnu a mikrobidlnu populéaciu ako aj
na histopatologické zmeny v tkanive bachora jahniat pri ich dlhodobom podévani v diéte.

MATERIAL A METODIKA

Dvadsat’styri jahniat (vek 5 mesiacov, hmotnost’ 234+2,9 kg) bolo rozdelenych do Styroch
experimentalnych skupin: 1. zvierata bez suplementov (Kontrola), 2. zvieratd, ktoré dostavali
organicky zinok (Zn, 70 mg/kg diéty), 3. zvieratd ktoré dostavali zmes lieCivych rastlin
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(Herbmix, 100 g DM/den) a 4. zvierata so zinkom a Herbmixom (Zn+Herbmix). Kfmna
davka pozostavala z li¢neho sena (700 g DM/den) ajacmena (300 g DM/den). Zmes
suSenych lie€ivych rastlin (AGROKARPATY, Plavnica, SK) obsahovala zemedym (33%),
slez (33%), harmancek (33%) apalinu (1%). V bachorovej tekutine boli stanovené
fermentacné parametre (Wencelova a kol., 2016) a bola kvantifikovana mikrobidlna populacia
molekularnymi  (real-time PCR) a mikroskopickymi metédami. Histopatologické
vyhodnotenie vzoriek bachorového tkaniva sa uskutoc¢nilo pouzitim mikroskopu Axio Lab.1
vybaveného digitalnym fotoaparatom Axiocam ERc5s (Carl Zeiss, Jena, Nemecko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V experimentalnych skupindch jahniat nebol zaznamenany vplyv diét na bachorové
fermentaéné parametre (Tab. 1.). Pravdepodobne to poukazuje na relativne nizky obsah anti-
metanogénnych fytochemickych latok, alebo na prispdsobenie mikrobidlnej populdcie na
rastlinné a zinkové diéty (Varadyova akol.,, 2018; Ishaq akol., 2019). Neboli tiez
zaznamenané zZiadne vyznamné rozdiely v pocte bachorovych ciliat medzi skupinami (Tab.
2.). Jahnata mali tri r6zne populacie ciliat, populaciu zmieSaného typu A-B u 19 zvierat (68%)
s pritomnostou Polyplastron multivesiculatum (100%), Epidinium ecaudatum caudatum
(84%) a Ophryoscolex caudatus tricoronatus (53%). Sedem zvierat (25%) obsahovalo
populaciu typu A s pritomnost'ou iba P. multivesiculatum (100%) a O. caudatus tricoronatus
(29%) a dve zvierata (7%) obsahovali populéciu typu B s E. ecaudatum caudatum (100%).
Dasytricha ruminantium, Isotricha spp. a Entodinium spp. boli pritomné u vSetkych zvierat.
Poukazuje to na postupni zmenu populacie typu B na dominantni populéciu typu A v
priebehu pokusu (Williams a Coleman, 1992). Celkova bakteridlna populacia v skupinach Zn
a Zn+Herbmix sa znizila (P<0,05) a vyznamne ovplyvnila relativnu pocetnost’ Ruminococcus
albus (P<0,05), Streptococcus bovis (P<0,05) a Butyrivibrio proteoclasticus (P<0,05) v
skupine Zn (Tab. 3.). Nase vysledky skoér poukazuji na priamy ucinok zinku na bachorové
mikroorganizmy v dosledku interakcie s hrubym proteinom diéty, ako na vyhody doplnenia
lieCivych rastlin a zinku na zviera (Hilal a kol., 2016). Histologické pozorovania odhalili
fokalnu zmieSant infiltraciu zapalovych buniek v jednotlivych papilach epitelu a lamina
propria v skupinach Herbmix a Zn+Herbmix, ¢o pravdepodobne mdze viest k zvySeniu
parakeratézy bachora a naslednému zniZeniu absorpcie a transportu UMK do najhlbsich
vrstiev epitelu.

Tab. 1. Vplyv zinku a Herbmixu na bachorovu fermentdciu jahniat (n=7)

Parameter Kontrola Zn Herbmix Znt+Herbmix SD P-value
pH 6,8 70 6,9 7,1 0,25 0,47
Amoniak (mg/l) 110 129 121 102 38,5 0,63
Metan (mM) 0,38 0,38 0,38 0,38 0,071 0,83
Celk. UMK® (mM) 54 43 47 37 14 0,19
K. octova (mol%) 69 69 70 68 2,04 0,66
K. propionova (mol%) 13,8 13,9 14,5 14,5 1,55 0,75
K. n-maslova (mol%) 13,5 12,1 11,8 12,5 1,59 0,24

* Unikavé mastné kyseliny
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Tab. 2. Vplyv zinku a Herbmixu na bachorovu cilidatovii populdciu jahniat (n=7)

Kontrola Zn  Herbmix Zn+Herbmix SD P-value

Dasytricha spp. (103/g DM) 0,492 0,609 0,701 0,904 0,503 0,529
Isotricha spp. (103/g DM) 0,301 0,401 0,327 0,241 0,228 0,275
Polyplastron spp. (10°/g DM) 0,234 0,333 0,291 0,075 0,216 0,133
Epidinium spp. (103/g DM) 2,26 0,018 0,274 1,57 1,12 0.044
Entodinium spp. (10°/g DM) 63,1 59,9 49,4 52,8 17,3 0,490
Celkové protozoa (10°/g DM) 66,4 61,9 51,0 55,7 17,9 0,400

Tab. 3. Vplyv zinku a Herbmixu na bachorovu mikrobidalnu populdciu jahniat (n=7)

Kontrola /n Herbmix Zn+Herbmix SD P-value

Celkové baktérie (10%/ml) 1,0 0,351 0,453 0,329 0,163 0,05
Archaea (10"/ml) 1,0 2,81 232 0,928 1,07 >0,05
R. albus (AU)* 1,0 13,6 3,88 3,07 2,24 0,05
S. bovis (AU) 1,0 6,29 0,464 0,303 0,988 0,05
B. proteoclasticus (AU) 1,0 5,72 2,98 2,19 0,809 0,05
R. flavefaciens (AU) 1,0 0,155 0,791 0,352 0,159 >0,05

* Relativne mnozstvo kopii génov 16S rRNA vyjadrené ako 'ubovol'na jednotka vzhl'adom na
celkovu pocetnost’ kopii bakteridlnych génov u kontroly.

Praca bola podporena Agenturou na podporu vyskumu a vyvoja (APVV 18-0131 a 17-0297).
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VPLYV ROZNYCH HUMINOVYCH PRIPRAVKOV NA PRODUKCNE
PARAMETRE A POSTMORTALNE PROCESY V PRSNEJ SVALOVINE
BROJLEROVYCH KURCIAT COBB 500

Petrikova D., Korénekova B., Marcin¢ak S. Kozarova I.
Katedra hygieny a technologie potravin, Ustav hygieny a technologie mésa, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo skiamat’ vplyv pridavku 2 pripravkov s obsahom huminovych kyselin do
komerénej kifmnej zmesi (KKZ) na produkéné a fyzikdlno-chemické parametre v prsnej
svalovine brojlerov COBB 500. Kurcata (90 ks) boli rozdelené do 3 skupin. Kontrolna
skupina bola kimend iba KKZ. Pokusna skupina 1 bola kfmend KKZ s 0,5 % pridavkom
pripravku Humac Natur Monogastric (HNM) a pokusna skupina 2 s 0,7 % pridavkom
pripravku Humac Natur (HN). Nase vysledky naznacuju, ze pridanie huminovych kyselin do
kfmnej zmesi pre brojlere signifikantne zvySilo ziva hmotnost (p<0,001) a hmotnost
jato¢ného tela (p<0,01). Pridavok huminovych kyselin mal vyznamny pozitivny vplyv na
zrecie procesy v prsnej svalovine brojlerov.

UvoOD

Huminové kyseliny vznikaji rozpadom organickej hmoty. Tvoria skupinu podobnych
aromatickych polyfunkénych zlucenin hnedej farby, strednej az vysokej molekulovej
hmotnosti, ktoré si rozpustné v alkalickych rozpustadlach (Mokotedi a kol., 2018). Patria
medzi najsilnejSie chelataéné ¢inidld z prirodnych organickych latok. Huminové kyseliny
maju antimikrobialny, analgeticky, antidiarhedlny, antitoxicky a imunostimula¢ny tc¢inok
(Wang a kol., 2008). Obohatenie kimnych zmesi huminovymi latkami vedie k zlepSeniu
zdravotného stavu zvierat. Gomez-Rosales a Angeles (2015) zaznamenali u brojlerovych

kur¢iat prirastky telesnej hmotnosti, zvySenie hmotnosti jato¢nych tiel a zlepSenie konverzie
krmiva.

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zapojenych 90 brojlerovych kurc¢iat COBB 500 (Mach Drubez Ltd. Litomysl,
CR) o hmotnosti 50 g/ks, ktoré boli nahodne rozdelené do 3 skupin: 1 kontrolnej (30 ks) a 2
pokusnych (60 ks). Kontrolna skupina bola kfmena komeré¢nou kimnou zmesou (KKZ): BR1
do 10. dna, BR2 od 11. dna do 30. dina a BR3 od 31. diia do 37. dina. Chemické zlozenie
KKZ je uvedené v Tab. 1.

Tab. 1. Chemické zloZenie komercnej kimnej zmesi

BRI BR2 BR3
SP (g/kg) 254,61 22,16 209,14
ST (g/kg) 56,24 55,17 60,09
SV (g/kg) 38,20 37,98 36,62

Skrob (g/kg) 454,38 497,13 504,23
Ca (g/kg) 11,43 9,84 9,05
P (g/kg) 6,52 5,89 5,59

ME (MJ/kg) 14,16 14,38 14,49

SP — surovy protein; ST — surovy tuk; CV — surova vilaknina;, ME — metabolizovatelna energia, Ca — vapnik, P —

fosfor
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Pokusné skupiny boli kimené rovnakymi kimnymi zmesami ako kontrolnéa skupina, a navyse
im bol podavany pridavok huminovych kyselin. Pokusnej skupine ¢. 1 (HNM) bol podavany
0,5% pridavok pripravku Humac Natur Monogastric (obsah huminovych kyselin min. 60% v
susine; fulvonové kyseliny min. 5% v suSine; kyselina mravcia 3,24% v suSine; komplex
stopovych prvkov a minerdlnych latok) a pokusnej skupine ¢. 2 (HN) bol podévany 0,7 %
pridavok pripravku Humac Natur (obsah huminovych kyselin min. 65% v suSine, fulvonové
kyseliny min. 5% v suSine; minerdly a mikroelementy: Ca 42,28 g/kg, Mg 5,11 g/kg, Fe 19,05
g/kg; Cu 15 mg /kg, Zn 37 mg /kg, Mn 142 mg /kg, Co 1,24 mg /kg, Se 1,67 mg /kg, Mo 2,7
mg /kg). Kurcata boli chované na hlbokej podstielke. Pristup ku krmivu a vode mali ad
libitum. Kurcata boli na 38. den pokusu usmrtené cervikalnou dislokéciou, vykrvené a jatocne
opracované. Na stanovenie jatocnej vytaznosti kurciat sa brojlery vazili pred a po zabiti.
Hodnoty pH a koncentracie kyseliny mlie¢nej a fosfatov v prsnej svalovine sa merali 24 hodin
po usmrteni a 3. a 7. deil po usmrteni. Vzorky boli az do pouzitia skladované pri 4 °C.
Hodnoty pH vzoriek mésa sa analyzovali digitdlnym pH metrom (inoLab pH 720, WTW,
Weilheim, Nemecko) so sklenenou elektrodou vo vodnom extrakte midsa. Koncentracie
kyseliny mliecnej a fosfatov sa analyzovali pomocou elektroforetického analyzatora EA 102 s
vodivym detektorom (Villa Labeco, SR) podla Macangu a kol. (2011). Vysledky
izotachoforetickej analyzy boli postupne spracovavané programom ITP Pro 32 (Kas-Comp,
Bratislava, Slovensko).Vysledky experimentu sa Statisticky analyzovali pomocou Graph Pad
Prism 5. Na porovnanie jednotlivych vysledkov medzi skupinami sa pouzil jednocestny
ANOVA test (Tukeyho porovnavaci test, p<0,05).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V experimentalnej skupine HN doslo k Statisticky vyznamnému zvyseniu (p>0,001) zivej
hmotnosti v porovnani s kontrolnou skupinou. V skupine HN v porovnani so skupinou HNM
sa tiez zaznamenal Statisticky vyznamny narast (p>0,01). V kontrolnej skupine (p<0,01)
a skupine HNM  (p<0,05) sa v porovnani so skupinou HN zistilo Statisticky vyznamné
zvySenie hmotnosti jatoénych tiel. Vyznamné zvySenie (p<0,01) hmotnosti prsného svalu bolo
tiez zaznamenané v skupine HN v porovnani s kontrolnou skupinou (Tab. 2.).

Tab. 2. Produkéné parametre hydiny

Parameter Kontrola HNM HN P hodnota
7ivé véha 2309.3+90° 2357.5+118.8" 2524.5+148* | P <0.001
Mitva vaha 1698.8+71,4° | 1766.5£133.9" | 1894.4+142.8° |P<0.01
Jatocna vytaznost’ 73.6+1.6 74.9+2.8 75.0+1.9 P>0.05
Vaha pfs 519.1+49.3° 506.5+67.5° 604.2+66.1° | P<0.01

a, b — hodnoty s rozdielnym oznacenim v riadku su Statisticky rozdielne, p < 0,05

Vysledky fyzikalno-chemickych parametrov, ako st hodnoty pH, koncentracia kyseliny
mlienej a fosforecnanov pocas postmortalnych procesov v prsnej svalovine si uvedené v
Tabulke 3. Dynamika kyseliny mlie¢nej v celom ¢asovom intervale procesu zrenia v mise
odraza kvantitativnu konverziu glykogénu na kyselinu mliec¢nu. Je to kyselina mlie¢na, ktora
vyrazne ovplyviiuje hodnoty pH maisa (Scheffler a kol. 2013).
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Tab. 3. Vysledky fyzikdlno-chemickej analyzy prsnej svaloviny

Sledované Dni post Skupiny
P hodnota
parametre mortem K HNM HN
o . 1,17+£042" | 1,34+0,16" 1,59+033 " |P>0,05
Kyselina mliecna 3. 158+0,11°" | 1,76+020™% | 193+032°" |P>0,05
(g/100 g vzorky) - -
7. 1,04+ 0,21 %% | 1,58+0,15°'2 1,36 £0,36 ®* |P<0,01
, 1. 0,83£0,36" | 120+0,09® | 147+£034°" |P<0,01
Fosfaty 3. 0.82+ 0,15° 1,18+0,11° | 123+ 027°'2 |P<0,01
(g/100 g vzorky)
7. 0,61+0,15% 0,14+0,19° 1,01 +£0,24°% | P<0,001
1. 5,96 +0,07° 5,81 +£0,08° 5,80+0,9° P<0,01
pH hodnoty 3. 591+ 0,12° 5,71+ 0,08 ° 575+0,11° |P<0,05
7. 5,96 + 0,08 5,79 +0,12° 5,79+0,07° |P<0,05

Hodnoty v riadkoch s réznymi oznaceniami (a, b, ¢) a hodnoty v stlpcoch s réznymi oznaceniami (1,2,3) sit Statisticky odlisné
pri hladindach vyznamnosti p < 0,05. Riadky porovnavaju jednotlivé parametre ( kyselinu mliecnu (LA), fosfaty (PO), hodnoty
pH (pH) medzi kontrolnou skupinou (C) a experimentdlnymi skupinami (HNM 0,5% a HN 0,7%). Stipce porovndvajii
jednotlivé dni post mortem v ramci jednej skupiny.

V prsnej svalovine v kontrolnej skupine sa koncentracia kyseliny mlie¢nej pocas prvych troch
dni zvysila, nésledne na 7. defl post mortem bol zaznamenany Statisticky vyznamny pokles (p
< 0,05). Koncentracia fosfatov postupne klesala, Statisticky vyznamne sa nemenila. Hodnoty
pH pocas prvych troch dni pomaly klesali a nasledne na 7. defi opét’ vzrastli na povodnu
hodnotu. Dynamika kyseliny mlie¢nej, fosfatov a pH v experimentalnych skupinich mala
podobny priebeh ako v kontrolnej skupine. V experimentilnej skupine HNM bol
zaznamenany signifikantny ndrast (p < 0,01) kyseliny mliecnej medzi 1. a 3. dilom po
usmrteni. V experimentalnej skupine HN bol zaznamenany signifikantny pokles koncentracie
kyseliny mlie¢nej (p < 0,05) z 3. diia na 7. deti. Vysledky prace naznacuju, ze huminové
kyseliny v kombindcii s kompletnymi kfmnymi zmesami pozitivne ovplyviiuju kvalitu
hydinového misa.

Praca bola vykonana vdaka financnej podpore Agentiurou na podporu vyskumu a vyvoja na zaklade Zmluvy ¢.
APVV-18-0039.
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MOLEKULARNE MECHANIZMY FAGOCYTOZY APOPTOTICKYCH BUNIEK
V MYSACOM PREIMPLATACNOM EMBRYU

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

ABSTRAKT

Cielom naSej Stadie bolo odhalit mechanizmy, ktorymi neprofesionalne embryondlne
fagocyty odstranuju apoptotické bunky v embryu. Zamerali sme sa na dokaz ucasti enzymu
RACI na tomto procese. Eperimentdlny dokaz bol vykonany pomocou
imunohistochemického vySetrenia mysacich blastocyst pouzitim mySacej monoklonalnej
protilatky. Bolo vySetrenych 56 expandovanych blastocyst. Slaby signal pre RAC1 bol
pritomny v cytoplazme vacSiny embryonalnych buniek a signifikantne zvySeny signal bol
zaznamenany v piatich pripadoch. Pritomnost’ enzymu v troch membranovitych formaciach
obklopujucich jedno jadro s normalnou morfologiou a jedno s kondenzovanou (apoptotickou)
morfolégiou dokéazala, ze RACI hra délezitu ulohu pri pohlteni apoptotickych buniek nielen
v profesionélnych, ale aj v neprofesionalnych embryonalnych fagocytoch.

