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Akademik prof. MVDr. Bod’a Koloman, DrSc.

* 4. april 1927 Horn4 Strehova  11. november 2005 Bratislava

Profesor Koloman Boda (1927 - 2005) patril medzi poprednych
slovenskych vedeckych pracovnikov, ktorého meno sa spdja
s tradiciou zédkladného vyskumu v oblasti fyziologie hospodarskych
zvierat na Slovensku. V roku 1964 kreoval Oddelenie fyziologie
hospodarskych zvierat UEB SAV v Kosiciach, z ktorého v r. 1969
vznikol Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat SAV. Jeho cielom
bolo vybudovat moderny ustav reprezentujuci ceskoslovensku
veterinarsku fyziologiu nielen v Ceskoslovensku, ale aj vo svete. S
odstupom ¢asu mézeme pravom konstatovat’, Ze tieto zadmery sa ispesne naplnili.

Ustav fyziologie hospodarskych zvierat mal povodne tri pracoviska, v Kosiciach, Ivanke pri
Dunaji a vo Zvolene. V roku 1990 vznikli na ich zaklade 2 samostatné ustavy: Ustav fyziologie
hospodarskych zvierat v Kosiciach a Ustav biochémie a genetiky Zivo¢ichov v Ivanke pri
Dunaji. Vedecka €innost’ Gstavu pod vedenim profesora Bod’'u bola zamerand najmé na tri
zakladné smery:

— analyzu zadkladnych mechanizmov efektivnej transformécie rastlinnych bielkovin a
nebielkovinového dusika do zivo¢isnych bielkovin vratane kontroly tychto procesov,

— kvantifikéciu vymennych procesov dusikatych latok medzi krvou a traviacim traktom oviec,

— poznanie odpovedi organizmu na zmenené podmienky prostredia na neurohumoralnej irovni
najma u prezuvavcov.

K vyznamnym vysledkom tUstavu patria prioritné poznatky najmé v oblastiach vyuZzitia dusika,
fyziologie travenia a utilizacie réznych zdrojov energie, ktoré boli ocenené celym radom
vyznamenani a cien.

Profesor Koloman Bod’a inicioval na ustave vyskum v niektorych progresivnych oblastiach
biotechnolégii, ktoré sa rozvijali nad’alej a tvoria su¢ast’ dnesného vedeckého programu UFHZ
SAV. Ide napriklad o rozvoj poznania mikrobioty (vratane bachorovych prvokov) traviaceho
traktu hospodarskych zvierat vyuzitim metdod molekuldrnej bioldgie, stidium fyziologickych
procesov v bachore v in vitro podmienkach, mikropunkcie obli¢iek hospodarskych zvierat,
vyskum v oblasti preimplantacnej embryologie, analyza mechanizmov regulacie prijmu potravy
na urovni traviaceho traktu a centralnej nervovej ststavy. Obzvlast’ vyznamné su prace pana
profesora zamerané na oblast’ kozmickej fyzioldgie, ktoré boli rieSené na pracovisku v Ivanke
pri Dunaji, v ramci medzinarodného programu Interkozmos. Tento vyskum mu bol vel'mi blizky
a aktivne sa v nom angazoval aj po odchode do zaslizeného dochodku.

Profesor Bod’a vychoval celu generaciu novych vedeckych pracovnikov, najmid v odbore
veterinarnej fyzioldgie a fyziologie zivocichov, polozil zaklady dvoch uspesnych tstavov SAV.

Jeho meno je naozajstnym pojmom nielen na Slovensku a okolitych krajinach, ale aj vo svete.

Autor textu: prof. MVDr. Juraj Koppel, DrSc.
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UCINOK NANOCASTIC ZnO NA VYBRANE ANTIOXIDACNE A ZAPALOVE
PARAMETRE U JAHNIAT

Bombdrova A., Cobanovd K.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, Centrum biovied SAV v.v.i., Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo porovnat t¢inok roznych ddvok nanocastic oxidu zino¢natého (ZnO NPs)
a anorganického ZnO na aktivitu antioxida¢nych enzymov a lipidovl peroxidéciu Vv tkanivach
ako aj na vybrané zépalové markery u jahniat, aby sme objasnili potencidlne prinosy a pripadné
neziaduce ucinky spojené s pouzivanim nanocastic ZnO vo vyzive prezuvavcov. Experiment
sa uskutocnil na jahnatach (Zosl'achtena valaska), ktoré boli pocas adaptacnej periddy kimené
bazalnou diétou (BD), ktora pozostavala z 350g jacmenia + 700g sena na deni a nasledne boli
rozdelené do 4 experimentalnych skupin (n = 7): 1. kontrolné skupina bola bez pridavku Zn, 2.
a 3. skupina dostdvala diétu suplementovani ZnO NPs (40 alebo 80 mg Zn/kg diéty) a 4.
skupina dostavala diétu s pridavkom anorganického ZnO (80 mg Zn/kg diéty). Podavanie diét
suplementovanych zinkom po dobu 70 dni viedlo k signifikantnému zvySeniu koncentraciacie
zinku v peceni aoblickach. Prijem Zn NPs mal za nasledok zvySenie koncentracie
metalotioneinu v peceni a oblicke a taktiez aktivity celkovej superoxid dismutdzy (SOD)
a Specifickej Cu/Zn SOD v oblicke. Nezistili sme signifikantné zmeny v lipidovej peroxidacii
a aktivite glutation peroxidazy (GPx) V tkanivach, zatial’ ¢o celkovy antioxidacny status bol
signifikantne zvySeny v peceni jahniat dostavajucich anorganicku formu ZnO. Vysledky
sledovania zapalovych markerov ukézali, ze prijem ZnO NPs mal za nasledok mierny pokles
hladiny kalprotektinu v sére, zatial’ ¢o koncentracia sérového amyloidu A nebola ovplyvnena
prijmom diéty. Nase vysledky naznacuju, Ze nanocasticovd forma ZnO priaznivo moduluje
antioxida¢nt odpoved’ a neovplyviuje zapalové markery u jahniat.

UvoOD

Nanocastice oxidu zino¢natého (ZnO NPs) sa v poslednych rokoch intenzivne skumaju pre
svoje vyuZzitie vo vyzive aj medicine. Predstavuji u¢innu alternativu ku konvenénym zdrojom
zinku, ked’Zze aj pri nizSich davkach prinaSaju porovnatelné vysledky a znizuji riziko
environmentalnej zataze (Al-Zubaidi a kol., 2025). Ich malé rozmery a vysoka reaktivita
umoziuju vyssiu biologicku dostupnost’ v organizme a majt potencialne antioxida¢né ucinky,
no zaroven vyvolavaju obavy z moznej toxicity (Rahman a kol., 2022). Toxické uc¢inky ZnO
NPs sa moézu prejavovat’ na bunkovej, organovej aj ekologickej tirovni a su tzko spojené s
faktormi, ako st koncentracia, velkost' astic, dizka expozicie, ¢i ich rozpustnost’ vo vodnom
prostredi. Mechanizmus toxicity je komplexny a zahffia nadmerni produkciu reaktivnych
foriem kyslika, uvolnovanie zinkovych i6nov, mechanické poskodzovanie bunkovych
membran a néslednti aktivaciu zapalovych procesov. Tieto mechanizmy moézu viest k
oxida¢nému stresu, poSkodeniu DNA, apoptdze, naruseniu metabolickych funkcii a v
kone¢nom dosledku k poskodeniu orgénov, ako su pecen, obli¢ky, plica, ¢i traviaci trakt (Youn
a Choi, 2022; Fujihara a Nishimoto, 2024). Preto je nevyhnutné vyhodnotit’ ich bezpecnost a
vyvazit’ prinosy ich pouzivania vo vyzive zvierat s ohl'adom na ich zdravie ako aj na Zivotné
prostredie.

MATERIAL A METODIKA

Experiment sa uskutocnil na 28 jahnatach (Zosl'achtena valaska), vo veku 4 mesiacov. Zvierata
boli ustajnené v spolo¢nych priestoroch s neobmedzenym prisunom vody. Po¢as adaptacne;j
periddy boli vSetky zvieratd kfmené bazalnou diétou (BD), ktord pozostavala z 350 g jaémena
+ 700g sena na den (analyzované mnozstvo Zn: 23,3 mg Zn/kg diéty). Nasledne boli ndhodne
rozdelené do 4 skupin (n = 7). Kontrolna skupina, dostavala iba BD bez pridavku aditiva.
Jahnata v druhej (ZnO NPs 40 mg Zn/kg diéty) a tretej (ZnO NPs 80 mg Zn/kg diéty) skupine
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dostavali BD s pridavkom nanocastic ZnO (< 30 nm, SkySpring Nanomaterials, Houston, USA)
Vv roznej davke. Zvierata Stvrtej skupiny boli kimené BD suplementovanou anorganickym ZnO
(80 mg Zn/kg diéty, Sigma-Aldrich, Saint-Louis, USA). Po 35. a 70. dnoch prijmu
experimentalnych diét sa odobrali vzorky krvi z jugularnej zily kazdého zvierata a na konci
experimentu (70. defl) boli vSetky zvieratd humanne usmrtené a boli im odobraté vzorky pecene
a obli¢iek na prislusné analyzy. Vzorky sa uskladnili pri teplote —80 °C az do ich analyzovania.
Podrobny postup stanovenia aktivity antioxida¢nych enzymov GPx, celkovej SOD a Cu/Zn
SOD v tkanivach, ako aj koncentracie malondialdehydu (MDA) v plazme a tkanivach, je
detailne opisany v praci Cobanova a kol. (2020). Aktivitu SOD a GPx v krvi, ako aj
koncentraciu hemoglobinu, sme urcovali spektrofotometricky pomocou komercnych kitov
(Randox, UK). Na detekciu zapalovej odpovede bola sledovana koncentracia sérového
amyloidu A (SAA) akalprotektinu — pomocou kvantitativnej ELISA metddy s vyuzitim
komerénych suprav (MyBioSource). Sérovy amyloid A je protein akutnej fazy a slazil ako
citlivy marker akutneho zépalu a kalprotektin,je povazovany za marker ¢revného zapalu. Na
Statistické vyhodnotenie vysledkov bola pouzitd jednocestna a dvojcestna analyza variancie
(ANOVA) s Tukey post-testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prijem diét obohatenych o zinok mal za nasledok zvySenie koncentracie zinku v peceni (P <
0,05) a oblickdch (P < 0,05) jahniat, bez ohl'adu na jeho formu a davku, v porovnani s
kontrolnou skupinou. Koncentracia Zn v plazme bola signifikantne zvySena v skupinach
dostavajicich vyssiu davku Zn (P < 0,001). Metalotionein zohrava vyznamnu ulohu v
antioxidacnej ochrane buniek, ked’ze Uc¢inne viaze volné radikdly a reaktivne formy kyslika
(Marreiro a kol., 2017). V nasej stadii sa potvrdilo, Ze suplementacia diét ZnO NPs viedla k
signifikantne vy$$im koncentraciam MT v peceni (P < 0,01), obli¢kach (P <0,01) v porovnani
s kontrolnou skupinou. Zistili sme signifikantné zvysenie aktivity celkovej aj Specifickej Cu/Zn
SOD v obli¢kach jahniat po podani nizSej davky ZnO NPs v porovnani so vSetkymi skupinami
(P <0,01) (Obr. 1). Gresakova a kol. (2021) zaznamenali zvySent aktivitu Cu/Zn SOD v peceni
jahniat pri podavani diéty obohatenej o organicky zinok a celkovo lepsi antioxida¢ny status po
suplementécii zinkom, bez ohl'adu na formu. V naSom experimente najvyssia aktivita celkovej
SOD v erytrocytoch bola zaznamenand u jahniat dostdvajucich diéty suplementované
nanocasticami ZnO v mnoZstve 80 mg Zn/kg (P = 0,05), avSak signifikantny rozdiel oproti
kontrolnej skupine nebol zaznamenany. Zvysenie aktivity GPx bolo pozorované v krvi jahniat
prijimajtacich nanocasticovi formu Zn v niz$ej davke (P < 0,01) av skupine dostavajuce;j
anorganicktl formu zinku (P < 0,05) v porovnani s kontrolnymi jahniatami, avSak aktivita GPx
Vv tkanivach jahniat nebola vyznamne ovplyvnenad prijmom experimentalnych diét. Tieto
poznatky koreSponduju so zisteniami Pati a kol. (2024), ktori preukédzali pozitivny U¢inok
suplementacie diét ZnO NPs (25 a 50 mg Zn/kg diéty pocas 90 dni) na rast a antioxidacny status
koz, vratane zvySenej aktivity SOD a kataldzy a znizenej lipidovej peroxidéacie. V naSom
experimente suplementacia diét zinkom nemala za nasledok signifikantné zmeny v koncentracii
ktora je odpoved’ou na oxidacny stres. Celkovy antioxida¢ny status (TAS) v plazme sa medzi
skupinami nelisil, zatial’ ¢o v peceni boli zistené signifikantne vyssie hodnoty TAS v skupine
dostavajucej anorganickt formu zinku v porovnani s kontrolnou skupinou (P < 0,05). Co sa
tyka sledovania zapalovych markerov v sére, u zvierat dostavajucich nanocastice Zn bola
sledovana tendencia k niz§im hladinam kalprotektinu v sére (P = 0,05) (Graf 1), kym
koncentracia SAA v sére nebola ovplyvnena prijmom experimentalnych diét, ale sa
signifikantne znizila v priebehu ¢asu (P = 0,001). Tieto vysledky naznacuji, Ze suplementécia
diét nanocasticami Zn nema za nasledok neziadtice zapalové reakcie. Na zaklade ziskanych
vysledkov mozno konstatovat’, Zze prijem zinku po dobu 70 dni mal pozitivny u¢inok na
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antioxida¢ny status zvierat. Sledovanim zinok zavislych metaloproteinov zohravajicich
vyznamnu ulohu v antioxidacnej ochrane buniek sme zistili, Ze poddvanie nanocastic Zn
v davke 40 mg Zn/kg krmiva malo za nasledok signifikantné zvySenie aktivity Specifickej
Cu/Zn SOD v oblicke a koncentracie metalotioneinu v peeni v porovnani s kontrolnou
skupinou a dostavajucou Standardnti anorganicki formu Zn, ¢o naznaluje porovnatelnu
biovyuziteInost’ zinku z nano ZnO pri jeho nizSom prijme. Vysledky merania antioxidacnych
parametrov Vv peceni, oblicke a v krvi/plazme ukézali, Ze prijem nanocastic Zn v davke do
maximalnej v EU povolenej koncentracie Zn v krmive oviec (120 mg Zn/kg kompletnej diéty)
nesposobuje oxidacny stres u jahniat.

Aktivita Cu/Zn SOD Kalprotektin
1001 25 -
EZ1 Kontrola
T 3 ZnONPs40
— T EZd ZnONPs 80
e 1T L ZnO 80

O]
ng/ml

Uimg bielkovin

Peien Ohlicka 35, deit 70. dent

Graf 1. Aktivita Specifickej Cu/Zn SOD v tkanivdch (peceii, obli¢ky) a koncentrdcia kalprotektinu v sére
jahniat. ®Rozdielné pismend oznacuju signifikantny rozdiel (p<0,05) medzi skupinami.
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VYSKYT ZOONOTICKYCH PATOGENOV V IXODES RICINUS V MESTSKYCH
OBLASTIACH SEVERNEHO SLOVENSKA

Cellengova Z., Hajdova B., Schreiberova A., Kocisova A.
Katedra epizootoldgie, parazitologie a ochrany spolocného zdravia, UVLF v KoSiciach

ABSTRAKT

Kliest' Ixodes ricinus je na Slovensku najrozsirenejSim a epidemiologicky najvyznamnejSim
druhom, ktory prenasa Siroké spektrum zoonotickych patogénov. Cielom tejto Studie bolo
zhodnotit’ pritomnost’ vybranych kliestami prenaSanych agensov v mestskom prostredi
severn¢ho Slovenska. Zber kliestov prebiehal od marca do novembra 2024 v meste Zilina
metodou vlajkovania na piatich lokalitach s ¢astym pohybom obyvatelov. Celkovo bolo
zozbieranych 264 jedincov identifikovanych ako I. ricinus (67 samic, 85 samcov a 112 nymf).
Molekularnou analyzou sa potvrdila pritomnost’ Borrelia spp. v 34,5 % vzoriek, pricom
najcastej§im druhom bola B. afzelii. Okrem toho boli detegované zoonotické piroplazmy
Babesia microti a B. venatorum (1,5 %) a Rickettsia spp. (0,4 %). U troch kliestov (1,1 %) sa
potvrdila koinfekcia viacerych patogénov. Nase vysledky poukazuju na to, Ze aj mestské
ekosystémy v severnych regionoch Slovenska predstavuji rezervoar zoonotickych agensov a
potencialne riziko pre verejné zdravie, zaroven ide o prva $tidiu zamerani na zoonotické
kliestami prenosné patogény priamo z mesta Zilina.

UvOD

Klimatické zmeny, globalne oteplovanie a zasahy l'udskej ¢innosti prispievaji k narastu
populacii kliestov v Eurdpe a ich expanzii do severnejsich oblasti, mestskych a primestskych
lokalit ako aj do vysSich nadmorskych poloh (Estrada-Pefia a kol. 2006, Medlock a kol. 2013,
Pangracova a kol. 2013). Tvrdé klieste (Ixodidae) st vyznamnymi vektormi patogénov, ktoré
spdsobujt zavazné ochorenia u 'udi, domacich i vol'ne Zijace zivocichov.

Najrozsirenej$im a epidemiologicky najvyznamnej$im druhom kliest'a na Slovensku je Ixodes
ricinus (Gray a kol. 2021, Bona a kol. 2022). Ide o trojhostitel'sky druh kliest’a, ktorého vyvin
prechddza Stadiami vajicka, larvy, nymfy a dospelého jedinca, pricom jednotlivé S$tadia
parazituju na Sirokom spektre hostitel'ov, vratane ¢loveka (Gern 2008, Gray a kol. 2016).
Vsetky vyvinové §tadid st pritom schopné prenasat’ Siroké spektrum virusovych, bakteridlnych
a protozoalnych patogénov vyznamnych pre huménnu aj veterindrnu medicinu (Gern 2008).
Viaceré Stidie uz potvrdili vyskyt klieStami prenosnych patogénov vV mestskych oblastiach
Slovenska (Pangracova a kol. 2013; Spitalska a kol. 2014; Svitalkova a kol. 2015; Kazimirova
a kol. 2016; Stanko a kol. 2021). Druh Ixodes ricinus bol pritom identifikovany ako vyznamny
prenasa¢ povodcov zoonotickych ochoreni vratane virusu kliestovej encefalitidy (TBEV),
spirochét Borrelia burgdorferi sensu lato, rickettsii, ako aj baktérii Coxiella burnetii a
Francisella tularensis. Okrem toho bol tento druh spajany aj s novymi ¢&i
prehliadanymipatogénmi predstavujucimi potencialne riziko pre ludi, ako su Borrelia
miyamotoi, Anaplasma phagocytophilum, Neoehrlichia mikurensis, Babesia microti a Babesia
venatorum (Stanko a kol. 2022).

MATERIAL A METODIKA

Tato $tadia bola realizovanid v meste Zilina, ktoré sa nachadza na severe Slovenska, v
nadmorskej vySke 342 m n. m. Oblast’ je charakteristickd chladnejSou klimou s priemernou
ro¢nou teplotou priblizne 8 °C. Napriek tymto, na prvy pohl'ad menej vhodnym podmienkam,
mozu mestské zelené plochy podporovat’ vyskyt populacii kliestov.

Zber kliestov prebichal od marca do novembra roku 2024 metédou vlajkovania, ktora spociva
v tahani bielej vlajky (1m?) cez vegetaciu s cielom zachytit’ klieste v ¢ihajucej pozicii. Vzorky
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boli zbierané z mestskej a primestskej vegetacie v piatich lokalitdch s pravidelnym pohybom
obyvatel'ov. Celkovo bolo navlajkovanych a pozbieranych 264 jedincov.

Vsetky klieste boli uchovavané v polypropylénovych skimavkach typu Eppendorf s obsahom
70 % etanolu. Po zbere boli morfologicky identifikované na zaklade diagnostického kIica
(Siuda 1993) ako druh I. ricinus.

Molekularnej analyze boli podrobené vsetky zozbierané klieste bez rozdielu vyvinového Stadia
¢i pohlavia. Izoldcia DNA bola vykonavana pomocou komercného kitu DNeasy Blood and
Tissue Kit (QIAGEN, Hilden, Nemecko) podl'a protokolu vyrobcu. Diagnostika pritomnosti
patogénov bola vykonavana pomocou PCR analyzy s pouzitim Specifickych primerov pre rody
Borrelia, Babesia a Ricketsia. Po vykonani PCR bola pre potvrdenie vysledku vykonana gélova
elektroforéza na 1 % agar6zovom géli. Pozitivne vzorky boli blizsie Specifikované pomocou
sekvencnej analyzy v komerénom laboratériu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V ramci nasej $tadie v meste Zilina bolo ziskanych 264 kliestov. Vietky klieste boli
identifikované ako druh I. ricinus, ktory je najbeznej$im kliestom vyskytujucim sa na
Slovensku. Z celkového poctu bolo 67 samic, 85 samcov a 112 nymf.

Pomocou molekulovej analyzy boli v§etky samce, samice aj nymfy vySetrené na patogény rodu
Borrelia, Babesia a Ricketsia. Molekulova analyza preukazala pritomnost’ Borrelia spp. v 91 z
264 vysetrenych kliestov, ¢o predstavuje celkovo 34,5 %. Pozitivita Borrelia spp. v zavislosti
od jednotlivych vyvinovych $tadii bola zaznamenana u samic 41,8 % (28/67), u samcov 28,2
% (24/85) a u nymf 34,8 % (39/112). Najvyssi podiel pozitivnych vzoriek tvorila Borrelia
afzelii, ktora sa vyskytovala u vSetkych vyvinovych stadii (73/264; 27,7 %), nasledovana B.
garinii, taktiez s vyskytom u vSetkych vyvinovych §tadii (10/264; 3,8 %), B. valaisiana sa
vyskytovala u jedného samca a dvoch samic (3/264; 1,1 %) a B. burgdorferi sensu stricto
u jednej samice (1/264; 0,4 %). V Styroch pripadoch u samcov (1,5 %) sa podarilo potvrdit
pritomnost’ Borrelia spp., avSak druhova identifikacia pomocou sekvencnej analyzy nebola
uspesna. NajcastejSim druhom bola B. afzelii, ktora je zaroven najvyznamnej$im povodcom
lymskej boreliozy u Tudi v Eurdpe. Podobné druhové zastipenie Borrelia spp. bolo
zaznamenané aj v predchadzajucich §tadiach na Slovensku, kde dominovala prave B. afzelii,
zatial’ ¢o B. garinii a B. valaisiana sa vyskytovali menej asto (Spitalska a kol. 2014; Stanko a
kol. 2021).

Vo vysetrovanych kliest'och sa potvrdila aj pritomnost’ rodu Babesia. Celkovo bolo pozitivnych
5 vzoriek (1,9 %). Identifikované druhy zahfnali B. venatorum (2/264; 0,8 %) potvrdené
vyhradne u samic (2/67; 3,0 %), a B. microti (2/264; 0,8 %). sa vyskytla u jednej samice (1/67;
1,5 %) a u nymf (2/112; 1,8 %). Oba tieto druhy maju zoonoticky potencial a ich vyskyt v
mestskom prostredi predstavuje riziko aj pre l'udi.

V jednom pripade u samca (0,4 %) bola potvrdena pritomnost Rickettsia spp. Hoci bola
prevalencia nizka, tento ndlez poukazuje na cirkuldciu rickettsii v mestskom prostredi.
NajcastejSim druhom zaznamenanym v inych $tadiach na Slovensku je R. helvetica, ktora bola
potvrdena ako povodca febrilnych ochoreni u Tudi v Eurdpe (Spitalska a kol. 2012).
Z celkového poctu niesli 3 klieste (1,1 %) viac ako jeden patogén. V dvoch pripadoch islo o
stcasny vyskyt B. afzelii a B. microti (samica a nymfa), pricom v jednom pripade bola
detegovana koinfekcia B. afzelii a Rickettsia spp. (samec). Vyskyt koinfekcii je z hladiska
epidemioldgie vyznamny, pretoze mdze ovplyviiovat’ klinicky priebeh ochoreni u hostitel'ov a
komplikuje diagnostiku v huménnej 1 veterinarnej medicine. Podobné zistenia boli popisané aj
v inych §tadiach zo Slovenska a strednej Europy, kde sa koinfekcie Borrelia spp. s
piroplazmami alebo rickettsiami vyskytovali v nizkych, avSak epidemiologicky vyznamnych
percentach (Spitalska a kol. 2014).
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Tieto vysledky poukazuji na epidemiologicky vyznam mestskych ekosystémov a zdoraznuju
potrebu prevencie a zvySovania povedomia obyvatelov o riziku nakazy aj pri rekreacnych
aktivitach v mestskych parkoch ¢i sidliskovej zeleni.
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VYSSIE ORGANIZOVANE NANOSTRUKTURY NA BAZE PROTEIN-DNA
BIOKONJUGATOV
Fedorova V.X, Huntosova V.2, Slp0§0vd K.%, Humenik M.2
YOddelenie biofyziky, Ustav experimentdlnej fyziky, Slovenskd akadémia vied, Kosice, Slovensko
2Centrum interdisciplindrnych biovied, Technologicky a inovacny park, Univerzita Pavla Jozefa Safirika v
Kosiciach, Slovensko
3Katedra biomateridlov, Fakulta technickych vied, Univerzita Bayreuth, Bayreuth, Nemecko

ABSTRAKT

Narastajuce poziadavky biomediciny a biotechnologii pre bezpecné a efektivne aplikacie
otvaraju priestor pre vyuzitie potencialu amyloidnych proteinov. Funk¢né amyloidné proteiny,
vratane rekombinantného pavucieho proteinu, tvoria vo vhodnych podmienkach fibrilarne
utvary, ktoré po chemickej modifikacii dokazu cielene viazat’ funkéné ligandy. Navyse, vd’aka
schopnosti spontanneho samo-usporiadania je mozné naprogramovat’ takéto Struktary k vzniku
vysSich usporiadanych morfologickych zoskupeni. Predkladand préca sa stistredi na porovnanie
riadeného samo-usporiadania biokonjugatov pavuci protein-DNA s dvomi typmi ciel'ového
ligandu — trombinu a ATP. Vysledky dokazuju vysoki programovatelnost a vznik
usporiadanych morfologii na rovnakej baze aj napriek odlisSnym podmienkam.

UvoD

Potreba bezpeénych, efektivnych a bio-inSpirovanych systémov podporujicich hojenie ¢i
transport lieCiv vedie stcasné vyskumy k aktivnemu S$tudiu a vyuzivaniu amyloidnych
proteinov. Vdaka ich vynimoénym fyzikalno-chemickym a mechanickym vlastnostiam sa
takéto proteiny stavaji potencialnou stavebnou jednotkou funkénych nanomateridlov so
Sirokym vyuzitim v biomedicine ¢i v biotechnologickom priemysle (Bleem a Daggett, 2017,
Ling a kol., 2018; Ezike a kol., 2023). Spomedzi amyloidnych proteinov vynika najméa skupina
tzv. funkénych amyloidov s ddlezitymi Zivotnymi funkciami hlavne u niZSich organizmov.
Jednym z najviac a najlepSie Studovanych proteinov tejto vetvy je pavaéi protein ADF4,
respektive jeho rekombinantna forma eADF4(C16), skratene C16. C16 dokazZe v zavislosti od
pouzitych experimentdlnych podmienok vytvarat mnoho réznych morfologii, vratane
nanofilmov, sfér ¢i fibril (Heinritz a kol., 2022; Liu a kol., 2021). Jeho chemickou
modifikaciou, napr. pripojenim DNA aptamérov, vznik4 biokonjugat protein-DNA, ktory si
zachovava vlastnosti oboch zloZiek, teda je schopny vytvarat pozadované morfologie ¢i
interagovat’ so zloZkami svojho okolia, zatial’ co DNA ¢ast’ umoziuje viazat’ Specifické cieloveé
ligandy (Humenik a kol., 2020). Kym vyznamné mnozstvo §tadii sustredi svoj vyskum na vyvoj
hybridnych materidlov na pevnom povrchu alebo v hydrogélovych Strukturach, optimalizaciou
podmienok atechnik pre vznik materialov na zaklade fibril v roztoku by mohlo dojst
k vytvoreniu potencialne jednoducho injektabilnych biosenzorov/systémov pre transport lieciv
(Wan a kol., 2016; Wu a kol., 2014). V ramci naSej prace sa zaoberame Stidiom
a optimalizaciou riadeného samo-usporiadania hybridnych protein-DNA  materidlov
prostrednictvom funkénych ligandov 'udského a-trombinu a ATP. Napriek tomu, Ze oba typy
si v savislosti s DNA aptamérmi vyzaduji mierne odlisny pristup, experimenty naznacuju
vysoku programovatelnost’ a vznik morfoldgii s uniformnou bazou. Cielom tejto préce je
porovnat’ odlisné typy DNA aptamérov a ich vplyv na funkcionalitu a adaptabilitu systému,
ktory by mohol polozit’ zdklad pre bezpecné transportné systémy lieciv s moznost'ou riadeného
uvolfovania v cielenom mieste.

