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ABSTRACT

Nanocastice v kombinacii s rastlinnymi
extraktmi preukazali potencial v antimikrobial-
nom ucinku, ktory je dolezity pri neustale sa
Tato
Stadia hodnoti vplyv extrakénych podmienok

rozSirujucej rezistencii na antibiotika.
na antioxidaéna aktivitu nanodastic striebra
pripravenych z rastlinnych extraktov.
Nanocastice striebra (AgNP) boli pripravené
zelenou syntézou pomocou d’atelinového extrak-
tu a 2,2 a 5,5 mM roztoku dusi¢énanu striebor-
ného. NajvyhodnejSie podmienky na pripravu
AgNP boli vyssia teplota (80 — 90 °C) a vyssia (5,5
mM) koncentriacia AgNO,. NajmenSie nanocasti-
ce boli pripravené pomocou extraktu ziskaného
pri laboratérnej teplote s pouzitim 5,5 mM
dusi¢nanu strieborného (x,, = 38,59 nm). Sta-
novenim antioxida¢nej aktivity sme pozorovali

lepSie  vysledky pre nanocastice striebra
pripravené z 2,2 mM AgNO, a na vychytavanie
voPnych radikalov bola vhodnejSia nizsia teplota
biosyntézy AgNPs.

AgNP boli testované na antibakteridlnu aktivi-
tu pomocou difizneho testu proti Gram-
pozitivnym (Staphylococcus aureus) a Gram-
negativnym (Escherichia coli) baktériam. Ziskané
vysledky potvrdili antibakterialnu u¢innost’ v
porovnani so Standardom — gentamicinom.

KPucéové slova: antibakterialna aktivita;
antioxidacna aktivita; d’atelina lic¢na; strieborné
nanocastice

ABSTRACT

Nanoparticles in combination with plant

extracts have showed potential in antimicrobial



action, which is important in the ever-expanding
resistance to antibiotics. This study evaluates
the influence of extraction conditions on the
antioxidant activity of silver nanoparticles
prepared from plant extracts.

Silver nanoparticles (AgNPs) were prepared
by green synthesis using clover extract and 2.2
and 5.5 mM solution of silver nitrate. The most
preferred conditions for the preparation of
AgNPs were: higher temperature (80 — 90 °C)
and higher (5.5 mM) AgNO, concentration. The
smallest nanoparticles were synthesized by extract
prepared at room temperature using 5.5 mM
silver nitrate (x,, = 38.59 nm). By determining
antioxidant activity, we found better results for
silver nanoparticles prepared from 2.2 mM AgNO,
and a lower temperature of AgNPs biosynthesis
was more suitable for free radical scavenging.

The AgNPs were also tested for antibacterial
activity, using a well diffusion assay, against
Gram-positive (Staphylococcus aureus)

Gram-negative (Escherichia coli) bacteria. The

and

obtained results confirmed antibacterial efficiency
compared to the standard — gentamicin.

Key words: antibacterial activity; antioxidant
activity; red clover; silver nanoparticles

UVOD

Rychlo sa rozvijajuce nanotechnologie prinasajd
aj do medicinskych vied nové moznosti skumania
a vyuzitia. V $tadii hodnotime vplyv extrakénych
podmienok na antioxida¢nu aktivitu striebornych
nanocCastic pripravenych z rastlinnych extraktov.
Na pripravu rastlinnych extraktov sme si vybrali
datelinu 1G¢nu, nakolko je casto povazovana za
burinu, ale ma v sebe skryty potencial. Zmienky o
pouziti d’ateliny lucnej nachadzame u americkych
eklektikov, ktori vo svojej knihe z roku 1898, King’s
American Dispensatory, datelinu popisuji  ako
prostriedok na liecbu Cierneho kasla, bronchitidy,
tuberkulézy a tiez naértli protinadorové ucinky (Pilat

a Usak, 1964). V literatire su popisané pozitivne
ucinky na kozu, nervovy systém, kardiovaskularny
systém, pozitivne estrogénne pdsobenie, ovplyvnenie
prejavov sprevadzajucich klimaktérium, osteoporézu,
antikarcinogénne, antioxida¢né, antimikrobialne,
P-vitaminové, antidiabetické a d’alSie ucinky.
Cielom stidie bola priprava viacerych druhov
extraktov dateliny la¢nej, priprava striebornych
nanocastic pri ré6znych podmienkach (teplota, kon-
centracia AgNO,, typ extraktu), stanovenie anti-
oxidacnej aktivity vybranych extraktov a nanocastic
striebra, charakterizovanie nanocastic dostupnymi
metodami,  porovnanie  vplyvu  rozdielnych
extrakénych podmienok na antioxidacnu aktivitu
pri priprave striebornych nanocastic a stanovenie

antibakterialnej aktivity vybranych vzoriek AgNPs.
MATERIAL A METODY

Susina kvetov d’ateliny la¢nej (Trifolium pratense)
bola ziskand komeréne (Agrokarpaty Plavnica,
Slovensko). Ako prekurzor syntézy striebornych
nanocastic pomocou extraktov d’ateliny ltcnej bol
pouzity dusiCnan strieborny (AgNO,) (Mikrochem,
Slovensko). Priebeh syntézy striebornych nanocastic
(AgNPs) bol in situ v kremennej
kyvete s optickou dizkou la¢a 1 cm na UV/Vis

sledovany

spektrofotometri Cary 60 (Agilent Technologies,
USA). Antioxidacna aktivita extraktov d’ateliny
lucnej, ako aj striebornych nanocastic bola sledovana
metédou poklesu absorbancie volného radikalu
DPPH (2,2-difenylpikrylhydrazyl) (Sigma Aldrich,
Nemecko) s koncentraciou 0,2 mM v metanole
(Slavus, Slovensko).

Priprava extraktov d’ateliny lu¢nej

600 mg rozomletej susiny kvetov d’ateliny 1i¢ne;j
sme rozsuspendovali v 12 ml destilovanej vody.
Extrakcie boli robené tromi metdédami — sonifikaciou
v priebehu 15 mintt pri laboratérnej teplote 2 hodiny

a refluxom pocas dvoch hodin.



Zelena syntéza striebornych nanocastic

Ako prekurzory syntézy striebornych nanocastic
sme pouzili 2,2 a 5,5 mM vodné roztoky dusi¢nanu
(AgNO,).
strieborného sme pouzivali vzdy Cerstvé a chranené
pred svetlom. Roztok AgNO, s objemom 2700

strieborného Roztoky  dusi¢nanu

pl sme vlozili do kremennej kyvety, pridali sme
300 pl prislusného extraktu a spektrofotometricky
sme sledovali priebeh reakcie in situ priamo v
kyvete. V oblasti okolo 450 nm sme pozorovali
narast absorbancie v dosledku vzniku povrchovej
plazmoénovej (SPR),
charakteristicka pre vznik nanosuspenzie. Reakcia je

ukoncena, ked’ absorbancia viac nestipa.

rezonancie ktord  je

Stanovenie antioxida¢nej aktivity

Antioxida¢nu aktivitu sme stanovili vyuzitim
metddy DPPH. Do skimaviek sme pipetovali 250
pl prislusného extraktu, resp. nanosuspenzie, ku
ktorym sme pridali 2 ml Cerstvo pripraveného 0,2
mM roztoku DPPH. Vzorky sme inkubovali v tme
pri laboratornej teplote pocas 30 minut, nasledne
sme merali absorbanciu pri 517 nm oproti kontrolne;j
vzorke, ktorou bolo 250 ul metanolu zmieSaného
s 2 ml roztoku DPPH. Antioxidacntl aktivitu sme
vyjadrili v percentach podla vztahu:

A=A —-A
T 100 [%], (1)

0

kde A, je absorbancia kontrolnej vzorky a A
absorbancia extraktu, resp. nanosuspenzie. Anti-
oxidacnll aktivitu

striebornych nanocastic sme

porovnali so Standardom, ktorym bol trolox

(kyselina  6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametylchroéman-2-
karboxylovd) a kvantitativne sme ju vyjadrili ako
ekvivalenty troloxu (TE.ml?), ktoré sme vypocitali z

rovnice kalibra¢nej priamky.

Stanovenie antibakterialnej aktivity striebornych
nanocastic

Na stanovenie antimikrobidlnej aktivity sme
testovali mikroorganizmy S. aureus CCM 4223 a E.
coli CCM 3988, ktoré boli ziskané z Ceskej zbierky

mikroorganizmov — CCM. Do agarovej platne boli
vyrezané jamky s priemerom 5,5 mm a do jamiek sa
pipetovalo 50 ul vzorky. Ako Standard sme pouzili
antibiotikum gentamicin s koncentraciou 10 mM.
Takto pripravené platne boli inkubované 24 hodin
pri 37 °C. Po inkubdcii sme platne odfotografovali
a pomocou softvéru Image]J sme merali velkost
inhibi¢nych zon. Pre stanovenie antimikrobidlnej
aktivity sme pouzili AgNPs pripravené pomocou
vodného extraktu dateliny lacnej pripraveného
pri laboratornej teplote a dusi¢nanu strieborného
s koncentraciou 2,2 a 55 mM pri teplote 80 °C.
Antibakterialna aktivita bola nasledne vyratana ako
percento relativneho priemeru inhibicnej zony (%
RIZD) s pouzitim vzorca (Rojas a kol., 2006):

o) RIZD = 1ZD vzorka — IZD negativna kontrola

x100 (2)
1ZD gentamicin — IZD negativna kontrola

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zelena syntéza striebornych nanocastic

Detekcia bioredukcie Ag* i6nov na koloidné
nanoCastice striebra Ag® bola pozorovanad jednak
vizualne farebnou zmenou roztoku (zo svetlozltej na
cervenohnedé sfarbenie), ako aj pomocou UV/Vis
spektralnej analyzy. V tabulke 1 uvadzame celkovy
Cas syntézy striebornych nanocastic v zavislosti od
teploty a koncentracie, ako aj absorpéné maximum
zodpovedajlce povrchovej plazmonovej rezonancii
pre dany extrakt.

Z uvedenych vysledkov mozno konstatovat,
ze najrychlejSie prebicha biosyntéza striebornych
nanocCastic pri vyssich teplotach (80 — 90 °C) pri
koncentracii dusi¢nanu strieborného 5,5 mM. Z toho
vyplyva, ze koncentracia prekurzoru, ako aj teplota
maju vyznamny vplyv na rychlost’ bioredukcie
strieborného kationu. Na obrazku 1 su zobrazené
UV/Vis absorpéné pasy prislichajice povrchovej
plazménovej rezonancii v poslednej mindte
biosyntézy AgNPs pre extrakty dateliny lucnej
pripravené za laboratornej teploty syntetizované pri
70 — 90 °C, kde modrou farbou je zobrazené absorp-



Tab. 1: Absorp¢né maxima a reak¢né casy zelenej syntézy AgNPs z roznych typov extraktov pri réoznych
teplotach a koncentraciach AgNO,

. Koncentracia Teplota Cas reakcie
Extrakcia prekurzoru ¢ [°C] Amax [nm] t [min]
¢ [mM]
70 451 32
75 452 21
2,2 80 471 13
85 463
Laboratorna 90 456
teplota 70 465 1
75 455
55 80 445
85 424
90 437
70 466 22
75 465 18
2.2 80 462 15
85 480 12
Sonifikacia L ok ¥
70 458 9
75 453 5
55 80 449 3
85 446 3
90 434 2
70 434 42
75 433 26
2,2 80 433 17
85 434 13
Reflux - o -
70 434 12
75 435 8
55 80 423 5
85 428 3
90 415 2

¢né spektrum ¢istého dusi¢nanu strieborného, teplotach a koncentraciach prekurzoru dochadza
gervenou je zobrazeny SPR pas pre nanolastice k vi¢ej konverzii Agt na AgP. Vinové dizky, ktoré
pripravené z 2,2 mM AgNO, a zelenou pre nanoCastice ~ predstavujii maximum absorbancie prisliichajice;
pripravené z 55 mM AgNO,. V naSom pripade SPR, boli pri vyssich teplotich (80 — 90 °C) vo
intenzita absorbancie bola rozdielna pri jednotlivych ~ vSeobecnosti nizsie ako pri nizsich teplotach u oboch
teplotach, teda mézeme predpokladat, ze pri vyssich  koncentracii AGNO..



Obr. 1: Absorpéné spektra biosyntetizovanych striebornych nanocastic (70 — 90 °C; 2,2 a 5,5 mM AgNO,)
z extraktov pripravenych pri laboratérnej teplote
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3a T
= &8 3
m 3 W 25
[¥] (%) 2
[ =4 =
22 815
5 s
21 2
< ﬁ 05
0 o
370 470 570 670 770 370 470 570 670 770
Vinova dizka [nm] Vinova dizka [nm]
80°C
75°C
4 6
Bl 353 S5
m ]
w25 w’
s 2 e 3
215 35
s 1 S
2 g,
205 2
0 0
370 470 570 670 770 370 420 470 520 570 620 670 720 770
Vinava dizka [nm] Vinova dizka [nm]
70 °C
35 — AgNO3
— 2 — 2,2 mM AgNO3
3 42 —5,5mM AgNO3
m
=2 2
L
£ 15
m
S 1
a
o
3 .5
o
05 370 420 470 520 570 620 670 T20 770
Vinova dizka [nm]

Antioxidaéna aktivita

Antioxida¢ni aktivitu sme stanovili podla
metdody DPPH, ktora je zaloZena na merani redukénej
schopnosti antioxidantov vo¢i DPPHe radikalu. V
tabulke 2 su uvedené vysledky vychytavacej aktivity
volného radikalu DPPH prisluSnych extraktov
dateliny licnej, resp. pripravenych nanosuspenzii.
Vychytavaciu aktivitu sme vyjadrili ako percento
vychytania (%) podla vzorca 1 a ako ekvivalent
troloxu (TE) v mg TE.ml ™.

Antioxidac¢na aktivita striebornych nanocastic

pripravenych z extraktov d’ateliny lic¢nej je v korela-

cii s antioxida¢nou aktivitou samotnych extraktov.
Z hodnot antioxidacnej aktivity extraktov priprave-
nych réznymi extrakénymi metodami vyplyva, Ze
najvyssiu schopnost’ vychytavania volné¢ho radika-
lu DPPH ma extrakt pripraveny za varu (reflux);
(26,52 %) ma extrakt pripraveny sonifikaciou. Z
hodnét vychytavacej aktivity striebornych nanocastic
vyplyva, Ze najvyssiu maju nanocastice syntetizova-
AgNPs nasyntetizované z extraktu po sonifikacii.

Z hladiska koncentracie AgNO,, vySSiu antioxi-



Tab. 2: Antioxidacna aktivita extraktov d’ateliny lti¢nej a nanosuspenzii

o -
Extrakcia [crﬁll\{/(ﬁ [OtC] [aAl; | SD vychyt/;vacej Eli:i)‘;zlyz}: v
o aktivity [mg TE.ml"]
70 1,1854 0,000917 36,20 0,0766
75 1,4330 0,001709 22,87 0,0393
2,2 80 1,3899 0,001750 25,19 0,0458
85 1,3516 0,003936 217,26 0,0516
Laboratorna 90 1,4544 0,001389 21,72 0,0361
teplota 70 1,6766 0,009418 9,76 0,0027
75 1,5879 0,000889 14,54 0,0160
55 80 1,7604 0,010901 5,25 -
85 1,8551 0,003051 0,16 -
90 2,0023 0,003669 -17,76 -
70 1,4773 0,003915 20,49 0,0326
75 1,4184 0,000557 23,66 0,0415
2,2 80 1,4402 0,002639 22,48 0,0382
85 1,3460 0,027627 22,69 0,0524
Sonifikicia 90 1,4503 0,031601 16,71 0,0367
70 1,5842 0,001966 10,19 0,0165
75 1,6326 0,022346 7,45 0,0092
55 80 1,6528 0,005406 6,31 0,0062
85 1,7959 0,005680 - 1,80 -
90 1,7305 0,006242 1,90 -
70 0,9169 0,021904 46,03 0,1169
75 0,9919 0,043863 41,62 0,1057
2,2 80 0,9103 0,002380 46,21 0,1179
85 0,9739 0,011911 42,45 0,1535
90 0,9577 0,044148 43,40 0,1108
Reflux
70 0,9318 0,012193 47,18 0,1147
75 1,0784 0,040358 38,87 0,0926
55 80 1,0256 0,020315 41,86 0,1006
85 1,0727 0,037862 39,19 0,0935
90 1,1954 0,012002 32,24 0,0750
Lab. teplota 0,9211 0,029975 45,64 0,1163
Vodné extrakty Sonifikacia 1,2450 0,008919 26,52 0,0676
Reflux 0,4247 0,032486 72,40 0,1909

da¢nu aktivitu vykazovali strieborné nanocastice povedat, Ze vo vécSine pripadov je pre vychytavanie
pripravené z menej koncentrovaného dusicnanu volnych radikalov vyhodnejsia nizsia reakéna teplota

strieborného. Z hladiska reakcnej teploty mozno (vid obr. 3).
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Obr. 2: Vychytavacia schopnost’ AgNPs v porovnani so samotnym extraktom
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Tab. 3: Antibakteridlna aktivita biosyntetizovanych AgNPs

Koncentrécia prekurzoru Typ bakterie
AgNPs .
AgNO, E. coli S. aureus
. ) 2,2mM 94,24 +729 96,36 + 4,68
Datelina li¢na
55 mM 109,96 + 7,75 118,50 + 7,66
2,2mM 89,25+ 8,02 90,66 + 6,34
AgNO,
55 mM 99,78 +4,84 117,81 £ 2,11

Stanovenie antimikrobidlnej aktivity
Antibakterialna aktivita bola stanovena metodou
jamkového diftzneho testu (Baldz a kol., 2017) na
dvoch typoch baktérii, Staphylococcus aureus (Gram-
pozitivna) a Escherichia coli (Gram-negativna). Ako
pozitivna kontrola bol pouzity gentamicin. Hodnoty
v tabulke 3 s uvedené ako % RIDZ, ktoré sme
vypocitali podla vztahu 2. Oba typy testovanych
baktérii boli rezistentné voci rastlinnému extraktu.
Dusi¢nan strieborny v oboch koncentraciach mal
vyznamnu antibakterialnu aktivitu. Hodnoty ziskané
pre 10 mM roztok gentamicinu ako pozitivnej
kontroly st povazované za 100 % RIZD.
Stanovenim antibakterialnej aktivity 2,2 mM a
5,5 mM nanocastic pripravenych pomocou extrak-
tov z dateliny 10¢nej sme potvrdili antibakterialnu
ucinnost’ voc¢i Gram-pozitivnym aj Gram-negativ-
nym baktéridm. VsSeobecne mozno konstatovat’,

7e Dbiosynteticky pripravené AgNPs pomocou

rastlinnych extraktov su u¢innymi antibakterialnymi
latkami a ucinok je zavisly od koncentracie AgNO,
(Pandit, 2015). Takyto vysledok potvrdila aj naSa
studia, v ktorej nanocastice pripravené z 5,5 mM
AgNO, vykazovali vySSiu antibakteridlnu aktivitu
ako tie, ktoré boli syntetizované z 2,2 mM dusi¢nanu
strieborného.

ZAVER

V stadii
podmienok na antioxida¢nt aktivitu striebornych

sme hodnotili vplyv extrakénych
nanocCastic pripravenych z rastlinnych extraktov.
Extrakty d’ateliny li¢nej sme pripravili pri r6znych
podmienkach — pri laboratornej teplote, sonifikaciou
a refluxom. Zelenou syntézou sme pripravili striebor-
né nanocastice z extraktu d’ateliny li¢nej a 2,2 a 5,5
mM roztoku dusi¢nanu strieborného. Najrychlejsie
prebichala biosyntéza AgNPs pri vySsich teplotach
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(80 — 90 °C) a pri vyssej koncentracii (5,5 mM)
AgNO,. Metodou DPPH sme stanovili antioxidacna
aktivitu. NajvysSiu schopnost’ vychytavat volny
radikal DPPH mal extrakt pripraveny refluxom.
Vyssiu antioxidacnu aktivitu vykazovali strieborné
nanocastice pripravene z 2,2 mM AgNO, a na
vychytavanie volnych radikalov bola vhodnejsia
nizSia teplota. Vybrané pripravené AgNPs sme
podrobili aj skuSke na antibakteridlnu aktivitu.
Pomocou jamkového difizneho testu sme sledovali
ucinnost’ voéi Gram-pozitivnym (Staphylococcus
aureus) a Gram-negativnym (Escherichia coli)
baktériam. Nanocastice v kombinacii s rastlinnymi
extraktmi  preukdzali  potencial vyuzitia v
biomedicinskom odvetvi. Ich dalSie Stidium dava
nadej aj vo vyuziti antimikrobidlneho pdsobenia, ¢o
modze predstavovat potencidlnu cestu spomalenia

bakteridlnej rezistencie.
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ABSTRAKT

Hlavnym ciel’om tejto Studie bolo stanovenie
konzervacnych latok, nasledné hodnotenie ich
obsahu a poukézanie na ich mozné toxické ucinky
na organizmus. Boli analyzované konzervaéné
latky ako Kyselina benzoova, benzoan sodny,
kyselina sorbova a sorban draselny vo vybranych
farmaceutickych vzorkach. Tieto analyty maju
svoje najvidcSie uplatnenie ako konzerva¢né
latky vo farmaceutickych, kozmetickych a
boli
realizované metodou vysokoucinnej kvapalinovej

potravinarskych  vyrobkoch. Merania
chromatografie s reverznou fiazou s detektorom
diédového pola (RP-HPLC-DAD). Mobilna fiza
bola zloZena z acetonitrilu (zlozka A) a acetatového

tlmivého roztoku s hodnotu pH = 4,5 (zlozka B)

v pomere A:B = 40:60 (v/v). Separacie analytov
prebiehali na kolone s reverznou fizou C18 Polaris
250 x 4,6 mm; velkost’ ¢astic 5 pm (Varian).
Prisne dodrziavanie maximalneho obsahu ako aj
ADI hodnoét jednotlivych konzervacnych litok je
potrebné na minimalizaciu neziaducich ucinkov.
Mali by sme mat’ na mysli, Ze tieto farmaceutické
formulacie nie su iba jedinym zdrojom, v ktorom
sa nachadzaju konzervacné latky. Problém méze
nastat’ pri nadmernej konzumaicii pripravkov
nielen farmaceutickych, ale predovSetkym aj
potravinarskych, kde sa pridavajua tieto pomocné
latky, a to riziko je ovela vicsie.

Kracové slova: HPLC; konzervacné latky;

neZiaduce ucinky
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ABSTRACT

The main aim of the study was to determine
the preservatives, subsequently to evaluate their
content and to point out their possible toxic
effects on the organism. Preservatives such as
benzoic acid, sodium benzoate, sorbic acid and
potassium sorbate were analyzed in the selected
pharmaceutical samples. These analytes are
mostly used as preservatives in pharmaceutical,
cosmetic and food products. Measurements were
performed by reverse-phase high performance
liquid chromatography with diode array detector
method (RP-HPLC-DAD). The mobile phase
consisted of acetonitrile (component A) and an
acetate buffer pH 4.5 (component B) in a ratio of
A:B =40:60 (v/v). The analytes were separated on
Polaris, C18-A column, 250 x 4.6 mm, particle size
5 pm (Varian).

To minimize adverse effects, a strict adherence
to the maximum content, as well as the ADI values of
specific preservatives is necessary. We should keep
in mind that these pharmaceutical formulations
are not the only source of preservatives. The
problem can occur with excessive consumption
of not only pharmaceuticals, but especially food
products, where these excipients are added, and
the risk is much higher.

Key words: adverse effects; HPLC;
preservatives
UVOD

Liek je lie¢ivo alebo zmes lie¢iv a pomocnych
latok, ktoré su upravené technologickym procesom
do liekovej formy a su urené na ochranu pred
chorobami, na diagnostiku chorob, lieCenie chorob
alebo na ovplyviiovanie fyziologickych funkcii
(NRSR, 2011).

Farmaceutické pomocné latky maju v lieku rézne
funkcie. Umoznuju jeho vyrobu a formovanie, davaju
mu tvar, chrania ho pred rozkladom pri skladovani,
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ulahcuju jeho podanie, riadia uvolfiovanie alebo je-

ho vstrebavanie a i. Doéleziti Cast’ takychto pomoc-

nych latok tvoria konzervaéné latky, tzv.
antimikrobialne latky (Komarek, 2006).
Konzervacné latky su prisady, ktoré¢ maja

schopnost’ zabranit mnoZzeniu mikrobov vo vys-
lednom produkte a chrania produkty pred kon-
taminaciou mikrobmi, ako st baktérie a huby, po-
Cas ich skladovania a pouzivania spotrebitel'om. Mo-
7u predizit’ ¢as pouzitelnosti. Medzi takéto konzer-
vacné latky zaradujeme napriklad kyselinu sorbovu
(E 200), sorban draselny (E 202), kyselinu ben-
zoovu (E 210) a benzoan sodny (E 211). Prave
tieto konzervanty boli vybrané na stanovenie v
predkladanej $tadii. Svoje vyuzitie najdu nielen vo
farmaceutickom priemysle, ale aj v potravinarstve a
kozmetike.

Jednotlivé konzervanty maju stanovené maxi-
malne koncentratné zastipenie v pripravku, tieto
hodnoty sa nesmt prekrocit. Nakol'ko sa peroralne
uzivaju lie¢iva v kombinacii s potravinovymi
doplnkami, moze dojst’ ku kumulécii a prekroceniu
akceptovatelnej dennej davky (ADI). Prekroc¢enie
tychto koncentracii a davok moze viest’ k zavaznym
neziaducim ucinkom, ktoré moézu v niektorych
pripadoch koncit' aj fatdlne. Preto je potrebné
tieto konzervanty vo farmaceutickych vzorkéach
identifikovat’ a kvantifikovat. Na tento ucel mozu
sluzit’ chromatografické metody.

Za najvhodnejsiu chromatografickit metodu bola
zvolena vysokoucinna kvapalinova chromatografia
na reverznych fazach s UV detekciou.

Celkovo sa podrobilo kvalitativnej a kvantitativnej
analyze 11 farmaceutickych vzoriek, kde tri z
nich obsahovali viac ako jednu zo stanovovanych
konzervacnych latok.

MATERIAL A METODY

Kvalitativne a kvantitativne merania jednotlivych
konzervaénych latok sa uskutocnili na HPLC
chromatografe ULTIMATE 3000 (Thermo Fisher

Scientific, Nemecko). Ten pozostaval z pumpy



(DIONEX ULTIMATE, LPG-3400RS, Nemecko),
davkovacieho ventilu, autosamplera (WPS-3000
TRS), detektora (DAD-3000RS), termostatu
kolony (TCC-3000RS), analytickej kolony Polaris
250, C18-A, 250 x 4,6 mm; 5 um (Varian, USA) a
vyhodnocovacieho zariadenia.

V tejto Stadii sme sa zamerali na stanovenie
Styroch konzervaénych latok (kyselina benzoova E
210, benzoan sodny E 211, kyselina sorbova E 200
a sorban draselny E 202) metodou vysokoucinnej
kvapalinovej chromatografie s reverznou fazou C18.
Zasobné roztoky Standardov E 200, E 202, E 210
boli pripravené o koncentracii 5 mg.ml* odvazenim
a rozpustenim 500 mg daného Standardu v mobilne;j
faze. Zasobny roztok Standardu E 211 bol pripraveny
0 koncentrécii 0,5 mg.ml* odvaZenim a rozpustenim
50 mg daného Standardu v mobilnej faze. Z
pripravenych zdsobnych roztokov Standardov boli
pripravené kalibracné roztoky pre kvantitativnu
analyzu konzervanych latok nariedenim do
odmernych baniek s objemom 50 ml. Koncentracné
rozmedzie
nasledovné:

pre jednotlivé  konzervanty bolo

25 az 150 pg.ml? pre kyselinu sorbovia, 10 az 100
pg.ml? pre sorban draselny,

50 az 400 pg.ml? pre kyselinu benzoova a 20 az 500
pg.ml- pre benzoan sodny.

Vzorky boli pred vlastnou analyzou spracované
tak, ze 1 ml kvapalnej formulacie sme odpipetovali
do odmernej banky s objemom 10 ml a doplnili
ultradistou vodou po rysku. Niektoré vzorky (kvoli
vysSiemu obsahu konzervacnych latok) boli este
riedené v pomere 1 : 1 priamo vo vialke nariedenim
500 pl upravenej vzorky a 500 ul ultracistej vody
a dokladnym premieSanim vialky s nariedenou
vzorkou na vortexe. Pred kazdym nastrekom
vzorky na chromatograficki kolonu bola vzorka
eSte prefiltrovana cez striekackovy filter PVDF s
vel'kostou porov 0,22 pm.

Pri vypracovani chromatografickych podmienok
latok

vychadzali z chromatografickej metddy pouzitej pri

separacie  Styroch  konzervac¢nych sme

stanoveni kyseliny sorbovej vo farmaceutickej vzorke

spracovanej v ramci diplomovej prace (Velasova,
2018). Na zaklade tejto prace bola ako stacionarna
faza zvolena kolona s reverznou fazou C18 Polaris
250x 4,6 mm, 5 pm (Varian) a zlozkami mobilnej fazy
boli Cisty acetonitril bez d’alSej Gpravy a acetatovy
tlmivy roztok s pH 4,5. Pomer zloziek mobilnej
fazy bol nastaveny na 40:60 (v/v), prictok mobilne;j
fazy na 1 ml.min® a koldéna bola termostatovana
na 25 °C. Jednotlivé zlozky mobilnej fazy boli
privadzané pomocou c¢erpadiel ovladanymi ventil-
mi, ktoré umoznovali mieSanie zloziek v pozado-
vanom pomere. Vzorky boli dévkované mikro-
strickaCkou Hamilton na chromatografickti kolonu
o objeme 20 pl. Pred samotnym davkovanim
boli roztoky vzoriek vzdy prefiltrované pomocou
strickackového filtra o velkosti cCastic 0,22 pum
priamo do vialiek. Pri vypracovani metody bola
vyuzitd izokratickd elucia, to znamend, ze zlozenie
mobilnej fazy pocas analyzy bolo konStantné, a
teda sa neporusovala zdkladni linia (baseline).
Z tohto dovodu ekvilibracia chromatografického
systému nebola po kazdej eltcii potrebna. Detekcia
bola na zaciatku vyvoja metddy prevadzana v
oblasti absorpcie sorbanu draselného a benzoanu
sodného pri 252 nm. Vzhladom na to, ze kyselina
sorbova a kyselina benzoova absorbuju pri kratSich
vinovych dizkach pri 225 a 232 nm, bolo vyhodné
pre dosiahnutie dostatocnej citlivosti vyuzit moznost’
prepnutia vinovej dizky.

Nakol’ko v predchadzajicej experimentélnej pra-
ci boli optimalizované chromatografické podmienky
stanovenia iba jednej konzervacnej latky, kyseliny
sorbovej, bolo potrebné venovat pozornost opti-
malizacii podmienok eSte pre dalSie konzervanty
(kyselina benzoova, benzoan sodny a sorban
draselny). Vyber vhodnych podmienok bol zdihavy
a naro¢ny. Vzhladom na to, ze v analyzovanych
farmaceutickych vzorkach boli pritomné Styri analy-
ty (kyselina benzoova E 210, benzoan sodny E 211,
kyselina sorbova E 200 a sorban draselny E 202),
bolo tazké najst’ optimalne zlozenie mobilnej fazy,
pri ktorom by dochadzalo k dostatocnej separacii
jednotlivych konzervantov. Ohl'ad musel byt klade-
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Tab. 1: Podmienky HPLC analyzy konzervaénych latok

Stacionarna faza Mobilna fiza Prlet‘o l_(l DAD detektor
[ml.min™]

A:CH,CN 1,0 259 nm (E 200)

Polaris C18-A (Agilent); dizka kolony B: acetatovy timivy roztok 259 nm (E 202)
250 mm; vnutorny priemer kolony

4,6 mm; vel'kost Castic 5,0 um A:B =40:60 (v/v) 232 nm (E 210)

225 nm (E 211)

ny aj na to, aby ziadny pik z matrice neinterferoval VYSLEDKY A DISKUSIA

so skimanymi analytmi. Pomerne zna¢nym
problémom sa ukazala separacia kyseliny benzoovej,
a preto velkd pozornost’ bola venovanad separacii
tejto latky od ostatnych interferentov, ktoré neboli
predmetom nasej Stadie. Pre identifikaciu pikov
konzervacnych latok bolo zlozenie mobilnej fazy
nastavené izokraticky v pomere 60:40 (v/v) CH3CN
: acetatovy tlmivy roztok s prietokovou rychlost'ou
1 mlmin®. Pri uvedenom zlozeni mobilnej fazy
kyselina benzoova eluovala pri retencnom case 2,137
min, benzoan sodny 4,023 min, kyselina sorbova
4,070 min a sorban draselny 4,509 min. Nakol'’ko na
chromatografickych zaznamoch piky prislichajice
latkam, ktoré neboli predmetom naSej Studie,
neinterferovali s pikmi analytov a doba analyzy bola
vyhovujuca, bolo toto zlozenie mobilnej fazy zvolené
za optimalne. Z vialiek, v ktorych sa nachadzali
vzorky, resp. Standardy jednotlivych konzervantov,
sa davkoval objem 20 pl na chromatograficka kolo-
nu pomocou automatického injektora. Na detekciu
vsetkych Styroch konzervacnych latok bol pouzity
spektrofotometricky DAD detektor pri vinovych
dizkach uvedenych prehl’adne v tabulke 1. Termostat
v kolonovom priestore bol nastaveny na teplotu 25
°C. Pracovny tlak na koléne poc¢as HPLC analyzy bol
180 barov. Najvhodnejsie podmienky konzerva¢nych

latok st zosumarizované v tabulke 1.
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Stanovenie koncentracie Styroch konzervantov
bolo realizované metodou kalibraénych priamok.
Pre zostrojenie kalibracnych priamok jednotlivych
konzervantov pomocou chromatografického soft-
véru Chromeleon boli vyuzité udaje od¢itané z
chromatografickych zaznamov roztokov Standardov
so stipajucou koncentraciou. Linearna cast bola
vyhodnotena v koncentra¢nom rozmedzi 25 az 150
pg.ml? pre kyselinu sorbova, 10 az 100 pg.ml?
pre sorban draselny, 50 az 400 pg.ml* pre kyselinu
benzoova a 20 az 500 pug.ml? pre benzoan sodny.
Linearita bola
korelaéného koeficienta R?, ktory mal v pripade
vSetkych Styroch konzervantov hodnoty vysSie
nez 0,99. V nasledujucich tabulkach (vid tab. 2 az
5) st uvedené hodnoty koncentracii jednotlivych
Standardov, im zodpovedajuce plochy pikov, ako aj

zhodnotena pomocou hodnoty

retencné Casy potrebné k identifikacii a kvantifikacii
konzervacnych latok vo vzorkach.

Za izokratickych podmienok bolo analyzovanych
11 farmaceutickych vzoriek v kvapalnom stave.
Vo vybranych vzorkach sa nachadzala bud’ jedna
konzervacna latka, resp. zmes konzervaénych latok.
Pri optimalnych chromatografickych podmienkach
[Cerpanie mobilnej fazy prebiehalo v izokratickom
madde pri prietokovej rychlosti 1 ml.min-?, teplota



Tab. 2: Parametre chromatografickej analyzy standardu kyseliny sorbovej

€& 200 [pg.ml '] * & 200) [ng.ml'] t, [min] Plocha piku [mAU.min]
25 25,0477 4,067 43,7186
50 50,4368 4,070 79,6807
70 78,1561 4,067 118,9434
100 95,6544 4,070 143,7287
125 122,2374 4,067 181,3819
150 153,4677 4,067 225,6177

c(E 200) vypocitana koncentracia analytu E 200, c*(E 200) koncentracia analytu

E 200 od¢itana z kalibra¢nej priamky

Tab. 3: Parametre chromatografickej analyzy Standardu sorbanu draselného

€k am) [ng.ml ] c"‘(E 202 [ng.ml ] t, [min] Plocha piku [mAU.min]
10 0,4890 2,440 1,6434
20 0,9883 2,450 3,3796
40 2,5045 2,450 4,9041
60 5,0523 2,450 6,6899
100 7,4695 2,443 8,2824

c(E 202) vypocitana koncentracia analytu E 202, ¢*(E 202) koncentracia analytu

E 202 od¢itana z kalibracnej priamky

Tab. 4: Parametre chromatografickej analyzy Standardu kyseliny benzoovej

€k 210) [ng.ml '] c"‘(E 210) [ng.ml ] t [min] Plocha piku [mAU.min]
0,05 0,0366 2,133 25,8396
0,10 0,1100 2,137 49,6478
0,20 0,2064 2,137 80,9367
0,30 0,3039 2,140 112,5919
0,40 0,3930 2,140 141,5048

c(E 210) vypocitana koncentracia analytu E 210, ¢*(E 210) koncentracia analytu

E 210 od¢itana z kalibracnej priamky

Tab. 5: Parametre chromatografickej analyzy $tandardu benzoanu sodného

€ amn [pg.ml!] | ¢* & 211) [pg.ml '] t,, [min] Plocha piku [mAU.min]
20 18,5732 4,017 1,6043
40 38,7634 4,017 3,01434
60 59,3591 4,017 4,7133
80 80,5474 4,023 6,3284
100 103,3493 4,023 8,0665
120 120,4670 4,019 9,3713
200 199,2954 4,030 15,3801
500 499,6452 4,057 38,2745

c(E 211) vypocitana koncentracia analytu E 211, ¢*(E 211) koncentracia analytu

E 211 od¢itana z kalibracnej priamky
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Obr. 1: Prekryv absorpénych spektier vzorky Fenistilu (zelené spektrum),
benzoanu sodného (modré spektrum) a kyseliny benzoovej (¢ierne spektrum).
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na koléne 25 °C, pomer zloziek mobilnej fazy A:B
= 40:60, (v/v)] bola uskutocnena analyza realnych
vzoriek a zo ziskanych ploch pikov bola vypocitana
koncentracia konzervacnych latok v kvapalnych
farmaceutickych formulaciach.