UvoOD

Z predchadzajtcich §tadii vyplyva, ze enzymy RAC zo skupiny GTPaz su kl'GiCovymi
komponentmi kontrolujicimi cytoskeletalnu organizéciu aktinu, adhéziu buniek, migréciu,
proliferaciu a prezivanie cicavéich buniek (Guo akol., 2008). Stadie na profesionalnych
fagocytoch preukazali, ze RAC1 je zapojeny do vysoko konzervovanej signalnej drahy
v procese fagocytozy (Song a kol., 2016). RACI patri do skupiny Rho GTPaz regulujucich
usporiadanie cytoskeletu v priebehu pohltenia apoptotickych buniek. Ukézalo sa, ze aktivacia
RACI1 je nevyhnutna pre usporiadanie F-aktinu a jeho deaktivacia je nevyhnutnd pre uzavretie
fagocytového poharika (Nakaya a kol., 2008). Mechanizmus zavisly od RAC1 bol popisany aj
pri klirense umierajicich buniek neprofesondlnymi fagocytmi, konkrétne v respiracnom
epiteli pl'ac, resp. pri klirense zanikajicich neuréonov pocas neurogenézy (Lu, Z. a kol., 2011;
Juncadella, 1. J. a kol.). Expresia RAC-1 bola potvrdena v pocetnych tkanivach, zahriiujacich
mySacie oocyty (Halet a kol., 2007) a ooycyty a embrya u oSipanych (Song akol., 2016).
Bolo preukazané, ze RAC-1 zohrava doleZitl rolu v regulacii dozrievania oocytov, pri vzniku
poélového telieska a rovnako sa spolupodiela na regulacii meiotického delenia (Penberthy
a kol., 2016). Jeho tloha pri fagocytdze apoptotickych buniek v embryu vSak zatial’ potvrdena
nebola. Vyskyt fagocytovaného materidlu apoptotického poévodu bol popisany v bunkach
mySacich, prasacich a l'udskych blastocyst (Fabian a kol., 2005). Aby sme ziskali viac
informécii o mechanizmoch tvorby fagozoémov v mySacich blastocystach, vykonali sme
imunochemické vySetrenie aktivnej formy RACI.

MATERIAL A METODIKA

Donorkami vySetrovanych expandovanych blastocyst boli samice mys$i (outbredny kmeni CD-
1). Samice vo veku 30 az 35 dni boli hormonalne synchronizované gonadotropinom gravidne;j
kobyly (eCG, 5IU, i.p.), po aplikdcii ktorého nasledovala o 47 hodin neskor stimuldcia
I'udskym choriovym gonadotropinom (hCG, 4 1U intraperitonealne). Samice sa cez noc parili
so samcami rovnakého kmena. Uspesné parenie sa potvrdilo identifikaciou vagindlnej zatky
nasledujtice rano (1. den gravidity). Izolacia expandovanych blastocyst prebehla na 4. den
gravidity (120 hodin po hormonalnom osetreni eCGQG).

Z Cerstvo izolovanych blastocyst bola prondzou enzymaticky odstranend zomna pellucida.

Odzoénované blastocysty boli fixované v 4% paraformaldehyde v PbS 10 minat pri
Standardnej laboratornej teplote.
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Nésledne boli blastocysty premyté v PbS s obsahom 0,1% BSA (PbS BSA). V d’alSom kroku
boli cytoplazmatické membrany permeabilizované pouzitim 0,5% Tritonu X-100 v PbS 1
hodinu.

Permeabilizované blastocysty boli dvakrat po sebe premyté v PbS s BSA, a nasledne boli
nesSpecifické imunoreakcie blokované 10% kozim sérom v PbS pri teplote 4°C cez noc.

V d’alSom kroku boli mySacie blastocysty inkubované s primarnou protilatkou (Anti-Active
Racl-GTP Mouse Monoclonal Antibody) zriedenou v pomere 1:50 s blokujicim kozim
sérom pri 4 ° C po dobu 24 hodin.

Nasledujaci deit boli blastocysty dokladne premyté v blokovacom kozom sére a dalej
inkubované so sekundarnou protildtkou konjugovanou s Fluorescein FITC (zriedenou
v pomere 1: 200 v blokujucom roztoku) pocas 1 hodiny pri laboratérnej teplote.

Negativne kontrolné farbenie sa uskutocnilo vynechanim primarnej alebo sekundarnej
protilatky. Poslednym krokom bolo kontrastné farbenie pomocou Hoechst 33342 po dobu 5
minut pri laboratérnej teplote a nasledne boli blastocysty montované v médiu Vectashield na
sklenené podlozné sklicka.

Hodnotenie bolo realizované s pouzitim konfokélnej laserovej mikroskopie ((Leica TCS SPE,
Leica, Mannheim, Germany).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hodnotenie aktivnej formy RACI, tj. enzymu doélezitého pre preskupenie aktinového
cytoskeletu a tvorbu fagozémov, ukédzalo nasledujiice vysledky u mySich embryi: Slaby
signal pre RAC1 bol pritomny v cytoplazme vacSiny embryonalnych buniek.

V minulosti bolo preukazané, Ze lokalizacia RAC1 u oocytov a embryi oSipanych koreluje
s lokalizaciou aktinovych filament, t.j. RACI1 je akumulovana predovsetkym v kore oocytov a
v margindlnych oblastiach blastomér embrya v §tadiu jeho brdzdovania (Halet a kol., 2017).
Obdobna distribuicia RAC1 na periférii blastomér bola zaznamenana aj v naSej Studii
na mySacich blastocystach . V nasej Studii bolo vySetrenych 56 blastocyst, pri¢om signifikatne
zvySeny signal RAC1 sme zaznamenali v piatich pripadoch. Pritomnost’ enzymu v troch
membranovitych formaciach obklopujtcich jedno jadro s normélnou morfologiou a jedno
s kondenzovanou (apoptotickou) morfoldgiou dokézala, Ze pocas preimplataéného vyvinu hra
RAC1 délezitu ulohu aj v pohlteni apoptotickych buniek. V porovnani s inymi testami na
eferocytozu, ktoré¢ sme vykonali v predchadzajucich experimentoch, bola frekvencia
pozorovani fagocytézy apoptotickych buniek pomerne nizka. To by sa vSak dalo vysvetlit
kratkym Casom procesu pohltenia, to znamend vel'mi uzkym detekénym oknom.

Nase doposial’ ziskané vysledky ukazuju, ze embryonélne bunky v mysich blastocystach maji
vSetky mechanizmy potrebné na rozpoznanie, pohltenie a travenie poskodenych blastomér.
Zda sa, ze proces embryondlnej eferocytdozy sa riadi Standardnym fenotypom: zacina
rozpoznavanim apoptotickej bunky, tj. vdzbou rdznych fagocytarnych receptorov na
externalizovany fosfatidylserin (alebo iné ligandy ako st modifikované lipoproteiny), nastava
aktivacia receptorov a aktivacia GTPaz rodiny Rho vratane RACI1. Tato signalizacnd draha
vedie ku vzniku aktin dependentného fagocytového pohéarika, pricom sucasne dochadza ku
pohlteniu apoptotickej bunky neprofesionalnym fagocytom (embryonalnou bunkou) za vzniku
fagozomu. Nasledne dochadza k dozrievaniu fagozému cez jednotlivé medzistupne, ¢o vedie
k postupnej degradacii jeho obsahu.

Praca bola podporena grantmi APVV-18-0389 a VEGA -2/0092/19.
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KURACIE EMBRYO AKO EXPERIMENTALNY MODEL VO VYSKUME HADICH
JEDOV
Pollakova M.l, Petrovova E.2, Andrejcakova Z.l, Vickova R.l, Sopkova D.l, Petrilla V.!

'Katedra biologie a fyziologie, UVLF, Komenského 73, 041 81 Kosice, SR
’Katedra morfologickych disciplin, UVLF, Komenského 73, 041 81 Kosice, SR

ABSTRAKT

Africky druh hada Vretenica utocna lat. Bitis arietans z ¢el'ade Viperidae predstavuje jeden
z najjedovatejSich druhov rodu Bitis. Predpokladd sa, Zze prevaznd vécSina zdvaznych
uhryznuti jedovatymi hadmi v Afrike je zapri¢inena prave hadmi druhu B. arietans.
Envenomacia je sprevadzand enormnou bolestivostou a vznikom edému, pripadne pluzgierov
v mieste uhryznutia, najcastejSie v oblasti predkolenia. Cytotoxicky charakter jedu vyvolava
rozsiahle poSkodenie tkaniva, ¢o moéze viest k strate prstov ¢i koncatin. Z hladiska
manazmentu terapie je vzdy ddlezité zohl'adnit’ skutocnost’, ze t¢inok jedu, klinicky obraz a
priebeh envenomacie sa moéze lisit v zavislosti od lokality, v ktorej k uhryznutiu doslo.
Metodika HET-CAM (Hen's Egg Test - Chorioallantoic membrane) podla Luepkeho
umoznila sledovat’ vazoaktivny efekt a nasledne vyhodnotit’ iritaény potencial jednotlivych
koncentracii jedu hadov druhu B. arietans dvoch africkych lokalit - Cape Town (CT), Juzna
Afrika a Lake Nakuru (LN), Kena. Oba testované jedy vyvolali vznik hemoragii a krvnych
zrazenin, pricom pre jed hadov druhu B. arietans z lokality Lake Nakuru boli stanovené
vyssie hodnoty iritacného potencidlu nez pre jed hadov druhu B. arietans z lokality Cape
Town.

UvoOD

Ako uz samotny ndzov napoveda, vretenica uto¢nd je znama pomerne agresivnym spdsobom
sebaobrany. Anglické pomenovanie ,,puff adder* poukazuje na schopnost’ tohto druhu hadov
nafuknut’ sa, z anglického ,,puff™, ¢im pdsobia vicsie. Jed prevazne cytotoxického charakteru
je do organizmu koristi vpraveny jedovym aparatom = solenoglyfného typu.
Hady druhu Bitis arietans zastavaji v ramci ekosystémov funkciu predatora hlodavcov.
Tymto spdsobom dany druh napomdha regulovat populacie Skodcov a znizovat straty
pol'nohospodarov. I napriek svojmu vyznamnému postaveniu v potravovom retazci je druh
B. arietans spajany najmid s negativami, ktoré vyplyvaji z velkého mnoZstva Umrti
a morbidity v dosledku uhryznuti jedincami tohto druhu (Animal diversity web, n.d.).
Zastupcovia druhu B. arietans obyvaji rozsiahle oblasti od Maroka naprie¢ Subsaharskou
Afrikou az po Arabsky polostrov. Tato africkéd vretenica je povazovana za najrozsirenejSieho
jedovatého hada Afriky, s najvacSim podielom na intoxikaciach l'udi (Animal diversity web,
n.d.). Chemické zloZenie a G€inok jedu hadov toho ist¢ho druhu sa moéze 1isit’ v zavislosti na
geografickej lokalite, z ktorej pochadzaju (Chippaux, Williams a White, 1991).

Cielom tejto prace bolo sledovat, hodnotit aporovnat vazoaktivne ucinky a iritacny
potencial jedu hadov druhu B. arietans pévodom z dvoch rozlicnych africkych lokalit (Cape
Town, Juzna Afrika a Lake Nakuru, Kena) pouzitim metodiky HET-CAM podl'a Luepkeho.

MATERIAL A METODIKA

Oplodnené kuracie vajcia, znesené v priblizne rovnakom case, boli dovezené z liaharenského
podniku  Parovské hiaje (Nitra). Dovoz bol realizovany pri teplote 15 °C.
Pred naloZenim do inkubatora boli vajcia oCistené 70 % etanolom a nasledne poukladané
tupym polom nahor. Inkubacia prebiehala pri teplote 37,5 °C; vlhkosti 60 % a automaticky
inkubator zabezpecoval otdcCanie vajec v pravidelnych 3-hodinovych intervaloch. Den
naloZenia vajec do inkubdtora predstavuje nulty embryonalny den.

Na 3. embryondlny deii bol vykonany odber bielka. Ostrymi noznicami sa vytvoril maly otvor
na ostrom konci kazdého vajca, co umoznilo odber bielka (2 ml) pouzitim sterilnej ihly
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a striekacky. Nasledne boli otvory uzatvorené pomocou tekutého parafinu a vajcia boli
ulozené spit’ do inkubatora tak, aby ostry koniec s uzatvorenym otvorom smeroval vzdy
nadol (Knight a kol., 2019).

Na 9. embryonélny den prebiehala aplikacia jedu. Vajcia boli postupne vyberané z inkubatora
a za pomoci noznic sa z kazdého vajca odstranila Skrupina vrchnej Casti tupého polu v takej
miere, aby vzniknuty otvor umoznoval aplikaciu jedu na chorioalantoickii membranu (CAM)
a sledovanie jeho u¢inkov. Neoplodnené vajcia boli v tejto faze vyradené. Vhodnou pinzetou
bola z vrchnej ¢asti CAM odstranend papierova blana (membrana papyracea), ¢im sa odhalili
cievy. Jed bol aplikovany v mnozstve 50 pl/vajce priamo na cievy CAM. V kontrolnej
skupine bol namiesto jedu aplikovany fyziologicky roztok (50 pl/vajce). Po aplikacii bol
sledovany a fotograficky zaznamenavany vazoaktivny efekt jedu v intervaloch 0, 30, 120
a 240 sekund. Po ukonceni experimentu nasledovalo vyhodnotenie ziskanych vysledkov
a vypocet iritacného potencidlu pre jednotlivé koncentracie jedov pouzitim Luepkeho
hodnotiaceho systému (Knight a kol., 2019).

Princip HET-CAM testu spociva v sledovani vyskytu zmien (hyperémia, hemoragie
a zrazanie) bezprostredne po aplikécii testovanej latky na CAM. Kazda zmena je bodovo
hodnotena na zédklade Casu, ktory uplynul od aplikacie latky na CAM po objavenie sa efektu.
Na zéklade stanoveného kumulativneho skore mozno klasifikovat’ iritacny potencial latky
(silny, mierny, nepatrny alebo zanedbateI'ny) (Knight a kol., 2019).

Tab. 1. Koncentrdcie testovanych jedov (HET-CAM test)

Hmotnost’ Koncentracia (mg/ml)
Hadi jed 170 pl jedu (mg) | E-1 E-2 E-3
B. arietans (CT) | 182 18,2 1,82 0,182
B. arietans (LN) | 184 18,4 1,84 0,184

VYSLEDKY A DISKUSIA
Jed hadov druhu B. arietans obsahuje zlozky z rozliénych skupin. Disintegriny Bitistatin,
disintegrin izoforma D-2, disintegrin izoforma D-3, zinkovd metaloproteindza-disintegrin
BA-5A, enzym uvolnujuci kallidin zo skupiny serinovych proteindz, postsynapticky
neurotoxin Bitanarin zo skupiny fosfolipdz A 2 , baptidy, hyaluroniddzy Hy-1 a Hy-2, pravé
lektiny C-typu CTL a CTL-2, lektinom podobné proteiny C-typu Snaclec, Cystatin,
vaskularny endotelidlny rastovy faktor Barietin, fibrinogenaza Bal00 a d’alSie kvantitativne
menej zastupené zlozky boli izolované a popisané v ramci rozlicnych experimentalnych
Stadii. Mnohé z tychto zloZiek maju vplyv na kardiovaskularny systém (UniProt, n.d.;
VenomZone, n.d.).
Po aplikécii jedu hadov druhu B. arietans lokalit CT a LN na CAM boli pozorované zmeny
v podobe hemoragii a zrazenin. Hyperémia nebola pritomna. Stiidia hodnotiaca vazoaktivitu
hemotoxickych hadich jedov pouzitim HET-CAM testu ahodnotiaceho systému podla
Luepkeho uvadza vyskyt hemoragii a krvnych zrazenin po aplikacii jedu hadov druhu
B. arietans z neSpecifikovanej lokality Juhoafrickej republiky. Zmeny v podobe hyperémie
neboli pozorované (Knight et al. 2019). Rovnako, ani nami aplikované jedy hadov druhu
B. arietans nevyvolali hyperémiu. Oba testované jedy vyvolali vznik hemordgii a krvnych
zrazenin, pri¢om pre jed hadov druhu B. arietans z lokality Lake Nakuru boli stanovené
vys$Sie hodnoty iritaéného potencidlu nez pre jed hadov druhu B. arietans z lokality Cape
Town.
Toto zistenie poukazuje na moznli vys§iu mieru toxicity jedu zastupcov daného druhu
z lokality Lake Nakuru.

Stanovené vysledky st uvedené v tabulke 2.
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Tab. 2. Priemerné kumulativne skore a klasifikdcia iritacného potencidlu rozlicnych koncentrdcii vybranych
hadich jedov

Jed ¢ | Hyperém | Hemorag | Zrazani | Kumulativn | Irita¢ny
ia ie e e skore potencial
Kontrola N/ |0 0 0 0 0
a
B. arietans | E- | 0 5 6 11 Silny
(Cape town) | 1
E- |0 4,5 0 4.5 Nepatrny
2
E- |0 5,5 0 5,5 Mierny
3
B. arietans | E- | 0 6 7 13 Silny
(Lake 1
Nakuru) E- |0 6 6 12 Silny
2
E- |0 5,5 0 5,5 Mierny
3

Po aplikacii jedu hadov druhu B. arietans lokality Cape Town bola pozorovana docasna
konstrikcia niektorych ciev CAM. Tieto vysledky potvrdzuja, ze jed hadov druhu B. arietans
obsahuje latky s priamym ucinkom na cievy, avSak hodnotenie vazokonstrikéného resp.
vazodilatacného Uc¢inku aplikovanych latok nie je sucast’ou pouzitych metodik.