MATERIAL A METODY

Konjugaty pavuci protein-DNA, C16-TBAL15, C16-TBA29, C16-ATPAPT1hT aCl6-
ATPAPT2, boli vopred syntetizované pouzitim chemickej modifikacie oboch zloziek
a naslednym vyuzitim ,,klik* chémie na partnerskom pracovisku na Katedre biomaterialov,
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Univerzita Bayreuth, Nemecko (Humenik a kol., 2020; Heinritz a kol., 2022)). Jednotlivé
konjugaty boli rozpustené v 6 M roztoku guanozintiokyanatu (GuaSCN) v koncentracii 5
mg/ml a nasledne dialyzované proti 10 mM HEPES, pH = 8.0 priblizne 24 hodin, priCom
dialyza¢ny roztok bol meneny 4x. Nasledne boli pouzitim ultracentrifugacie (55 000 rpm, 55
min, 4 °C; Optima MAX-XP, Beckman Coulter, Nemecko) zbavené nerozbalenych molekul.
Biokonjugaty viazuce trombin boli v pomere koncentracii 2:1 biokonjugat:trombin inkubované
po dobu 7 dni pri teplote 25 °C. Jednotlivé Studované vzorky obsahovali jeden konjugat alebo
ich zmes a fibrilizaciu podporujuci fosforecnan draselny (KPi) alebo tzv. aptamérovy tlmivy
roztok s obsahom NaCl a KCI v roéznych koncentraciach. ATP-viazuce biokonjugaty boli
inkubované s AMP (100 uM) a KPi timivom roztoku (30 alebo 100 mM) v PCR cykléri s
teplotnym gradientom s postupne pomaly klesajicou teplotou z 95°C na 40 °C po dobu 7 dni.
Po inkubacii bol k vSetkym vzorkdm pridany prislichajuci fluorescen¢ne znaceny
komplementarny DNA aptamér (TBA15comp-FAM, TBA29comp-TAM, apt2comp-FAM,
1hTcomp-FAM) apo 60 min. inkubacii pri laboratornej teplote boli vzorky
Studované/vizualizované pomocou konfokalneho mikroskopu (LSM 700, Zeiss, Oberkochen,
Nemecko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Potreba biokompatibilnych a biodegradovatelnych materidlov, ktoré by znizili rozsah
imunitnych reakcii a vedl'aj$ich uc¢inkov a zaroven zlepsili priebeh hojenia sa v sti€asnosti stava
Coraz vyraznejSou a tym padom aj atraktivnejSou pre vedecké vyskumy. Patavé su tak najmé
proteiny schopné vytvarat’ fibrilarne tvary, ktoré su bezne nachadzané v Zivych organizmoch
a vd’aka svojim vlastnostiam ponukaju novy nahlad na bio-inSpirované nanomaterialy.
Biokonjugaty pavuci protein-DNA si zachovavaji schopnost’ fibrilizacie sprostredkovanu
proteinovou Cast'ou a zarovenl schopnost’ viazat Specifické ligandy prostrednictvom DNA
zlozky. Tieto vlastnosti boli preukdzané v prvom experimentdlnom kroku po ich syntéze.
ZloZenie tychto biokonjugatov tak spolu s tymito poznatkami viedlo k vytvoreniu hypotézy, ze
DNA aptaméry mozu sluzit” ako tzv. ,,agenti samo-usporiadania“ a vd’aka odliSnym vizbovym
miestam na ciel'ovej molekule, resp. charaktere ,,rozdelenych® (z angl. split) aptamérov dokazu
riadit’ usporiadanie smerom k zosietovanym morfoldgiam na baze fibril (obr. 1).

Obr. 1. Schéma usporiadania biokonjugdtov protein-DNA po fibrilizdacii v pritomnosti funkéného ligandu.

Pre overenie tejto hypotézy boli vykonané experimenty samo-usporiadania v prostredi, ktoré
obsahovalo jeden alebo oba biokonjugaty, prislusny ciel'ovy ligand a fibrilizaciu-inicializujice
iony. Po inkubécii takto pripravenych zmesi bol preukazany vznik vysSich struktar v oboch
pripadoch biokonjugatov, pricom vysokd uspesnost’ organizacie a zaroven reprodukcie
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experimentov nastala v pripade zmesi, ktoré obsahovali oba typy biokonjugatov a nizSiu
koncentraciu KPi ako iniciatora fibrilizacie. Podl'a oCakavania, reakéné zmesi bez cieleného
ligandu nepreukdzali vznik komplexnych Struktur. AvSak, v zmesiach obsahujucich idedlne
zlozky bol pozorovany vznik aspoi troch odlisSnych morfologii zaroveni s nami oCakavanymi
Struktirami. Doposial’ uskuto¢nené experimenty naznacuji, ze optimalnymi podmienkami je
mozné docielit’ vznik usporiadanych a komplexnych tzv. raftovych morfologii, ktoré mézu
polozit’ zaklad pre vznik bezpecnych transportnych systémov lieciv a inych podpornych latok
s jednoduchou pripravou a injektabilnym zavedenim v tekutej forme.
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MOLEKULARNA CHARAKTERISTIKA KMENOV ESCHERICHIA COLI
IZOLOVANYCH Z HNACKUJUCICH TELIAT
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ABSTRAKT

Escherichia coli je bezne sa vyskytujucim mikroorganizmom traviaceho traktu. Za Specifickych
podmienok (prostredie, faktory virulencie) mézu pdsobit’ ako IPEC (intestinalne patogénne E.
coli) alebo EXPEC (extraintestinilne patogénne E. coli). Vyskyt neonatalnej kolibacilozy
u teliat predstavuje vysoké straty v chove v dosledku chradnutia az umrtia zvierat. IPEC zahfia
viaceré patotypy, ktoré sa odliSuju faktormi virulencie. Enterotoxigénne E. coli (ETEC)
disponuju termolabilnymi a termostabilnymi faktormi (st, It). Pre enteropatogénne E. coli
(EPEC) je typicky gén pre intimin (eae), ktory zohrava ulohu pri adherencii
a eneterohemoragické (EHEC) produkuju verotoxiny (vt) (Desvaux a kol., 2020). V nasej praci
sme sa zamerali na fylogenetickt typizaciu a virulentni schopnost’ kmenov E. coli ziskanych
z hnackujacich teliat chovanych na slovenskych farmach. NajcastejSie detegovanou
fyloskupinou bola potencialne patogénna skupina D2 (29,9 %). Schopnost’ vychytavat’ zelezo
je nevyhnutnym faktorom pre prezivanie mikroorganizmov. Nami izolované kmene
produkovali prevazne gény pre siderofory transportujiice Fe?* (feoB = 70,1 %; SitA = 62,6 %)
aiutA (70,1 %), ktory je zodpovedny za prenos Fe®*" do bakteridlnej bunky. Z d’alsich
analyzovanych faktorov virulencie bola najpocetnejsia produkcia P fimbrii (papC = 42,1 %),
najmi u kmenov zaradenych do skupiny D, ktora je spajana hlavne s infekciami mocového
aparatu. Ostatné virulentné faktory boli najcastejSie potvrdené v skupine B1, ¢o vypoveda
0 moZnosti horizontalneho transportu génov medzi komenzalnymi a patogénnymi kmenmi.

UvOoD

Napriek tomu, ze je E. coli komenzalnou baktériou tvoriacou vac§inu mikrobioty u
teplokrvnych zivoc¢ichov, za urcitych podmienok mézu jej patotypy vyvolat’ zavazné infekcie
traviaceho traktu, ¢i extraintestindlne infekcie (Farfan-Garcia a kol.,, 2016). Na zaklade
pritomnosti faktorov virulencie sa patotypy E. coli delia do skupin: EPEC, EHEC, ETEC, EIEC
(enteroinvazivne E. coli), EAEC (enteroagregativne E. coli), DAEC (diftizne adheren¢né E.
coli), AIEC (adherentne invazivne E. coli), NTEC (nekrotoxické E. coli), APEC (aviarne
patogénne E. coli), UPEC (uropatogénne E. coli) a NMEC (E. coli spoésobujuce neonatalnu
meningitidu) (Geurtsen a kol., 2022). Hnac¢ky st naj¢astejSou pri¢inou morbidity a mortality u
teliat. Telata su najviac nachylné na vypuknutie hnackovitého ochorenia prvy mesiac po
narodeni (Meganck a kol., 2014). Vykaly zvierat mézu byt zdrojom kontaminacie zivo¢isnych
produktov - mlieka alebo misa a vyrobkoV z nich, ale aj rastlinnych produktov, ¢im predstavuju
riziko nékazy l'udi (Hu a kol., 2017).

MATERIAL A METODIKA

Spolu bolo izolovanych 107 kmenov E. coli z novonarodenych hnackujtcich teliat. Kmene boli
identifikované pomocou MALDI-TOF hmotnostného spektrofotometra (Bruker Daltonics,
Leipzig, Nemecko). Fylogenetickd typizacia bola vykonanad podla metddy opisanej
Clermontom a kol. (2013) a Lescatom a kol. (2012). Nasledne boli analyzované gény virulencie
cnfl, cnf2, papC, vtl, vt2, st1, eaeA (Bujnakova a kol., 2021; Pass a kol., 2000) a vychytavania
zeleza feoB, SitA, irp2, fyuA, ireA, iutA, iha, iroN (Kocurekova a kol., 2021).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Skupiny A a B1 disponuji mensim poctom faktorov virulencie a si ¢asto oznacované ako
komenzalne. AvSak A, Bl aC st za Specifickych podmienok pdvodcami intestinalnych
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infekcii. Naproti tomu, skupiny B2 a D maju vicsiu zasobu génov kodujucich virulenciu, st
prevazne spajané s extraintestinalnymi infekciami, a tym oznacované ako patogénne skupiny
(Lagerstrom, Hadly, 2023). Do tejto skupiny patri aj linia E. coli O157:H7 (Clermont a kol.,
2021). Nami izolované kmene patrili az v 52,3 % K extraintestinalnym skupinam (B2 =11,2 %,
D=29,9%,E=94%,F =18 %). Zvysnych 47,7 % kmenov bolo v skupinach A (9,4 %), B1
(28 %) a C (10,3 %). Zelezo je nevyhnutnym prvkom, kofaktorom viacerych biochemickych
reakcii, pre prezivanie prokaryotov aj eukaryotov, komenzalov aj patogénov. Preto v organizme
vznika tzv. ,,bakterialny boj* o zelezo. Patogény majt r6zne mechanizmy vychytavania Zeleza,
ktoré st povazované za vyznamné faktory virulencie (Cook-Libin a kol., 2022). Analyzované
gény pre utilizaciu Zeleza boli pritomné v ré6znom pocte. NajcastejSie kmene disponovali génmi
feoB, iutA (70,1 %), sitA (62,6 %) a chuA — transport hemu (55,1 %). Dalej boli potvrdené gén
kodujuci receptor pre yersiniobaktin (fyuA = 41,1 %), salmochelinovy receptor (iroN = 40,2 %)
a gén pre syntézu yersiniobaktinu (irp2 = 34,6 %). V najmensej miere boli potvrdené gény ireA
aiha (11,2 % a 8,4 %). Vedecky kolektiv z Indie taktiez Studoval kmene E. coli ziskané od
hnackujucich teliat. Prevalencia génov utilizdcie Zeleza bola do zna¢nej miery nizSia
Vv porovnani s naSimi vysledkami. IroN bol zastipeny v 22,85 % kmenoch, fyuA a chuA v 17,
14 % izolatoch (Kumar a kol., 2022). Z génov virulencie sme sa zamerali na gény cnfl(15 %),
cnf2 (11,2 %), papC (42,1 %), vtl (3,7 %), vt2 (19,6 %), st1 (1,9 %) a eaeA (13,1 %). Gén papC
koéduje syntézu P fimbrii, ktoré sltizia na adhéziu baktérii k bunkam hostitel’a. Je typicky pre
UPEC, ktoré mozu, prenosom z ¢reva do mocovych ciest, vyvolat’ infekcie mocového traktu.
Jednotlivé patotypy E. coli disponuji réznymi balikmi virulentnych faktorov, ale plati, ze
UPEC moézu mat’ faktory charakteristické pre DEC (E. coli vyvolavajice hnacku) a naopak
(Khairy akol., 2019). Cytotoxicky nekrotizujici faktor (cnfl, cnf2) je Casto exprimovany
rovnako v patotype UPEC. Cnfl a papC su silne asociované s fyloskupinou B2 (Katouli, 2010).
V nasom pripade bolo cnfl castejSie potvrdené u kmenov patriacich do komenzalnej skupiny
B1 apapC zase u extraintestindlnej skupiny D. Verotoxiny (vtl, vt2) su hlavnym faktorom
virulencie u EHEC a spdsobuju patologické zmeny v organizme vedtice k hemolyticko-
uremickému syndromu (HUS) u l'udi a k zlyhaniu obli¢iek (Pakbina kol., 2021). U teliat sme
detegovali verotoxiny ako druhé najCastejSie sa vyskytujice faktory virulencie zastipené
u komezalnych, aj patogénnych skupin. Hovidzi dobytok je vyznamnym rezervoarom EHEC a
infekcie l'udi su spajané s konzuméaciou kontaminovaného misa a mlieka. Trus dobytka mdze
kontaminovat okolie a zdroje vody, ¢im vznika riziko nakazy aj inych druhov zvierat.
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Graf 1. Prevalencia génov virulencie u E. coli z hnaékujucich teliat
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ABSTRAKT

Upkonverzné nanocastice (UCNPs) st vyznamné svojim Specifickym zlozenim, vd’aka
ktorému dokazu vyuzivat anti-Stokesov posun atak konverziou infracerveného ziarenia do
viditeInej oblasti moézu zvysit' efektivitu fotodynamickej terapie (PDT), ktorej hlavnou
nevyhodou je jej nizka penetracna schopnost do tkaniva vo viditelnom spektre. Pomocou
funkénych povrchovych tprav tychto Castic je dokonca mozné docielit’ ich selektivitu voci
nadorovym bunkdm atak zabezpecit' efektivnejSiu a bezpecnejsiu terapiu pre pacienta.
V nasom experimentdlnom modeli sme vyuZili funkcionalizaciu UCNPs pomocou $pecifického
DARPInu s vysokou afinitou na HER2 receptory. Tieto receptory sa nachadzaju na nadorovych
bunkéch prsnika bunkovej linie SKBR3. Na UCNPs sme kovalentne pripojili verteporfin, ktory
je bezne vyuzivany fotosenzibilizator pri PDT. Vizualizdciou verteporfinu sme dokazali
lokalizovat pritomnost’ UCNPs na bunkovej membrane SKBR3 buniek, ¢o nasvedcuje uspesné
Specifické zacielenie nasich UCNPs na nadorové bunky. Funkcionalizacia UCNPs pomocou
DARPinov tak predstavuje sl'ubnut alternativu pre zefektivnenie PDT.

UvoOD

Vol'ba spravneho systému pre transport lie¢iva do miest lokalizdcie nadoru v onkologickych
ochoreniach sa stava ¢im d’alej, tym viac ddlezitou. Najmi co sa tyka liecby fotodynamickou
terapiou (PDT), kde G¢innost’ liecby zavisi od efektivneho transportu fotosenzibilizatora (PS)
t. j. latky, ktord po oziareni dokaZe generovat’ singletovy kyslik a produkovat’ tak oxidacny
stres, v cielovych bunkach. Perspektivnymi transportérmi PS st r6zne nanonosice, prikladom
ktorych st upkonverzné nanocastice (UCNPs). Tie vdaka svojmu Specifickému zloZeniu
dokazu absorbovat’ svetlo v blizkej infracervenej oblasti (NIR) a nasledne ho konvertovat’ na
viditel'né svetlo, ktoré je absorbované transportovanym PS. To z nich robi dokonaly nastroj pre
cielent PDT. Ich samotné zloZenie a Struktira dava moZnost’ roznych povrchovych Uprav
a funkcionalizacie, vd’aka ¢omu mdzu byt vyuzité pri liecbe ré6znych druhov onkologickych
ochoreni.

UPKONVERZNE NANOCASTICE

UCNPs sa vyznacuji vysokou fotostabilitou a nizkou autofluorescenciou. UCNPs na baze
lantanoidov dokazu absorbovat’ fotony v NIR oblasti a emitovat’ ziarenie s vySSou energiou
a nizSou vlnovou dizkou. Moznost’ excitacie NIR svetlom (najéastejsie 808 a 980 nm), ktoré
prenikd hlbsie do tkaniva neZ UV/viditel'né svetlo, z nich robi vhodné nosi€e pre biomedicinu
(Mahata a kol., 2021). 808 nm predstavuje este vhodnej§iu vinova dizku pre excitaciu nez
CastejSie vyuzivanych 980 nm, pretoze sa nachadza uprostred tzv. optického okna, kde je
absorpcia a rozptyl svetla v tkanive najnizsi. (Qiu a kol., 2018). Presnym dopovanim pomerov
lantanoidovych i6nov je mozné dosiahnut’ $pecificka vlnova dizku emisie, ktora sa prekryva
s absorpénym maximom pozadovaného molekulového fotosenzibilizatora. (Mahata a kol.,
2011; Yang Li a kol., 2022). Na zaklade pozadovanej hodnoty emisii sa ako fotosenzibilizatory
najcastejsie pouzivaju porfyriny (Qiao a kol., 2012), ftalokyaniny (Xia a kol., 2014), chlorin-
e6, Rose Bengal (Lee a kol., 2020) a dokonca aj hypericin (Vasylyshyn a kol., 2025).
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FUNKCIONALIZACIE UCNPS PRE CIELENU TERAPIU

Funk¢na uprava (funkcionalizacia) povrchu UCNPs dokaze zlepsit' ich biokompatibilitu a
umoznuje naviazanie ligandov pre selektivne zacielenie terapie (Muhr a kol., 2014). Tym sa
otvara priestor pre ich vyuzitie v diagnostike a cielenej terapii réznych typov nadorov, medzi
inymi aj HER2 pozitivnych naddorov, ktorym sa venujeme v naSom experimentalnom modeli.
UCNPs boli pouzivané pri terapii nddorovych buniek linie MDA-MB-231 (nador prsnika), kde
boli povrchovo upravené silikou a hyalurénovou kyselinou, ktoré vytvorili ,,obal* zamedzujtci
nechcené predCasné uvolniovanie lieciva (Yin a kol. 2014). Funk¢na modifikéacia poréznou
silikou konjugovanou s protilatkami anti-MUCT bola prvykrat popisana uz pri cielenej terapii
nadorov exprimujucich MUCI1 (episialin) nachadzajici sa na povrchu tychto buniek (Zhou
a kol. 2012). Inym pripadom cieleného transportu je vyuzitie kyseliny listovej, ktord sa viaze
na Specificky receptor, nachadzajtci sa na HeLa bunkach (nador kréka maternice) (Zhang a kol.
2016). Takou modifikaciou je mozné sa selektivne zamerat’ na Specificky typ onkologického
ochorenia a umocnit internalizaciu UCNPs do tychto buniek. Nasledne NIR kontrolovana
fotodynamicka terapia (PDT) vyvola nezvratné poskodenie nadorového tkaniva generovanim
reaktivnych foriem kyslika. Naviac, kombinacia UCNPs — PDT a chemoterapeuticka liecba
vyuzivajica doxorubicin vykazuje ovela vysSiu G¢innost’ nez samotna chemoterapia (Zhang
a kol. 2016). Uvedené stadie ukazuj, Ze funkcionalizacia UCNPs ma Siroké vyuZitie pri liecbe
viacerych typov nadorov a vhodne zvolené zvysSuje efektivitu cielenej PDT.

MATERIAL A METODIKA

UCNPs boli pripravené modifikaciou postupu podla (Song Y. a kol., 2018; Vaylyshyn a kol.,
2025) s kovalentne pripojenym verteporfinom ako fotosenzibilizatorom a d’alej boli
funkcionalizované $pecifickym DARPinom s vysokou afinitou k HER2 receptorom (HER2r).
Nanocastice boli nasledne inkubované s bunkami nadoru prsnika SKBR3 s vysokou expresiou
HER2r po dobu 15 min-1 h. Vizualizacia distribucie funkcionalizovanych nanocastic
V bunkach bola sprostredkovand pomocou konfokalnej fluroescencnej mikroskopie excitaciou
vzorky pri 555 nm.

VYSLEDKY

[lustra¢né spektrum luminiscencie nemodifikovanych UCNPs (Obr.1, vlavo, vyznacené
krivkou) sa Ciasto€ne prekryva s absorpénymi pasmi verteporfinu (Obr.1, vlavo, vyznafené
plochou), o potvrdzuje vhodnost’ vyberu fotosenzibilizatora, ktory je v okne emisie vybranych
nanocastic (zdroj Ziarenia pre excitaciu verteporfinu). Pre priamu identifikaciu verteporfinu
V bunkach sme zvolili excitaciu 555 nm laserom. Excitdciou funkcionalizovanych UCNPs
DARPinom pri 555 nm sme pozorovali vyraznu ¢erventl fluorescenciu (>590 nm) lokalizovanu
do aglomeritov na plazmatickej membrane buniek SKBR3 (Obr.1, vpravo). Distriblcia
aglomeratov naznacuje isti bunkovu selektivitu vd’aka DARPinu, kedZe pri niektorych
bunkach st nanocastice vidite'ne lokalizované na plazmatickej membrane, zatial’ ¢o pri inych
uplne chybaji. To mdze byt spdsobené nerovnomernym naviazanim DARPinu na jednotlivé
nanocastice. V d’alSom vyskume sa budeme venovat’ optimalizécii funkcionalizacie nanocastic
ako aj spusteniu PDT prostrednictvom NIR Zziarenia.
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Obr. 1. Reprezentativne absorpcné spektrum verteporfinu a charakteristické luminescencéné spektrum UCNPs
po stimuldcii 980 nm (vPavo). Vizualizdcia distribiicie modifikovanych UCNPs s DARPinom v bunkdch
nddoru prsnika SKBR3 pomocou konfokdlneho fluorescenéného mikroskopu (vpravo).
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ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo zhodnotit' vyskyt Anaplasma spp. v kliestoch Ixodes ricinus
z vegetacie a prevalenciu protilatok proti Anaplasma spp. v populaciach vol'ne Zijucej zveri na
vybranych lokalitaich Slovenska. Metodou nested PCR bolo pozitivnych na pritomnost DNA
Anaplasma spp. 11,1 % poolov kliestov z Tren&ianskeho a 6,9 % poolov kliestov zo Zilinského
kraja. Sérologické vySetrenie protilatok proti Anaplasma spp. u 49 kusov volne Zijucej zveri
odhalilo ich pritomnost’ u 71,4 % jedincov, priCom prevalencia u daniela Skvrnitého (Dama
dama) bola 63,6 % a u muflona lesného (Ovis musimon) 73,7 %. Ide o prva Stadiu zamerana
na sérologicky zachyt protilatok proti Anaplasma spp. u volne Zijucej zveri na Slovensku.
Ziskané vysledky potvrdzuju enzooticku cirkuldciu patogénu v prirodnych biotopoch a
zdoraziuji potrebu d’alsieho monitorovania jeho vyskytu.

UvoD

Baktérie rodu Anaplasma su gram-negativne, striktne intracelularne patogény patriace do
Celade Anaplasmataceae. Tieto mikroorganizmy, prenasané predovSetkym kliestami, su
povodcami anaplazmdzy, zoonotického ochorenia, ktoré moze predstavovat’ zavazné riziko pre
zdravie zvierat aj I'udi. Rezervoarom Anaplasma spp. st vol'ne Zijuce cicavce (Stuen a kol.,
2013). Za najvyznamnejSicho vektora Anaplasma phagocytophilum v miernom pasme Europy
je povazovany kliest' Ixodes ricinus. Okrem I. ricinus bola pritomnost’ Anaplasma spp.
zaznamenana aj u dalSich druhov kliestov, ako Dermacentor reticulatus, Haemaphysalis
concinna, Hyalomma marginatum, 1. ventalloi a I. trianguliceps, ¢im sa rozSiruje spektrum
moznych prenasacov na europskom kontinente (Rizzoli a kol., 2014).

Na Slovensku bola A. phagocytophilum prvykrat detegovana v populacii kliestov 1. ricinus v
juhozapadnej ¢asti krajiny v roku 2002 (Spitalska a kol., 2008). Napriek tomu je vyskum
zamerany na jej vyskyt v klieStoch a najmi na sérologicku prevalenciu vo vol'ne Zijucej zveri
stale nedostatony. Tieto Udaje su vSak klucové pre pochopenie cirkulacie patogénu v
prirodnom ohnisku a hodnotenie rizik pre verejné aj veterinarne zdravie. NaSou pracou sa
snazime doplnit’ chybajice tdaje a prispiet’ k lepSiemu poznaniu ekologie tohto vyznamného
patogénu v stredoeurdpskom priestore.

MATERIAL A METODIKA

Zber kliestov z vegetacie prebiehal metdédou vlajkovania na jar ajesei 2024 v Zilinskom
a Tren¢ianskom kraji. Kazdy kliest’ bol spracovany individualne, pricom sa z neho izolovala
celkova DNA pouzitim Kitu BlackPrep DNA/RNA Tick Kit (Analytik Jena). Vzhl'adom na
predpokladanu nizku prevalenciu Anaplasma spp. v populacii kliestov boli individualne vzorky
nasledne zoskupené do poolov po pat kusov. Detekcia DNA patogénu bola realizovana
pomocou nested PCR s pouzitim Styroch primerov (Tab. 1) zameranych na 16S rRNA gén.
Do sérologického prieskumu boli zaradené vzorky sér ziskané v rokoch 2023 — 2025 zo zvierat
chovanych v Uéelovom zariadeni pre chov a choroby zveri, ryb a véiel UVLF v Kosiciach, v
obci Rozhanovce, okres KoSice-okolie. Vzorky pochéddzali od daniela Skvrnitého (Dama
(Cervus) dama (mesopotamica) Linnaeus, 1758) — 11 kusov a muflona lesného (Ovis musimon
Pallas, 1811) — 38 kusov. Na detekciu Specifickych protilatok proti Anaplasma spp. v sérach
bol pouzity Anaplasma Antibody Test Kit, CELISA v2 (VMRD, USA).

24



ACn-16S-F1 CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC
ACn-16S-R1 TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC
ACn-16S-F2 AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT
ACn-16S-R2 GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG

Tab. 1. Primery pouZité pri PCR reakcii

100 71,4 63,6 73,7

0 -

celkova prevalencia daniel Skvrnity @ muflon lesny

percento
prevalencie

Obr. 1. Prevalencia protilatok proti Anaplasma spp. u vol’ne Zijiicej zveri

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyskyt A. phagocytophilum v kliestoch I. ricinus bol doteraz zaznamenany predovsetkym v
enzootickych oblastiach vychodného Slovenska. Derdakova a kol. (2003) analyzovali 60
kliest'ov z vegetacie, pricom pritomnost’ A. phagocytophilum bola potvrdena v 8,3 % pripadov.
Aj napriek malej vzorke tieto vysledky naznacuji cirkulaciu tohto patogénu v prirodnych
ohniskach vychodného Slovenska. Podobne, Svitalkova a kol. (2015) preukazali, Ze prevalencia
A. phagocytophilum v kliest'och z vegetacie bola vyznamne vyssia v urbanizovanych oblastiach
(7,2 %) v porovnani s prirodnymi biotopmi, kde dosahovala len 3,1 %. Tieto zistenia potvrdzuji
rozdiely v distriblicii patogénu v zavislosti od typu prostredia. NaSe vysledky pritomnosti DNA
Anaplasma spp. v kliest'och z vegetacie rozsiruju poznatky o vyskyte anaplaziem aj v d’alSich,
doposial’ menej skumanych regionoch Slovenska. V Zilinskom kraji bolo analyzovanych 29
poolov kliestov, z ktorych 2 pooly (6,9 %) boli PCR pozitivne na pritomnost” Anaplasma spp.
V Trencianskom kraji bolo vySetrenych 36 poolov, pricom 4 pooly (11,1 %) boli pozitivne.

V na$ej studii sme stanovenim Specifickych protilatok proti Anaplasma spp. zistili, ze z
celkového poctu 49 vySetrenych vzoriek sér bolo 35 pozitivnych, ¢o predstavovalo 71,4 %
prevalenciu. U daniela Skvrnitého (n = 11) bolo zaznamenanych 7 pozitivnych vzoriek (63,6
%) a u muflona lesného (n = 38) bola pozitivna reakcia detegovand v 28 vzorkach (73,7 %)
(Obr. 1). Podl'a nam dostupnych udajov ide o prva $tadiu, ktora sa zameriava na pritomnost’
protilatok proti Anaplasma spp. v populaciach vol'ne zZijucej zveri na Slovensku.