V pripade troch analyzovanych vzoriek (Solmucol,
IBSA SR, Livsane — Islandsky liSajnik, Dr. Liischow
GmbH & Co. KG, Nemecko a Paralen SUS, Zentiva,
CR) sa nachadzali stcasne dve konzervatné latky
(E 202 a E 211), preto este pred vlastnou analyzou
tychto vzoriek sme pripravili kombinovany Standard
deklarovanych dvoch konzervac¢nych latok a podrobili
ich HPLC analyze. Pri uvedenych izokratickych
podmienkach sa nam podarilo odseparovat’ piky azna
zakladnu liniu, takze uvedené podmienky boli vhod-
né aj pre simultanne stanovenie uvedenych dvoch
konzervantov. Skusali sme pripravit’ a zanalyzovat’ aj
kombinovany Standard pre vsetky Styri konzervacné
latky, ale pri uvedenych izokratickych podmienkach
nedochadzalo k dostatocnej separacii jednotlivych
pikov.
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PriHPLCanalyze vzorky peroralnychroztokovych
kvapiek Fenistilu (GSK Consumer Healthcare
GmbH & Co. KG, Nemecko) sa objavil pik, ktory
svojim retencnym ¢asom neodpovedal deklarovanej
konzervacnej latke kyseline benzoovej z PIL. Pik
(na obrazku oznaceny zelenou farbou) eluoval pri
reten¢nom case 4,020 min a kyselina benzoova
(modro oznaCeny pik) za danych izokratickych
podmienok eluovala pri reten¢nom c¢ase 2,137 min.
Z toho dovodu sme identifikdciu konzervantu este
realizovali premeranim absorpénych spektier (na
obrazku 1), a ako je zrejmé z prekryvu tychto spek-
tier, ani v tomto pripade sa nepotvrdila deklarovana
konzervacna latka. Z HPLC analyzy a premeranim
spektier sme potvrdili pritomnost’ benzoanu sodné-
ho, ktory eluoval v reten¢nom case 4,020 min.

Najvyssia hodnota obsahu konzerva¢nych latok
medzi analyzovanymi vzorkami bola zistend pri
vzorke protizapalového roztoku Glimbax, Doppel
Farmaceutici s. r. 1., Taliansko (9 735,542 pg.ml?),
kde v PIL je aj zdoéraznené, ze ,liek obsahuje



Tab. 6: Maximalna denna davka konzervaénych latok a ich ADI hodnoty

Max. denna davka analytu ADI

Vzorka Analyt [mg.kg'/deii] [mg.kg'/deni]

E 202 0,426 5,0
Solmucol

E 211 0,405 5,0
Trifed E 211 0,402 5,0

E 202 0,901 3,0
Paralen SUS

E 211 2,815 5,0
Mucosolvan E 210 0,538 5,0
Hylak forte E 202 0,0412 3,0
Calcium Chloratum E 211 0,395 5,0
Glimbax E 211 6.258 5.0
Stoptussin E 200 0,617 3,0
Livsane - Islandsky E 202 0,391 3,0
lisajnik E 211 0,447 5,0
Fenistil E 211 0,051 5,0
SymbioLac E 202 0,693 3,0

natriumbenzoat (E 211), ktory méze mat mierne
drazdivy Gc¢inok na pokozku, o¢i a sliznice.” Po
prepocitani ziskanej koncentracie konzervacnej
latky benzoanu sodného na dospelého cloveka s
hmotnostou 70 kg, maximalny denny prijem pri
uzivani 15 ml neriedené¢ho roztoku Glimbax v troch
davkach je 6,25 mg.kg™ telesnej hmotnosti. Prislusné
hodnoty ADI pre jednotlivé farmaceutické vzorky su

prehl'adne uvedené v tabulke 6.

ZAVER

Analyza liekovych pomocnych latok je dost
diskutovanou  témou  podliehajucou  rdéznym
kontrolam. Nakolko konzervacné latky sposobuju
pri zvySenej konzumacii viaceré zdravotné rizika,
predovsetkym u citlivych l'udi a u deti, preto sme
sa rozhodli venovat’ sa identifikacii a kvantifikacii
Styroch potravinarskych konzervacnych latok, ktoré
sa nachadzaju aj vo farmaceutickych wvzorkach.
Farmaceutické¢ vzorky zaktpené v lekarni boli

analyzované metodou vysokoucinnej kvapalinovej

chromatografie (HPLC) na Ustave farmaceutickej
chémie; Katedry chémie, biochémie a biofyziky
UVLF v Kosiciach. Nakolko kyselina benzoova
a benzoan sodny z uvedenych Styroch konzervac-
nych latok predstavuji najvicsie zdravotné riziko,
ako napr. u ludi trpiacich astmou a urtikariou,
alebo vo viacSom mnozstve moézu tiez vyvolavat
zalido¢né problémy, u novorodencov spdsobovat
hyperbilirubinémiu, ako aj hyperaktivitu u deti, pre-
to védc¢sina farmaceutickych vzoriek bola selektovana
prave na vzorky s obsahom benzoanu sodného.
Konzervacné latky (kyselinabenzoova E 210, benzoan
sodny E 211, kyselina sorbova E 200 a sorban draselny
E 202) boli identifikované a kvantifikované meto-
dou HPLC v systéme reverznych faz s UV detekciou,
RP-HPLC. Ako stacionarna faza bola zvolena kolona
s reverznou fazou C18 Polaris 250 x 4,6 mm, s
priemerom Castic 5 pm a zlozkami mobilnej fazy
boli Cisty acetonitril bez d’alSej Gpravy a acetatovy
tlmivy roztok s pH 4,5. Pomer zloziek mobilnej fazy
bol nastaveny na 40:60 (v/v), prietok mobilnej fazy

na 1 ml.min® a kolona bola termostatovand na 25
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°C. Po spracovani nameranych Udajov programom
Chromeleon 7.2 bola uskuto¢nend kvantitativna
analyza metodou kalibra¢nej priamky. Po zhodnoteni
vysledkov a po porovnani s ADI hodnotami
mozeme konStatovat, ze iba v jednom pripade
vzorky protizapalového roztoku bola prekrocena
najvyssia pripustna hodnota, a Ze aplikaciou tohto
protizapalového roztoku je prekroCeny maximalny
denny prijem E 211. Hodnoty ADI sa udavaju pre
pridavné latky urcené na konzumaciu, teda na
vnutorné pouzitie, a protizapalovy roztok Glimbax
je uréeny na ustny vyplach alebo na kloktanie, tym
padom nedochadza k jeho vnutornému uZzitiu. Z
toho vyplyva, ze hodnota ziskana analyzou nemoéze
byt povazovand za smerodajni a porovnavana s
hodnotami ADI, nakolko povolené percentualne
hodnoty pre topické uzivanie benzoanu sodného
sa pohybuji ¢iselne o desatinu vysSie. Namerané
hodnoty a hodnoty ADI jednotlivych konzervantov
su zosumarizované v tabul’ke 6.

V pripade ostatnych vzoriek neboli prekrocené
ADI hodnoty, avSak mali by sme mat’ na mysli, Ze tie-
to farmaceutické formulacie nie st iba jedinym
zdrojom, v ktorom sa nachadzaju konzervacné

latky. Treba mat na paméti, ze problém mdze
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nastat pri nadmernej konzumacii
nielen farmaceutickych, ale predovSetkym aj

potravinarskych, kde sa pridavaju tieto pomocné

pripravkov

latky, resp. eSte v kombinacii s d’al§$imi pomocnymi
latkami, ako st napr. farbiva, a to riziko je ovela

vicsie.
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ABSTRAKT

Na priklade kazuistiky 39-ro¢ného pacienta
chceme poukiazat® na problém manaZmentu
schizofrénie rezistentnej na liecbu, ktorou trpi az
tretina schizofrenickych pacientov. Pri tomto type
schizofrénie opakovane zlyhiava farmakoterapia,
aj pri pouziti roéznych chemickych skupin
antipsychotik. Jednozna¢né stanovenie diagnézy
ako aj samotny priebeh liecby byva navySe
¢asto komplikovany nespolupricou pacienta,
ktora je typickym znakom pacientov trpiacich
schizofréniou, ¢i uz su farmakorezistentni, alebo
nie. Pozorovany pacient prekonal viacero relapsov
a podstupil celkovo 6 hospitalizacii poc¢as 14-tich

rokov liecby. Ani farmakoterapia klozapinom,

liekom poslednej vol’by, vyuZivanym predovsetkym
pri schizofrénii rezistentnej na liecbu, nebola
okamzite ispesna. Problémom bola hlavne vyrazna
negativna symptomatolégia. Vhodnym nastrojom
na zatial’ najdlhSie udrzanie pacienta v remisii
sa ukdzala byt kombinacia klozapinu, pri jeho
doslednej titracii s oh’adom na potreby pacienta,
s depotnou formou aripiprazolu. Tato kombinacia
vyhovujico ucinkuje na pozitivne i negativne
symptémy. Liec¢ba je doplnena antidepresivom
venlafaxinom na zmiernenie uzkosti. K zlepSeniu
stavu prispeli aj nefarmakoterapeutické postupy,
ako art-terapia, navStevy denného stacionara
¢i zmena bydliska, ktora pacienta oddelila od
neustalej bezprostrednej pritomnosti brata s
rovnakym ochorenim.
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Klucové slova: antipsychotika; aripiprazol;
farmakoterapia; klozapin; schizofrénia

ABSTRACT

On the example of a case report of a 39-year-
old patient, we want to point out the problem of
management of treatment-resistant schizophrenia,
which affects up to one third of schizophrenic
patients. In this type of schizophrenia, the
pharmacotherapy with various chemical groups
of antipsychotics repeatedly fails. In addition,
the unambiguous diagnosis as well as the course
of the treatment itself is often complicated by
non-compliance of a patient, which is a typical
feature of patients suffering from schizophrenia,
regardless they are drug-resistant or not. The
observed patient overcame several relapses and
underwent 6 hospitalizations altogether during
14 years of the treatment. Even pharmacotherapy
with clozapine, the drug of the last choice used
primarily in treatment-resistant schizophrenia,
was not successful right away. The problem was
mainly in the significant negative symptomatology.
The combination of clozapine, with its thorough
titration according to the patient’s needs, and
aripiprazole in the depot form has been shown to be
suitable tool for keeping the patient in remission for
the longest time. This combination has satisfactory
effect on the both — positive and negative
symptoms. The treatment is supplemented with
the antidepressant venlafaxine to relieve anxiety.
The improved state of health was sustained also
by non-pharmacotherapeutic procedures, such as
art therapy, visits at a day hospital, or the change
of residence, which separated the patient from the
household where he shared the bedroom with his
brother with the same disease.

Key words: antipsychotic agents; aripiprazole;
clozapine; pharmacotherapy; schizophrenia
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UVOD

Schizofrénia je vel'mi zavazné psychické ocho-
renie. Dominantna je pri nej pozitivna sympto-
matoldgia, manifestujiica sa bludmi, halucinaciami,
agresivitou, agitovanostou a stereotypnymi po-
hybmi. Mnohokrat je sicasne pritomna aj vyrazna
negativna symptomatoldgia prejavujica sa celko-
vou afektivnou otupenostou, poruchami kogniti-
vity a oplostenostou k emocnym reakcidm. Psy-
chopatologia zahfna predovSetkym dysregulaciu
dopaminergického systému, ktora sa prejavuje
nadmernou transmisiou v mezolimbickej oblasti a
zvysenou aktivaciou D, receptorov, ¢o mdze mat’ za
nasledok vznik pozitivnych priznakov. Za negativnu
symptomatoldgiu st naopak zodpovedné hypoak-
tivne D, receptory v prefrontdlnom kortexe a D,
receptory vo ventralnom striate, zodpovedajuce za
procesy pamite, pozornosti a ucenia. Na rozvoji
ochorenia sa podiela aj dysreguldcia serotoninu,
noradrenalinu, acetylcholinu, ¢i gama-amino-
maslovej kyseliny (Dragasek a Vancova, 2019).

Je dolezité najst’ pre pacienta spravny druh a
formu liecby, ovplyviiujucu obe skupiny symptémov
zelatelnym spdsobom, ¢o moéze trvat’ dlhsie casové
obdobie.
postupoch je

Popri  pomocnych nefarmakologickych

pilierom liecby farmakoterapia
antipsychotikami 1. (klasické neuroleptika) a II.
generacie (atypické antipsychotikd), pricom na
terapiu negativnych symptomov su ucinnejSie
druhé z nich (Dusek a Vecetova-Prochazkova,
2010). Uzivanie antipsychotik je spojené s Castym
vyskytom neziaducich ucinkov, ktoré znizuju aj tak
dost’ nizku compliance schizofrenickych pacientov.
Nedodrziavanie stanovenej farmakoterapie spo-
sobuje vznik relapsu a re-hospitalizaciu (Patel a
kol., 2014). Zvysit compliance pacienta a pomoct
stabilizovat' stav je mozné zvolenim depotnych
foriem antipsychotik. Liecbu antipsychotikami je
mozné doplnit’ tymostabilizatormi, benzodiazepinmi,
antidepresivami &i hypnotikami. DalSou moznostou
je elektrokonvulzivna terapia (ECT). Terapiu dopliia

stacionarna lie¢ba, psychoterapia a edukacia pacien-



ta a jeho rodiny o ochoreni (Motovsky, 2010).
V sucasnej klinickej praxi je schizofrénia

rezistentna na liecbu (treatment-resistant
schizophrenia — TRS), ktorou trpi az tretina pacientov
so schizofréniou, definovand neuspechom aspoi
dvoch lie¢ebnych stratégii antipsychotikami zr6znych
chemickych skupin, v trvani 3 az 4 tyzdne pre kazdl
z nich. Pre tento typ schizofrénie je odporucanym
lie¢ivom klozapin, ktory je vSak pre mozny vyskyt
zavaznych neziaducich u¢inkov vo vSeobecnosti
v terapii schizofrénie az liekom poslednej volby

(Viréik, 2016).
OPIS PRIPADU

Pacientom je nezamestnany 39-ro¢ny muz zo
SS vzdelanim, ktory sa lie¢i na paranoidni schizo-
fréniu (F20.00) 14 rokov, pocas ktorych absolvoval
uz 6 hospitalizacii. V Case prvého ataku ochorenia bol
jeho brat, zdielajuci s nim izbu, uz 2 roky lieceny na
rovnaku diagndzu. Pocas tychto 2 rokov sa pacient
stazoval na bolesti hlavy, a podl’a jeho vlastnych slov
v tomto obdobi faj¢il marihuanu.

Na oddelenie pacienta po prvykrat néasilim
priviedol otec v roku 2007, po cca polroénej anam-
néze zmeneného spravania. Medzi prvé priznaky
patrila paranoidnd pohotovost, verbalno-akustické
halucinacie, vysoka intrapsychicka tenzia, agitova-
nost’, agresivita, zanedbana hygiena a anozognézia
(neschopnost’ pacienta vnimat’ svoje ochorenie). Po
podani olanzapinu 15 mg pro die sa pacientov stav
stabilizoval. Pacient sa neskor, pri farmakoterapii
uvedenej v tab. 1, zacastiloval ergoterapeutickych
aktivit a navStevoval denny stacionar. Zo
psychiatrického  zariadenia bol prepusteny s
diagnostickym zaverom F23.1 — Akutna polymorfna
psychoticka epizdda s priznakmi schizofrénie.
V neskorSom obdobi roku 2007 mu ambulantny
psychiater znizil davkovanie na 10 mg olanzapinu
veCer. V priebehu tohto roka pacient vystriedal 4
pracovné prilezitosti.

Na druhG natend hospitalizaciu ho priviezol
otec vo februari 2008 kvoli celkovému zhorSeniu

zdravotného stavu. V popredi klinického obrazu
boli rovnaké znaky ako pri prvej hospitalizacii s
pridruzenymi paranoidnymi perzekuc¢nymi bludmi.
Popri liecbe olanzapinom bola nasadena lieCba
antidepresivami (milnacipran, venlafaxin; obe patria
do skupiny inhibitorov spédtného vychytavania
serotoninu a noradrenalinu) a zopiklébnom na
nespavost’ (vid' tab. 1) spolu s pracovnou terapiou.
Pacient bol nad’alej autisticky, malo komunikativny
so sklonom k sociélnej izol&cii. Bola mu aplikovana
ECT, po ktorej sa jeho stav upravil, bol viac
sociabilny, subdepresivny, bez manifestnych psy-
chotickych priznakov. Pre organické zmeny v CNS
mu bol k farmakoterapii pridany piracetam. V aprili
2008 bol prepusteny z oddelenia s diagnoézou F25.
1 — Schizoafektivna porucha depresivneho typu. U
pacienta perzistovalo depresivne ladenie, anxidézny
pohlad, zniZzend pozornost. Pre zli compliance
mu bolo neskor v roku 2008 upravené davkovanie
milnacipranu (vid’ tab. 1). Do novembra 2008 pribral
10 kilogramov, spal az 10 — 15 hodin denne, bol
depresivne naladeny.

V septembri 2009 doslo k celkovému zhorSeniu
psychopatolégie. Ambulantny psychiater zamenil
olanzapin za quetiapin (vid tab. 1), conajskor vyvolalo
zlepSenie zdravotného stavu. Neskér sa vsak pacient
citil melancholicky a zacinal mat’ dojem, Ze pocituje
cudzie emocie. V decembri 2009 bol privedeny
na vySetrenie v doprovode prislusnikov policie,
kvoli heteroagresivnym prejavom s ohrozovanim a
inzultovanim rodinnych prislusnikov. Pacient bol
prijaty na oddelenie s vyraznou intrapsychickou
tenziou, iritabilitou, vysokou mierou paranoidity s
odklonom od reality v dosledku non-compliance.
Opakovane opustil areal nemocnice a bol agresivny.
Po pristipeni k ECT bol pokojnejsi, sociabilny a
zlepSil sa aj jeho postoj k rodine. Bol prepusteny
z nemocnice s diagnézou F20.0 — Paranoidna
schizofrénia, a zmenenou farmakoterapiou (vid tab.
1).

V domaécej liecbe vSak poberal len depotny
risperidon raz za 14 dni. Ostatné lieCiva nebral, ¢o
malo negativny dopad na jeho psychicky stav. V
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Tab. 1: Farmakoterapia pacienta za celé obdobie liecby

OBDOBIE

NASTAVENA FARMAKOTERAPIA

ZMENY POCAS AMBULANTNEJ
LIECBY

1. HOSPITALIZACIA
(2007, 25 ROKOV)

— olanzapin oro tbl (5 mg rano, 10 mg vecer)

—neskor len 10 mg denne

2.HOSPITALIZACIA
(2008)

— olanzapin oro tbl (10 mg 0-0-1)
— milnacipran (50 mg 1-1-0)

— venlafaxin (150 mg 1-0-0)

— zopiklon (7,5 mg p.p.)

—ECT

— piracetam (2,4 — 4,8 mg denne)

— zamena olanzapinu za quetiapin
(300 mg rano, vecer)
— zIa odpoved’ na zmenu liecby

3.HOSPITALIZACIA
(2009)

— olanzapin oro tbl (10 mg vecer)
—ECT

—risperidon (50 mg i.m. & 14 dni)
— zolpidém p.p.

— ambulantne len risperidon (50 mg i.m. &
14 dni), lebo odmieta tabletovtl formu

— neskor je nutné pridat’ risperidén (2 mg
p.o. vecer)

4. HOSPITALIZACIA
(2011)

— klozapin (100 mg (2-0-1)
—ECT
— piracetam 1200 mg

— escitalopram (10 mg rano)
— zmena antidepresiva na paroxetin
(20 mg (*2-1-0)

5.HOSPITALIZACIA
(2017)

— haloperidol (3 dni),

— klozapin (100 mg 2-0-1)
— venlafaxin (75 mg R)

— zopiklon (7,5 mg p.p.)

— zamena klozapinu za aripiprazol
(15 mg rano, 10 mg vecer)

6.HOSPITALIZACIA
(2018)

— haloperidol (parent.)
— klozapin (100 mg 5-0-1%)
— aripiprazol (15 mg 1-0-0)

— aripiprazol (400 mg i.m. 4 28 dni)

— venlafaxin (150 mg 1-0-0)

— novy ambulantny psychiater, vynechanie
p.o. aripiprazolu, (upravenie davkovania
klozapinu (vid’ tab. 2)

— vyznamny pokrok v liecbe, zlepSenie
PANSS, mierne zniZenie hmotnosti

marci 2010 na kontrolnom vySetreni udava sluchové
halucinacie paranoidného charakteru. Pre zl(
progndzu je pridany k liecbe risperidén v tabletovej
forme (vid’ tab. 1). Po uprave lieCby sa pacientovi
zlepsil zdravotny stav, bol viac sociabilny, aktivny,
mal silna tazbu zamestnat’ sa a viest’ plnohodnotny
zivot.

Na 4. hospitalizaciu prisiel sam v januari 2011,
kvOli zvySeniu nervozity. Pri prijme popisuje vyskyt
verbalno-akustickych halucinacii s dopadom na jeho
konanie. Je na nom evidentné vel'ké zanedbavanie
hygienickych navykov. Jeho stav je vyhodnoteny
ako schizofrénia rezistentna na liecbu. K risperidonu
v depotnej forme je pridany klozapin (vid tab. 1).
Pre pretrvavajice poruchy vnimania a depresiu
mu bola pontknutda ECT, po ktorej psychoticka
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symptomatoldgia ustupila. Nalada je nevyrazna, ale
zlepsena. Depotnu formu lieCby odmieta, planuje ist
za pracou do zahranicia.

Pacient sa v obdobi rokov 2011 az 2017 javi
stale viac asocidlny, depresivny a autisticky.
Nepocituje ziadne emocie, je Coraz smutnejsi, vela
spi, citi vel'ka unavu, pribera na vahe (vid’ tab. 3).
Popri paranoidnej schizofrénii mu bola zaciatkom
roka 2013 diagnostikovana Postschizofrénicka
depresia — F20.04. Ku klozapinu bola pridana terapia
antidepresivom escitalopram (vid’ tab. 1). Pocas tohto
obdobia nastalo kratkodobé zlepSenie zdravotného
stavu iba v lete 2014, ked pacient zacCal behat,
schudol 3 kg a navstevoval denny stacionar.

V aprili 2017 viedli k uz 5. hospitalizacii
akustické imperativne halucinécie. V popredi je



Tab. 2: Davkovanie klozapinu

ROK 2018 2018 2019 2019 2019 2019 -2020

MESIAC aug sep —dec jan — feb mar — maj jun —jul aug — sep

KLOZAPIN 25 MG 0-0-1 0-0-1 0-0-1 0-0-1 1-0-1 0-0-1

KLOZAPIN 100 MG Ya-Ya-1 1-0-1 1-0-1 1-0-1 0-0-1 1-0-1

Tab. 3: Zmena hmotnosti pacienta pocas liecby klozapinom
ROK 2011 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | 2019 | 2020

TELESNA
HMOTNOST [KG] 81 98 102 99 112 122 122 120 119 118

okrem nich mierne zvySena intrapsychicka tenzia,
anozogndzia, socialna izolacia a zvySenie hmotnosti.
Antidepresivna medikacia je zmenena na venlafaxin
(vid’ tab. 1). V tvode pobytu je mu po dobu troch
dni podavany haloperidol v parenterdlnej forme.
Postupne psychoticka symptomatika odznela.

Po kratkodobom zlepseni nastdva koncom
roka 2017 mesiac trvajica psychdza ako désledok
vysadenia farmaceutik. V decembri 2017 mu bol
ambulantne zameneny klozapin za aripiprazol (vid’
tab. 1). Pacient opakovane liec¢ivo vysadil, pretoze sa
po nom citil ve'mi strnuly a nepokojny. Rozpraval
sam so sebou, mal paranoidné myslienky a hostilné
prejavy, ¢o viedlo v januari 2018 k 6. hospitalizacii
a zmene liecby (vid tab. 1). Olanzapin v liecCbe
nezabera, pristupuje sa k navratu ku klozapinu a k
peroralnej forme aripiprazolu sa pridava jeho depotna
forma (vid’ tab. 1). Pacient bol prepusteny z lie¢by vo
februari.

V auguste 2018 sa vystupiiuje agresivita a poruchy
vnimania so sklonom k absurdnej gestikulacii.
Kontrolné vysetrenie prebicha pri inom ambulant-
nom psychiatrovi, u ktorého je pacient evidovany
dodnes. Pacientovi bolo upravené davkovanie
klozapinu (vid’ tab. 2), a to najskor kvoli uprave
celkového psychického stavu. Pri d’al$ich kontrolach

je pravidelne monitorovany aj krvny obraz. Jeho

zmeny vedu v juni 2019 k prechodnému zniZeniu
davkovania klozapinu (vid’ tab. 2).

Peroralny aripiprazol bol z lie¢by vynechany, ¢o
vyrazne zlepSilo psychicky stav pacienta. K tomu
prispela vo velkej miere aj zmena bydliska, kde uz
nezdiel’a izbu s chorym bratom. V sucasnosti je bez
pocitu chorobnosti a porich vnimania, stale vSak
dominuje autistické myslenie a negativne symptomy.
Dolezita bola aj praca s jeho rodinou, ktora napokon
prijala pacientovu novu osobnost. To mu pomohlo
sa o dianie v rodine a v Sporte. Pacient schudol (vid’
tab. 3). Pravidelne chodieva do denného stacionara.
Pri vtieravych myslienkach mu pomaha kreslenie.
Popri pravidelnom poberani antipsychotik uziva
doplnkovu terapiu, omega-3 mastné kyseliny a
vitaminy skupiny B.

DISKUSIA

Schizofrénia sa u pacienta prejavila 2 roky
po tom, ako bola diagnostikovana jeho bratovi, s
ktorym zdiel'al izbu. Riziko vzniku ochorenia je
vo vSeobecnosti 1 %, u 0s6b s chorym strodencom
je vsak prevalencia takmer 13 % (Hoschl, 2004).
U predisponovaného pacienta mohla v Gvodnych
stadiach ochorenia prepuknit’ indukovana porucha s
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bludmi. V pozivani marihuany hl'adal pravdepodobne
unik z tejto reality, o v§ak mohlo este viac posSkodit’
jeho stav.
sa spaja s indukovanim psychotického stavu schi-

zofrénie, a to najmé u rizikovej skupiny l'udi s po-

Psychoaktivny  9-tetrahydrokanabinol

zitivnou rodinnou anamnézou (Manseau a Goff,
2015).

Pacient pocCas 14-tich rokov liecby vystriedal
viacero antipsychotik a ich rozne davkovania.
Problémom bola ¢astokrat neadekvatna odpoved, ale
aj nespolupraca pacienta, vyustujica v opakovany
relaps ochorenia. Non-compliance je jednym
zo znakov schizofrénie, pricom vznik relapsu je
takmer 5-nasobne pravdepodobnejsi u pacientov
porusSujucich predpisant terapiu (Jand a Rackova,
2004). Rizikom bolo tiez ambulantné zamienanie
farmakoterapie stratégiou STOP, opakovane pouzité
prvym ambulantnym psychiatrom. Pre zmenu
antipsychotik st menej rizikové postupy skrizenej
titracie, ¢i prekrizenie s postupnym znizenim
(Seifertova, 2004).

U pacienta v priebehu rokov, napriek liecbe,
dochadzalo k
negativnych symptomov. Klozapin mu bol prvykrat

vystupfiovaniu  pozitivnych aj
nasadeny pocas Stvrtej hospitalizacie, pre stale sa
vracajuce akustické halucinacie. To vSak nestacilo
na zlepSenie pacientovho stavu, preto sa pristapilo aj
k ECT, ktora mala u tohto pacienta vidite'ny prinos
pre jeho liecbu. Primarne sa ECT pouziva v pripade
urgentnej potreby, ak pacient v minulosti lepSie
odpovedal na ECT ako na iny druh terapie, alebo ak
pacient uprednostiuje tento druh liecby. Inak je tato
metdda vyuzivanad ako tzv. lie¢ba 4. vol'by (Dragasek,
2011).

Z neziaducich tc¢inkov na terapiu antipsychoti-
kami sa uz od avodnych mesiacov vyskytlo pribera-
nie na vahe ako dosledok uzivania olanzapinu. Pri
terapii klozapinom bolo priberanie este rapidnejSie.
Porovnanie antipsychotik s placebom v 83 klinickych
studiach zaradilo olanzapin a klozapin k liecivam
najviac ovplyvitujucim narast hmotnosti (Pillinger
a kol., 2020). K narastu hmotnosti pacienta prispelo
aj vystupnovanie negativnych symptomov, apatia a
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depresie.

Po dlhorocnej liecbe s viacerymi relapsami a
nepriaznivom vyvoji ochorenia bolo nevyhnutné
pridat’ ku klozapinu druhé lie¢ivo. Niektori autori
prirad'uji dominantné postavenie pri neadekvatnej
odpovedi na liecbu samotnym klozapinom,
kombinovanej terapii klozapinu s aripiprazolom
(Galling a kol., 2017). Aripiprazol bol predpisany
na zadklade jeho hlavného tc¢inku na negativne sym-
ptomy a narusenu kognitivitu, kvoli jeho preferencne;j
afinite k D, receptorom a dualnemu mechanizmu
ucinku. U pacienta bolo non-compliance charak-
teristickym faktorom, preto bola stanovena terapia
depotnou formou aripiprazolu, ktora umoziuje lep-
Siu adherenciu pacienta k liecbe. Prechod na liecbu
depotnym aripiprazolom je nutné pocas prvych
dvoch tyzdnov liecby doplnit’ aj peroralnou formou
lie¢iva. Peroralny aripiprazol spolu s depotnym vSak
pacient uzival sucasne s klozapinom az 6 mesiacov,
kedy vypukla manifestacia agresivity a jadrovej
schizofrénnej symptomatologie. Pri tejto situacii bola
vykonand zmena ambulantného psychiatra, ktory
nasadil ukoncenie uzivania peroralneho aripiprazolu
a postupné zvySovanie dennej davky klozapinu. Po
uprave medikamento6znej liecby doslo k vyznamnému
pokroku v liecbe. Pocas liecby klozapinom sa vsak
hmotnost’ pacienta rokmi zvySovala az na 122 kg. Po
podavani aripiprazolu mézeme postupne sledovat’ jej
mierny zostup. Podobné vysledky boli dosiahnuté
pri retrospektivnej analyze zdznamov pacientov so
schizofréniou rezistentnou k liecbe, ktori presli na
kombinovanu liecbu klozapinu s aripiprazolom. Az
75 % pacientov vykazovalo redukciu priemernej
hmotnosti priblizne o 5 kg (Karunakaran a kol., 2007).
Okrem toho sa pacientovi mierne zvysila hladina
HDL, doslo k zlep3eniu jeho pozitivnej aj negativnej
symptomatologie a zastaveniu jeho socidlneho
upadku. V odbornej literatire bol popisany pripad
kedy pacient s TRS vykazoval po roku uzivania klo-
zapinu v kombinacii s depotnym aripiprazolom
zlepSenie stavu a znizenie schizofrénnej symp-
tomatoldgie minimalne o 50 % (Sepede a kol., 2016).
V nasom pripade nebolo zlepsenie az také dramatickeé,



modzeme vsak jednoznacne konstatovat’, ze pacient sa
vd’aka tejto klinicky priaznivej farmakoterapii zacal
lepsSie adaptovat’ do spolocnosti. T4 ho zacala viac
podporovat, a tak nadobudol vaésiu istotu a pohodu.
Po 14 rokoch liecby je pacient konecne v remisii, bez
pozitivnej symptomatologie. V zatazovych situaciach
sice nad’alej pocituje zhorSenie zdravotného stavu,
unavu a nepokoj, naucil sa ale kontrolovat’ svoje
vtieravé myslienky pomocou kreslenia, poc¢uvania
radia, hrania hier a cestou pracovnej terapie. Viaceri
autori poukazuju na prospesnost’ pridania umenia ako
doplnkovej terapie (Attard a kol., 2016). Pacientovi
jednoznacne prospelo, Ze uz nezdiel’a izbu so svojim
rovnako postihnutym bratom. Pravidelne navstevuje
denny stacionar, co mu pomaha v psychosocialnej a

kognitivnej oblasti.
ZAVER

Pacient vystriedal Sirokd Skalu antipsychotik
a ich davkovania, a to nielen pre non-compliance,
ale aj kvoli neadekvatnej reakcii na vacsinu z nich.
Klozapin, povazovany za dosial jediné lie¢ivo ti¢inné
pri TRS na pozitivne symptomy, bol nasadeny pocas
4. hospitalizacie. Pocas liecby pacient dobre reagoval
na ECT. Davkovanie klozapinu bolo potrebné
titrovat’ kvoli riziku agranulocytozy, hypotenznému
a tlmivému U¢inku. K zlepSeniu stavu pacienta
vyrazne prispela kombinacia klozapinu s depotnym
aripiprazolom a uUprava davkovania klozapinu. Na
celkovom vysledku sa podielal aj ohladuplne;jsi
postoj rodiny, ktora napokon prijala pacientovu novd
osobnost’ poznacenu traumou a poruchou kognitivity.
K stabilizacii jeho zdravotnému stavu prispievaju aj
pravidelné kontroly denného stacionara, pracovna
terapia, poc¢uvanie radia, hranie hier a art terapia.
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ABSTRAKT

Prehladovy ¢lanok sumarizuje informacie o
registrovanych liekoch na Slovensku zo skupiny
oftalmologik z pohPadu ich liekovych foriem a
obsahu pomocnych latok so znamym ucinkom
podla aktuilne platnej verzie prilohy pokynov
komisie EMA/CHMP/302620/2017.
Dalej priblizuje informacie pre vybrané pomoc-

Europskej

né latky so zndmym ucéinkom, ktoré by mali byt
uvedené v pisomnej informacii pre pouZivatela
liecku a cesty podania, na ktoré sa uvedené
informacie vzt'ahuji. Obsah a G¢inky pomocnych
latok so znamym ucinkom v liekoch je potrebné
vziat’ do tvahy a informovat’ o nich pacientov
pri dispenzacii, pripadne v ramci poskytovania
konzultaé¢nej ¢innosti v lekarni.

KPicové slova: oftalmologikd; pomocné latky;
registrované lieky; Slovensko

ABSTRACT
The review deals with authorised medicines

from ATC
group of ophthalmologicals (S01). It focuses on

which contain active substances
dosage forms and excipients with a known effect
(according to annex to the European Commission
in the
package leaflet of medicinal products for human
use“ (EMA/CHMP/302620/2017)). It also des-
cribes information on the selected excipients

guideline: ,,Excipients labelling and

with a known effect which should be published
in a package leaflet and adequate routes of ad-

ministration which are the information designed
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for. Patients should be informed about effects of
excipients within pharmacy dispensation and
pharmaceutical consultations.

Key words: authorised medicines; excipients;
ophthalmologicals; Slovakia

UvVOD

Oko je vysoko 3pecializovany organ. Bariery,
ktoré zabezpecuju ochranu pred vstupom patogénov
zdrovenn obmedzuju prestup liekov do Struktir
oka. NajcastejSim spdsobom podavania lickov v
oftalmoldgii je lokalna aplikécia. Lokélne aplikované
lieky maju kvoli mnohym fyzickym a biochemickym
bariéram oka limitovani biologickii dostupnost’.
Oc¢né liekové formy (LF) sa vyznacuju sterilitou a
su urcené k aplikacii na ocnu gul'u, do spojovkového
vaku alebo priamo do spojovky. Lokalna aplikacia
ocnych liekov sa pouziva pri liecbe chorobnych
procesov prebiehajucich v tkanivovych Struktirach
o¢nej gule, pripadne v jej pomocnych organoch.
Pri nedostatocnej ucinnosti sa lokalna aplikacia
kombinuje s celkovou aplikaciou, pripadne sa lieky
podajt len celkovo (Awwad a kol. 2017; Olearova,
2018; Kertys a Kertysova, 2019; Tomc¢ikova, 2020).
klasifikacia
skupinu  Oftalmologika

Anatomicko-terapeuticko-chemicka
lieCiv (ATC) obsahuje
(S01) zahfiajicu lieciva zo skupin: Antiinfektiva
(SO1A), Antiflogistikda (SO1B), Antiflogistikd a
antiinfektiva v kombinacii (S01C), Antiglaukomatika
a miotika (SO1E), Mydriatikéa a cykloplegika (SO1F),
Dekongescné lieCiva a antialergikd (S01G), Lokalne
anestetikd (SO1H), Diagnostikd v oftalmologii
(S01J), Chirurgické pomocné latky (SO1K), Lieciva
posobiace pri poruchach oc¢nych ciev (SOIL) a
Iné oftalmologika (S01X). V prehladovom ¢lanku
sme poukdzali na pritomnost a U¢inky vybranych
pomocnych latok (PL) so zndmym ucinkom, ktoré
sa nachadzaju v registrovanych oftalmologickych
liekoch na Slovensku.
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MATERIAL A METODY

Medzi oftalmologické lieky boli zaradené lieky,
ktoré spifiali kritérium, Ze lie¢ivo v nich obsiahnuté
patri do ATC skupiny SO1. Podla WHO mame v
skupine SO1 na turovni chemickej podskupiny (5.
uroven ATC kodu) 241 ATC skupin, priCom lieky
registrované na Slovensku sa nachadzaju v 61 ATC
skupinach (WHO, 2020) (spracované k 24.1.2021).