Praca demonstruje praktické vyuzitie modelu kuracieho embrya vo vyskume hadich jedov.
Zistené vysledky su v stlade so zisteniami a publikdciami inych autorov. Pre zvySenie
objektivity vysledkov je potrebny d’al§i vyskum a pouzitie SirSieho spektra metodickych
postupov, ktoré by umoznili vSetky pozorované zmeny kvantifikovat’.

Dakujeme chovnému zariadeniu VIPERAFARM, spol. s.r.o. (Ltd.) za poskytnutie hadich jedov.
Praca  bola  realizovand  ako  sucast  grantovych uloh  VEGA  1/0241/18, APVV-17-0017
a VEGA 1/0050/19 riesenych na Univerzite veterindarskeho lekarstva a farmdcie v Kosiciach.
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VPLYV SYNERGICKEHO UCINKU VYBRANYCH ANTIMYKOTIK A
RASTLINNYCH SILIiC CECADE LAMIACEAE NA TVORBU BIOFILMU CANDIDA
ALBICANS IN VITRO

Proskovcova M., Conkova E., Véaczi P.
Katedra farmakologie a toxikologie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Virulencia Candida albicans (C. albicans) je podmienena viacerymi virulencnymi faktormi.
Jednym z nich je tvorba biofilmu, ktory viacerymi mechanizmami znizuje citlivost’ kvasinky
na lie¢ivo. Predmetom nasej Stidie bolo otestovat’ ucinnost vybranych antimykotik
(itrakonazol, flukonazol, nystatin) v kombindcii s rastlinnymi silicami z Thymus vulgaris
a Hyssopus officinalis na biofilm-tvoriace izolaty C. albicans ,,in vitro“. Na zaklade hodnot
FICI (index frakcnej inhibi¢nej koncentracie) najlepSiu antifungalnu aktivitu  pri
planktonickych bunkach C. albicans vykazoval itrakonazol. Pri MICC (minimalna inhibi¢na
koncentracia kombinacie) 1,1 pg/ml, v kombinacii so silicou z Hyssopus officinalis (800
pg/ml) pdsobil synergicky na vSetky izolaty (100 %). V kombinacii so silicou z Thymus
vulgaris (228,6 pg/ml) pri MICC 2,1 pg/ml bol jeho uc¢inok prevazne aditivny (57,1 %) a iba
v jednom pripade synergicky (14,3 %). Pri hodnoteni antibiofilmovej aktivity na fazu
adherencie (0 h biofilm) sa perspektivnejSou javi kombindcia itrakonazolu (2,2 pg/ml)
so silicou z Thymus vulgaris (240 pg/ml), pri ktorej bol pri 4 vzorkach (80 %) zisteny
aditivny Ucinok a len v 1 pripade (20 %) indiferentny. V inhibicnom pdsobeni na vytvoreny,
48 h biofilm, bola ucinnejSou aditivne pdsobiaca (57,1 %) kombinacia itrakonazolu (21
pg/ml) so silicou z Hyssopus officinalis (1922,9 pg/ml), avSak pri vySSich hodnotach MICC
ako v kombinacii itrakonazolu (0,85 pg/ml) so silicou z Thymus vulgaris (400 pg/ml), pri
ktorej bol zaznamenany pri vSetkych testovanych vzorkach indiferentny wucinok (100 %).
Dosiahnuté¢ vysledky poukazuji na potencidlne vyuzitie kombinacie konvenénych
antimykotik s rastlinnymi silicami pri inhibicii tvorby biofilmu ako aj pri jeho dezintegracii.

UvOD

C. albicans, ako dimorfna eukaryoticka bunka disponuje schopnostou morfogénnej premeny
z kvasinkovej na hyfova formu (Tsui a kol., 2016). Tato vlastnost’ podmieniuje jej patogenézu
a umoziuje tvorbu biofilmu, ¢o je kl'icovym faktorom virulencie. Biofilm podporuje tiez
rozvoj rezistencie kvasinky, ¢im sa liecba kandidéz komplikuje. V redukcii rezistencie
biofilm-tvoriacich kvasiniek predstavuju moZzné rieSenie rastlinné silice (RS), ktoré su v
poslednej dobe predmetom zdujmu viacerych vedeckych stadii. Bohatym zdrojom RS s
roznorodou bioaktivitou predstavuje ¢el'ad’ Lamiaceae (Raja, 2012; Mayer a kol., 2013).

MATERIAL A METODIKA

Utinnost’ kombinacii antimykotika (ATM) a RS bola stanovena $achovnicovym testom podl'a
Duarteho a kol. (2012) s ur¢itymi modifikaciami. Efektivita kombinacie bola po vypocitani
hodnoty FICI = [MICC (RS v kombinacii)) MIC (RS samostatne)] + [MICC (ATM
v kombinacii)/ MIC (ATM samostatne)] vyhodnotena na zéklade interpretaénych kritérii
(FICI < 0,5 synergicky efekt, 0,5 < FICI < 1 aditivny efekt, 1 < FCI < 4 indiferentny efekt,
FICI > 4 antagonisticky efekt). Na planktonickych bunkdch C. albicans, ktoré v pilotnych
testoch vykazovali rezistenciu, boli testované azolové ATM itrakonazol (0,125 — 64 pg/ml) a
flukonazol (0,25 — 64 pg/ml), z polyénov nystatin (0,0625 — 8 pg/ml) a RS z rastlin Hyssopus
officinalis (yzop lekarsky) a Thymus vulgaris (dGska tymianova) (100 — 6 250 pg/ml). Ich
synergicky ucinok sa sledoval v pomeroch koncentracii MICx8, MICx4, MICx2, MIC,
MIC:2, MIC:4, MIC:8, MIC:16. Na zéklade dosiahnutych vysledkov sme na stanovenie
ucinku kombinacie na tvorbu biofilmu vybrali kombinaciu itrakonazolu (ITR) s oboma
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silicami. ITR bol testovany v rozpéti koncentracii 0,25 — 128 pg/ml, silica z Hyssopus
officinalis od 800 pg/ml do 25 000 pg/ml a silica z Thymus vulgaris od 200 do 6250 pg/ml.
Uvedené koncentracie zahfnali hodnoty MICx8, MICx4, MICx2, MIC, MIC:2, MIC:4,
MIC:8, MIC:16, MIC:32, MIC:64 pre ITR a MICx8, MICx4, MICx2, MIC, MIC:2, MIC:4
pre RS. U¢innost’ ITR s RS bola testovana na biofilm-tvoriace bunky (0 h biofilm) a na 48 h
biofilm na zaklade metodiky popisovanej Jinom a kol. (2013).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V sucCasnosti je zaznamenany narast kandidoz, najmd z doévodu stupajicej rezistencie
kvasinky voci konvenénym ATM. Rezistencia ako aj uzke spektrum ATM, ¢i ich toxicita si
vyzaduji hl'adanie novych strategickych postupov v terapii. Vhodnou alternativou ATM su
RS z ¢el'ade Lamiaceae, ktora zahtiia 236 rodov, asi 7000 druhov vyznacujucich sa Sirokym
spektrom biologickej aktivity (Raja, 2012). Jednou z moznosti ako zefektivnit' lieCbu
kandidéz je testovanie moznych interakcii medzi jednotlivymi substanciami. Synergicky
ucinok umoznuje zvysit sumarny u¢inok dvoch a viacerych lieciv, pricom sa davka jedné¢ho
lie¢iva znizuje, ¢o prispieva k znizeniu jeho toxicity (Lincova a kol., 2007). Z testovanych
kombinécii posobiacich na planktonické bunky C. albicans, sa najefektivnejSou preukézala
kombinacia ITR (1,1 pg/ml) so silicou z Hyssopus officinalis (800 pg/ml), pri ktorej bol
zaznamenany 100% synergicky ucinok (7 klinickych izoldtov) (Tab. 1.). Kombinaciou ITR
(2,1 pg/ml) so silicou z Thymus vulgaris (228,6 ug/ml) bol dosiahnuty iba v jednom pripade
(14,3 %) synergicky ucinok. V tejto kombindcii dominoval aditivny wc¢inok (57,1%),
indiferentny ucinok bol zisteny pri 2 izolatoch (28,6 %). Najmenej efektivnou, spomedzi
testovanych ATM, bola kombinacia nystatinu s oboma RS. Nystatin (0,08 pg/ml) posobil
prevazne indiferentne, tak v kombinacii s RS z Hyssopus officinalis (1600 pg/ml) (66,7 %),
ako aj z Thymus vulgaris (166,7 pg/ml) (66,6 %).

Tab. 1. Vyhodnotenie MICC (ug/ml) a ucinnosti (%) ATM v kombindcii s RS na planktonické bunky C.
albicans

Itrakonazol Nystatin Flukonazol
Parameter Hyssopus | Thymus | Hyssopus | Thymus | Hyssopus | Thymus
officinalis | vulgaris | officinalis | vulgaris | officinalis | vulgaris
MICC | ATM 1,1 2,1 0,08 3,0 13,4 6,6
(ug/ml) | RS 800 228,6 1600 166,7 1682,5 312,5
FICI (n/%)
Synergicky 7/100 1/14,3 0/0 1/16,7 0/0 2/25
Aditivny 0/0 4/57,1 2/33,3 1/16,7 5/62,5 2/25
Indiferentny 0/0 2/28,6 4/66,7 4/66,6 3/37,5 4/50
Anatagonisticky 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0 0/0

Proces tvorby biofilmu pozostava zo 4 faz: adherencia kvasinkovych buniek, proliferacia,
maturacia biofilmu, pocas coho dochadza k morfogenéze kvasinkovych buniek a naslednej
disperzii neadherovanych buniek, ktoré kolonizuju d’alSie povrchy (Tsui a kol., 2016). Pre
testovanie antibiofilmového efektu kombinacie ATM a silic boli do experimentu vybraté
izolaty, pri ktorych bol zisteny synergicky, prip. aditivny 0c¢inok kombinacie ITR s RS
z Hyssopus officinalis a Thymus vulgaris na planktonické bunky C. albicans. Efektivitu ich
vplyvu na adherované bunky (0 h biofilm) a na zrely, 48 h biofilm, uvadza tabulka 2. Faza
adherencie bola vyrazne inhibovana kombinaciou ITR (2,2 pg/ml) so silicou z Thymus
vulgaris (240 pg/ml), pri ktorej bol zisteny aditivny ucinok pri 4 izolatoch (80 %)
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a indiferentny pri 1 vzorke (20 %). Silica z Thymus vulgaris je zndma obsahom predovsetkym
dvoch fenolovych monoterpénov, a to karvakrolu atymolu (Alexa a kol 2018), ktoré¢
predurcuju jej antifungalny ucinok (Bona et al., 2016). V testovani inhibi¢ného vplyvu na
vytvoreny, 48 h biofilm, sa najperspektivnejSou preukézala kombinacia ITR (21 pg/ml) so
silicou z Hyssopus officinalis (1922,9 pg/ml), s prevazne aditivnym ucinkom (57,1%).
Indiferentny efekt bol zaznamenany pri 3 izolatoch (42,9 %). Za biologicku aktivitu RS z
Hyssopus officinalis su pravdepodobne zodpovedné majoritné obsahové latky: pinokamfén
a B-pinén (Hristova a kol., 2015).

Tab. 2. Vyhodnotenie MICC (ug/ml) a ucinnosti (%) ATM v kombindcii s RS na tvorbu biofilmu C. albicans

Itrakonazol + Hyssopus officinalis Itrakonazol + Thymus vulgaris
Parameter

0h 48 h 0h 48 h

MICC | ATM 35,6 21 2,2 0,85
(ng/ml) RS 1912,9 1922,9 240 400

FICI (0/%)

Synergicky 0/0 0/0 0/0 0/0

Aditivny 2/28,6 4/57,1 4/80 0/0
Indiferentny 4/57,1 3/42,9 1/20 5/100

Anatagonisticky 1/14,3 0/0 0/0 0/0

Publikacia vznikla za financnej podpory IGA UVLF 05/2020 ,In vitro” stanovenie proapoptickej,
antibiofilmovej a antioxidacnej aktivity vybranych silic z rastlin celade Lamiaceae.
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VPLYV PROBIOTICKEJ DIETY NA SYNTEZU IMUNOLOGICKY VYZNAMNYCH
MOLEKUL U PSTRUHA DUHOVEHO
Ratvaj M.l, Cingel'ova Maruscakova I.l, Schusterova P.l, Feckaninova A.2, Popelka p’ ,
Mares J .4, Mudrotiova D.!

'Katedra mikrobiolégie a imunolégie, UVLF, Kosice, Slovensko
’Katedra farmaceutickej technolégie, farmakognézie a botaniky, UVLF, Kosice, Slovensko
Katedra hygieny, technologie a zdravotnej bezpecnosti potravin, UVLF, Kosice, Slovensko
‘Ustav zoologie, rybarstvi, hydrobiologie a véelarstvi, Mendelova univerzita, Brno, Cesko

ABSTRAKT

Cielom nasej prace bolo skimanie vplyvu podévania krmiva, ktoré bolo obohatené
o autochtonny probioticky kmen Lactobacillus plantarum R2 na syntézu imunologicky
vyznamnych molekal v orgédnoch pstruha dahového, ktoré si zodpovedné za obranu
organizmu pred patogénmi z prostredia. Pstruhy boli rozdelené do troch skupin. Jedna
skupina dostavala probiotické krmivo kontinualne, druha cyklicky a tretia skupina sluzila ako
kontrola. Po mesiaci kfmenia bola uskutocnend pitva, pri ktorej boli odobraté organy. V tejto
Casti experimentu sme skumali zmenu relativnej génovej expresie pre bunky nesuce CD4
a CD8 znak, ako aj pre imunoglobulin T s vyuzitim kvantitativnej real time PCR. Ako
referencny gén sme vyuzivali [-aktin. Probiotické krmivo stimulovalo syntézu
imunoglobulinu T ataktiez tvorbu buniek nestcich CD8 znak, charakteristicky pre
cytotoxické T-lymfocyty.

UvoD

Probiotikd sa stavaju Coraz beznejSim doplnkom stravy nielen l'udi, ale aj hospodarskych
zvierat. Ich tlohou je podla definicie FAO/WHO (2001) prispievat’ k zdraviu hostitel'a, pod
podmienkou, Ze su podavané v adekvatnom mnozstve. V predchadzajicich rokoch bol na
Univerzite veterinarskeho lekérstva a farmacie v KoSiciach vykonany experiment, pri ktorom
boli izolované z ¢reva pstruha dithového kmene laktobacilov, ktoré vykazovali vlastnosti, ako
odolnost’ voc¢i antibiotikdm ¢i inhibicia rybich bakteridlnych patogénov atieZ prezivali
v podmienkach trdviaceho traktu pstruhov (Feckaninova a kol., 2019). Na zdklade tychto
vlastnosti boli oznacené za potencialne probiotik4. Ich G€inok na Zivy organizmus, a to €i
stimuluji imunitny systém ako aj rast ryb ako je tomu pri inych druhoch probiotik
v akvakultare (Kuebutornye a Abarike, 2019) je potrebné podlozit’ in vivo testovanim.

MATERIAL A METODY

Probiotické krmivo bolo pripravené zmieSanim komeréne vyrabaného peletovaného krmiva
ur¢en¢ho pre ryby chované v akvakultire s koloidnym oxidom kremicitym, Skrobom
a autochtonnym kmenom L. plantarum R2, ktorého koncentracia bola v krmive uréend na
107-10° KTZ/g. Nasledne bolo krmivo dosusené a doru¢ené na Mendelovu univerzitu, kde
bolo skladované pri chladni¢kovej teplote a priebezne podavané rybam. Do experimentu bolo
zaradenych 1000 ryb, rozdelenych do troch skupin. Kazd4 skupina bola rozdelena do troch
nadrzi so samostatnou cirkulaciou. Prva skupina dostdvala obohatené krmivo kontinuélne,
druha cyklicky a tretia skupina bola kfmend komerénym krmivom s pridavkom Skrobu. Ryby
prijimali probiotické krmivo ochotne. Prvy odber bol vykonany po mesiaci kfmenia, pricom
spomedzi pokusnych ryb boli vybraté jedince, ktoré vykazovali priblizne podobné fyzické
rozmery. Pri pitve boli odobraté vzorky koze a Ziaber a vzorky vnutornych organov; hlavova
oblicka, slezina a tsek zadného Creva z 10 ryb v kazdej skupine. Vzorky boli ihned’ uloZené
v RNAlater auskladnené pri -20 °C. Izolacia RNA zo vzoriek sleziny bola vykonana
pomocou kitu Omega E-Z Total RNA Kit (Bio-tech), po nej nasledoval prepis izolovanej
RNA do ¢cDNA s vyuzitim kitu Quantitect Reverse Transcription Kit. Nasledne sme vo
vzorkdch ¢cDNA analyzovali expresiu génov koédujucich CD4, CD8 a IgT pomocou qPCR
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v pristroji iCycler CFX96 (BioRad, USA). Relativna génova expresia bola hodnotena ako
AAC; (£ sd) pomocou CFX96 Manager softwéru (BioRad, USA), pricom ako referenény gén
bol pouzity B-aktin. Pre Statistickt analyzu sme pouZili jednorozmernt analyzu rozptylu (one-
way ANOVA) s doplnkovym Tukey testom v Statistickom programe GraphPad Prism Ver.
3.00.