ZAVER

Nase vysledky poukazuju na pritomnost” Anaplasma spp. aj v severnejsich oblastiach Slovenska
a podciarkuju potrebu rozsireného monitoringu v d’al§ich lokalitdch a mestskych oblastiach s
cielom lepsie porozumiet’ ekologickej distribticii a epizootologii anaplazmodzy v krajine.
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POROVNANIE HLADINY I,MUNOGLOBULiNOV KRVNEHO SERA TELIAT
V OBDOBI MESIACOV OKTOBER,AZ MAREC A VPLYV IMUNOGLOBINOV NA
UMRTNOST

Jesik J., Mudron P.
Klinika prezuvavcov, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Hladina imunoglobulinov v krvnom sére teliat predstavuje dolezity ukazovatel kvality
kolostralnej vyzivy. Synepiteliochorialne placentarne spojenie u hovéddzieho dobytka vytvara
bariéru medzi plodom a matkou, ktord znemozituje prenos imunoglobulinov. Z tohto dévodu je
prijem imunoglobulinov prostrednictvom kolostra rozhodujucim mechanizmom pasivneho
prenosu materskych protildtok. Mnozstvo absorbovanych imunoglobulinov vyznamne
ovplyviiuje zdravotny stav a vyvoj jedinca nielen v prvych ditoch Zivota, ale aj z dlhodobého
hl'adiska. Ciel'om prace bolo zhodnotit’ sezonne zmeny v hladine imunoglobulinov v krvnom
sére teliat v obdobi od oktdbra do marca a posudit’ vplyv mnozstva imunoglobulinov na
tmrtnost teliat. Udaje boli ziskané pocas klinického vysetrenia teliat na farme na vychodnom
Slovensku pocas mesiacov oktober aZz marec a zo zdznamov od chovatela. Vzorky boli
odobraté celkovo od 134 teliat vo veku 24 hodin az 7 dni. NajvysSia priemerna hladina
celkovych imunoglobulinov za mesiac bola zaznamenana v decembri (20,51 U ZST) zatial’ ¢o
najniz§ia v oktobri (10,48 U ZST). Najvyssia umrtnost’ (36,84 %) bola zistena v novembri, pri
%) sa zaznamenala v decembri a v marci, pri priemernej hodnote celkovych imunoglobulinov
20,51 U ZST za december, resp. 17,10 U ZST za marec. Statisticka vyznamnost’ sa
nepreukazala vo vztahu medzi mesiacmi v roku a hladinou imunoglobulinov. Medzi hladinou
imunoglobulinov a imrtnostou teliat sa zistila stredne silna negativna korelacia, avSak tento
vzt'ah nebol Statisticky vyznamny.

uUvoD

Telata po narodeni st odkézané na prijem imunoglobulinov prostrednictvom kolostra, nakol'’ko
synepiteliochorialna placenta u hovéddzieho dobytka neumoznuje ich prechod z matky na plod
pocas gravidity (Borghesi a kol. 2014). Imunitny systém novorodenych teliat je nezrely
a vytvarat’ vlastné protilatky zacina priblizne az v troch tyzdnoch veku (Franklin a kol. 2003).
Preto je doleZité vcasné napojenie teliat kvalitnym kolostrom obsahujucim dostatok
imunoglobulinov (Jaster 2005). Pasivny prenos materskych imunoglobulinov prebieha najma
pocas prvych 24 hodin po narodeni absorpciou cez stenu tenkého ¢reva. Dostatoéné mnozstvo
imunoglobulinov zabezpecuje ochranu teliat pred beznymi patogénnymi mikroorganizmami do
doby, pokial’ sa ich imunitny systém nestane plne funkénym. Adekvatna kolostralna imunita
teliat je spajana so znizenym rizikom morbidity a mortality pred odstavom, ale aj po odstave,
so zlepSenim hmotnostnych prirastkov, skratenim veku pri prvom teleni, zlepSenim produkcie
mlieka pocas prvej a druhej laktacie a znizenim brakécie dojnic pocas prvej laktacie (Godden
a kol. 2019). Medzi hlavné faktory ovplyviiujice Uspesnost’ pasivnej imunity patria kvalita
kolostra, mnozstvo prijatého kolostra, vek teliat pri napojeni kolostrom (Lopez a Heinrichs
2022) a bakterialna kontaminécia kolostra (Gelsinger a kol. 2015). Dalej st opisované aj d’al§ie
faktory ovplyvnujuce kvalitu kolostra a pasivnej imunity u teliat — plemeno, vek krav pri teleni,
vyziva v obdobi pred porodom, roéné obdobie, vakcinicia matiek, dizka statia na sucho,
mnozstvo kolostra vyprodukovaného na prvy pddoj a cas po oteleni, po ktorom sa ziska
kolostrum (Godden a kol. 2019). Cielom tejto prace bolo zistit' vyskyt sezonnych zmien
Vv hladine celkovych imunoglobulinov stanovenych u teliat pocas obdobia oktober aZ marec
a vplyv urovne kolostralnej imunity na imrtnost’ teliat.
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MATERIAL A METODIKA

Uroveii celkovych imunoglobulinov sme stanovili zo vzoriek krvi, ktoré sme odobrali po¢as
klinického vySetrenia teliat na farme dojnic na vychodnom Slovensku. Do S§tidie bolo
zaradenych 134 teliat vo veku 24 hodin az 7 dni. Tel'atd na farme boli po narodeni oddelené od
matiek a napojené kolostrom dvakrat pocas prvych 24 hodin zivota. Prvé napojenie bolo v ¢o
najkratSom case po narodeni a druhé priblizne o 12 hodin. Odbery vzoriek sme vykonali
v mesiacoch oktober az marec. Telata boli manualne fixované pomocnym personalom a odber
krvi sme vykonali z vena jugularis do skimavky bez antikoagula¢ného cinidla. Po transporte
vzoriek do laboratoria sme ziskali krvné sérum pomocou centrifugéacie. Z krvného séra sme
zistili hodnotu celkovych imunoglobulinov pomocou zink-sulfatového turbidimetrického testu.
Zo ziskanych udajov sme zistili priemerné hodnoty imunoglobulinov za jednotlivé mesiace.
Zaroven sme vypocitali smerodajné odchylky pre jednotlivé mesiace. Pomocou testu ANOVA
sme zistili Statistickl vyznamnost’ medzi hodnotami imunoglobulinov. Nésledne sme pomocou
Tukey HSD testu zistili Statistické rozdiely v hodnotach imunoglobulinov medzi konkrétnymi
dvojicami mesiacov. Suvis medzi mesiacmi v roku a hodnotou imunoglobulinov sme overili
pomocou linearnej regresnej analyzy. Zo ziskanych tdajov od chovatel'a sme zistili, ktoré
z teliat zaradenych do stidie uhynuli pocas prvych 6 tyzdiov Zzivota. Nasledne sme zistili
percentudlnu imrtnost’ teliat narodenych v jednotlivych mesiacoch. Statisticktl vyznamnost
vzt'ahu medzi priemernou hodnotou celkovych imunoglobulinov a timrtnostou teliat sme
overili linearnou regresnou analyzou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

_ Pocet Celkové imunoglobulin Umrtnost’

Mesiac teliat Priemerna hodnota (U (%)
ZST) SD

Oktober 26 10,48 (7,19 11,54
November 19 13,51 8,09 36,84
December 21 20,51 8,30 0,00
Januar 30 11,84 (4,75 16,67
Februar 24 14,07 |7,51 8,33
Marec 14 17,10{6,30 0,00

Tab. 1. Udaje o Clg a umrtnosti teliat (n = 134)

Najvyssia priemerna hladina celkovych imunoglobulinov (Clg) za mesiac bola v decembri
s hodnotou 20,51 jednotiek zink-sulfatového turbidimetrického testu (U ZST). Najnizsia
hladina Clg bola v oktobri shodnotou 10,48 U ZST. Statisticky vyznamné rozdiely
V hodnotach Clg sme zistili Tukey HSD testom medzi mesiacmi oktober — december (g = 4,76)
a december- januar (q = 4,24). Vztah medzi Clg a jednotlivymi mesiacmi podla linearnej
regresnej analyzy nie je Statisticky vyznamny (p>0,05), hladina Clg ma v Case stupajlci aj
klesajuci charakter. Cas (mesiace) vysvetl'uje iba 14,5 % variability (R?>= 0,145) v hodnotach
imunoglobulinov, t.j. vztah je velmi slaby. Najvyssia umrtnost’ 36,84 % bola zistena
v novembri pri priemernej hodnote Clg 13,51 U ZST. Najnizsia timrtnost’ 0 % bola zistena
v decembri a v marci pri priemernej hodnote Clg 20,51 U ZST za december, resp. 17,10 U ZST
za marec. Na zaklade linearnej regresnej analyzy sme zistili, Ze priemernd mesacné hladina
imunoglobulinov negativne korelovala s umrtnostou teliat (R? = 0,30), avSak tento vzt'ah nebol
Statisticky vyznamny (p > 0,05), ¢o mdze suvisiet’ s nizkym poctom pozorovani. Vajda
a Maskal'ova (2016) uvadzaju ako optimalnu hodnotu Clg stanovenu v sére teliat medzi 3. a 7.
dilom Zivota na urovni 20 U ZST. Uroveii imunoglobulinov dosahujiicu tuto hodnotu sme
V naSej Studii pozorovali len v decembri. Zaroven v tento mesiac nebola pozorovana umrtnost’
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u teliat. Fallon (1978) pri hodnote Clg v rozmedzi 10-14 U ZST zistil imrtnost’ teliat 6,5 %, ¢o
je menej ako sme pozorovali v nasej praci, kde sme v tomto rozmedzi CIg pozorovali umrtnost’
8,33 % - 36,84 %. Taktiez pri hodnotach Clg 15-19 U ZST pozoroval Fallon (1978) tmrtnost’
5 % apri Clg 20-24 U ZST tmrtnost’ 3 %. My sme pri tychto hodnotach zaznamenali 0 %
umrtnost. Rozdiely moézu byt spdsobené tym, ze v nasom pripade sme vychadzali
z priemernych hodnét Clg za mesiac a malym poctom Statistickych skupin zahrnutych do
Studie.

Umrtnost teliat
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Graf 1. Grafické zndzornenie umrtnosti teliat Graf 2. Priemerné hodnoty Clg (U ZST)
Vv jednotlivych mesiacoch s vyznacenim smerodajnych
odchylok
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POROVNANIE RADIOGRAFICKYCH MERACICH METOD VYUZIVAJUCICH
VERTEBRALNE, HRUDNE A MANUBRIALNE REFERENCNE BODY PRI
HODNOTENI VELCKOSTI SRDCOVEJ SILUETY U PSOV

Kackova G., Horndk S., Figurova M., Agudelo C. F., Vargova N.
Klinika malych zvierat, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Hodnotenie velkosti srdcovej siluety je dolezité pre diagnostiku kardiomegilie u psov.
NajcastejSie pouzivané stavcové srdcové skore (VHS) je najviac akceptovanou a overenou
metddou, avsak vysledky mozu byt ovplyvnené plemennymi a anatomickymi odliSnost’ami.
Novsie spdsoby merania, ako manubridlne srdcové skore (MHS) a srdcové skore podla
hrudného vchodu (TIHS), mézu priniest’ vyssiu presnost’ a stabilitu merani. Ciel'om tejto Studie
bolo porovnat’ hodnoty VHS, MHS a TIHS u zdravych psov rovnakého plemena. Do vyskumu
bolo zaradenych 39 jedincov po kompletnom internom a kardiologickom vysetreni vratane
echokardiografie. Priemernd hodnota VHS bola 10,54, MHS 5,05 a TIHS 2,95. Bland-
Altmanova analyza ukazala systematické rozdiely medzi VHS a oboma alternativnymi
metodami, pricom najvyssiu zhodu vykazovali MHS a TIHS. Korela¢n4 analyza ukézala slaby,
ale vyznamny vztah medzi VHS a MHS (r = 0,33; p = 0,04). Medzi VHS a TIHS sa
nepreukazala vyznamna savislost’ (r = 0,19; p = 0,25). Najvyssiu korelaciu sme zaznamenali
medzi MHS a TIHS, kde bola stredne silna a S$tatisticky vyznamna (r = 0,48; p = 0,0018).
Vysledky naznacuji, Ze MHS a TIHS predstavuju stabilnejSie metddy hodnotenia velkosti
srdcovej siluety v porovnani s VHS, ktoré méze u niektorych zdravych jedincov dosahovat
hrani¢né alebo zvySené hodnoty.

UvoD

Radiografické hodnotenie vel'kosti srdca je klIiCové pri diagnostike kardiomegalie u psov.
NajcastejSie pouzivané VHS je Siroko akceptované, no vykazuje variabilitu medzi plemenami
a je ovplyvnené individualnou anatomiou (Tangpakornsak a kol., 2023; Baisan a Vulpe, 2025).
Ako alternativa sa skiimajli nové referencné body, najma rukovét’ hrudnej kosti a hrudny vchod,
ktoré mozu znizit’ variabilitu. MHS sa ukazuje ako spol'ahlivy ukazovatel nezavisly od plemena
a telesnej konstitucie (Bilgi¢ a kol., 2025). Metoda TIHS, zalozena na pomere k hrudnému
vchodu, preukazala vysSiu reprodukovatel’'nost’ nezZ VHS, najmé u malych plemien (Fernandez
a kol., 2023). Napriek tymto poznatkom zostava VHS v klinickej praxi preferovanou metoédou
pre svoju jednoduchost, zatial' <o MHS a TIHS prinasaji vyhodu najma pri atypickych alebo
hraniénych pripadoch (Mostafa a Berry, 2022).

MATERIAL A METODIKA

Majitelia psov podpisali informovany suhlas so zaradenim zvierat do $tidie a so spracovanim
udajov. Do vyskumu boli zahrnuti iba klinicky zdravi jedinci rovnakého plemena po
kompletnom internom a kardiologickom vySetreni vritane laboratérnych testov,
elektrokardiografie a echokardiografie. Psy s akymkol'vek nalezom boli vylucené.
Vysetrovanie prebiehalo od maja do augusta 2023. Radiologické vySetrenia sa realizovali pod
celkovou anestéziou podla jednotného protokolu, aby sa vylucil vplyv sedacie na velkost
srdca. Digitalne snimkovanie sa uskutoc¢nilo systémom Perform-X F100 (Control-X Medical,
Zrt.), pricom expozi¢né parametre sa prispdsobovali individudlne podla prednastavenych
protokolov. Na kazdom pacientovi boli nasledne realizované vSetky tri merania — VHS, MHS
aJ TIHS — ¢o poskytlo homogénny a Statisticky dobre porovnatelny stbor udajov. VHS sa
meralo na pravej lateralnej projekcii podl'a metody Buchanana a Biichelera (1995). TIHS sa
uréovalo podl'a Fernandeza a kol. (2023) ako pomer kratkej osi srdca a dizky hrudného vchodu.
MHS sa pogitalo podl'a Bilgica a kol. (2025) ako stdet kratkej a dlhej osi srdca deleny dizkou
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manubria hrudnej kosti. Na porovnanie jednotlivych metdd bola pouzita Bland—Altmanova
analyza na hodnotenie zhody a Pearsonova korelacna analyza na postidenie linedrnej asociacie
medzi vysledkami.

Obr. 1. Meranie srdcovej siluety pomocou VHS, MHS a TIHS na laterdlnej RTG projekcii psa

VYSLEDKY A DISKUSIA

Do statistickej analyzy bolo zahrnutych 39 jedincov. Bland—Altmanova analyza ukazala
systematické rozdiely medzi jednotlivymi meracimi metodami. VHS dosahovalo konzistentne
vys$Sie hodnoty v porovnani s alternativnymi pristupmi — priemerny rozdiel oproti MHS bol
5,82 (95 % LoA: 4,86 az 6,79) a oproti TIHS 7,63 (95 % LoA: 6,65 az 8,60). V porovnani
medzi MHS a TIHS bol rozdiel mensi, s biasom 1,81 (95 % LoA: 1,23 az 2,38), ¢o naznacuje
ich vzajomnu bliz§iu zhodu. Korela¢na analyza potvrdila rozdielnu mieru vztahu medzi
metédami. VHS a MHS vykazali slabt, ale Statisticky vyznamnu korelaciu (r = 0,33; p = 0,04),
vztah medzi VHS a TIHS bol vel'mi slaby a nevyznamny (r = 0,19; p = 0,25). NajvysSia miera
korel4cie bola zistena medzi MHS a TIHS, kde sa potvrdila stredne silna a $tatisticky vyznamna
asociacia (r = 0,48; p = 0,0018).

Porovnanie | Bias | 95 % LoA 95 % LoA Koreldacia r p-
(dolna) (horna) hodnota
VHS vs MHS | 5,82 | 4,86 6,79 0,33 0,0400
VHSvs TIHS | 7,63 | 6,65 8,60 0,19 0,2500
MHSvsTIHS | 1,81 | 1,23 2,38 0,48 0,0018

Tab. 1. Vysledky Bland—Altmanovej analyzy a Pearsonovej korelaénej analyzy medzi jednotlivymi meracimi
metodami. Bias predstavuje priemerny rozdiel medzi dvoma metéodami, 95 % LoA vyjadruje interval zhody a
hodnota r uddva silu linedrnej koreldcie.

V nasom subore 39 zdravych psov sme zistili priemerné hodnoty VHS = 10,54, MHS = 5,05 a
TIHS = 2,95. Hodnoty VHS tak mierne prevysovali pdvodny referenény priemer 9,7 + 0,5
navrhnuty Buchananom a Biichelerom (1995), avSak zodpovedali aktualizovanému hornému
limitu 10,5 publikovanému v roku 2000 ( Buchanan, 2000). Priemernd hodnota MHS v naSom
stibore bola vel'mi podobnd vysledkom uvadzanym u zdravych psov vo viacerych §tadiach
(Mostafa a kol., 2020; Bilgi¢ a kol., 2021), kde sa pohybovala priblizne medzi 5,0 a 5,5 v
zavislosti od velkostnej kategorie. Priemernd hodnota TIHS (2,95) sa nachadzala pod
navrhovanou vyznamnou hranicou 3,2 publikovanou Marbella Fernandez a kol., (2023). Nase
vysledky ukazuji, ze MHS a TIHS su u zdravych psov pomerne stabilné a dobre zodpovedaju
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hodnotam popisanym v literature, zatial' co VHS moZze u niektorych jedincov dosahovat’ az
hrani¢né alebo vysSie hodnoty.
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TOXOPLASMA GONDII U HOSPODARSKYCH ZVIERAT - RIZIKO PRE
VETERINARNU PRAX A VEREJNE ZDRAVIE
Kariuk D.*?, Antolova D.Y, Valentovd D.3, Striskova K.2
! Parazitologicky ustav SAV, v. v. i., KoSice
2 Univerzita veterindrskeho lekarstva a farmdcie v KoSiciach
3 Veterindrny a potravinovy ustav v Bratislave

ABSTRAKT

Toxoplasma gondii je obligatny intracelularny parazit s kozmopolitnym vyskytom, ktory je
schopny infikovat prakticky vSetky druhy teplokrvnych zivocichov. Toxoplazmdéza predstavuje
vyznamné zdravotné riziko predovSetkym pre tehotné zeny a osoby so zniZzenou imunitou.
Prezentovana Stidia sa zamerala na sledovanie séroprevalencie T. gondii u domacich
prezuvavcov — hovidzieho dobytka, oviec a ko6z na Slovensku. V spolupréci s Veterinarnym a
potravinovym ustavom v Bratislave boli od januara do decembra 2024 odobraté vzorky 1298
sér. Analyza ukazala pritomnost’ IgG protilatok proti T. gondii u 168 z 517 testovanych oviec
(32,5 %) au 122 zo 280 koz (43,6 %). Z 501 vySetrenych vzoriek pochadzajucich od krav bolo
92 pozitivnych, ¢o predstavuje 18,4 %. Vysledky potvrdili nezanedbatel'né riziko prenosu
toxoplazmézy pri manipulacii a konzumacii tepelne neupraveného maésa, zivociSnych
produktov a pripadne aj mlieka, najmé oviec a k6z na Slovensku.

UvoOD

T. gondii je intracelularny parazit, ktory sa vyskytuje po celom svete. Tento parazit vykazuje
odlisné spdsoby reprodukcie u svojich hostitelov. U definitivnych hostitel'ov, medzi ktoré
patria mésozravce z Cel'ade Felidae, dochadza k pohlavnému rozmnoZzovaniu, zatial' ¢o u
medzihostitel'ov (vSetky teplokrvné Zivocichy, vratane ¢loveka) sa jeho vyvinové S$tadia
(tachyzoity a bradyzoity) rozmnozuju nepohlavne. T. gondii je povazovana za vyznamného
patogéna z hl'adiska humannej aj veterinarnej mediciny, priom podla spravy FAO/WHO
»Multicriteria-Based Ranking for Risk Management of Foodborne Parasite®, je zaradena na
Stvrté miesto medzi najnebezpecnejSie potravinami prenosné parazity s dopadmi na verejné
zdravie (FAO/WHO, 2014).

Infekcia T. gondii sa u l'udi vyskytuje pomerne ¢asto, pricom az u 80 % nakazenych prebicha
infekcia bez priznakov, pripadne sa objavia len mierne symptomy ako napriklad lymfadenitida.
Medzi najcastejSie symptomy patri cervikalna lymfadenopatia, niekedy sprevadzana zvySenymi
teplotami, bolest'ami hlavy, hrdla, svalov, vyrazkami, bolest'ami brucha a zvic¢Senim pecene a
sleziny. Na druhej strane, tehotné Zeny a osoby s oslabenym imunitnym systémom, ako st
pacienti s AIDS, po transplantacii alebo na imunosupresivnej terapii, su vystaveni vysSiemu
riziku rozvoja véaznych klinickych priznakov (myokarditida, pneumodnia, myozitida,
encefalitida). V pripade primoinfekcie pocas tehotenstva moze dojst’ k prenosu T. gondii na
plod, o moze viest’ k potratu alebo vzniku zdvaznych vyvojovych abnormalit (Montoya a kol.,
2000; Geleneky a kol., 2017).

Z hladiska prenosu parazita T. gondii prostrednictvom potravin je najvyznamnej$im rizikovym
faktorom konzumaécia alebo manipulécia so surovym ¢i nedostatocne tepelne spracovanym
masom pochadzajucim z domdcich alebo vol'ne zijucich zvierat. Vyvojové Stadia parazita, ako
st tkanivové cysty alebo tachyzoity, moézu pri kontakte mésa z infikovanym zvierat s
kuchynskymi nastrojmi a kontaminovat’ aj tieto predmety. Viaceré Stadie uvadzaja, ze prave
konzumadcia alebo spracovanie mésa, ktoré nepreslo dostato¢nou tepelnou upravou, je hlavnym
zdrojom nékazy u l'udi, priCom v Eurdope mdze byt zodpovedna za 30 az 63 % pripadov
toxoplazmozy (Dubey a kol., 2002; Tenter, 2009).
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MATERIAL A METODIKA

Od januara do decembra 2024 bolo v spolupraci s Veterinarnym a potravinovym ustavom
Vv Bratislave zozbieranych a nésledne vysetrenych 517 krvnych sér oviec, 280 sér koz a 501
vzoriek sér hovddzieho dobytka (HD) zo vSetkych 6smich krajov Slovenska (menovite
Bratislavsky, Nitriansky, Trnavsky, Trenéiansky, Zilinsky, Banskobystricky, Presovsky
a Kosicky kraj).

Vzorky sér boli na pritomnost” $pecifickych IgG protilatok proti T. gondii vysetrené komeréne
dostupnym kitom ID Screen® Toxoplasmosis Indirect multi-species (ID Vet, Francuzsko)
podl'a protokolu uréeného vyrobcom a nepriamou in-house metéodou za pouzitia antigénu T.
gondii (TOXO-CF-Ag Lyophil.; TestLine, Clinical Diagnostics, CR) riedeného 1:100, podla
protokolu uvedeného v publikacii Antolovej a kol. (2013).

VYSLEDKY

V ramci séroepizootologickej Stiidie bolo analyzovanych 517 vzoriek od oviec, 280 od koz a
501 od hovédzieho dobytka. Najvyssi vyskyt protilatok sa zistil u koz, kde bola séropozitivita
potvrdena u 122 jedincov, ¢o predstavuje 43,6 % (95 % CI 37,8 — 49,4). U oviec bola
prevalencia niZ$ia, s pozitivnym vysledkom u 168 vzoriek, teda 32,5 % (95 % CI 28,5 — 36,5).
zvierat (18,4 %; 95 % CI 15,0 — 21,8). Rozdiely v séroprevalencii protilatok u sledovanych
druhov zvierat boli Statisticky vyznamné (p < 0,001; X = 58,84). Pri porovnani jednotlivych
druhov bola séropozitivita koz vyssia ako pozitivita oviec (p < 0,001, X = 9,62) aj hovédzieho
dobytka (p < 0,001, X = 57,37) a séropozivita oviec bola vyssia ako séropozitivita HD (p <
0,001, X =26,72). VySetrené zvierata pochadzali z 6smich krajov Slovenska; pozitivita u oviec
akoz bola potvrdend vo vSetkych krajoch, kym pozitivne jedince hovddzieho dobytka
pochédzali najmi z Bratislavského, Nitrianskeho a Trnavského kraja.

Porovnanie vyskytu protilatok proti T. gondii v zavislosti od sposobu chovu nepreukazalo
Statisticky vyznamné rozdiely (p > 0,05) medzi zvieratami z velkochovov a z drobnych
(domacich) chovov. U oviec bola séropozitivita zaznamenana u 66,7 % jedincov
pochadzajucich z domacich chovov a u 72,3 % oviec z vel'kochovov. U ko6z boli protilatky
pritomné u 57,4 % zvierat z domdacich chovov a u 72,7 % zvierat z vel'kochovov (Tab. 1.), ¢o
naznacuje podobnu uroven expozicie T. gondii bez ohl'adu na spésob chovu.

Ovca Koza Hovidzi dobytok
Sposob % % %
chowu N1 esoecny | NN esweny | N | 5w e
, 72,3 72,7 12,1
Velkochov 47/34 (57,4 - 87,34) 11/8 (39,0 - 93.4) 116/14 (6,8 - 19.4)
Domaci 66,7 57,4
chov 110 | 384-882) | >3 | 432 701y | 1° ne

N — pocet vysetrenych; n- pocet pozitivnych; % - prevalencia; 95 % Cl — 95 % interval spol'ahlivosti; nc — nepogitané

Tab. 1. Séroprevalencia IgG protildtok proti Toxoplasma gondii podl’a sposobu chovu zvierat

DISKUSIA

Séroepizootologicky prieskum bol zamerany na tie druhy hospodarskych zvierat, ktoré
predstavuju potencidlne riziko pre verejné zdravie vzhladom na ich zapojenie do
potravinového retazca. Kym hovéddzie méso patri medzi bezné zlozky stravy obyvatelstva
Slovenska, spotreba mésa oviec a koz je nizSia. Na druhej strane, zaujem o mlieko a mlie¢ne
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produkty z tychto zvierat, predovsetkym z koz, v poslednych rokoch rastie. Osobitne surové
kozie mlieko sa ¢asto vyuziva nielen na priamu konzumaciu, ale aj ako podporny prostriedok
pri liecbe roznych zdravotnych tazkosti. Moznost prenosu T. gondii prostrednictvom
konzumacie nepasterizovaného ovcieho, kozieho alebo kravského mlieka nie je mozné vylucit’,
ked’Ze viaceré $tudie preukdzali pritomnost’ tachyzoitov v mlieku infikovanych zvierat a bol aj
preukazany priamy vztah medzi ochorenim u I'udi a konzuméciou nepasterizované¢ho kozieho
mlieka asyra (Camossi a kol., 2011; Dehkordi a kol., 2013). Tento spdsob expozicie
predstavuje potencidlne riziko najméd v pripadoch, ked sa mlieko konzumuje surové, bez
tepelného osetrenia, ktoré by inaktivovalo infekéné Stadiumparazita.

Vysledky realizovaného prieskumu poukazuji na vysoki mieru séropozitivity v populacii
oviec a koz chovanych na Slovensku. Protilatky proti T. gondii boli detegované u 43,6 % koz a
32,5 % oviec, €o sved¢i o vyraznej premorenosti tychto druhov. V pripade hoviddzieho dobytka
bola zaznamenana nizsia séroprevalencia (18,4 %), ¢o moze byt spésobené nizsou citlivostou
tohto druhu na infekciu T. gondii. Po prekonani akutnej fazy infekcie dochadza u zvierat,
rovnako ako u I'udi, k tvorbe tkanivovych cyst s obsahom bradyzoitov, ktoré sa lokalizuju najméa
v svalovom a nervovom tkanive. Tieto cysty st infekéné pocas celého Zivota hostitel'a a
predstavuji dlhodoby zdroj nakazy pre dalSie organizmy, vratane Cloveka. Vyskyt
séropozitivnych oviec a kéz vo vSetkych analyzovanych okresoch a krajoch poukazuje na
celoplosné rozsirenie infekcie T. gondii v populaciach tychto hospodarskych zvierat na tzemi
Slovenska. Negativny nalez u HD z niektorych krajov mdze byt ovplyvneny nizkym poctom
vysetrenych zvierat.
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VYUZITIE VCELICH CREVNYCH EXPLANTATOV PRE STUDIUM IMUNITNEJ
ODPOVEDE U APIS MELLIFERA

Kollar Moskalova L., Hudecova P., Ratvaj M., Chomova N., Mudronova D.
Katedra mikrobiologie a imunolégie, UVLF v KoSiciach

ABSTRAKT

Crevné explantaty predstavuju G&inny nastroj pri kratkodobych experimentoch, kedze si
zachovavaju prirodzenu Strukturu Creva. V oblasti vyskumu imunity véely medonosnej vSak
tento model zatial’ nie je dostatocne preskiimany ani optimalizovany. Ciel'om naSej prace bolo
upravit’ metodiku a preskiimat’ vyuzitie ¢revnych explantatov pri $tidiu imunity a zdravia véely
medonosnej. V nasom experimente sme po 4-hodinovej aplikacii huminovej latky (HL) a
esencidlneho oleja (EO) nezaznamenali Ziadny signifikantny pokles metabolickej aktivity
¢revnych explantatov, a to ani v porovnani s oboma kontrolnymi skupinami. Poc¢as sledovania
ucinku HL sme vSak zaznamenali moznu interferenciu, ¢o poukazuje na potrebu d’alSej
optimalizacie metdd merania metabolickej aktivity pri pouziti tychto latok.

UvOoD

Crevo je zlozity organ tvoreny rdznymi zlozkami, ktoré spoloéne zabezpeduju rozliéné
fyziologické funkcie vysoko koordinovanym a regulovanym spdsobom (Kissova a kol., 2025).
Crevné explantaty sa Siroko vyuZivaju ako ex vivo modely pri $tadiu fyzioldgie
gastrointestinalneho traktu, mechanizmov ochoreni a interakcii medzi hostitelom a patogénom
(Costa a kol., 2024; Kothari a Rajagopalan, 2019; Reisinger a kol., 2016). Tieto explantaty si
zachovavaji komplexnu architektiuru a bunkovu diverzitu ¢reva (Kothari a Rajagopalan, 2019),
avSak ich pouzitie je vo vSeobecnosti obmedzené na kratkodobé experimenty (zvycajne do 24
hodin) z dévodu postupného zhorSovania integrity a Zivotaschopnosti tkaniva (Matis a kol.,
2025; Reisinger a kol., 2016). Vyuzitie a metodika pripravy ¢revnych explantatov u vcely
medonosnej doposial’ nie st dostato¢ne preskimané. V ramci nasho experimentu sme sa
zamerali na moZnosti ich vyuZitia a optimalizaciu metodiky pre d’alSie vyuzitie v oblasti Stidia
imunity véely, ako aj na testovanie metabolickej aktivity crevnych explantatov vcely
medonosnej po aplikacii huminovej latky a esencidlneho oleja.

MATERIAL A METODIKA

Na tucely experimentu bolo pouzitych 12 mladuSiek, ktoré pochédzali z rovnakého ula.
Explantaty Criev boli ziskané z ilea v€ely, pri¢om bol prislusny usek ¢reva vyrezany pomocou
skalpela. Ziskané explantaty boli vlozené do 96-jamkovych kultivacnych platni (Greiner Bio
One Hungary, Kremsmiinster, Rakusko). Platni¢ka bola vopred naplnena kultivaénym médiom
BM 3, ktoré je zlozené z média L15 (Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri, USA), fetalneho
bovinného séra (Sigma-Aldrich, Missouri, USA), PIPES (Sigma- Aldrich, St. Louis, Missouri,
USA), autolyzovaného kvasni¢ného extraktu Difco™ TC Yeastolate, (UF) (Gibco, New York,
USA) s pridavkom antibiotik (1 % Penicilin-Streptomicin (Sigma-Aldrich, Missouri, USA).
0,1% Genatamicin sulfate (Biowest, Rue de la Caille, Franctzsko); 1% Amphotericin B
(Biosera, Rue de la Caille, Francuzsko).