Pre ziskanie informécii o registrovanych oftal-
mologickych liekoch na Slovensku a pritomnosti PL
so znamym ucinkom v nich sme vyuzivali liekova
databazu Statneho Gstavu pre kontrolu lie¢iv a pri-
slusné stihrny charakteristickych vlastnosti (SPC) lie-
kov, pripadne databazu Eurépskej liekovej agenta-
ry a prislusné SmPC (Summary of product charac-
teristics) liekov. Celkovo sme spracovali informacie
z 223 SPC, resp. SmPC liekov registrovanych na
Slovensku. Informacie boli spracované k 24.01.2021.

Informacie o PL so zndmym uc¢inkom boli ¢erpa-
né z aktudlneho znenia prilohy pokynov Eurdpskej
komisie EMA/CHMP/302620/2017 s nazvom: ,,Ex-
cipients in the labelling and package leaflet of
medicinal products for human use* (d’alej len ,,Priloha
EK*) (EMA, 2019). Informacie boli spracované k
24.01.2021.

VYSLEDKY

Oftalmologikd predstavujd rozmanitd skupinu,
do ktorej s zaradené lieCiva obsiahnuté v lickoch,
ktoré podl'a spdsobu vydaja rozdel'ujeme na a) lieky,
ktorych vydaj nie je viazany na lekarsky predpis; b)
lieky, ktorych vydaj je viazany na lekérsky predpis a
c) lieky, ktorych vydaj je viazany na lekarsky predpis
s obmedzenim predpisovania (SUKL, 2021).

Oftalmologické lieCiva sme zaznamenali v 314
registrovanych liekoch na Slovensku. Tieto lieky sa
vyskytovali v 16 r6znych LF podla prislusnych SPC/
SmPC. Zastipenie jednotlivych LF znazornuje graf
1.



Graf 1: Zastipenie liekovych foriem registrovanych liekov obsahujucich lie¢iva z ATC skupiny Oftalmologika
(S01)

n =314

int | int | int | sol ung|plv|gel| int | int  int |con|con/imp plv
opolopu/osd inj oph ino oph/opeoph plg inj sio | ivt | ifo
® Zastapenie LF 214 28 18 15 9 ' 7 /6 6 3 2|1 1 1 1|1 1

tbl | tra

con inj — injekény koncentrat, con sio — koncentrat na roztok na vnutroo¢ny vyplach, gel oph —
oény gél, imp ivt — intravitrealny implantat s aplikatorom, int ope — o¢na emulzna instilacia, int
oph — o¢na roztokova instilacia, jednodavkovy obal, int opo — o¢na roztokova instilacia, int opu
— o¢nd suspenzna instilacia, int osd — ocna roztokova instilacia v jednodavkovom obale, int plg —
o¢na instilacia s predizenym uvoliovanim, plv ifo — prasok na infuzny roztok, plv ino — prasok na
injekény roztok, sol inj — injekény roztok, tbl — tablety, tra — transplantat, ung oph — ocnad mast’

Zdroj: spracované podl'a https://www.sukl.sk/

Medzi najcastejSie sa vyskytujuce lieckové formy
patrili o¢né instilacie (roztokové, suspenzné a pod.),
ktoré spolu predstavovali 86,3 % zo vsetkych LF.
Na Slovensku mame registrovany 1 liek vo for-
me intravitrealneho implantatu (s obsahom dexa-
metazonu) a 1 liek vo forme transplantatu (autologne
epitelové bunky l'udskej rohovky expandované ex
Vivo obsahujiuce kmenové bunky).

Informacie o PL so znamym u¢inkom, ktoré by
drzitelia rozhodnutia o registracii humanneho lieku
mali uvadzat’ v pisomnej informdcii pre pouzivatel'a
humanneho lieku (PIL), v niektorych pripadoch
aj doporucené informacie pre uvedenie v SPC sa
uvadzaju v Prilohe EK. Aktuélne plati verzia prilohy
ucinna od 22. novembra 2019 (EMA, 2019).

Registrované oftalmologické lieky obsahujiuce PL
so znamym ucinkom sme zaznamenali celkovo v 44
ATC skupinach (5. trovenn ATC kodu). Z celkového
poctu 314 registrovanych oftalmologickych liekov

obsahovalo PL so zndamym t¢inkom podl'a informacii
uvadzanych v SPC/SmPC 223 registrovanych liekov
(vid graf 2).

Registrované oftalmologické lieky obsahovali
podla SPC/SmPC nasledujucich 14 PL so zna-
mym u¢inkom: benzalkéniumchlorid (BCH), cetalko-
niumchlorid, cetrimid, cetylalkohol, dekahydrat te-
traboritanu sodného (Borax), fosfore¢nanové pufre/
fosforecnany, kyselina borita, laktoza, polykvater-
nium 1 (POLYQUAD), polyoxyetylénovany hydro-
genovany ricinovy olej, propylénglykol, sachardza,
sodik, vosk z ovéej viny (Lanolin) (SUKL, 2020).

Prehl’ad lie¢iv ATC skupiny Oftalmologika (S01)
obsiahnutych v registrovanych liekoch, u ktorych
sme zaznamenali v SPC/SmPC uvedenu informaciu
o pritomnosti PL so znamym ucinkom, prehl’ad ich
LF a vyskyt konkrétnych PL so zndmym ucinkom
uvadza tabulka 1.

Priloha EK (EMA/CHMP/302620/2017) uvadza
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Graf 2: Registrované lieky obsahujuce lie¢iva ATC skupiny Oftalmologika (S01)

n=314

= Registrované lieky
obsahujtce PL so znamym
ucinkom

= Registrované lieky, ktoré
neobsahuju PL so znamym
ucinkom

Zdroj: spracované podl'a https://www.sukl.sk/

Tab. 1: Lie¢iva ATC skupiny Oftalmologika (S01) obsiahnuté v registrovanych liekoch, ktoré obsahuji PL
so znamym ucinkom

ATC skupina Nazov lieciva/lieciv LF PL so znamym ucinkom

S01AA12 tobramycin int opo BCH
S01AA13 kyselina fusidova int opu BCH
oo | Peennemnt | oy | Yok et e i
SO1AA24 kanamycin int opo KB, dzlf)z};ﬁrjt(é‘zrr::)omanu
S01AA30 bacitracin + neomycin ung oph vosk z ov¢ej viny (lanolin)
SO01AEQ5 levofloxacin int opo BCH
S01BAO01 dexametazon int opo BCH, fosfore¢nanové pufre
S01BA02 hydrokortizon ung oph vosk z ovcej viny (lanolin)
S01BA14 loteprednol int opu BCH
S01BCO03 diklofenak int opo BCH
S01BC10 nepafenak int opu BCH
S01BC11 bromfenak int opo BCH

dexametazon + levofloxacin int opo BCH, fosfore¢nany
SO1CAOL dexametazén + gentamicin int opo BCH, fosfore¢nany
SO1EA05 brimonidin int opo BCH
SO01EBO1 pilokarpin int opo BCH
SO01ECO01 acetazolamid tbl laktoza, sacharoza
SO1ECO03 dorzolamid int opo BCH
SO1ECO04 brinzolamid int opu BCH
SO1EC54 brinzolamid + brimonidin int opu BCH
S01EDO1 timolol int opo BCH
SO01EDO02 betaxolol fnt opo BeH

int opu BCH

SO1EDO5 karteolol int plg BCH
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S01ED51 timolol + bimatoprost int opo BCH
SO01ED51 timolol + brimonidin int opo BCH, fosfore¢nanové pufre
SO01ED51 timolol + dorzolamid int opo BCH
BCH, dihydréat
. . dihydrogenfosforecnanu sodného,
SO01ED51 timolol + latanoprost int opo dodekahydrat
hydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
SO1ED51 timolol + latanoprost int osd hydroxystearoylmakrogol-glycerol
(hydrogenovany ricinovy olej)
SO01ED51 timolol + latanoprost int opo hydroxystearoylm’alfrc’)gol-glyc?rol
(hydrogenovany ricinovy olej)
. . . hydrogenfosfore¢nan disodny,
+
SO01ED51 timolol + bimatoprost int opo heptahydrat (fosforecnany)
SO1ED51 timolol + travoprost int opo hydroxystearoylmakrogol
glycerol 40
SO01ED51 timolol + dorzolamid int opo BCH
BCH, dihydrogenfosfore¢nan sodny,
SO01ED51 timolol + latanoprost int opo monohydrat, hydrogenfosfore¢nan
sodny (celkovy fosfat)
. . BCH, makrogol-glycerol-
SO1ED51 timolol + travoprost int opo hydroxystearatu 40
SO1ED51 timolol + dorzolamid int opo BCH
S01ED51 timolol + latanoprost int opo BCH, fosfore¢nany
polykvaternium-1 (POLYQUAD),
SO01ED51 timolol + travoprost int opo propylénglykol, ricinoleoylmakro-
gol-glycerol 40
SO01ED51 timolol + brinzolamid int opo BCH
polykvaternium-1 (POLYQUAD),
SO1ED51 timolol + travoprost int opo propylénglykol, ricinoleoylmakro-
gol-glycerol
BCH, hydrogenfosforecnan sodny,
SO01ED51 timolol + latanoprost int opo monohydrat dihydrogenfosfore¢nan
sodny (fosforecnany)
SO1EEO1 latanoprost int opo BCH
. hydroxystearoylmakrogol glycerolu
SO1EEOL latanoprost Int opo 40 (hydrogenizovany ricinovy olej)
hydroxystearoylmakrogol-
SO1EEO1 latanoprost int osd glycerolu 40 (polyoxyetylénovany
hydrogenovany ricinovy olej)
SO1EEOL latanoprost int opo hydroxystearoylmak{ogol-glycerolu
40, fosfore¢nany
SO1EEO1 latanoprost int opo BCH, fosfore¢nany
BCH, monohydrat
SO1EEO1 latanoprost int opo dihydrogenfosfore¢nanu sodného,
bezvody hydrogenfosfore¢nan sodny
SO1EE03 bimatoprost int opo BCH
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BCH, heptahydrat
SO1EE03 bimatoprost int opo hydrogenfosfore¢nanu sodného
(fosfore¢nan)
SO1EE04 travoprost int opo BCH, hydro;l};sct:reg;)uylmakrogol—
polykvaternium-1 (POLYQUAD),
SO1EE04 travoprost int opo propylénglykol, ricinoleoylmakro-
gol-glycerol 40 (HCO-40)
propylénglykol, polyoxyetylén-
SO1EE04 travoprost int opo hydrogenovany ricinovy olej
40 (HCO-40)
SO1EXO05 netarsudil int opo BCH
SO01FA06 tropikamid int opo BCH
SO1FAS6 feny‘lre"f‘r’;ﬁ“};go’;am sol inj sodik
S01FBO1 fenylefrin int opo BCH
S01GA02 tetryzolin int opo BCH
S01GA02 tetryzolin int opo fosforec¢nany
S01GA52 tetryzolin + antazolin int opo BCH
S01GX01 kyselina kromoglykova int opo BCH
S01GX02 levokabastin int opu BCH
S01GX06 emedastin int opo BCH
S01GX07 azelastin int opo BCH
S01GX08 ketotifén int opo BCH
S01GX09 olopatadin int opo BCH, fosfore¢nanové pufre
SeLGX09 P AR (ToToreErany)
S01GX09 olopatadin int opo BCH
S01GX10 epinastin int opo BCH
S01XA01 guajazulén ung oph vosk z ovcej viny (lanolin)
S01XA12 dexpantenol gel oph cetrimid
S01XA18 cyklosporin int ope cetalkéniumchlorid
karbomér gel oph cetrimid
karbomér gel oph BCH
S01XA20 pgf;\lfji:;:z?lf(:;ol int opo BCH, fosfore¢nany
povidon int opo BCH
S01XA21 merkaptamin int opo BCH

BCH — benzalkoniumchlorid, con sio — koncentrat na roztok na vnatrooény vyplach, gel oph — o¢ny gél, imp ivt —
intravitrealny implantat s aplikatorom, int ope — oéna emulzna instilacia, int oph — o¢na roztokova instilacia, jednodavkovy
obal, int opo — o¢na roztokova instilacia, int opu — o¢na suspenzna instilacia, int osd — o¢na roztokova instilacia v
jednodavkovom obale, int plg — o&na instilacia s predizenym uvolfiovanim, KB — kyselina borita, LF — liekova forma,
plv ifo — prasok na infuzny roztok, plv ino — prasok na injekény roztok, sol inj — injekény roztok, tbl — tablety, tra —
transplantét, ung oph — o¢na mast’

Zdroj: spracované podla https://www.whocc.no/atc_ddd_index/, https://www.sukl.sk/, https://www.ema.curopa.eu/en,
https://www.ema.ceuropa.eu/en/documents/scientific-guideline/annex-european-commission-guideline-excipients-la-
belling-package-leaflet-medicinal-products-human_sk.pdf.
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Tab. 2: PL so znamym ucinkom v registrovanych oftalmologickych liekoch, prislusné LF, mozZné cesty podania
liekov podPa prilohy pokynov EK (EMA/CHMP/302620/2017)

Cesta podania

PLso znamym ucinkom LF (EMA/CHMP/302620/2017)
int opo, intopu, int plg, | vSetky cesty podania,
BCH .
gel oph podanie do oka
cetylalkohol ung oph topicka
dekahydrat tetraboritanu sodného (Borax) int opo vSetky cesty podania
fosfore¢nanové pufre int opo podanie do oka

polyoxyetylénovany
hydrogenovany ricinovy olej

int osd, int opo

parenteralna, peroralna, topicka

KB int opo vSetky cesty podania

laktoza tbl peroralna

propylénglykol int opo Sareneriing, cermiing.
sachardza tbl peroralna

sodik sol inj peroralna, parenteralna

vosk z ov¢ej viny (lanolin) ung oph topicka

cetalkdniumchlorid int ope neuvedené

cetrimid gel oph neuvedené

polykvaternium—1 (POLYQUAD) int opo neuvedené

BCH — benzalkoniumchlorid, gel oph —o¢ny gél, int ope — o¢na emulzna instilacia, int opo — o¢na roztokova instilacia,
int opu — o¢nd suspenzna instilacia, int plg — ocna instilacia s predlzenym uvoliiovanim, int osd — o¢na roztokova
instilacia v jednodavkovom obale, KB — kyselina borita, sol inj — injekény roztok, tbl — tablety, ung oph — o¢na mast’

Zdroj: spracované podla https://www.whocc.no/atc_ddd_index/, https://www.sukl.sk/, https://www.ema.curopa.

eu/en,

https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/annex-european-commission-guideline-exci-

pients-labelling-package-leaflet-medicinal-products-human_sk.pdf

aj cesty podania liekov, na ktoré sa vztahuju
informacie o PL so znamym ucinkom, uvedené v
tomto doporuceni. Tabul’ka 2 zahfiia 14 PL so znamym
ucinkom v registrovanych oftalmologickych liekoch
na Slovensku, LF tychto liekov a cesty podania PL
so znamym ucinkom uvedené v Prilohe EK, na ktoré
sa vztahuju prislusné informacie v nej uvedené. Me-
dzi PL so znamym tcinkom, ktoré sa nenachadzaju
v Prilohe EK, ale su uvedené v SPC/SmPC sle-
dovanej skupiny registrovanych liekov patria: cetal-
koéniumchlorid, cetrimid a polykvaternium-1 (PO-
LYQUAD).

Informacie pre PIL (vybrané PL so znamym
ucinkom)

V tejto Casti sme sa zamerali na PL so znamym
ucinkom, ktoré maju v Prilohe EK uvedené informa-
cie urCené pre cestu ,,podania do oka“ a zaroven su
sucastou registrovanych oftalmologickych liekov.
Medzi takéto PL patria: benzalkoniumchlorid a
fosforecnanové pufre.

Lieky s obsahom benzalkéniumchloridu apli-
kované ,,vSetkymi cestami podania“ a lieky s jeho
obsahom urcené na ,,podanie do oka“ maju podla
pokynov EK v PIL obsahovat' tudaje uvedené v
tabulke 3.
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Tab. 3: PL so znamym u¢inkom: benzalkéniumchlorid

Cesta podania/ Hranica

Informacie pre PIL

Vysvetlenie

Vsetky/Nula

Tento liek obsahuje x mg BCH v kazdom/
kazdej jednotke davkovania resp. jednotke
objemu, ¢o zodpoveda x mg/hmotnost’, resp.
objem.

Podanie do oka/Nula

Maikké kontaktné SoSovky modzu reagovat’ s
BCH a moze sa zmenit’ farba kontaktnych
Sosoviek. Pred pouzitim tohto lieku si
musite vybrat’ kontaktné SoSovky a naspit
ich vlozte po 15 mintatach. BCH moze
tiez spdsobit’ podrazdenie oka, hlavne ak
mate suché oc¢i alebo poruchy rohovky (to
je priehladnd vrstva v prednej casti oka).
Ak mate nezvyc€ajné pocity v oku, bodanie
(Stipanie) alebo bolest’ v oku po uziti/pouziti
tohto lieku, oznamte to svojmu lekarovi.

Dostupné udaje st obmedzené a nevyplyva
z nich ziaden rozdiel v profile neziaducich
udalosti u deti v porovnani s dospelymi.
Avsak vo vSeobecnosti detské oci
citlivejsie reagujui na uréité podnety ako oci
dospelych. Podrazdenie moze ovplyviovat’
dodrziavanie liecby u deti. Bolo hlasené, ze
BCH sposobuje podrazdenie o¢i, priznaky
suchych o¢i a moze ovplyvnit slzny film a
povrch rohovky. Liek sa musi pouzivat' s
opatrnost'ou u pacientov so suchymi oami

a u pacientov, ktori mézu mat’ poskodent
rohovku. V pripade dlhodobého pouzitia
musia byt pacienti monitorovani.

BCH - benzalkoniumchlorid

Zdroj: spracované podla https://www.ema.europa.eu/en/documents/scientific-guideline/annex-european-commission-
guideline-excipients-labelling-package-leaflet-medicinal-products-human_sk.pdf

Lieky obsahujuce fosfore¢nanové pufre urcené
na ,,podanie do oka“ maju podl'a pokynov EK v PIL
obsahovat’ udaje uvedené v tabulke 4.

ZAVER

Zrak je Casto povazovany za najdolezitejsi
zmysel cloveka. Oko zaroven predstavuje jedinecny
terapeuticky ciel’ v T'udskom tele (Awwad, 2017).
ATC skupina Oftalmologika (S01) zahima lieky,
ktoré sa liSia spésobom vydaja, niektoré st urcené
na systémove, vacsina vSak na lokalne podanie. Tieto
licky mdézu obsahovat’' pomocné latky so zndmym
ucinkom. Prikladom je benzalkoniumchlorid, ktory
moze spdsobit’ podrazdenie oka, ale aj reagovat s
mékkymi kontaktnymi SoSovkami, alebo pomocné
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latky fosforecnany moézu vo velmi zriedkavych
pripadoch sposobit’ zakalené skvrny na rohovke kvoli
hromadeniu vapnika pocas liecby. Farmaceuti by
mali v ramci poskytovania lekéarenskej starostlivosti,
pripadne v ramci konzultacnej a poradenskej ¢innosti
v lekarni, pacientov informovat’ o pritomnosti PL so
znamym U¢inkom vo vydavanych liekoch, o moz-
nych ucinkoch PL so znamym ucinkom, a to aj kvoli
riziku ich stcasného prijmu z liekov a potravin, ¢o
moze viest' k prejaveniu ¢i kumulovaniu ich ucinkov.
Na zaklade tejto skuto¢nosti je potrebné, aby sa
farmaceuti a zdravotnicki pracovnici, ktori poskytu-
ju relevantné informécie o liekoch pacientom,
vzdelavali aj v oblasti tykajicej sa PL so zndamym

ucinkom.



Tab. 4: PL so znamym ucinkom: fosfore¢nanové pufre

Cesta podania/ Hranica

Informacie pre PIL

Vysvetlenie

Podanie do oka/Nula

Tento liek obsahuje x mg fosfore¢nanov
v kazdom/kazdej jednotke davkovania/
jednotke objemu, C¢o zodpovedd x mg/
hmotnost’, resp. objem. Ak mate zavazné
poskodenie prichladnej vrstvy prednej ¢asti
oka (rohovky), fosforecnany mézu vo vel'mi
zriedkavych pripadoch sposobit’ zakalené
Skvrny na rohovke kvoli hromadeniu vapnika

Zodpovedajuce vyjadrenie v SPC: “V
suvislosti s pouzivanim ocnych kvapiek
obsahujucich fosfore¢nany boli velmi
zriedkavo u niektorych pacientov so
zavazne poSkodenymi rohovkami hlasené
pripady kalcifikacie rohovky.”

pocas liecby.

SPC — Stuhrn charakteristickych vlastnosti lieku

Zdroj: spracované podla https://www.ema.curopa.cu/en/documents/scientific-guideline/annex-european-commission-
guideline-excipients-labelling-package-leaflet-medicinal-products-human_sk.pdf
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ABSTRAKT

Analgetika zohravaju délezita ulohu v terapii
bolesti. Stidia analyzuje a porovniva spotrebu
opioidnych versus neopioidnych analgetik u
hospitalizovanych pacientov v troch nemocniciach
— Spisska Nova Ves (SN), Humenné (HE) a
Svidnik (SK). Analyzovani vzorku spolu tvorilo
112 868 hospitalizovanych pacientov na rézne
Specializovanych oddeleniach troch nemocnic,
ktorym bola za obdobie 07. — 12. 2019 predpisana
analgeticka liecba. Z vysledkov vyplyva, Ze vo
vSetkych troch nemocniciach boli analgetika
indikované pacientom s prevahou Zenského
pohlavia vo vekovej kategorii 61 — 70 rokov. Vo
vSetkych troch nemocniciach boli indikované
prevazne neopioidné analgetikd v priemere 81
%. Opioidné analgetika boli indikované prevazne
v perorilnej liekovej forme v priemere 61,4 %
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hlavne v SN a HE, kym neopioidné analgetika
boli vyuzivané vo vSetkych troch nemocniciach
v skor parenteralnej liekovej forme v priemere
56,76 %. V pripade opioidnych analgetik bol
vo vSetkych troch nemocniciach najéastejSie
vyuzZivany tramadol, ¢i uZ v parenteralnej
kde bol

kombinacii s

alebo peroralnej liekovej forme,

hlavne indikovany vo fixnej
paracetamolom. Z neopioidnych analgetik bol
najcastejSie vyuzZivany metamizol, a to vo vSet-
kych troch nemocniciach. Opioidné aj neopioid-
né analgetika boli najcastejSie vyuzZivané na
oddeleni chirurgie a oddeleni neurolégie v terapii
diagn6z Poskodenie plexus lumbosacralis a
Poskodenie driekovych a inych medzistavcovych
platniciek s radikulopatiou. Z celkového pohladu
bola spotreba opioidnych a neopioidnych analge-
tik vo vSetkych troch nemocniciach podobna.

Rozdiely v spotrebe konkrétnych analgetik v



jednotlivych nemocniciach mohli byt’ ovplyvnené
nakladmi na liecbu, liecebnymi postupmi, ale
aj poftom pacientov a 16Zok na jednotlivych
oddeleniach.

Kracové slova: analgézia; bolest’; neopioidné
analgetika; opioidné analgetika

ABSTRACT

Analgesics play an important role in therapy
of pain. The study analyzes and compares
the consumption of opioid versus non-opioid
analgesics in hospitalized patients in three
hospitals — SpiSska Nova Ves (SN), Humenné
(HE) and Svidnik (SK). The analyzed sample
consisted of 112.868 hospitalized patients in
various specialized wards of three hospitals,
who were prescribed analgesic treatment for the
period of 07. — 12. 2019. The results showed that
in all three hospitals, analgesics were indicated
in patients with a predominance of female sex in
the age sample of 61 — 70 years. Predominantly
non-opioid analgesics were indicated in all three
hospitals (approximately 81 %). Opioid analgesics
were indicated predominantly in oral drug form
(approximately 61.4 %), mainly in SN and HE,
while non-opioid analgesics were indicated in all
three hospitals in the previous parenteral dosage
form (approx. 56.76 %). In the case of opioid
analgesics, tramadol was most often used in all
three hospitals, either in parenteral or peroral
drug form, where it was mainly indicated in fixed
combination with paracetamol. Of the non-opioid
analgesics, metamizole was the most frequently
used in all three hospitals. Both opioid and non-
opioid analgesics have been most commonly used
by the Department of Surgery and Department of
Neurology in the treatment of diagnosis such as
Damage to the lumbosacral plexus and Damage
to the lumbar and other intervertebral discs with
radiculopathy. From the overall point of view, the
consumption of opioid and non-opioid analgesics

in all three hospitals was similar. Differences in the
consumption of specific analgesics in individual
hospitals could be influenced by the cost of
treatment, treatment procedures, but also by the
number of patients and beds in the individual
wards.

Key words: analgesion; non-opioid analgesics;
opioid analgesics; pain

UVOD

Analgetikd sa v Ustavnych zdravotnickych
zariadeniach vyuzivaji na tlmenie bolesti u pacientov
po urazoch alebo operaciach, pri silnych bolestivych
porodnych  kontrakciach, na kombinovanii a

stupnovanu  anestéziu.  Nezastupitelni  tlohu
zohravajii v zmieriiovani bolesti aj u pacientov s
onkologickymi ochoreniami. Na trhu dnes existuje
bohaté paleta analgetik vo variabilnych aplikacnych
formach. Ako smernica v oblasti farmakoterapie
analgetikami sluzia zavézné odporticania WHO
(angl. World Health Organization) vo forme tzv.
(Masar a kol.,, 2013).

Pri akutnej bolesti sa po tomto rebriku postupuje

»analgetického rebrika“

zostupne ,,step down*. Pri silnej bolesti sa podava
silnejSie analgetikum s rychlej$im néastupom ucinku.
Pri chronickej bolesti sa po spominanom rebriku
vystupuje vzostupnym smerom ,step up* a berie
sa do uvahy dlhodobé podavanie analgetika (Hakl,
2013).

Liec¢iva pouzivané v liecbe bolesti delime na
analgetikd opioidné (slabé/silné) a neopioidné
(nesteroidné antiflogistikda — NSAIDs, analgetika-
antipyretikd) (Frafiovd a Sutovska, 2014). V
niektorych pripadoch je nutné pacientom k zakladnej
medikacii pridat’ adjuvantné lieky, tzv. koanalgetika,
napr. antikonvulziva, antidepresiva alebo pomocné
lieky, ktoré moduluju neziaduce ucinky analgetik,
napr. laxativa (Martuliak, 2019).

Hlavnym cielom S§tidie bolo porovnat a
analyzovat’ spotrebu opioidnych a neopioidnych
analgetik u hospitalizovanych pacientov v troch
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Tab 1: Pocet preskripcii analgetik v nemocnici SN, HE, SK za sledované obdobie

nemocnica SPISSKA MONA VES
analgetika pocet pacientov percento (%)
, 2285 4,76 %
OPOIDNE analgetik 3920 Q 8,17 % Q 2
T| 163 T| 34%
, . Q 25766 Q| 5368%
NEOPOIDNE analgetika 44 082 91,83 %
g 18 316 | 3816%
spolu 48 002 100 %
nemocnica HUMENNE
analgetika pocet pacientov percento (%)
, 1434 3,65 %
OPOIDNE analgetika 2903 Q 7,40 % Q >
g 1469 g 3,74 %
, ) Q 20 037 Q| 51,05%
NEOPOIDNE analgetika 36 344 92,60 %
g 16 307 | 41,55%
spolu 39 247 100 %
nemocnica SVIDNIK
analgetika pocet pacientov percento (%)
, 748 2,92 %
OPOIDNE analgetika 1457 Q 5,69 % Q >
709 d 2,77 %
. 13 591 Q| 53,05%
NEOPOIDNE analgetika 24 162 94,31 %
10 571 | 41,26 %
spolu 25619 100 %

nemocniciach, a to v SpiSskej Novej Vsi (SN),
Humennom (HE) a Svidniku (SK).

MATERIAL A METODY

Prieskum spotreby opioidnych versus neopioid-
nych analgetik bol vykonavany formou podrobnej
analyzy dat poskytnutych vybranymi dstavnymi
zdravotnickymi zariadeniami, a to nemocnicami v
Spisskej Novej Vsi (SN), v Humennom (HE) a vo
Svidniku (SK) v obdobi 07. — 12. 2019. Ziskané data
pochédzali z nemocni¢ného informacného systému
spolo¢nosti Prosoft spol, s.r.o. s nazvom PROMIS.
Data obsahovali zoznam preskripcii opioidnych a
neopioidnych analgetik u pacientov hospitalizova-
nych na rdzne Specializovanych oddeleniach v danych
nemocniciach. Vysledky analyzy boli spracované
formou tabuliek a grafov prostrednictvom programu
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Microsoft. Spotreba analgetik bola porovnavana na
zaklade cesty podania (peroralne vs. parenteralne
vs. transdermalne analgetika). Spotreba jednotlivych
lieCiv je uvadzana v mernych jednotkach ako tbl;
amp; ks. Vzhl'adom k vel’kému mnozstvu vysledkov
uvadzame len najvySSiu spotrebu konkrétneho
analgetika v rdmci jednotlivych oddeleni vetkych
troch nemocnic navzijom a tiez najCastejSiu
diagnozu pacientov, pri ktorej bolo indikované
konkrétne analgetikum. Diagndzy sG uvadzané
podl'a Medzinarodnej klasifikacie chorob, revizia 10

(MKCH10) (ICD — 10 Version: 2016).
VYSLEDKY
Za sledované obdobie (II. polrok 2019) boli

vo VvSetkych troch Ustavnych zdravotnickych
zariadeniach spolu predpisované analgetika 112



Graf 1: Vekové kategorie hospitalizovanych pacientov, ktorym boli predpisané analgetika
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Graf 2: Porovnanie spotreby opioidnych versus neopioidnych analgetik v nemocnici SN, HE, SK
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B OPOIDNE analgetika

868 pacientom. Najviac pacientov s poskytnutou
analgetickou liecbou vykazovala nemocnica SN (48
002 pacientov). Vo vsetkych troch nemocniciach boli
v priemere predpisované neopioidné analgetika v
92,91 % a opioidné analgetikd v 7,09 % pripadoch
(vid’ tab. 1).

Pohlavie a vek pacientov

Z vysledkov vyplyva, ze opioidné aj neopioidné
analgetikd boli predpisované vo vySSej miere
hospitalizovanym zendm vo vekovej kategorii 61 —
70 rokov a 71 — 80 rokov (vid’ tab. 1; graf 1).

B NEOPOIDNE analgetika

Spotreba opioidnych a neopioidnych analgetik

Spotreba neopioidnych analgetik vo vSetkych
troch nemocniciach predstavovala v priemere 81 %.
Nemocnica SN spotrebovala 26,01 % opioidnych
analgetik. Nemocnica HE spotrebovala 19,41 %
opioidnych analgetik. NajmenSia z analyzovanych
nemocnic, nemocnica SK, spotrebovala len 12,98 %
opioidnych analgetik za sledované obdobie (vid” graf
2).

Spotreba opioidnych analgetik
Spotrebu opioidnych analgetik z hl'adiska ich cesty

podania v troch analyzovanych nemocniciach (SN,
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Graf 3: Spotreba opioidnych analgetik z hP’adiska cesty podania v nemocniciach SN, HE, SK
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Graf 4: Porovnanie spotreby peroralnych opioidnych analgetik v nemocniciach SN, HE, SK

SN

27,03%

HE SK

29,49%

M tramadol
[ paracetamol + tramadol

HE, SK) znazornuje graf 3. Z vysledkov vyplyva,
ze opioidné analgetikd boli v nemocnici v SN a
HE pouzivané hlavne v peroralnej liekovej forme v
priemere 61,4 %; kym parenteralna lieckova forma
opioidnych analgetik bola indikovand v priemere
37,77 % a v malom mnozstve bola pouzivana aj
transdermalna liekova forma v priemere 0,83 %.
Vo svidnickej nemocnici prevazovala parenterdlna
liekova forma (68,40 %) nad peroralnou liekovou
formou (27,82 %) a transdermalnou lickovou formou
(3,78 %).

Peroralne liekové formy opioidnych analgetik
Spotreba peroralnych opioidnych analgetik bola
najrozmanitejSia v nemocnici SN (vid’ graf 4).

42

[ dihydrokodein
oxykodon + naloxon B morfin

M tapentadol

Viac ako trojnasobnu spotrebu mala fixna kom-
binacia paracetamol + tramadol oproti p. o. tra-
madolu vo forme filmom obalenych tabliet. Z
vysledkov vyplyva, ze nemocnica SN vykazovala
najvicsiu spotrebu tabliet kombinacie paracetamol
+ tramadol, a to 5 262,5 tabliet, z toho 56,86 %
bolo indikovanych na neurologickom oddeleni.
bola G54.1
Poskodenie plexus lumbosacralis. V nemocnici

NajcastejSie  uvadzana diagnoza
HE sa spotrebovalo 2 893 tabliet fixnej kombinacie
paracetamol + tramadol s najvicSou spotrebou
na oddeleni neuroldgie (63,83 %) pri najcastejsej
diagn6ze M51.1 Poskodenie driekovych a inych
medzistavcovych platni¢iek s radikulopatiou.

Zaujimavostou je, Ze v nemocnici SK sa ako jediné



Graf 5: Porovnanie spotreby parenteralnych analgetik v nemocniciach SN, HE, SK
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peroralne opioidné analgetikum indikovala fixna
kombinacia tramadol + paracetamol, najcastejSie
na dolieCovacom a geriatrickom oddeleni (77,06 %)
pri najcastejSej diagnéoze N39.0 Infekcia mocovej
sustavy, miesto bliZSie neurcené.

Druhym najcastejsie indikovanym p. 0. opioid-
nym liec¢ivom bol tramadol, ktory bol pouzivany v
nemocnici SN a HE (vid’ graf 4). NajvysSia spotreba
az 1 962 kapsul 50 mg tramadolu bola v nemocnici
HE, kde 42,61 % tychto kapsul bolo spotrebovanych
na chirurgickom oddeleni. NajcastejSou diagnozou
s indikovanym tramadolom bola M17.1 Ina primar-
na artréza kolenného kibu. Podobne najéastejsia
spotreba tramadolu v nemocnici SN bola na oddeleni
chirurgie, avSak hlavne pri diagnézach E11.74
Diabetes mellitus 2. typu: s mnohopocetnymi
komplikaciami, so syndromom diabetickej nohy,
kompenzovany a S32.4 Zlomenina acetabula.

Najvicsia
zaznamenand hlavne v

spotreba  dihydrokodeinu bola
nemocnici HE, kde
bolo spotrebovanych 1 798 tabliet, prevazne na
neurologickom oddeleni (95,50 %) najcastejSie pri
diagn6ze M51.1 Poskodenie driekovych a inych
medzistavcovych platniciek s radikulopatiou.
Peroralna liekova forma kombinacie lieCiv
oxykodon + naloxén, d’alej tapentadol a morfin

bola za analyzované obdobie terapeuticky vyuziva-

nalbufin

na len u pacientov hospitalizovanych v nemocnici
SN. Celkova spotreba fixnej kombinacie oxykodén
+ naloxén bola 1 428 tabliet, hlavne na oddeleni
dlhodobo chorych (42,51 %). V nemocnici SN bolo
spotrebovanych 248 tabliet s obsahom tapentadolu,
ktory bol indikovany iba na neurologickom oddeleni
(100 %). Pri oboch lieCivach bola najcastejSie
uvadzand diagn6za G54.1 Poskodenie plexus
lumbosacralis.

V nemocnici SN bolo spotrebovanych aj 154
tabliet morfinu, prevazne na internom oddeleni
(76,62 %). NajcastejSie uvadzana diagnoza: A41.0
Sepsa zapricinena Staphylococcus aureus.

Parenteralne liekové formy opioidnych analgetik

Graf 5 znazoriiuje percentualne zastipenie
spotreby jednotlivych parenterdlnych analgetik za
sledované obdobie.

Spotreba sol inj tramadolu

Najvyssia spotreba tramadolovych ampil bola
v nemocnici SN (4 217,85 ampul) s najvysSou
spotrebou na chirurgickom oddeleni (73,59 %).
V nemocnici HE sa spotrebovalo 2 406,5 ampul
tramadolu, hlavne na oddeleni chirurgie (27,30
%). 2 058,5 ampul tramadolu bolo indikovanych v
nemocnici SK, hlavne na oddeleni neurologie (53,85
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Graf 6: Porovnanie spotreby transdermalnych naplasti s obsahom fentanylu a buprenorfinu
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%). NajcastejSie uvadzané diagndzy, pri ktorych bol
pouzity tramadol, boli S22.44 Sériova zlomenina
rebier s postihnutim S$tyroch a viacerych
rebier, M51.1 PoSkodenie driekovych a inych

medzistavcovych platniciek s radikulopatiou.

Spotreba sol inj morfinu

Spotreba injekénych 705,5 ampul morfinu bola
najvysSia opdt’ v nemocnici SN (12,82 %), z toho
bolo 45,92 % spotrebovanych hlavne na oddeleni
chirurgie, prevazne pri diagnéze C34.9 Zhubny
nador priedusky alebo pluc, bliZ§ie neurceny.
254 ampul morfinu spotrebovala nemocnica HE
prevazne na oddeleni anesteziologie a multiodboro-
vej a intenzivnej starostlivosti (90,94 %) pri diagnoze
748.8 Ina blizSie urcend nasledna chirurgicka
starostlivost’. V nemocnici SK sa spotrebovalo 109
ampul morfinu, hlavne na internom oddeleni (39,45
%) pri diagnéze N39.0 Infekcia mocovej sustavy,
miesto bliZSie neurcené a 082.0 Pérod jedného
plodu elektivnym (planovanym) cisarskym rezom.