VYSLEDKY A DISKUSIA
3 Imunoglobulin T je uryb
2* pravdepodobne zodpovedny
2,5 I za slizniénu imunitu a jeho
koncentracia v sére je nizSia
2 ako u ostatnych
s imunoglobulinov ryb

(Hordvik, 2015). Pri

1 sledovani relativnej génovej

expresie (Obr. 1.)

05 - vykazovali obe
experimentalne skupiny

0" vyssie  hodnoty  oproti
Kontrola Kontinualna Cyklicka kontrolnej skupine, priéom

Obr. 1. Zmena relativnej génovej expresie pre imunoglobulin T signifikantna miera

zvySenia bola pozorovana
pri skupine, ktora bola kfmena probiotickym krmivom kontinudlne, ¢o je pravdepodobne
nasledok stimuldcie tvorby imunoglobulinov B-lymfocytmi v slezine, ako tomu je pri
vystaveni patogénom
25 (Castro a kol., 2013). CD4
T je exprimovany na povrchu
2 Th-lymfocytov, ktoré¢ sa
podielaji  na  regulécii
vrodenej aj ziskanej
imunitne;j odpovede
prostrednictvom  produkcie
cytokinov. Relativna
génova expresia pre tieto
transmembranové
glykoproteiny (Obr. 2.) bola
Cyklicka zvySena u kontinuélne
kfmenej skupiny a naopak
Obr. 2. Zmena relativnej génovej expresie pre CD4 znizend u skupiny, ktord
bola kfmenad probiotikami
cyklicky, no nezaznamenali sme signifikantni zmenu oproti kontrolnej skupine.

CDS8 sa nachddza na povrchu cytotoxickych T-lymfocytov, ktoré st zodpovedné za nicenie
buniek napadnutych virusom ¢i intracelularnymi patogénmi. Obe experimentalne skupiny
vykazovali signifikantne vys$Siu mieru expresie génu pre tito molekulu oproti kontrolnej

skupine (Obr. 3.), rozdiel medzi kontinualnou a cyklickou skupinou nebol zaznamenany.

1,5

0,5 -

Kontrola Kontinualna
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Kontrola Kontinualna Cyklicka

Obr. 3. Zmena relativnej génovej expresie pre CD8

Uvedena praca bola realizovana s podporou projektu APPV-19-0234.
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PROLONGACIA A MONITORING CELKOVEJ INJEKCNEJ ANESTEZIE KONI
KONTINUALNOU INFUZIOU DKX

Rovnianova N., Zert Z.,
Klinika koni, Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmdcie v KoSiciach

ABSTRAKT

Ciel'om pokusu bolo porovnat’ kontinudlnu a diskontinualnu celkovu tplnt injekénu anestéziu
u dvanastich koni. Sledované parametre zahfnali kvalitu injekénej anestézie a kvalitu
zotavenia z anestézie Siestich koni v skupine A, vktorej prolongacia anestézie bola
zabezpecovana zmesou anestetik kontinualnou infziou, a Siestich koni v skupine B, pri ktorej
bola prolongacia diskontinudlna, vykonavana aplikaciou bolusov zmesi anestetik. Sledované
anesteziologické parametre boli: kvalita anestézie, spotreba anestetik, priebeh zotavenia z
anestézie. Vysledky pokusu naznacuju, ze ani jeden sposob podéavania anestetik a samotna
kombinacia anestetik, nemali Ziadny neziaduci vplyv na vitalne funkcie, a boli akceptovanymi
pre udrziavanie anestézie ukoni trvajicej do 60 minut. Kvalita anestézie bola celkovo
v oboch skupinach excelentna u piatich koni a uspokojiva u jedného, ktory mierne reagoval na
bolestivy stimul. Kvalita zotavenia v skupine A bola mierne prolongovana, ale u5 koni
hladka a pacienti vstali na prvy pokus bez ataxie. Iba jeden pacient zo skupiny A prejavoval
po postaveni kratkodobu ataxiu. Kvalita zotavenia v skupine B bola hladka a dizka mierne
krat§ia u 3 pacientov, u zvy$nych troch pacientov doslo k postaveniu az pri druhom pokuse
s naslednou kratkodobou ataxiou.

UvoOD

Celkova injek¢éna anestézia koni predstavuje v porovnani s inhalatnou anestéziou
jednoduchsie rieSenie pre niektoré operacné vykony, a do istej miery znizuje riziko morbidity
a mortality spojené s anestéziou, ktoré je u koni vyssie nez u malych zvierat (Johnston a kol.,
1995; * Martinez a kol., 2012) Cielom kazdého anesteziologického planu je uviest’ zviera do
bezvedomia, zabezpecit  myorelaxaciu, analgéziu, neuro-vegetativnhu  ochranu,
bezpecnost’, predvidatelnost’ a rychly néavrat motorickej aktivity pacienta, bez excitacie
a moznych nésledkov pre pacienta 1 personal. Vyskyt komplikécii spojenych so zotavovanim
pacienta je u koni vy$§i nez u inych domestikovanych zvierat. Tento pokus bol vykonany
kvoli porovnaniu kvality anestézie a rekonvalescencie u pacientov podstupujicich
kontinudlnu a diskontinuélnu celkovll injek¢énli anestéziu kombinaciou anestetik: diazepam —
ketamin — xylazin (DKX).

MATERIAL A METODIKA

Anesteziologické sledovanie bolo vykonané na pacientoch Kliniky koni na UVLF
v Kosiciach. Celkovo 12 koni bolo ndhodne rozdelenych do dvoch skupin po 6 pacientov.
Skupina A obsahovala kone, ktori podsttpili kontinudlnu prolongéciu anestézie infaziou (tzv.
Htriple drip®) a skupina B kone s diskontinudlnou prolongaciou tzn. aplikéciou bolusov zmesi
anestetik. VSetkych 12 koni vyZadovalo chirurgicky zékrok s odhadom trvania do 60 minut
(sutura trznej rany distalnej koncatiny, kastracie kryptorchidov, artroskopie, chirurgické
odstranenie sarkoidov). Hmotnost’ pacientov sa pohybovala medzi 500-600 kg. Sedécia bola
prevedend podanim xylazinu 1,1mg/kg i1v, po nastipeni sedacie boli kone uvedené do
celkovej anestézie v skupine A podanim 2 ml 5% diazepamu, v skupine B podanim
diazepamu 0,02 mg/kg iv a ndsledne v oboch skupinach aplikédciou ketaminu 2,2 mg/kg iv.
V skupine A bola anestézia pacientov udrZiavana kontinudlnou aplikaciou anestetik v zmesi
triple drip, tzn. xylazin 500 mg, ketamin 2000 mg, diazepam 40 mg v 1 litri fyziologického
roztoku, zmes bola aplikovana rychlostou individualnou pre kazdého kotia podla kontroly
hibky anestézie. V skupine B bola anestézia udrziavana diskontinualnou aplikaciou zmesi
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xylazinu 0,5 mg/kg a ketaminu 1,1 mg/kg v jednej injek¢nej striekacke a kazdych 4-7 minut
bola aplikovana 1/3 tejto zmesi.V polovici operacie boli pacientom v tejto skupine podané
dodato¢né 2 ml 5% diazepamu kvoli dosiahnutiu kvalitnejSej myorelaxacie.

Sledované anesteziologické parametre modifikované podl'a Kloppel a kol. (2011) a Pitlawar
akol. (2019) zahffali posudenie kvality ahibky celkovej anestézie, svalovi relaxaciu,
reagovanie na bolestivé stimuly, dizku, kvalitu zotavenia z anestézie a spotrebu anestetik.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Davky pouzité v tomto pokuse odpovedaju literarnym udajom (Kerr a kol., 1996). Kombinacia
xylazinu a ketaminu sa bezne pouZziva na indukciu a udrzavanie anestézie u koni (Muir a kol.,
1977), zatial’ co diazepam pomaha v udrziavani bezvedomia a svalovej relaxacie (Muir a kol.,
1978). Diazepam je centrdlne pdsobiace ataraktikum a myorelaxans, ktoré zvySuje sedaciu
vyvolanu xylazinom a tlmi svalové spasmy sposobené ketaminom (Nanda a kol., 2014).
Kvalita anestézie

Posudzovali sme kvalitu celkovej injekénej anestézie, ato kontrolou vyskytu hltacieho
reflexu, palpebralneho a korneédlneho reflexu, lakrimacie, nystagmu, pohybu koncatin a hlavy,
apnoe, tepovej frekvencie, saturdcie kyslikom areakcii na bolestivé podnety. Kvalita
anestézie bola posudzovana podl'a 4 stupnov (Pitlawar a kol., 2019).

V tomto pokuse bola anestézia excelentnd u 8 koni, u Styroch bola uspokojiva. V skupine A 5
koni vykazovalo excelentnu anestéziu, 1 uspokojivi. Pacient s uspokojivou kvalitou anestézie
nepodliehal predoperacnej hladovke, nakol'ko sa jednalo o akutny chirurgicky zakrok. Bol
zaznamenany nystagmus, rychly palpebralny a kornealny reflex, vyssia spotreba anestetik, pri
bolestivom stimule jemny pohyb koncatinou, tieto znaky povrchovej anestézie boli
vyblokované vyssimi davkami anestetik. V skupine B 5 koni vykazovalo excelentnu anestéziu
ajeden uspokojivil. Uspokojiva kvalita anestézie sa vyskytla u Zrebca, ktory bol pred
anestéziou znaCne excitovany. Pozorovali sme rychly palpebralny a kornedlny reflex,
nystagmus, zvySenl frekvenciu dychania, mierny pohyb koncatinou pri bolestivom stimule
a vy$siu spotrebu anestetik. Rovnako aj v tomto pripade bola povrchova anestézia prehibena
dodato¢nou aplikaciou anestetik.

Kvalita myorelaxancie bola v skupine A vyraznejSia kvoli vyS§im davkam diazepamu.
V skupine B bolo nutné zopakovat davku diazepamu 0,01 mg/kg priblizne v polovici
vykonavaného chirurgického zakroku. Dalsej aplikacii diazepamu predchadzali mierne
svalové zasklby v oblasti hlavy.

Di¢ka anestézie

Dizka udrziavania anestézie zavisi od trvania chirurgického zakroku a od skiisenosti chirurga.
Dizka trvania chirurgickych zikrokov bola u oboch skupin 44+7 minat. V skupine A bol
priemerny ¢as od ukoncenia chirurgického zékroku po zotavenie 41+5 minut. V skupine B
36+7 mintty.

Medzi skupinami sme zistili d1hsi ¢as zotavovania v skupine A v porovnani so skupinou B.
Zotavovanie

Pri zotavovani koni z anestézie sme pozorovali kedy sa vyskytol prvy pohyb usi, hltaci
reflex, nystagmus, ustalenie dychovej frekvencie do fyziologickej normy, erdzanie, pohyby
hrudnikovych a panvovych koncatin, prvy pokus o nadobudnutie sterndlnej polohy,
postavenie koma. V skupine A doSlo k prvym znamkam zotavovania z anestézie po 1343
minutach, v Skupine B 12+3 minttach. Kone v tejto fdze mali pritomny vyrazny nystagmus.
Prvy pokus o nadobudnutie sternalnej polohy v skupine A po 35+5 minutach a v skupine B po
3144 minuatach. Pocas zotavovania boli kone v lateralnej polohe drZzané jednou osobou za
ventralnu ¢ast mandibuly. Ked’ sa kon pohol bol pouzity tlak v dorzalnom a laterdlnom smere
z dovodu tlacenia hlavy proti pokusom kona o flexiu krku. Tato metdda Ciastocnej fixacie
zabrani pred¢asnym pokusom o vstavanie, a minimalizuje riziko poranenie pacienta i
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personalu (Michou a kol., 2010). Ako nahle boli pacienti schopni flexie panvovych koncatin,
mali vymiznuty nystagmus anadobudli dostato¢nu silu, aby pretlacili silu vyvinuta
fixatérom, boli ponechani k spontinnemu postaveniu. Podla pétstupnového skore
zotavovanial® 6 koni zo skupiny A splnilo kritérium 1 a vstalo na prvy pokus, z toho 1 koi
prejavoval kratkodobt ataxiu. VSetky kone zo skupiny A boli po postaveni schopné kracat’.
Tri kone zo skupiny B splnili kritéria 2/5 ked’Ze sa postavili s pokl'aknutim na karpus. Po
postaveni 3 kone prejavovali kratkodobu ataxiu. Na zaklade tychto vysledkov modzeme
konstatovat, Ze kone zo skupiny A sa zotavovali dlhSie, avSak kvalita zotavenia bola u tychto
koni lepsia, nez v skupine B.

Spotreba anestetik

Je potrebné podotknut’, ze pri udrziavani celkovej anestézie zmesou triple drip je spotreba
xylazinu v porovnani s diskontinualnou aplikdciou xyl/ket zmesi polovi¢na, a spotreba
ketaminu v skupine A je o 1/3 nizSia nez pri aplikacii bolusov v skupine B. Vyssia
koncentracia diazepamu v triple dripe sposobuje mierne prolongovany ¢as zotavovania, ale
podla vysledkov ul'ahcuje pacientom zvladnutie excitacnej fazy v stave relativneho pokoja
a postavenie kona bolo kvalitnejSie nez pri pouziti diskontinudlnej anestézie. Prolongacia
anestézie za pouzitia zmesi triple drip je ndro¢nejSia na monitoring, a vyzaduje persondlny
dozor. Ak je chirurg zvyknuty anestéziu kona vykonavat’ sim pocas chirurgického zakroku,
bude preferovat diskontinualne podavanie anestetik, pri ktorom je jednoduchSie a menej
casovo naro¢né monitorovat’ pacienta.

Limity prace

Nas pokus bol limitovany poctom pacientov, a tym, ze vSetkych 12 koni nepodstipilo jeden
typ chirurgického zékroku, rovnako kone neboli rovnakej plemennej prisluSnosti, pohlavia a
vekovej kategorie.

Medzi kontinudlnou a diskontinudlnou prolongéciou anestézie boli zaznamenané rozdiely
v dizke a kvalite zotavovania. S ohadom na skutoénost, Ze zotavenie pol tony tazkého
pacienta je najrizikovejSou fdzou anestézie, povazujeme kontinudlnu aplikédciu anestetik za
bezpe€nejSiu. Obe kombindcie anestetik nemali Ziadne vedlajSie neziaduce ucinky na
fyziologické funkcie a obidve metody sa vtomto pokuse preukazali ako vhodné
anesteziologické techniky na udrziavanie celkovej injekénej anestézie koni do 60 mintt.
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VPLYV OCHORENI PAZNECHTOV DOJNIC NA MNOZSTVO BIELKOVIN
A MOCOVINY V MLIEKU

Slovak P., Mudron P., Hisira V.
Klinika prezuvavcov, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo zistit vplyv ochoreni paznechtov dojnic na mnozstvo bielkovin
amocoviny v mlieku. Sledovanie bolo vykonané na 198 dojniciach, z ktorych polovica
krivala. Zvieratd boli rozdelené podl'a aktudlnej fazy laktacie na tri skupiny. Pri¢ina krivania
bola diagnostikovana klinickym vySetrenim vo fixacnej klietke. VSetkym zvieratdm bola
odobrana vzorka mlieka, v ktorej bol stanoveny obsah bielkovin a mocoviny. U krivajicich
dojnic v prvej faze laktacie bol obsah bielkovin 0 9,55 % a obsah mocoviny o0 29,93 % nizsi
ako u nekrivajicich dojnic. Krivajice dojnice v druhej faze lakticie mali obsah bielkovin
0 6,94 % a obsah mocoviny o 18,87 % nizsi ako nekrivajice zvieratd. Dojnice v tretej faze
laktacie mali tieto hodnoty tak isto nizSie ato o 10,3 % v pripade bielkovin a 18 % pri
mocovine. Tieto vysledky poukazuju na fakt, Ze bolestivé ochorenia paznechtov maju vplyv
na obsah bielkovin a mocoviny v mlieku.

UvoOD

Vicsina farmarov venuje pozornost’ celkovému mnozstvu nadojeného mlieka a nevSima si
jednotlivé mliecne zlozky, no konzumenti a odberatelia mlieka sa zameriavaji prave na tieto
kvalitativne parametre. Kvalita mlieka je v hlavnej miere zavisla na spravnej vyzive, preto
nedostatok vedomosti o vzt'ahu medzi vyzivou a produkciou mlieka vyustuje do nizkeho
podoja a znizenej kvality nadojeného mlieka (Tyasi a kol., 2015). Mlieko dojnic je zlozené z
vody, proteinov, tuku, mineradlnych latok a ostatnych zloziek ako vitaminy a biele krvinky.
Percentudlne zastapenie jednotlivych zloziek mlieka sa 1isi od plemena ku plemenu, ale vo
vSeobecnosti mozeme povedat’, ze mlieko je zloZzené z vody 87,7 %, proteinov 3,3 %, tuku 3,4
%, laktozy 4,9 %, a mineralnych soli 0,7 % (Haug a kol., 2007). Obsah a produkcia bielkovin
v mlieku je ovplyvnend genetickym potencidlom a urovilou vyzivy dojnic. Denny prijem a
pomerné zastipenie bachorovo degradovatelnych (BDB) a bachorovo nedegradovatel'nych
(BNB) bielkovin je podmieneny vyberom krmiv a celkovym prijmom suSiny kfmnej davky
(Vajda a kol., 2016). Krivanie je zdvazny celosvetovy problém v mnohych staddach dojnic.
Krivanie méa vplyv na welfare, produkciu mlieka a vynosnost’ stdda (Bradley a kol., 2012).
Vicsina krivania sa prejavuje na panvovych koncatinach a je sposobené 1éziami paznechtov
(~90 %). Fakt, ze kravy menia svoju chddzu indikuje bolestivost’. Krivanie vedie k r6znym
behaviordlnym zmenam, ako napriklad zniZzenie aktivity (O’Callaghan a kol., 2003),
kratSiemu casu strdvenému kimenim, ¢o spdsobuje zniZeny prijem suSiny, viac ¢asu travia
lezanim a menej sa pohybuju (Bach a kol., 2007). VicSinou sa jedna o dlhodobu bolest’ a u
vacsiny pripadov ubehne dlh$i ¢as od prejavu krivania po jeho identifikdciu a nésledné
oSetrenie (Mudron, 2015).