Pocas nasho experimentu boli explantaty rozdelené do kontrolnej skupiny (CTRL), kontrolne;j
skupiny obsahujtcej Tween 20 (TW20), skupiny s pridavkom (0,4 %) HL HUMAC® Natur
AFM Liquid (Humac s.r.o., Kosice, SR) a skupiny s pridavkom (0,06 pL/ml) tymianového
(Thymus vulgaris L.) EO (Calendula a.s., Nova LCuboviia, SR). Metabolicka aktivita bola
stanovovana v roznych ¢asovych usekoch (0 hodin, 4 hodiny po aplikacii) pouzitim CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) (Promega, Madison, Wisconsin,
USA) anaslednym meranim absorbancie (490 nm). Percento metabolickej aktivity bolo
prepocitané oproti kontrole nasledovne: (absorbancia pokusnej skupiny/absorbancia CTRL) x
100. Vysledky boli statisticky vyhodnocované pomocou neparového T-testu (Statisticky softvér
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GraphPad Prism 8.0). Hodnoty liSiace sa na hladine vyznamnosti P < 0,05 boli povazované za
Statisticky vyznamné.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Ciel'om nasej prace bolo optimalizovat metodiku a vyuzitie ¢revnych explantatov v oblasti
vyskumu vcely medonosnej. Nase vysledky poukazuju na fakt, ze skupina ktorej bola
aplikovana HL (Obr. 1) sa vyznacovala nadstandardne vysokou smerodajnou odchylkou. Tento

Obr. 2. Percento metabolickej aktivity pre
kontrolnu skupinu obsahujicu Tween 20.
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jav mohol nastat’ v dosledku samotnej Struktary HL,
ktora obsahuje drobné cCastice o velkosti uvadzane;j
vyrobcom od 0,1 az 50 um. Tieto ¢astice mohli pocas
samotného merania absorbancie metabolickej
aktivity spdosobit’ interferenciu. Preto nasim buducim
ciclom bude najst vhodny spdsob merania
metabolickej aktivity a aplikacie HL. AvSak pocas 4-
hodinového pdsobenia HL latok sme nezaznamenali
signifikantny pokles metabolickej aktivity, ¢o moze
naznaCovat, ze pridavok HL 0,4% vyznamne
neovplyviioval samotné explantaty, rovnako ako
pocCas 4-hodinovej kultivacie sme v kontrolnej
skupine (Obr. 2) oproti hodine 0 nezaznamenali
signifikantny pokles metabolickej aktivity. Studia
kuracich ilealnych explantdtov zaznamenala pokles
metabolickej aktivity po 12 hodinach ako aj zvySenu
aktivitu  laktdtdehyhrogenazy pri explantatoch
s priemerom 2 mm (Matis a kol., 2025). Reisinger
akol. (2016) zaznamenali signifikantné zniZenie
viability uZ po 4 hodindch oproti cerstvym
explantatom.Pri 4 hodinach pésobenia EO (Obr. 1.)
sme  nezaznamenali signifikantné  zmeny
metabolickej aktivity ¢revnych modelov, ¢o mdze
poukazovat na fakt, Ze spravne zvolena
koncentracia vybraného EO nema negativny vplyv.
Samotna koncentracia EO hrd vyznamnl rolu,
pretoze nevhodne zvolend koncentracia moze
znizovat’ Zivotaschopnost” buniek a pdsobit’ az
toxicky (Lanzerstorfer a kol., 2021). Pre kontrolnu
skupinu obsahujicu Tween 20 sme taktiez
nezaznamenali signifikantné zmeny pocas 4-
hodinovej kultivécie oproti 0 hodine (Obr. 3).
Explantaty ako animalne modely sa vyuzivaja na
stadium fyziologie a patoldgie nielen u cicavcov.

Tento systém umoznuje sledovat’ rozne funkcie samotného ¢reva, ale aj farmatokinetiku latok
(Fedi akol., 2021), bariérovu funkciu ¢reva (Way a kol., 2024) ako aj mnohé iné. Avsak napriek
intenzivnemu vyskumu v oblasti v¢elej mikrobioty a ¢revnej imunity je zatial’ len limitované
mnozstvo publikacii zaoberajucich sa véelimi ¢revnymi modelmi, ako aj ich vyuZitim na
skiimanie imunity a vplyvu r6znych latok na imunitnu reakciu véely medonosne;.
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ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo zhodnotit’ vyskyt Anaplasma spp. u domacich prezavavcov vyuzitim
sérologickej a molekularnej diagnostiky. Analyzovanych bolo 384 vzoriek séra a 408 vzoriek
plnej krvi. Sérologicky (cELISA) bola zistena prevalencia protilatok proti Anaplasma spp. u 70
% oviec, u 43 % koz a u 10 % hoviadzieho dobytka. Metodou nested PCR sme detegovali DNA
Anaplasma spp. u 10 % oviec a 12 % koz. Sekvenaéné analyzy 16S rRNA potvrdili pritomnost’
Anaplasma phagocytophilum. Ziskané vysledky potvrdili cirkulaciu A. phagocytophilum u
malych prezuvavcov na Slovensku a zdoraziiuju potrebu d’alSieho monitoringu v rdmeci pristupu
One Health.

uUvoD

Rod Anaplasma zahtia intracelularne baktérie prenasané prevazne kliestami. Medzi vyznamné
druhy patria A. marginale, A. centrale, A. ovis, A. phagocytophilum, A. platys a A. bovis
(Dumler a kol., 2001). Délezitym zastupcom rodu je A. phagocytophilum, u zvierat sposobuje
tzv. tick-borne fever a u ludi granulocytarnu anaplazmézu. Prenos baktérie v Eurdpe
zabezpecuje predovsetkym kliest’ Ixodes ricinus (Stuen a kol., 2013). Zistenie novych taxonov
so zoonotickym potencidlom (napr. A. capra) v Azii zvyraznilo potrebu molekularnej
diagnostiky pri epizootologickych prieskumoch a hodnoteni rizika v ramci koncepcie One
Health (Li a kol., 2015). Environmentalne faktory ako klima, vegetacny kryt, typ chovu a
pritomnost’ volne Zijucej zveri a kliestov vyznamne zvysuju rizika prenosu Anaplasma spp. na
domaéce zvierata a I'udi (Gray a kol., 2009).

MATERIAL A METODIKA
V rokoch 2023 — 2025 bolo v r6znych okresoch Slovenska odobratych 384 vzoriek krvi na
pripravu séra, od 124 oviec, 104 koz a 156 ks hovéddzieho dobytka a 408 vzoriek plnej krvi (s
EDTA) od 148 oviec, 104 koz a 156 ks hovédzieho dobytka.
Sérologicka diagnostika
Na detekciu $pecifickych protilatok proti Anaplasma spp. sme pouzili kompetitivhu ELISA
metodu s vyuzitim Anaplasma Antibody Test Kit, CELISA v2 (VMRD, USA) podl'a protokolu
vyrobcu.
Molekularna diagnostika (nested PCR — 16S rRNA)
DNA sme izolovali z krvi komer¢nym kitom DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen, Germany)
anasledne sme pouzili nested PCR protokol cieleny na 16S rRNA gén rodu Anaplasma.
Primery:

e ACn-16S-F1 (5 CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC 3")

e ACnN-16S-R1 (5' TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 3')

e ACN-16S-F2 (5" AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT 3)

e ACnN-16S-R2 (5 GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG 3')
Ocakavana velkost’ produktu po druhej reakcii bola: =546 bp. Pozitivne amplikony sme
vizualizovali na agar6zovom géli, purifikovali a odoslali na sekvenovanie. Pouzitie nested PCR
zvysuje citlivost’ pri nizkych titroch DNA a je bezné pri detekcii intracelularnych patogénoch
v krvi. Sekvencie sme spracovali a porovnali prostrednictvom BLASTn (NCBI).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Z 384 vzoriek séra sme ELISA metddou diagnostikovali Specifické protilatky proti Anaplasma
spp. u 70 % oviec (87/124), 43 % koz (45/104) a u 10 % jedincov hovadzieho dobytka (17/156)
(Tab. 1). Nested PCR metddou sme potvrdili pritomnost DNA Anaplasma spp. u 10 % oviec
(14/148) a 12 % ko6z (12/104). Krvné vzorky z hovidzieho dobytka boli vSetky PCR negativne.
Sekvenacné analyzy 16S rRNA (n = 26) ukazali 20 sekvencii s 100 % identitou a 6 sekvencii
50 99,7 % zhodou s A. phagocytophilum.

‘Druh zvierat'a H CELISA H nested PCR |
‘ H pocet vzoriek H pozitivne H pocet vzoriek H pozitivne ‘
Ovce | 124 | 87(70%) | 148 | 14(10%) |
Kozy | 104 | 45(43%) | 104 | 12(12%) |
Hovidzi dobytok|| 156 | 17(0%) | 156 | o@©Ow |

Tab. 1. Vysledky sérologickej a molekularnej diagnostiky Anaplasma spp. u domdcich preZiivavcov

Nami ziskané vysledky sérologickej diagnostiky pritomnosti $pecifickych protilatok proti
Anaplasma spp. u 70 % oviec a 43 % koz koreSponduju so Stadiou Torina a kol. (2007) zo
Sicilie, kde zachytili protilatky u 69,6 % oviec 45,5 % koz. V Nemecku sa preukazala vysoka
expozicia Anaplasma spp. v mnohych stadach (Rubel a kol., 2021), ¢o zodpoveda regionalne;j
variabilite (niektoré okresy az takmer 100 %) na Slovensku. V stadii Chochlakis a kol. (2009)
z Cypru boli publikované vysledky nizsie séroprevalencie (u oviec 31 % a u koz 18 % pripadov)
v porovnani s naSimi zisteniami, ¢o moze byt aj v dosledku pouzitia rozdielnej sérologickej
metodiky (IFA) alebo predpokladanej nizsej expozicie zvierat kliestami.

V Turecku v provincii Nigde zistili Karatepe a kol. (2025) dokonca 69,4 % PCR-pozitivnych
oviec a 44,7 % koz, o vyrazne presahuje nami zistené hodnoty 10 — 12 %, ¢o méze poukazovat’
na niektoré oblasti s masivne rozsirenou aktivnou infekciou zvierat. Naopak Silaghi a kol.
(2011) vo Svajéiarsku detegovali A. phagocytophilum metodou PCR len u 4 kusov z 373
testovanych koéz. Dokumentované rozdiely medzi krajinami zdoraziiuju regionalne Specifika
enzootickych ohnisk a ddlezitost’ lokalnych epizootologickych prieskumov.

Rozdiel medzi vysokou séropozitivitou a relativne nizkou PCR-pozitivitou zisteny v nasej praci
je v sulade s poznatkami Stuen a kol. (2013), ktori poukazuji na to, Ze sérologické testy
zachytavaju dlhodobu expoziciu, kym PCR len aktudlnu bakteriémiu. Regionalna heterogenita,
ked’ v niektorych okresoch dosiahla séroprevalencia takmer 100 %, zatial’ Co v inych bola nizka
alebo nulova, zodpoveda publikovanym tdajom z Eurdpy, kde lokdlne podmienky zasadne
ovplyviiujui vyskyt anaplaziem (Gray a kol., 2009).

Sekvenacné vysledky potvrdzuja, ze v detegovanych pozitivnych vzorkach dominoval druh A.
phagocytophilum, ¢o je vyznamné z dévodu jeho zoonotického charakteru (Almazan a kol.,
2020)

ZAVER

Epizootologicky prieskum potvrdil enzootickt cirkulaciu Anaplasma spp. u malych domacich
prezavavcov na Slovensku, s vyraznou regionalnou heterogenitou. Kombinacia sérologickych
a molekularnych metod poskytla komplexny obraz expozicie a pritomnosti baktérii. Vysledky
maju vyznam aj z hl'adiska hodnotenia zoonotického rizika a prevencie ndkazy pre ¢loveka v
ramci koncepcie One Health.
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ABSTRACT

Bioactive compounds from medicinal plants, such as thymol, have gained increasing
importance in recent decades due to their broad therapeutic effects and benefits to animal health.
To enhance the oral bioavailability of thymol and improve its absorption in the rabbit organism,
encapsulation was applied to achieve its targeted release in the small intestine, where absorption
is the most intensive. Thymol-containing pellets were coated with an enterosolvent, gastro-
resistant film specifically designed under the biological and physiological characteristics of the
rabbit gastrointestinal tract. The experimental diet was supplemented with the gastro-resistant
form of thymol at a concentration of 250 mg/kg, while the control group received only the basal
diet. Rabbits were fed the thymol-supplemented diet for 21 days, followed by a withdrawal
period of 7 days. The gastro-resistant form of thymol enabled targeted release in the duodenum
and jejunum, preventing gastric degradation and maintaining stable concentrations throughout
the gastrointestinal tract via caecotrophy and biotransformation. It preserved intestinal
morphology, tended to improve the villus height to crypt depth ratio, exhibited antimicrobial
activity against Gram-positive bacteria, and enhanced caecal fermentation. These findings
indicate that stabilized thymol formulations are a promising strategy to optimize oral
bioavailability and gut health in rabbits.

INTRODUCTION

Following the ban on antibiotic growth promoters in the veterinary sector, increasing attention
has been directed towards phytogenic additives as natural alternatives that could support animal
health and performance without undesirable side effects. Within this context, our research has
focused on thymol, a major bioactive compound of Thymus vulgaris, widely recognized for its
antimicrobial, antioxidative, and modulatory effects on gastrointestinal physiology. Despite its
potential, the precise mechanisms governing the absorption, metabolism, tissue distribution,
and interactions with intestinal microbiota in rabbits remain poorly understood (Placha et al.
2022). Previous studies have suggested beneficial effects of thymol on gut health, however,
information regarding its effects on intestinal morphology and integrity, absorption,
fermentation and biotransformation processes in the rabbit gastrointestinal tract remains
limited. Moreover, the interaction between thymol concentration, microbial composition, and
metabolite production have not been fully elucidated. Rabbits provide a relevant model for such
investigations due to their distinctive digestive physiology, including caecotrophy and
extensive microbial fermentation, which allows detailed assessment of plant compound
metabolism. Our study aimed to investigate the absorption, distribution, and metabolic
pathways of the gastro-resistant form of thymol on intestinal morphology, tight junction gene
expression, and microbiota composition in rabbits, thereby highlighting its functional role in
gut health.
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MATERIAL AND METHODS

After weaning at 35 days of age, 48 rabbits of both sexes were randomly divided into two
groups, a control group receiving a basal diet (BD) and an experimental group fed the BD
supplemented with coated self-emulsifying pellets of thymol at a concentration of 250 mg/kg
for 21 days, followed by a withdrawal period of 7 days. Nine rabbits were sacrificed after 21
days (56 days of age) and 28 days (63 days of age), and blood, intestinal wall and tissues, and
faeces were collected. Samples for thymol analysis were immediately frozen in liquid nitrogen
and stored at —70 °C until further processing. Detection of thymol in plasma, intestinal wall and
tissues, and faeces was performed using headspace solid-phase microextraction followed by
gas chromatography coupled with mass spectrometry, as described by Bacova et al. (2021). For
histomorphometry, duodenum and jejunum were flushed with saline, and villus height, crypt
depth, and villus height/crypt depth ratio were measured (Dabbou et al., 2018). Intestinal barrier
integrity was assessed by gPCR analysis of tight junction genes (occludin, claudin-1, mucin-1,
JAM2, JAM3, ZO-1), normalized to GAPDH. Microbiota composition was evaluated from
faeces, caecum, and appendix content (1 g each) by ISO-recommended serial dilutions in
Ringer solution, cultivation on selective agars at 37 °C for 24-48 h (Pogany Simonova et al.
2020). Representative colonies were confirmed by MALDI-TOF (Bruker Daltonics). Organic
acids (lactic, acetic, propionic, butyric) in caecal content were analysed by gas chromatography
(Perkin Elmer, USA). Data distribution was tested with the Kolmogorov-Smirnov test.
Differences in thymol concentrations were analysed by Kruskal-Wallis with Dunn’s post hoc
test, correlations by Spearman’s rank coefficient (rs). Effect of thymol on morphometry, gene
expression, microbiota composition, and organic acids were evaluated using two-way data
analysis. Data are presented as mean £ SEM; P < 0.05 was considered significant (GraphPad
Prism version 10.4.2 for Windows). SVPS approval number: 1046/2023.

RESULTS

Thymol concentration was in balance throughout the intestinal tract during both periods. During
the administration, thymol in DW was 1,4x higher than in the jejunum; 1,3x higher than in the
colon; 1,7x higher than in the caecum. During the withdrawal, thymol in the DW was 1,1x
higher than in the jejunum; 1,3x higher than in the colon; 1,9x higher than in the caecum.
Thymol in plasma correlated significantly with DW during administration (rs = 0.9429, P <
0.05). Thymol decreased crypt depth in the DW, reduced JAMS3 expression in the JW; reduced
lactic acid bacteria (LAB) in the appendix and caecum, decreased coagulase-positive (CoPS),
coagulase-negative staphylococci (CoNS), and increased coliforms in the caecum and faeces;
and elevated propionic and lactic acid levels in the caecum.

DISCUSSION

The relatively balanced thymol concentration throughout the intestinal tract during both the
administration and withdrawal periods suggests that the applied gastro-resistant form of thymol
ensured controlled release and distribution of thymol along the gastrointestinal tract, thereby
enhancing its absorption and bioavailability. Moreover, a significant correlation (rs = 0.9429, P
< 0.05) was observed between thymol content in plasma and DW, indicating intensive
absorption from the intestine. Similarly, Bacova et al. (2020) reported a significant correlation
in their study; however, unlike our results, the thymol concentrations were not in balance, as
they applied thymol in powder form. This comparison highlights that the gastro-resistant
formulation not only facilitated continuous thymol release throughout the intestinal tract but
also allowed its subsequent biotransformation processes within the intestinal wall. Thymol
significantly reduced crypt depth in the DW, which may improve absorptive capacity. Similar
observations were reported by Guo et al. (2021), who linked reduced crypt depth in the jejunum
to improved intestinal morphology. Analysis of tight junction genes revealed a significant effect
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of thymol on the expression of the adhesion molecule JAM3 in the jejunum. Nagoor Meeran et
al. (2017) demonstrated that thymol can reduce pro-inflammatory cytokines such as IL-1p and
TNF-0, which are key mediators of inflammation. JAM3 is typically upregulated in response
to these cytokines. We suggest that thymol decreased inflammatory signaling by lowering
cytokine levels, which reduced JAM3 expression. Thymol administration also modulated the
microbial profile of the rabbit intestine. We observed reduced levels of LAB in the appendix
and caecum, decreased CoPS in the caecum, and CoNS in the caecum and faeces. We suggest
that these changes were caused by thymol’s hydrophobic interactions with the lipid membranes
of Gram-positive bacteria, leading to disruption of their cellular structures (Placha et al. 2021).
In contrast, an increase in coliform bacteria in the caecum and faeces was observed, which may
reflect the stronger membrane structure of Gram-negative bacteria (Kachur and Suntres, 2019).
We also observed significantly elevated levels of propionic and lactic acids, indicating
enhanced microbial fermentation activity in the caecum. We suggest that thymol improves the
metabolic efficiency of LAB, thereby supporting fermentation processes critical for gut health,
as also demonstrated by Placha et al. (2021). In conclusion, these findings suggest that stabilised
thymol formulations represent a promising strategy to enhance its oral bioavailability in rabbits.
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ABSTRAKT

Ciel'om prace bola kvantifikacia bioaktivnych zlac¢enin etiopskej kavy (ETH), pouzitej kavovej
usadeniny etiopskej kavy (SCG-ETH) a zmieSanej pouzitej kavovej usadeniny (SCG-MIX) z
filtratnych metdd pripravy kavy. Hodnotili sme vplyv SCG na bachorovu fermentaciu a
posudili antihelminticki aktivitu vodného extraktu ETH. Na meranie bachorovych
fermenta¢nych parametrov substratov bola pouzita metdoda 24 hodinovej inkubAcie in vitro a
technika merania produkcie plynu. Laéne seno a jaémen (MH-BG), MH-SCG-ETH a BG-SCG-
ETH (1:1, w/w) boli pouzité ako fermentaéné substraty. Celkové bioaktivne zlu¢eniny boli
kvantifikované pomocou hmotnostnej spektrometrie s ultravysokym rozlisenim s najvyssou
koncentraciou zaznamenanou u SCG-ETH (35,2 mg/g suSiny) aniz§imi koncentradciami u
SCG-MIX (31,2 mg/g) a ETH (20,9 mg/g). V porovnani s MH-BG, substraty MH-SCG-ETH a
BG-SCG-ETH mali priblizne 020 - 40 % nizSiu koncentraciu metanu in vitro, avSak
stravitelnost MH-SCG-ETH a BG-SCG-ETH substratov bola signifikantne vyssia (p < 0,001).
Na vyhodnotenie antihelmintického u¢inku sme vykonali test vyvoja lariev endoparazita
malych prezavavcov Haemonchus contortus pomocou vodného extraktu ETH, ktory vykazoval
silnt larvicidnu aktivitu s priemernou letalnou koncentraciou 13,2 mg/ml pre 50 % mortalitu a
31,9 mg/ml pre 99 % mortalitu. Vysledky naznacuja, Ze substraty s obsahom SCG médzu
ovplyviiovat' fermentaciu v bachorovej tekutine a moézu byt zaroven aj sPubnym zdrojom
bioaktivnych zluc¢enin s antihelmintickym u¢inkom u malych prezivavcov.

uUvoD

Kava je jednym z najrozSirenejSich ndpojov na svete a jej produkcia aj spotreba sa v poslednych
desat’rociach vyrazne zvysila, najméa v stivislosti s rozvojom trhu s vyberovou kavou. Na rozdiel
od komer¢nych (konvencnych) kav, vyberova kdva sa vyraba Standardizovanym sposobom,
ktory sa vyznacuje kvalitou a jedine¢nost'ou povodu, ¢o zahfna kritéria pouzivané od vyberu
kavovych plantazi az po metody pripravy kavového produktu. Pouzita kavova usadenina (SCG)
je hlavnym vedl'ajSim produktom pripravy kavy, ktory vznika pri ré6znych metddach jej
pripravy. Pri spracovani kdvy vznika priblizne 0,65 kg odpadu z 1 kg zelenej kavy a priblizne
2 kg mokrého odpadu z 1 kg instantnej kavy (Campos-Vega a kol., 2015). SCG sa vSak da
zhodnotit” a opdtovne pouZit, ¢im sa zvysuje udrzatel'nost’ obehového hospodarstva zlepSenim
nakladania s odpadom v kavovom priemysle (Ahmed a kol., 2024). SCG je bohata na Ziviny a
bioaktivne zluceniny, je zdrojom vlakniny, bielkovin, polyfenolov a lipidov, hlavne
polynenasytenych mastnych kyselin (Choi et al.,, 2018). Vzhl'adom na vysoky obsah
bioaktivnych latok v SCG sme predpokladali, Ze SCG z filtrovanych vyberovych kav pouZzita
ako nahrada krmiva by mohla vyznamne ovplyvnit' bachorovi fermentaciu preziivavcov a
pomoct’ zmiernit' aj produkciu enterického metanu ako sklenikového plynu. Preto sme pouzili
etiopsku vyberovu kavu (ETH) pripravenu filtracnymi metodami a SCG-ETH a SCG zo zmesi
vyberovych kav (SCG-MIX). Nasim cielom bolo kvantifikovat’ bioaktivne zlic¢eniny v ETH,
SCG-ETH a SCG-MIX, urcit vplyv SCG-ETH na bachorovi fermenticiu a metanovu
produkciu in vitro a vyhodnotit” antihelminticky G¢inok vodného extraktu ETH in vitro.

MATERIAL A METODIKA

Bachorové tekutina bola odobraté od Siestich oviec (Cigdja, 10 mes., 32,7 + 3,45 kg) a zmieSana
v pomere 1:2 s McDougallovym pufrom. SCG z vyberovej etidpskej filtrovanej kavy (Coffea
arabica, Ethiopia Konga Natural, Yirgacheffe, Gedeo) a inych zmiesanych vyberovych kav
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(SCG-MIX) sa susila 24 hodin pri 40 °C do konstantnej hmotnosti. ZloZenie substratov sa
analyzovalo podl'a Standardnych metod a polyfenoly sa identifikovali pomocou hmotnostnej
spektrometrie s ultravysokym rozlisenim. Testovali sa tri substraty: 1a¢ne seno a ja¢men (MH-
BG), MH-SCG-ETH a BG-SCG-ETH. Kazdy substrat (0,25 g) sa inkuboval s pufrovanou
bachorovou tekutinou v inkubaénych fl'asiach (100 ml) pri 39 °C pocas 24 hodin v anaerébnych
podmienkach. Inkubacie sa uskutoc¢nili v troch opakovaniach pocas troch po sebe nasledujucich
dni (n = 3 x 3). Fermenta¢né merania zahfiali analyzy straviteI'nosti susiny in vitro, produkcie
plynov, hlavne metanu, koncentracie unikavych mastnych kyselin (plynova chromatografia),
pH, amoniakalny dusik a pocet bachorovych prvokov. Na zistenie antihelmintickej aktivity bol
pouzity izolat Haemonchus contortus citlivy na antihelmintika, ktory bol ziskany od oviec. Na
test vyvoja lariev H. contortus bol pouzity roztok vodného kavového extraktu, ktory sa sériovo
riedil v pomere 1:2 s destilovanou vodou, ¢im sa ziskalo 12 réznych koncentracii. Larvicidna
aktivita (LDT) sa stanovila vypoctom strednej letalnej davky (LD50 alebo LD99), ktora
predstavuje koncentraciu vodného kédvového extraktu potrebnu na zabranenie 50 %, resp. 99 %
lariev vo vyvoji do infekéného Stadia L3 (Varadyova a kol., 2018). Na Statistické vyhodnotenia
bola pouzita jednocestna ANOVA (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA). Data LDT
boli analyzované pomocou Statistického logistického regresného modelu na stanovenie LD50
a LD99.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovy obsah bioaktivnych zlicenin bol v SCG-ETH vyssi ako v SCG-MIX a ETH. Cykly
varenia kavy vSak moZu zvysit' obsah vlhkosti a pérovitost v SCG a vyvolat’ uvolfiovanie
vacsieho mnozstva bioaktivnych zlicenin a navyse etiopske kavy patria medzi kavy najvyssej
kvality (Varady a kol., 2024). Avsak vsetky tri vzorky vykazovali potencialne biologické
aktivity s priaznivymi G¢inkami na zdravie hlavne vd’aka bioaktivnym izomérom kyseliny
chlorogénovej. Hodnoty meranych fermentaénych parametrov, metanu (p < 0,001),
stravitel'nosti (p < 0,001), pH (p < 0,001), ako aj celkového poctu prvokov (p = 0,002) sa medzi
testovanymi substratmi lisili (Tab. 1). Bachorové prvoky mozu ovplyvnit diverzitu
bachorovych baktérii a fermenta¢nych produktov, o naznacuje, ze SCG mozu sluzit’ ako
slubné substraty na modulaciu bachorovej fermentacie. Zaroven sa vyznamne znizili emisie
metanu z bachorovej fermentacie ked’ sa SCG pouZila ako ndhrada sena alebo koncentratového
krmiva. Toto zistenie je v stlade s predchadzajucou $tidiou, kde SCG v krmive vyznamne
znizilo produkciu metanu o 12,9 % (Batbekh a kol., 2023). Na druhej strane sa ovicidny a
larvicidny ucinok vodnych extraktov ETH prejavil uz po 48 h inkubdacie. Priemerné liahnutie
vaji¢ok bolo v kontrolnych jamkéch priblizne 96 %, ale pri koncentraciach extraktu 1,66 - 6,66
mg/ml sa liahnutie pohybovalo len medzi 0 a 20 %. Je pozoruhodné, Ze hoci sa larvy L1
nevyliahli po 48 h pri koncentraciach 1,66 - 6,66 mg/ml, boli sformované, pohyblivé a plne
embryonované a viacSina z nich po 7 ditoch dosiahla §tadium L3. Na druhej strane sa v§ak 90 —
95 % lariev vyliahlo pri vyssich koncentraciach 13,3 - 53,2 mg/ml, ale véac¢Sina z nich nedosiahla
infek¢né Stadium L3 (Graf 1). Avsak pouzitie substratov s bioaktivnymi zlu¢eninami, a to aj
tych s najlepsimi antihelmintickymi vlastnostami in vitro, nemusi mat’ dostato¢né uc¢inky in
vivo. Nas§ vyskum poukazal na potencial pouzitej kavovej usadeniny z filtrovanej vyberovej
kavy ako nahrady krmiva pre preziivavce, ale in vivo pokusy su nevyhnutné na potvrdenie
ucinku SCG ako alternativneho zdroja krmiva s antimetanogénnym a antihelmintickym
ucinkom.
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MH-BG MH-SCG-ETH BG-SCG-ETH  p

Metan (mmol/1) 5.12+0.56° 298+0.66° 3.80+0.15° <0.001
Stravitelnost’ in vitro (g/kg DM) 534 + 1.982 545+ 2.98P 543 +2.37° <0.001
pH 6.77 + 0.072 6.68+0.077  6.88+0.10° <0.001
Celkové UMK (mmol/l) 44.6 +3.06 47.6+6.19 475+2.14 0.233
Celkovy pocet prvokov (10%/ml) 108 + 52.6° 66 £ 36.2° 61+39.7*  0.002

Tab. 1. Vplyv substrdtov na fermentaéné parametre (priemer = SD). MH-BG, liiéne seno a jacmeii, MH-SCG-
ETH, lucne seno s kavovou usadeninou 7 etiopskych vyberovych kdav, BG-SCG-ETH, ja¢meri s SCG-ETH,
UMK, unikavé mastné kyseliny. Vyznamné rozdiely v ramci premennych sit oznacené roznymi pismenami (p <
0,05).
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Percento infikovanych lariev

0% A & 4 S
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Graf 1. Vzt’ah medzi davkou (prirodzeny logaritmus, Ln) a i¢inkom vodného extraktu etiopskej kavy proti
vyvoju lariev H. contortus po siedmich diioch inkubdcie pri 26 °C.
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ABSTRAKT

Tato stadia detailne popisuje vyvoj neutralizujicich peptidov voci virusu kliestovej
encefalitidy (TBEV). Vysoko diverzna CDR3 kniznica, vytvorena z in vitro imunizovanych
lymfocytov lamy, bola podrobena fagovému paningu voci DIII doméne E proteinu virusu.
Tento selekény proces izoloval jedinii dominantna peptidovt sekvenciu
(NYYCAKLRGTNWFWGDAGMDYWCQGT-C’). Syntetizovany peptid, testovany ako
fazny protein CDR3-GFP, preukdzal silni, netoxicklli virusovll neutralizaciu, pricom
najucinnejsi klon vykazoval EC50 138 ng/ml. Tento peptid predstavuje sI'ubného kandidata pre
vyvoj terapeutik proti TBEV.