Spotreba sol inj petidinu

Parenteralna spotreba 846 amptl petidinu bola
najvicsia v nemocnici HE prevazne v ortopedicke;
ambulancii (67,38 %) pri diagnéze M17.1 Ina
primarna artréza kolenného kibu. 332 ampul
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SN hlavne na
gynekologicko-porodnic-kom oddeleni (87,95 %) pri

sa spotrebovalo v nemocnici

diagndze 082.1 Porod jedného plodu naliehavym
cisarskym rezom. V nemocnici SK sa pouzilo 103
ampul petidinu hlavne na chirurgickom oddeleni
(78,64 %) pri diagnéze K80.20 Kamen Zl¢nika bez
cholecystitidy, bez prejavov obstrukcie Zl¢ovych
ciest.

Spotreba sol inj nalbufinu

V nemocnici HE bola zaznamenanad najvysSia
spotreba nalbufinu v mnozstve 250,52 ampul
prevazne na oddeleni anesteziolégie a multiodbo-
(64,87 %). V
nemocnici SN bolo spotrebovanych 248,5 ampul

rovej intenzivnej starostlivosti
hlavne na chirurgickom oddeleni (57,59 %), kym v
nemocnici SK bol nalbufin spotrebovany v mnozstve
28,25 ampul iba na oddeleni anesteziologie a
multiodborovej intenzivnej starostlivosti. Nalbufin
bol najcastejsie indikovany pri O80.0 Spontianny
porod jedného plodu zahlavim (SN), 35.8 Akutna
apendicida, blizSie neurcena (HE) a R57.2 Septicky
Sok (SK).
Transdermalne liekové formy opioidnych
analgetik

Vo forme transdermalnych naplasti (tdm emp) sa



Graf 7: Spotreba peroralnych versus parenteralnych neopioidnych analgetik
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Graf 8: Porovnanie spotreby peroralnych neopiodnych analgetik v nemocniciach SN, HE, SK
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dostupné lieciva: fentanyl a buprenorfin (vid’ graf
6).
Spotreba fentanylovych tdm emp

Z transdermalnych naplasti boli Castejsie pouziva-
né fentanylové vo vSetkych troch nemocniciach (vid’
graf 6). Najviac transdermalnych fentanylovych
naplasti bolo spotrebovanych v nemocnici SK (96,38
%) v mnozstve 133 ks, prevazne na internom oddeleni
(36,85 %) hlavne pri diagnéze M51.1 PoSkodenie
driekovych a inych medzistavcovych platniciek s
radikulopatiou.

V nemocnici SN bolo spotrebovanych 105,5 ks
(65,33 %) fentanylovych naplasti, z toho 46,45 % na
oddeleni dlhodobo chorych prevazne pri diagnoze

diklofenak
M ketoprofén
M nimesulid M aceklofenak M

diklofenak + misoprostol
M meloxikam

C64 Zhubny nador oblicky okrem oblickovej
panvicky. Kym v nemocnici HE sa spotrebovalo 29,5
ks (64,84 %) fentanylovych naplasti iba na internom
oddeleni, najviac pri diagn6ze C01 Zhubny nador
korena jazyka. Z vysledkov analyzy tiez vyplyva,
ze v praxi sa fentanylové naplasti strihaji aj napriek
upozorneniu uvedenom v SPC.

Spotreba buprenorfinovych tdm emp

V pripade spotreby buprenorfinovych naplasti
bolo pouzitych 56 ks v nemocnici SN, hlavne na
oddeleni dlhodobo chorych (58,93 %). V nemocnici
HE bolo spotrebovanych 16 ks buprenorfinovych
tdm emp prevazne na internom oddeleni (68,75 %).
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Graf 9: Porovnanie spotreby parenteralnych neopioidnych analgetik v nemocniciach SN, HE, SK

SN

M paracetamol

Iba 5 ks buprenorfinovych tdm emp bolo pouzitych
internym  oddelenim  nemocnice SK. Medzi
najCastejSie diagnézy patril C34.8 Zhubny nador
priedusky alebo pluc presahujuci viaceré oblasti
(HE), M54.6 Bolest’ v oblasti hrudnikovej chrbtice
(SN), N39.0 Infekcia mocovej sustavy, miesto
blizsie neurcené (SK).

Spotreba neopioidnych analgetik
Graf 7 znazoriiuje porovnanie

jednotlivych neopioidnych analgetik z hl'adiska ich
cesty podania.

Z vysledkov vyplyva, Zze vo vsetkych troch
bola
neopioidnych analgetik vysSia a pohybovala sa v

spotreby

nemocniciach spotreba  parenteralnych
priemere nairovni 56,76 %; kym spotreba peroralnych
liekovych foriem neopioidnych analgetik bola v
priemere na Urovni 41,44 %. V priemere 1,79 % sa
pouzivala aj rektalna forma neopioidnych analgetik

vo vSetkych troch nemocniciach.

Peroralne liekové formy neopioidnych analgetik
Percentualne zastipenie spotreby jednotlivych

peroralnych neopioidnych analgetik znazoriiuje graf

8. Spotreba peroralnych neopioidnych analgetik bola

.....

spotrebu v ramci vSetkych troch nemocnic mali
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M metamizol
diklofenak + orfenadrin M ibuprofén

M salycilan sodny & diklofenak
M ketoprofén

peroralne tablety s lieCivom metamizol. Druhym
najcastejSie indikovanym liec¢ivom bol paracetamol.
V mensom zastipeni boli spotrebované aj nesteroid-
né antiflogistika (NSAIDs) s priemernou spotrebou
11,69 %. Vo vSetkych troch nemocniciach bol
najCastejSie  spotrebovanym peroralnym NSAIDs
ibuprofén.

NSAIDs  bola
zaznamenana v nemocnici SN, a zahfnala ibuprofén,
flurbiprofén, diklofenak, meloxikam a iné, pou-

Najrozmanitej§ia  spotreba

zivané prevazne na neurologickom a fyziatricko-
rehabilitacnom oddeleni.

V pripade peroralneho metamizolu bola najvys-
Sia spotreba zaznamenand v nemocnici HE, kde
bolo pouzitych 5 279,84 tabliet (88,83 %), hlavne na
oddeleni dlhodobo chorych (31,70 %) s najcastejSou
diagnézou M17.1 Ina primarna artréza kolenného
kibu. V nemocnici SN bolo pouzitych 10 781 tbl
metamizolu (63,69 %) prevazne na oddeleni chirur-
gie (29,71 %), najcastejSie pri diagndéze 080.0
Spontanny porod jedného plodu zahlavim. V
nemocnici SK sa spotrebovalo za sledované obdobie
4 795 tbl (63,26 %) prevazne na dolieCovacom a
geriatrickom oddeleni (32,51 %) pri najcastejsej
diagn6ze J20.9 Akutna bronchitida,
neurcena.

V pripade perordlneho paracetamolu bola

blizsie



najvyssia spotreba zaznamenana v nemocnici SN —
3 678,15 tabliet, hlavne na oddeleni chirurgie (29,17
%) a najcastejSou indikaciou bol J18.9 Zapal pPuc,
bliZ§ie neurceny. V nemocnici HE sa pouzilo 1 336,7
tbl paracetamolu, hlavne na internom oddeleni (27,01
%). NajcastejSou indikaciou bol O80.0 Spontanny
porod jedného plodu zahlavim. Nemocnica SK
zaznamenala spotrebu 1 489,5 tbl hlavne na internom
oddeleni (50,39 %) a najCastejSou diagnoézou bola
Q03.8 Iny vrodeny hydrocefalus.

Parenteralne liekové formy neopiodinych
analgetik

Percentualne zastipenie spotreby jednotlivych
parenteralnych neopioidnych analgetik znazoriiuje
graf 9. Najvicsiu spotrebu v ramci vSetkych
troch nemocnic mali injekéné/infuzne roztoky s
lieCivom metamizol a paracetamol. MenSiu, ale
nezanedbatel'ni skupinu, tvorila spotreba NSAIDs
vo vSetkych troch nemocniciach.

Najviac — 19 072,52 ampul metamizolu sa
spotrebovalo v nemocnici HE, prevazne na oddeleni
chirurgie (31,37 %) prevazne pri diagnéoze M51.1
PosSkodenie driekovych a inych medzistavcovych
platni¢iek s radikulopatiou. 13 335,18 ampul
metamizolu bolo spotrebovanych v nemocnici
SN, tiez prevazne na oddeleni chirurgie (40,43 %),
hlavne pri diagnéze G54.1 Poskodenie plexus
lumbosacralis. V nemocnici SK sa spotrebovalo
10 952 ampul metamizolu prevazne na oddeleni
neurologie (26,09 %) pri diagndze G54.1 Poskodenie
plexus lumbosacralis.

Spotreba  infuzneho roztoku paracetamolu
bola najvyssia v nemocnici SN s pouzitim 6 575,35
ampul hlavne na oddeleni chirurgie (64,93 %), pri
najCastejSej diagnéze G54.1 PoSkodenie plexus
lumbosacralis. Nemocnica HE spotrebovala 2 138,2
ampul paracetamolu hlavne oddeleni chirurgie
(24,70 %) pri diagné6ze M17.1 Inda primarna
artréza kolenného kibu. V nemocnici SK bolo
spotrebovanych 1 430 ampul prevazne na internom
oddeleni (21,61 %) pri diagnéze G54.1 Poskodenie

plexus lumbosacralis.

Z NSAIDs bol vo vsetkych troch nemocniciach
najCastejSie spotrebovany diklofenak (vid graf
9). Najvyssia spotreba NSAIDs bola zaznamenana
na oddeleniach neurologie (HE, SK) a chirurgie
(SN). NajcastejSie boli podadvané pacientom s
diagnézou M51.1 Poskodenie driekovych a inych
medzistavcovych platniciek s radikulopatiou.

DISKUSIA

Analgetika zohravajinezastupitelntiilohu v ramci
terapie hospitalizovanych pacientov. Monitoring
spotreby jednotlivych analgetik odzrkadl'uje trendy v
liecbe bolesti u hospitalizovanych pacientov a takisto
mdze poukazat’ na niektoré nedostatky.

Zall.polrok2019 smezaznamenali vnemocniciach
SN, HE a SK 112 868 hospitalizovanych pacientov,
ktorym bola poskytnuta analgeticka terapia. V
kazdej zo sledovanych nemocnic tvorili prevazni
vacsinu pacientov Zeny vo vekovej kategorii 61 — 70
rokov. Tento vysledok pravdepodobne uzko stvisi
s demografickym vyvojom populacie za posledné
desatrocia (prevaha zenského pohlavia, starnutie
populacie) (Sprocha a kol., 2019). Hospitalizacie
prevazne starSich pacientov nie st ni¢im
vynimocnym, ¢asto suvisia s polymorbiditou a dlh§ou
dobou rekonvalescencie, ¢astejSimi komplikdciami a
hor$imi prognozami. Podiel zien nizSich vekovych
kategorii je ovplyvneny aj hospitalizovanim Zzien v
obdobi tehotenstva/porodu.

Zakladom pre farmakologicka liecbu bolesti
je trojstupiiovy analgeticky rebrik (I. neopiodné
analgetika, II. slabé opioidy, III. silné opioidy). Pri
akutnej bolesti, napr. stavy po operaciach, sa postupuje
podla rebrika zostupne ,step down. Preferujeme
rychlo sa uvoliiujuce formy analgetik s kratkou dobou
trvania. U chronickej bolesti postupujeme opacne
»step up®, a naopak vyuzivame hlavne retardované
formy analgetik (Kulichova, 2009).

Spotreba opioidov ma podla viacerych zdrojov
stupajucu tendenciu. Spotreba opioidov bola v ramci
spotreby vSetkych troch nemocnic v priemere 19 %,
kym spotreba neopioidnych analgetik bola v priemere
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na urovni 81 %.

V nemocnici SN, HE prevazovala spotreba
peroralnej liekovej formy opioidov (v priemere
61,40 %), na rozdiel od svidnickej nemocnice, kde
prevladala parenteralna liekova forma (68,40 %).

Z peroralnych opioidov bola spotreba tabliet v
kombindcii paracetamol + tramadol niekol'kona-
sobne vysSia ako spotreba vSetkych ostatnych
peroralnych opioidov vo vSetkych troch nemocni-
ciach. 15lo hlavne o pacientov hospitalizovanych
na neurologickych oddeleniach, s diagnézou G54.1
Poskodenie plexus lumbosacralis. K spotrebe urcite
prispela absencia typickych neziaducich ucinkov
opioidov, ¢i prijatel'na cena Sirokej palety dostupnych
generickych liekov. Kombinécia lieiv paracetamol
+ tramadol zodpoveda II. stupiiu analgetického
rebrika (stredné az silné bolesti). Okrem aditivneho
analgetického efektu tejto kombindacie je zabezpeceny
aj supraaditivny efekt jednotlivych lie¢iv (vzajomne
sa nasobiaci ucinok) (Sliva, 2005).

Ostatné peroralne opioidné analgetika ako
oxykodon + naloxon, tapentadol a morfin boli
predpisované len v nemocnici SpiSska Nova Ves.
Spotreba bola zaznamenana na oddeleni neuroldgie
(tapentadol) a oddeleni dlhodobo chorych (oxykodon
+ naloxo6n) a oddeleni vnutorného lekarstva (morfin).
Dovod, preco ostatné nemocnice nevyuzivali v rdmci
farmakoterapie bolesti u svojich pacientov moznost’
farmakoterapie tymito opioidmi vo forme tabliet,
je otazny. Nemocnice HE a SK maju rovnako ako
nemocnica SN na svojej pdde spominané oddelenia,
a tym padom aj Specialistov s pozadovanou
odbornost’ou pre preskripciu tychto lieciv.

Peroralne opioidné analgetikum dihydrokodein
bolo predpisované¢ len v nemocnici Humenné.
Toto lieivo patri medzi slabé opioidné analgetika,
nie je viazané na osobitni objednavku oznacenti
Sikmym modrym pruhom a nema ziadne preskripcné
Dihydrokodein bol predpisovany
pacientom hospitalizovanym na neurologickom
oddeleni hlavne na diagnézu M51.1 Poskodenie
driekovych a inych medzistavcovych platniciek s

obmedzenie.

radikulopatiou. Pacienti s touto diagnézou vécsinou
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vykazuju miernu az stredne silnu intenzitu bolesti
(Kulichova, 2009).

Pocas monitoringu parenteralnych opioidovych
analgetik sme v ramci vSetkych troch nemocnic
ocakavane zaznamenali najvyssiu spotrebu injeké-
nych roztokov tramadolu (77 %). Zaujimavym
zistenim vSak bola spotreba petidinu v nemocnici
Humenné, kde spotreba injekéného roztoku petidinu
(22,52 %) bola vicsia ako spotreba injekéného
roztoku morfinu (6,76 %). Spotrebu az 67,38 %
ampul petidinu sme zaznamenali na ortopedickej
ambulancii u pacientov s diagnézou M17.1 Ina
artréza kolenného kibu. Petidin je opioid, ktory nie
je vhodny na terapiu chronickej bolesti (kumuléacia
toxického metabolitu norpetidinu — tremor, kifce)
(Kozak a kol., 2018). V nemocnici SN bol vyuzivany
hlavhe na gynekologicko-porodnickom oddeleni
(87,95 %) na tlmenie silnych porodnych kontrakcii.
Petidin vykazuje nizSie spazmogénne uCinky v
porovnani s morfinom (Cech a kol., 2014). Uplatiiuje
sa preto tiez pri terapii akuatnych kolikovitych
zlénikovych  bolesti  spdsobenych  ZI¢nikovymi
kamenmi.

Podla nasej analyzy bola v menSom mnozstve
vyuzivana liekova forma transdermalnych naplasti.
Za analyzované obdobie II. polroka 2019 bolo spolu
vo vybranych troch nemocniciach spotrebovanych
267 tdm emp s obsahom fentanylu a 77 tdm emp s
obsahom buprenorfinu. Transdermélne néplasti
boli

lokalizovanymi v niektorej casti GIT-u, napr. so

aplikované hlavne pacientom s nadormi
zhubnym nadorom korena jazyka alebo hrubého
¢reva. Tymto pacientom bola pravdepodobne kvoli
diagn6ze uprednostnend aplikédcia tdm emp pred
farmakoterapiou peroralnymi liekovymi formami
opioidov. Transdermalne terapeutické systemy
(TTS) st povazované za vyhodnejsiu liekovl formu
pre onkologickych pacientov v porovnani s p. o.
lieckovymi formami. Medzi vyhody patri riadené
uvolnovanie lieciva po dobu 72 hod (znizenie potre-
by castého podédvania analgetik), a tiez obchadzanie
GIT-u, kvoli Castej nauzee onkologickych pacien-
tov, Co tiez patri medzi hlavné dévody ich pouzitia.



Medzi neziaduce ucinky TTS patri nizsi vyskyt
obstipacie ako napr. u pacientov uzivajicich morfin,
vyskyt bradypnoe je popisovany len u 1 — 2 %
pacientov (Benes, Machacek, Cwiertka, 2003).

Z vysledkov analyzovanych dat vyplynulo, ze v
klinickej praxi sa transdermalne opioidové naplasti
strihaju, a to aj napriek upozorneniu v SPC lieku.
Dovod, prec¢o analyzované data neobsahovali ziadne
transmukozne liekové formy je ten, Ze sluzia na
preklenutie prelomovej bolesti a tak st uzivané
pacientmi prevazne v domacom prostredi.

Zaznamenali sme niekol'ko zaujimavosti aj pri
spotrebe neopioidovych analgetik. Na Slovensku
patri metamizol v tabletovej forme dlhodobo k
najcastejSie predpisovanym lieckom. V roku 2018
bol podla rebricka NCZI liek s nazvom Novalgin
top liek v spotrebe az 1,4 mil. baleni (Statistické
vystupy NCZI, 2018). Toto tvrdenie potvrdila aj nami
realizovana analyza. Lieky s obsahom metamizolu
v tabletovej aj injek¢nej forme mali najvyssiu
spotrebu z pomedzi vSetkych analgetik. Dévodom
bude pravdepodobne relativne bezpecny profil
metamizolu. Hlavnym neziaducim ucinkom su
krvné dyskrazie (agranulocytoza), ktoré su sice u
pacientov zriedkavé, no ide o vel'mi zavazné nezia-
duce ucinky. Paradoxom je, Ze vo viacerych krajinach
sveta ich vyskyt viedol dokonca k deregistracii liekov
s obsahom metamizolu (Olearova a Jureckova,
2019).

Druhym

najpouzivanej$im neopioidnym

(peroralnym aj parenteralnym) analgetikom a
antipyretikom bol paracetamol. V klinickej praxi je
paracetamol povazovany za bezpecné analgetikum
s minimom NU (Hasarova, 2008). Vo vysokych
davkach (jednotliva davka 150 — 250 mgkg*
moze byt hepatotoxicky (KrSiak a kol., 2009). Vo
vsetkych troch nemocniciach bola uprednostiiovana
parenteradlna cesta podania paracetamolu. Intra-
venozna aplikdcia paracetamolu je indikovana
na kratkodobu liecbu stredne silnej bolesti alebo
hypertermie, v pripade klinického odévodnenia, alebo
ked’ nie je mozné peroralne podanie. Pri perorélnej

aplikacii sa maximalna plazmatickd koncentracia

dosahuje cca za 0,5 hod; v pooperacnom obdobi
sa tento ¢as moze dokonca prediZit na cca 1,5 hod
kvoli spomalenej motilite GIT-u (Hasarova, 2008).
V nemocniciach SN, SK bola spotreba infuzneho
““““ oddeleni
chirurgie. NajcastejsSie bol indikovany pacientom s
diagn6zou G54.1 Poskodenie plexus lumbosacralis
alebo M17.1 Ina primarna artréza kolenného
kibu.

Zaujimava bola aj spotreba peroralnych NSAIDs.
Lekari v nemocnici SN predpisovali obdobne ako
pri opioidnych peroralnych analgetikach Siroku
paletu dostupnych peroralnych NSAIDs (ibuprofén,
diklofenak, flurbiprofén, aceklofenak, nimesulid,
meloxikam, naproxén, ketoprofén) na oddeleniach
neurologie, rehabilitacnom ¢i internom oddeleni
v porovnani s nemocnicou Humenné, v ktorej
monitorujeme uzky profil NSAIDs z enormného
mnozstva dostupnych lieCiv na nasom trhu. Najvyssiu
spotrebu zo vsetkych peroralnych NSAIDs mali lieky
s obsahom ibuprofénu.

Z vysledkov naSej analyzy tiez vyplyva, ze

nemocnice nevyuzivaju dostupné, terapeuticky
vyhodné kombinacie analgetik s lieCivami
modulujucimi ich neziaduce ucinky. Napriklad

gastroprotektivne kombinacie NSAIDs + inhibitor

pumpy
(misoprostol) (Grofik, 2018). Potencialnym dévodom

protonove;j alebo prostaglandinov
bude pravdepodobne cena lieku, pripadne dizka
hospitalizacie pacienta.

Analyza ukézala, ze najviac vyuzivanym
parenteralnym neopioidnym liecivom bol metamizol.
Z ostatnych podavanych parenteralnych neopiodov
boli v najvicSom mnozstve spotrebované infuzne

roztoky paracetamolu a z NSAIDs injek¢éné roztoky

diklofenaku, Kketoprofénu a infuzne roztoky
diklofenaku s orfenadrinom.
ZAVER

Stadia  porovnavala  spotrebu  opioidnych

versus neopioidnych analgetik v troch vybranych
nemocniciach SN, HE a SK za obdobie II. polroka
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2019. Ziskané vysledky ukazuju, ze za dané
obdobie vo vSetkych troch nemocniciach boli
analgetika predpisované 112 868 pacientom, pri-
c¢om najvacsi pocet pacientov s analgetickou liecbou
bol zaznamenany v nemocnici SN (48 002).

Vo vsetkych troch nemocniciach boli analgetika
indikované pacientom s prevahou Zenského pohlavia
vo vekovych kategoridch 61 — 70 rokov (SN, HE) a
71 — 80 rokov (SK).

V pripade spotreby analgetik boli vo vsetkych
troch nemocniciach indikované prevazne neopioid-
né analgetikd so spotrebou v priemere 81 % s
najvyssim podielom vo svidnickej nemocnici (87,02
%).

V  ramci bola

uprednostiovana p. 0. liekova forma v priemere 61,4

opioidnych  analgetik
%; hlavne v nemocnici v HE a SN, kym vo svidnic-
kej nemocnici prevladala parenterélna liekova for-
ma opioidnych analgetik (68,4 %). Neopioidné
analgetikd boli prevazne indikované v parenteralnej
liekovej forme vo vSetkych troch nemocniciach
(57,76 %).

V pripade opioidnych analgetik bol vo vsetkych
troch nemocniciach najcastejsie vyuzivany tramadol,
¢i uz v parenteralnej alebo p. o. liekovej forme,
kde bol hlavne indikovany vo fixnej kombindcii
s paracetamolom. NajcastejSie bol podavany na
oddeleni neurologie, chirurgie a na dolieCovacom
a geriatrickom oddeleni. Opioidné analgetika boli
indikované pri diagnézach MS51.1.

plexus lumbosacralis a G54.1
PosSkodenie driekovych a inych medzistavcovych

najCastejSie
PosSkodenie

platniciek s radikulopatiou, ktoré sa vyznacuju
silnou neuropatickou bolest'ou.

nemocnica v SN, v ktorej ako jedinej bola okrem
dihydrokodeinu zaznamenand aj spotreba kom-
binacie lie¢iv oxykod6én + naloxén, tapentadol
a morfin. VV rdmci parenteralnych opioidnych anal-
getik bol okrem tramadolu ¢asto vyuzivany aj peti-
din, hlavne v nemocnici v HE (22,52 %). V terapii
silnych bolesti boli vyuzivané aj transdermalne
terapeutické systémy s fentanylom a buprenorfi-
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nom hlavne u pacientov s nddorovymi ochoreniami
fentanylu bola zaznamenand v nemocnici Svidnik
[133 naplasti (cca 27 baleni lieku)]. Tieto TTS
fentanylu a buprenorfinu boli predpisované
pacientom na internom, dolieCovacom a na
neurologickom oddelent.

spotrebu vo vsetkych troch nemocniciach peroral-
ne aj parenteralne lieky s lie¢ivom metamizol (cca
70 %). Metamizol bol najCastejSie indikovany na
oddeleni
a geriatrickom oddeleni pri diagnézach M51.1.
plexus lumbosacralis a G54.1

Poskodenie driekovych a inych medzistavcovych

chirurgie, neuroldgie a dolieCovacom

Poskodenie

platniciek s radikulopatiou. Spotreba peroralnych

neopioidovych analgetik bola najrozmanitejSia
opat v nemocnici SN, kde okrem spominaného
metamizolu (63,69 %) a paracetamolu (21,73 %)
bola zaznamenana aj spotreba pomerne Sirokej palety
NSAIDs — ibuprofén, flurbiprofén, diklofenak a
meloxikam prevazne na neurologickom a fyziatric-
ko-rehabilitacnom oddeleni.

Z celkového pohladu bola spotreba opioidnych
a neopioidnych analgetik vo vSetkych troch
nemocniciach podobna. Rozdiely v spotrebe
konkrétnych analgetik v jednotlivych nemocniciach
mohli byt ovplyvnené nakladmi na liec¢bu, liekovym
formularom nemocnice, liecebnymi postupmi,
ale aj poctom pacientov a 16zok na jednotlivych

oddeleniach.
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ABSTRAKT

Stidia sa zaobera vplyvom nadbytku dusika na
niektoré parametre oxidativneho stresu hodnotené
v rastline Melissa officinalis L. Medovka lekarska
bola tri tyZdne kultivovana v hydroponickom
médiu a potom exponovana dusi¢cnanom. Dusik
bol do hydroponického média pridavany vo forme
KNO, (dusi¢nan draselny) v koncentraciach 100
mM a 200 mM, a NH,NO, (dusi¢nan aménny)
v koncentraciach 25 mM a 50 mM. Po siedmich
dusiénanov na medovku
obsah

proteinov, ktory bol vyznamne vys$i v nadzemnej

diioch podsobenia

lekarsku sa stanovoval rozpustnych

casti rastliny a Statisticky vyznamne vzrastol po
aplikacii 200 mM KNO, a 50 mM NH_,NO.. Obsah
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peroxidu vodika v koreioch medovky rastol pri
vSetkych testovanych koncentraciach dusi¢nanov,
zatial’ ¢o v listoch vzrastol len pri najvysSich
koncentraciach 200 mM KNO, a 50 mM NH,NO,.
Narast superoxidového aniénu bol pozorovany
pri koncentracii 50 mM NHNO,, v listoch,
podobne ako v pripade TBARS (reaktivne latky
s Kkyselinou tiobarbiturovou). Tieto parametre
oxida¢ného stresu boli v pozitivnej korelacii s
obsahom celkovych fenolov v listoch medovky
lekarskej, ako aj flavonoidov. Obsah flavonoidov
v listoch sa vyznamne zvysil pri 200 mM KNO,.
Z vysledkov vyplyva, Ze prijem vysSiecho mnozstva
dusika spdsobuje narast antioxidacnej aktivity v
prospech medovky lekarskej.



Kracové slova: antioxidanty; dusik; Melissa
officinalis L.; reaktivne formy kyslika

ABSTRACT

This study deals with the effect of nitrogen
excess on some parameters of oxidative stress in
Melissa officinalis L. plants which were assessed.
Lemon balm was cultured in hydroponic
medium for three weeks. Nitrogen was added
to the hydroponic medium in the form of KNO,
(potassium nitrate) at concentrations of 100 mM
and 200 mM, and NH,NO, (ammonium nitrate)
at concentrations of 25 mM and 50 mM. After
seven days of nitrate treatment of the lemon balm,
the soluble protein content was determined to be
significantly higher in the aboveground part of
the plant and to increase statistically significantly
after application of 200 mM KNO, and 50 mM
NH,NO,. The content of hydrogen peroxide in
the roots of lemon balm increased at all tested
concentrations of nitrates, while in the leaves it
increased only at the highest tested concentrations
of KNO, and NH NO,. An increase in superoxide
anion was observed at a concentration of 50
mM NHNO,, in the leaves, similar to TBARS
(thiobarbituric acid reactive substances). These
observed parameters of oxidative stress were
positively correlated with content of phenols in
the leafs of lemon balm, as well as flavonoids. The
content of flavonoids in the leafs was significantly
increased after application of 200 mM KNO,.
The results of the study showed that the intake of
higher amounts of nitrogen causes an increase in

antioxidant activity in favor of lemon balm.

Key words: antioxidants; Melissa officinalis L.;
nitrogen; reactive oxygen species

UvVOoD

Dusik patri medzi makrobiogénne prvky, ktoré

maju pre rastliny neoceniteny vyznam. Pri uplnej

alebo absencii
dochadza k porucham rastu a vyvinu rastlin. Dusik

zohrdva vyznamnu ulohu v metabolizme rastlin

Ciastocnej biogénnych prvkov

tym, ze je potrebny pre tvorbu makro a mik-
ronutrientov. Tvori sucast’ bielkovin, nukleovych
kyselin, enzymov, vitaminov, mnohych organickych
a anorganickych zlucenin. Tiez je nevyhnutnou
rastlin, ZivoCichov a

zlozkou  protoplazmy

mikroorganizmov. Zohrdva dodlezita tulohu pri
udrziavani a zvySovani pddnej Urodnosti. Jeho
nedostatok na jednej strane znizuje urodu a casto
ovplyvituje aj jej kvalitu. Na strane druhej, jeho
nadbytok Casto negativne ovplyviuje kvalitu urody.
Vyssie mnozstvo dusi¢nanov takto moéze spdsobit
zmeny obsahovych latok, ¢i fotosyntetickych
pigmentov v rastlindch. Vysoké davky dusi¢nanov
sa zaraduji medzi stresové faktory, ktoré moézu
v rastlinach vyvolat’ stresovu reakciu (Masclaux-
Daubresse a kol., 2010).

Oxidacny stres je vysledkom negativneho
posobenia volnych radikadlov alebo reaktivnych
foriem kyslika a dusika (ROS/RNS). Vznika v
doésledku naruSenia rovnovahy medzi produkciou
tychto stresovych faktorov a antioxidacnou aktivitou
organizmu. Nerovnovaha v bunke sposobuje naruse-
nie oxidac¢no-reduk¢ného statusu, termodynamického
stavu, vplyva na metabolizmus bunky, ovplyviiuje
priebeh biosyntetickych a funkcénost’ biochemickych
procesov (Arora a kol., 2002).

Antioxidanty st substancie, ktoré dokazu zabranit’
oxidacii substratu, priCom su tieto latky pritomné v
nizsej koncentracii ako oxidovatelny substrat. Ulo-
hou antioxidacnych mechanizmov je zamedzenie
vzniku oxidacnych latok alebo ich reakcii s inymi
buniek. Vo

antioxidanty definovat ako organické zluceniny,

molekulami vSeobecnosti  mozno

ktoré st schopné chranit iné materialy pred
oxidaénym poskodenim. V podstate ide o kazdu
zlucCeninu, ktord je schopna reagovat s ROS/RNS
bez toho, aby sa sama zmenila na vysoko reaktivnu
zluceninu. Nadmerna produkcia ROS/RNS vyvolava
peroxidaciu polynenasytenych mastnych kyselin,

ktoré sa nachadzaji v lipidovej dvojvrstve bunkovej
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membrany. Tato retazova reakcia peroxidacie lipidov
vedie k poSkodeniu membrany, k oxidacii nielen
membranovych lipidov, ale aj proteinov a DNA
(Kalyanamran, 2013).
Wystavenie rastlin
zivotného prostredia je
produkciou reaktivnych foriem. V dbsledku toho je

stresovym  podmienkam

spojené so zvysenou
odpoved’ou rastlin na stres rad fyziologickych tprav
so snahou o toleranciu voci pdsobeniu stresovych
faktorov. Dochadza k tvorbe stresovych bielkovin
a aktivacii antioxidaéného ochranného systému.
Skumanim odpovedi rastlin na rozli¢né formy stresu
je tak mozné objasnit’ proces rastlinnej tolerancie,
a tym ovplyvnit produktivitu a kvalitu lie¢ivého
materialu (Halliwell, 2015).

Cielom stadie bolo poukdzat na zmeny v
zakladnych fyziologickych parametroch vratane
antioxidacnej aktivity, v zavislosti od pdsobenia
jednotlivych koncentracii dusi¢nanov ako stresovych
faktorov. Modelovym objektom tejto Stiidie sa stala
medovka lekarska (Melissa officinalis L.), ktord ma
v dosledku svojich tcinkov uplatnenie v mnohych
indikaciach.

MATERIAL A METODY

Pre experimentalne ucely boli pouzité semend
(tvrdky) medovky lekarskej (Melissa officinalis L.),
odroda Citra (Agrokarpaty Plavnica, s.r.0.).

Kultivacia exerimentalnej rastliny

Kli¢ne rastliny medovky lekarskej (Melissa
officinalis L.) ziskané vysevom boli hydroponicky
pestované v kultiva¢nej miestnosti. Pestovanie bolo
realizované v 5-litrovych nadobach naplnenych
roztokom podl'a Hoaglanda (Hoagland, 1950), pricom
hustota rastlin v jednej nadobe bola 25. Médium
bolo nepretrzite prevzdusnované a menené raz za
tyzden. Kultivacnd miestnost’ bola osvetlend ume-
lym osvetlenim s intenzitou svetla 210 pmol m?
s PAR. Rastliny boli vystavené 12-hodinove;j
fotoperidde (od 6:00 h do 18:00 h svetlo, od 18:00 h do
6:00 h tma). Vlhkost’ vzduchu v kultiva¢nej miestnos-
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ti bola 60 % a priemerna teplota dosahovala hodnoty
28/23 °C (deii/noc). Experimentalne rastliny boli po
3-tyzdiiovej hydroponickej kultivacii exponované
vplyvu dusika. Ten bol pridany k médiu vo forme
KNO, a NH,NO,. Kontrolna skupina rastlin pre oba

varianty nebola vystavena poésobeniu dusi¢nanov.

Stanovenie vybranych fyziologickych parametrov
— obsahu vody

Obsah vody bol stanoveny v listoch a koretioch
kontrolnych rastlin a rastlin exponovanych KNO,
a NH,NO,. Vzorky z hydroponie boli osuSené
filtracnym papierom. Najprv sa zaznamenala Cerstva
hmotnost™ listov a korefiov, po vysuSeni vzoriek v
susiarni pri teplote 40 °C bola zaznacenda hmotnost’
suchych listov a koreniov. Percentualny obsah susiny
sa stanovil podla vzorca: % susiny = s. hm. x 100/¢.
hm a z toho obsah vody ako 100 — % suSiny (Kovacik,
2012).

Stanovenie rozpustnych proteinov

Cerstvé listy a korene boli homogenizované v
ladovom kupeli vo fosfatovom tlmivom roztoku s
pridavkom inertného morského piesku. Homogenat
0 objeme 2 ml sa nasledne centrifugoval (20 min,
15 000 rpm). Obsah rozpustnych proteinov bol
stanoveny Standardnou metddou podl'a Bradfordovej
(Bradford, 1976) s pouzitim 50 pl supernatantu a
950 ul Bradfordovej roztoku. Vysledna absorbancia
sa merala po 15 minatach pri vinovej dizke 595 nm.
Pre zostrojenie kalibracnej krivky sa ako Standard
pouzil hovidzi sérovy albumin (Repcak a kol., 2015).
Spektrofotometrické stanovenia boli vykonané
pomocou spektrofotometra UVI Light XTD 2
(Secoman, ALES Cedex, Francuzsko).

Spektrofotometrické stanovenie peroxidu vodika
a superoxidového radikalu

Obsah peroxidu vodika sa stanovil na zdklade
vytvorenia zIto sfarbeného komplexu peroxidu
vodika s i6onmi titanu (Kovacik, 2012). Zname
mnozstvo biomasy sa homogenizovalo vo fosfaitovom

timivom roztoku s pridavkom morského piesku



vo vychladenej trecej miske. Vzorky sa nasledne
centrifugovali (15 min pri 4 °C a 15 000 rpm). K 1
ml supernatantu sa pridalo 0,5 ml 0,1 % TiCl, v 20
% H,SO, a zmes sa znova centrifugovala za vysSie
uvedenych podmienok. Absorbancia sa merala pri
vinovej dizke 410 nm.

Obsah superoxidového radikalu bol stanoveny
ako mnozstvo nitritu, ktory vznikol z hydroxylaminu
meranim absorbancie pri vinovej dizke 530 nm. Ten
v reak¢nej zmesi tvori ,,diazo” zluc¢eninu (Elstner a
Heupel, 1976). Reakénd zmes obsahovala 0,27 ml
fosfatového pufru; 0,03 ml 10 mM hydroxylaminu;
0,3 ml supernatantu; 0,3 ml 17 mM sulfanilamidu;
0,3 ml 7 mM a-naftylaminu a 0,3 ml dietyléteru.

Stanovenie lipidickej peroxidacie

Malondialdehyd (MDA) predstavuje hlavny
degradacny produkt polynenasytenych mastnych
kyselin. Je jednou z hlavnych latok reagujucich s
kyselinou tiobarbiturovou (TBA). Rozsah lipidicke;j
peroxidacie sa ur¢il ako mnozstvo reaktivnych
foriem kyseliny tiobarbitarovej (TBARS) ziskanych
z reakcie s TBA. Zname mnozstvo biomasy sa
homogenizovalo s pridavkom inertného piesku v 0,1
% (w/v) TCA na kone¢ny objem 15 ml. Homogenat
bol odstredeny centrifugaciou (15 min, 20 °C, 15
000 rpm) s naslednym prenesenim supernatantu do
sklenenej skumavky. K 0,5 ml supernatantu bolo
pridanych 1,5 ml 20 % TCA obsahujtcej 0,5 % (w/v)
TBA. Zmes v skimavke sa zahrievala vo vodnom
kapeli pri teplote 95 °C, po dobu 30 minut. Po
zahriati sa zmes prudko ochladila ponorenim do vody
s ladovou drtou a nasledne sa opit’ centrifugovala.
Vysledna absorbancia vzoriek bola merana pri
vinovej dizke 532 nm (komplex MDA-TBA) a 600
wwnm (korekcia neSpecifického zakalu). Mnozstvo
TBARS bolo vyjadrené s pouzitim modlového
absorpcného koeficientu MDA-TBA komplexu 155
mM-* cm? (Kovacik, 2012).