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 198 dojnic z ktorych 99 bolo krivajicich a 99 predstavovalo
kontrolnu skupinu zdravych zvierat. Zvierata boli rozdelené do troch skupin podla aktualnej
fazy laktacie ato nasledovne:1. faza lakticie — do 80 dni po porode (72 kusov), 2. faza
laktacie — 81 - 160 dni po pdrode (70 kusov), 3. faza laktacie — 161 — 305 dni po pdrode (56
kusov). V kazdej skupine bola polovica zvierat krivajica a polovica predstavovala kontrolni
skupinu. Krivajucim zvieratdm bola vykonand diagnostika priiny krivania vo fixacnej
klietke a boli klinicky vySetrené pre vylicenie ochoreni inych organovych ststav. Kontrolné
zvierata neprejavovali priznaky Ziadneho ochorenia. VSetkym zvieratdim bola pri dojeni
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odobrana vzorka mlieka z ktorej bolo nasledne stanovené mnozstvo bielkovin a mocCoviny.
Vysledky boli $tatisticky vyhodnotené v programe GraphPad Prism pouzitim Studentovho t-
testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V skupine zvierat v prvej faze laktacie bolo priemerné mnozstvo bielkovin u nekrivajucich
zvierat 3,35 % a u krivajucich 3,03 % co predstavuje pokles 0 9,55 % (P<0,0001) (Tab. 1.).
U zvierat v druhej faze laktacie bola koncentracia bielkovin u krivajacich zvierat o 6, 94 %
nizsia ako u nekrivajucich (P=0,0005) (Tab. 2.). Zvierata v tretej faze laktacie mali mnozstvo
bielkovin znizené¢ az o 10,3 % (P<0,0001) (Tab. 3). Rovnako bol pozorovany aj pokles
mnoZzstva mocoviny v mlieku dojnic vo vSetkych fazach laktacie a to 029,93 % (P<0,0001)
v prvej faze laktacie, 18,87 % (P=0,0025) v druhej faze laktacie a 18 % (P=0,0109) v tretej

faze laktacie (Tab. 1.,2.,3.). VSetky vysledky boli Statisticky signifikantné.

Tab 1. Prva faza laktdcie

Bielkoviny (%) Mocovina (mg/100ml)
Nekrivajtice zvierata (36) 3,35 (¢ 0,28) 26,8 (£ 5,57)
Krivajice zvierata (36) 3,03 (+0,23) 18,78 (+ 8,29)
t-test P <0,0001 P <0,0001
Tab 2. Druha faza laktdcie
Bielkoviny (%) Mocovina (mg/100ml)
Nekrivajtce zvierata (35) 3,46 (£ 0,27) 28,93 (£ 6,36)
Krivajice zvierata (35) 3,22 (£ 0,28) 23,47 (£ 8,07)
t-test P = 0,0005 P =0,0025
Tab 3. Tretia faza laktdcie
Bielkoviny (%) Moc¢ovina (mg/100ml)
Nekrivajice zvierata (28) 3,69 (£0,31) 29,32 (£ 6,59)
Krivajtce zvierata (28) 3,31 (£ 0,23) 24,04 (+ 8,29)
t-test P <0,0001 P=0,0109

O'Callaghan a kol. (2003) vo svojej $tadii na 345 laktujicich dojniciach zistili znizenti dennti
aktivitu krivajicich dojnic sposobent bolest'ou paznechtov. Bach a kol. (2007) pozorovali
znizenie ¢asu venovaného prijmu krmiva s narastajucim stupniom krivania. Krivajuce zvierata
sa v praci Grimm a kol. (2019) kfmili menej Casto a kratSi ¢as so znizenym prijmom pocas
jedného kfmenia. KratS$i ¢as kfmenia sposobuje zniZzeny prijem suSiny ¢o ma za nasledok
zniZzenl saturdciu prekurzorov tvorby mliecnych proteinov. Hodnoty mocoviny v mlieku
odrazaju vyvazenost’ prijmu bielkovin kfmnej davky a zastipenie nestrukturdlnych sacharidov
dolezitych pre optimdlny rast bachorovej mikroflory. Nizke koncentracie mocoviny v mlieku
su nasledkom nevyvazeného prijmu dusikatych latok a nizkeho podielu NHj3 v bachore
potrebného pre rast mikroflory (Vajda a kol., 2016). V naSej praci sme zaznamenali pokles
v hodnotach koncentracii bielkovin aj mocoviny vo vSetkych fazach laktacie u krivajucich
dojnic, ¢o modzZe byt spdsobené zniZenym prijmom suSiny sposobenym bolestivymi
ochoreniami paznechtov, ktoré vyrazne negativne ovplyviiuji spravanie a welfare zvierat.
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VPLYV MOLEKULOVYCH HYBRIDOV NA INHIBICIU AMYLOIDNEJ
AGREGACIE
Spodniakova B.l, Bednarikova Z.l, Tvrdonova M.Z, Gazova Z.!
"Ustav experimentdlnej fyziky, Oddelenie biofyziky, SAV, Koice
’Katedra organickej chémie, Ustav chemickych vied, Prirodovedeckd fakulta UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Konformacné zmeny a premena prirodzene rozpustnych proteinov na nerozpustné proteinoveé
amyloidné agregaty je proces spojeny s viacerymi neliecitelnymi degenerativnymi
ochoreniami. Sucasny vyskum sa preto zameriava na bliZzSie porozumenie procesu tvorby
amyloidnych agregatov s ciel'om identifikovat’ mozné terapeutické pristupy. Jednym z nich je
inhibicia tvorby amyloidnych agregatov pomocou malych molektl. Zamerali sme sa na latky
pripravené molekulovou hybridizaciou, ktora umoznila spojenie sacharidovej zlozky s jednou
aminokyselinou (1. generacia) alebo dipeptidom (2. generacia), ktoré obsahovali aromatické
jadro. Sledovali sme ich potencidl inhibovat amyloidni agregaciu lyzozymu. Na zaklade
viazania tioflavinu T sme zistili, ze hybridné molekuly obsahujice tryptofan maju najvyssiu
inhibi¢nu aktivitu. Tato aktivita sa zvySila v pripade, ze hybridné molekuly obsahovali
aromaticky dipeptid a cyklicki sacharidova zlozku, pricom samostatné zlozky hybridnej
molekuly (dipeptid a sacharidovd zlozka) neboli natol’ko ucinné. Inhibi¢ny efekt
molekulovych hybridov bol potvrdeny aj pomocou atémovej silovej mikroskopie.

UvOD

Mnohé neurodegenerativne, ale aj systémové ochorenia s spojené s konforma¢nou zmenou
prirodzene rozpustnych poly/peptidov a tvorbou patologickych amyloidnych agregétov.
Medzi tieto ochorenia patri Alzheimerova choroba, Parkinsonova choroba, diabetes II. typu,
systémova lyzozymova amyloidéza ainé. Presny mechanizmus konformacnych zmien
proteinov a nasledného formovania amyloidnych Struktir nie je zatial presne znamy.
Predpoklada sa, Ze monomérne formy proteinov menia svoju nativnu $truktiiru na nenativnu
konforméciu za vzniku nukleacného jadra, ktoré tvori zaklad pre vznik amyloidnych
oligomérov, protofibril a zrelych fibril bohatych na krizova B Struktiru (Re a kol., 2010).
Stucasny vyskum amyloidnej agregécie poly/peptidov sa zameriava na bliz§ie porozumenie
procesom veducim k vzniku amyloidnych agregatov, ako aj na identifikaciu a dizajn latok,
ktoré su schopné interagovat’ s amyloidnymi agregatmi a efektivne inhibovat’ ich tvorbu.
Novym pristupom pri dizajne efektivnych inhibitorov amyloidnej agregacie je molekulova
hybridizacia. Je to stratégia zalozend na kombinécii dvoch alebo viacerych molekul s cielom
zvySenia ich anti-amyloidnej aktivity. Stfasné poznatky poukazuji na to, Ze efektivne
inhibitory obsahuji aromatické jadro. Rozsiahla in silico ain vitro stadia ukazala, Ze
tripeptidy s obsahom aspoi troch aromatickych aminokyselin maji vysokt védzobnu afinitu k
amyloidnym fibrildm AP peptidu, ¢o vedie k ich efektivnej destrukcii (Viet a kol., 2015).
Levy-Sakin akol. (2019) zistili, Ze nielen aromatické aminokyseliny, ale aj kombinacia
aminokyselin s inou molekulou obsahujucou aromaticky kruh ucinne inhibuje amyloidnt
agregaciu. V naSej Stadii sme sa zamerali na Stidium U¢inku molekulovych hybridov
tvorenych aromatickou aminokyselinou alebo aromatickym dipeptidom a cyklickou
sacharidovou zloZkou na amyloidnu agregaciu lyzozymu z vajecného bielka (HEWL). HEWL
je globularny protein pozostavajici zo 129 aminokyselin. Je Struktirnym homolégom
Pudského sérového lyzozymu, ktorého agregicia a akumulécia je spojend so systémovou
lyzozymovou amyloidozou.

MATERIAL A METODIKA
Hybridné molekuly: hybridné molekuly boli syntetizované na Katedre organickej chémie, PF
UPJS v Kosiciach. Zaklad molekul tvoril modifikovany glukofurandzovy kruh, ku ktorému
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bola naviazana peptidova zlozka obsahujica jednu aromaticki aminokyselinu (hybridy prvej
generacie) alebo dipeptid obsahujuci tryptofan, fenylalanin a prolin v réznych kombinaciach
(hybridy druhej generacie). Molekuly boli dodané vo forme lyofilizovaného prasku
a rozpustané v dimetylsulfoxide (DMSO).

Chemikalie: lyzozym z vajecného bielka (HEWL) (molekulova hmotnost 14 307 Da) ,
tioflavin T (ThT) boli zakipené od spoloc¢nosti Sigma Aldrich vo forme lyofilizovaného
prasku. Chemikalie pouzité na pripravu tlmivych roztokov (glycin, chlorid sodny, kyselina
chlorovodikova) a DMSO boli zaktipené od spolo¢nosti Sigma Aldrich.

Tvorba amyloidnych agregatov: HEWL bol rozpusteny v tlmivom roztoku (70 mM glycin s
pridavkom 80 mM NaCl, pH 2.7) do vyslednej 10 uM koncentracie a inkubovany pri teplote
65 °C pocas 2 hodin za konstantného mieSania (1200 rpm). Tvorba amyloidnych fibril bola
sledovana pomocou viazania ThT a atdbmovou silovou mikroskopiou (AFM).

Viazanie  ThT. Pritomnost lyzozymovych amyloidnych fibril bola stanovena
charakteristickym nérastom fluorescen¢nej intenzity ThT po interakcii s krizovou [ Struktirou
fibril. ThT rozpusteny v ultracistej vode bol pridany k vzorkam v kone¢nom koncentra¢nom
pomere 1:2 (protein:ThT), ktoré boli inkubované 40 min pri teplote 37 °C v tme. Nasledne
bola merana fluorescencnd intenzita ThT pomocou fluorimetra Synergy Mx pri excitacnej
vinovej dizke Aey =440 nm a emisnej vinovej dizke Ay = 465 - 550 nm.

Sledovanie ucinku hybridnych molekul na tvorbu lyzozymovych amyloidnych agregatov -
stanovenie hodnét ICsy: Studované hybridné molekuly rozpustené v DMSO boli pridané k 10
uM roztoku HEWL v koncentraénom rozsahu 500 uM — 100 pM, pricom obsah DMSO bol
mensi ako 2 %. Néasledne boli vzorky vystavené podmienkam vedicim k tvorbe amyloidnych
agregatov, ktoré su popisané vyssie. Hodnoty ICso, t.j. koncentracia latky potrebna na 50 %
inhibiciu tvorby amyloidnych agregatov, boli stanovené zo zavislosti intenzity fluorescencie
od koncentracie Studovanych latok a normalizované na fluorescenciu amyloidnych agregatov
tvorenych bez pritomnosti hybridnych molekal. Vsetky merania boli uskuto¢nené v troch
opakovaniach a vysledné hodnoty predstavuju priemer tychto merani.

Atomova silova mikroskopia (AFM): Amyloidné agregaty vytvorené v pritomnosti 100 pM
hybridnej molekuly (protein:hybridna molekula = 1:10) boli nanesené na hladky povrch
sl'udy, kde sa adsorbovali po dobu 7 min. Nasledne boli vzorky premyté ultracistou vodou
a vysusené pradom stlacené¢ho dusika. AFM obréazky boli ziskané v ,.,tapping” moéde pomocou
zariadenia Veeco di Innova (Bruker AXS, Inc., Medison, U.S.A.) v rozliSeni 1024x1024
pixelov s pouzitim SNL-10 hrotu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sledovali sme uc¢inok hybridnych molekul na amyloidnt agregéciu lyzozymu zo slepacieho
bielka. Prva generacia hybridnych molekul obsahovala aromatickti aminokyselinu (tryptofan,
fenylalanin a prolin) a modifikovant cyklicku sacharidovi zlozku. Na zaklade dat ziskanych z
viazania ThT sme zistili, Ze hybridné molekuly tvorené tryptofanom (Trp) mali najvyssiu
inhibi¢nu aktivitu spomedzi vSetkych molekul prvej generacie. Na zaklade tychto tidajov, ako
aj naSich predchéadzajucich vysledkov o anti-amyloidnom efekte tripeptidov (Viet a kol.,
2015), sme pripravili druhti generaciu hybridnych molekul, ktoré obsahovali cyklicky
sacharid a dipeptid s r6znou kombindciu dvoch aromatickych aminokyselin (Trp-Trp, Phe-
Trp). Inhibi¢néd aktivita hybridnych molekul 2. generacie bola vySSia v porovnani s prvou
generdciou. Molekuly obsahujuce dipeptid tvoreny dvoma tryptofanmi boli najucinnejSie
s ICsp hodnotou v mikromolarnych koncentracidch. Zaujimavym zistenim bolo, Ze samotné
zlozky hybridnych molekul, t.j. cyklicky sacharid, aromatické aminokyseliny ani dipeptidy
Trp-Trp, Phe-Trp neboli schopné G¢inne inhibovat’ amyloidna agregaciu lyzozymu. Inhibi¢ny
efekt latok bol sledovany aj pomocou AFM, ktord potvrdila vysledky viazania ThT.
V pritomnosti G€¢innych inhibitorov bola pozorovana tvorba vyrazne mensieho mnoZstva fibril
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v porovnani s amyloidnou agregaciou samotného lyzozymu (Obr. 1.). NaSe vysledky
poukazuji na zvySenie inhibi¢nej aktivity cyklickych molekul v dosledku ich spojenia do
hybridnych molekul, ktoré maju potencial byt pouzité na liecbu amyloidnych ochoreni.
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Obr. 1. AFM obrazky 10 uM HEWL fibril vytvorenych bez (A) a v pritomnosti hybridnej molekuly
tvorenej sacharidovou zloZkou a dipeptidom Trp-Trp (B) pri koncentracii 100 uM. Mierka
reprezentuje 2 um.

Praca vznikla za podpory projektov APVV-18-0284, VEGA2/0145/17 a ITMS 313011T533 (DIAGNAD).
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DISTRIBUCIA BAKTERIALNYCH DRUHOV V RAMCI MIKROBIOMU KOZE
PSOV

Stempelova L.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum biovied SAV, Kosice

ABSTRAKT

Nedostatok poznatkov o ,,normalnom* zlozeni koznej mikrobioty u zdravych psov nés viedol
k usiliu zmapovat’ vyskyt bakteridlnych druhov na jednotlivych cCastiach tela tychto zvierat.
Hodnota pH povrchu koze, ako vysledok fyziologickych procesov organizmu, reguluje koznu
mikrobiotu, preto bolo nasim d’alsim cielom stanovenie pH hodnét koze zdravych psov
a posudenie faktorov, ktoré ho najviac ovplyviuju. Kozné stery boli odobraté z 8 oblasti tela
kazdého skumaného psa. Na rovnakych miestach koze bolo zmerané jej pH a nésledne bol
vyplneny dotaznik tykajlci sa vstupnej charakteristiky jedinca. Stery boli inokulované na
selektivne a neselektivne zivné média a kultivované za aerdbnych podmienok. Na
identifikaciu reprezentativnych izolatov sme pouzili MALDI-TOF hmotnostnu spektrometriu.
Zistili sme, Ze pH koZe bolo predovSetkym ovplyvnené anatomickym miestom na tele psa,
Z koznych sterov sme identifikovali pestri Skdlu bakteridlnych druhov. NajcastejSie
identifikovanym koZnym izolatom bol Staphylococcus pseudintermedius, ktory bol pritomny
u 74% psov aspon na jednom mieste tela. Tiez sme zachytili vyskyt koagulaza-negativnych
stafylokokov, gramnegativnych baktérii a ojedinele aj streptokokov.