UvoD

Virus kliestovej encefalitidy (TBEV) je neurotropny flavivirus, schopny prenikat' skrz
hematoencefalicki bariéru (HEB) a sposobovat’ infekcie centralneho nervového systému
(Pranclova a kol. 2024). Genom TBEV je tvoreny 11 kb RNA vlaknom pozitivnej polarity,
obsahujucim 1 ORF, ktory koduje 1 polyprotein tvoriaci 3 StruktGrne proteiny a7
nestruktarnych proteinov) (Formanova a kol. 2015). Sucasné experimentalne pristupy vo vyvoji
terapeutik proti TBEV sa zameriavaji na Strukturalne proteiny (Bifani a kol. 2023). Obalovy
protein (E protein) zohrava kI"a¢ovi tilohu pri flavivirusovej infekcii (Zhang, Xu a Liu 2015).
Zmena jeho konformacie méze viest' k zvySeniu alebo zniZeniu infek¢nosti virusu (Hu a kol.
2021). Hlavnou doménou E proteinu je DIII, ktora zabezpecuje interakciu s endotelovymi
bunkami mikrociev mozgu (BMEC) a vstup virusu do bunky (Bhide a kol. 2022). Jednou z
hlavnych vyziev pri vyvoji novych lie€iv proti infekcidam CNS je zabezpecit’ ich prienik cez
HEB - najneprepustenejSou bariérou v 'udskom tele (Lochhead a kol. 2020). Viac nez 99 %
vyvinutych terapeutickych latok nedosiahne v mozgu koncentraciu potrebni na eliminaciu
infekcie (Newton 2019). Jednou z pouzitych stratégii je zniZenie ich molekulovej hmotnosti.
Nanoprotilatky (Nb) su efektivnejSie v penetracii do tkaniv (Jin a kol. 2023). CDR3 oblast’
nanoprotilatok je kI"iGova pre interakciu s epitopmi antigénov (Truong a kol. 2022). Vyvoj
CDR3 peptidov zameranych na epitopy E proteinu moZe modifikovat’ jeho konforméciu a viest’
k neutralizacii virusu.

MATERIAL A METODIKA

Lymfocyty odobrané z lamy krotkej (Lama glama) boli imunizované in vitro rekombinantou
rDIII doménou E proteinu TBEV (Bhide a kol. 2022) (Comor a kol. 2017). Z lymfocytov bola
nasledne extrahovana RNA, ktord sltizila ako templat na prepis do cDNA. CDR3 oblast’ bola
amplifikovand pomocu degenerovanych primérov. Amplifikované CDR3 gény boli klonované
do pSEX81 fagemidu (Progen, Nemecko) a rekombinantny fagemid bol elektroporovany do E.
coli XL-1 Blue. Variabilita CDR3 sekvencii vyprodukovanej CDR3-E.coli kniznice bola
testovana sekvenovanim a nasledne infikovana Hyperfagom M13 KO7 ApllI (Progen, USA),
ako popisuje nasa publikacia (Hruskovicova a kol. 2022). Amplifikovana CDR3-fagova
kniznica bola podrobena 3 kolam paningov na fixovanom TBEV Hypr viruse. Diverzita fagov
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bola testovana z hl'adiska variability CDR3 sekvenovanim fagov po 2. a 3. paningu. Interakcia
eluovanych fagov s inaktivovanym TBEV bola po kazdom kole paningu overend pomocou
ELISA testu. Z vyselektovanych po poslednom kole panningu, bola izolovana ssDNA,
ktora bola pouzita na produkciu CDR3-GFP fuzovanych proteinov. Selektovanych bolo 24
najlepsie rastacich klonov a CDR3-GFP proteiny boli nasledne purifikované. CDR3-GFP boli
testované z hl'adiska interakcie s rDIII doménou a TBEV pomocou ELISA a dot-blot testov.
Proteiny, s najsilnejSiou interakciou (5) s rDIII doménou, fixovanym TBEV Hypr virusom
a s minimalnou nespecifickou interakciou, boli produkované vo va¢som mnozstve v E. coli T5
Shuffle a purifikované. Toxicita CDR3-GFP proteinov bola testovana na oblickovych bunkéach
mlad’at Skrecka (BHK21). Koncentracie CDR3-GFP, ktoré neinhibovali proliferaciu boli
pouzit¢ vo virus neutralizanom teste (VNT). Najlepsie neutralizujuice CDR3-GFP boli
podrobené plak-redukénému neutralizacnému testu (PRNT). PTJ boli spocitané v kazdej jamke
a koncentracia CDR3-GFP potrebna pre neutralizaciu 50 % plakov, uréena na zéklade redukcie
poctu plakov vzhl'adom k virusovej kontrole.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Klonovanim CDR3 génov v pSEX81 fagemide do E. coli XL1 Blue bola vytvorena CDR3-
E.coli kniznica so 100% variabilitou. Kniznica bola infikovana Hyperfagom M13 KO7 AplII.
Sekvenované CDR3-fagy vykazovali po 2. kole paningu variabilitu 75%, zatial’ ¢o po 3. kole
panningu iba 7%  variabilitu. Najviac  zastupenou sekvenciou bola — N-
YYCAKLRGTNWFWGDAGMDYWCQGT-C. Interakcia eluovanych fagov s rDIIl doménou
E proteinu TBEV Hypr virusu, bola testovana po kazdom kole paningu ELISA testom . CDR3-
fagy po 1. kole paningu vykazovali interakciu — 1,37 assonm, PO 2. kole — 3,80a450nm a po 3. kole
- 3,82a450nm. 1zolovand ssDNA z CDR3-fagov po poslednom kole paningov bola pouzitd na
amplifikaciu CDR3 génov a ich klonovanie do E. coli TS Shuffle za t¢elom zvySenej produkcie
CDR3-GFP fuzovanych proteinov. Celkovo bolo selektovanych 24 klonov. Z dévodu nizkej
vytaznosti (123,1 ug/ml) bol klon cprsTC4, vylaceny. Ostatnych 23 CDR3-GFP bolo
testovanych z hl'adiska afinity k rDIII doméne a k fixovanému TBEV Hypr virusu. Prvym
skriningom preslo 12 CDR3-GFP s interakciou vysSou ako 3,78 assonm & bez neSpecifickej
interakcie s plastom. Afinita vybranych CDR3-GFP vo¢i rDIII bola d’alej overena dot blot
testom s 11 prominentnymi klonmi. Z CDR3-GFP klonov boli izolované CDR3 gény, ktoré
boli nasledne sekvenované. Vo vsetkych klonoch bola CDR3 sekvencia uniformné. Spomenuté
selektované CDR3-GFP klony boli testované z hl'adiska afinity vo¢i fixovanému TBEV Hypr
virusu (1x10° PTJ/jamku) pomocou ELISA testu. Klony s interakciou vy$sou ako 0,5aa50nm
boli selektované, a to: corsTA4, coraTB3, corsTB4, corsTB5 a cprsTC1. Predoslé skriningy
preukazali afinitu CDR3-GFP voci rDIII doméne TBEV Hypr virusu. Potencialna toxicita
CDR3-GFP bola testovana na BHK21 bunkach. Vybrané koncentracie CDR3-GFP (2,5 pga 1
ng) nevykazovali Ziaden cytotoxicky alebo inhibi¢ny efekt na rast buniek po dobu 48 h. Klony:
cor3TA4, corsTB3, corasTB4, cpr3TB5, corsTC1 boli testované vo VNT, pricom 1 pg kazdého
CDR3-GFP vykazoval 100% neutralizaciu 50 PTJ TBEV Hypr virusu. Néasledné selekéné
kritérium pre CDR3-GFP bola 'ahka produkcia a dobra vytaznost. CDR3-GFP klony: cprsTB3
a cor3 TB5 mali pri rovnakom objeme E. coli T5 Shuffle kultiry a rovnakom spdsobe purifikacie
najvyssie koncentracie, preto boli zvolené na d’alsie testovanie. Tieto CDR3-GFP boli pred
samotnym PRNT 4-ndsobne riedené, pricom najvyssia koncentracia bola 750 ng a najnizsia
11,7 ng. Schopnost’ neutralizovat’ 50% PTJ virusu (ECso) bola preukazana pri oboch klonoch,
ato: 155 ng/ml pri cor3TB3 a 138 ng/ml pri corsTBS. Blokujiica CDR3 peptidova sekvencia:
N’YYCAKLRGTNWFWGDAGMDYWCQGT C’ teda potencidlne moze poskytnit’ prvy krok
k vyvinu terapeutik vo¢i TBEV infekciam v CNS.
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ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo identifikovat a kvantifikovat’ vztahy medzi obsahom Zzivin (VRC,
Skrob a NDV) aobsahom suSiny roznych hybridov kukurice (Zea mays L.) v rdéznych
podmienkach. Analyzovali sme subor 1 972 vzoriek celych rastlin silaznych kukuric zlozeny
2206 roznych hybridov pestovanych v dvoch rozdielnych oblastiach z hl'adiska pddnych
a klimatickych podmienok v priebehu 7 pestovatel'skych sezon (rokov). Pozornost sme
zamerali na obsah suSiny a obsah kI"a¢ovych energetickych zivin (VRC, skrob, NDV) a hlavne
na ich vzajomné interakcie. NaSe vysledky poukazujli na to, Ze transformécia VRC na Skrob
ma $tyri kI'i¢ové body: (1) zaéina pri obsahu susiny 150 g.kg?, (2) kulminuje pri obsahu susiny
okolo 235 g.kg?, (3) vyrazne zacne klesat' od obsahu susiny 300 g.kg™ a (4) po prekroceni
obsahu susiny 350 g.kg? sa prakticky rychlo zastavuje. Obsah VRC (R? 0,728) a aj obsah
skrobu (R? 0,873) suvisia a st velmi tesne spojené s obsahom susiny. S postupujucou
transformaciou VRC na Skrob, ktory sa ukladd v zrne, obsah suSiny dynamicky stpa. Tieto
charakteristiky, s malymi odchylkami sa nam potvrdili na vSetkych urovniach (vSetky rozbory,
oblasti, sezony, SM_skupiny aj hybridy). Z tychto vysledkov vyplyva, Ze obsah susiny 300 az
350 g.kg?! mozeme povazovat ako optimalne zberové okno pre silaZovanie kukurice a za
optimalnu fazu sildznej zrelosti celych rastlin kukurice, pretoze po prekroceni obsahu suSiny
350 g.kg™ sa zastavuje transformacia VRC na §krob a za¢ina fiza usychania rastlin.

UvoOD

Obsah suSiny, Zivinové zloZenie, ale aj stravitelnost’ Zivin sa v priebehu vegetaéného vyvoja
porastov silaznych kukuric dynamicky menia (Horst a kol., 2020; Ferraretto a kol., 2018).
Vyzivna hodnota a produk¢nd uCinnost’ kukuricnych silazi tesne suvisi s obsahom suSiny
(Ferraretto a Shaver, 2012) a aj preto povazujeme obsah suSiny za zékladny a charakteristicky
zivinovy parameter kukuriénych silazi. Pri obsahu susiny 300 g.kg™ v celej rastline dosahuje
susina zrna hodnotu 500 g kg™ (Daynard a Hunter, 1975). So stipajicim obsahom susiny kles4
stravitelnost’ §krobu aj neutralne detergentnej vlakniny (Di Marco a kol., 2002). Pri obsahu
susiny 280 - 320 g.kg™ bola dosahovana najvyssia troven produkcie mlieka (FCM) (Ferraretto
a Shaver, 2012). Zlomovy bod pre minimalizaciu strat odtokom silaZznych Stiav nastava pri
obsahu susiny 300 g.kg™ (Bastiman a Altman, 1985). Zhrnutie vysledkov z tychto zdrojov
zretel'ne naznacuje, Ze pri obsahu susiny 300 g.kg™ za¢ina optimalny &as pre zber a silazovanie,
avsak otazkou je, aké Zivinové zmeny prebiehaju v d’alsich stadidch vegetaéného vyvoja.

MATERIAL A METODIKA

V priebehu siedmich pestovatel'skych sezon (2015 - 2021) sme vykonavali skupinové pokusy
a aj individudlne monitorovanie zivinového zlozenia vybranych porastov v dvoch rdznych
vyrobnych oblastiach: VYCHOD (d’alej oblast V) : chladnejsia a vyssie polozena oblast - 3
lokality v regione stredného a severného Spisa (S 49,0°, V 21,0°). Nova Lubovia: 543 m n. m.,
S 49,059°, V 20,325°; Poprad: 710 m n. m., S 49,276°, V 20,684°; Smizany: 545 m n. m., S
48,961°, V 20,503°. Celkovy pocet vzoriek 1 320. ZAPAD (d’alej oblast’ Z) : teplejsia a niZsie
polozena oblast’ (S 48,5°, V 17-21°) ohrani¢ena obcami Nové Sady (168 m n.m.), Kocin (207
m n.m.) a Batka (182 m n.m.). Celkovy pocet vzoriek 652. Odbery vzoriek zac¢inali v Stadiu
zaciatku mlie¢nej zrelosti a odbery sa opakovali v 5 - 10 diiovych intervaloch (podl'a mozZnosti)
az do Stadia plnej zrelosti zrna. Z porastov boli odoberané vzorky zlozené z 5 — 10 celych rastlin
odseknutych cca 20 cm nad pddou alebo z3 - 4 kg porezanej hmoty rezanej v obdobi
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sildZzovania. PocCas dlhSej prepravy boli vzorky balené: celé rastliny balené do PE vakov
a porezana hmota do PE safkov. Celé vzorky boli posekané na rezanku s priemernou
velkostou castic okolo 15 mm a kvalitne zhomogenizované mieSanim. Navazky vzoriek
s hmotnost'ou 500 — 750 g boli susené v susiarnach MEMMERT UFE 500 a UFE 700 pri
teplote do 60 °C 16 - 24 hodin. Vysusené vzorky boli rozomleté na mlynoch SM-100 (RETCH),
2 mm sito a nasledne premleté na mlyne TWISTER (RETCH) s 1 mm sitom alebo na mlyne
SM-100 (RETCH) s 1 mm sitom. Obsah suSiny a vybratych Zivin (vodorozpustné cukry, skrob
a NDV) v laboratornych vysusenych vzorkach bol stanoveny na analyzatore NIRS Antaris II
FT-NIR Analyzer (Thermo Fisher Scientific) pouZzitim vlastnych validovanych kalibra¢nych
modelov. Metodiky mokrych analyz: VRC - UV VIS spektrofotometria pri 315 nm so
Standardnym roztokom glukézy a fruktézy 50/50 (Albalasmeh a kol., 2013). Skrob - metoda
podla AOAC 996.11 (AOAC 2005), NDV: sackova metdda ANKOM. Celkovy obsah susiny
bol vyhodnoteny na zaklade gravimetrického stanovenia laboratérnej susiny korigovaného
obsahom suSiny vo vysuSenych vzorkach. Celkom bolo testovanych 206 rdéznych hybridov
silaznych kukuric so §irokym rozsahom skupin FAO 120 az 600 (VYCHOD FAO 120 az 400;
ZAPAD FAO 240 az 600). Obsah susiny je vo vztahu s kalendarnym diiom a predstavuje
charakteristickll vlastnost’ pre dany hybrid (Mitrik a Mitrik, 2022). Silazna zrelost: skupina
silaznej zrelosti (d’alej SM) bola uréend na zédklade minimalne Styroch rozborov v ¢asovom
rade pre kazdy hybrid a predstavuje kalendarny den roku (zaokruhleny na celé 10), v ktorom
dosiahol dany hybrid obsah susiny 300 g.kg? (Mitrik a Mitrik, 2022). Statistické vyhodnotenia
sme vykonavali pomocou NCSS 2024 Statistical Software a s pouzitim metéd: ANOVA,
linearna a nelinedrna polynomicka regresia.

VYSLEDKY A DISKUSIA Tabulka 1 Obsah VRC, Skrobu a NDV podfa obsahu susiny
Obsah Su§iny’ §kr0bu a NDV bOI Susina® | parameter| jedn. n priemer SD | minimum | maximum | rozsah
meran}'] v 1 972 VZOTkéCh a Obsah VRC g.kg sus.! 13122582 @ 3390| 168,00 31953| 15153
, i 150 | SkrOB | gkesus'| 131] 3258 = 2269 100[ 9300 9800
VRC v 1824 vzorkach (metodu NDV__ | okesue'| 131]54623 ° | 42.06| 449,00] 680,24 23124
; VRC gkasus'| 512[25153 ® 3587 | 14040| 356,05| 21565
NIRS na meranie VRC sme 200 | SKROB | okgsui'| 541] 6270 ° 4996| 109| 27433| 27324
vyvinuli az v roku 2016)_ Z NDV akgsui-| 54150173 °® 4046 408,00| 614,81] 206,81
. , 0 VRC gkgsui| 49419424 © 4389| 80,00 332,00] 252,00
oblasti V pochadzalo 66,94 % 250 | SKROB | skssui’| 533[193.18 © 5742| 4300| 32585| 282385
i i 0 NDV akgsudT| 53344501 © 33,09| 347,00| 583,67| 23667
vzoriek az oblasti Z 33,06 % VRC akgsus| 399[14146 ° 3580 4528| 24500] 199.72

vzoriek. Obsah suSiny kazdej | 300 | SKROB | skesus| 240(27845 * | 4079| 147.39| 388,00| 24061
K Shiil; eh NDV__ | okosus| 440(411.45 @ | 3385| 321,00 51028 189,28
vzorky sme zaokruhlili na celyc VRC | okgsus| 158(10244 * | 2520| 51,39| 189,92| 138,53
50 (+ 25) gkg! avzniklo O | 380 | SKROB [sks=iT| 185[32593 == | 402 21053| 409,53] 193,00

NDV__ | okosus| 188(38826 =~ | 31,83 320,00 488,14| 168,14

postupnych klastrov. Obsah VRC VRC | okesws1| 81| 8934 == | 2069| 4600] 180,16] 134,16
. . v SKROB | okasus'| 8933988 =0 | 4345| 237,71| 454,00 216,29
kulminuje pri obsahu susiny 200 it NDV gkgsus | 8937817 * | 3165| 31582 454,76| 138,94
g_kg'l a nésledne postupne klesa’n YRC g.kg sus! 40| 7588 ™ 21,80 4786 13765| 8979
. 450 | SKROB | okesue'| 41(34772 %" | 3862| 27402| 422,00] 14798

Od bodu kulminacie VRC NDV gkesui| 4137330 %5 | 3217] 30290 42370] 120.80
. , . VRC | skesus| 7| 6248 %% | 1642| 4372| 9026| 4654
dynamicky stupa obsah Skrobu, 500 | SKROB | okesus'|  7|34021 ®° | 37.23| 29455| 400,82| 10627
ktory od obsahu suginy 350 g_kg' NDV gkg sué? 7136077 = | 4904]| 27305| 43271[ 159,66
1w , oS VRC | skesw| 2| 4477 %% | 742| 3952| 5001| 1049
zaCina stagnovat' a kulminuje 550 | SKROB | akeswi’|  2|33667 %7 | 13.20| 327,33| 346,00 18,67
pri obsahu susiny 450 gkg™. e [l | wel o wniong
Obsah NDV kulminuje |celkom | SKROB | skessé| 197218890 116,17 |  1,00| 45400( 453,00
mladsich voiovich NDV gkosui | 197244955 61.02| 27305] 68024 40719
VnaJm aasic VyVOJOVyC Legenda: *obsah suSiny = 25 g.kg™!

52



stadiach na trovni obsahu susiny 150 gkg? a od
obsahu susiny 350 gkg? pokles zagina stagnovat
(Graf 1.). Obsah VRC, s8krobu aNDV sa
Z narastajucim obsahom suSiny dynamicky meni.
m w % * ®w w | Namerané udaje poskytuji velmi komplexny pohl'ad
na vyvoj zivinového zlozenia silaznych kukuric
Vv priebehu ich vegetaéného vyvoja od najrannejSich
Stadii az po Uplnu zrnovu zrelost. Obsahy VRC,

@ VRC(ghgsis.!) SKROB (ghgsis') @ NDV (ghgsis.t)

200 226

33

0 @ 2 » | Skrobu aj NDV su statisticky vyznamne rozdielne a
woomomm e ® ®  hlavne v klastri s obsahom suSiny do 350 gkg? ¢o
Graf 1. VRC, $krob a NDV pri réznych poukazuje na to, Ze obsah suSiny 300 gkg’
0bs obsahoch susiny. predstavuje zlomovy bod v konverzii VRC na skrob.

Nase vysledky poukazuji na to, ze transformaicia
VRC na $krob maé $tyri kI'a¢ové body: (1) za¢ina pri obsahu susiny 150 g.kg*, (2) kulminuje
pri obsahu susiny okolo 235 g.kg?, (3) vyrazne zaéne klesat’ od obsahu susiny 300 g.kg™, (4)
po prekroceni obsahu susiny 350 g.kg™? sa prakticky rychlo zastavuje.
Obsah VRC (R?0,728) a aj obsah $krobu (R? 0,873) stivisia a st ve'mi tesne spojené s obsahom
suSiny. Postupujicou transforméciou VRC na Skrob, ktory sa uklada v zrne, obsah suSiny
dynamicky stipa. Tieto charakteristiky, s malymi odchylkami sa nam potvrdili na vSetkych
urovniach (vSetky rozbory, oblasti, sezony, SM group aj hybridy). Obsah su$iny, okrem
extrémne suchych podmienok, je odrazom metabolickej transformacie nevlaknitych
sacharidov. Casovd dynamika prirastku obsahu susiny je $pecifickd pre kazdy hybrid
a U mnohych hybridov sme zistili vysoku miery opakovatelnosti tohto vztahu aj naprie¢
sezonami a lokalitami (Mitrik a Mitrik, 2023). Pre prakticka vyrobu kvalitnych kukuriénych
silazi je dolezité, Ze pri prekroceni obsahu susiny 300 g.kg™ uz nehrozi riziko odtoku silaznych
Stiav (Zimmer, 1967; Bastiman a Altman, 1985). Stravitel'nost’ Skrobu pri obsahu suSiny 350
g.kg? klesa aj pri vel'mi vysokom stupni mechanického narusenia zrna (KPS 70%) na urovei
91,65 % (Mertens, 2010), ¢im stupa riziko vysokych strat nestraven¢ho Skrobu vo vykaloch.
Tieto skutoénosti v kontexte nasich vysledkov naznaduju, ze obsahu susiny 300 az 350 g.kg™
modzeme stanovit’ ako optimalne zberové okno pre silaZovanie kukurice a fazu silaZnej zrelosti
celych rastlin kukurice. V tomto okne sa udrzuje obsah VRC nad 100 g.kg sus.™, ¢o vytvéira
vel'mi dobré vychodiské pre tispesnu sildznu fermentaciu (Mitrik, 2021).
Z hl'adiska najvy$Sej produk¢nej Uc€innosti Zivin su tieto vysledky a zavery v sulade
s vysledkami prace Ferrareto a Shaver (2012), z ktorych vyplyva, ze najvysSia produkcia
mlieka (FCM) bola dosiahnuté v skupine silaZi s obsahom susiny 280 - 320 g.kg™.
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POROVNANIE ZMIEN V BIELKOVINOVOM PROFILE
U TELIAT S HNACKOU A BEZ
Orsulakova V. , Jesik J. , Tothova C.

Klinika prezuvavcov, Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v KoSiciach

ABSTRAKT

Hnacka teliat sa stala takmer neodmyslitelnou sucastou chovu teliat. DlhSie pretrvavanie
hnacky vedie k metabolickym porucham, ktoré maju za nasledok zmeny v bielkovinovom
profile. Do sledovania bolo zaradenych 9 teliat s hnackovym syndromom a 6 klinicky zdravych
teliat. Zamerom nasho vyskumu bolo hodnotenie vplyvu hnackového syndromu u teliat na
elektroforeticky obraz bielkovin krvného séra a zastupenie hlavnych bielkovinovych frakcii.
Na stanovenie celkovych bielkovin sme vyuzili Biuretovii metodu a pomocou elektroforetickej
separacie na agar6zovom gély sme ziskali zastipenie hlavnych bielkovinovych frakcii. V
celkovych koncentraciach bielkovin krvného séra neboli zistené rozdiely medzi chorymi
a zdravymi telatami avSak, elektroforetickou separaciou na jednotlivé bielkovinové frakcie,
boli zistené nizsie hodnoty albuminu a vyssie hodnoty au a y globulinov vo frakciach chorych
teliat v porovnani so zdravymi. Trend vy$$ich hodndt u chorych zvierat bol zaznamenany aj
v hodnotach fibrinogénu v krvnej plazme. SirSie rozpitie v smerodajnych odchylkach
u zdravych a chorych teliat mdze stvisiet’ s ich via¢Sou vekovou rozdielnostou. Z tohto dovodu
je dolezité do vyskumu zaradit’ viac jedincov naslednym rozdelenim do vekovych skupin
a zamerat’ sa na hl'adanie takého parametra, ktory nie je ovplyvneny fyziologickymi zmenami
V organizme.

UvoD

Hnacka teliat sa povaZzuje za jednu z hlavnych pri¢in morbidity a mortality mladého hovédzieho
dobytka. Bolo preukazané, ze prave hnacka teliat ma za nasledok viac ako 50 % umrti teliat,
s ¢im suvisia aj zna¢né ekonomické a produkéné straty v chovoch hovidzieho dobytka ( Vega
a kol. 2020). Pritomnost’ pretrvavajucej hnacky vedie k metabolickym porucham, ktoré su
Castokrat spojené s poruchami suvisiacimi so zmenenymi koncentraciami celkovych bielkovin
v krvnom sére (Subhash a kol. 2012). Zmeny v koncentracii celkovych bielkovin st zavislé od
stupiia poskodenia vyvolaného ochorenim a od $tddia ochorenia v ktorom sa pacient nachadza.
Avsak, castokrat v klinickej diagnostike je potrebné poznat' ako st separované jednotlivé
bielkovinové frakcie a aka je ich koncentracia, nakol’ko pri niektorych procesoch v organizme
nemusi dojst’ k zvySeniu koncentracie celkovych bielkovin, ale dojde len k zmene zastipenia
jednotlivych bielkovin krvného séra. Elektroforeticka separacia je U€innym nastrojom na
identifikéciu abnormalnych bielkovinovych frakcii a taktiez nam pomaha urcit’ typ zapalu,
deficit tvorby protilatok alebo mono- a polyklonalne gamapatie. Aj ked’ vyuzitie elektroforézy
je zname uz od 30. rokov 20. storo€ia, vo veterinarnej medicine sa jedna o malo preskimanu
Cast’ mediciny, avSak v sti€asnosti je zaznamenany Coraz vicsi narast vyuzitia elektroforézy
u veterinarnych pacientov vd’aka jej Sirokému spektru pdsobenia (Cray a kol. 2009). Ciel'om
nasej Stadie bolo hodnotenie vplyvu hnackového syndromu u teliat na elektroforeticky obraz
bielkovin krvného séra a zastipenie jednotlivych bielkovinovych frakcii v porovnani s klinicky
zdravymi tel'atami.

MATERIAL A METODIKA

Vyskum sa realizoval na Klinike prezivavcov UVLF a SPP Zemplinska Teplica od jina 2025.
Do sledovania bolo zahrnutych 9 teliat s klinickymi priznakmi hnacky vo veku v rozmedzi od
jedného tyzdna az 1 mesiac. Prevazna vicSina teliat bola plemena holStajnsky dobytok. Tel'ata
boli ustajnené v Steimanovych budkach, s neustalym pristupom k vode, napajané mlie¢nou
kfmnou zmesou, star§Sim telatdm bola ponukana Starterova kfmna zmes s neobmedzenym
pristupom k senu. Do Studia boli zaradené aj klinicky zdravé telatd ako kontrolnd skupina

54



Vv pocte 6 kusov. Zakladné klinické vySetrenie teliat bolo vykonané beznymi klinickymi
vysetrovacimi metédami, ktoré boli doplnené d’alsimi diagnostickymi metodami (koprologické
vySetrenie, detekcia patogénov). Intenzita hnac¢ky sa hodnotila stupnicou od 0 po 3, pricom 0=
bez pritomnosti hnacky a 3= silnd vodnata hnacka. Vacsina teliat zaradenych do vyskumu mala
stredne silnt az silnGi hnacku. Detekcia patogénov hna¢kového syndromu v truse teliat bola
vykonana viacparametrovou diagnostickou stipravou Rainbow calf Scours (BIO K 288, bioX
diagnostics, Belgicko), urCenou na diagnostiku Bovinneho koronavirusu, Bovinneho
rotavirusu, Escherichia coli a Cryptosporidium parvum, C. Perfringens. Vysledky ukazali, ze
Castokrat sa jednalo o zmieSanu infekciu, avSak najCastejSie bola zachytend pritomnost
Bovinneho rotavirusu a Cryptosporidium parvum. Vzorky trusu na koprologické vySetrenie
boli odoberané priamo z rekta a ndsledne vySetrené na zistenie pritomnosti vajicok parazitov
a na vyhodnotenie infestacie organizmu parazitmi Standardnou flotacnou metdédou s pouzitim
flotacného roztoku na baze chloridu sodného so S$pecifickou hmotnostou 1,20. Vajicka
parazitov pritomne v truse boli identifikované pomocou mikroskopickej analyzy. Vo vécSine
pripadov sa jednalo o zmie$anu infekciu a to Eimeria spp., Strongyloides spp., Nematodirus
Vv ojedinelom pripade sa zachytila aj pritomnost’ Toxocara vitulorum. Za ti¢elom zistenia zmien
Vv bielkovinovom profile bolo nutné odobrat’ krv od vySetrovanej a kontrolnej skupiny zvierat.
Krv na analyzu bola odoberana priamou punkciou V. jugularis do skimaviek s gélom
a urychl'ovacom zrazania pre ziskanie séra a do Specialnch skumaviek pre odber nezrazanlivej
krvi s obsahom 3,8 % Na- citratu, z ktorych bola ziskana krvna plazma po centrifugacii pri 4000
g po dobu 30 minat. Krvna plazma a krvné sérum boli nasledne odobraté do dvoch skimaviek
s oznacenim a ulozené do mraznicky pri teplote -18 °C, pre ich neskorSie spracovanie.
V krvnom sére boli hodnotené koncentracie celkovych bielkovin (CB, g/l) a jednotlivé
bielkovinové frakcie. V krvnej plazme boli stanovené koncentracie fibrinogénu (Fib, g/l).
Koncentraciu celkovych bielkovin (CB, g/l), bola stanovovana Biuretovou metédou na
automatizovanom biochemickom analyzatore RX Monaco ( Randox, Spojené kralovstvo)
S pouzitim komercnych diagnostickych suprav (Randox, Spojené kralovstvo). Jednotlivé
frakcie sérovych bielkovin boli rozdelené na zdklade zénovej elektroforézy na agar6zovom
gély, pomocou automatizovaného elektroforetického systému Hydrasis (Sebia Corporate,
Francuzsko), podla postupu ureného vyrobcom. Elektroforetické gély boli skenované
pomocou denzitometrického skenovacieho systému Epson Perfection V 700 (Epson America
Inc, California, USA). Vizualizécia elektroforetickych gélov, identifikacia proteinovych frakcii
bola vykonana pomocou pocitatového softvéru Phoresis, verzia 5.50 ( Sebia Corporate,
Francuzsko). Stanovenie koncentracii fibrinogénu boli vykonané na poloautomatickom
stvorkanalovom koagulometri Behnk CL-4 (Behnk Elektronik GmbH & Co., Nemecko)
s vyuzitim komerénych diagnostickych testov (Diagon Kft, Mad’arsko) metddou zaloZenou na
principe elektromagnetickej detekcie tvorby koagula.