Stanovenie rozpustnych fenolov a flavonoidov
Celkové stanovenie  rozpustnych  fenolov

a flavonoidov bolo stanovené v pripravenych

homogenatoch. Rastlinny materiél

z listov a koreniov bol homogenizovany pri 4 °C v

pozostavajuci

80 % metanole a centrifugovany (15 min, 4 °C, 15
000 rpm). Obsah celkovych rozpustnych fenolov
bol spektrofotometricky stanoveny pomocou Folin-
Ciocalteuovho ¢inidla ako ekvivalent kyseliny
galovej. Reakéna zmes s vyslednym objemom 1,5
ml obsahovala 30 pl supernatantu z homogenatov,
470 pl redestilovanej vody, 975 ul 2 % uhli¢itanu
sodného a 25 ul Folin-Ciocalteu ¢inidla. Po
premieSani sa vzorky inkubovali jednu hodinu pri
teplote 45 °C. Po ochladeni na laboratérnu teplotu
sa zmerala absorbancia pri vlnovej dizke 750
nm. Ako S$tandard bola pouzita kyselina galova.
Flavonoidy sa tiez stanovili spektrofotometricky
pri vinovej dizke 420 nm, prostrednictvom metody
s AICL. K 0,5 ml supernatantu sa pridal 1 ml 2 %
metanolového roztoku AICI,. Po hodine inkubacie sa
merala absorbancia. Samotny obsah flavonoidov bol

stanoveny z kalibracnej krivky kvercetinu.

Statistické spracovanie vysledkov
Vsetky
rovnakych podmienok, trikrat nezavisle od seba. Na

experimenty sme uskutocnili za
vyhodnotenie signifikancie ziskanych vysledkov bol
pouzity ANOVA test (program MINITAB Release 11,

Minitab inc., State College, Pensylvania).
VYSLEDKY

Obsah vody a susiny

V experimente bolo ako stresovy faktor pouzité
médium s pridavkom KNO, (100 mM, 200 mM) a
NH,NO, (25 mM, 50 mM). Vo vzorkach vystavenych
tyzdilovému posobeniu tychto stresorov bol v pripade
listov zaznamenany mierny ndrast obsahu vody pri
oboch testovanych koncentraciach KNO, (100 mM,
200 mM KNO,). Vplyvom pdsobenia NH,NO, na
koretiovy systém doslo k poklesu obsahu vody pri
vysSej testovanej koncentracii 50 mM NH,NO, v
porovnani s kontrolou, pricom tieto hodnoty neboli

Statisticky vyznamné (vid’ tab. 1).
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Tab. 1: Obsah vody v % v nadzemnej/podzemnej ¢asti listy/korene Melissa officinalis L.

Medovka lekarska Listy Korene
Priemer a SD Priemer a SD
Kontrola 76,3 +£2,9 82,4+29
100 mM KNO3 82,3 +£3,5 81,3 +£3,2
200 mM KNO3 81,5+ 1,8 80,5+ 1,5
25 mM NH,NO, 763 +2,2 773 +2.4
50 mM NH,NO, 75,8 £2,1 73.1+2.4

Udaje zobrazuju priemerné hodnoty a smerodajné odchylky SD (n = 3).

Graf 1: Obsah rozpustnych proteinov
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rozdiel (P < 0,05) oproti kontrolnej skupine rastlin.

Obsah rozpustnych proteinov

Pri stanoveni obsahu rozpustnych proteinov
bol v listovej ploche zaznamenany narast obsahu
rozpustnych proteinov v porovnani ziskanych
vysledkov s kontrolou (vid’ graf 1). Ten bol Statisticky
vyznamny (P < 0,05) najma pri vyssej koncentracii
dusi¢nanov (200 mM KNO, a 50 mM NH,NO,).
V koreitoch medovky mozno vplyvom pdsobenia
dusicnanov evidovat’ mierne odchylky v porovnani s
kontrolou.

56

Obsah peroxidu vodika a superoxidového radikalu

Vysledky v tabul’ke 2 poukazuju na vyrazny narast
obsahu peroxidu vodika v listoch a v podzemnych
Castiach Melissa officinalis L. v porovnani s
kontrolou. V dosledku jednotyzdnovej aplikacie
dusi¢nanov do hydroponického média bol v listoch
evidovany signifikantny narast (68,7 + 6,1 umol.g™ s.
hm.) obsahu H,O, pri koncentracii 50 mM NH,NO,.
V  koretioch so

zvySujucou sa koncentraciou

testovanych roztokov stupal aj obsah peroxidu



Tab. 2: Priemerny obsah peroxidu vodika a superoxidového radikalu

Medovka lekarska Peroxid vodika pmol.gts. hm. Superoxid Mg.gts. hm.
Listy Korene Listy Korene
Kontrola 435+6,5 49,5+6,2 37,5+3,1 57,5+49
100 mM KNO, 43.1+6,7 63,1+ 6,7* 432+32 532+62
200 mM KNO, 62,1 +£5,9*% 69,7 £5,9*% 48,5+4,6 58,9 +£4,6
25 mM NH,NO, 47,6 £5,2 77,2 £6,3%* 40,6 + 3,7 61,8+5,8
50 mM NH,NO, 68,7 £ 6,1%* 85,7 + 8,7** 52,8 £4,5*% 60,4+ 4,6

Obsah peroxidu vodika (umol.g? s. hm.) a superoxidového radikalu (ug.g? s. hm.) v nadzemnej/podzemnej Casti (listy/
korene) Melissa officinalis L. vystavenej tyzdennemu posobeniu KNO, a NH,NO, (K — kontrola, + 100 mM KNO, a +
200 mM KNO,; +25 mM NH,NO, a + 50 mM NH NO3) Udaje zobrazuju prlememe hodnoty a smerodajné odchylky (n=
3). Udaje v stlpcoch oznacene vykazuju statlstlcky vyznamny rozdiel (P < 0,05), Gidaje v stlpcoch oznagené ** vykazuju
Statisticky vyznamny rozdiel (P < 0,01) oproti kontrolnej skupine rastlin.

Graf 1: Obsah rozpustnych proteinov
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vodika. Pri oboch testovanych koncentraciach 25
mM, 50 mM NH,NO, bol tento narast Statisticky
vyznamny. Dokonca pri hladine vyznamnosti P <
0,01 oproti kontrole.

Z vysledkov ziskanych spektrofotometrickym

meranim bol pozorovany Statisticky vyznamny narast

superoxidového radikalu v listovej ploche pri vyssej
testovanej koncentracii 50 mM NH4NO3 (vid’ tab. 2)
v porovnani s kontrolou (52,8 + 4,5 pug.g*s. hm.). V
korenoch tento narast nebol vyznamny ani pri vyssich

koncentraciach roztokov dusi¢nanov.
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Tab. 3: Priemerny obsah rozpustnych fenolov a flavonoidov

Medovka lekarska Fenoly mg.g*s. hm. Flavonoidy mg.g*s. hm.
Listy Korene Listy Korene
Kontrola 32,5+3,1 17,5+1,9 2,8+0,7 0,9+0,0
100 mM KNO, 40,6 + 5,5% 16,8 +2,2 2,9+0,6 0,9+0,1
200 mM KNO, 59,8 + 7,5%* 183+2,1 3.6£04* 1,1+£03
25 mM NH,NO, 41,7 +3,8% 152+ 1,6 2,6 £0,5 1,0+£0,2
50 mM NH,NO, 62,7 £ 4,7%* 19,3+ 1,8 3,3+£0,5 0,9+0,1

Obsah fenolov a flavonoidov (mg.g* s. hm.) v nadzemnej/podzemnej Casti (listy/korene) Melissa officinalis L. vystavenej
tyzdennému posobeniu KNO, a NH,NO, (K — kontrola, + 100 mM KNO, a + 200 mM KNO,; + 25 mM NH,NO, a + 50
mM NH NO3) Udaje zobrazuju prlememe hodnoty a smerodajné odchylky (n=3). Udaje v stipcoch oznacene vykaZUJu
statlstlcky vyznamny rozdiel (P < 0,05), udaje v stipcoch oznadené ** vykazuju statisticky vyznamny rozdiel (P < 0,01)

oproti kontrolnej skupine rastlin.

Sledovanie lipidovej peroxidacie

V ramci peroxidacie membranovych lipidov
bol v listoch zaznamenany narast obsahu latok
reagujucich s kyselinou tiobarbiturovou (TBA) v
porovnani s kontrolou (vid’ graf 2). Tento nérast bol
Statisticky vyznamny (P < 0,05) pri vyssej testovanej
koncentracii 50 mM NH,NO, (324 + 32,6 nmol.g"
s.hm.). V pripade korenovej Casti neboli zaznamenané
vyrazné zmeny.

Obsah rozpustnych fenolov a flavonoidov

Obsah rozpustnych fenolov dosahoval v listoch
medovky vyrazny narast s rasticou testovanou
koncentraciou 100 mM, 200 mM KNO, a 25 mM,
50 mM NH,/NO, v hydroponickom médiu (vid
tab. 3). Pri vysSich testovanych koncentraciach
dusi¢nanov (200 mM KNO,, 50 mM NH,NO,)
bola zaznamenana hladina Statistickej vyznamnosti
P < 0,01. V podzemnych castiach rastlin nedoslo k
vyznamnym zmenam vzhl'adom ku kontrole. Obsah
flavonoidov v nadzemnej dasti rastlin  Melissa
officinalis L. v dosledku aplikacie dusi¢nanov do
hydroponického média rastol v porovnani s kontrolou
(vid’ tab. 3). Statisticky vyznamny narast flavonoidov
bol evidovany pri najvySSej koncentracii KNO, (P
< 0,05). V korenoch rastlin nedoslo k vyznamny

zmenam vzhl'adom ku kontrole.
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DISKUSIA

Na rastliny vplyvaju vonkajSie faktory, ktoré

mdézu vyvolat’ stresovil reakciu. Posobenie
stresovych faktorov vedie k aktivacii kompenzac-
nych mechanizmov, ktoré zabranuji poskodeniu
organizmu. V pripade, Ze intenzita stresového podnetu
presiahne uroven kompenzacnych mechanizmov,
Medzi

faktory, ktoré st schopné vyvolavat’ v rastlindch

dochadza k stresovej reakecii. abiotické
oxidacny stres patria extrémne teploty, nadmerné
posobenie UV Ziarenia, zvySené posobenie svetla,
vysoké koncentracie tazkych kovov, nedostatok
kyslika, a tiez nadbytok alebo nedostatok dusika
(Hasanuzzaman a kol., 2020).

Dusik patri medzi zivotne dolezité prvky.
Zabezpecuje
votnych  funkcii

spravne fungovanie vSetkych 7zi-
rastlinného organizmu. Nérast
dusi¢nanov v rastlinach vyvolava tvorbu génov, kto-
ré ovplyviuju celkovy rast a vyvoj rastliny, i priebeh
fotosyntézy. VysSie mnozstvo dusi¢nanov moéze v
rastlinach vyvolat’ zmeny v obsahovych latkach a
fotosyntetickych pigmentoch (Petrov a kol., 2015).
V prelozenej s§tadii bola modelovym objektom
hydroponicky  kultivovand medovka lekérska,
vystavena pdsobeniu dvoch roznych koncentrécii

KNO, a NH,/NO,, pricom koncentracia NH,NO,



musela byt nizSia ako koncentricia KNO,. Tejto
skutocnosti predchadzal experiment, pri ktorom
boli pouzité rovnaké koncentracie KNO, a NH,NO,,
a to konkrétne koncentracie 100 mM a 200 mM.
Koncentracie NH,NO, sposobili toxicitu rastlin,
preto mozno usudzovat’ silnejsi vplyv NH,NO, ako
stresového faktora na metabolizmus rastlin, v dosled-
ku pritomnosti dvoch atdémov dusika v molekule, a
tym aj silnejSieho vplyvu dusika na rastlinu.

V ramci fyziologickych parametrov bol v
medovke lekarskej sledovany obsah vody. Ten
sa meni vplyvom rbznych stresovych faktorov
(Sharma a kol., 2012). V pripade listovej plochy
neboli zaznamenané vyrazné zmeny obsahu vody
posobenim  dusi¢nanov. Vplyvom NH,NO, na
korenovy systém doslo k poklesu obsahu vody pri
vySSej testovanej koncentracii (50 mM NH,NO,),
kde jeho hodnota dosiahla 73,1 %. Absorbcia NO,
je indukovana koncentraciou nitrdtu v substrate a
sucasne podlieha spétnej regulacii vyprodukovanych
asimilatov. Vznik salinického stresu je sprevadzany
dehydrataciou a s fiou spojenym znizenim obsahu
vody v rastlinnych pletivich (Mostajeran a kol.,
2014). Sucasne doslo ku signifikantnému zvySeniu
mnozstva rozpustnych proteinov v listovych
pletivach. Zvyseny primarny metabolizmus prebieha
v takych rastlinach, ktoré sa na zvysSeny obsah soli
v podnom substrate aklimatizovali. Vyplyva to z
vlastnosti tychto metabolitov podielat’ sa na ochrane
proteinov, bunkovych membran, likvidovani ROS,
pripadne regulacii osmotickej rovnovahy (Chaves a
kol., 2009).

Jednym z dosledkov abiotického stresu je

narus$enie rovnovahy medzi tvorbou ROS a
antioxidacnymi obrannymi systémami, ktorého
spustacom je nadmerné hromadenie ROS.

Zaujimavé je, Ze rovnovaha medzi detoxikaciou
a tvorbou ROS je udrziavana tak enzymatickym,
ako aj neenzymatickym antioxidaCnym obrannym
systémom pod silnym environmentalnym stresom. V
stresovych podmienkach méze narast ROS prekrocit
kapacitu ucinnosti antioxida¢nej ochrany. Téato

nerovnovaha moéze vyvolat oxidacny stres, ktory

je jednou z hlavnych pric¢in oxidacného poskodenia
biomakromolekul (Apel, 2004).

Z reaktivnych foriem kyslika boli sledované
peroxid vodika a superoxidovy anioénovy radikal.
V pripade peroxidu vodika bol so stipajicou
koncentraciou dusika pozorovany jeho néarast v
listovej aj korefiovej Casti. Po aplikacii NH,NO,
v korenovej sustave bol zaznamenany Statisticky
vyznamny narast jeho obsahu s hodnotou 85,7
pmol.g* s. hm. Pri stanoveni obsahu superoxidu
sme evidovali vyznamny prirastok hlavne v listovej
ploche, pri koncentracii 50 mM NH,NO,. V priebehu
ontogenézy su rastliny vystavované posobeniu
roznych abiotickych stresovych faktorov. ZvysSenim
intenzity tychto faktorov dochadza v rastlinach k
indukcii programovanej bunkovej smrti — apoptoze.
Mechanizmus indukcie zahffia zvySenie hladiny
ROS, ktoré vplyvaji na expresiu viacerych génov.
Tym st zapojené do riadenia rastu, bunkového cyklu
a samotnej programovanej smrti buniek (Petrov a
kol., 2015).
oxida¢ného stresu u¢inkom kratkodobej expozicie (6

Viaceré¢ S$tadie skumali parametre
— 18 hod) stresovym faktorom. Dalo by sa ocakavat’,
ze dlhSia expozicia (v naSom pripade tyzdenl) bude
viest k menej vyraznym zmenam, a to z dovodu
adaptacie rastlin na stres.

Peroxidacia lipidovych membran vyvolana ROS
vedie k poskodeniu lipidov a funkcie membran,
¢o sa prejavi zmenou fluidity a permeability.
Malondialdehyd (MDA) je jednym z konecnych
produktov peroxidacie polynenasytenych mastnych
kyselin vo fosfolipidoch (Sharma a kol., 2012). Aj
ked’ sme pozorovali zvySené hodnoty ROS v listoch
aj korenovej Casti, narast MDA sa vyrazne prejavil
hlavne v listoch po vystaveni vyS3ej testovanej
koncentracii NH,NO, (50 mM). V shvislosti s
oxidacnym stresom a rizikom neurodegenerativnych
ochoreni sa Pereira a kol. (2009) zaoberali Studiom
antioxidacnej aktivity Melissa officinalis L. v
podmienkach in vivo s vyuzitim TBARS metody.
Vodny extrakt medovky lekarskej vykazoval vysoku
aktivitu proti tvorbe TBARS produktov. Zaujimavé je

aj poznanie, Ze inhibicia peroxidacie lipidov v spojeni
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s extraktmi medovky lekarskej mala vzt'ah aj s jej
obsahom fenolovych zluc¢enin.

Oxidacny stres predstavuje nerovnovahu medzi
oxidantmi a antioxida¢nymi ochrannymi systémami
v prospech oxidantov (Katalinic a kol., 2006).
V ramci vyvéazeného stavu potencuje zvySend
tvorba volnych radikdlov aktivaciu ochrannych
mechanizmov. To sa potvrdilo aj v naSom pripade,
kedy sme na zéklade zvySenej produkcie peroxidu
vodika a superoxidu (vplyvom pdsobenia stresovych
faktorov. KNO,, NH,NO,) pozorovali aj zvySeny
obsah rozpustnych fenolov a flavonoidov. V pripade
fenolov sa ich obsah v listovej ploche zvySoval s
rasticou testovanou koncentraciou dusicnanov.
Namerané hodnoty predstavuji dokonca Statisticky
vyznamny rozdiel. Aj Atanassova a kol. (2011) sa
v ramci svojej Stadie zaoberali stanovenim obsahu
celkovych rozpustnych fenolov a flavonoidov v
rastlinach ¢el'ade Lamiaceae. Z troch sledovanych
rastlin (Melissa officinalis, Salvia officinalis, Mentha
piperitae) bol najvyssi obsah tychto fytochemickych
latok prave v suchom materiali Melissa officinalis L.
Pritomnost’ fenolovych latok v rastlinach priaznivo
ovplyviiuje ich antioxidacnu aktivitu. Suvisi to najma
s ich schopnostou vychytavat volné radikaly a
vytvarat’ chelaty s kovmi (Castrica a kol., 2019).

ZAVER

Medovka lekarska je viacro¢na rastlina, ktora
sa vyznacuje mnohymi terapeutickymi ucinkami.
Aplikaciou zvySenej koncentracie dusi¢nanov doslo
k poklesu obsahu vody a k narastu obsahu peroxidu
vodika v korenovej sustave. Obsah rozpustnych
proteinov a superoxidového anidonu bol vyssi
v nadzemnej Casti lieCivej rastliny. K zvySeniu
reaktivnych foriem kyseliny tiobarbiturovej ako
indikatorov lipidovej peroxidacie doslo opét’ v listove;j
Casti rastliny. Narast dusi¢nanov v hydroponickom
médiu viedol k vyznamnému narastu obsahu
rozpustnych fenolov aj flavonoidov v listovych
pletivach. Ziskané vysledky S$tadie naznacujt, ze

prijem vysSiecho mnozstva dusika spdsobuje narast
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antioxidacnej aktivity v prospech medovky lekarske;j.
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ABSTRAKT

Vydaj lieku v lekarni je spojeny s poskytnutim

relevantnych informacii o jeho pouZivani,

diavkovani a moZnych rizikich — teda s

dispenzaciou. Nakolko sa sortiment lekarni
rozrasta aj o veterindarne lieky, poradenska
a konzulta¢na c¢innost’” ma vyznam nielen pri
humannych, ale aj veterinarnych pripravkoch.
tohto

najdoélezitejSie informacie o antibiotikach zo

Zamerom ¢lanku  je  prezentovat’
skupiny tetracyklinov pouZivanych v prevencii a
terapii chorob zvierat, a to z pohl’adu poradenskej

a konzultacnej ¢innosti farmaceuta.
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Tetracyklinové antibiotika patria k liefivam,

ktoré sa pomerne casto pouZivaju aj pre
potravinové  zvieratd, mnevyhnic sa ani
intenzivnym velPkochovom. Preto v Studii

kladieme déraz aj na tzv. ochranné lehoty, na
ktoré je potrebné chovatel’ov upozornit’. Netreba
zabudat’, Ze tak ako pri vSetkych antibiotikach,
aj vydaj tetracyklinov je viazany na veterinarny
lekarsky predpis. Zaujimavym je porovnanie
dispenzacie humannych a veterinarnych liekov
s prihliadnutim na isté Specifiki. Vyznam
poradenskej a konzultacnej cinnosti je zvlast
dolezity pri veterinarnych liekoch, ktoré podava

majitel’, resp. chovatel’ zvierata. Prave takéto



lieky st predmetom nasho ¢lanku.

PrehPadné spracovanie zakladnych informacii
potrebnych k dispenzacii veterinarnych tetra-
cyklinov do tabulkovej formy, ako aj nazorné
ukazky kompletnej dispenzacie by mali pomoct’
farmaceutovi lepSie sa zorientovat’® v mnoZstve
faktov, ktoré si uvedené v pribalovej informacii,
pripadne v suhrne charakteristickych vlastnosti
veterinarneho lieku. To zaru¢i nielen ulahdenie
prace farmaceutovi, poskytnutie kvalitného
poradenstva, ale i ispech v terapii a v kone¢nom
désledku aj spokojnost’ chovatela.

KPucové slova:

antibiotika; dispenzacia;

tetracykliny; veterinarne lieky

ABSTRACT

Dispensing medicine in a pharmacy is associated
with the provision of relevant information on its
use, dosage and possible risks — dispensation. As
the range of pharmacies is also expanding with
veterinary medicines, advisory and consulting
activities are important not only for human
but also veterinary preparations. The purpose
of this article is to present the most important
information about tetracycline antibiotics used in
the prevention and treatment of animal diseases,
in terms of advisory and consulting activities of a
pharmacist.

Tetracycline antibiotics are among the drugs
that are quite often used for food-producing
animals, not excluding even intensive large-
scale farming. Therefore, in our study we place
emphasis on the so-called withdrawal periods
which need to be brought to the attention of the
owners. It should not be forgotten that, as with all
antibacterial agents, dispensing of tetracyclines is
joint to veterinary prescription. It is interesting to
compare dispensation of human and veterinary
drugs with regard to certain specifics. The
importance of advisory and consulting activities
is especially important for veterinary drugs

administered by the owner and animal breeder
respectively. It is such drugs that are the subject of
our article.

The transparent processing of the basic
information needed to dispense the veterinary
tetracyclines in table form, as well as illustrative
examples of complete dispensing, should help the
pharmacist to better understand a number of facts,
which are given in the package leaflet or in the
summary of veterinary product characteristics.
This will guarantee not only the facilitation of
the pharmacist’s work, the provision of quality
counselling, but also success in therapy and,

ultimately, owner’s satisfaction.

Key words: antibiotics; dispensing; tetra-
cyclines; veterinary drugs
UVOD

Zakladnou a  najdolezitejSou  pracovnou

ulohou farmaceuta je poskytovanie konzultacnej a
poradenskej ¢innosti. Podanie spravnej informacie o
uzivani, davkovani a skladovani liekov je zakladnou
podmienkou G¢innej a bezpeénej terapie I'udi a zvierat.
Tato poradenskd cinnost sa nazyva dispenzacia,
ktort definuje vyhldska MZ SR ¢. 129/2012 Z. z. o
poziadavkach na spravnu lekarensku prax:
,,Dispenzacia je informacna a poradenska cinnost
o liekoch, zdravotnickych pomockach a dietetickych
potravinach, ktoru vykondvaju osoby opravnené
vydavat' lieky, zdravotnicke pomécky a dietetické
potraviny pre pacientov.“
Informdciearadysapodavajitak, aby sadodrzala
ucinnost a bezpecnost liecby liekmi, zdravotnickymi
pomo6ckami a dietetickymi potravinami.
Dispenzacia veterinarneho liecku musi byt
poskytnuta odborne, ale takym Stylom jazyka, aby
majitel’ zvierat'a pochopil vSetky nalezitosti stivisiace
s jeho podanim. Dispenzacia veterinarnych liekov
a pripravkov sa vyrazne odliSuje od dispenzacie
humannych liekov. Suavisi to s liekovou formou,
spOsobom a miestom podania lieku a medzidruho-
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vymi rozdielmi. Dal§im $pecifikom pri dispenzacii
veterinarnych liekov je davkovanie a ochranna lehota.

Ochrannu lehotu definuje zdkon NR SR ¢.
362/2011 Z. z. o liekoch a zdravotnickych poméckach
a 0 zmene a doplneni niektorych zakonov:

,,Ochrannd lehota je lehota medzi poslednym
podanim veterindarneho lieku potravinovému zvieratu
za zvyCajnych podmienok pouzivania a vyrobou
potravin z tohto zvierata, aby sa zabezpecilo, ze
potraviny z neho neobsahuju rezidud lieciv v mnozstve
prekracujiicom najvyssie povolené limity ustanovené
osobitnym predpisom.*

Vsetky tieto informacie by mal farmaceut podat
majitel'ovi zvierata pri vydaji lieku.

Cielom tejto stdie bolo spracovat prehlad
informacii o veterinarnych antibiotikach zo skupiny
tetracyklinov, ktoré st potrebné pri spravnej
dispenzacii a vydaji lieku. Informéacii v pribalovych
letdkoch a v Suhrne charakteristickych vlastnosti
liekov (SPC) je prilis vela. V lekarenskej praxi pri
vydaji lieku nie je €as na ich komplexné Studovanie,
priCom aj samotna orientdcia v nich nie je lahka.
Zamerom tohto ¢lanku je zjednodusit’, skvalitnit’ a
urychlit’ poskytovanie informacnej a poradenskej
¢innosti pri vydaji veterinarnych liekov a pripravkov
a napomoct’ tak pri ich vydaji a poskytovani

poradenskej ¢innosti.
MATERIAL A METODY

Primarnym zdrojom informécii v tejto Stddii
bolo Vademecum veterinarnych liekov a pripravkov
v Slovenskej republike (2017), v ktorom sme
vyhladali preparaty s
tetracyklinov. Informéacie o liekoch sme ziskavali zo
suhrnov charakteristickych vlastnosti lieku (SPC) a

obsahom veterinarnych

pisomnych informacii pre pouzivatel’a veterinarneho
lieku (PIL) z webovej stranky Ustavu $tatnej kontroly
veterinarnych biopreparatov a lie¢iv (USKVBL).
Formou tabul’ky sme vytvorili prehl'ad zakladnych
informacii potrebnych k dispenzacii veterinarnych
lieckov s obsahom tetracyklinov. Lieky v tychto
tabulkadch su rozdelené podla lieciva, lickovej
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formy a druhu zvierata, pre ktory je liek urceny.
Do prehladu neboli zahrnuté lieky, ktoré podava
vyhradne veterinarny lekér (napr. injekcie, infuzie a
pod.).

Priklady detailnej dispenzacie obsahuju stbor
zakladnych informécii o lieku, v ktorom s uvedené
lieciva a ich mnozstvo v pripravku, druh zvierat,
pre ktoré je liek urCeny, indikacie, zakladné
kontraindikécie, neziaduce ucinky, liekové interakcie
a hlavne sposob podania lieku, davkovanie a
opatrenia, ktoré by mala osoba podavajtica liek urobit’

pre spravnu, bezpe¢nu a uc¢innu farmakoterapiu.
VYSLEDKY A DISKUSIA

Informécie a rady poskytované pri vydaji
humanneho lieku sa najéastejsie tykaju podmienok
spravneho uzivania, interakcii, kontraindikacii,
neziaducich G¢inkov, prevencie ochoreni, zivotného
Stylu, pripadne vysledkov skriningovych vysetreni v
lekarni. Poradenska ¢innost’ pri vydaji veterinarneho
lieku sa vyrazne 1iSi od dispenzécie humannych liekov
a pripravkov. Rozdielnost’ je podmienena viacerymi

faktormi.

Medzidruhové rozdiely

Hlavnym rozdielom st anatomicke a fyziologické
medzidruhové rozdiely. Dizka lie¢by, davka a sposob
podania toho istého lieku sa mézu lisit’ v zavislosti
od druhu zvierata. Prikladom je kontraindikované
podanie tetracyklinov zvieratim s vyvinutymi
predzalidkami (hovéddzi dobytok) (http://www?2.
uskvbl.sk/wp-content/uploads/2020/06/doxipan_
mix_100_prm.doc).

Ochranna lehota

Daldim $pecifikom, ktoré stvisi z rozdielnou
dispenzaciou, je kategoria lieCenych zvierat. Pri
podavani liekov zvieratdm, ktorych produkty s
urcené pre ludska spotrebu, sa uplatituje ochranna
lehota. NajcastejSie sa jednd o médso, vnutornosti,
vajcia, mlicko a mlie¢ne vyrobky. Ochranna lehota

je Cas medzi poslednym podanim veterindrneho



liecku potravinovému zvieratu a vyrobou po-
travin z tohto zvierata. Poskytnutie informacie
chovatelovi zvierata o ochrannej lehote je jednou
z najdolezitejSich Casti dispenzacie veterinarnych
liekov. Dodrziavanim ochrannej lehoty sa zabezpeci,
7e potraviny z lieCenych zvierat neobsahuju rezidud
lieCiv v mnozstve prekracujucom najvyssie povolené
limity (Zakon NR SR ¢. 362/2011 Z. z.). Rezidua
lieCiv sa nachadzaji aj v mastalnom hnoji. Preto pri
niektorych liekoch sa musi hnoj na uréity ¢as uchovat’
pred jeho pouzitim (http://www2.uskvbl.sk/wp-
content/uploads/2020/06/nuflor 40mg-g prm.doc).

Sposob podania lieku

Jednou z odliSnosti je aj spdsob podania lieku.
Veterinarne lieky je mozné na rozdiel od huméannych
podat’ aj hromadne, t. j. vypocitané mnozstvo lieku
sa poda vicsej skupine zvierat (kfdl'u, stadu a pod.)
zamieSané v krmive alebo v pitnej vode. Tymto
spdsobom, ktory je ¢asto vyuzivany vo vel'kochovoch,
sa liecia vSetky jedince v skupine (Lamka a kol.,
2014). Farmaceut by mal poskytnit' majitelovi
zvierata informaciu o spdsobe aplikacie, ¢i dany liek
je mozné podat’ len individualne alebo aj hromadne.
Peroralne lieky u Tudi sa podavaju najcastejSie
priamo bez potreby dalSich pomocok. Podanie
peroralneho lieku zvieratu si niekedy vyzaduje
pouzitie aplikacnej pomocky. Napr. peroralne pasty
sa najCastejSie podavaju pomocou tuby/striekacky
s piestom. Farmaceut by mal chovatela na tato
skuto¢nost’ upozornit’, pripadne nazorne ukazat' ako
s tubou pracovat’, aké mnozstvo lieku uvolnit’ a ako
nasmerovat’ striekacku pri aplikacii do ustnej dutiny.
Pri infekénych ochoreniach je potrebné chovatelovi
zdoraznit, aby nepouzil ti ista striekacku pre
liecbu viacerych jedincov. Premixy, prasky a
peroralne roztoky sa podavaju v miskach, zl'aboch
alebo kfmidlach. Pri tetracyklinoch je dolezité
vyhnut' sa podaniu tychto liekov v korodovanych
miskach a zlaboch, aby bola zabezpecend uc¢inna
antimikrobiélna terapia (Hederova a kol., 2017).

Liekova forma

Dispenzécia veterinarnych liekov sa odliSuje aj v
zavislosti od liekovej formy. Preferované, resp. najviac
pouzivané liekové formy vo veterinarnej medicine sa
lisia od liekovych foriem preferovanych pri liecbe
ludi. Pri humannych liekoch st to jednoznacne
tablety, ktoré sa zapijii malym mnozstvom vody. Pri
lieCbe zvierat ide hlavne o prasky, premixy, roztoky
a zriedkavejsie tablety. Premix je Specificka liekova
forma, ktora sa pouziva vyhradne vo veterinarnej
medicine. Ide o prasky alebo granulaty, ktoré sa
zamieSavaju do krmiva a najCastejSie sa podavaju
hromadne. Pri ich vydaji by mal farmaceut majitel'a
upozornit’ na spravne zamiesanie lieku v pitnej vode
alebo v krmive, na dobu pouzitel'nosti po zamiesani,
resp. ako Casto je potrebné medikované krmivo/vodu
menit’. Pri terapii je medikované krmivo/voda jedinym
zdrojom potravy/pitnej vody a je potrebné dohliadnut’,
aby boli spotrebované celé (Hederova a kol., 2017;
http://www2.uskvbl.sk...pulmodox 500mg-g prm.
doc).

Davkovanie
Dolezitou stcastou poradenskej

informécia o davkovani lieku. Davka veterinarnych

¢innosti  je

liekov sa urcuje najcastejSie podla Zivej hmotnosti
zvierat'a, ktord ma byt stanovena ¢o najpresnejsie. Pri
ur¢ovani davky lieku je potrebné dbat’ na zabezpecenie
spravnej koncentracie lieciva v krmive/pitnej vode a
zohl'adnit aj ich denny prijem zvieratami. Farmaceut
by mal chovatel’a upozornit’ na jednotlivi davku,
pripadne vypocitat potrebné mmnozstvo lieku pre
zviera s urcitou hmotnostou, aby bolo zachované

spravne davkovanie (Hederova a kol., 2017).

Ochranné pracovné prostriedky

Farmaceut je povinny informovat majitela
zvierata, ze pri zamieSavani prasku, granulatu do
krmiva alebo pri akejkol'vek manipulécii s liekom
je potrebné pouzit ochranné pracovné prostriedky
ako respiréator, rukavice, ochranné okuliare, pripadne
ochranny plast’. S niektorymi liekmi (lieky s obsahom

tetracyklinov) by nemali manipulovat, podavat a
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Tab. 1: Zakladné informacie potrebné k dispenzacii veterinarnych liekov s obsahom doxycyklinu

Zakladné informacie potrebné

Nazov lieku Liekova Druh zvierat Indikacie . L ee
forma k dispenzacii
AMIX VET D,
DOXIPAN MIX,
DOXYGAL SP, premix oSipané Je potrebné sa vyhybat’ podavaniu
DOXYPREX, produktov obsahujucich i6ny Ca?
DOXYVIT ainé a Mg?* a ostatnych dvojmocnych
AMIX VET D o3ipané kationov. Tehotné zeny
CENTIDOX osipané, tel'ata . ) by s mgli vyhybat ma’mip’ulécii
— lietba a prevencia s liekom. Nepodédvat
DFV DOXIVET tel’ata’ OSlp,ane’ respiraén}'/ch infekcii v korodovan}'/ch zl'aboch
kura domaca sposobenych a nepodavat’ napajackami, ktoré mozu
£ kura, morky, baktériami citlivymi oxidovat. Roztok/krmivo
DOXIPAN prasok tel'atd, osipané na doxycyklin Je potrebné pripravit’ kazdy deii
Y Cerstvé. Nepodavat’ vtakom
DOXYGAL 50 o$fpan, telatd, produkujdcim vajcia
kraliky, hydina na l'udsku spotrebu.
DOXYGAL 400 kura doméca,
ainé oSipané
RONAXAN 20, ablety psy a macky podavat’ s krmivom po dobu
RONAXAN 100 5 az 10 dni

Zdroj: spracované podla SPC z webovej stranky USKVBL

Tab. 2: Zakladné informacie potrebné k dispenzacii veterinarnych liekov s obsahom chlértetracyklinu

Nazov lieku Lickovi Druh zvierat Indikécie Zakladné informécie potrebné
forma k dispenzacii
AMIX vet CTC oSipané
oSipané,
AUREOFARM ) tel’atd, kurcata
AUREOGAL premix o3ipané 'N'ep0f1évai1t’ n,osni(fiam, }(torych
osipane, telata septikémie, vajcia si uvrcene na ludsky kOI}ZUI}’l.
AUREOVIT >, > astritidy Tehotné Zeny by sa mali vyhybat
hydina gn teriti dy' manipulacii s liekom. Je potrebné
AMIX VET CTC N i sa vyhybat’ podavaniu
150/1000 ostpane E;%%iﬁgﬁg dvojmocnych katiénov.
Mo x it o Denna davka premixu sa poda 2 x
osipané, jahata, pleuritidy, ;
AUREOGAL tePatd, hydina peritonitidy  denne v 12 h intervaloch.
prasok ———— Prasky AUREOVIT a MEDITEK
AUREOVIT OSIPEHZ,' tefata, sa podavaju len individualne.
ydina
CHLOROMED tel'ata
MEDITEK oSipané, brojlery

Zdroj: spracované podla SPC z webovej stranky USKVBL
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Tab. 3: Zakladné informacie potrebné k dispenzacii veterinarnych liekov s obsahom oxytetracyklinu
a tetracyklinu

Nazov lieku Liekova Druh zvierat Indikéacie Zakladn¢ m‘f ormacrle"potrebne
forma k dispenzacii
Oxytetracyklin
septikémia, infekcie | Liek sa podava peroralne zamieSany
kura doméca, gastrointestinalnej, v krmive. Nepodavat’
EGOCIN premix morky, oSipané, respiraénej, v korodovanych zl'aboch
tel'ata urogenitalnej a v poslednej tretine gravidity
slstavy a nosniciam.
o liecba septickych Llekvsa Podava v Pltnej VOlde alebf)
o8ipané, telata, , , v kaSovitom krmive. Medikovany
hydina, holub stavov a organovych roztok/krmivo je potrebné
OXYPHARM pragok yama, hoWbY, | jncekcif, u vtdkov : Je P .
exotické vtactvo, R ./ spotrebovat’ do 24 h. Davka a dlzka
o . liecba infekcii . . .. .
kraliky, psy, macky . liecby zévisi od druhu zvierat'a
respiracného traktu - .
a infekcie.
Tetracyklin
respiracné a
furéaté. mork gastrointestinalne Podava sa 30 mg/kg 2 x denne
TETRACYKLIN ok | otinant. telats y’s infekcie, po dobu najmenej 5 dni.
PG P pane, te’ata, PSY | sekundérne infekcie Pri tazkych stavoch je mozné
a macky L . v e o, L
pri virusovej psinke pociato¢nt davku zdvojnasobit’.
a leptospirdze psov

Zdroj: spracované podla SPC z webovej stranky USKVBL

prist do kontaktu tehotné a dojc¢iace zeny (http:/
www.uskvbl.sk...aureovit 12 ¢80 plv_sol.doc).