UvoOD

Aj napriek tomu, ze koza predstavuje nehostinné prostredie pre mikroorganizmy (nizSia
teplota, kyslé pH, antibakteridlne peptidy, neustale sa obnovujlce vrstvy pokozky) je osidlena
komplexnou mikrobidlnu populaciu. Kozna mikrobiota méze byt rozdelend do dvoch skupin:
stala a prechodnd. Stala mikrobiota tvori stabilny zdklad mikrobioty, ktory sa po naruSeni
rychlo obnovuje a da sa pokladat’ za pravych komenzéalov koZe. Prechodnd mikrobiota je stale
sa meniaca, zavisiaca od prostredia a ostatnych vonkajsich faktorov jednotlivca a pretrvava na
kozi hodiny, pripadne dni (Weese, 2013). Pocty stalych baktérii na kozi sa medzi jedincami
liSia, zatial’ o u niektorych je pritomné vac¢sie mnozstvo mikroorganizmov, u inych len zopar.
Celkové pocty aerobnych mikroorganizmov na normalnej pokoZke sa podl'a doterajSich Studii
pohybuji od 100 do 1000/cm® (Miller a kol., 2012). V ramci $tadie koznej mikrobioty l'udi
bolo pozorované, Ze jej zloZenie je ovplyvnené fyziologickymi rozdielmi koZe na rdéznych
Castiach tela. V oblastiach so zvySenou tvorbou mazu u l'udi dominuji lipofilné druhy
propionibaktérii, zatial ¢o na vlhkych castiach tela ako st ohyby lakt'ov alebo chodidla
prevazuju druhy rodu Staphylococcus a Corynebacterium (Byrd a kol., 2018). Informacii
o zloZzeni koznej mikrobialnej populacie psov a jej zmenach vplyvom rozliénych faktorov je
menej. Z prvotnych s§tadii bolo pozorované, ze hlavnymi zastupcami tvoriacimi mikrobidlnu
populdciu koze psov su kmene Proteobacteria, Firmicutes, Fusobacteria, Actinobacteria a
Bacteroidetes (Cuscod akol., 2017). Udrziavanie adekvatneho pH pokozky je sucastou
obranného systému koze zameran¢ho na zabranenie kolonizacie patogénnym baktériami a je
zasadné pri regulovani stalej koznej mikrobioty (Rippke, 2018).

MATERIAL A METODIKA

Kozné stery boli odobraté od 23 klinicky zdravych psov rézneho plemena a veku. Stery boli
odobraté¢ z 8 oblasti tela kazdého psa (vnutorna strana usnice, nos, brada, axila, chrbat,
brucho, perianidlna oblast’ a medziprstovy priestor). O kazdom jedincovi bol vyplneny
dotaznik, ktory obsahoval informécie o sposobe kfmenia, plemene, pohlavi, veku, spoluzitia
s inym zvieratom, sfarbeni a dizke srsti. Psom bolo zmerané pH koZe na rovnakych miestach
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tela ako boli odobraté kozné stery pomocou prenosného pH metra pH 7+ DHS pouzitim
sondy urcenej na meranie pH koze. Stery boli inokulované na selektivne a neselektivne zivné
média: Brain Heart Infusion, Mannitol Salt Agar, MacConkey Agar (Becton Dickinson, USA)
Pseudomonas Agar (Himedia, India) a kultivované za aerdbnych podmienok. Izolaty boli
identifikované pomocou MALDI-TOF hmotnostnej spektrometrie (Bruker Daltonics MALDI
Biotyper, Nemecko), ktorej predchadzala izolacia proteinov podl'a metodiky autorov Bessede
a kol. (2011).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hodnoty pH koze boli najviac ovplyvnené anatomickym miestom na tele (Tab.1.). Pohlavie,
sfarbenie a dizka srsti hodnoty pH koZe vyrazne neovplyvnili (sucky:7,14£0,75; psy:
7,0+0,58; tmava srst: 7,1240,65; svetla srst’: 7,021+0,64; kratka srst’: 7,231+0,36; dlha srst:
6,9510,78). U I'udi je fyziologické pH povrchu koze na vécSine tela kyslé v rozmedzi 4,1—
5,8, pricom najvysie pH je zaznamenané na brade (5,6) a najkyslejSimi oblast’ami je ¢elo (4,4)
a horn¢ viecko (4,6) (Proksch, 2018).

Tab. 1. Priemerné namerané hodnoty pH koZe psov

Oblast’ tela Minumum Maximum Priemer| +SD
Vmitorna usnica 5,18 7.88 6,67 0,79
Brada 5,67 8.81 7,13 0,88
Nos 6,87 8.67 7,92 0,50
Chrbit 5,53 8,62 7,10 0,56
Axila 5,55 8.65 6,88 0,87
Brucho 5,55 8,75 6,95 0,86
Medziprstovy priestor 5,67 §.32 06,85 0,74
Perianilna oblast’ 5.54 8,62 7,12 0,89

Z koagulaza-pozitivnych stafylokokov sme zachytili a identifikovali druhy Staphylococcus
pseudintermedius a Staphylococcus aureus. Druh S. pseudintermedius sme identifikovali u 74
% psov, kedy bol pritomny aspoii na jednom mieste tela. NajCastejSim miestom izolacie bola
brada, nos, periandlna oblast’ a vnitornd strana uSnice. Na chrbte bol S. pseudintermedius
pritomny len u jedného psa. S. pseudintermedius, ktory patri medzi najnovsie stafylokokové
druhy, bol po prvy krat popisany v roku 2005, dovtedy dochadzalo k jeho zamene za S.
intermedius, ktory ma velmi podobné fenotypové vlastnosti. Odvtedy sa podla viacerych
Stadii S. pseudintermedius povazuje za komenzala koZe psov, je najCastejSim patogénom
izolovanym z klinickych vzoriek psov a v poslednych rokoch sa Coraz viac zvazuje jeho
zoonoticky potencidl (Petras a kol., 2010; Bannoehr, 2012; Somayaji a kol., 2016;). Druh S.
aureus sme identifikovali u 26% psov, pricom miestami vyskytu boli nos, brada a usnica.
U ludi patogénny S. aureus osidluje kozu 10-20% zdravych jedincov ako neSkodny
komenzal, avSak az v 90% pripadov kolonizuje poSkodent kozu pri atopickej dermatitide
(Yamazaki a kol., 2017). Z koagulaza-negativnych stafylokokov, ktoré su stcastou beZnej
mikrobioty koZe I'udi (Byrd a kol., 2018) sme u psov identifikovali druhy: S. hominis, S.
epidermidis, S. haemolyticus, S. capitis a S. warneri, ¢o moze suvisiet’ aj so spolunazivanim
psov s 'ud'mi. S. hominis bol pritomny u 11 psov, S. haemolyticus u 5 psov, S. epidermidis a
S. warneri rovnako u 4 psov a S. capitis u 3 psov na réznych Castiach tela. S. epidermidis, ako
bezny komenzal koZe Cloveka, tvori u I'udi pravdepodobne viac ako 90% aerdbnej mikrobioty
nachadzajucej sa na koZi a slizniciach, ale u niektorych I'udi méze spdsobit’ vazne systémové
ochorenia (Cogen, 2007). Z koagulaza-negativnych stafylokokov sme identifikovali aj druh S.
xylosus. Z gramnegativnych baktérii sme vyizolovali druh Pseudomonas aeruginosa, ktory
bol pritomny u 5 psov, a to predovsetkym v oblasti brady. Streptococcus canis sa vyskytoval
v oblasti axily, chrbta a brucha. Zriedkavy vyskyt Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium, Proteus mirabillis predovsetkym v perianalnej oblasti sa da povazovat
za prechodni mikrobiotu/kontaminaciu. Najvdcs$iu druhova pestrost sme zaznamenali na
brade a v perianalnej oblasti (Tab.2.).
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Tab. 2. Identifikované bakteridlne druhy na jednotlivych castiach tela s Maldi skore nad 2,0

Brada Vnatorna strana uinice Interdisitalna ohlast’ Brucho
Staphylococens 8*  Staphylococens 3 Staphylococcus 4 Staphylococcns hominis 4
paendintermadiuz paendintermadius peendintermadius
Psendomonas zeruzinosa 4 Staphylococens hominis 4 Staphylococcns wamen 1 Staphyloceccus 3
peeudintermadius
Staphylocorens aurens 3 Staphylococcns anreus 2 Stapkylococcns xylosus 1 Staphylococcus intermedins 1
Staplvlocoocus 1 Pseudomonas gesardu 1 Staplvlococcus hommmiz 1 Staplolecoccos epidenudiz 1
hzemolytens
Staphylecoceus wamen 1 Acmeatobacter schindleri 1 Staphylococeus hasmolyticus 1
Staphylococens xylozus 1 Bacillus mycoidas 1 Staphylococcus wamart 1
Staphylococeus capitis 1 Bacillus megaterium 1  Steptococcus cams 1
Staphylococeus suecinus 1
Elehzizlla conytoca 1
Enterobacter cloaceze 1
Nos Perianilna oblast’ Chrbat Axila
Staplvlocoocus 6  Staphylococcus 5 Staphvlococcus wamen 2 Staphylococcus haemolyticus 2
pzendintermadius prendintermadius
Staphylecoceus aurens 4 Eschericlua coli 3 Staphylococcns 1 Staphylececcus hominis 2
peendintermadius
Staphylococens 3 Staphylococons capitis 2 Staplnloccecns 1  Streptococcus canis 2
epidemudis hzemolyticus
Staphylococens 1 Entsrococcus faecalis 2 Stapknlococcns hominis 1 Staphylececcus 1
haemolvticus peeudintermadius
Psendomonas zemzinosa 1 SBtaphyvlococens hominis 1  Streptococens canis 1 Staphylocoecus pasteun 1
Bacillus megateriom 1 Pseudomonas zemgmosa 1 Micrococens luteus 1
Meiszaria weaver 1 Bacillus cersus 1 Klabsislla comytoca 1
Ezcharichia eoli 1 Proteus mirakilis 1 Bacillus myecoides 1
Entsrococcus faecium 1

*Pocet psov od ktorych bol izolovany dany bakteridalny druh na urcitom mieste tela

Izolaty, ktoré boli identifikované s maldi skére od 1,7 — 1,999 sme zaradili do rodov.
Najrozli¢nejsie rody sme pozorovali v oblasti brady a nosa, ¢o mdze suvisiet’ s prirodzenym
spravanim psov a ich navykom mat’ nos v tesnom kontakte s roznymi povrchmi. Naopak, na
osrstenych Castiach tela sme zaznamenali niz§iu rodovu pestrost’ (Tab.3.).

Tab. 3. Identifikované bakteridlne rody na jednotlivych castiach s Maldi skore 1,7 — 1,999

Brada Vnitorns ninica Interdigitilna ohlast’ Brucho
Staphylococens Staphylococons Staphylococons Staphylococous
Maiszaria Bacillux Prendomonaz Bacillus
Enterococcus Corynsbacteriom Bacillus

Entercbacter

Bacillns

Nos Perianilna oblast’ Chrhat Arila
Staphylococens Staphylecocens Staphylecocens Staphylococous
Bacilln= Bacilh= Bacilh= Bacillns
Kocuria Enterococoons

Neissena

Praca bola podporena grantom VEGA 2/0006/20.
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KOMPARATIVNA GENOMIKA IZOLATU ACINETOBACTER JOHNSONII RB2-
047 ZISKANEHO Z HLBINNEHO PROSTREDIA BANE
Timkova 1., Malini¢ova L., Kiskova J., Nosél’ové L., Pristas P.
Katedra mikrobioldogie, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Zivotné prostredie zneistené kovmi v dosledku banskych aktivit predstavuje potencidlne
zdvazni medicinsku hrozbu nielen vdaka schopnosti i6nov kovov selektovat’ baktérie
rezistentné voci antibiotikam, ale aj kvoli vdzbe medzi génmi rezistencie vo¢i kovom
a antibiotikdm.

Predkladana praca na zaklade vysledkov sekvenovania novej generacie technoldgiou Illumina
HiSeq analyzuje gendém baktérie Acinetobacter johnsonii RB2-047 environmentalneho
povodu z pohladu vyskytu génov rezistencie voci antibiotikim a porovnava ho s d’al§imi
genomami tohto druhu. Analyzami sa nedetegovali vyraznejSie rozdiely medzi analyzovanym
izolatom a ostatnymi izoladtmi, gendémova kompozicia Studovanych baktérii bola vel'mi
podobna, pricom najvyznamnej$im faktorom prispievajucim ku genetickej variabilite bola
pritomnost’ mobilnych génovych elementov.

UvoOD

V poslednych dekddach dochédza k rapidnemu nérastu znecistenia zivotného prostredia,
priCom znecistenie kovmi narastd nielen lokalne, ale aj v celosvetovom meradle (Beveridge,
2014). Kontaminacia pddy kovmi sa stala zdvaznym problémom, nakolko kovy zohravaju
doleziti Ulohu v Sireni a udrZiavani antibiotickej rezistencie (Song a kol., 2017). Ko-
rezistencia voCi antibiotikdm a kovom vyvolana pritomnost'ou kovov v prostredi je medzi
mikroorganizmami beznym javom. Predpoklad4 sa preto, Ze oblasti kontaminované kovmi
predstavuju idedlne miesta pre pritomnost’ antibioticky rezistentnych mikroorganizmov
a rezervoar génov tejto rezistencie v prirodnom prostredi (Chen a kol., 2019). Takéto miesto
predstavuju aj banské prostredia, ktoré sa vyznacuji vysokou koncentraciou kovov a len
minimalnym antropogénnym vplyvom. V oktobri 2017 bol preto uskuto¢neny odber vzoriek
priamo z bane Rozalia v HodruSi-Hamroch, kde bolo kultivaénymi metdédami ziskanych
viacero bakteridlnych izolatov. Pre nasu pracu sme z tejto kolekcie izolatov vybrali izolat
A. johnsonii RB2-047, ktory sa vyznacoval vysokou toleranciou voci viacerym antibiotikam
(napr. minimalna inhibi¢nd koncentracia pre ampicilin — 400 pg/ml v porovnani s 8 pg/ml
stanovenymi EUCAST S$tandardom). U baktérii rodu Acinetobacter si gény zapojené do
rezistencie voci antibiotikdm cCasto kodované plazmidovo. Takto kdédované gény mdzu byt
nasledne prenasané prostrednictvom horizontdlneho prenosu medzi réznymi rodmi a druhmi
baktérii (Leungtongkam et al., 2018). NavySe, Sirenie baktérii tohto rodu rezistentnych voci
vicsine dostupnych antimikrobidlnych latok predstavuje zdravotné riziko, nakolko
v suCasnosti je tento rod spajany hlavne s infekciami stvisiacimi so zdravotnou
starostlivostou (Manchanda a kol., 2010).

MATERIAL A METODIKA

Priblizne 50 g vzorky materialu z poslednej aktivnej zlatej bane na Slovensku (Rozalia
v Hodrusi-Hamroch, GPS N 48°45.658' E 18° 85.166") bolo za sterilnych podmienok
odobranych zhibky asi 10 cm pod povrchom. 1 g zhomogenizovaného materidlu bol
v laboratdriu rozsuspendovany v 10 ml sterilného fosfatového tlmivého roztoku a intenzivne
premieSavany po dobu 30 minut. Po uplynuti tejto doby bolo na zivny agar ¢. 2 (Nutrient
Agar No. 2, Himedia, India) inokulovanych 100 ul z vybranych desatinnych riedeni, priCom
média boli nésledne kultivované 18 hodin pri laboratornej teplote. Po kultivacii bolo na
zaklade odliSnej morfologie kolonii ndhodne vybranych, izolovanych a pomnozenych 640
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izolatov. Pomocou MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonisation-Time of
Flight Mass Spectrometry) boli izolaty identifikované a klasifikované do rodov, pricom pre
naSu pracu sme z tejto kolekcie izolatov vybrali izolat A. johnsonii RB2-047, ktory sa
vyznacoval aj najvy$Sou toleranciou voc¢i viacerym antibiotikdm. Z izolatu bola nasledne
pomocou kitu vyizolovana genémova DNA (GenElute Bacterial Genomic DNA Kit, Sigma-
Aldrich, Nemecko), ktord bola zaslana na sekvenovanie novej generdcie technoldgiou
Illumina HiSeq v NovaSeq 6000 méde pomocou S2 PE 150 XP kitu (Eurofins Genomics,
Rakusko). Vysledna sekvencia gendému A. johnsonii RB2-047 bola podrobena komparativnej
analyze s piatimi sekvenciami genomovej DNA druhu A. johnsonii dostupnymi v databaze
Genome, GenBank, NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/, august, 2020):
A. johnsonii XBB1, A. johnsonii M19, A. johnsonii 1C001, A. johnsonii Acswl9 a
A. johnsonii LXL Cl. Gendémové sekvencie boli analyzované s vyuzitim ANI (Averange
Nucleotide Identity), RAST (Rapid Annotation using Subsystem Technology), ResFinder,
blastx a blastn analyz.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Izolat RB2-047 bol izolovany zo vzorky z bane Rozalia v HodruSi-Hamroch a na zaklade 16S
rDNA analyzy bol identifikovany ako A. johnsonii (99, 93%). Sekvenovanim novej generacie
sme ziskali 7 903 000 ¢itani obsahujtcich 2 370 900 000 baz. S pouzitim programu UGENE
sme ziskali draft gendmu pozostavajici z 518 contigov s medianom dizky N50 - 38 820 bp.
Draft genomu Studovaného izolatu mal velkost’ 3, 39 Mbp (Tab. 1.) a na zdklade ANI analyzy
vykazoval najvyssiu podobnost’ k ostatnym gendémom A. johnosnii (95%).