Na statisticku analyzu ziskanych vysledkov sme vyuzili Mann- Whitney neparametricky test.
Hodnotenie bolo vykonané v programe GraphPad Prism V5.02 (GraphPad Software Inc.).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Podrobné vysledky od teliat trpiacich hnackovym syndrémom a od klinicky zdravych teliat st
zndzornené v tabul'kdch 1 a 2. Doposial’ ziskané vysledky poukazuji na to, Ze hnackovy
syndrom teliat ovplyviiuje zmeny v zastipeni bielkovin krvného séra. Zmeny boli pozorované
v albuminovej, ou ay bielkovinovej frakcii. Albuminova frakcia mala tendenciu poklesu
koncentracii v porovnani s kontrolnou skupinou teliat. Naopak u ou a y frakcii doslo k zvyseniu
koncentréacii v krvnom sére v porovnani s kontrolnou skupinou. Podobné vysledky dosiahli
v §tadii aj Choi a kol. (2021) av8ak, zvySenie koncentrécii bolo v ich vyskume vyraznejsSie v oz
frakcii ako u ou. Vyssie hodnoty v smerodajnych odchylkach v skupine teliat s hnackou a
klinicky zdravych teliat poukazuju na SirSie rozpétie hodnot, co moze stvisiet s vekovym
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zastapenim teliat ktoré bolo od jedného tyzdna az po 1 mesiac veku zvierat. Tothova a kol.
(2016) popisuju vo svojej Studii, Ze v prvom mesiaci zivota tel'ata nastavaju najvacsie zmeny
Vv bielkovinovom zastipeni ovplyvnené fyziologickymi procesmi ako je napr. prijem kolostra
arast zvierata. Z toho dovodu je potrebné do Studii zaradit’ viac zvierat a rozdelit’ ich do
jednotlivych vekovych kategorii, zarovenn zamerat’ sa na hl'adanie takého parametra, ktory sa
Specificky zvysuje len pri hnackovom syndrome teliat a nie je ovplyvneny fyziologickymi
procesmi (rast, vyvoj).

Choré tel’ata Zdravé tel’ata p
alb % 49,34 + 9,80 55,66 +2.,45 n.s
o % 9,59 +2, 89 8,45 +3,98 n.s
oz % 11,32+ 1,2 12,15+ 1,23 n.s
B1 % 10,40 £ 1,75 10,28 £ 1,20 n.s
Bz % 5,03 £2,01 44+1,22 n.s
Y % 14,31 £ 10, 39 9,05 +4,13 n.s
A/G 1,03 +£0,36 1,26 £0,12 n.s

Tab. 1. Rozdiely v relativnych koncentracidch frakcii sérovych proteinov (%) a pomeru albumin/globulin
(A/G) u teliat s hnackou a kontrolnej skupiny (priemer £ SD)

Choré telata Zdravé telata p
CB 58,73 + 10,46 57,17 +6,69 n.s
alb g/l 28,54 + 5,58 31,68 £2,36 n.s
o g/l 5,47+1,28 4,73 +1,89 n.s
o2 g/l 6,62 + 1,20 6,98 +1,19 n.s
B1g/l 6,08 £1,25 5,85 £0,76 n.s
B2 g/l 3,06 + 1,69 2,55 £0,96 n.s
v gl 8,99 + 7,85 5,37 £3,02 n.s
Fib g/l 2,64+ 0,52 2,24 +£0,40 n.s

Tab. 2. Rozdiely v absolutnych koncentrdcidach celkovych sérovych bielkovin, proteinovych frakcii (g/1)
a fibrinogénu (g/) u teliat s hnackou a kontrolnej skupiny (priemer = SD)
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ZVIERACIE MODELY NA VYSKUM FETALNEHO ALKOHOLOVEHO
SYNDROMU
Pokornd B.%, S'tefancovd St Petrovovd E.?, Luptakova Lt
Katedra biolégie a fyziolégie, UVLF Vv Kosiciach
2Katedra morfologickych disciplin, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Zvieracie modely su klI'icové pre stadium fetdlneho alkoholového spektra porach (FASD).
Caenorhabditis elegans umoznuje sledovanie genetickych a bunkovych mechanizmov, Danio
rerio vizualizaciu narusenia bunkovej migracie pocas gastrulacie a hlodavce umoziuji skamat’
neurobehavioralne doésledky prenatdlnej expozicie alkoholu. Kuracie embryo predstavuje
etickejSiu a nédkladovo efektivnu alternativu s vysokou biologickou podobnostou s 'udskym
embryom, ¢o spolo¢ne poskytuje komplexny pohl'ad na ucinky alkoholu na vyvoj plodu.

uUvoD

Testy teratogenity sa pouzivaji na hodnotenie rizika, ktoré predstavuju lieky a chemické latky
pre vyvijajuci sa plod pocas tehotenstva. Vyskum ukdazal, Ze niektoré latky mozu spdsobit
vrodené¢ vyvojové chyby, preto je nevyhnutné testovat’ ich potencidlne embryotoxické a
teratogénne ucinky este pred ich pouzitim u tehotnych zien. Tieto testy pomahaju identifikovat’
Skodlivé latky a prispievaju k bezpe¢nému pouzivaniu liekov, pricom systém ich klasifikacie
sa priebezne aktualizuje na zéklade novych vedeckych poznatkov (Shabalout a Aydin 2023).
Analyza vplyvu teratogénov na vyvoj plodu a hodnotenie rizik pre ¢loveka si zakladom
predklinického vyskumu (Acharya a kol. 2024). Monitorovanie bezpecnosti liekov pocas
tehotenstva je kl'aiCové pre prevenciu umrtia plodu a vrodenych vyvojovych chyb (Tajanpure a
kol. 2022). Laboratorne hlodavce, ako su mysi a potkany, sa Casto vyuzivaji ako in vivo modely
na skumanie uUc¢inkov farmaceutickych latok, potravinovych aditiv a environmentalnych
chemikalii. Tieto modely umoznuju detailné sledovanie toxicity a mechanizmov ucinku po
priamej €1 nepriamej expozicii testovanym latkam. Hodnotenie toxicity prostrednictvom tychto
zvieracich modelov si v§ak vyzaduje zna¢ny pocet jedincov na pokrytie celého zivotného cyklu,
¢o predstavuje vysoké finan¢né a Casové naklady a zaroven vyvoladva vyznamné etické otazky
(Ghimire a kol. 2022). Pri praci so zvieracimi modelmi je potrebné zohl'adnit’ aj etické aspekty,
ked’Ze experimenty moZu sposobovat bolest’ alebo stres. Preto vedci Coraz CastejSie dodrziavajl
zasady 3Rs s cielom minimalizovat’ utrpenie zvierat. Alternativne metddy, ako st bunkové
kultiry ¢i mikroorganizmy, predstavuju rychlejsi, lacnej$i a etickejSi pristup, avSak s
obmedzenou schopnost'ou simulovat’” metabolické a dlhodobé ucinky u Zivych organizmov
(Kaplan-Arabaci a kol., 2025). V tomto kontexte sa ako mimoriadne hodnotny predklinicky
model ukazuje kuracie embryo, a to pre svoju vyraznu biologicku podobnost’ s I'udskym
embryom (Acharya a kol. 2024). Hoci jeho vyuzitie v ramci farmaceutického vyskumu nie je
nove, v poslednych rokoch zaznamenalo vyznamny narast, predovSetkym pri hodnoteni toxicity
a ucinnosti liekov ¢i nanosystémov (Ribeiro a kol. 2022).

ZVIERACIE MODELY VO VYSKUME FETALNEHO ALKOHOLOVEHO SPEKTRA
PORUCH (FASD)
1. Hadatko (C. elegans)

Na experimentalny vyskum ucinkov alkoholu sa vyuZziva viacero druhov bezstavovcov. V
kontexte Studia FASD je najcastejsSim modelovym organizmom C. elegans. Hoci cicavce
poskytuju neocenite'né moznosti pri skimani zlozitych mozgovych Struktir a vyssSich prejavov
spravania, jednoduchs$ie bezstavovce, ako je C. elegans, predstavuju efektivny nastroj na
analyzu zakladnych alebo klIticovych biologickych procesov. Umoznuju detailné skiimanie
vyvinovych mechanizmov na trovni buniek, molekulovych dréh a genetickych regulécii, ¢im
poskytuju dolezité poznatky aplikovatel'né aj na vysSie organizmy (Patten a kol. 2014). C.
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elegans je idealny model na transgenera¢né stadium Géinkov etanolu, pretoze ma kratky zivotny
cyklus, produkuje vel’ké mnozstvo potomkov, umoznuje presné sledovanie epigenetickych
zmien a zaroven vykazuje meratel'né behavioralne reakcie na alkohol (Guzman a kol. 2022).

2. Danio pruhované (Danio rerio)
Dal3im zaujimavym animalnym modelom je danio pruhované, tiez zname ako zebricka, ktora
predstavuje idedlny model na stadium FASD, pretoZze jej transparentné telo umoznuje sledovat’
ako etanol naruSa skort bunkovi migraciu pocas embryogenézy, ¢o vedie k poruchdm
formovania nervovej platnicky a naslednym malformaciam mozgu, miechy a kraniofacialnych
Struktur. Vysledky ukdzali, ze etanol narusa kl'acové bunkové mechanizmy pocas gastrulacie,
konkrétne konvergenciu, extenziu a epibolické procesy. Sekundarne st ovplyvnené aj d’alSie
vyvinové procesy, ako je neurulacia, morfogenéza o¢ného pol’a ¢i migracia neuralneho hrebena,
¢o vedie k zavaznym malformaciam mozgu a miechy vratane mikrocefalie, cyklopie, razstepu
chrbtice a kraniofacialnych abnormalit (Alsakran a Kudoh 2021).

3. Hlodavce
Viaceré vedecké skupiny pouzili na §tidium FASD hlodavce. Incerti a kol. (2010) skumali na
mySiach, ¢i podanie S$pecifickych peptidov moze zabranit’ poruchdm ucenia vyvolanym
prenatalnou expoziciou alkoholu. Autori sa pritom zamerali na ilohu NMDA a GABAAa
receptorov a hodnotili aj expresiu neuroprotektivnych a gliovych markerov, ked'ze gliové
bunky patria medzi hlavné ciele toxického pdsobenia etanolu podas vyvoja mozgu. Dalsi autori
vyuzili na $tadium FASD potkany, priCom zistili, Zze prenatalna expozicia etanolu vedie k
problémom v reverznom uceni. Zvierata t'azsie opakovali pdvodne naucené reakcie a CastejSie
robili chyby, Co sa prejavovalo impulzivhym spravanim. Tieto prejavy behavioralne
napodobiiovali symptomy ADHD u deti (Atalara kol., 2016).

4. Vtacie embryo
Vtacie embrya sa bezne pouzivaju v oblasti vyvojovej bioldgie na Stidium vyvojovych
procesov a st vhodnym modelom pre Stddium FAS. Prave vtac¢ie embryo bolo prvym
experimentalnym modelom, v ktorom bola preukazana teratogenita alkoholu (Flentke a Smith
2018). Umoziuje urcit’ priame G¢inky etanolu na zaéiatku gravidity, bez vplyvu podvyzivy
matky, sibezné¢ho uzivania drog, tvorby toxického metabolitu (acetaldehydu) alebo narusene;j
funkcie placenty (Fernandes 2013). Stadie na vta¢ich embryach preukézali, Ze prenatilna
expozicia etanolu vedie ku kardiovaskuldrnym anomadliam, ako si defekty septa a zmeny
srdcovej fyziologie, typické pre FAS (Mclaughlin a kol. 2025).
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ABSTRAKT

V poslednych rokoch je jednou z hlavnych vyziev v liecbe rakoviny dosiahnut’, aby sa liecba
ucinne zameriavala priamo na nadorové bunky a pritom ¢o najmenej poskodila zdravé tkaniva.
Ako vhodny pristup sa ukazuje zacielenie na Specifické receptory, napriklad HER2, ktoré sa
nachadzaju na povrchu niektorych nddorovych buniek. Pomocou $pecifického zacielenia sa da
do bunky zaviest’ napriklad fotosenzibilizator (PS), ktory by mohol spustit’ fotodynamicka
terapiu, ako minimalne invazivnu lieCebnu a na rakovinu $pecificku lie¢ebni metodu. Medzi
najsl'ubnejSie proteiny, ktoré moézu sluzit ako nosice fotosenzibilizatora, patri protein
obsahujuci doménu AsLOV2. Tato doména uz prirodzene obsahuje flavin mononukleotid
konjugat, ktory by umoznil zacielenie na receptory HER2. Na tento t¢el sme pouzili DARPiny
(Designed Ankyrin Repeat Proteins) oznacené fluorescein-izotiokyanatom (FITC).

UvoD

Vyvoj terapeutickych stratégii, ktoré by umoznili selektivne zasiahnut' nadorové bunky,
predstavuje aktudlnu tému sucasného vyskumu. Cieleny transport lie¢iva do nadorovych buniek
moze byt dosiahnuty pouzitim Specifickych proteinov, ako st dizajnované ankyrin repetitivne
proteiny— DARPIny (angl. Designed Ankyrin Repeat Proteins), ktoré boli vyvinuté tak, aby sa
Specificky a s vysokou afinitou viazali na charakteristické receptory nddorovych buniek, ako je
napriklad HER2 receptor na povrchu buniek nadoru prsnika (Jost a kol., 2013). Pokial’ by sa
takéto proteiny pripojili knosicom lieCiva, dokdzeme efektivne zvysit' terapeuticku
koncentraciu lieciva a zaroven efektivne zacielit’ takyto transportny systém do cielovej bunky
nadoru.

Jednym zo sI'ubnych modelov nativneho transportného systému moze byt” geneticky kédovany
svetlo-citlivy protein obsahujuci LOV2 doménu pochadzajici z Avena sativa, nazyvany
fototropin 1 (AsLOV?2). Je zname, Ze AsLOV2 doména prirodzene viaze flavinmononukleotid
(FMN) ako kofaktor (Petrenc¢akova a kol., 2020). Predchadzajuce stadie odhalili, ze bodova
mutacia C450A v Strukture nativneho AsLOV?2 vedie k produkcii singletového kyslika pocas
ozarovania modrym svetlom. Naviac je FMN pevnejsSie viazany v proteinovej Struktiire nez
v nemutovanej forme. Zaroven vplyvom tvorby singletového kyslika dochadza v Strukture k
rozsiahlejsim oxidacnym poskodeniam (Petrenc¢akova a kol., 2020). FMN sa takto ako svetlo-
citlivd molekula stava aj fotodynamicky aktivnou molekulou. Kombinacia PS (FMN), nosic¢a
(AsLOV2) amediatora (DARPin) tak predstavuje sl'ubny krok vpred v liecbe rakoviny
s cielom zvysit’ presnost’ a u€innost’ terapie.

Ciel'om tejto prace bolo pripravit’ metddou proteinového inZinierstva konjugaty pozostavajlice
z AsLOV2 (mutacia C450A) a bivalentného DARPinu vyznacujiaceho sa vysokou Specificitou
voci HER2 receptorom.

MATERIAL A METODY
Proteiny a proteinové konjugaty boli exprimované v E. coli kmeni BL21(DE3). Bakterialne
bunky rastli pri 37 °C v TB médiu obsahujicom kanamycin (100 pg/ml), kym nedosiahli ODego
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~ 0,6-0,8. Proteinova expresia bola indukovana pridanim izopropyl-P-D-tiogalaktopyranozidu
(100 uM) po znizeni teploty z 37 °C na 16 °C pocas 24 hodin. Proteiny boli purifikované
pomocou afinitnej chromatografie — chromatografickd matrica Ni-NTA. Po purifikacii boli
proteiny nanesené na kolonu Superdex 75 10/300 GL a koncentrované v tlmivom roztoku
HEPES, pH = 8,0. Vsetky kroky boli vykonavané v tme. Molekulovli hmotnost’ proteinu, ako
aj Cistotu izolovaného proteinu sme stanovili pomocou SDS-PAGE, pricom koncentracie
proteinov aplikované do gélu na SDS-PAGE mali rovnaku hodnotu. Proteiny sme overili aj
spektrofotometricky pomocou UV/VIS spektrofotometrie a fluorescencnej spektroskopie,
vysledky sme normalizovali. Stabilitu naSich proteinov sme overili pomocou DSC pri
koncentracii 1mg/ml. Testy toxicity vytvorené¢ho konjugatu boli prevedené na linidch buniek
nadorov prsnika. Nasledne sme proteiny oznacili FITC v pomere 1:5 (protein:FITC) a pomocou
konfokalnej mikroskopie sme identifikovali HER2 receptory nadorovych buniek.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou metdd proteinového inzinierstva boli nadizajnované proteiny s cielom pripravit
transportny systém schopny aktivneho acieleného transportu PS do nadorovych buniek
exprimujucich vyssi pocet HER2 receptorov v porovnani so zdravymi bunkami.

Vzhl'adom na moznost’ vyuzitia FMN v procese fotodynamickej terapie bol ako transportny
systém zvoleny protein AsLOV2 s bodovou mutaciou C450A, ktord zabezpecCuje dostato¢ne
stabilné ukotvenie FMN vo vnutri proteinu. Takyto transportny systém je mozné optogeneticky
,»otvorit™ pomocou modrého svetla (420-470 nm) auvolnit’ tak FMN do okolitého prostredia.
Zvysena akumulécia FMN v bunke mdéze nasledne viest’ k vyraznému ovplyvneniu oxida¢no-

redukénych reakcii, ¢im sa nasledne spusta signalizacia veduca k autofagii a apoptoze.

DARPin
AsLOV2 K off7

AsLOvV2

Obr. 1. Schéma cieleného transportu AsLOV?2 do ndadorovych buniek.
Cieleny transport a prechod FMN do bunky je umoZneny pre fiizny protein DARPin HER2 AsLOV2.

Pre Specifické zacielenie HER2 receptorov bol navrhnuty konjugat s bivalentnym DARPinom
HER2 a AsLOV2 C450A (schematicka reprezentacia je zndzornena na Obr. 1). Ako
neSpecificka alternativa takéhoto konjugéatu bola zvolend fizia DARPin off7 a AsSLOV2
C450A. Cistota izolovanych proteinov bola dosiahnuta pomocou ich separacie metodou gélovej
elektroforézy. Reprezentativny obrazok z SDS PAGE metddy takto purifikovanych proteinov,
z ktorého je mozné usudit’ istotu a velkost’ izolovanych proteinov, je zndzorneny na Obrazku
2. Vyrazny pas bivalentného DARPinu HER?2 sa nachédzal okolo 31 kDa. AsLOV2 C450A bol
identifikovany pri 18 kDa. Fuzované proteiny DARPin HER2 AsLOV2A450C boli
identifikované pri pribliznych 50 kDa a DARPin off7 AsLOV2A450C pri 36 kDa. Vsetky
hodnoty koresponduju s realnou vel'kostou proteinov.
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Obr. 2. Fuzia DARPinov a AsSLOV2C450A.
Fuzované proteiny boli identifikované pomocou SDS-PAGE. Ndrast proteinovej hmotnosti indukuje iispesné
napojenie FITC znacenia pre ndslednui vizualizdciu proteinov pod mikroskopom.

Pripravené flzne proteiny boli testované na SKBR3 bunkéch nédoru prsnika, ktoré exprimuja
zvyseny pocet HER2 receptorov. Pomocou konfokalnej fluorescencnej mikroskopie sa nam
podarilo identifikovat’ interakciu DARPin s HER2receptorom buniek. Tento vysledok
podporuje hypotézu o tispesnosti nasho konceptu a potvrdzuje efektivnost’ cieleného transportu
proteinu prostrednictvom jeho konjugacie s DARPinom. Je vSak potrebné zdoéraznit, Ze na
zabezpecenie maximalnej efektivity fotodynamickej terapie (PDT), konkrétne na dosiahnutie
dostatocnej vnutrobunkovej koncentracie fotocitlivého proteinu (FMN), bude nevyhnutné
optimalizovat’ experimentalny protokol. AZ nasledna optimalizacia umozni presné stanovenie

davkovania fotosenzibilizatora (PS) a definovanie parametrov oZiarenia potrebnych pre ucinnti
PDT.

ZAVER

Uspesnost’ pripravy fotocitlivého fiizneho proteinu s DARPinom bola experimentélne
potvrdena prostrednictvom gélovej elektroforézy, UV/VIS a fluorescencnej spektroskopie.
Zacielenie HER2 receptorov SKBR3 bunkovych linii bolo preukdzané prostrednictvom
konfokalnej mikroskopie. Buduce vyskumné aktivity sa zameraju na zvySenie transportnej
kapacity pre fotosenzibilizator a optimalizdciu samotného procesu fotodynamicke;j terapie.
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VPLYV RANNEHO STRESU NA NEURONOVE POPULACIE V CUCHOVEJ
NEUROGENNEJ OBLASTI MOZGU POTKANA
Popovicova, A., Fabianova, K., Zidekova, M., Martoncikova, M., Racekova, E.
Neurobiologicky ustav Biomedicinskeho centra SAV, KoSice

ABSTRAKT

Nedavne dokazy naznacCuju, ze neurogenéza v subventrikularnej zone (SVZ) a v rostralnej
migracnej drédhe (RMS) moéze byt regulovand neurénmi nachédzajucimi sa v tychto
neurogénnych oblastiach. V SVZ/RMS dospelych potkanov boli identifikované dve populacie
buniek s morfologickymi a biochemickymi charakteristikami zrelych neurénov: neurdny
produkujuce oxid dusnaty (NO) a neurony exprimujuce sekretagogin (SCGN).

Cielom naSej prace bolo ziskat' nové morfologické udaje o tychto populécidch neurénov
u intaktnych potkanov a u potkanov, ktoré boli separované od matky (maternal separation -
MS) pocas prvych troch neonatalnych tyzdnov (3 hodiny/den).

Skiimali sme pocet a distribuciu tychto neurénov v SVZ a v jednotlivych Castiach RMS.
Dvojité imunofluorescencné znacenie pomocou neuronalnej syntetizy NO (nNNOS) a SCGN
potvrdilo pritomnost nNOS+ a SCGN+ neurénov v SVZ/RMS s odlisnymi morfologickymi
charakteristikami a distribuciou. Reakcia na MS bola pre kazdy typ buniek odlisna. U potkanov
po MS, kvantitativna analyza odhalila zvySenie poctu nitrergickych neurénov v SVZ/RMS,
ktoré bolo signifikantné iba v SVZ. V pripade SCGN+ buniek, MS sposobila signifikantny
pokles ich poctu v kaudalnej casti RMS, kym v rostranej casti migracnej drdhy doslo
k signifikantnému narastu poctu tychto buniek. Distriblicia NO+ bunick v SVZ/RMS
experimentalnych potkanov bola obdobna ako u kontrolnej skupiny. Co sa tyka distribucie
SCGN+ buniek, po MS nebolo zachované kaudorostralne znizenie poctu tychto buniek,
pozorované u kontrolnych potakanov. U zvierat po MS sme pozorovali vyssiu hustotu SCGN+
buniek v rostralnej casti RMS. Nase vysledky naznacuju, Ze populacie nitrergickych a SCGN
exprimujicich neurénov v SVZ/RMS reaguju na separovanie mladat od matky odlisnymi
zmenami v pocte a distribucii tychto neurénov.

uUvoD

Postnatalna neurogenéza v cuchovej neurogénnej oblasti - SVZ/RMS - predstavuje komplexny
proces, ktory =zahfna viaceré S$tadia proliferacie, migracie a diferencidcie neuralnych
prekurzorovych buniek aZ po ich maturaciu do funkénych neuréonov. Regulaéné mechanizmy
tychto procesov st zlozité asi predmetom intenzivneho vyskumu. Najnovsie poznatky
poukazuji na to, Ze neurogenéza v SVZ/RMS by mohla byt regulovand neurénmi
nachadzajucimi sa v tychto oblastiach. V RMS dospelého potkana boli doteraz identifikované
dva typy buniek, ktoré vykazuju typické morfologické charakteristiky zrelych neurénov -
neurdny produkujuce oxid dusnaty (NO) a neurdny exprimujue sekretagogin (SCGN) (Hanics
akol., 2017; Racekova a kol., 2005). Oba typy neurénov zohravaju v RMS dolezita tlohu
Vv regulacii neurogenézy. NO funguje ako vyznamny regulator bunkového delenia (Gutierrez-
Mecinas a kol., 2007; Packer a kol., 2003) a neurony, ktoré¢ exprimuju SCGN podporuji
migraciu neuroblastov cez RMS, tym Ze uvoltiuju enzym matrix metalloprotease-2 (MMP-2)
(Hanics a kol., 2017). Ciel'om nasej stadie bolo sledovanie vplyvu opakovaného oddel'ovania
mlad’at od matky, na NO+ a SCGN+ neurdny v ¢uchovej neurogénnej oblasti mozgu potkana
(SVZ/IRMS).

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili potkany oboch pohlavi, kmena Wistar albino, ich chov prebiehal za
standardnych podmienok zvieratnika NbU BMC SAV v Kosiciach. Experimentalne zvierata
(mlad’ata) sme separovali od matky na 3 hodiny denne, po¢nic prvym dilom od ich narodenia,
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a to pocas prvych troch neonatalnych tyzdnov. Pocas separacie sme mlad’atd umiestiiovali do
inkubatora s teplotou priblizne 34 °C, ¢o zodpoveda prirodzenej teplote hniezda. Nasledne sa
zvierata dozivali dospelosti. Pred odberom tkaniva sme potkany uspali a transkardidlne
preplachli cez lavu srdcovia komoru fyziologickym roztokom anasledne 4 %
paraformaldehydom v 0,1 M PBS. Potkany sme dekapitovali, vybrali sme mozgy z lebiek
a postfixovali ich. Za pomoci kryomikrotdomu sme mozgy potkanov nakrajali na 30 pm hrubé
sagitalne rezy a ulozili do 0,1 M PBS. Na identifikaciu NO+ a SCGN+ buniek v SVZ/RMS
sme pouzili dvojité¢ imunofluorescencéné znacenie s pouzitim protilatok proti nNOS a SCGN.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Je znadme, ze rozne exogénne faktory mozu vyznamne ovplyvilovat’ Specifické mechanizmy
postnatalnej neurogenézy v cuchovej oblasti mozgu. NaSe predchadzajuce studie preukazali, ze
separacia mlad’at od matky vedie k vyraznym zmenam v bunkove;j proliferacii, apoptoze buniek
Vv oblasti RMS ¢i zmenam v spravani zvierat (Fabianova a kol., 2014; Lievajova a kol. 2011).
Vysledky tejto Studie preukazali, Ze separacia mlad’at od matky ma dlhodoby vplyv aj na pocet
a distribtciu NO+ a SCGN+ buniek v RMS potkana. Pocetnost NO+ buniek v RMS
nepreukdzala signifikantné rozdiely medzi kontrolnou a experimentalnou skupinou. V SVZ
vSak bola u experimentalnych zvierat pozorovand signifikantne vys$sia hustota NO+ buniek
V porovnani s kontrolnou skupinou. Distribucia NO+ buniek v SVZ/RMS experimentalnych
potkanov bola obdobna ako u kontrolnej skupiny - s najvyssou hustotou buniek lokalizovanou
v SVZ avo vertikdlnom ramene RMS v blizkosti laterdlnej komory, a S najnizSou hustotou
V horizontalnom ramene RMS. Pokial' ide o pocet SCGN+ buniek u experimentalnych
potkanov, zaznamenali sme signifikantny pokles ich poctu vo vertikalnom ramene RMS, zatial
¢o v horizontdlnom ramene RMS doslo k signifikantnému narastu tychto buniek. Co sa tyka
distribicie SCGN+ buniek, za fyziologickych podmienok sme pozorovali kaudorostralne
zniZenie poctu SCGN+ buniek, pricom ich minimum sa nachadzalo v horizontdlnom ramene
RMS. Mikroskopicka analyza odhalila signifikantné rozdiely v hustote SCGN+ buniek
V ¢uchovej neurogénnej oblasti medzi kontrolnou a experimentdlnou skupinou zvierat.
U experimentélnej skupiny zvierat sme zistili vysSiu hustotu SCGN+ buniek v horizontdlnom
ramene RMS v porovnani s ohybom migra¢nej drahy (Graf 1). U zvierat po MS sme pozorovali
aj masivnu agregaciu SCGN+ buniek lemujtcich dorzalny vonkajsi okraj RMS. Odlisné zmeny
v poéte a distribtcii nitrergickych a SCGN produkujticich neuréonov po MS naznacuju
priestorovu selekciu u¢inku ranného stresu a odrazaj Specificku citlivost’ tychto neurénov na
zmeny prostredia ako aj ich rozdielnu funkciu.
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Graf 1. Kvantitativna analyza poétu NO+ a SCGN+ buniek v SVZ a RMS u kontrolnych a experimentdlnych
zvierat, (SVZ - subventricular zone, VA - vertical arm, E - elbow, HA - horizontal arm). Arithmetic mean +
SEM. Statistical significance: * p<0,1, ** p<0,01
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ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo urcit’ vplyv suplementécie réznych foriem selénu (Se) vratane nanocastic
Se ako doplnku v kfmnej zmesi na kvalitu jato¢ného tela prepelic. Do Studie bolo zahrnutych
celkovo 200 japonskych prepelic, rozdelenych do Styroch skupin (n = 50/skupina). Ukézalo sa,
ze suplementécia Se, najmé v organickej a anorganickej forme, ma pozitivny vplyv na kvalitu
misa (znizeny obsahu tuku a a zvySeny obsah bielkovin) ako aj na jeho oxida¢nu stabilitu,
pri¢om Specifické prinosy sa pravdepodobne lisia v zavislosti od formy selénu.