So vsetkymi tymito S$pecifikami dispenzacie
veterinarnych liekov a pripravkov sa farmaceut v
praxi stretne zriedkavo a nema dostatocné skuisenosti
pre jej zabezpecenie. Z tohto dovodu sme sa aj takouto
formou snazili mnoZzstvo dostupnych informacii
a odporucani sprehladnit’ a zjednodusit’ tak pracu
farmaceutovi.

Tabul’ky so zakladnymi informaciami potrebnymi
k dispenzacii

Pre jednoduchS$ie orientovanie sa v mnozstve
liekov sme vytvorili tabul’ky, v ktorych sa nachadzaju
zékladné informécie k podaniu dispenzécie na lieky
obsahujuce doxycyklin (vid’ tab. 1), chlortetracyklin
(vid’ tab. 2), oxytetracyklin a tetracyklin (vid’ tab. 3).

V tychto tabul'kach si farmaceut vie rychlo najst’ liek

podra lieCiva a liekovej formy.

Priklady detailnej dispenzacie

Tu uvadzame niekol’ko prikladov kompletnej
dispenzacie, ktora obsahuje vSetky informacie
potrebné k podaniu kvalitnej poradenskej ¢innosti a

ma zarucit’ bezpecnu a ucinnu farmakoterapiu zvierat.

EGOCIN 200 mg/g premix na medikaciu krmiva
Liecivo: 1 g premixu obsahuje 200 mg hydrochloridu
oxytetracyklinu.

Druh zvierat: kura domaca, morky, osipané, telata.

Indikacie: septikémia, lieCba infekcii gastroin-
testinalnej,  respiracnej, urogenitalnej  sustavy
sposobenych  mikroorganizmami  citlivymi na

oxytetracyklin.
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Kontraindikacie: nepodavat’ pri poskodeni obliciek
a dospelym bylinozravcom.

Osobité bezpecnostné opatrenia: lick nepodavat s
mliekom.

Neziaduce ucdinky: gastrointestindlne poruchy a
zriedkavo fotosenzitivna reakcia.

Pouzitie pocas gravidity: nepodavat’ v poslednej
tretine gravidity a nosniciam, ktorych vajcia su urcené
na l'udsku spotrebu.

Sposob podania lieku: liek sa podava peroralne
zamieSany do krmiva.

Davkovanie: kura doméaca a morky 19 mg/kg/den
pocas 4 — 5 dni, osipané pri liecbe leptospirdzy 19 mg/
kg/den pocas 7 — 14 dni a pri ostatnych indikaciach
20 — 30 mg/kg/den pocas 4 — 5 dni, tel'atd 20 — 30 mg/
kg/den pocas 4 — 5 dni.

Ochranna lehota: maso a vnutornosti 10 dni.

Cas pouZitelnosti: v povodnom obale 3 roky, po
prvom otvoreni a po zamieSani do krmiva 3 mesiace
(http://www2.uskvbl.sk/wp-content/uploads/
2020/06/egocin_200mg-g prm.doc).

OXYPHARM 110 mg/g prasok na peroralny
roztok

Liecivo: 1 g licku obsahuje 110 mg hydrochloridu
oxytetracyklinu.

Druh zvierat: oSipané, telatd, hydina, holuby,
exotické vtactvo, kraliky, psy, macky.

Indikacie: osipané, telata, psy, macky, kraliky:
liecba septickych stavov a organovych infekcii
ako enteritidy, gastritidy, pneumonie, septikémie,
peritonitidy; hydina, holuby a exotické vtactvo liecba
infekcii respira¢ného traktu: hemofilovd nadcha,
pasteureloza, mykoplazmoéza, sinusitida, bronchitida.
Kontraindikacie: nepodavat’ prezivavcom s
rozvinutym zalidkom a zvieratdim s posSkodenou
pecenou a oblickami.

Pouzitie pocas gravidity: len po posudeni prinosu/
rizika veterindrnym lekarom.

Sposob podania lieku: liek sa podava peroralne,
rozpusteny v pitnej vode alebo zamiesany v kasovitom
krmive. Pripraveny roztok je potrebné spotrebovat
do 24 hodin.
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Davkovanie: oSipané 3 —4 g lieku/10 kg Z. hm., tel'ata
2 — 3 g liekw/10 z.hm., kraliky 10 g lieku/1 | pitnej
vody, hydina 2,5 — 5 g lieku/1 | pitnej vody, holuby a
exotické vtaky 20 g lieku/1 1 pitnej vody, pes, macka
a kozusinové zvierata 0,5 g lieku/kg Z. hm.

méaso a vnutornosti 7 dni.

Nepodavat’ nosniciam, ktor ych vajcia st urené na

Ochranna lehota:

ludsky konzum a holubom, ktorych méso je urcené
na l'udsky konzum.

Cas pouZitelnosti: v povodnom obale 2 roky, po
zamieSani lieku do vody/krmiva 24 hodin (http://
www.uskvbl.sk/wp-content/uploads/2020/07/
oxypharm_110mg-g_sol.doc).

TETRACYKLIN PG 120 mg/g prasok na
peroralny roztok

Lie¢ivo: 120 mg hydrochlorid tetracyklinu na 1 g
prasku.

Druh zvierat: kur¢atd, morky, osipané, tel'ata psy a
macky.

Indikéacie: pneumonie, bronchitidy a enteritidy prasiat
a teliat, respirané a gastrointestinalne bakterialne
infekcie hydiny, psov a maciek, sekundarne infekcie
pri virusovej psinke a leptospir6ze psov.
Kontraindikacie: poskodenie pecene a obliciek.
Spésob podania lieku: liek sa ma rozpustit’ najprv
v menSom mnozstve vody a nasledne sa nariedi
na potrebny objem. V krmive musi byt dokladne
zamieSany.

Davkovanie: 30 mg/kg 2 krat denne, po dobu
najmenej 5 dni. Pri tazkych stavoch je mozné
pociatocnu davku zdvojnasobit’.

Ochranna lehota: méso a organy 10 dni, nepodavat’
nosniciam, ktorych vajcia su uréené na Tludsky
konzum.

Cas pouZitelnosti: v neporusenom obale 2 roky
(http://www2.uskvbl.sk/wp-content/uplo-
ads/2020/05/tetracyklin_pg 120mg-g plv_sol.doc).

RONAXAN 20 mg tablety, RONAXAN 100 tbl. ad
us. vet.

Liecivo: jedna tableta obsahuje 20 mg alebo 100 mg
doxycyklinu.



Druh zvierat: 20 mg tablety su urCené pre psy a
macky a 100 mg len pre psy.

Pouzitie pocas gravidity: neodporuca sa uzivat
pocas gravidity. Pocas laktacie len po zhodnoteni
terapeutického prinosu a rizika lieku zodpovednym
veterindrnym lekarom.

Sposob podania lieku: tablety sa podavaju peroralne
s potravou, aby sa predi§lo pripadnym tradviacim
porucham.

Davkovanie: 10 mg/kg/den. Pri akutnych formach
ochorenia po dobu 5 dni, pri chronickych ochoreniach
10 dni.

Cas pouZitelnosti: 3 roky v povodnom obale (http:/
www?2.uskvbl.sk..ronaxan 20mg_tbl.doc, http://

www?2.uskvbl.sk...ronaxan 100mg_tbl.doc).
ZAVER

V tejto Studii st uvedené informécie o podavani
veterinarnych liekov zo skupiny tetracyklinovych
antibiotik, ktoré aplikuje majitel’ zvierata. Lieky a
pripravky, ktoré aplikuje veterinarny lekar, nie su
predmetom predlozene;j studie.

Informécie a rady farmaceuta suU podstatnou
sucastou bezpeCnej a UCinnej farmakoterapie
zvierata. Aj ked chovatel' dostane usmernenie o
uzivani lieku od veterinarneho lekara, liek sa k nemu
dostane az pri vydaji v lekarni a ¢astokrat je potrebna
nazornd ukazka spravneho podania lieku. Napriklad
pouzitie aplikacnej pomocky alebo spdsob pripravy
medikovanej kfmnej zmesi.

Prehladne zostavené dispenzacie su dolezité pre
rychlejSie a jednoduchsie zorientovanie sa pri vydaji
lieku. Tato Stidia by mala sluzit ako pomocka pri
expedovani tetracyklinovych antibiotik podavanych
majitefom zvierata a poskytovani poradenskej
cinnosti o najcastejSie vydavanych veterinarnych

antibiotikach.
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ABSTRAKT

Rozchodnica ruzova (Rhodiola rosea L.) patri
na Slovensku k introdukovanym adaptogénnym
druhom, ktory sa pestuje pre produkciu korernov
s vyznamnym farmaceutickym potencidlom.
V experimentilnej Stidii sme sledovali vplyv
lokality (Levoca), terminu (jar — marec, jesei
— november) a roku zberu (2018, 2019) na
mnoZstvo obsahovych latok v koreni v tretom
roku ekologického pestovania. V metanolovych
extraktoch korefiov z jarného a jesenného
terminu zberu sme stanovili obsah celkovych
polyfenolov, flavonoidov a antioxida¢nu aktivitu.
Spektrofotometrickou metédou pomocou Folin-
Ciocalteuovo c¢inidla sme stanovili v extrakte
korefiov z jarného zberu obsah celkovych
polyfenolov (ako ekvivalent kyseliny galovej —
GAE) 1410 mg GAE/g a v extrakte korenov zo
zberu v jeseni 333,1 mg GAE/g suchej drogy.
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NajvysSiu hodnotu obsahu celkovych flavonoidov
(ako ekvivalent kvercetin) sme zaznamenali v
extrakte korefnov z jarného zberu (15,2 mg QE/g)
a v extrakte korenov zo zberu v jeseni 7,8 mg
QE/g
aktivita stanovena ako percento (%) redukcie
DPPH radikalu bola v extrakte Kkorefov z
jarného zberu (6,699 %) a pri jesennom zbere

suchej drogy. NajvysSia antioxida¢na

1,911 % pri prepocte na 1 pl extraktu. Pomocou
ABTS™ metédy sme v extrakte korefov z jarného
zberu stanovili celkovii antioxida¢nu aktivitu
prepocitani na ekvivalent Troloxu (TEAC)
22,758 mg TEAC/g a v extrakte korefov z
jesenného zberu 5,595 mg TEAC/g suchej drogy.
Z. vysledkov vyplynulo, Ze lokalita, rok a termin
zberu vyrazne ovplyviiuju obsah celkovych
polyfenolov, flavonoidov a antioxida¢nu aktivitu,
a preto pestovatelom odporiuc¢ame vykonavat
zber koreiov v tretom roku pestovania a v jar-
nom termine. Korene Rhodiola rosea L. su zdro-



jom polyfenolov, flavonoidov, vykazuji anti-
oxida¢nu aktivitu a méZu sa vyuzivat’ v profylaxii
a liecbe ochoreni spésobenych oxida¢nym stresom.
antioxida¢na

KPacové  slova:

flavonoidy; polyfenoly; Rhodiola rosea L.

aktivita;

ABSTRACT

Rhodiola rosea L. belongs to the introduced
adaptogenic species in Slovakia, which is grown
for the production of roots with significant
pharmaceutical potential. In the experimental
study, we monitored the influence of the locality
(Levoca), date (spring —March,
November) and year of harvest (2018, 2019) on
the amount of ingredients in the root in the third

autumn -—

year of organic cultivation. We determined

the content of total polyphenols, flavonoids
and antioxidant activity in methanolic root
extracts from the spring and autumn harvest
dates. The content of total polyphenols (as gallic
acid equivalent — GAE) in the spring extract
from the spring harvest was determined by the
spectrophotometric method using the Folin-
Ciocalteu reagent to be 1410 mg GAE/g and in
the root extract from the autumn harvest 333.1
mg GAE/g of the dry drug. The highest value
of the content of total flavonoids (as quercetin
equivalent) was recorded in the root extract from
the spring harvest of 15.2 mg QE/g and in the root
extract from the autumn harvest of 7.8 mg QE/g
of the dry drug. The highest antioxidant activity
determined as % reduction of the DPPH radical
was 6.699 % in the root extract from the spring
harvest and 1.911% in the autumn harvest when
converted to 1pul of the extract. Using the ABTS™
method, we determined the total antioxidant
activity converted to Trolox equivalent (TEAC)
of 22.758 mg TEAC/g in the root extract from the
spring harvest and 5.595 mg TEAC/g of the dry
drug in the root extract from the autumn harvest.
The results showed that the amount of total

polyphenols, flavonoids and antioxidant activity
is significantly affected by the location, year and
date of collection. The results showed that the
location, year and date of harvest significantly
affect the content of total polyphenols, flavonoids
and antioxidant activity, and therefore we
recommend growers to collect roots in the third
year of cultivation and in the spring. The roots
of Rhodiola rosea L. are a source of polyphenols,
flavonoids, have antioxidant activity and can be
used in the prophylaxis and treatment of diseases

caused by oxidative stress.

Key words: antioxidant activity; flavonoids;
phenols; Rhodiola rosea; rosenroot

UVOD

Liecivé rastliny sa na farmaceutické Gcely pestu-
ju v monokultire na ornej pdde. Obsah U¢innych
latok v rastlinach vyznamne ovplyviiuji klimatické
a pddne faktory, vyziva, zaradenie v osevnom
postupe, ochrana proti Skodlivym c¢initelom, zber,
suSenie a skladovanie (Eftimova a Haban, 2012).
Rastlina Rhodiola rosea L. sa pestuje a zbiera na
ziskanie podzemnych organov (korenn a podzemok)
na medicinske pouzitie. Drogou je koren a podzemok
—rhizoma et radix (EMA/HMPC/289537/2012).

Rozchodnica ruzova (Rhodiola rosea L.), ¢el'ad’
Crassulaceae, je dvojdoma trvala, polymorfna,
adaptogénna rastlina, ktora ma korenl s valcovitym
duzinatym podzemkom a ruzovou vonou (Jahodar,
2006; Valicek, Kokoska, Holubova, 2016). Rastie vo
vyssich horskych oblastiach severnej Eurépy, Azie
(Rusko, Kazachstan, Mongolsko, Cina, Japonsko,
Korea), na severovychode S. Ameriky, v Pyrenejach,
Alpach, Karpatoch a a vzacne v Tatrach (Vildova,
Kubes, Tamova, 2013). Z 90 druhov Rhodiola vo
svete sa v Cine nachadza viac ako 60 % (55 druhov),
z toho je 16 druhov, ktoré sa nachadzaju iba v Cine
(Cunningham a kol., 2020).

V oblastiach Azie patria druhy Rhodiola k

tradi¢nym, dlhodobo vyuZzivanym lie¢ivym rastlinam,
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hlavne pri poruchach nervového systému (Coors a
kol., 2019). Rhodiola rosea L. obsahuje flavonoidy,
glykozidy, kumariny, zlaceniny organickych kyse-
lin a polysacharidové zluceniny a iné (Qi a kol.,
2021).

Panossian a kol. (2010) uvadzajt, ze korene s
podzemkami obsahuji monoterpenické alkoholy
a ich glykozidy, kyanogénne glykozidy, arylové
glykozidy, fenyletanoidy, fenylpropanoidy a ich gly-
kozidy, flavonoidy, flavonolignany, proantokyani-
diny a derivaty kyseliny galovej. Za vonu korena
st zodpovedné geraniol, geranyl format, geranyl
acetat, benzylalkohol a fenylalkohol. Podzemky
a korene maju vysoky obsah fenylpropanoidu
rosavinu a glukozidového Skoricového alkoholu.
Z fenylpropanoidov si v Rhodiola rosea L.
vyznamné aktivne rosaviny: rosin, rosavin, rosarin
a fenyletanoidy salidrozid (Yousef a kol., 2006;
Panossian a kol., 2010).

Za biologicktl aktivitu drogy si zodpovedné
glykozidy: rodiolosid, rosiridin, rodionin, triandrin
(Panossian a kol., 2010; Vali¢ek, Kokoska, Holubo-
va, 2016). V Rhodiola sachalinensis je pritomny
terpenoid  rosiridin,  ktory  je  inhibitorom
monoaminooxidazy A a B, a ma potencionalny
vyznam pri lie¢be depresie a demencie (Van Diermen
a kol., 2009). Extrakt z korena Rhodiola rosea L.
vykazoval t¢inky adaptogénne s vyraznym ucinkom
na chronicky tnavovy syndrom, pdsobil protistre-
sovo, antidepresivne, anxiolyticky, stimulacne na
CNS, antioxidacne a kardioprotektivne (Panossian,
Wagner, 2005; Yousef a kol.,, 2006; Panossian a
kol., 2007; Olsson a kol., 2009; Panossian a kol.,
2010). Hlavnou u¢innou latkou Rhodiola rosea L.
je salidrozid, ktory ma antioxida¢ny a protizapalovy
ucinok, posobi proti fibroze peCene, zmiernil hlavné
klinické priznaky cukrovky a mohol by sa vyuzit
na prevenciu a lieCbu diabetickej nefropatie (Qi a
kol., 2021). Korene a podzemky Rhodiola rosea L.
a extrakty z nich sa pouzivaju ako vyzivové doplnky
na doCasné zmiernenie priznakov stresu ako je
unava, pocit slabosti, a na zlepSenie dusevnych a
kognitivnych funkcii (Da a kol., 2018). Vybor pre
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rastlinné liecky (HMPC) na zaklade dlhodobého
pouzivania podzemku a korena Rhodiola rosea L.
odporucal pouzivat drogu na docCasné zmiernenie
priznakov stresu (inava a pocit slabosti). Lieky, ktoré
obsahuju podzemok a koret mézu pouzivat' l'udia
star$i ako 18 rokov, av§ak nemaju ich uzivat’ dlhsie
ako dva tyzdne bez konzultacie s lekarom (EMA/
HMPC/289537/2012).

Cielom experimentu bolo stanovit a porovnat
obsah celkovych polyfenolov, flavonoidov a an-
tioxidacnu aktivitu metanolovych extraktov korena
Rhodiola rosea L. z jesenného a jarného zberu v
tretom roku ekologického pestovania.

MATERIAL A METODY

Biologicky material

Na experimenty sme pouzili vzorky suSeného
korena rozchodnice ruzovej (Rhodiola rosea L.).
Rastlina bola pestovana v pddno-klimatickej oblasti
Levoca, na ekologickej farme Zuzany Homolovej
AFRA Levoca. Prvii vzorku (V1) tvoril koren
zbierany v tretom roku pestovania v jesennom
termine (november 2018). Druht vzorku (V2) tvoril
koren zbierany v tretom roku pestovania v jarnom

termine (marec 2019).

Postup pripravy extraktov

Vzorky korenov sme susili v susicke pri 60 °C a
nasledne sme ich rozomleli do praskovej formy
pomocou elektrického mlynceka. Extrakty sme
pripravili z 1 g praskovej drogy, ktort sme extrahovali
v 20 ml metanolu 15 mindt pomocou ultrazvukového
ktpela (Kraintek, Slovensko). Potom sme extrakt
prefiltrovali cez filtrany papier. Filtratny zvySok
sme druhykrat extrahovali v 20 ml extrakéného
¢inidla po dobu 15 mintt a extrakt bol prefiltrovany.
Tretikrat bol filtraény zvySok extrahovany s 10 ml
extrakéného Cinidla po dobu 15 min a extrakt bol
prefiltrovany. Filtraty sme uchovali v chladnicke az
do doby experimentu.



Stanovenie obsahu celkovych polyfenolov s Folin-
Ciocalteu ¢inidlom

Na stanovenie obsahu celkového mnozstva
polyfenolov sme pouzili kolorimetrickii metédu s
Folin-Ciocalteu (FC) cinidlom a absorbanciu sme
merali pri vinovej dizke A =750 nm (Cvetanovi¢ a
kol., 2015).

Priprava zasobného roztoku kyseliny galovej na
kalibra¢nu krivku

Do odmernej banky s objemom 50 ml sme si
navazili 0,051 g kyseliny galovej a doplnili na objem
50 ml. Ziskali sme roztok s molarnou koncentraciou
0,006 M a M (kyselina galova) = 170,12 g.mol™.

Priprava vzorky

Zmiesali sme 0,1 ml extraktu s 7,9 ml destilovanej
vody a pridali sme sa 0,5 ml Folin-Ciocalteu ¢inidla
a 1,5 ml 20 % Na,CO,. Reakéni zmes nechali
inkubovat’ 1 hodinu. Absorbanciu sme merali pri A =
750 nm. Ako blank sme pouzili vodu. Pri zostrojeni
kalibra¢nej krivky sme ako standard pouzili 0,006 M
vodny roztok kyseliny galovej (Cvetanovi¢ a kol.,
2015).

Celkovy obsah polyfenolov sme vyjadrili ako
ekvivalent kyseliny galovej (mg GAE/g). Hodnota
nam udava kolko miligramov skiimanej latky sa
nachadza v hmotnostnej jednotke suchej drogy.
Ked'Ze bol extrakt z jarného zberu korena Styrikrat
riedeny, vysledni hodnotu hmotnostnej koncentracie

sme vynasobili Styrmi.

TPC = v 1000 GAE
= (mg 7 )

TPC - The total phenolic contents — celkovy obsah
polyfenolov
¢ — hmotnostna koncentracia neriedenej vzorky
(g.dm™?)

V - objem vzorky (dm®)
m — hmotnost’ suchej drogy (g)

Stanovenie obsahu celkovych flavonoidov s chlo-
ridom hlinitym

Obsah celkovych flavonoidov sme stanovili za
pouzitia spektrofotometrickej metody zalozenej
na tvorbe farebnych chelatovych komplexov s
chloridom hlinitym v kyslom prostredi kyseliny
octovej. Absorbanciu sme merali pri vinovej dizke A
=425 nm (Pourmorad a kol., 2006).
Priprava zasobného roztoku kvercetinu na
kalibraéni krivku

Do 50 ml odmernej banky sme navazili 0,1511
g kvercetinu a doplnili metanolom na objem 50 ml.
Ziskali sme roztok s molarnou koncentraciou 0,01 M

a M, (kvercetin) = 302,236 g.mol™.

Priprava vzorky

ZmieSali sme 0,5 ml neriedeného rastlinného
extraktu s 1,5 ml metanolu. Pridali sme 0,1 ml 10 %
chloridu hlinitého; 0,1 ml 1M octanu sodného a 2,8 ml
destilovanej vody. Vzorky sme inkubovali 30 minut
a nasledne sme odmerali absorbanciu pri vinovej
dizke 415 nm. Ako blank sme pouzili metanol
(Pourmorad a kol., 2006).

Obsah celkovych flavonoidov sme vyjadrili ako
ekvivalent kvercetinu (mg QE/g). Vysledna hodnota
udava kolko miligramov skiimanej latky sa nacha-
dza v hmotnostnej jednotke suchej drogy. Kedze
bol jarny extrakt 2-krat riedeny, vysledni hodnotu
hmotnostnej koncentracie jarného extraktu sme po

odcitani z grafu vynasobili dvoma.

QE

trc = < 1000
= (mg 7 )

TPC - The total phenolic contents — celkovy obsah
flavonoidov
¢ — hmotnostna koncentracia neriedenej vzorky
(g.dm?)
V —objem vzorky (dm?®)
m — hmotnost’ suchej drogy (g)
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Stanovenie antioxidacnej aktivity metodou
pomocou ABTS katién radikalu

Priprava ABTS™ kation radikalu

Navazili sme 192,1 mg 7 mM ABTS do 50 ml
odmernej banky a doplnili sme destilovanou vodou
na objem 50 ml. Nasledne sme navazili 940 mg 140
mM peroxodisiranu draselného do 25 ml odmernej
banky a doplnili na objem 25 ml. Potom sme zmiesali
10 ml ABTS a 178 pl peroxodisiranu draselného a
nechali sme inkubovat’ 16 hodin na tmavom mieste
pri laboratérnej teplote. Po 16 hodinach sme zmerali
absorbanciu reakénej zmesi ABTS™ pri vinovej dizke
734 nm a upravili koncentraciu na hodnotu A = 0,7
pomocou roztoku metanol : voda v pomere 1 : 1. Ako
blank sme pouzili roztok metanol : voda v pomere
1 : 1. Pripravili sme 50 ml reak¢nej zmesi do banky a
ulozili do tmy (Wojdyto a kol., 2007).

Pripravazasobného roztoku Troloxu na kalibra¢nu
krivku

Do odmernej banky s objemom 25 ml sme navazili
2,8 mg Troloxu. Nechali sme ho rozpustit’ v malom
objeme zmesi metanol : voda =1 : 1 a nasledne sme
doplnili odmernu banku na objem 25 ml. Ziskali sme
tak roztok s molarnou koncentraciou ¢ = 0,45 mM a
M (Trolox) = 250,29 g.mol™.

Priprava vzorky

Zmiesali sme 62 pl nariedenej vzorky a 2418
ul zmesi ABTS™. Do vzorky sme pridali ABTS™.
Vzniknuti zmes sme nechali inkubovat’ v tme 6 mintt
pri izbovej teplote. Absorbanciu sme merali pri A =
734 nm. Ako blank sa pouZzije zmes metanol : voda
=1 : 1. Meranie bolo vykonané tripletne. Percento
inhibicie kation radikdlu ABTS™ sa vypocita zo
vzorca:

o A(ABTS) — A(VZORKA)
% inhibicie = ACABTS) .100
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A(ABTS)  — hodnota absorbancie roztoku kation
radikalu ABTS™ na zaciatku merania
bez pridavku antioxidantu

A(VZORKA) — namerana absorbancia po pridani

skimanej vzorky a 10-minuGtovej
inkubacii.

Vysledky boli prepocitané na zaklade kalibrac¢nej
krivky Troloxu a vyjadrené ako mg TEAC/I vzorky.
KedZe jesenné extrakty korenov a podzemkov v
jari sme rozne riedili, vysledni hodnotu neriedenej
vzorky sme vynasobili podl'a riedenia.

c.V
TEAC = — 1000 [mg TEAC/g]

¢ — hmotnostna koncentracia neriedenej vzorky
(g.dm?)

V — objem vzorky (dm®)

m — hmotnost suchej drogy (g)

pomocou DPPH" radikalu

Priprava DPPH' radikalu

Do 50 ml odmernej banky sme si navazili 0,0026 g
DPPH a doplnili metanolom na objem 50 ml. Ziskali
sme roztok s molarnou koncentraciou ¢ = 0,132 mM
a M, (DPPH) = 394,32 g.mol™.

Priprava vzorky

Rastlinné extrakty v réznych objemoch sme
zmieSali so 600 pl metanolového roztoku DPPH
a doplnili metanolom na objem 6 ml. Roztok sme
inkubovali v tme pri laboratornej teplote 15 minnut.
Absorbanciu sme merali pri vlnovej dizke A = 517
nm. Ako blank sme pouzili metanol. Po zmerani
absorbancie sme si vypocitali kapacitu vychytavania
DPPH radikalov (% RSC) podl'a vzorca (Cvetanovié¢
akol., 2015):

Absorbancia metanolového roztoku DPPH" (600
pl metanolovy roztok DPPH + 5400 pl metanol) bola
0,114.



Tab. 1: Obsah celkovych polyfenolov v droge a prepocet na ekvivalent GAE/g

Hmotnost’ Obiem extraktu Obsah *TPC
Termin zberu drogy [g] ! 3 polyfenolov v neriedenej [mg *GAE/g]
[dm?] 4
vzorke[ mg.dm™]
*V1 0,05 6,664 3331
*V2 0,05 28,192 1410

*GAE — gallic acid equivalent — kyselina galova, *TPC — The total phenol content — celkovy obsah polyfenolov,
*V1 — koreni zbierany v jesennom termine (november 2018), *V2 — koren zbierany v jarnom termine (marec 2019).

Tab. 2: Obsah celkovych flavonoidov vo vzorke a prepocet na ekvivalent QE/g

Hmotnost’ Obiem extraktu Obsah flavonoidov *TFC
Doba zberu drogy [g] ! [dm?| v neriedenej vzorke [mg *QE/g]|
[ mg.dm?]
*V1 1 0,05 0,156 7,8
*V2 1 0,05 0,304 15,2

*QE — quercetin equivalent — ekvivalent kvercetinu, *TPC — The total flavonoid contents — celkovy obsah flavonoidov,
*V1 — koreni zbierany v jesennom termine (november 2018), *V2 — koren zbierany v jarnom termine (marec 2019).

ADPPH - Aextrakt

.100

% RSC =
Apppy
% RSC - radical scavenging capacity — kapacita
vychytavania radikalov
o — absorbancia extraktu po 3 minutach
A — absorbancia roztoku DPPH

DPPH

VYSLEDKY

Stanovenie obsahu celkovych polyfenolov Folin-
Ciocalteu ¢inidlom

Obsah celkovych polyfenolov v metanolovych
extraktoch koreiov Rhodiola rosea L. sme
prepocitavali na ekvivalent kyseliny galovej (GAE).
Obsah celkovych polyfenolov sme vypocitali na
zaklade kalibra¢nej priamky kyseliny galovej
y = 0,1043x + 0,0149, R? = 0,9929. V tabulke
1 uvaddzame stanovené hodnoty koncentracii
celkovych  polyfenolov v  neriedenej vzorke
(mg.dm®), prepocitané na ekvivalent GAE/g suchej
drogy korenov zbieranych v dvoch terminoch zberu
V1aV2,

Z vysledkov vyplynulo, Ze v metanolom extrakte
korenov rozchodnice ruzovej z jarného zberu obsah
celkovych polyfenolov dosahoval 1410 mg GAE/g
suchej drogy korenov. V droge korena zo zberu
v jeseni sme zistili obsah celkovych polyfenolov
333,1 mg GAE/g suchej drogy korenov. Porovnanim
ziskanych hodnoét sme zistili, Ze droga vzorky korena
v jarnom termine zberu obsahovala 4,23-krat vyssi
obsah celkovych polyfenolov ako droga z jesenného
zberu.

Obsah celkovych flavonoidov

Namerané hodnoty koncentracii flavonoidov
v neriedenej vzorke (mg.dm?®) a obsah celkovych
flavonoidov prepocitanych na ekvivalent QE (mg
QE/g suchej drogy) uvadzame v tabul’ke 2. Celkovy
obsah flavonoidov (ako ekvivalent kvercetin) sme
vypocitali pomocou kalibracnej priamky kvercetinu
y=0,73119x — 0,0039, R2 = 0,9609.

V  metanolovom extrakte vzorky korena
rozchodnice ruzovej z jarného zberu sme zaznamenali
obsah celkovych flavonoidov 15,2 mg QE/g suchej

drogy korenov. V extrakte vzorky korena zo zberu v
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Tab. 3: Percento inhibicie DPPH radikalu

Objem vzorky Absorbancia vzorky Absorbancia DPPH | Inhibicia DPPH *RSC

(D) [nm] [nm] [%]
*V1

20 0,187 +£ 0,008 0,114 -

25 0,118 £0,017 0,114 -

30 0,051 £ 0,008 0,114 55,55 %

35 0,035 £ 0,003 0,114 69,01 %
*V2

5 0,068 + 0,006 0,114 40,64 %

10 0,022 + 0,006 0,114 80,41 %

15 0,012 £ 0,004 0,114 89,47 %

20 0,007 £ 0,002 0,114 94,15 %

*DPPH — 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl, *RSC — radical scavenging capacity *V1 —koreil zbierany v
jesennom termine (november 2018), *V2 — koren zbierany v jarnom termine (marec 2019)

jeseni bol obsah celkovych flavonoidov 7,8 mg QE/g
suchej drogy korenov, Co je 1,9-krat niz$ia hodnota

ako v extrakte korena z jarného zberu.

Antioxida¢na aktivita merana pomocou DPPH’
radikalu

Namerané hodnoty absorbancii metanolovych
extraktov vzoriek koreiiov jarného a jesenného
terminu zberu a percento inhibicie DPPH" radikélu
uvadzame v tabulke 3.

Z tabul’ky 3 vyplyva, Ze metanolovy extrakt korena
z jarného zberu mal vysSiu kapacitu vychytavania
DPPH. radikdlu. Pri prepocte % RSC na pl extraktu
bola priemerna hodnota pri jarnom zbere 6,699 %; co
je 3,51-krat viac ako pri jesennom zbere 1,911 % na 1
ul extraktu.

Antioxida¢na aktivita merana pomocou ABTS™
radikalu

V zavislosti od stupna riedenia vzorky sme
radikalu  ABTS™.
Vysledky hodnoty sme zistili pomocou kalibracne;j
krivky Troloxu y = - 0,5591x — 0,7132, R2 = 0,9608

vypocitali percento inhibicie
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a vyjadrili ako mg TEAC/g suchej drogy. Vyslednu
antioxida¢nu aktivitu vzorky sme porovnavali s
antioxida¢nou aktivitou syntetickej latky Troloxu
(6-hydroxy-2,5,7,8, tetrametylchroman-2-karboxylo-
va kyselina).

Z tabul’ky 4 vyplynulo, Ze v metanolovom extrakte
drogy korena z jarného zberu riedenom (1 : 36) sme
stanovili najvyssiu celkovu antioxida¢nu aktivitu
30,15 mg TEAC/g suchej drogy. V extrakte vzorky
drogy korena z jesenného zberu v riedeni (1 : 7) sme
zaznamenali celkova antioxida¢nu aktivitu 6,88 mg
TEAC/g suchej drogy. Porovnanim ziskanych hodn6t
sme zistili, ze v metanolovom extrakte korenov z
jarného zberu bola stanovena vysSia antioxidacna

aktivita ako z drogy z jesenné¢ho zberu.

DISKUSIA

Korent s podzemkami a extrakty rozchodnice
ruzovej (Rhodiola rosea L.) patria k zdrojom
bioaktivnych latok a mdzu sa vyuZzivat ako adaptogén,
zlepsuju naladu (Darbinyan a kol., 2009), kognitivne
funkcie a odstranujt tinavu (Olsson a kol., 2009). V



Tab. 4: Celkova antioxida¢na kapacita vyjadrena ako ekvivalent Troloxu

Hmotnostna
Vzorka : rozpust’. m [g] Objem exstraktu al;:izf(?g;;i(c)i\?v Celkova AOK
(mi] [dm’] neriedenej vzorke [mg TEAC/g]
[mg.dm]

*V1
1:3 1 0,05 0,0712 3,56
1:5 1 0,05 0,1038 5,19
1:7 1 0,05 0,1376 6,88
1:8 1 0,05 0,1350 6,75

*V2
1:16 1 0,05 0,3009 15,045
1:36 1 0,05 0,6031 30,155
1:46 1 0,05 0,4677 23,385
1:66 1 0,05 0,4489 22,445

TEAC — trolox equivalent antioxidant capacity, AOK — antioxidacna kapacita, *V1 — koren
zbierany v jesennom termine (november 2018), *V2 — koren zbierany v jarnom termine

(marec 2019)

Stadiach na zvieratach boli potvrdené neuro-, kardio-
a hepatoprotektivne (Qi a kol., 2021), antivirusové
(Wang a kol., 2009), antiflogistické (Pooja a kol.,
2009), antibakteridlne (Zdanowska a kol., 2009) a
imunostimula¢né ucinky (Siwicki a kol., 2007).
Klimatické podmienky, lokalita, podmienky
zberu a spracovania lieCivych rastlin ovplyviuju
koncentraciu obsahovych latok v rastline (Eftimova,
Haban, 2012). Preto cielom nasho experimentu
bolo vyhodnotit’ ako ovplyviiuje lokalita (Levoca),
termin zberu (jar, jesenl) a rok zberu (2018, 2019)
mnozstvo obsahovych latok v koreni s podzemkami
Rhodiola rosea L. Stanovili sme a porovnali obsah
celkovych polyfenolov, flavonoidov a antioxida¢nu
aktivitu v metanolovych extraktoch vzorky koretiov
s podzemkami v tretom roku pestovania z jesenného
(V1) a jarného zberu (V2). Obsah celkovych
polyfenolov sme stanovili v metanolovom extrakte
korena zbieraného na jar (V2) 1410 mg GAE/g a
extrakte korena zbieraného na jesen (V1) 333,1 mg

GAE/g suchej drogy. Pri porovnavani stanovenych

hodnoét sme zistili, Ze v metanolovom extrakte korena
z jarného zberu boli hodnoty 4,23-krat vyssie ako z
jesenného zberu.

K podobnym vysledkom dospeli Peschel a kol.
(2016), ktori sledovali vplyv roku a terminu zberu na
obsah polyfenolov v koreni s podzemkami. Uvedeni
autori zistili, ze obsah fenylpropanoidov (rosavin,
rosarin, rosin) a fenyletanoidov (salidrozid), ktoré
patria ku polyfenolom, bol najvyssi (3692 pg.ml?)
v trefom roku pestovania a zbierany v jarnom
termine (marec). Stanovené hodnoty z jarného zberu
boli dvakrat vyssie ako hodnoty z jesenného zberu
(oktober) (1452 ug.ml?). Zaroven zistili, Ze obsah
polyfenolov v dalsich rokoch klesal. Vo Stvrtom
roku predstavovali polyfenoly v koreiioch s
podzemkami z marcového zberu 2654 pg.ml* a z
oktobrového zberu 1667 ug ng.ml?. V piatom roku
pestovania poklesla hodnota v marci na 2248 pg.ml?/
ml a v oktobri na 990 pg.ml™.