Tab. 1. Vybrané parametre genémov jednotlivych izolatov (N/A — nie je k dispozicii)

obsah

GenBank vel’kost’ « « « pocet génov
s, " , R . GC pocet pocet  pocet SR
izolat povod pristupové gendmu . , antibiotickej
< parov  proteinov rRNA tRNA . .
¢islo (Mbp) N rezistencie
(%)
RB2 bam N/A 3,39 41,8 3518 N/A 84 1
xBB1 MY N7 cporosso 3,51 41,4 3139 21 83 15
izolat -
M19 voda NZ _CP037424 3,75 41,4 3450 21 88 1
1C001 voda NZ_CP022298 3,61 41,5 3203 21 88 1
Acswl9  splasky  NZ CP043307 3,43 41,8 3049 21 88 6
LXL C1 poda NZ_CP031011 3,4 41,3 2975 21 87 1

Pri celkovom porovnani poctu genetickych determinantov zodpovednych za konkrétne
vlastnosti ¢i metabolické funkcie sme nedetegovali vyraznejSie rozdiely medzi
porovnavanymi izolatmi. AvSak v niektorych aspektoch, napr. v porovnani s klinickym
izoldtom XBBI1, sme zaznamenali az 0 93 % menej mobilnych elementov v Studovanom
izolate RB2-047 (Obr. 1.), ¢o mozZe byt spdsobené vysokym selekénym tlakom antibiotik
v nemocni¢nom prostredi, ktoré podporuju udrziavanie tychto elementov ako formu selek¢nej
vyhody. Pri podrobnejSom analyzovani neSpecifickych determinantov rezistencie voci
antibiotikdm sme zistili zhodu naprie¢ porovndvanymi genémami, konkrétne v genetickych
determinantoch efluxnych pimp, kde pumpy identifikované v genomoch patrili do rodiny
MATE (multidrug and toxic compound extrusion) a MacA (macrolide ATP-binding cassette
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efflux pump). Naopak, v Studovanom izoldte RB2-047 bol detegovany len jediny Specificky
determinant antibiotickej rezistencie — blaOXA;;, zabezpecujuci rezistenciu voci B-laktamom.
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Obr. 1. Porovnanie poltu génov vybranych subsystémov vo vybranych genémoch (RB2-047 — Studovany
izolat, XBB1 — klinicky izolat, LXL C1 — environmentdlny izoldt)

Analyzami sme nedetegovali vyraznejSie rozdiely medzi Studovanym izolatom a ostatnymi
izolatmi A. johnsonii. Aj napriek skuto¢nosti, ze Studovany izolat vykazoval vysoki mieru
antibiotickej rezistencie, analyzami sme detegovali pritomnost’ len jediného génu antibioticke;j
rezistencie v jeho genéme (gén rezistencie voci P-laktdmom), Co naznacuje, ze zatial' ¢o
v klinickych izolatoch st za rezistenciu zodpovedné Specifické gény antibiotickej rezistencie,
v environmentalnych izolatoch mdze byt rezistencia voci réznym druhom antibiotik
zabezpe€end inymi, nesSpecifickymi mechanizmami, napriklad efluxnymi pumpami, ktorych
pritomnost’ v genome Studovaného izolatu bola analyzami potvrdena.

Praca vznikla za podpory grantu VVGS-PF- 2019-1044 a VEGA 1/0229/17.
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ABSORPCIA A STRAVITEENOST STOPOVYCH PRVKOV V TENKOM CREVE
PRASIAT

Tokarcikova K.
Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, Centrum Biovied SAV, Koice

ABSTRAKT

Cielom experimentu bolo porovnat’ u¢inok dvoch typov vldkniny a dvoch zdrojov Zn na
absorpciu stopovych prvkov v jednotlivych tsekoch tenkého creva a ich celkovu stravitelnost’
u mladych prasiat. V experimente bolo pouzitych 24 odstavciat plemena Danbred x Duroc
(vek 40 dni), rozdelenych do 4 skupin, ktoré pocas 4 tyzdiov dostavali bazalnu diét (BD)
obohatent o 10 g/kg hrubej vlakniny vo forme lignocelulézy alebo zemiakovej vldkniny, a
120 mg Zn/kg vo forme ZnSO4 alebo Zn chelaty s glycinom. 1. sk. (K): celul6za + ZnSOy, 2.
sk. (OrgZn): celuléza + ZnGly, 3. sk. (ZV): zemiakova vldknina + ZnGly, 4. sk. (ZV+OrgZn):
ZNV + ZnGly. Prijem ZV ovplyvnil celkova stravitelnost’ Fe a Cu. Zdroj vldkniny ani Zn
neovplyvnil relativnu absorpciu Zn a Cu v ziadnom useku tenkého Creva prasiat, ale znizil
absorpciu Fe vileu. Suplementicia diét organickym ZnGly zniZila stravitelnost Zn
v porovnani so ZnSQy, ale zlepSila absorpciu Mn v duodene. Zaverom moézeme konstatovat’,
ze suplementacia krmiva prasiat iba 1% ZV mo6Zze vyrazne ovplyvnit' absorpciu niektorych
stopovych prvkov, hlavne Fe a Cu, avsak d’alsi vyskum je nevyhnutny pre objasnenie tiloh
oboch aditiv v transportnych mechanizmoch stopovych prvkov v GIT.

UvoD

Stopové prvky (TEs) sa ako kimne aditiva pouzivaji vo vyzive zvierat vo forme premixov,
viacsinou ako anorganické oxidy, sirany alebo uhliitany. V organizme podsobia ako
katalyzatory enzymatickych ahormonalnych procesov ovplyviiujucich udrziavanie
homeostazy, rast a vyvoj kosti (Thomaz a kol., 2015). V obdobi odstavu sa ¢asto u mladych
zvierat vyskytuje nerovnovaha stopovych prvkov, kedy st zvySené naroky zvierat na prisun
stopovych prvkov z diéty, avSak ich nedostatocna funkcia traviaceho traktu a pritomnost’
antagonistickych zlicenin v krmive priamo vplyva na ich vstrebavanie. V snahe zvysit
absorpciu stopovych prvkov a znizit’ zatazenie zivotného prostredia sa zacali pouzivat kimne
aditiva stopovych prvkov vich organickej forme, vo forme chelatov alebo organickych
komplexov. Pouzivanie cheladtov by malo zlepsit’ absorpciu stopovych prvkov z tenkého creva
a tym zvysit' ich biologickll dostupnost’ (Gayathri a Panda, 2018). Zn, Mn, Fe, Cu su
prechodné kovy, ktoré maju podobné chemické vlastnosti a v biologickych systémoch
vystupuji v oxidacnych c¢islach +1 az +3. Mechanizmus ich absorpcie v tenkom creve je
velmi podobny, ¢im dochddza k ich vzijomnym interakcidm a sipereniu o vidzbu
na transportné proteiny.

Akékol'vek vlaknina v krmive negativne ovplyviiuje absorpciu a biologicku dostupnost’
stopovych prvkov. Interakcie stopovych prvkov s vldkninou v GIT zéavisia od mnohych
faktorov, vratane typu vlakniny. Zemiakova vlaknina a bielkovina su rafinované vedl'ajSie
produkty v skrobovom priemysle, ktoré sa pouzivaju na suplementiciu krmiv. Zemiakova
vldknina mé pozitivne G¢inky na pasaz traveniny, zlozenie ¢revnej mikrobioty a zvySenie
absorpéného povrchu ¢reva (Tusnio a kol., 2011).

V naSom experimente sme sa zamerali na eliminovanie vzajomnych interakcii stopovych
prvkov v GIT, zvysenie ich absorpcie z tenkého ¢reva a ich vyuzitelnosti u mladych prasiat
obohatenim krmiva o organicky zdroj jedného z najddleZitejSich stopovych prvkov - zinku
a viac fermentovatelnii zemiakovl vldkninu. Relativhu absorpciu a celkovu stravite'nost
stopovych prvkov sme sledovali v jednotlivych usekoch tenkého ¢reva prasiat.
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MATERIAL A METODIKA

Do experimentu bolo zaradenych 24 odstavc€iat prasiatok plemena Danbred x Duroc (vek 40
dni, ziva hm. 10,8 + 0,8kg). Zvierata boli zaraden¢ do 4 skupin/6 replikatov a pocas 4 tyzdinov
prijimali experimentalne diéty ad libitum. Bazalna diéta (BD) vSetkych zvierat obsahovala 5%
vlakniny, vo forme celulozy alebo zemiakovej vldkniny, a 150 mg Zn/kg, vo forme
anorganického monohydratu ZnSO,4 alebo organického Zn chelatu glycinového hydratu
(ZnGly). 1.sk- kontrolnd skupina (K), prijimala BD obsahujicu celulozu a ZnSOy; 2.sk
(OrgZn) dostavala identicki BD obohatenti o ZnGly. 3. sk (ZV) prijimala BD obsahujiucu
zemiakovu vldkninu a ZnSQOy, a 4. sk. (Zv+OrgZn) mala BD obohatent o ZV a ZnGly.
1.skupina, KONTROLA (K): celuloza + ZnSO4

2.skupina (OrgZn): celuldza + ZnGly

3.skupina (ZV): zemiakova vldknina + ZnSOj4

4.skupina (ZV+OrgZn): zemiakovej vlakniny + ZnGly

Desat’ dni pred koncom experimentu bol ku kazdej experimentélnej diéte pridany Cr,Os ( 3
g/kg krmiva) ako markér pre odhad stravitelnosti. Po 4 dinioch adaptécie, sa odoberal trus
vSetkych zvierat pocas 5 dni. Nasledne boli odstavéatd boli humanne usmrtené a odobraty
obsah jednotlivych usekov tenkého ¢reva a trus bol uskladneny pri -20°C az do lyofilizacie.
Obsah Zn, Fe, Mn a Cu sa analyzoval pomocou plamenovej atomovej absorpénej
spektrometrie pouZzitim atomového absorpéného spektrometra (AAS, Shimadzu AA-7000,
Kyoto, Japonsko). Pred samotnym meranim koncentracie stopovych prvkov metédou AAS
presli vzorky mineralizaciou, metddou mikrovinného mokrého rozkladu pomocou zariadenia
Speedware MWS4 (Berghof Company, Nemecko). Obsah Cr,0O3 sa stanovil kolorimetrickou
metddou podl'a Kimury a Millera (1957). Relativna absorpcia/stravitel'nost’ stopovych prvkov
(%) u prasiat bola vypocitand ako percentudlny podiel koncentracie Cr,O; v diéte
vynasobeného koncentraciou stopovych prvkov (TEs) v krmive/truse a koncentraciou Cr,O3
v krmive/truse vyndsobenou koncentraciou TEs v diéte, odpocitaného od koeficientu 1.

Na Statistické hodnotenie vysledkov a porovnanie jednotlivych skupin ku kontrolnej skupine
sme pouzili analyzu rozptylu- jednocestnd ANOVA s Dunnettovym post-testom (Statisticky
softvér GraphPad Prism 5). Na vyhodnotenie vplyvu dvoch zdrojov Zn a vldkniny na
sledované parametre sme pouZili dvojcestnt ANOVU s Bonferroniho post-testom. Vysledky
st uvedené ako priemer a Standardnd chyba priemeru (SEM).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prijem zemiakovej vlakniny (ZV, ZV+OrgZn) vyrazne zniZil celkovl straviteInost” Fe (Obr.
2, P<0,001), no naopak zvysil stravitelnost Cu u mladych prasiat (Obr. 3, P<0,01). Na
celkovll stravitelnost Zn mal vplyv zdroj prijimaného Zn (Obr. 1, P<0,05). Nizsiu
stravitenost’ Zn sme zistili u zvierat prijimajticich diétu obohatenu o organicky ZnGly (ZV,
ZV+0rgZn). Vzhl'adom na nizku absorpciu Mn (1-2%), bola vysledna celkova stravitelnost’
Mn u prasiat zaporna, a z tohto dovodu nie je uvedena vo vysledkoch.

OSipané ziskavaji energiu z vlakniny len po jej mikrobidlnej fermentacii v GIT. Vldknina
prijimana krmivom zohrdva dolezita tlohu pri absorpcii stopovych prvkov. V GIT zvierat
tvori so stopovymi prvkami nerozpustny komplex, ¢im znizuje ich absorpciu a
biovyuzitelnost. Zemiakova vlaknina (ZV), hlavne jej rozpustné zlozky, pozitivne vplyvaju
na fermenticiu, pasdz traveniny a morfometriu creva (Tu$nio akol., 2011), o mdze
ovplyvnit' absorpciu minerdlov. VysSia stravitenost’ popola, ktord poukazuje na vysSSiu
absorpciu prvkov, bola dok4azand u prasiat prijimajucich diétu obohatend o ZV (Tusnio a kol.,
2011; Barszcz, 2019). Nase vysledky ukézali, ze ZV neovplyviiuje stravitelnost Zn, ale
vyrazne vplyva na celkovu stravitelnost’ Fe a Cu.

Zdroj vlédkniny ani Zn neovplyvnil relativnu absorpciu Zn a Cu v Ziadnom Useku tenkého
¢reva prasiat (Obr. 1-4). Prijem ZV znizil absorpciu Fe v ileu oproti kontrole (ZV vs. K,
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P<0,05), ¢im bola celkova straviteI'nost’ Fe znizena u oboch skupin zvierat prijimajicich ZV
diéty (Obr. 2.). Vyssia stravitel'nost’ Cu u prasiat prijimajucich obe diéty so ZV bola zrejme
sposobena vyssou absorpciou Cu z jejuna (P<0,05). Suplementécia diét organickym ZnGly
nezmenila absorpciu Zn v ziadnom tuseku tenkého creva prasiat, ale zlepSila absorpciu Mn
v duodene (Obr. 4, vplyv zdroja Zn P<0,05).

Nase vysledky ukézali, Ze suplementacia krmiva prasiat iba 1% ZV mdze vyrazne ovplyvnit’
absorpciu niektorych stopovych prvkov, hlavne Fe a Cu. ZvySend koncentracia Cu
v enterocytoch bola zrejme sposobena naviazanim Cu na metalotionein, intracelularny protein
viazuci kovy. Nedostatocnad koncentracia intracelularneho Cu zrejme mala za nésledok
znizenu absorpciu Fe kvoli Cu-zavislému proteinu hephaestinu, ktory uzko spolupracuje s ich
spolo¢nym transportérom, ferroportinom (Yeh a kol., 2009). Stopové prvky Zn, Cu, Fe a Mn
su chemicky podobné prvky a zdielaju rovnaké transportné mechanizmy, preto dochadza k
interakcii medzi tymito prvkami. Ako sa zda, forma prijimaného Zn ma vplyv absorpciu Zn a
Mn. Vyssia stabilita organickych chelatov Zn by mala zabezpecit’ jeho disociaciu v nizsich
usekoch ¢reva, avSak zavisi od sily vézby v tychto zli€eninach. Zda sa, Ze vizba Zn v ZnGly
chelate bola silna, ¢o malo za nasledok jeho niz§iu absorpciu v GIT. Dalsi vyskum je viak
nevyhnutny pre objasnenie uloh oboch aditiv v transportnych mechanizmoch stopovych
prvkov v enterocytoch.

Obr. €. 1: Relativha absorpcia Zn v tenkom creve a celkova stravitelnost Zn Qbr. & 2: Relativna absorpcia Fe v tenkom ¢reve a celkova stravitelnost' Fe
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Obr. &. 3: Relativna absorpcia Cu v tenkom reve a celkova stravitefnost' Cu a4 Obr. ¢. 4: Relativna absorpeia Mn v tenkom éreve

duodenum jejunum celkova stravitefnost’
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STRATIFIKACIA PACIENTOV S KANINNOU KOGNITiVNOU DYSFUNKCIOU
Vikartovska Z.I’S, Farbakova J .1, Smolek T.z, Hanes J .2, Zilka N.2, Horfidkova L.', Humenik
F.?, Maloveska M.%, Cizkova D.?
!Univerzitnd veterindrna nemocnica, UVLF, KoSice

? Neuroimunologicky tistav SAV, Bratislava
Centrum experimentdlnej a klinickej regeneracnej mediciny, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

V tejto praci sa zameriavame na diagnostiku a histopatologické zmeny pri kaninnej
kognitivnej dysfunkcii (CCDS). CCDS patri medzi neurodegenerativne ochorenia starych
psov. Z 24 starSich psov sme vyselektovali 13 trpiacich miernou formou CCDS, ktoré sme
porovndvali so psami s fyziologickym starnutim as mladymi kontrolami. VSetky psy
podstupili klinické, neurologické, hematologické a biochemické vySetrenie. V krvnom sére
sme analyzovali biomarkery typické pre demenciu, a to neurofilamentovy protein s 'ahkym
retazcom (NFL), beta amyloid (AB) a TAU protein. Vzorky mozgového tkaniva psov po
eutanazii boli histopatologicky vyhodnotené, kde sa dokéazala pritomnost difiznych
amyloidnych plakov a to najmé vo frontdlnom kortexe. Psy trpiace CCDS vykazovali zmeny
v interakcii s majitelom, priestorovej orientécii a v individudlnom spravani. Pozorovali sme
vyssie hladiny NFL v krvnom sére oproti kontroldm, pricom pri AR a TAU proteine sme
rozdiely medzi chorymi psami azdravymi kontrolami nezaznamenali. Kombinacia
kompletného klinického vySetrenia, spolu so stanovenim biochemického a hematologického
profilu s analyzou biomarkerov (NFL) v krvnom sére je vhodnym postupom pri diagnostike
najmd miernej formy CCDS. VEasné detegovanie ochorenia je nutné pre nasadenie terapie,
ktora spomali progres kognitivnych zmien.