UvoD

V poslednej dobe sa vyrazne zvysil zdujem o potencidlne vyuzitie nanomateridlov vo vyzive
hydiny. Primarne vyuzitie nanotechnolégie v tejto oblasti zahffia minerdlne prvky v
nanorozmeroch, ktoré moZzu zmiernit antagonistické interakcie casto pozorované s
konvenénymi anorganickymi mineralmi v gastrointestinadlnom trakte a zvysit’ ich biologicku
dostupnost’, ¢o umoznuje aplikaciu nizsich ucinnych davok (Gopi a kol., 2017). Nanocastice sa
pouzivaju v krmive hydiny na zniZenie zat'azenia patogénnymi baktériami a zaroven na
podporu prospesnych probiotickych baktérii, o mdze viest k zlepSeniu vykonnosti (Mahmoud,
2012). Nanocastice selénu (SeNP) mozu tiez zlepsit’ G€innost’ kfmenia, reprodukciu, rast a
imunitné funkcie (Markovi¢ a kol., 2018).

MATERIAL A METODIKA

V tejto stadii bolo pouzitych celkovo 200 prepelic. Prepelice boli chované za rovnakych
podmienok v klietkach (150 x 150 x 200 cm), s 50 prepelicami na klietku. VSetky prepelice
boli kfmené Standardnou zmesou ad libitum. Mali neobmedzeny pristup k pitnej vode. Na
zaCiatku experimentu boli zvieratd rozdelené¢ do Styroch skupin (n = 50/skupina) s dvoma
opakovaniami v kazdej skupine: C (kontrolna skupina, Standardnd strava bez prisad), skupina
EXG1 (experimentalna skupina 1, dostavala Standardné krmivo + nanocastice selénu - 0,4 mg
Se/kg krmiva), skupina EXG2 (experimentalna skupina 2, dostavala Standardné krmivo +
seleni¢itan sodny - 0,4 mg Se/kg krmiva), skupina EXG3 (experimentalna skupina 3, dostavala
Standardné krmivo + kvasinky so selénom - 0,4 mg Se/kg krmiva).

Priebeh experimentu

Na patdesiaty deni boli prepelice zabité prerezanim krénej zily a bola im odobrata krv na d’alSie
vySetrenie. Hmotnost’ jatocného tela bola zaznamenand po odstrdneni hlavy, koZze a peria,
vnutornosti a distalnych casti koncatin. Nasledne bola zo vzoriek prsného svalu vyhodnotena
chemicka analyza zakladnych svalovych zloZiek.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabul'ka 1 sumarizuje vysledky vybranych ukazovatel'ov prepeli¢ieho misa na 50. deii vykrmu.
Obsah vody sa zvysil (P<0,05) v experimentalnej skupine prepelic doplnenych anorganickym
selénom (Na:SeOs) v porovnani so vSetkymi ostatnymi skupinami. Obsah tuku bol nizsi
(P<0,05) vo vSetkych experimentalnych skupinach v porovnani s kontrolnou skupinou,
znizenie obsahu bielkovin (P<0,05) bolo zaznamenané v skupine SeNP a tiez v skupine
suplementovanej organickou formou selénu (kvasnicovy Se) v porovnani s kontrolnou
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skupinou a skupinou s anorganickym selénom (Na.SeOs). Hodnota pH bola nizsia v skupine
SeNP a v skupine doplnenej organickou formou selénu (kvasnicovy Se) v porovnani s
kontrolnou skupinou a skupinou s anorganickym selénom. Hodnota MDA bola nizsia (P<0,05)
v experimentalnych skupinach doplnenych organickou formou selénu a anorganickym selénom
v porovnani s kontrolnou skupinou.

Parameter | SeNP Na;SeOs3 Kvasinky so Se | Kontrola
X Sd X sd X sd X sd

Voda 69.36* | 0.28 70.472 | 0.31 69.81° | 0.29 69.70° | 0.51
Tuk 2.52 0.18 2.62 0.13 247 10.18 2.77* | 0.08
Popol 1.032 0.01 1.07° | 0.07 1.05 0.02 0.94 0.03
Bilkoviny | 24.18° | 0.40 25.152 | 0.80 24.45% | 0.40 25.24%* | 0.44
Ph 6.56° 0.02 6.93° 0.06 6.40° | 0.05 6.86% | 0.05
MDA 1.052 0.13 0.691°¢ | 0.09 0.829° | 0.12 1.01* | 0.17

Tab. 1. Porovnanie vybranych ukazovatel’ov prepeli¢ieho misa na 50. deri
Poznamka: SeNP — skupina prepelic doplnend nanoclasticami; Na2SeO3 — skupina prepelic doplnend
Na2Se03; Kvasinky Se — skupina prepelic doplnend kvasinkami so selénom, rézne pismend v stpci na tirovni
Statistickej vyznamnosti p < 0,05.

ZAVER

V zavereCne] casti Studie mozno konStatovat, ze na 50. den vykrmu neboli medzi
experimentalnymi skupinami a kontrolou ziadne vyznamné rozdiely v jato¢nych parametroch.
Tieto vysledky ukazujt, Ze suplementacia organickym alebo anorganickym Se nema vyznamny
vplyv na rast prepelic poc¢as pozorovacicho obdobia, ale d’al§i vyskum by mohol objasnit
potencidlne dlhodobé¢ alebo nizsie G€inky na zdravie a vykonnost’ tejto formy hydiny. Na druhe;j
strane, suplementacia roznymi formami Se ovplyvnila vybrané parametre kvality prepeli¢ieho
mésa pocas monitorované¢ho obdobia. Analyzou prsnej svaloviny na 50. deni po odporazeni v
skupine prepelic s organickym selénom (kvasnicovy Se) boli zaznamenané niZSie hodnoty tuku
a pH a zniZené hladiny MDA, zatial' ¢o obsah vody sa opit’ zvysil v porovnani s ostatnymi
skupinami. Celkovo vysledky naznacuju, Ze suplementacia Se, najmid v organickej a
anorganickej forme, ma pozitivny vplyv na kvalitu prepeli¢ieho mésa, najmé pre jeho oxida¢nu
stabilitu a obsahu tuku a bielkovin, pricom konkrétne prinosy sa pravdepodobne lisia v
zavislosti od pouzitej formy Se.
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ABSTRAKT

Neustdle narastajice pocty pacientov s poruchami autistického spektra (PAS) podporuja
vedeckt komunitu v §tadiach tychto ochoreni, ich mechanizmov a vplyvu ¢revnej mikrobioty
(CM) na celkové fungovanie organizmu. V naej $tidii sme sa sustredili na bunkové
poskodenie obli¢iek a peCene, zistené meranim aktivity laktatdehydrogenazy (LDH) a jej
izoenzymov, po aplikécii transplantatu fekalnej mikrobioty (FMT) od neurotypickych darcov a
deti s PAS s naslednym podévanim probiotik a prebiotik ako podpornej terapie. Vysledky
preukazali signifikantny vplyv zdravej a austistickej (dysbiotickej) ¢revnej mikrobioty na
aktivitu celkovej LDH ajej izoenzymov v peceni a oblickach u pseudo germ-free (PGF)
animalneho modelu s redukovanou ¢revnou mikrobiotou. Podporné terapia pozostavajica z
bujonu s pridavkom Lactiplantibacillus plantarum, Lactobacillus reuteri a krmiva so 4 %
Srotovanym l'anovym semenom vyvolala signifikantni redukciu poskodenia buniek v nami
sledovanych organoch, ¢o sa preukazalo znizenim aktivity LDH a jej izoforiem.

UvOoD

Porucha autistického spektra je multifaktoridlna, dedi¢na a komplexna neurovyvojova porucha
charakterizovana deficitmi v socidlnych interakciadch, poruchami ucenia, reci, stereotypnym
spravanim, redukciou aktivit a zaujmov (Cola a kol., 2020; Angrand a kol., 2022; Zhang a kol.,
2023). Preferencia prijmu uritych potravin spdsobuje zmeny CM, hlavne baktérii a plesni.
Dysbioza je jednym z charakteristickych znakov u niektorych pacientov s PAS, avS§ak do dnes
nema Specifickt bakterialnu schému (Yang a kol., 2020, Zebrowska a kol., 2021). Mnohé stadie
potvrdili uzke prepojenie medzi CM a fungovanim celého organizmu prostrednictvom osi
mikrobiota-¢revo-mozog (Kassam a kol., 2013, Wang a kol., 2019; Dongyue a kol., 2022;
Zhang a kol., 2023). V nasej $tadii sme sa zmerali na sledovanie poskodenia pecene a obli¢iek
stanovenim aktivity laktatdehydrogendzy ajej izoenzymov po p.o. aplikdcii FMT od
neurotypickych deti a deti s PAS, ktorym bola nasledne aplikovana terapia vo forme probiotik
(Lactobacillus reuteri, Lactiplantibacillus plantarum) a prebiotika ('anové semeno).

MATERIAL A METODIKA

V postupe boli pouzit¢ BALB/c mysi zchovného zariadenia Velaz s.r.o. (Praha, Ceska
republika). Specific pathogen free mysi boli transportované do Laboratéria gnotobiologie (SK
U 16016) avlozené do izolatorov EHRET THF 3271/E 101/ (EHRET Labor-und
Pharmatechnik GmbH Co.& KG, Emmendingen, Nemecko) a CBC (CBC, Ltd, Madison,
Wisconsin, USA). Prijimali Standardnt radiaéne ziarenti kimnu zmes ST-1 ad libitum
a autoklavovanu vodu v sklenenych fPagiach. Dalsi metodicky postup je opisany na Obr.1. Na
antibioticki  dekontaminaciu bol pouzity amoxicilin (Amoksiklav 2 x 457 mg/5 ml)
a ciprofloxacin (Ciprinol con infusione 5 x 10 m1/100 mg. Klinicky stav zvierat bol sledovany
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Vv priebehu celého postupu. V supernatantoch tkanivovych vzoriek (peceni, oblicky) bola
analyzovana celkova laktatdehydrogenaza (TLDH) a jej izoenzymy (izoLDH 1 —5).
Identifikaéné &islo projektu SVPS: 4356/2022-220.
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Obr. 1. Aplikaéna schéma

VYSLEDKY A DISKUSIA

Meranim aktivity celkovej LDH v peceni a oblickach sme nezaznamenali ziadne signifikantné
rozdiely medzi skupinami v ramci podavania FMT (1. obdobie). Rekonvalescencia (I1. obdobie)
sposobila redukciu destrukénych procesov peCetiovych buniek, ¢o naznacuju signifikantné
rozdiely medzi skupinami K a NT, NT a PAS. Aplikacia probiotik a prebiotik (II. obdobie)
signifikantne zredukovala TLDH v peceni (p<0,05) aj oblickéach (p<0,001).

Tkanivovo Specificky izoLDH-5 charakterizuje signifikantné (p<0,05; p<0,001) znizenie
poskodenia pecene v 1. aj II. obdobi v skupine NT av II. obdobi v skupine PAS pro+pre
(p<0,001). Naopak v skupine K a PAS zaznamenavame signifikantne vyssiu (p<0,05; p<0,001)
aktivitu, ¢o naznaCuje zvySenie deStrukcie buniek v peCeni. Vyznamné zmeny V aktivite
izoLDH-4 v jednotlivych skupinach mézu poukazovat’ na zapalovy proces v tomto tkanive.
Vysledky merani aktivity oblickovych izoenzymov naznacuju signifikantne vacsie poSkodenie
v oblickach u skupiny K (p<0,05; p<0,001) v porovnani s NT v 1. aj Il. obdobi. Podobne
vyznamné zmeny zaznamenavame aj medzi skupinami PAS a NT, PAS a K (p<0,05) v II.
obdobi postupu. Tieto hodnoty sa signifikantne (p<0,05; p<0,001) zredukovali podanim
probiotik a 'anového semena ako naznacuje skupina PAS pro + pre.

Na zaklade nasSich vysledkov konstatujeme, ze aplikacia FMT od neurotypickych deti u skupiny
NT sposobila zniZenie aktivity meranych izoLDH aj TLDH v porovnani so skupinou PAS,
ktorym bol aplikovany FMT od autistickych deti v I. obdobi postupu. Naznacuje to silny vplyv
FMT na redukciu poskodenia buniek sledovanych organov a jeho prospesnost’ pri osidleni
zdravej CM v &reve. Aplikaciou probiotik a prebiotika (I. obdobie) doslo k signifikantnému
poklesu destrukcie buniek.

Zaverom konStatujeme pozitivny vplyv aplikacie l'anového semena a probiotik na redukciu
poskodenia pecene, obli¢iek a podporu obnovenia funkénosti tychto organov.
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ABSTRAKT

Cielom stadie bolo posudit’ pritomnost’ a prevalenciu vybranych patogénov prendSanych
vektormi v kuklorodkach Lipoptena spp. na Slovensku. Ektoparazity boli odchytené z volnej
prirody z 15 lokalit a zaroven odobraté z jelenov lesnych (n = 13) a danielov Skvrnitych (n = 2)
z3 oblasti Slovenska vrokoch 2023 a2024. Nazbierané jedince boli morfologicky
determinované a podrobené molekularnemu skriningu vybranych patogénov. Celkovo bolo
ziskanych 782 jedincov rodu Lipoptena (437 L. fortisetosa a 345 L. cervi). Na volne zijucej
zveri bolo najdenych 230 jedincov L. cervi a 10 jedincov L. fortisetosa. Z vol'nej prirody bolo
odchytenych 427 jedincov L. fortisetosa, a 115 jedincov L. cervi. Boli zistené vysoké
prevalencie Bartonella spp. (L. cervi: 88,3 %, L. fortisetosa: 90 %) a Babesia/Theileria spp. (L.
cervi: 62,2 %, L. fortisetosa: 40 %) vo vzorkach zo zveri, zatial' ¢o z vol'nej prirody bola
prevalencia Bartonella spp. vyrazne nizsia (L. cervi: 5,2 %, L. fortisetosa: 8 %). Nizsie hodnoty
prevalencie v jedincoch zo zveri boli zistené pri Anaplasma phagocytophilum (L. cervi: 24,3
%, L. fortisetosa: 30 %) a bicikovcoch Kinetoplastida (L. cervi: 20,4 %, L. fortisetosa: 10 %).
Pritomnost’ Babesia/Theileria spp., A. phagocytophilum a zastupcov Kinetoplastida nebola vo
vzorkach z volnej prirody potvrdena. V signifikantne nizSich hodnotach prevalencie bola
potvrdena pritomnost hemotropnych Mycoplasma spp. uoboch skupin kuklorodiek
a Rickettsia spp. u jedincov z vol'nej prirody. Borrelia spp. nebola detegovana v ziadnej vzorke.

UvoD

Kuklorodky patriace do rodu Lipoptena (Hippoboscidae) st obligatnymi ektoparazitmi
cicavcov. V Europe je v stiCasnosti znamych pat’ druhov rodu Lipoptena (Salvetti a kol., 2020),
z ktorych boli na Slovensku potvrdené dva druhy, a to pévodny Lipoptena cervi (Linnaeus,
1758) a invazny Lipoptena fortisetosa Maa, 1965 (Obona a kol. 2019, 2020). U oboch druhov
je hostitel'ska preferencia na ¢el'ad’ jelenovitych, av§ak boli zaznamenané aj na inych druhoch
cicavcov (Obona a kol. 2019). Samice a samce Lipoptena spp. st obligatne hematofagne sa
ziviace dvojkridlovce, ktoré aktivne vyhladavaji svojho hostitel'a (Obona a kol. 2019). Po
najdeni vhodného hostitel'a zhodia kridla a usadia sa Vv srsti zvierata, kde sa Zivia krvou
prostrednictvom preruSovaného cicania krvi. Pre kuklorodky je charakteristicka adenotrofna
viviparia (Dibo a kol. 2023). Molekularno-genetické Stadie potvrdili v asociacii so zastupcami
Hippoboscidae niekol’ko patogénov veterinarneho i medicinskeho vyznamu (Bruin a kol. 2015;
Werszko a kol., 2020; Dibo a kol., 2023; Pefia-Espinoza a kol., 2023). Podobné stadie su na
Slovensku pomerne obmedzené. Vichova a kol. (2011) potvrdili vyskyt baktérie Anaplasma
phagocytophilum v kuklorodkach druhu L. cervi odstranenych z jelenov.

MATERIAL A METODIKA

Prvé skupina kuklorodiek bola odobrana z legélne ulovenych jedincov jelena lesného (Cervus
elaphus) adaniela skvrnittho (Dama dama) z lokalit HrabuSice, Rozhanovce a
Zakopcie/Podvysoka na jesent 2024. Druhti skupinu tvorili kuklorodky hladajice hostitel’a,
ktoré boli odchytené z vlajky vyuZzivanej na zber klieSt'ov alebo z odevu v oktobri a novembri
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2023 a v obdobi od maja do septembra 2024 na 15 lokalitdch (Korna, Gelnica, Sabinov, Ruska
Nova Ves, PreSov mesto, PreSov Dubrava, PreSov Cemjata, Budimir, KoSice Saca, Kogice
LCudvikov dvor, Rudnik, Hrhov, Nova Sedlica, Fijas, Dublin). Identifikacia druhov bola
vykonana pomocou taxonomickych kI"i¢ov (Obona a kol., 2019). Extrakcia DNA zo skupiny
kuklorodiek, ktoré boli ziskané z prostredia prebehla prostrednictvom metody alkalickej
hydrolyzy (Guy a Stanek, 1991). DNA kuklorodiek z vol'ne Zijucej zveri bola izolovana podl'a
prislusného protokolu komercnej supravy NucleoSpin Tissue Kit (Macherey-Nagel, Diiren,
Nemecko). Vzorky boli nasledne vySetrené na pritomnost’ DNA vybranych patogénov. Kazda
vzorka bola individudlne vySetrend na pritomnost’ Bartonella spp. (Diaz a kol., 2012),
Babesia/Theileria spp. (Casati a kol., 2006) a Kinetoplastida (Maslov et al., 1996; Votypka et
al., 2015). Na pritomnost’ hemotropnych Mycoplasma spp. (Varanat a kol., 2011), Rickettsia
spp. (Choi a kol., 2005), Borrelia spp. (Derdakova a kol., 2003) a Anaplasma phagocytophilum
(Massung a Slater, 2003) bola DNA analyzovana v pooloch (kazdy 10 vzoriek). V pripade, ze
boli zoskupené vzorky pozitivne, PCR analyza sa vykonala pre kazdu vzorku zo zmesi
individualne. Vynimku tvorili hemotropné Mycoplasma spp., pri ktorych bola prevalencia
merand ako minimalna miera infekcie (MIR). Vybrané pozitivne PCR produkty boli
purifikované pomocou NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel GmbH &
Co., Diiren, Nemecko) a nasledne sekvenované.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo bolo za dané obdobie nazbieranych 782 jedincov rodu Lipoptena (437 L. fortisetosa
a 345 L. cervi). Na vol'ne zijucej zveri (13 jelefiov lesnych, 2 daniele Skvrnité) bolo najdenych
240 kuklorodiek, ato 106 samcov a 124 samic L. cervi a5 jedincov L. fortisetosa kazdého
pohlavia. Na 15 lokalitach bolo nazbieranych 542 jedincov z vol'nej prirody. Dominoval druh
L. fortisetosa, v pocte 427 jedincov (209 samic a 218 samcov) a druh L. cervi bol zastupeny
115 jedincami (55 samic a 60 samcov). Molekularnymi analyzami bola potvrdena pritomnost’
Bartonella spp., Anaplasma phagocytophilum, Babesia/Theileria spp., Kinetoplastida.
a hemotropnych Mycoplasma spp. vo vzorkach z vol'ne Zijucej zveri. V jedincoch Lipoptena
spp. odchytenych vo vol'nej prirode bola potvrdena pritomnost” hemotropnych mykoplaziem,
Bartonella spp. a Rickettsia spp. Rod Borrelia spp. nebol detegovany ani u jednej skupiny.
NajcastejSie sa vyskytujucim patogénom boli baktérie Bartonella spp., pri¢om v kuklorodkach
zo zveri bola zistena prevalencia s hodnotou 90 % u L. fortisetosa a 88,3 % u L. cervi. V druhej
skupine pochadzajicej z vegetacie bola zaznamenana prevalencia Bartonella spp. podstatne
nizsia, a to 8% u L. fortisetosa a 5,2 % u L. cervi. Statisticky vysia prevalencia bartonél bola
zaznamenana u samic oboch skupin a druhov. Druha najvyssia prevalencia u kuklorodiek zo
zveri bola zaznamenana pri analyzach piroplaziem Babesia/Theileria spp. Pri druhu L.
fortisetosa islo o hodnotu 40 % aul. cervi 062,2 %. Tretim najcastejSim potvrdenym
patogénom v kuklorodkach hl'adajucich hostitel'a bola A. phagocytophilum. Hodnota
prevalencie u L. cervi dosiahla 24,3 % a u L. fortisetosa 30 %. Bi¢ikovce Kinetoplastida boli
potvrdené u 10% jedincov L. fortisetosa a u 20,4 % L. cervi zo zveri. Pritomnost’ hemotropnych
Mycoplasma spp. bola zistovana v zmesi viacerych vzoriek a boli tak potvrdené u oboch skupin
kuklorodiek. Pri skupine kuklorodiek z vol'ne zijucej zveri bolo pozitivne testovanych 9 poolov
DNA pochadzajucej z L. cervi (MIR=3,9%) a ziadny pool tvoreny z DNA L. fortisetosa.
Naopak u jedincov z vegetacie boli hemotropné mycoplazmy detegované v 2 pooloch L.
fortisetosa (MIR=0,47 %). Rod Rickettsia bol detegovany len u kuklorodiek z vegetacie,
s prevalenciou 0,7 % u L. fortisetosa a 1,7% u L. cervi.
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POROVNANIE MIKROSKOPICKEJ A MOLEKULOVEJ DIAGNOSTIKY
NOSEMA SPP. U APIS MELLIFERA
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ABSTRAKT

V tejto stadii sme sa zamerali na urcenie prevalencie Nosema spp. u v¢iel medonosnych na
Slovensku. Na tento ucel boli odobraté vzorky dospelych v¢iel medonosnych (Apis mellifera)
Z 500 vc¢elstiev. Pri porovnani troch diagnostickych metdd na 500 vzorkach boli zistené rozdiely
v pocte pozitivnych néalezov. Mikroskopia potvrdila infekciu v 23 % vzoriek, Duplex PCR v
21,4 % a RT PCR v 22 %. Negativne vysledky sa pohybovali medzi 77 — 78,6 %. VSetky
pozitivne vzorky boli identifikované ako Nosema ceranae, ¢o poukazuje na jej dominanciu a
absenciu druhu N. apis v skimanej populacii na Slovensku.

UvOD

Nozematdza je ochorenie sposobené mikrosporidiami, prisne intracelularnymi patogénmi
pribuznymi hubam. Vyrazne postihuje véely medonosné (Apis mellifera) a jej povodcami st
najmd Nosema apis a Nosema ceranae. Hoci su tieto druhy morfologicky podobné, N. ceranae
sa povazuje za agresivnejsi patogén, ked’Ze ide o novsi druh pre véelu medonosnu (Emsen et
al. 2016; Ansari et al. 2017).

Diagnostika presla od tradi¢nej svetelnej mikroskopie k modernym molekularnym metédam,
najmd PCR, ktoré umozinuju presnejSiu detekciu na trovni druhu a genotypu. Napriek

technologickému pokroku vSak vyskum nozematdzy zostava naro¢ny a prinaSa d’alSie vyzvy
(Marin-Garcia et al. 2022; Moeini et al. 2022).

MATERIAL A METODIKA

Mikroskopia

Bruska v¢iel sme oddelili, rozomleli v 5 ml vody a nésledne pridali vodu v mnoZstve 1 ml na
véelu. Zo suspenzie sme pripravili preparat na podloznom sklicku a vySetrili ho mikroskopom
pri 400-nasobnom zvac¢seni (Fries et al. 2013).

Molekularna diagnostika

DNA sme izolovali z brusiek v¢iel pomocou stpravy DNA-sorb-AM (AmpliSense) podla
pokynov vyrobcu. Spéry sme rozbili homogenizatorom PRECELLYSS (6500 ot./min., 2x45 s).
Pre kazdu vzorku sme pripravili PCR zmes z PCR vody, master mixu a 10 uM primerov pre
oba druhy Nosema spp., ku ktorej bol pridany templat a zmes sa premiesala.

Zlozky PCR zmesi MnoZstvo
PCR voda 11,5 ul
Firepol Master Mix (Solis Biodine) 4 ul
APIS FOR (5'-GGGGCCATGTGTTTGACGTACTATGTA-3") 0,5 ul
APIS REV (5'-GGGGGGCGTTTAAAAATGTGAAACAACTATG-3") 0,5 ul
MITOC FOR (5'"CGGCGACGATGATGATGATGAAAATATTAA- 0,5 ul
39
MITOC REV (5'-CCCGGTCATTCTCAAAAAAAACCG-3") 0,5 ul
Templat 2,5 ul

Tab. 1. ZloZky PCR zmesi a ich mnoZstvd

Duplexna PCR bola vykonana na termocykleri VWR RISTRETTO s tivodnou denaturaciou (95
°C/4 min), nasledovanou 28 cyklami (95 °C/25 s, 58 °C/45 s, 72 °C/2 min) a zaverecnou
extenziou (72 °C/7 min). Produkty sme analyzovali gélovou elektroforézou (1,5 % agardza),
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vizualizovali UV transiluminatorom, koncentraciu DNA merali pomocou NanoDrop a nasledne
sekvenovali.

Na detekciu Nosema spp. zo vzoriek véiel realizovant prostrednictvom Real- time PCR sme
pouzili PCR mix obsahujuci SYBR Green. Celkovy objem reakcnej zmesi bol 25 pl, pricom
obsahoval:

- FastStart Universal SYBR Green Master (Roche): 12,5 ul

- Specifické primery (0,3 uM)- Pouzité pre detekciu Nosema apis

APIS FOR (5'-GGGGCCATGTGTTTGACGTACTATGTA-3"): 0,5 ul

APIS REV (5'-GGGGGGCGTTTAAAAATGTGAAACAACTATG-3"): 0,5 ul

- PCR voda: 4,5 ul

- Templat: 7 pl

FastStart Universal SYBR Green Master (Roche): 12,5 ul

- Specifické primery (0,3 uM)- Pouzité pre detekciu Nosema ceranae

MITOC FOR (5'CGGCGACGATGATGATGATGAAAATATTAA-3): 0,5 ul

MITOC REV (5'-CCCGGTCATTCTCAAAAAAAACCG-3): 0,5 ul

- PCR voda: 4,5 ul

- Templat: 7 pl

PCR reakcie prebiehali podl'a (Malcekova et al. 2013) v termocykléri (LightCycler 480 I,
Roche). Program pozostaval z nasledujtcich krokov: inkubdcia, poc¢iatocna denaturacia, 40
cyklov denaturécie a hybridizacie a meltingu (teploty topenia) (Tab. 2).

Krok Teplota Cas Pocet cyklov
Inkubécia 50°C 2 minuty 1
Pociato¢na denaturacia 95°C 10 mintt 1
Denaturacia 95°C 15 sektind
Hybridizacia 60°C 1 minuta
Melting 95°C 15 sekund 1

Tab. 2. Program pouZity pre Real- time PCR

Za pozitivnu sa povazovala vzorka, ktorej teplota topenia bola rovnaka, alebo v rozsahu [ 0,5
°C oproti teplote topenia vzorky pozitivnej kontroly. Pozitivne PCR produkty boli nésledne
zasielané na sekvenaciu z oboch smerov. Ziskané sekvencie boli porovnané s databazou
GenBank pomocou BLAST.

VYSLEDKY

Tabulka 3 porovnadva vytaznost’ troch metdd na 500 vzorkach. Najviac pozitivnych vzoriek
detegovala mikroskopia, ktord je zarovenl najmenej nékladnd. Duplexnd PCR preukazala
najnizsi pocet pozitivnych vysledkov, ¢o mohlo suvisiet’ s manipulaciou so vzorkami alebo
I'udskou chybou. V porovnani s real-time PCR je ¢asovo ndro¢nejsia, pricom finanéné naklady
oboch metdd st podobné.