K opacnym vysledkom dospeli Kotodziej a kol.
(2013), ktori zistili, ze obsah fenylpropanoidov
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bol najvyssi v podzemku v piatom roku pestovania
a zbieraného v septembri (14 240 pg.ml?) a az v
d’alsich rokoch sa ich obsah znizoval. Tomsen a
kol. (2012) sledovali obsah fenylpropanoidov pocas
roznych fenofaz Rhodiola rosea L. Najvyssi obsah
polyfenolov (salidrozid, rosavin, rosarin, rosin)
stanovili v korenoch, ktoré sa zbierali na jar pred
pucanim rastliny.

Olennikov a kol. (2020) zaznamenali vyssi obsah
celkovych polyfenolov v podzemku (140,6 mg
GAE/g) ako v koreiioch (44,87 mg GAE/g) suchej
drogy zbieranej v septembri. V koreni zbieranom
na jesenn sme zaznamenali vyssi obsah polyfenolov
(333,1 mg GAE/g suchej drogy) ako autori.

Peschel a kol obsah
fenylpropanoidov v koreni a podzemkoch, ktoré boli

(2013) porovnavali

extrahované v réznych rozpustadlach (etanol 45 %,
etanol 70 %, metanol) a zistili, Zze v podzemku bol
obsah fenylpropanoidov 2,5 — 3,5-krat vyssi ako
v korenoch. Zaroven spozorovali, Ze koncentracia
fenypropanoidov stipala v poradi etanol 45 %, etanol
70 %, metanol.

IvaniSovaakol. (2018) stanovili obsah polyfenolov
v etanolovom (80 %) extrakte drogy koreiia v koreni
Rhodiola rosea L. zakapeného v obchode 1 76,64 mg
GAE/g suchej drogy.

Chen a kol. (2013) porovnavali obsah polyfenolov
v etanolovom (50 %) extrakte drogy korena a
fermentovani drogu, ktora bola po fermentacii
extrahovana etylacetatom a zistili, ze vys$i obsah
polyfenolov mala fermentovana droga (241,58
mg GAE/g suchej drogy). Obsah polyfenolov v
etanolovom extrakte predstavoval 142,12 mg GAE/g
suchej drogy.

Tasheva a Kosturkova (2012) porovnavali obsah
polyfenolov, flavonoidov a antioxida¢nu aktivitu
drogy korena a podzemkov vypestovanej v skleniku a
drogy ziskanej z horskej oblasti. Vyssie hodnoty boli
zistené v droge z horskej oblasti. Obsah polyfenolov
dosahoval 56,11 mg GAE/g a flavonoidov 12,48 mg
QE/g suchej drogy. Pri porovnavani nasSich hodnot s
hodnotami/tdajmi uvedenych autorov sme v naSich
analyzach zaznamenali vy3Sie hodnoty polyfenolov
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aj flavonoidov.
obsah
flavonoidov v metanolovom extrakte vzorky drogy

V  naSom experimente celkovych
korena z jarného zberu bol 15,2 mg QE/g suchej
drogy; co je 1,9-krat vyssi obsah ako z jesenného
zberu (7,8 mg QE/g suchej drogy). Tieto hodnoty
st vySSie v porovnani s udajmi Olennikova a kol.
(2020), ktori uvadzaju obsah celkovych flavonoidov
v podzemku 0,75 mg QE/g a v korenoch 1,89 mg
QE/g suchej drogy.

Rovnako pri porovnani naSich hodnét obsahu
flavonoidov s hodnotami IvaniSovej a kol. (2018) sme
zistili v metanolovom extrakte z homogenizovaného
korena s podzemkami vysSie hodnoty flavonoidov
ako uvedeni autori (2,64 mg QE/g suchej drogy)
v etanolovom extrakte zo zakupeného korena
Rhodiola rosea L.

Antioxida¢nu aktivitu sme stanovili metodou
ABTS a DPPH. Metddou pomocou ABTS™ radika-
lu sme v metanolovom extrakte korenia z jarného
zberu zistili celkovi antioxida¢nt aktivitu v prieme-
re 22,758 mg TEAC/g a z jesenného zberu 5,595 mg
TEAC/g suchej drogy. Pri porovnani stanovenych
hodnot sme zistili, Ze v extrakte z koreflov z jarného
zberu bola az 4,07-krat vyssia hodnota antioxida¢ne;j
aktivity ako z drogy z jesenného zberu.

IvaniSova a kol. (2018) stanovili metédou ABTS
antioxida¢nu aktivitu v etanolovom (80 %) extrak-
te drogy korena v koreni Rhodiola rosea L. zakipe-
né¢ho v obchode 315,37 mg TEAC/g suchej drogy,
¢o je podstatne vyssia hodnota antioxidacnej aktivi-
ty v porovnani s naSimi metanolovymi extraktmi.

Pri stanoveni antioxidac¢nej aktivity pomocou
metédy s DPPH radikalom sme zistili, Ze metano-
lovy extrakt z koretla z jarného zberu mal vysSiu
kapacitu vychytdvania radikalov. Pri prepocte %
RSC na 1 pl extraktu bola priemerna hodnota pri
jarnom zbere 6,699 % a pri jesennom zbere 1,911 %.
Na zéklade porovnania uvedenych hodnét mézeme
konstatovat’, Zze v extrakte korefiov z jarného zberu
bola 3,51-krat vysSia hodnota kapacity/aktivita
vychytavania radikalov ako z drogy z jesenného
zberu.



Olennikov a kol. (2020) stanovili antioxida¢nu
aktivitu metédami (DPPH:, ABTS™", 02, .OH) v
podzemnych Castiach drogy zbieranej v septembri
a zistili, ze vysSie hodnoty zaznamenali v extraktoch
korenov ako podzemkov.

Pri porovnavani nami zaznamenanych hodnot
polyfenolov, flavonoidov, antioxidacnej aktivity v
extraktoch korena Rodiola rosea L. a hodnot, ktoré
stanovili ini autori, sme zistili rozdiely v zavislosti
od lokality, terminu, roku zberu, pouzitej Casti

podzemného organu a pouzitého extrakéného cinidla.

ZAVER

V experimentalnej $tadii sme sledovali vplyv
lokality (Levoca), terminu (jar — marec, jesen —
november) a roku zberu (2018, 2019) na mnozstvo
obsahovych latok v koreni Rhodiola rosea L. v tre-
tom roku ekologického pestovania. V metanolovych
extraktoch korenov z jarného a jesenného terminu
zberu sme stanovili obsah celkovych polyfenolov,
flavonoidov a antioxida¢nu aktivitu. Na zaklade na-
Sich experimentov moézeme povedat, Ze najviac
hlavnych obsahovych latok a najvyssiu antioxidac-
nu aktivitu vykazovali extrakty z korena zbieraného
na jar, pred pucanim. Uskutocnené experimenty
potvrdili vyssi obsah polyfenolov v koreni z jarného
zberu (1410 mg GAE/g) ako v koreni z jesenného
zberu (333,1 mg GAE/g suchej drogy). Podobne
sme zaznamenali vyS$$i obsah flavonoidov v koreni z
jarného zberu (15,2 mg QE/g) ako v koreni z jesenného
zberu (7,8 mg QE/g suchej drogy). Aj antioxidacna
aktivita, stanovena pomocou radikalu ABTS™,
vykazovala vysSie hodnoty v koreni z jarného zberu
(22,758 mg TEAC/g) ako v koreni z jesenného zberu
(5,595 mg TEAC/g suchej drogy). Pomocou DPPH"
radikalu sme stanovili v metanolovom extrakte
korena z jarného zberu 3,51-krat vysSiu hodnotu
antioxidacnej aktivity. Z dosiahnutych vysledkov
vyplyva, Ze metanolovy extrakt korenia Rhodiola ro-
sea L. z jarného zberu vykazoval niekol'’konasobne
vysSie hodnoty sledovanych parametrov ako extrakt

korena z jesenného zberu. KedZe koncentraciu

obsahovych latok v rastline ovplyviiuju aj iné faktory
prostredia ako lokalita, termin a rok zberu, bolo
by potrebné v danych experimentoch pokracovat.
Zaroven by bolo vhodné pouzit’ extrakéné metody a
extrakéné ¢inidla. Podzemna ¢ast’ rastliny Rhodiola
rosea L. je vyznamnym zdrojom polyfenolov,
flavonoidov a antioxidacnej aktivity a ma uplatnenie v
profylaxii a liecbe ochoreni sposobenych oxidacnym
stresom.
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ABSTRAKT

Huby su zaujimavé svojou rozmanitost'ou, o
ktorej svedéi viac ako 1200 entemopatogénnych
druhov hiub. Cordyceps patri medzi jeden z
najvicsich rodov, ktory ma viac ako 500 druhov
a odréd. Medzi najviac preskimané druhy tohto
rodu patri militaris, liangshamensis, gunnii,
sobolifera, cicadicola, ktoré vykazujia lie¢ivé a
medicinske vlastnosti.

Jednym z najznamejSich druhov je Cordyceps
sinensis (CS). Patri medzi jedlé exotické huby.
Jeho rast a vyvoj prebieha na hmyze, na ktorom
Vd’aka
blahodarnym ucinkom na organizmus sa Cordy-
ceps  sinensis
prostriedky ¢inskej mediciny. Liecba prostred-

parazituje. svojim vSestrannym a

radi medzi najrozSirenejSie

nictvom CS naSla ¢asom svoje uplatnenie aj v
zapadnej medicine.
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Cielom nasSej Stadie bolo preskimat’ a
vzajomne porovnat’ antioxida¢nu aktivitu (AA)
hub Cordyceps sinensis pestovanych na dvoch
rozdielnych médiach, a to konkrétne hrach siaty
(Pisum sativum) a kukurica siata (Zea mays).
Extrakcia prebiehala v Styroch rozdielnych
rozpustadlach (voda, metanol, etanol a etylacetat)
dvoma rozdielnymi extrakciami (maceracia a
extrakcia). U vybranych vzoriek sa sledovala
antimikrobidlna aktivita a v nameranych IC
spektrach pritomnost’

latok

charakteristickych

funkénych skupin zodpovednych za
antioxida¢nu aktivitu.

Najvyssia antioxida¢na aktivita bola stanovena
u vzorky, ktorej médiom bola kukurica,
najvhodnej$im rozpustadlom bol metanol a
extrakcia, ktorou sa izolovali obsahové latky,
bola maceracia. NajniZS§iu hodnotu strednej

inhibi¢nej koncentracie (IC_"*"") a tym najvysSiu



antioxida¢nu aktivitu vykazoval metanolovy

extrakt ziskany maceraciou vzorky hub
pestovanych na kukurici siatej (2,94 mg.ml").
Antimikrobidlna aktivita v ziskanych extraktoch
nebola pozorovana.

KPacové slova: antioxidaéna  aktivita;
Cordyceps sinensis; DPPH radikal; hrach siaty;

kukurica siata

ABSTRACT

Mushrooms are interesting for their diversity,
as evidenced by more than 1200 species of
entemopathogenic fungi. Cordyceps is one of the
largest genera, with more than 500 species and
varieties. Other known species of this genus with
healing properties and medicinal effects include
militaris, liangshamensis, gunnii, sobolifera, ci-
cadicola.

One of the best known species is Cordyceps
sinensis (CS). It belongs to the edible exotic
mushrooms. Its growth and development takes
place on insects, on which it parasitizes. Due to
its versatile and beneficial effects on the body,
Cordyceps sinensis is one of the most widespread
remedies in Chinese medicine. Over the time, the
treatment through CS has also found application
in Western medicine.

The aim of our study was to investigate
and influence the antioxidant activity (AA) of
Cordyceps sinensis fungi grown on two different
media, namely sweet peas (Pisum sativum) and
maize (Zea mays). The extraction was carried out
in four different solvents (water, methanol, ethanol
and ethylacetate) by two different extractions
(maceration and extraction). Antimicrobial
activity and the presence of characteristic
functional groups of substances responsible for
antioxidant activity in the measured IR spectra
were monitored in the selected samples.

The highest

determined in a sample whose medium was maize,

antioxidant activity was

the most suitable solvent was methanol and the
extraction by which the constituents were isolated
was maceration. The lowest value of the mean
inhibitory concentration (IC_"**") and thus the
highest antioxidant activity was shown by the
methanol extract obtained by maceration of a
sample of mushrooms grown on sown maize (2.94
mg.ml?). Antimicrobial activity was not observed
in the obtained extracts.

Key words: antioxidant activity; Cordyceps
sinensis; DPPH radical; maize; pea

UVOD

Tradi¢na Cinska medicina, ktora preziva dodnes,
je pre vedcov a lekarov zéhadna do dneSnych
Cias. Zaklad tejto c¢inskej mediciny nepredstavuje
Samanizmus, respektive urcitt formu okultizmu, ale
zber a vyuzivanie liecivych rastlin, ich €asti, zber hub
a inych darov prirody. Mnohé davne bylinné recepty
upadli do zabudnutia aj negativnym vplyvom vtedaj-
Sej a aj stiCasnej spoloc¢nosti. Treba v§ak poznamenat,
ze ani tradicné cinska medicina nie je vSelieckom na
kazdé existujuce ochorenie. V pripade ochoreni, ako
st onkologické a autoimunitné ochorenia, vie vSak
vyrazne ovplyvnit kvalitu I'udského Zivota.

Jednym z malych ,,zazrakov tejto tradi¢nej
¢inskej
Cordyceps. Rod Cordyceps (Sung, 2007) ma svoju
bohat historiu. Ta sa zacala pisat’ pred viac ako 2000

mediciny je rod parazitujicich hub

rokmi. K objaveniu tohto rodu doslo netradicnym a
zaujimavym sposobom. Zakladom sa stala vitalita,
energia a sila chovaného dobytka na tibetskych
pastvinach.

Huby Cordyceps rasti vo vysokych
nadmorskych vyskach od 2000 az po 6000 metrov

rodu

nad morom v Cine a Nepale (Zhu, 1998). Patria
do skupiny exotickych a Specifickych liec¢ivych
hub. Specifickostou tejto huby je predovietkym
rast a spdsob rozmnozovania sa, ktory zacina na
cudzom hostitel'ovi (Hobbs, 1995). U kazdého druhu
Cordyceps je hostitelom iny hmyz.
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Jednym z najviac preskimanych druhov je
Cordyceps sinensis. Vdaka

ucinkom je predmetom zaujmu aj v zapadnej medi-

Sirokospektralnym

cine. Pozitivne u¢inky Cordyceps boli zaznamenané
pri lieCbe pecene, obli¢iek (Holliday, 2008) a
imunitného systému (Yamaguchi, 1990). Literatira
popisuje zapojenie hub do podpornej liecby pri
civilizacnych ochoreniach, ako st nddorové ochore-
nia (Xu, 1992), metabolické ochorenia a kardio-
vaskularne ochorenia (Xiang, 2016). NezanedbateI'né
su taktiez antibakteridlne, antifungalne, protizapalo-
vé (Kim, 2003) a antioxidacné Gcinky (Jiang, 1995).
Aj na zaklade tychto vedeckych zisteni sa tak dopyt
po Cordyceps neprimerane zvysil.

Medzi

zodpovedné za

najvyznamnejSie  zlozky, ktoré st
vacSinu  pozitivnych c¢inkov,
patri kyselina cordycepova (Tuli, 2014). Dalsimi
bioaktivnymi zlozkami st esenciadlne aminokyseliny,
steroly, nukleozidy (Li, 2006), vitaminy a tiez

chemické prvky (Zhou, 2009).
MATERIAL A METODY

Huby boli dodané Technickou univerzitou vo
Zvolene. Ich kultivaciu uskutocnila firma Mykoforest
VelCice. Kultivacia hub prebichala formou pevnej
fermentacie na dvoch typoch substratu: kukurica
siata a hrach siaty. Rozpustadla, ktoré sa pouzili na
extrakciu, boli destilovana voda, metanol, etanol a
etylacetat. Antioxidacna aktivita sa stanovila DPPH
metodou.

Vzorka P — kmen Cordyceps sinensis, substrat
hrach siaty
VzorkaC — kmenn Cordyceps sinensis, substrat

kukurica siata

Na maceraciu sa navazilo 5 g suSiny hub. Po
pridani 50 ml rozpustadla (voda, metanol, etanol a
etylacetat) boli tieto roztoky extrahované 24 hodin
pri laboratornej teplote v tme. Nasledne sa vzniknuté
extrakty prefiltrovali a zahustili na rotacnej vakuovej
odparke (IKA RV 10 digital, Nemecko).
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Extrakcia ultrazvukom sa uskutocnila identicky
s 5 g susiny a 50 ml rozpustadla, pri teplote 65 °C
po dobu jednej hodiny. Extrakcia sa uskutocnila
prostrednictvom ultrazvuku Bandelin = Sonorex
Digitec s frekvenciou 35 kHz, P 140/560 W a DT 103
H, Nemecko, 2013. Vzniknuté extrakty sa po extrakcii
prefiltrovali a zahustili vo vakuovej odparke.

U takto pripravenych extraktov hub bola
stanovend antioxida¢na aktivita DPPH metodou.
Pripravené extrakty boli pred meranim riedené v
pomere 1 : 1. Merania prebiehali pri laboratérnej
teplote a pri vlnovej dizke 517 nm pomocou UV-
VIS S12,
Antioxidacna aktivita meranych vzoriek sa vypocitala
zo vztahu T (%) = (Ay — A,,/Ag) * 100, kde 1
(%) predstavuje inhibiciu aktivity radikalu DPPH,
A, je absorbancia slepého roztoku DPPH a A , je

spektrofotometra (Libra Nemecko).

absorbancia vzorky po 30 minutovej inkubdcii v tme
pri laboratornej teplote od pridania roztoku DPPH.

U vzoriek, ktoré vykazovali najvysSiu hodnotu
antioxidacnej aktivity, sa stanovila antimikrobialna
aktivita na Katedre mikrobiolégie a imunologie
Univerzity veterinarskeho lekarstva a farmacie v
Kosiciach. Stanovenie prebiehalo na agarovych
platniach naoCkovanych dvoma

kmenmi Staphylococcus aureus a Escherichia coli.

bakterialnymi
Infracervené spektrd pripravenych extraktov
boli merané na Univerzite Pavla Jozefa Safarika v
Kogiciach (IC spektrofotometer — Thermo Scientific
Nicolet 6700 FTIR, Nemecko).

VYSLEDKY

V stcasnosti existuje viacero metdd na stanovenie
antioxidacnej aktivity vzoriek. Jednou z najviac
pouzivanejSich a sucasne pomerne jednoduchych
metodd je stanovenie antioxidacnej aktivity pomocou
DPPH radikalu (Sigma Aldrich) (Sharma, 2009).
Tato metdda je zalozena na elimindcii kyslikovych
a syntetickych radikalov. Absorbancia vzoriek sa
merala pri vlnovej dizke 517 nm. Tejto hodnote
vlnovej dizky zodpovedala najvyssia hodnota

absorbancie pripraveného roztoku DPPH radikalu



Graf 1: Porovnanie antioxida¢nej aktivity extraktov
vzoriek hib v rozpuist’adle destilovana voda (C1)

Graf 2: Porovnanie antioxidac¢nej aktivity extraktov
vzoriek hib v rozpust'adle metanol (C2)
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Graf 3: Porovnanie antioxidac¢nej aktivity extraktov
vzoriek hub v rozpust'adle etanol (C3)

Graf 4: Porovnanie antioxidacnej aktivity extraktov
vzoriek hub v rozpust'adle etylacetat (C4)
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Graf S: Porovnanie antioxida¢nej aktivity extraktov
vzoriek hub v rozpistadle metanol (P2)

Graf 6: Porovnanie antioxida¢nej aktivity extraktov
vzoriek hib v rozpist’adle etanol (P3)
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Graf 7: Porovnanie antioxida¢nej aktivity extraktov
vzoriek hib v rozpust’adle etylacetat (P4)
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a bola pouzita pri vSetkych meraniach. Celkova
absorbancia sa vypocitala ako priemer absorbancii
troch po sebe iducich merani. Vysledky su zhrnuté v
grafoch 1 az 7.

Na zéklade stanovenej antioxidacnej aktivity
(vid' grafy 1 — 7) sa vypocitala strednd inhibi¢na
koncentracia (IC,P*"") (vid’ tab. 1). Téato strednd
inhibi¢na koncentracia je definovana ako koncentracia
extraktu, pri ktorej bolo 50 % radikalov zachytenych
za danych podmienok. Vypocitané hodnoty IC_P**",
prostrednictvom rovnice y = ax + b, vykazovali
linearnu zavislost' (Shimamura, 2014). Zaroven sa
urcila spolahlivost’ (R?). Z merani vyplyva, Ze ¢im
je nizsia hodnota IC_°""", tym je vySSia hodnota
antioxidacnej aktivity (Kumawat, 2012).

U piatich vzoriek sa sledovala antimikrobialna
aktivita. Ako vzorky boli vybraté extrakty hub, ktoré
vykazovalinajvyssie hodnoty antioxidacnej aktivity. U
tychto extraktov sa predpokladalo, ze moézu vykazovat
antibakterialnu aktivitu. Jednalo sa predovsetkym o
vSetky Styri metanolové extrakty ziskané extrakciou
ultrazvukom a maceraciou (extrakty C2 a P2) a jeden
etanolovy extrakt (P3, maceracia). Antibakterialne
ucinky sa testovali na agarovych platniach agarovou
metdédou (Rojas, 2006), na dvoch bakterialnych
kulturach Staphylococus aureus a Escherichia coli.
Dané baktérie boli kultivované pri teplote 37 °C,
a to po dobu dvadsiatich hodin v BHI bujone. Ich
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nasledné riedenie sa realizovalo prostrednictvom
fosfatového  fyziologického roztoku. Samotna
kultivacia prebiehala pri teplote 37 °C po dobu 24
hodin.

Z infracervenych spektier je mozné zistit' vinocty
prisltichajice vybranym funkénym skupindm latok.
Tieto pasy sa pozorovali vo vsetkych nameranych
spektrach extraktov a poukazuji na pritomnost’
zlicenin zodpovednych za antioxidac¢nt aktivitu.
DISKUSIA

Huby patria do skupiny heterotréfnych
organizmov, pricom ich fylogeneticky povod bol
dlho neznamy. Medzi jedny z najznamejSich a v
sucasnosti aj najviac skiumanych hub patria huby
rodu Cordyceps (Kim, 2003; Blackman, 2004; Sung,
2007; Muslim, 2010). Ich naro¢ny zber a neposta-
¢ujuci dopyt na trhu podnecuje vedcov hladat
vhod-né sposoby umelej kultivacie. Z doterajsich
vysledkov vyplyva, Ze spdsob kultivacie s vhodne
zvolenym substratom zohrava vyznamnt ulohu pri
zastupeni uU¢innych latok v kone¢nom produkte.
Ukazuje sa, Ze svoju tlohu pri izolacii u¢innych la-
tok z hib ma aj samotné rozpustadlo, v ktorom
prebicha extrakcia. Toto tvrdenie vychadza zo
zistenia, ze antioxidacnd aktivita v rozdielnych
rozpustadlach pri tej istej extrakcii a rovnakych
podmienkach je rozdielna.

Vytaznost pripravenych extraktov sa pohybovala
v rozmedzi od 1,41 % (P4, maceracia) do 10,41 %
(P1, maceracia). Porovnatelné hodnoty danych
boli
uvedenymi v literature (Ungvarska-Mal'ucka, 2018).

vytaznosti porovnatelné s vytaznostami
Ta uvadza vytaznosti v rozmedzi od 1,7 % do 10 %.

Antioxida¢na aktivita extraktov hub pestova-
nych na kukurici siatej ziskanych maceréciou sa po-
hybovala v rozmedzi od 94,79 % (rozpustadlo
metanol) do 28,89 %
(vid’ graf 1 — 4). Po zriedeni danych roztokov tato
aktivita postupne klesala. V danych roztokoch

nebol pritomny zakal, roztoky boli ¢ire a dobre

(rozpustadlo etylacetat)

meratelné. V pripade vodnych extraktov zo vzoriek



Tab. 1: Vypocet IC, ™

IC,,°"" [mg.ml*]
Macerécia uI];:r);tzrlejEc?m Macerécia uI]tE;tzr\a;lJi?m Rozpustadlo
C1 4,22 4,80 P1 * * Destilovana voda
C2 2,94 2,78 P2 3,40 5,30 Metanol
C3 7,64 4,81 P3 5,58 7,44 Etanol
C4 17,02 66,68 P4 11,21 10,67 Etylacetat

* yznik zakalu, hodnota neuréena

hub pestovanych na substrate hrachu siateho (P1), sa
stretivame s problémom zakalenia roztokov. Tento
problém sme sa snazili odstranit’ centrifugaciou
pripravenych roztokov, avsak ani po centrifugovani
roztoky nedosahovali pozadovanu ¢irost. Prejavom
pritomnosti zakalu v roztokoch bola neprimerane
vysoka hodnota absorbancie. Zakal vodnych extraktov
bol natolko ruSivy, Ze stanovenie antioxidacnej
aktivity sa nepodarilo. Predpokladame vsak, ze dané
roztoky mohli mat’ vyrazni antioxidacnt aktivitu,
nakol’ko po pridani DPPH radikdlu dochadza k
vyraznej zmene zafarbenia roztokov. Tento problém
sa odstranil po zmene rozpustadla za metanol,
etanol a etylacetat. V pripade extraktov hub, ktorych
substratom bol hrach siaty, najvyssSiu antioxida¢ni
aktivitu vykazovali etanolové roztoky (85,36 %; P3)
%, P4) (vid’ graf 7). Z uvedeného vyplyva, ze voda
a etylacetat nie si najvhodnejSie rozpustadla pouzité
na izolacie G¢innych latok z hub rodu Cordyceps
sinensis pestovanych na substratoch kukurica siata a
hrach siaty.

Antioxidac¢na aktivita extraktov hub pestova-
nych na kukurici siatej ziskanych extrakciou
ultrazvukom sa pohybovala v rozmedzi od 90,60
% (C2, metanolovy roztok) po 21,30 % (C4,
etylacetatovy roztok) (vid’ graf 1 —4). Zakal v pripade
tychto rozpustadiel nebol pritomny. NajvyssSie
stanovend hodnota antioxidacnej aktivity vSak
dosahuje niz$iu hodnotu (90,60 %; C2) v porovnani s

maceraciou (94,79 %; C2) pre najvyssie koncentracie
metanolovych roztokov (vid’ graf 2). Predpokladame,
ze svoju ulohu tu mdze zohravat’ aj vyssSia teplota
ultrazvukovej extrakcie (65 °C) oproti maceracii,
ktora prebieha pri laboratornej teplote.

U pripravenych extraktov hub ultrazvukovou
extrakciou pestovanych na hrachu siatom opéat
pozorujeme problém vzniku zékalu vodnych rozto-
kov. Vzniknuty zakal sa neodstranil ani opakovanou
filtraciou, ani opakovanou centrifugaciou. Preto
tieto vodné roztoky nie s zahrnuté do celkového
vyhodnotenia. NajvysSia antioxida¢na aktivita bola
zaznamenand v pripade metanolovych roztokov
(71,20 %; P2) (vid’ graf 5) a najnizSia v pripade
etylacetatovych roztokov (52 %, P4) (vid graf 7).
T& v3ak v porovnani s maceraciou vyrazne stipla
(vid graf 7). Z danych merani vyplynulo, ze pouZzité
rozpustadla ovplyvnili pritomnost’ G¢innych latok v
meranych extraktoch zodpovednych za antioxidacnii
aktivitu. Rozpustadlo etylacetat sa javi ako najmene;j
vhodné rozpustadlo, nakolko antioxidacné aktivita
vSetkych pripravenych extraktov bola znacne nizka.
Problém destilovanej vody a vznikunezelaného zakalu
nemusi hned” znamenat' nevhodnost’ destilovanej
vody ako rozpustadla, musi sa vSak hl'adat’ vhodny
spdsob jeho odstranenia. Vhodne zvolené rozpustadla
st predovsetkym metanol a etanol.

Stredna inhibi¢na koncentricia IC,°"™" je
parametrom vyuzivanym na porovnanie antioxidac-

nej aktivity. Jej nizSia hodnota znamena lepsSiu
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aktivitu zachytdvania radikalov (Kumawat, 2012).
Celkové hodnoty IC_P*" st uvedené v tabulke 1.
Extrakty hub extrahovanych v metanole a etanole
vykazovali dobru schopnost zachytavat' DPPH
radikal. Hodnoty [IC > extraktov ziskanych
maceraciou z hub pestovanych na kukurici siatej sa
pohybovali v rozmedzi od 2,94 mg.ml? (metanolovy
roztok) do 17,02 mg.ml? (etylacetatovy roztok).
Rovnaké zistenie sa pozorovalo aj v pripade extrakcie
ultrazvukom, kedy metanolovy extrakt dosahoval
najniz8iu hodnotu IC_ P*"" (2,78 mg.ml*), kym extrakt
htb s pouzitym rozpustadlom etylacetat dosahoval
neporovnatel'ne vyssiu hodnotu.

Extrakty hub Cordyceps sinensis pestované na
substrate hrach siaty vykazovali paralelné zistenia.
Hodnoty IC,°"™" metanolovych roztokov pri
maceracii a suCasne aj pri extrakcii ultrazvukom
a 5,30 mg.ml*. Extrakty htib v rozptastadle etylacetat
dosahovali najvyssie hodnoty, poukazujuc na znacne
nizSiu antioxida¢nu aktivitu oproti etanolovym a
metanolovym extraktom. Stanovit’ hodnotu IC,°""
vodnych roztokov nebolo mozné z dévodu zakalenia
2014 uvadza,
antioxida¢na aktivitu zodpovedaju predovsetkym

roztokov. Literatara Tuli, 7e za
polysacharidy, ktoré sa zucasthujii odstranovania

volnych radikadlov. Vzhladom na pritomnost
cordycepinu a D-manitolu (Li, 2006) v tychto hubach
predpokladame, ze ich pritomnost’ v metanolovych
extraktoch ovplyvnila zistené¢ hodnoty antioxidacne;j
aktivity.

U piatich vzoriek sa sledovala antimikrobialna
aktivita. Vybraté boli vzorky s najvyssou hodnotou
antioxidacnej aktivity. Jednalo sa o vSetky Styri
metanolové extrakty ziskané extrakciou ultrazvukom
a maceraciou (extrakty C2 a P2) a jeden etanolovy
extrakt (P3, maceracia). Ani jedna z tychto vzoriek
nevykazovala antimikrobidlnu aktivitu. Odborna
literatra uvadza, Ze za antimikrobialnu aktivitu
zodpovedaju zlu¢eniny patriace do skupiny peptidov,
glykoproteinov a v nemalej miere aj samotny
cordycepin (Manjunatha, 2009).

U vSetkych pripravenych vzoriek extraktov
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hub sa odmerali IC spektra. Z analyzy odmeranych
spektier je mozné priradit vinoCty vybranym
funkénym skupinam latok. V prvom rade ide o silné
pasy symetrickej a rovnako aj asymetrickej vibracie
karboxylovej skupiny. Literatira popisuje pritom-
nost’ tychto pasov v oblasti od 1500 cm™ do 1630 cm
pre asymetrick(l vibraciu a v oblasti od 1300 cm™ do
1400 cm* pre symetricku vibraciu (Nakamoto, 1963;
Oldham, 1987). Tieto pasy sa pozorovali vo vsetkych
nameranych spektrach extraktov a poukazuji na
pritomnost’ zlicenin obsahujucich karboxylova
skupinu. V nameranych IC spektrach sa pozorovali
aj intenzivne a Siroké pasy prisluchajice valenénym
vibraciam v (O-H) skupin v oblasti okolo 3400
cm™. Hodnoty vlno¢tov vibracii v (O-H) moézu byt
v dosledku pritomnosti vodikovych vizieb posunuté
k niz§im hodnotam vlnoc¢tov. Pritomnost” pasov v
oblasti ~ 3000 cm™? je mozné priradit’ vibraciam va-
zieb C-H. Tieto pasy maju sice malu intenzitu,
avSak v spektrach je ich poloha charakteristickd, a
teda aj lahko identifikovate'na. Vibracia C-H na
alifatickom uhliku sa objavuje tesne pod hodnotou
vino¢tu 3000 cm™. Nad 3000 cm™? sa dana vibracia
objavuje v pripade, ak atom uhlika je viazany v
aromatickom kruhu. Absorpéné pasy valencnych
vibracii v (C=C) st v nameranych spektrach pomerne
slabé. Objavujusav okolipriblizne 1650 cm™. Problém
pri charakterizacii tychto pasov je spdsobenym tym,
ze v ich okoli sa nachadzaji aj intenzivnejSie pasy.
Identifikacia tychto pasov v nameranych spektrach
bola zlozita. V oblasti ~ 1625 cm™ sa nachadzaju
absorpéné pasy prisluchajuce valencnym vibraciam
v (C,-N).

ZAVER

V stcéasnosti sa Cordyceps sinensis dostava do
popredia verejnosti predovsetkym ako vyzivovy
doplnok. Zaujimavy je nielen z hladiska svojho
zlozenia, ale rovnako aj preukazatenymi priazni-
vymi UCinkami. Nakolko je zaujem o prirodny
Cordyceps zna¢ne velky a jeho zber nie je jednodu-
chy, hladaju sa rieSenia jeho umelej kultivacie.



Bola stanovena a porovnana antioxidacna aktivita
danych extraktov. Ako najvhodnejsie rozptstadlo pre
uvedené extrakcie sa ukazuje metanol, naproti tomu
najmenej vhodnym rozpustadlom je etylacetat. Voda
ako pouzité rozpustadlo nemusi zakonite vystupovat’
ako nevhodné rozpustadlo. Je potrebné vSak najst’
vhodny spdsob odstranenia zakalu. Dané extrakty
hub nevykazovali antimikrobidlnu aktivitu.

Zo zisteni je mozné usudit’, ze vhodnej$im médiom
na kultivéciu je kukurica siata oproti hrachu siatemu.
Ako metdda ziskavania obsahovych latok bola v
tomto pripade vhodnejSia maceracia a rozpustadlo
metanol.

ZOZNAM LITERTURY

Blackman, M. R. et al.: Encyclopedia of
Dietary Supplement. New York: Marcel Dekker,
2004. 920.

Hobbs, C.: Medicinal Mushrooms: an
Exploration of Tradition, Healing, and Culture. Santa
Cruz (CA): Botanica Press, 1995, 251.

Holliday, J., Cleaver, M.: Medicinal value of
the caterpillar fungi species of the genus Cordyceps
(Fr.) Link (Ascomycetes). A review. International
Journal of Medicinal Mushrooms, 2008, 10 (3), 219.

Humber, R. A. et al.: Fungal pathogens and
parasites of insects. New York: Springer Dordrecht,
2000, 479 p.

Jiang, J. C., Gao, Y. F.: Summary of
treatment of 37 chronic renal disfunction patients
with JinShuiBao. Journal Administration Traditional
Chinese Medicine, 1995, 5, 23.

Kim, K. M., Kwon, Y. G., Chung, H. T., Yun,
Y. G., Pae, H. O., Han, J. A., Ha, K. S., Kim, W. T.,
Kim, Y. M.: Methanol extract of Cordyceps pruinosa
inhibits in vitro and in vivo inflammatory mediators
by suppressing NF-kB activation. Toxicology and
Applied Pharmacology, 2003, 190 (1), 1.

Kumawat, B. K., Gupta, M., Sinh, Y.: Free
radical scavenging effect of various extracts of leaves
of Balanite aegyptica (L.) delile by DPPH method.
Asian Journal of Plant Science and Research, 2012,

2 (3), 323.

Li, S. P, Yang, F. Q., Tsim, K. W. K.: Quality
control of Cordyceps sinensis, a valued traditional
Chinese medicine. Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 2006, 41 (5), 1571.

Manjunatha, U., Boshoff, H. 1., Barry, C. E.:
The mechanism of action of PA824: Novel insights
from transcriptional profiling. Communicative &
Integrative Biology, 2009, 2, 215.

Muslim, N., Rahman, H.: A possible new
record of Cordyceps species from Ginseng Camp.
Journal of Tropical Biology and Conservation, 2010,
6, 39.

Nakamoto, K.: Infrared spectra of
inorganic and coordination compounds. Journal of
Pharmaceutical Sciences, 1963, 52 (8), 818.

Oldham, C.: Carboxylates, Squarates and
Related Species in Coordination Compounds. Oxford:
MC Cleverty Pergamon Press, 1987, 435 p.

Rojas, J. J., Ochoa, V. J., Ocampo, S. A.,
Munoz, F. F.: Screening for antimicrobial activity
of ten medicinal plants used in olombian folkloric
medicine: A possible alternative in the treatment of
nonnosocomial infections. BMC complementary and
alternative medicine, 2006, 6, 2.

Sharma, O. P., Bhat, T. K.: DPPH antioxidant
assay revisited. Food Chemistry, 2009, 113 (4), 1202.

Shimamura T., Shimamura T., Sumikura
Y., Yamazaki, T., Tada, A., Kashiwagi, T., Ishikawa,
H., Matsui, T., Sugimoto, N., Akiyama, H., Ukeda,
H.: Applicability of the DPPH assay for evaluating
the antioxidant capacity of food additives-inter-
laboratory evaluation study. Analytical Sciences,
2014, 30 (7), 717.

Sung, G. H., Hywel-Jones, N. L., Sung, J.
M., Luangsa, J. J., Shrestha, B., Spatafora, J. W.:
Phylogenetic classification of Cordyceps and the
clavicipitaceous fungi. Studies in mycology, 2007, 57,
5.

Tuli, H. S., Sandhu S. S., Sharma, A.
K.: Pharmacological and therapeutic potencial of
cordyceps with special reference to cordycepin. 3
Biotech., 2014, 4 (1), 1.

91



Ungvarska-Malucka, L., Harvanova, J.,
Uhrinova, A., Salayovd, A., Pavlik, M., Rajtar, M.:
Antioxidant infrared

activity and spectroscopy

of alcoholic extracts obtained from
Paecilomyces hepiali (Ascomycetes). International
Journal of Medicinal Mushrooms, 2018, 20 (6), 11.