UvOoD

Kaninna kognitivna dysfunkcia (CCDS) patri medzi neurodegenerativne ochorenie
postihujuce psov starSich ako 8 rokov (Vite a Head, 2014). Medzi klinické priznaky patri
dezorientacia, zmenena socialna interakcia, zmeneny cyklus spanku, zmena v hygienickych
navykoch, uzkost” alebo agresivita. Dochddza ku naruSeniu vzt'ahu majitel’ - zviera, pripadne
zviera - zviera (Landsberg a kol., 2017). Patri medzi zriedkavo diagnostikované ochorenia,
kedze mnoho majitelov povazuje tieto priznaky za normalny proces starnutia a Casto
vyhl'adaji veterindrneho lekara az v pokrocilejSich Stadiach ochorenia. Pri diagnostike je
nutné vylucit’ iné ochorenia spdsobené stratou zmyslov, bolestivé stavy, gastrointenstinalne,
urogenitalne, endokrinologické ochorenia, infekcie a nedostatocnu vyzivu (Landsberg a kol.,
2017).

Diagnostika CCDS spociva v dotaznikoch vyplnenych v spolupraci s majitel'om zameranych
na zmeny v spravani, komplexné klinické, neurologické a oftalmologické vySetrenie
a stanovenie hladin biomarkerov neurofilament light chain (NFL), AP amyloidu a TAU
proteinu v krvnom sére (O’Bryant a kol., 2017). Patologické zmeny zahiiaju atrofiu cortexu,
zvySeny objem mozgovych komor, vaskularne zmeny, hromadenie B amyloidu v cortexe
a aktivaciu mikroglie (Smolek a kol., 2016). Pri terapii sa zameriavame na zmiernenie
priznakov ochorenia, a to vyzivou, doplnenim vitaminov E a C, omega 3 mastnych kyselin
a environmentalnym obohatenim (enrichment) (Landsberg a kol., 2017). Medzi G¢inné latky
pouzivané na spomalenie progresie patri selegline a propentofyllin. Ako nové moznosti
terapie sa ponukaji mezenchymové kmenové bunky, ktoré maji imunomodulacny
a parakrinny efekt a st schopné zabranit’ apoptoéze neuronov (Cizkova a kol., 2014).

MATERIAL A METODIKA
Vysetrenych bolo 30 psov strednych plemien starSich ako 8 rokov a 15 mladych psov, ktoré
slizili ako kontroly. Psom bolo spravené kompletné klinické a neurologické vySetrenie,
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hematologicky a biochemicky profil v Univerzitnej veterinarnej nemocnici.  Majitelia
vSetkych psov podpisali informovany suhlas. Cielom bolo stratifikovat’” psov s miernou
kognitivnou dysfunkciou (MiCI). Na rozlisenie zdravych a chorych psov sme pouzili dotaznik
CADES (CAnine DEmentia Scale) vytvoreny na Univerzite veterinarskeho lekarstva
a farmécie. Pri hodnoteni sa posudzujit  domény, ato priestorova orientdcia, socidlna
interakcia, cyklus spanok-bdenie a domace Spinenie. Dotaznik pozostava zo sedemnastich
otazok, kazda je bodovand od 0-5 bodov. Celkové skore je od 0-95 bodov, pricom 0-7
poukazuje na fyziologické starnutie, 8-23 bodov mierna CCDS, 24-44 bodov priemerna
CCDS a 45-95 vazna CCDS. Po vyradeni psov so systétmovymi ochoreniami sme do Studie
zaradili 24 starSich psov, z ktorych na zédklade CADES dotaznika 13 trpelo miernou formou
CCDS a 14 mladsich psov. Nasledne bola tymto pacientom odobratd krv z v. cephalica,
z ktorej sa ziskalo sérum, ktoré bolo poslané na d’alSie analyzy na Neuroimunologicky ustav
SAV v Bratislave. Pat starSich psov bolo eutandzovanych kvoli inym komorbiditam.
Nasledne boli vykonané pitvy na Ustave anatomie UVLF, vzorky boli konzervované v 4%
formaldehyde, nasledne histopatologicky a imunohistochemicky spracované.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Miernou formou CCDS trpelo 13 psov s CADES skoére 8-23. Najviac vykazovali zmeny
v interakcii majitel - zviera, pripadne zviera - zviera (12/13), zmeny v individudlnom
spravani, ako explora¢né spravanie, ochota hrat' sa (8/13) a priestorova orientacia (6/13).
Hematologické vySetrenie neukéazalo ziadne odchylky od fyziologickych hodndt v Ziadnej
skupine. Biochemické analyzy ukazali drobné zmeny v alanin aminotransferaze (ALT), gama
glutamyl transferaze (GGT) a v celkovych bielkovinach. Taktiez sme zachytili znizené
hodnoty sodika a chloridov u psov trpiacich MiCIl. Biomarkery ukazali zvySenie NFL v sére
MiClI psov, ked’ hladina v sére dosiahla 103,3 pg/ml v porovnani s normélne starnicimi psami
(30,2 pg/ml) amladymi kontrolami (13,7 pg/ml). Zaroven sa neukazali ziadne rozdiely
v hladinach TAU proteinu a Af peptidu pri porovnani vSetkych troch skupin.
Imunohistochemické analyzy ukdzali vyskyt aktivovanej mikroglie a amyloidnych plakov
v difuznej forme, ato najmid vo frontdlnom kortexe a hipokampe, c¢iZze v Struktirach
zodpovednych za kogniciu.
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Obr.1. Aktivovana mikroglia (A) a amyloidné plaky (B) v prefrontilnom kortexe psa trpiaceho miernou
Jormou CCDS (CADES skdre:23)

V nasej studii sme stratifikovali pacientov s kaninnou kognitivnou dysfunkciou. Tato poruchu
sme si vybrali zdovodu vysokej prevalencie medzi starSimi psami a malym poctom
diagnostikovanych pacientov. Dotaznik CADES spolu s kompletnych klinickym,
hematologickym a biochemickym vySetrenim a stanovenim biomarkerov je vhodnym
diagnostickym pristupom uZz pri miernych formach CCDS, kedy je moZzné pripadné
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spomalenie progresie ochorenia (Madari a kol., 2015; Smolek a kol., 2016). V nasej stadii
sme prvykrat dokazali, ze psy trpiace CCDS maju zvySeny NFL v krvnom sére.
Histopatologické zmeny u psov st podobné ako u l'udi trpiacich Alzheimerovou chorobou
(Cummings a kol., 1996). Tie spocivaju v ukladani amyloidnych plakov v difuznej forme, ¢o
ma vplyv na kognitivne funkcie (Cummings a kol., 1996; Smolek a kol., 2016). Na rozdiel od
ludi ainych druhov cicavcov, zatial nebola dokazanad pritomnost TAU proteinu u psov
postihnutych CCDS (Hartig a kol., 2000; Smolek a kol., 2016).

1GA 02/2019: “Stratifikacia pacientov s kaninnou kognitivnou dysfunkciou, vyuZitie inovativnej bunkovej
terapie.”, APVV 15-0613, APVV-19-0193, APVV-17-0642, VEGA 1/0714/20, VEGA 1/0376/20, VEGA
2/0146/19
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ANALYZA CIEVNEJ SIETE VO VYVIJAJUCEJ SA MIECHE POTKANA POCAS
NESKOREJ EMBRYOGENEZY A V POSTNATALNOM OBDOBI

Zrubdkova J., Alexovi¢ MatiaSova A., Seve J., Daxnerova Z.
Katedra bunkovej biologie, Ustav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedecka fakulta Univerzita Pavla
Jozefa Safarika v Kosiciach, KoSice

ABSTRAKT

Nase predchédzajice experimenty popisali prepojenie buniek nervového tkaniva a ciev v
postnatalnom obdobi, ale poznanie pomerov v mieche v neskorom embryonalnom obdobi
zostavalo stale neobjasnené . Preto cielom tejto prace bolo popisat’ distribuciu ciev a zmeny
tvaru vystelky centralneho kanala miechy prave vtomto Casovom intervale. Pomocou
imunofluorescenénych metdéd sme analyzovali prerastanie ciev a popisovali reorganizaciu
buniek vystelky centralneho kandla miechy. Zistili sme, ze pocas embryonalneho obdobia
v koronarnych rezoch miechy dominuju pozdiZne orientované vetvy ciev, pricom sa ich podet
medzi Studovanymi intervalmi signifikantne neliS§i. Naproti tomu v postnatdlnom obdobi
dochadza v mieche potkana k vyraznému rozvoju mikrovaskularizicie tkaniva.

UvoD

Vyvin nervového tkaniva je uzko prepojeny s jeho vaskulariziciou, ktora zac¢ina u hlodavcov
pomerne skoro v priebehu embryogenézy (Bautch a James, 2009). Spociatku je neuralna rtra
tvorena nediferencovanymi, proliferacne aktivnymi neuroepitelovymi bunkami, ktoré su
vyzivované prostrednictvom difuzie z okolitého cievneho plexu (Kurz a kol., 2004).
Vaskularizécia nervového tkaniva prebieha procesom angiogenézy, ktorym cievy z periférie
vrastaji do vyvijajucej sa neurdlnej rary a vytvaraju siet (Hogan a kol.,, 2004), ktora
zabezpecuje trofické naroky buniek a brani hypoxii tkaniva (Kurz a kol., 2004). Pocetné
studie popisuju vyvin cievneho systému s vyuzitim vtacich alebo mysacich modelov (Paredes
a kol., 2018), zatial ¢o data o vaskularizdcii miechy potkana hlavne v neskorom
embryondlnom a skorom postnatdlnom obdobi st pomerne strohé. V tejto praci sme sa
zamerali na analyzu distribucie ciev v mieche potkana v priebehu neskorého embryonélneho
obdobia (pocas tzv. gliogénnej fazy) a porovnali s vaskularizaciou miechy potkanov vo veku
31 dni.

MATERIAL A METODIKA

Experiment bol realizovany na zaklade povolenia Statnej veterinarnej a potravinovej spravy a
v sulade s pravidlami Etickej komisie Prirodovedeckej fakulty UPJS v Kogiciach.
V experimente boli pouZzité embrya potkanov kmena Wistar vo veku 16, 17, 18, 19, 20, 21 a
22 dni (E16-E22) a potkany vo veku 31 postnatalnych dni (P31). V kazdom Studovanom
Casovom intervale sme pouzili skupinu 3 embryi, resp. zvierat (n=3). Gravidna samica bola
uvedena do termindlnej anestézy a miecha izolovand z embryi bola prenesend do fixa¢ného
roztoku 4% paraformaldehydu. Potkany vo veku P31 sme uviedli do termindlnej anestézy a
vykonali transkardidlnu perfuziu fyziologickym roztokom a roztokom 4% paraformaldehydu.
Z miech P31 potkanov bola izolovana oblast’ 3.-4. lumbalneho segmentu a postfixovana cez
noc. Tkanivo miech embryi a P31 potkanov bolo infiltrované kryoprotektivom a nakrdjané
pomocou zmrazovacieho mikrotomu na 60 um hrubé koronarne rezy. Pre imunofluorescencné
znacenie boli pouzité kombinacie primarnych protilatok vo¢i markerom ciev (mouse anti-
RECA, mouse anti-NG2, rabbit anti-Laminin, goat anti-CD31) a fenotypovym markerom
buniek radidlnej glie aependymu (mouse anti-Nestin) a sekundarnych protilatok
konjugovanych s fluorescencnymi znackami AlexaFluor 488, 555 a 594. Vsetky tkanivové
rezy boli analyzované pomocou konfokdlneho mikroskopu Leica SP5 TCS X. Vsetky Upravy
snimok boli obmedzené na Upravu jasu a kontrastu a spracované do obrazkov pomocou
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softvéru Image] (NIH, USA). Na analyzu distribucie ciev v tkanive miechy sme v kazdom
casovom intervale vySetrili 30 korondrnych rezov znacenych pomocou protilatky voci
lamininu. Celkovy podet prieéne a pozdiZne orientovanych vetiev ciev v z-stacku, ako aj
plocha nasnimanych miech v koronarnych rezoch boli vyhodnotené pomocou programu
Image] (NIH, USA) avyjadrené ako priemernd hodnota so smerodajnou odchylkou.
Distribucia ciev v tkanive miechy bola nasledne prepo¢itana na 1pm® objemu tkaniva.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na identifikaciu cievnej siete v mieche potkana sme v kazdom Studovanom ¢asovom intervale
aplikovali imunofluorescenc¢né znacenie markerov endotelovych buniek (RECA-1), pericytov
(CD31, NG2) abazélnej laminy ciev (laminin). Imunofluorescen¢ny signal vSetkych vysSie
uvedenych markerov sme identifikovali v cievach miechy v priebehu celého Studovaného
obdobia. V obdobi medzi E16 — E17 formujicu sa miechu pokrytd laminin® membrana
limitans externa. Sivd hmota miechy je tvorena denznou populaciou buniek, zatial' o biela
hmota miechy je formovand v oblasti ventralnych a laterdlnych funikulov. Ventrikuldrna zona
ma vo ventro-dorzalnom smere podlhovasty tvar a je tvorena Nestin® bunkami radialnej glie
s dlhym bazalnym vybezkom ukotvenym v membrana limitans externa na povrchu miechy
(Obr. 1.). V oblasti tzv. alarnych platni¢iek ventrikularnej zény je primitivny lamen
dilatovany, zatial ¢o v oblasti bazdlnych platni¢iek st bocné steny ventrikuldrnej zony
v blizkej apozicii. Na stene ciev mozno v tomto obdobi identifikovat’ fluorescencny signal
lamininu, ¢o indikuje pritomnost’ bazalnej laminy (Obr. 1.), ktord sa v mieche mysi zaklada
v obdobi medzi E15-E16 (Nakao a kol., 1988). Cievy vstupujuce do miechy na jej ventralnom
pole prebichaju popri bunkach spodinovej platni¢ky dorzalnym smerom pozdiz ventrikularne;
zony, pricom vo svojom priebehu vytvaraju vetvy, ktoré sa spajaju s cievami vstupujucimi do
miechy z jej lateralneho a dorzalneho povrchu. V oblasti ventro-lateralnej sivej hmoty miechy
cievy vytvaraju cirkularne prepojenia.

Obr. 1. Miecha potkana na EIl7. Laminin® cievy (hlavicky
Sipok) prerastaju tkanivo miechy. Cievy vstupujiice popri
spodinovej  a klenbovej  platnicke  prebichaji  pozdli
ventrikuldrnej zony a vytvdraju vetvy, ktoré sa spdjaju s cievami
vstupujucimi do miechy z jej laterdlneho povrchu (hviezdicky).
Nestin" radidlna glia ukotvend do laminin” laminy pokryvajiicej
povrch  miechy biele 3ipky), PL — primitivny lumen,
ventrikuldarna zona - preruSovand Ciara, hranica sivej a bielej
hmoty — plna Ciara, mierka 100 ym.

V obdobi medzi E18-E19 dochédza k formovaniu dorzélnych funikulov miechy. Bo¢né steny
vystelky primitivneho [imenu st v blizkej apozicii, priCom limen podstupujici transformaciu
na centralny kanal (Sevc a kol., 2009) je v centralnej Casti ventrikularnej zény mierne
dilatovany. V tomto obdobi moZzno pozorovat’ vyrazni vaskularizdciu v oblasti prednych
rohov miechy, kde cievy vytvaraju pocetné cirkularne prepojenia. V obdobi medzi E19 — E20
je vystelka primitivneho lumenu v oblasti aldrnych platni¢iek redukovana, pricom v oblasti
bazéalnych platniciek st steny vystelky v tesnej apozicii a centralny kandl je dorzalne mierne
dilatovany. V obdobi medzi E21 — E22 miecha nadobuda svoj charakteristicky tvar. V tomto
obdobi st bunky alarnej platnicky zna¢ne redukované a sivd hmota miechy je bohato
vaskularizovana. Guérit a kol. (2014) na zaklade vyhodnotenia poétu bodov vetvenia CD31"
ciev v tkanivovych rezoch miechy uvadzaju, Ze denzita ciev v mieche mysi pocas neskorého
embryonalneho obdobia narasti. Analyza laminin’ cievnej siete v z-stackoch miech potkana
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nedokazala signifikantny narast v pocte cievnych vetiev v embryonalnom obdobi, pricom
signifikantny nérast poctu ciev nebol zaznamenany ani pri vyjadreni ich denzity v objemove;j
jednotke tkaniva ( Obr. 2.).

- Obr. 2. Vaskularizdcia miechy
v embryondlnom a postnatdlnom
. ns obdobi. Analyza poctu laminin™ ciev
3 v priebehu embryondlneho
a postnatdlneho obdobia odhalila,

' Ze v priebehu gliogénnej fazy
\ = i " nedochdadza k vyraznému ndrastu
‘ B poétu ciev v mieche potkana, no po
‘ narodeni nastiva expanzia cievnej
! siete.

Pocas embryonalneho obdobia sme v koronarnych rezoch miechy potkana pozorovali
dominanciu pozdiznych vetiev ciev, ktoré st orientované kolmo k dlhej osi miechy. Vyrazne
rozvinuté priecne vetvy ciev prebiehajuce paralelne s dlhou osou miechy sme nezaznamenali
ani vjednom zo Studovanych casovych intervalov pocas embryogenézy. Naproti tomu
analyza vaskularizacie miechy u P31 potkana dokazala, ze podobne, ako pri vaskularizacii
mozgovej kory (Bér, 1980), dochadza v obdobi po narodeni v mieche potkana k masivnemu
rozvoju mikrovaskularizécie tkaniva. Pri porovnani nameranych hodnot celkového poctu ciev,
ako aj hodnét poétu pozdizne a prie¢ne orientovanych vetiev ciev na P31 a embryonalnych
intervalov sme v kazdej kategorii a v kazdom Casovom intervale zaznamenali signifikantny
rozdiel. NaSe data naznacuju, Ze aj napriek dynamickym dejom spojenym s prebiehajicou
gliogenézou v mieche potkana v neskorom embryondlnom obdobi dochadza k vyraznému
rozvoju vaskularizacie miechy az v obdobi po narodeni.

Experiment bol realizovany s financnou podporou grantov VEGA 1/0820/17 a APVV-15-0239.
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