Detekéna metoda Celkovy pocet Pozitivne Negativne
vzoriek
Mikroskopia 500 115 385
Duplex PCR 500 107 393
RT PCR 500 110 390

Tab. 3. Porovnanie vyt'ainosti jednotlivych metodik podl’a nasho pracoviska

DISKUSIA
Mikroskopickéd analyza nosematdzy je bezne vyuzivand vcelarmi aj vyskumnymi centrami,
ked’ze je rychla a financne nenaro¢na. Obmedzuje sa vSak len na pozorovanie a pocitanie spor,
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ktoré predstavuju iba Cast’ zivotného cyklu mikrosporidii, co méze viest' k podhodnoteniu
infekcie (Gray et al. 1969). Mikroskopia je preto spolahliva na zakladna detekciu, no
nepostacuje na presnu identifikdciu druhov a genotypov. Potrebu vyuzitia molekularnych
metod (napr. PCR) potvrdzuju aj nedavne Studie (Baigazanov et al. 2022).
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VPLYV SUPLEMENTACIE ZDROJOV OMEGA-3 MASTNYCH KYSELIN NA
KRVNY OBRAZ A PROFIL MASTNYCH KYSELIN V KRVI U KONI
S CHRONICKYMI DYCHACIMI PROBLEMAMI

Tvrdd A., Hresko Samudovskd A., Bujnadk L.
Katedra vyZivy a chovu zvierat, UVLF v Kosiciach

ABSTRAKT

Ciel'om nasej stadie bolo zistit’ i¢inky peroralneho, komer¢ne dostupného doplnku omega-3
mastnych kyselin (MK) konkrétne oleja z morskych rias Schizochitrium lamaricum na profil
vybranych MK v krvi koni. Stadia bola vykonana na 6 kotioch s diagnostikovanou stredne
zavaznou konskou astmou. Koniom bola upravena kfmna davka tak, aby neobsahovala iny zdroj
omega-3 MK. Do vecernej kimnej davky bol priddvany DHA Vet Oil, v davke ktoru odporuca
vyrobca — prvych 20 dni v mnoZstve 50 ml / defi a nasledne d’al$ich 30 dni 30 ml / defi. Ziaden
kon nevykazoval problémy s prijmom krmiva s pridanym olejom. VSetky kone boli odvazené,
podrobené¢ klinickému vySetreniu s hodnotenim celkového stavu, vitdlnych funkecii
a pritomnosti kasl'a v pokoji a nasledne v miernej zatazi. Bola im odobrata krv a zaslana na
laboratornu analyzu — hematologické vysetrenie a profil mastnych kyselin. Merania a odber
krvi prebehol 0. a 51. den sledovacieho obdobia a nasledne sme porovnali skimané parametre
pred a po 50. diioch skrmovania oleja z morskych rias. Pozorovali sme zvySenie hmotnosti a
zlepsenie sledovanych vitalnych funkcii. Pri vSetkych konoch nastala uprava hematologickych
parametrov a celkové zlepsenie kondi¢ného stavu podl'a subjektivneho hodnotenia majitelov
koni. Pri porovnani hodnoét MK v krvi pred a po suplementacii oleja, bol zisteny Statisticky
vyznamny rozdiel (P < 0,01) v pripade kyseliny dokosahexaenovej a koeficientu -3, ktory je
su¢tom percentudlnych hodnét troch mastnych kyselin (EPA, DHA, DPA) z celkového
mnozstva MK v Krvi.

UvoOD

Astma je chronické neinfekéné zapalové obsStrukéné ochorenie dolnych dychacich ciest
(Leclere a kol., 2011). Konska astma je klinicky reverzibilna, predispozicia ku vzniku astmy je
geneticky podmienena. Nie je vylie€itel'na, da sa kontrolovat’ upravou prostredia. Astma je
typické civilizacna choroba koni s genetickym potencidlom (Bezd€kova, 2020). Zvladnutie
astmy vyZaduje znizenie pritomnosti alergénov na minimum, pretoze spustaju zapalova
reakciu. Po tprave manazmentu, moézu vyzivové doplnky zohravat' ulohu pri podpore
imunitného systému a zdravia dychacich ciest. Omega-3 MK maja protizédpalové vlastnosti,
ktoré mo6Zu modulovat’ imunitni odpoved’ po vystaveni alergénom a tlmit” hyperreakcie (Bazay
akol., 2025). Kys. alfa-linolénova je esencialna polynenasytena MK a prekurzor o-3 MK.
Prirodzene sa vyskytuje vTlane a chia semienkach, mdze sa metabolizovat na  Kys.
eikozapentaénovi (EPA) a kys. dokosahexaénovu (DHA). Rybi olej je bohatym zdrojom EPA
aj DHA, zatial’ ¢o riasy obsahuju vysoké koncentracie DHA. Pozitivny effekt suplementacie
bol preukdzany pri davke 1,5 - 3g DHA pri podavani minimalne dvoch mesiacov. Inkorporacia
o-3MK, prebieha v zavislosti od davky na tkor kyseliny arachidénovej, a v désledku toho je k
dispozicii menej substratu pre syntézu prozapalovych eikosanoidov. Dalsie ulohy o-3MK v
zapale zahfnaji znizenie aktivacie nuklearneho faktora kappa-b a znizenie tvorby zapalovych
cytokinov, ako je tumor nekrotizujuci faktor-a, interleukin-1b (IL-1b), IL-6, IL-8 a menSiu
expresiu adhéznych molekul (Nogradi a kol., 2015). Cielom nasej Stidie bolo vyhodnotit
klinickt G¢innost’ doplnku krmiva pre kone bohatého na DHA u koni postihnutych konskou
astmou na zéklade zmien klinického skore, tolerancie zat'aze, hematologickych parametrov
a profilu MK v krvi.
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MATERIAL A METODIKA

Do experimentu bolo zaradenych 6 koni plemena Slovensky teplokrvnik vo veku 12 — 25 rokov,
kobyla n = 4 avalach n = 2, s vdhovym rozmedzim 450 — 540 kg. Vsetky kone mali uz
diagnostikovy stredne zavazny stupenn konskej astmy aboli I'ahko jazdené 2x tyzdenne.
Zvierata boli ustajnené v 3 r6znych mastaliach v okoli Kosic, s rovnakym rezimom 12/12 (12
hodin pasienok, 12 hodin box s otvorenym paddockom), s vol'nym pristupom k vode, senu v
sietke raz denne (rdno) a boli dokrmované bezobilninovym krmivom na baze sennych granul
(Fitmin Musli Grainfree) vecer. U koni bol skrmovany olej DHA Vet Oil, ktory obsahuje olej
z morskych rias Schizochitrium lamaricum so $tandardizovanym obsahom DHA (za studena
lisovany Fanovy, repkovy olej, rozmarinovy extrakt CO2, tokoferoly - tuk 99,9 %). Dizka
sledovacieho obdobia bola 50 dni. Kofiom bolo prvych 20 dni podavanych 50 ml (3 g DHA)
a nasledujucich 30 dni 30 ml (1,5 g DHA) oleja. Po rannom kfmeni senom (0. defl) bola
vSetkym kofiom odobratd vendzna krv do sterilnych skimaviek s pridavkom antikoagula¢ného
¢inidla kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA) na hematologické vySetrenie. Toto
vySetrenie bolo vykonané v laboratoriu Unilabs, realizované automatickym hematologickym
analyzatorom. V laboratoriu Medirex bol z nezrazenej plnej krvi vySetreny profil MK. Analyza
bola realizovana po zmrazeni vzoriek pomocou plynovej chromatografie, Standardnou metodou
pre stanovenie profilu MK. Kone boli odmerané pomocou pasky na meranie hmotnosti EQUI-
LIFE, zhodnotil sa ich celkovy zdravotny stav a vykonalo sa meranie vitalnych funkcii. Pulzova
frekvencia za 60 sekind bola stanovena palpaciou a. facialis v mieste jej priebehu po dolnom
okraji mandibuly. Dychova frekvencia za 60 sekund a typ dychania boli hodnotené vizualnym
pozorovanim pohybov hrudnika a nozdier. Sledovali sme pritomnost’ andlneho a alarneho
dychania, kasl'a, vytoku z nozdier a dychavicnej struzky. Merania prebehli 4x — v pokoji, po
5tich minatach krokovania na lonzi, po 5tich minutach v kluse na lonzi a nasledne po 5tich
minttach v pokoji. Tym sme sledovali aj toleranciu zat'aze. Na 51. den rano sa zopakoval odber
krvi a cely postup merani. Na Statistick(l analyzu bola pouzity t-test v softvéri GraphPad Prism
8.0.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po suplementacii DHA oleja u koni s astmou sme zaznamenali nesignifikantny pokles poctu
neutrofilov a sucasne zvySenie poctu lymfocytov v periférnej krvi (Tab.1). Tento efekt mozno
vysvetlit imunomodula¢nym u¢inkom ®-3MK. DHA sa zaéletiuje do fosfolipidov bunkovych
membran a metabolizuje sa na specialized pro-resolving mediators (SPMs). Tieto latky tlmia
migraciu a aktivaciu neutrofilov v dychacich cestach, ¢im redukuju neutrofilnt zlozku zapalu,
sticasne podporujui preZivanie a funkciu lymfocytov, najmé regula¢nych T-buniek, ¢o modzZe
viest’ k zvySeniu lymfocytov v periférnej krvi (Monteverde a kol., 2016).

Okrem hematologickych zmien sa potvrdil aj narast hladin ®-3 MK v krvi (Tab.2), statisticky
vyznamny u DHA a koeficeientu o-3 (P < 0,01). Tieto vysledky dokumentujt efektivnu
inkorporaciu doplnenej DHA do lipidového profilu a naznacuju posun imunitnej odpovede
smerom k rezolucii zadpalu a imunoregula¢nému profilu.

Pearson a kol. (2022) vykonali $tadiu na 50 konioch, ktorym bol poddvany Omega Benefits Oil
s obsahom 0,092g/1g DHA a 0,148g/1g EPA MK s odbermi plnej vendznej krvi po 6 a 12
tyzdnoch. Prva skupina koni dostavala 0,69g/dett DHA a 1,11g/deit EPA a druha skupina koni
dvojnasobok. Podl'a ich vysledkov po suplementacii doslo k vyznamnému zvyseniu (P < 0,05)
vSetkych hodnotenych ®-3MK, vritane DHA a EPA, uoboch skupin, v porovnani s
vychodiskovymi hodnotami a vyznamnému poklesu (P < 0,05) omega-6 mastnych kyselin
v krvi po 6 tyzdioch, avSak medzi odberom vykonanom v 6. vs. 12. tyZdni uZ nebol Ziaden
vyznamny rozdiel. V §tadii Kinga a kol. (2008) skiimali zmeny hodn6t DHA a EPA v plazme
koni pri podavani vysokych davok (10, 20, 40 g EPA a DHA/den) pocas 28 dni. Plazmatické
EPA a DHA sa zvysili (P < 0,05) spdsobom reagujicim na davku o 3 dni kfmenia a dosiahli
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maximalne koncentracie o 7 dni. Maximalne koncentracie EPA a DHA v skupine s doplnkom
40 g/d boli priblizne 13x a 10x vysSie ako ich koncentracie v kontrolnych skupinach.
Plazmatické EPA a DHA preukazali prudky pokles (P < 0,05) z maximalnych hodndt o 9 dni
po ukonceni suplementacie a o0 42 dni boli blizko hodnoét pred suplementaciou. Tieto vysledky
naznacuju, ze cirkulujuce prostredie MK u koni mozno ovplyvnit cielenou suplementéciou.

Sledovany parameter 0. den (x + StD.) 51. den (x £+ StD.)
Leukocyty 7,96 £2,90 8,37+ 1,41
Erytrocyty 7,09+ 1,04 7,31 +0,42
Neutrofily 70,75 + 13,09 65,75 £ 12,60
Lymfocyty 27,5+ 12,37 30,5+ 9,98

Tab. 1. Vybrané hematologické parametre a ich priemerné hodnoty v krvi (priemer + smerodajna odchylka)

Sledovany parameter 0. den (x + StD.) 51. den (x £ StD.)
Kys. a-linolénova (ALA), C18:3, ®-3 16,62 + 2,69 17,93 £2.,52
Kys. dokosapentaenova (DPA), C22:5, ®-3 0,39+0,17 0,44 +0,14
Kys. eikosapentaenova (EPA), C20:5, -3 0,51+0,19 0,61+0,25
Kys. dokosahexaenova (DHA), C22:6, »-3 0,63 + 0,05 1,22 +0,27**
Koeficient ®-3 1,40 £ 0,24 2,10 £ 0,24%*

Tab. 2. Vybrané -3 MK a ich priemerné hodnoty v krvi (priemer £ smerodajnd odchylka)**P < 0,01
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NUKLEOKAPSIDOVY PROTEIN SARS-COV-2 SPROSTREDKUJE INTERAKCIU
VIRUSU S REGULATORMI KOMPLEMENTOVEHO SYSTEMU
Viglasky J.%, Bhide K.}, Talpasova L.}, Fialova L., Bhide M.%?
YLaboratérium biomedicinskej mikrobioldgie a imunolégie, UVLF v Kosiciach
2Neuroimunologicky ustav, SAV, Bratislava

ABSTRAKT

Nukleokapsidovy (N) protein SARS-CoV-2 je mozné detegovat’ v plazme pacientov s COVID-
19 a jeho koncentracia koreluje so zavaznostou priebehu ochorenia. Je tiez vyznamnym
imunomodulacnym proteinom, ktory ma schopnost’ stimulovat’ tvorbu zapalovych cytokinov.
Dysregulacia komplementového systému pocas ochorenia COVID-19 a pritomnost’ N proteinu
V plazme pacientov viedla k formovaniu hypotézy, ze virusovy spike (S), alebo N protein mozu
interagovat’ s regulatormi komplementového systému. V tejto praci sme preukazali, ze N
protein, na rozdiel od S proteinu, interaguje s viacerymi regulatormi, konkrétne C1 inhibitorom,
C4-viazucim proteinom, faktorom H a vitronektinom. Zaroven sme preukazali aj interakciu
medzi S a N proteinom, ako aj priamu interakciu SARS-CoV-2 virionov s N proteinom.
Podarilo sa nam detegovat’ komplex virionu, N proteinu a regulatorov komplementu, ¢o
poukazuje na schopnost’ tohto proteinu prinaSat’ regulatory na povrch viriénu a potencialne tak
zabranit’ aktivacii komplementového systému. Tieto vysledky naznacuju, ze vztah SARS-CoV-
2 a komplementového systému si zasluzi d’alSiu pozornost’.

UvOoD

Komplementovy systém je sucast'ou vrodenej imunity a pozostava z viac ako 30 plazmovych
proteinov Tie sa podiel’aji na rozpozndvani a neutralizacii patogénov ako st baktérie, parazity
a virusy (Dunkelberger a Song 2010). Ide o neSpecificky systém, je prisne kontrolovany
pomocou regulaénych proteinov (CRP; complement regulatory protein), ktoré zabranujt jeho
aktivacii na hostitel'skych bunkach. Mnohé patogény si vyvinuli mechanizmy vyuZivania
regulatorov komplementu vo svoj prospech. Virusy sa vyznacujui produkciou proteinov, ktoré
napodobiiuju hostitel'ské regulatory (napr. VCP protein virusu ov¢ich kiahni) (Kotwal a Moss
1988) alebo proteinov bez homoldogie k tym hostitelskym. Takymto proteinom je aj
neStruktarny protein 1 (NS1) produkovany flavivirusmi. NS1 sa viaze na rozpustné CRP faktor
H (fH), C4-viazaci protein (C4BP), vitronektin (VTN) a klasterin. Interakcie NSI
arozpustnych CRP vedu kurychlenej degradacii aktivatorov komplementu a inhibicii
terminalnej kaskady, ktora by viedla k 1yze infikovanych buniek (Avirutnan a kol. 2011; Chung
a kol. 2006; Conde a kol. 2016; Kurosu a kol. 2007). Charakteristickym prejavom infekcie
SARS-CoV-2 je dysregulacia komplementu. VacSina vyskumu bola spociatku sustredend na
hyperaktivaciu komplementu tymto virusom, zatial ¢o o jeho inhibicii vieme stale malo.
Jednym z mechanizmov ako SARS-CoV-2 inhibuje komplement je jeho schopnost
inkorporovat do svojho obalu hostite'ské membranové CRP CDS55 a CD59, ¢im blokuje
komplementom sprostredkovanu neutralizaciu (Gebetsberger a kol. 2024). Cielom tejto prace
bolo odhalit’ nové interakcie SARS-CoV-2 s rozpustnymi CRP.

MATERIAL A METODIKA

V praci boli vyuzité rekombinantné proteiny SARS-CoV-2 (N protein a S protein), I'udské
sérum ziskané pred pandémiou COVID-19 a virus SARS-CoV-2 variant BA.5 Omicron. Praca
S virusovym materidlom, jeho pomnoZenie, titracia a priprava mikrotitranej platnicky boli
vykonané v laboratoriu BSL-3. Na zistenie interakcie medzi N a S proteinmi bol vyuzity dot
blot, ktorého vysledok bol validovany pomocou ELISA testu. Interakcia N proteinu a SARS-
CoV-2 viriénov bola potvrdena pomocou ELISA testu. Vdzobné miesto N proteinu na
S proteine bolo mapované pomocou metddy Ciastocnej trypsinizacie komplexu N-S na PVDF
membrane a naslednej analyzy pomocou MALDI-TOF MS (Mertinkova a kol. 2020).
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Interakcie virusovych proteinov s regulatormi komplementu boli detegované pomocou ELISA
testu a far Western blotu s pouzitim I'udského séra a protilatok Specifickych vo¢i CRP: Cl
inhibitor (C1-INH), C4BP, fH a VTN. Schopnost’ N proteinu sprostredkovat’ vizbu medzi
virionom a CRP bola dokdzana na fixovanych virionoch SARS-CoV-2 pomocou ELISA testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA
V tejto praci sa nam podarilo potvrdit’ uz publikovanu interakciu proteinov N a S (Obr. 1A)

(Park a kol. 2021), ako aj interakciu proteinu N s inaktivovanym SARS-CoV-2 virionom (Obr.
1B). Mapovanie vdzobnych miest odhalilo, ze tato interakcia prebieha pravdepodobne na N-
terminalnej doméne proteinu S. Rovnako sa nam podarilo preukazat’ interakcie N proteinu
srozpustnymi CRP (CI-INH, C4BP, fH aVTN) v ludskom sére (Obr. 1C). Protein
S nevykazoval Ziadnu interakciu s vybranymi CRP (Obr. 1D). Interakcia rozpustnych CRP
s viribnmi prebiehala iba v pripade, Ze bol do séra pridany N protein, ¢o naznacuje nielen to, ze
N protein moze prinasat’ tieto CRP na povrch virionu, ale aj to, Ze vizobné miesta CRP na N
proteine sa neprekryvaji s vizobnymi miestami S proteinu (Obr. 1E). Zaroven je vizba CRP
na virion sprostredkovana N proteinom zavisla na koncentracii N proteinu (Obr. 1F).
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Obr. 1. Vysledky price. A — Vysledok ELISA testu potvrdzujiici interakciu proteinov S a N. B — Vysledok
ELISA testu potvrdzujuci interakciu proteinu N a virionov. C — Vysledok ELISA testu preukazujuci interakcie
N proteinu s rozpustnymi CRP v Pudskom sére. D — Protein S neinteraguje s vybranymi CRP. E — Interakcie
rozpustnych CRP so SARS-CoV-2 prebiehajii iba v pritomnosti N proteinu. F — Viizba rozpustnych CRP je
zavisla na koncentrdcii N proteinu v sére.
Stadium interakcii virusovych proteinov s komplementom ukazalo, ako dokazu virusy
efektivne obchadzat’ imunitni odpoved’. Podobné interakcie, ako boli identifikované v tejto
praci, su zname u flavivirusov a ich proteinu NS1 (Avirutnan a kol. 2011; Chung a kol. 2006;
Conde a kol. 2016; Kurosu a kol. 2007). Predpokladame, Ze vizba komplexu N proteinu s CRP
na virion moéze predstavovat’ novy evazny mechanizmus virusu SARS-CoV-2.
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IN VIVO INTERAKCIA METICILIN-REZISTENTNEHO KMENA KOCURIA
VARIANS R33/4 S ENTEROCINOM ENT7420 NA MODELI MYSi
Zabolyova N.Y2, Dvorozidkova E.2, Bino E.Y, Kandricdkova A.3, Maloveskd M3, Kristofova R12
Placha 1, Gresdkova L.}, Laukovad A2, Pogany Simonova M?
1Centrum biovied SAV v.v.i., Ustav fyziologie hospoddrskych zvierat, Kosice
2Univerzita veterindarskeho lekarstva a farmdacie v Koiciach
3Parazitologicky istav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Problematika meticilinovej rezistencie (MR), napriek obmedzeniu jeho pouzivania v klinickej
praxi, predstavuje stale aktualnu tému. V experimente sme sa zamerali na aplikdciu dvoch
roznych substancii — Ciasto¢ne purifikovaného enterocinu (Ent) 7420 a MR kmena Kocuria
varians R33/4 aich vplyvu na c¢revni mikrobiotu aimunitni odpoved (slizni¢ny
imunoglobulin-SIgA a fagocytarna aktivita-FA) na modeli BALB/c mysi. Podavany MR kmei
R33/4 bol schopny kolonizovat' c¢revny trakt mys$i v rozmedzi 1,55-2,73 logl0 KTJ/g.
V skupine s podavanym kmeniom R33/4 sme pozorovali pokles hmotnosti zvierat v porovnani
s kontrolnou skupinou. Aplikované substancie stimulovali ¢revni imunitu (zvysenie sIgA).
Ent7420 znizil po¢ty kmenia R33/4 0 0,2 log cyklu, teda sa potvrdil jeho antibakteridlny G¢inok.
Vysledky poukazuji na negativne G¢inky MR kmena K. varians R33/4 na ¢revny enviroment,
ako aj na protektivny efekt Ent7420 pocas pdsobenia podmienecne patogénneho agens.

UvoOD

Za posledné desatro¢ia doSlo k vyraznému posunu v epidemioldgii infekcii meticilin-
rezistentnych stafylokokov (MRS), predovsetkym MR kmena druhu Staphylococcus aureus
(MRSA). Infekcie, ktoré boli spociatku obmedzené na zdravotnicke zariadenia, boli
pozorované predovSetkym u zamestnancov nemocnic a pacientov s oslabenym imunitnym
systémom. Kratko nato sa objavili kmene ziskané v komunite (CA-MRSA), ktoré spdsobovali
infekcie aj u zdravych jedincov arychlo sa $irili. MRSA asociovand s hospodarskymi
zvieratami (LA-MRSA) sa vyvinula prenosom z c¢loveka na zvieracieho hostitela,
prostrednictvom klonov, ktoré povodne infikovali dobytok, ale obc¢as sa dokazali adaptovat’ a
infikovat’ aj T'udi. Okrem MRSA mozno za vyznamné zdroje rezistencie povazovat aj MR
koagulaza-negativne stafylokoky a pribuzné druhy — Kocuria spp., ktora vynika svojou znamou
schopnostou prezit’ v extrémnych podmienkach. Tento druh, ktory je v mikrobiologickych
laboratoridch vel'mi c¢asto nespravne identifikovany ako koaguldza-negativny stafylokok
(Kandi akol., 2016), patri do celade Micrococcaceae, radu Micrococcales a kmena
Actinomycetota, bol prvykrat navrhnuty v roku 1995 Stackebrandtom a kol. S cielom néjst’
nové sposoby v boji proti tejto hrozbe - antimikrobidlnej rezistencie sa stale hl'adaju mozné
alternativy. Jednou znich st napriklad bakteriociny/enterociny (Ent; antimikrobidlne
proteinové  substancie = produkované najmd  kyselinu mliecnu  produkujicimi
baktériami/niektorymi bakteridlnymi kmenimi druhu Enterococcus spp.) s inhibi¢nym uc¢inkom
proti viac ¢i menej pribuznym baktériam (Nes a kol., 2014) zo skupiny postbiotik, ktoré
predstavuju redlnu moznost' U€innej kontroly nad stafylokokovymi infekciami a zaroven
minimalizéciu rozvoja rezistencie voci antimikrobidlnej liecbe. Ciel'om tejto Stidie bolo preto
overit’ in vivo interakciu Ent7420 (charakterizovaného v naSom laboratoriu) s MR kmetiom K.
varians R33/4, ktory obsahuje gény pre rezistenciu vo¢i meticilinu (mecA, mecC) erytromycinu
(ermC) a penicilinu (blaZ), zhodnotit’ antibakteridlne uc¢inky Ent7420, vplyv MR kmena K.
varians R33/4 (simulacia podmienecne patogénneho/patogénneho prostredia) ako aj
kombinovanej aplikacie oboch substancii na fyziologické, mikrobiologické a imunologické
parametre BALB/c mysi.
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METODIKA

Experiment bol realizovany na Parazitologickom ustave SAV (schvaleny Etickou komisiou pre
ochranu zvierat chovanych a pouzivanych na vedecké ucely a vzdelavacie ucely) s vyuzitim
BALB/c mysi (n=40) vo veku v priemere 39 dni oboch pohlavi. Mysi boli rozdelené do 4
skupin: v skupine S bol podavany rifapicinom zna¢eny MR kmen K. varians R33/4 pre
odlienie od ostatnej mikrobioty (108 KTJ/ml/g; v davke 100 pl/zviera/deti per os) po dobu 7
dni (0.-7. den experimentu), v skupine E sa podaval Ent7420 (100 ul/zviera/den p.0.) po dobu
14 dni (8. — 21. den), a kralikom v skupine S+E sa podavala kombinacia oboch aditiv; mysi
Vv kontrolnej skupine (K) boli bez aplikécie substancii. Od 22. dna boli vSetky zvierata kfmené
iba Standardnou diétou, bez podavania substancii. Experiment trval 42 dni. Vzorky trusu boli
odoberané v 0/1. (zmesna vzorka), 7., 21. a 42. den (n=3/skupina). Krv bola ziskana pomocou
celkovej pentobarbitalovej anestézy (50mg/kg z.hm.), ktora bola podana intraperitonealne.
Nasledne sme pristapili k samotnému odberu krvi punkciou srdeca v diioch 0., 7., 21. a 42, ktora
bola podrobené analyze na fagocytarnu aktivitu (FA; Steruska a kol., 1981) a aktivitu enzymu
glutation-peroxidaza (GPx; komer¢ny kit Randox; Anglicko). Na 0., 7., 21. a 42. deii boli zabité
myS$i z kazdej skupiny (0. dent n=1/skupina; 7., 21., 42. dent n=3/skupina), pre odber
jednotlivych tisekov ¢reva (tenké, hrubé, slepé ¢revo) na Standardné mikrobiologické vysetrenie
ako aj proximalnej Casti jejuna pre stanovenie hladiny slizni€éného imunoglobulinu A Vv ¢revnej
stene (sIgA; Nikawa a kol., 1999). Jednotlivé bakterialne druhy (MR kmen R33/4, stafylokoky,
MRS, koliformné baktérie, kyselinu mlie¢nu produkujiuce baktérie — KMPB) boli stanovené
Standardnou mikrobiologickou riediacou metddou na selektivnych médiach podla ISO. Platne
sa inkubovali pri 37 °C pocas 48 h. Pocet baktérii bol vyjadreny v kolonie tvoriacich jednotkach
na gram (KTJ/g, logl0) £ SD. Sledovany bol irast mysi, prirastky na hmotnosti sa
zaznamenavali v tyZdennych intervaloch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Schopnost’ aplikovaného MR kmena R33/4 kolonizovat’ traviaci trakt sa potvrdila jeho
zachytom v jednotlivych usekoch ¢reva pocas celého trvania experimentu, pri¢om
sa postupujucim Casom etabloval a na 42. denl v truse dosahoval hodnotu 5,54+0,64 logl0
KTJ/g v skupine S, resp. 4,58+0,25 logl0 KTJ/g v skupine S+E (Tabulka ¢. 1). Na 7. den
v tychto skupinéach bol pozorovany aj vyznamny nérast poctu stafylokokov (p<0,0022; resp.
p<0,0036) oproti kontrolnej skupine (o 2,11; resp. 1,50 log cyklu), ¢o mdzeme vysvetlit’
samotnou aplikdciou kmetia R33/4, ked’ze ur€ité druhy stafylokokov st schopné ovplyvnit rast
baktérii druhu K. varians (a naopak; Tremonté a kol., 2007). Antimikrobialny efekt Ent7420 na
ostatnii ¢revni mikrobiotu myS$i, vratane koliformnych baktérii sa pocCas experimentu
nepotvrdil. Tieto vysledky nekoreluju s vysledkami predchadzajicej stadie (Simonova a kol.,
2009), kedy s postupujucim casom experimentu klesali pocty koliformnych baktérii po
podavani Ent7420 kralikom. Pri sledovani rastu mysi bol zaznamenany tbytok na hmotnosti
pocas aplikacie MR kmena R33/4 v skupine S (-0,42 g), ¢o naznacuje jeho negativny vplyv na
rast zvierat. Hodnoty sIgA sa vyrazne zvysili na 7. deni experimentu v pokusnych skupinach
(K: 8,134£0,76; S: 15,49+7,43; E: 13,41%0,79; S+E: 13,46+1,78; p<0,0096); vyssie hodnoty
sIgA v skupine S potvrdzuji negativne posobenie kmenia MR R33/4 na ¢revo resp. ¢revnu
imunitu. Optimalizovand/zniZzena koncentracia sIgA pocas poddvania Ent7420 v kombinécii
S MR kmenom R33/4 sved¢i o ochrannom efekte Ent7420. Protektivny ucinok enterocinu
EntA/P na morfologiu ¢revného epitelu pocas posobenia MR kmena S. epidermidis P3Tr2a
(MRSE) bol popisany aj u kralikov (Pogany Simonova a kol., 2024). Hodnoty FA a GPx boli
pocas celej doby experimentu vyrovnané resp. neboli ovplyvnené poddvanymi substanciami.
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K S E S+E
MRR33/4 | 7. NT 7. 1,70* 7. NT 7. 2,45+0,18
42. NT 42. 5,54+0,64 42. NT 42. 4,58+0,25
Stafylokoky | 7. | 2,00+0,06° | 7. 4,11+0,22° 7. | 239+0260 | 7. 3,500,290
42. | 2,02£023% | 42. 24940112 | 42. | 2,64+0,18° | 42. 3,59+0,16"
KMPB 7. | 8,54x0,71 | 7. 8,160,17 7. 7,93+0,00 7. 7,50+0,59
42. | 9,8120,34 | 42. 9,64+0,29 42. | 9.80+0,12 | 42. 9,47+0,21
Koliformné | 7. | 4574040 | 7. 3,82+0,94 7, 2,39+0,13 7. 2,97+0,26
baktérie 42. | 3,60£0,99 | 42. 3,73+0,45 42. | 445+021 | 42. 3 360,14
MRS 7. NT 7. 2,25+0,78 7. NT 7. 2,15%
42. NT 42. 2,35+0,92 42. NT 42. 2,65+134

Tab.1. Pocty sledovanych baktérii v truse (log10 KTJ/g)
KTJ/g — kolonie tvoriace jednotky na gram; NT — netestované; * - ojedinely vyskyt (Statisticky nevyznamny)
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