Xiang, F., Lin, L., Hu, M., Qi, X.: Therapeutic
efficacy of a polysaccharide isolated from Cordyceps
sinensis on hypertensive rats. International journal of
biological macromolecules, 2016, 82, 308.

Xu, R. H., Peng, X. E., Chen, G. Z., Chen,
G. L.: Effects of Cordyceps sinensis on natural killer
activity and colony formation of B16 melanoma.

Journale Chinese Medical, 1992, 105 (2), 97.

analysis

92

Yamaguchi, N., Yoshida, J., Ren, L. J., Chen,
H., Miyazawa, Y., Fujii, Y., Huang, Y. X., Takamura,
S., Suzuki, S., Koshimura, S.: Augmentation of
various immune reactivities of tumor-bearing hosts
with an extract of Cordyceps sinensis. Biotherapy,
1990, 2 (3), 199.

Zhou, X., Gong, Z., Su, Z., Lin, J., Tang, K.:
Cordyceps fungi: natural products, pharmacological
functions and developmental products. The Journal
of Pharmacy and Pharmacology, 2009, 61, 279.

Zhu, J. S., Halpern, G. M., Jones, K.: The
scientific rediscovery of an ancient Chinese herbal
medicine: Cordyceps sinensis: Part I. The journal of
alternative and complementary medicine, 1998, 4 (3),
289.



FOLIA PHARMACEUTICA CASSOVIENSIA, III., 3: 93 — 102, 2021

ANTIBIOFILMOVA UCINNOST VYBRANYCH SILIC NA BIOFILM-TVORIACE
KVASINKY CANDIDA ALBICANS A CANDIDA KRUSEI

ANTIBIOFILM EFFICIENCY OF SELECTED ESSENTIAL OILS ON
BIOFILM-FORMING YEASTS CANDIDA ALBICANS AND CANDIDA KRUSEI

Hornyak, Gabriella; Conkova, Eva

Katedra farmakoldgie a toxikoldgie
Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmécie v KoSiciach
Komenského 73, 041 81 Kosice
Slovenska republika

eva.conkova@uvlf.sk

ABSTRAKT

Rastlinné silice predstavuju vyznamny zdroj
prirodnych latok, ktoré sa vyznafuju roéznou
biologickou aktivitou. ZloZenie silic je variabilné
a Specifické pre kazdy rastlinny druh. Testovana
bola antifungilna a antibiofilmovda u¢innost’
8 komercnych rastlinnych silic z c¢ajovnika
citronového, diusky materinej, kéry gafrovnika
lekarskeho, z listu gafrovnika lekarskeho (Ho-
sho), Salvie lekarskej, Salvie muskatovej (mus-
kat), rosaliny a klincekovea vénavého na izola-
toch Candida albicans a Candida krusei. Pre
stanovenie citlivosti planktonickych buniek
a Dbiofilm tvoriacich kvasiniek bola pouzita
Standardna mikrodiluéna metéda M27-A2 (CLSI

2002). Planktonické bunky Candida albicans

vykazovali 100 % citlivost’ na silice z ¢ajovnika
citronového, gafrovnika a dusky materinej pri
MIC 0,4 mg.ml". Na planktonické bunky Candida
krusei boli najucinnejSie silice z gafrovnika a
dusky materinej (84,6 %); pri ktorych hodnoty
MIC boli v rozpiti 0,4 — 0,8 mg.ml". Pri testovani
0 h a 48 h biofilmu C. albicans bola zistena 100
% efektivita silice z cajovnika citronového v
najnizSej testovanej koncentracii 0,1 mg.ml’.
Silica z dusky materinej bola najacinnejSia na 0
h biofilm Candida krusei, so 100 % aktivitou pri
MIC 0,4 — 0,8 mg.ml"' a 88,9 % efektom na 48 h
biofilm s MIC 0,1 — 0,8 mg.ml".

KrPucové slova: antibiofilmova aktivita; biofilm;
Candida albicans; Candida krusei; rastlinné silice
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ABSTRACT

Essential oils are important source of natural
substances, impacting various biological activities.
The composition of essential oils is variable and
specific to each plant species. The antifungal and
potencial antibiofilm efficiancy of 8 commercial
essential oils gained from lemon-scented tea tree,
wild thyme, camphor tree bark, camphor tree
leaf (Ho-sho), common sage, clary sage, swamp
paperbark and cloves was tested on isolates of
Candida albicans and Candida krusei. The stan-
dard microdilution method M27-A2 (CLSI
2002) was used to determine the susceptibility of
planktonic and biofilm-forming cells.

Planktonic cells of Candida albicans were
the most sensitive (100 %) to essential oils from
lemon-scented tea tree, camphor tree bark and
wild thyme at an MIC of 0.4 mg. ml"'. Essential oils
from camphor tree bark and wild thyme were the
most effective for Candida krusei planktonic cells
(84.6 %), with MIC values of 0.4 — 0.8 mg.ml".

When testing 0 h and 48 h biofilm of C.
albicans, 100 % efficacy of lemon-scented tea tree
was found at the lowest tested concentration of
0.1 mg.ml’. Essential oil of wild thyme was the
most effective on 0 h biofilm Candida krusei, with
100 % activity at MIC 0.4 — 0.8 mg.ml'and 88.9 %
effect on 48 h biofilm with MIC 0.1 — 0.8 mg.ml".

Key words: biofilm;
Candida albicans; Candida krusei; plant essential
oils

antibiofilm activity;

UvVOoD

Rod Candida zahrnia priblizne 150 druhov, ktoré
su detegované vacsinou ako jednobunkové kvasinky,
niektoré druhy vsak maju schopnost’ vytvarat aj
iné formy, ako su pseudohyfy a hyfy (Moran a kol.,
2012).

Medicinsky vyznamnych kandid, ktoré su pric¢inou
infekcii u Tudi, je osem druhov. Najcastej$imi
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pbvodcami mykotickych ochoreni st Candida
albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. dublinensis, C.
glabrata, C. brumptii, C. catenolata, C. intermedia.
Kandidové infekcie postihuja hlavne povrch
sliznic a ich prejavom je najma vulvovaginalna
a orofaryngealna kandidéza. Vulvovaginitidy,
ktorych pévodcom je Candida spp., st najéastejSou
kandidézou v Eurépe a druhou najrozSirenejSou
mykozou v USA (Votava, 2003).

C. albicans sa vyznacuje najvyssou patogenitou
a z klinického materialu je izolovana najcastejSie.
Candida krusei je v poradi piatym najbeznej$im
izoldtom rodu Candida spoésobujucim infekcie u
I'udi na celom svete. Postihuje najmé pacientov s
neutropéniou. VyznaCuje sa multirezistenciou na
lieciva, a to kvoli prirodzenej rezistencii na flukonazol
a znizenej citlivosti na flucytozin a amfotericin B
(Pfaller, 2008).

Jednym z prejavov patogenity mikroorganizmov
je tvorba biofilmu. Biofilm predstavuje spoloc¢enstvo
mikroorganizmov, ktoré zije v extracelularnej
polymérnej matrici pripojenej k pevnému Zzivému
alebo nezivému povrchu. Mikroorganizmy v
biofilme, na rozdiel od planktonickych buniek, st
schopné menit’ svoj fenotyp, preto su rezistentnej-
Sie voci antimykotikam a priebeh infekcii sposobe-
nych biofilmami moéze byt podstatne zavaznejsi
(Garrett a kol., 2008).

Vzhladom na voci

odolnost”  biofilmu

antimikrobidlnym lie¢ivdm je potrebné¢ hladat’
latky s

antimykotickym uc¢inkom. Cielom tejto Studie bolo

alternativne  lieCivé potencialnym
otestovat’ antifungalnu a antibiofilmovu aktivitu

vybranych komer¢nych rastlinnych silic.
MATERIAL A METODY

Tvorba biofilmu bola otestovana na 11 klinickych
izolatoch Candida albicans a 13 izolatoch Candida
krusei, ktoré poskytol Ustav lekarskej a klinickej
mikrobioloégie  Univerzitnej nemocnice Louisa
Pasteura v KoSiciach a na referenénych kmenoch

Candida albicans CCM 8215 a Candida krusei CCM



Tab. 1: Interpreta¢né kritéria pre hodnotenie tvorby biofilmu

Priemerna hodnota OD Produkcia biofilmu
OD< ODc¢ Ziadna
ODc < OD <2x ODc Slaba
2x ODc < OD <4x ODc Mierna
OD> 4x ODc Silna

OD — opticka denzita vzorky; ODc — priemerna hodnota negativnej kontroly +

3x SD negativnej kontroly

8271 (Ceské sbirka mikroorganizmt, Brno, Ceska
republika). Na testovanie bola pouzitd metodika
podla Jina a kol. (2003), Ciasto¢ne modifikovana.
Intenzita tvorby biofilmu bola vyhodnotena podla
interpretacnych kritérii (vid’ tab. 1), ktoré uvadzaju
Ruchi a kol. (2011).

Citlivost’ planktonickych buniek a biofilm-
tvoriacich kvasiniek Candida albicans a Candida
krusei na rastlinné silice bola testovana Standardnou
mikrodiluénou metédou M27-A2 (CLSI, 2002).

Vychodzia koncentracia (400 mg.ml?) rastlin-
nych silic z ¢ajovnika citrébnového — Leptospermum
petresonii aetheroleum, dusky materinej — Serpylli
aetheroleum, klin¢ekovca vonavého — Syzygi folii
aetheroleum, salvie muskatovej (muskat) — Salvia
sclarea aetheroleum, Salvie lekarskej — Salviae
officinalis Melaleuca
ericifoliae aetheroleum, gafrovnika — Cinnamomi
camphorae aetheroleum (silica Ho-sho, ziskana
z listov) a Cinnamomi camphorae aetheroleum —
ziskanej z dreva a vetiev (PharmDr. Peter Hanus,
HANUS - bylinné pripravky, Nitra, SR) bola
pripravena nariedenim parafinom. Sterilita roztokov
bola zabezpe€ena filtraciou cez 0,22 um sterilné
strickackové mikrofiltre (Frisenette ApS, Knebel,

Dansko). Jednotlivé koncentracie testovanych silic v

aetheroleum, rosaliny —

rozpiti 400 — 0,8 mg.ml? boli pripravené dvojkovym
riedenim priamo v mikrotitracnej platnicke. Po
pridani inokula (10® KTJ/ml) predstavovali vysledné
koncentracie 200 — 0,4 mg.ml!. Hodnoty MIC

(minimalna inhibi¢na koncentracia) boli odcitané
po 24-hodinovej inkubacii pri 35 °C.

Pri testovani antibiofilmového u¢inku boli pouzité
silice z Cajovnika citronového, gafrovnika a dasky
materinej, ktoré pri testovani planktonickych buniek
vykazovali najleps$i antifungalny tc¢inok. Zistovana
bola ucinnost’ silic na adherované bunky (0 h
biofilm) a zrely (48 h) biofilm. K bunkdm kvasiniek
adherovanych na stenu mikrotitracnej platni¢ky bolo
pridané zivné médium (100 pul SBG — Sabourad
dextrézovy bujon s pridavkom 100 mM glukozy;
HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., Mumbai, India)
a 100 pl jednotlivych koncentracii silic (50 — 0,1
mg.ml?). Platni¢ky boli inkubované 24 h pri teplote
35 °C za kontinualneho pretrepavania na orbitalnej
trepacke pri 80 rpm.

Pri testovani 48 h biofilmu (zrely biofilm) bol k
adherovanym bunkdm pridany SBG (200 pl ) a za
kontinudlneho pretrepavania na orbitalnej trepacke
pri 80 rpm sa nechal tvorit' biofilm 48 hodin pri
35 °C. Po uplynuti 48 h boli platni¢ky premyté 2x
so 150 ul PBS a podobne ako pri 0 h biofilme boli
do jamiek platnicky aplikované SBG (100 pl) a
jednotlivé koncentracie silic (50 — 0,1 mg.ml?; 100
ul). Antibiofilmovy u¢inok silic bol vyhodnoteny
po 24 hodinach inkubacie pri 35 °C a pretrepavani
platniciek na orbitalnej trepacke pri 80 rpm.

Kvoli lepsej vizualizacii bol do kazdej jamky v
platnicke, 4 h pred odcitanim vysledkov pridany
0,15 % roztok resazurinu (10 ul), ktory v pripade
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Tab. 2: Intenzita tvorby biofilmu (%)

Intenzita tvorby C. albicans C. krusei
biofilmu n/% n/%
ziadna 2/18,2 3/23,1
slaba 8/72,7 8/61,5
mierna - 2/15,4
silna 1/9,1 -

n — pocet testovanych izolatov

Tab. 3: Statistické vyhodnotenie MIC (mg.ml") rastlinnych silic a ich efekt na planktonické bunky C. albicans

Parameter Salvia Cajovnik | Klin¢ekovec | Muskat Ho-sho Rosalina | Gafrovnik mlz)llt’ljrl;ia

min. — max.| 12,5-50 0,4 0,4-3,13 | 50-100 | 0,4-3,13 | 1,6—-6,25 0,4 0,4

X 33,0 0,4 2,6 95,4 2,0 4,9 0,4 0,4
SD 14,0 0 3.4 41,5 0,7 2,0 0 0

Mo 25,0 0,4 0,8 100 0,8 6,3 0,4 0,4

Me 25,0 0,4 1,6 100 0,8 3,13 0,4 0,4

S (n/%) 7/63,6 11/100 7/63,6 3/27,3 9/81,8 6/54,5 11/100 11/100

R (%) 4/36,4 0 4/36,4 8/72,7 2/18,2 5/45,5 0 0

x — priemer, SD — smerodajna odchylka, Mo — modus, Me — median, S — citlivy, R — rezistentny
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Graf 1: Uinnost’ (%) rastlinnych silic na planktonické bunky C. albicans
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negativnej reakcie sfarbil roztok na fialovo a pri
pozitivnej reakcii do svetlo ruzova, ¢o svedcilo o
tvorbe biofilmu.

Hodnoty MIC boli

negativnou reakciou. Ako interpretacné kritérium

odc¢itané v jamke s

pre vyhodnotenie citlivosti kvasiniek na silice boli
pouzité hodnoty medidnu, pomocou ktorého boli
izolaty hodnotené ako citlivé (S), resp. rezistentné
(R) na testovanu silicu.

VYSLEDKY

Intenzitu tvorby biofilmu izolatmi Candida
albicans a Candida krusei dokumentuje tabulka 2. Z
11 klinickych izolatov C. albicans nebola pozorovana
ziadna tvorba biofilmu pri 2 kmenoch (18,2 %). Osem
izolatov (72,7 %) vykazovalo slabu tvorbu biofilmu a
iba 1 kmeil (9,1 %) produkoval biofilm intenzivne.
Z 13 testovanych kmenov C. krusei, 3 izolaty (23,1
%) nevytvarali biofilm, pri 8 kmetioch (61,5 %) bola
zaznamenana slabd produkcia biofilmu a 2 kmene
(15,4 %) tvorili biofilm mierne.

Statistické  parametre  vyhodnocujice MIC
testovanych rastlinnych silic a ich efektivitu na
planktonické bunky C. albicans s uvedené v
tabulke 3. Antifungalnu ucinnost’ jednotlivych silic

znazornuje graf 1.

Vsetky kmene C. albicans boli citlivé (100 %) na
silice z ¢ajovnika citronového, gafrovnika a dusky
materinej, pri najnizSej testovanej koncentracii 0,4
mg.ml?. Niz§ia a¢innost’ bola zistena pri silici Ho-
sho, pri ktorej sa hodnoty MIC pohybovali od 0,4
do 3,13 mg.ml*. Na silicu Ho-sho bolo citlivych 9
izolatov (81,8 %). Rovnako silica z klincekovca
vonavého, na ktoru bolo citlivych 7 izolatov (63,6
%); bola u¢inna v koncentraciach 0,4 — 3,13 mg.ml™.
Na silicu zo $alvie lekarskej s MIC 12,5 — 50 mg.ml*
bolo tiez citlivych 7 kmenov (63,6 %). Hodnoty MIC
pri silici z rosaliny boli v rozpéti 1,6 — 6,25 mg.ml™.
Na tuto silicu bola zistena citlivost’ 5 izolatov (54,5
muskatovej (muskat), s hodnotami MIC 50 — 100
mg.ml?, pricom citlivost’ bola zaznamenana iba pri 3
kmenoch (27,3 %).

Tabulka 4 prezentuje Statistické vyhodnotenie
MIC rastlinnych silic u¢innych na 0 h a 48 h biofilm
produkovany kmenmi C. albicans. Silica z ¢ajovnika
citrobnového inhibovala tvorbu 0 h aj 48 h biofilmu
vsetkych testovanych kmenov pri MIC 0,1 mg.ml™.
Silica z gafrovnika posobila na 0 h biofilm v
koncentraciach 0,2 — 1,6 mg.ml*a na 48 h biofilm v
koncentraciach od 0,4 do 6,25 mg.ml™?. Silica z disky
materinej bola u¢inna na 0 h biofilm v koncentraciach
0,1 — 0,4 mg.ml* a na 48 h biofilm pri MIC 0,1 — 0,2
mg.ml.

Tab. 4: Statistické vyhodnotenie MIC (mg.ml™") rastlinnych silic na 0 h a 48 h biofilm C. albicans

Cajovnik citrénovy Gafrovnik Diska materina
Parameter biofilm biofilm biofilm
Oh 48 h Oh 48 h Oh 48 h
min.-max. 0,1 0,1 02-1,6 | 04-625| 0,1-0,4 0,1-0,2
X 0,1 0,1 0,6 1,9 0,3 0,1
SD 0 0 0,6 1,7 0,1 0,1
Mo 0,1 0,1 0,2 1,6 0,2 0,1
Me 0,1 0,1 0,5 1,6 0,3 0,1
S (n/%) 9/100 9/100 6/66,7 1/11,11 9/100 9/100
R (n/%) 0 0 3/33,3 8/88,89 0 0

x — priemer, SD — smerodajna odchylka, Mo — modus, Me — median, S — citlivy, R — rezistentny
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Graf 2: Utinnost’ (%) rastlinnych silic na 0 h a 48 h biofilm C. albicans
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Tab. 5: Statistické vyhodnotenie MIC (mg.ml") rastlinnych silic na planktonické bunky C. krusei

Parameter Salvia Cajovnik | Klin¢ekovec | Muskat Ho-sho Rosalina | Gafrovnik mlz)lfj:;ia
min. — max.| 12,5-100 | 0,4-3,13 | 0,4-3,13 | 50-100 | 0,4—-3,13 [3,13-12,5| 0,4-0,8 0,4-0,8
X 49,0 1,1 0,9 96,2 1,0 7,9 0,5 0,5
SD 43,1 1,0 0,9 13,9 0,7 3,3 0,2 0,2
Mo 12,5 0,4 0,4 100 0,8 6,3 0,4 0,4
Me 12,5 0,4 1,6 100 0,8 6,3 0,4 0,4
S (n/%) 7/53.,9 7/53.,9 6/46,2 1/7,7 3/23,1 0 11/84,6 11/84,6
R (%) 6/46,2 6/46,2 7/53.,9 12/92,3 10/76,9 11/100 2/15,4 2/15,4

x — priemer, SD — smerodajna odchylka, Mo — modus, Me — median, S — citlivy, R — rezistentny

Antibiofilmova aktivitu silic znazoriiuje graf 2.
Silice z cajovnika citronového a dusky materinej
vykazovali 100 % ucinnost’ pri 0 h aj 48 h biofilme.
Na silicu z gafrovnika bolo citlivych 6 kmenov (66,7
%) 0 h biofilmu a iba 1 izolat (11,1 %) 48 h biofilmu.

Statistické vyhodnotenie MIC silic pdsobiacich na
planktonické bunky Candida krusei uvadza tabulka
5, aich antifungalnu aktivitu ilustruje graf 3.

Z 13 izolatov C. krusei bolo 11 kmenov (84,6 %)
citlivych na silice z gafrovnika a dusky materinej,
ktorych MIC boli v rozpiti 0,4 — 0,8 mg.ml™. O nieco

nizsia antifungalna aktivita bola zistena pri siliciach
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z Cajovnika citronového a salvie lekarskej, na ktoré
bolo citlivych 7 izolatov (53,9 %). Hodnoty MIC pri
silici z Cajovnika citronového predstavovali 0,4 —
3,13 mg.ml*a pri silici zo Salvie lekarskej dosahovali
12,5 — 100 mg.ml™. Na silicu z klin¢ekovca vonavého
bolo citlivych 6 izolatov (46,2 %); hodnoty MIC sa
pohybovali od 0,4 do 3,13 mg.ml®. Rovnako MIC
silice Ho-sho boli v rozpati 0,4 — 3,13 mg.ml?,
avSak na tato silicu boli citlivé iba 3 izolaty (23,1
%). Hodnoty MIC pri silici zo Salvie muskatove;j
(muskat) dosahovali 50 — 100 mg.ml* a citlivost’
bola zaznamenana iba pri jednom kmeni (7,7 %). Pri



Graf 3: Utinnost’ (%) rastlinnych silic na planktonické bunky C. krusei
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Tab. 6: Statistické vyhodnotenie MIC (mg.ml") rastlinnych silic na 0 h a 48 h biofilm C. krusei

Cajovnik citréonovy Gafrovnik Duska materina
Parameter biofilm biofilm biofilm
Oh 48 h Oh 48 h Oh 48 h
min.-max. | 0,1 -1,6 0,1 0,2-1,6 0,2-1,6 0,4-0,8 0,1-0,8
X 0,6 0,1 1.2 0,7 0,7 0,2
SD 0,7 0 0,5 0,6 0,2 0,2
Mo 0,2 0,1 1,6 0,2 0,8 0,1
Me 0,2 0,1 1,6 0,8 0,8 0,2
S 6/66,7 9/100 4/44.4 7/77,8 9/100 8/88.,9
R 3/33,3 0 5/55,6 2/22,2 0 1/11,1

X - priemer, SD - smerodajna odchylka, Mo - modus, Me - median, S - citlivy, R- rezistentny

silici z rosaliny sme zistili 100 % rezistenciu vSetkych
izolatov C. krusei, hodnoty MIC sa pohybovali od
3,13 - 12,5 mg.ml™.

Tabulka 6 prezentuje Statistické vyhodnotenie
MIC rastlinnych silic t¢innych na 0 h a 48 h biofilm
C. krusei. Ich antibiofilmova aktivita je znazornena
grafom 4.

Silica z ¢ajovnika citronového inhibovala tvorbu
0 h biofilmu v koncentraciach 0,1 — 1,6 mg.ml* a 48
h biofilmu v koncentracii 0,1 mg.ml*. Na tuto silicu
bolo citlivych 6 izolatov (66,7 %) 0 h biofilmu a 9

izolatov (100 %) 48 h biofilmu. Hodnoty MIC silice
z gafrovnika boli pri 0 h aj 48 h biofilme v rozpiti od
0,2 — 1,6 mg.ml™. Na silicu z gafrovnika boli citlivé
4 izolaty (44,4 %) 0 h biofilmu a 7 izolatov (77,8 %)
48 h biofilmu. Silica z disky materinej pdsobila na 0
h biofilm v koncentraciach od 0,4 do 0,8 mg.ml* a na
48 h biofilm od 0,1 do 0,8 mg.ml?, pri¢om potlacila
tvorbu 0 h biofilmu vsetkych testovanych kmenov
(100 %) C. krusei a 8 izolatov (88,9 %) 48 h biofilmu.
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Graf 4: Utinnost’ (%) rastlinnych silic na 0 h a 48 h biofilm C. krusei
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DISKUSIA

Kvasinky rodu Candida patria v sucasnosti k
najCastejSim poévodcom mykotickych infekcii T'udi.
Jednym z hlavnych faktorov virulencie C. albicans,
ktory prispieva k vysokej miere dmrtnosti spojenej
s kandidozou, je tvorba biofilmu. Viaceré vedecké
¢lanky potvrdzuju rezistenciu fungalnych biofilmov
na azolové a polyénové lieciva, ktoré st v klinickej
praxi najviac pouzivané (Uppuluri a kol., 2009).

Vzhl'adom na tuto skuto¢nost’, objavuje sa potreba
hl'adania vhodnej alternativnej lieCby. Rastlinné
silice sa stavaju predmetom zaujmu viacerych
vyskumnikov zaoberajucich sa ich antibakterialny-
mi a antifungdlnymi ucinkami, co suvisi prav-
depodobne s ich chemickym zlozenim (Manoha-
ram a kol., 2017).

V naSich experimentoch sme sa zamerali na
testovanie  antibiofilmového efektu vybranych
komerénych rastlinnych silic. Pri testovani plan-
ktonickych buniek C. albicans bola zistena 100 %

ucinnost’ silic z ¢ajovnika citronového, gafrovnika
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a dasky materinej pri MIC 0,4 mg.ml. Rovnako na
0 h a 48 h biofilm boli G¢inné pomerne nizke
koncentracie silice z ¢ajovnika citronového a dusky
materinej (MIC 0,1 — 0,4 mg.ml?) a z gafrovnika
(0,2 — 6,25 mg.ml'). Mandras a kol. (2016), ktori
otestovali ucinnost’ viacerych rastlinnych silic na
46 izolatoch Candida spp., pricom C. albicans
predstavovala 26 izolatov, uvadzaji podobné
vysledky. Nimi testované izolaty C. albicans boli
citlivé na silicu z dasky materinej v koncentraciach
0,03 — 0,25 %. Pri testovani planktonickych buniek
bola v nasom experimente zaznamenana citlivost’
pri 7 izolatoch (63,6 %) na silicu z klincekovca
vonavého, ktord posobila v koncentraciach 0,4 — 3,13
mg.ml? (0,04 — 0,313 %). V porovnani so $tudiou
Mandrasa a kol. (2016), ktori zistili antimykoticka
aktivitu silice z klin¢ekovca v koncentraciach 0,25 — 1
%, nami testovana silica vykazovala lepsiu ucinnost’.
Aj podl'a Pinta a kol. (2009) silica z klinc¢ekovca bola
ucinna na Candida albicans vo vyssej koncentracii;
0,64 %. Kym v naSich experimentoch hodnoty
MIC pri silici zo Salvie lekéarskej, pdsobiacej na



izolaty Candida albicans, boli v rozpiti 12,5 — 100
mg.ml* (1,25 — 10 %), podl'a Mandrasa a kol. (2016)
a Almeida a kol. (2019) su izolaty citlivé uz na
koncentracie 0,5 — 1 %, resp. 1 %. Pomerne dobra
antifungalnu aktivitu vykazovala silica Ho-sho, s
hodnotami MIC od 0,4 — 3,13 mg.ml* (0,04 — 0,313
%), na ktora bolo citlivych 9 izolatov (81,8 %).
Materskou rastlinou silic Ho-sho a gafrovnikovej je
gafrovnik lekarsky — Skoricovnik gafrovy (Cinnamoni
camphora Ness). Silice sa lisia iba pdvodom
ziskavania, a to destilaciou vodnou parou z listov
(Ho-sho) alebo z kory (gafrovnikova silica) (Ho-sho
silica, www.hanus.sk). Gafrovnik patri do c¢elade
Lauraceae (vavrinovité), podobne ako Skoricovnik
cejlonsky (Cinnamomum zeylanicum J. Presl.), ktory
podl'a niektorych autorov (Castro a Lima, 2013)
vykazuje vel'mi dobré antimykotické ucinky na rozne
druhy kandid uz v nizkych koncentraciach (312,5 —
625 pg.ml™).

Hodnoty MIC pri silici z rosaliny (Melaleuca
ericifoliae aetheroleum) boli v rozpiti 1,6 — 6,25
mg.ml* (0,16 — 0,625 %). Na tato silicu bola
zaznamenana citlivost pri 5 kmenoch (54,5 %).
Utinky tejto silice na Candida albicans vyskusali
diskovou difuznou metddou Wilkinson a Cavanagh
(2005), ktori pri

zaznamenali velkost” inhibi¢nej zony 7,3 — 8,6 mm.

pouziti 10 % koncentrécie

Silica zo Salvie muskatovej (muskat) vykazovala v
Hodnoty MIC predstavovali 50 — 100 mg.ml* (5 - 10
%) a citlivost’ bola na fiu zaznamenana pri 3 kme-
noch (27,3 %).

ZAVER

Vykonané experimenty poukazuju na vel'mi dob-
ri antifungalnu a antibiofilmovi aktivitu testova-
nych silic, ako aj na moznost’ ich perspektivneho
vyuzitia v podpornej terapii mykotickych infekcii
spdsobenych biofilm tvoriacimi kvasinkami. Rovnako
sa mozu uplatnit’ v adjuvantnej terapii pri kandidach

rezistentnych na konvenéné antimykotika.

PODAKOVANIE

Tato praca bola podporovand Agentdrou na

podporu vyskumu a vyvoja na zdaklade Zmluvy ¢.
APVV-15-0377.
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POKYNY PRE AUTOROV

ZAMERANIE CASOPISU

Folia Pharmaceutica Cassoviensia je vedecky
Casopis zalozeny v roku 2019 a vydavany Univerzitou
veterinarskeho lekarstva a farmécie v KaosSiciach,
SR. Casopis je vydavany $tvrtrone a uverejiuje
povodné Studie prinaSajice najnovsie poznatky z
farmaceutickej a biomedicinskej oblasti, prehl'adové
¢lanky a kazuistiky z lekarenskej a z klinickej
praxe. Okrem toho sa v Casopise publikuju aj kratke
oznamenia zamerané na rychle uverejnenie poznatkov
o aktudlnych vedeckych problémoch a objavoch vo
farmacii a medicine. Casopis neuverejiiuje spravy
o vedeckych podujatiach a redakciou nevyziadané
recenzie.

Autori st zodpovedni za originalitu zaslanych
prispevkov, spravnost’ ich obsahu a za to, Zze
predkladana praca alebo jej ¢asti neboli publikované
alebo zaslané na publikovanie inde.

Autori  zasielaju prispevky elektronicky vo
formate textového procesora MS Word alebo vo
formate RTF. O zaradeni prispevkov do casopisu
rozhoduje redakénd rada na zaklade posudkov
aspont dvoch anonymnych recenzentov. Prispevky
schvalené na publikovanie sa zasielaji autorovi spolu
s recenznymi posudkami na pripadné doplnenie
alebo prepracovanie. Autor vrati redakcii upraveny
rukopis a pripoji pisomné stanovisko k navrhom a
pripomienkam recenzentov. Rozhodnutie redakénej
rady o prijati alebo zamietnuti prispevku je konecné.

Za uverejnenie ¢lanku v Casopise sa nevyzaduju

ziadne poplatky.
VSEOBECNE ZASADY

Prispevky sa uverejiiuju v slovenskom, ¢eskom
alebo anglickom jazyku. Ak je prispevok pisany v
inom ako anglickom jazyku, vyZaduje sa nazov prace,

abstrakt a klI'icové slova v anglictine.

Kompletny text rukopisu vratane fotografii,
obrazkov, tabuliek a grafov sa zasiela v elektronickej
forme na nasledovni adresu: folia.pharma@uvlf
zuzana.holeckova@uvlf.sk. Ak rukopis
nespiita pokyny pre autorov, redakéna rada si

alebo

vyhradzuje pravo vratit' rukopis autorom pred jeho
postdenim recenzentmi.

Pri pisani prispevku (vcitane grafov, tabuliek a
pod.) je potrebné zachovavat’ jednotny $tyl a format
prace (Times New Roman, velkost’ pisma 12 bodov,
riadkovanie 1,5, okraje 2,5 cm, zarovnanie podla
okrajov).

Pri zasielani rukopisu autori pripajaju prehlase-
nie, ze ich ¢lanok je pévodny, nebol publikovany ani
zaslany na publikaciu inde.

Ak Stadia hodnoti farmaceuticky produkt,
lekarske alebo vedecké zariadenie/pomodcku, alebo
iny komercny vyrobok, autori informuju vydavatela
dovernym listom o akomkolvek financnom
zainteresovani, ktoré existuje v ramci spolo¢nosti,
ktora takyto produkt vyraba, alebo pripadnej

konkurencnej spolocnosti.

Pouzivanie jednotiek. V texte sa zasadne pouziva
medzinarodny systém jednotiek (SI). Iné jednotky je
nevyhnutné vysvetlit’ a definovat’.

Skratky a symboly. Pri volbe fyzikalnych
alebo fyzikalno-chemickych symbolov je zavdzny
IUPAC Manual of Symbols and Terminology for
Physicochemical Quantities and Units (Pergamon
Press, Oxford, 1993). Pouzivaji sa len Standardné
skratky. Odporuca sa vyhybat’ sa skratkdm v nazve
a v abstrakte. Skratky by sa mali pouzivat' len pri
ich ¢astom opakovani. Pri prvom pouziti skratky v
texte sa pripoji jej vysvetlenie v zatvorke, pokial’ sa
nejedna o Standardnu jednotku merania.

Nazvoslovie a terminologia. V texte je potrebné
pouzivat’ Standardné slovenské nazvoslovie v zmysle
platnych odportiicani [IUPAC. Detailné instrukcie pre
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anglicky pisany text sa nachadzaju v publikaciach
IUPAC Brief Guide to the Nomenclature of Inorganic
Chemistry IUPAC 2015, Pure App. Chem. 87, 1039-
1049, © TUPAC & De Gruyter 2015 and Nomenclature
of Organic Chemistry, IUPAC Recommendations
and Preferred Names 2013, Royal Society of
Chemistry, Cambridge 2014. Je vhodné vyhnut sa
novym trivialnym ndzvom. Nové zliceniny musia
byt pomenované systémovym nazvoslovim podla
IUPAC.

Pri uvadzani latok izolovanych z prirodnych
zdrojov sa latinsky uvedie nazov zdroja (napr. rodovy
a druhovy nazov rastliny) a prislusna ¢el'ad’. Lieciva
sa uvadzaji INN nazvom v slovenskej, ceskej, resp.
v anglickej mutacii a to podl'a jazyka, v ktorom je
rukopis napisany. Ak je zndmy liekopisny nédzov, tak

sa uprednostni, resp. pripustné s obidva.

Priklady:

bisfosfonat (nie bifosfonat), adrenalin/liekopis (nie

paracetamol (nie acetaminofén),
epinefrin/INN), hydroxykarbamin (nie hydroxyurea),
kromoglykan (nie chromoglykan), cholestyramin (nie
colestyramin, kolestyramin), litium (lithium), manitol
(nie mannitol).

Latinské terminy sa piSu kurzivou.

V texte treba rozliSovat’ pojmy ,,liecivo* a ,,0¢inna
latka“. ,,U¢inna latka“ je latka alebo zmes pouzitd
ako vstupna surovina pri vyrobe lieku, ktora sa po
skonceni vyrobného procesu lieku stane lie¢ivom.
,LieCivo® je chemicky jednotnd alebo nejednotna
latka Tudského,

chemického povodu, ktora je nositel'om biologického

rastlinného, ZivocCiSneho alebo
ucinku vyuzitelného na ochranu pred chorobami,
na diagnostiku chorob, lie¢enie chordéb alebo na
ovplyviiovanie fyziologickych funkecii.

Pre lieky sa uvadza firemny nazov a drzitel
registracie, resp. vyrobca a krajina (pri ich prvom
pouziti), Priklad: Panadol Junior (GlaxoSmithKline
Consumer Healthcare Czech Republic s.r.o., Ceska
republika), IMMODIN (IMUNA PHARM, as.,
Slovensko), Azibiot (KRKA, d.d., Novo mesto,
Slovinsko).

Fotografie, obrazky, grafy. Aby sa vyhlo
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pripadnym nepresnostiam ¢i chybam, odporucame
zaslat’ fotografie, obrazky a grafy zvlast’ v osobitne;j
prilohe (aj v pripade, Ze ich uz autori maju v texte) a
uviest’ zdrojovy program, v ktorom boli vypracované
(napr. tabul’ka — MS Word, graf — MS Excel). V texte
sa uvadza odkaz na prislusnt fotografiu, obrazok a

graf, napr. (vid obr. 1). Odkaz sa uvedie aj vtedy, ked’
autor zasle fotografie, obrazky a grafy iba v prilohe,
aby bolo jasne oznacené miesto, kde sa mé prislusna
fotografia, obrazok alebo graf v texte nachadzat’.
Fotografie maji mat’ minimalne rozliSenie na urovni
300 dpi a musia byt jasné a ostré. Vzhladom na
technické komplikacie, ku ktorym moze dojst’ pri
konvertovani farebnych obrazkov pre potreby Cierno-
bielej tlace sa odportca zaslat’ obrazky a ilustracie vo
verzii vhodnej pre takito tlac. V casopise mozu mat’
obrazky a ilustracie Sirku len 8,5 cm a nachadzat’ sa
na strane Sirokej 17,5 cm, preto by velkost’ pismen
v legende mala zodpovedat’ tymto rozmerom (Times
New Roman 10). Obrazky, fotografie a grafy maji
byt’ oramované, priebezne ocislované a ma k nim byt’
pripojeny prislusny text tykajuci sa obsahu a pripadne
aj zdroja. Cislo a text nema byt su¢astou fotografie/
obrazku/grafu. Cislo a nazov obrazku, fotografie a
grafu sa ma umiestnit’ nad a prislusny text tykajici sa
obsahu a pripadne aj zdroja (legenda) sa méa umiestnit’
pod nimi. Pri mikrofotografiach text obsahuje aj idaje
o mierke a technike farbenia. Hlavné objekty, zmeny
a zistenia sa v mikrofotografiach oznacuju Sipkou
alebo inym symbolom, ktory je vysvetleny v legende.
Ak sa nejedna o vlastny obrazok/fotografiu, pre
kazdy obrazok/fotografiu sa v legende uvadza zdroj.
Tabulky je kvOli pripadnym technickym
komplikaciam potrebné vyhotovit’ v programe MS
Word (nesmu byt’ do textu vlozené ako obrazok).
Etické popise
vykonavanych na zvieratich sa uvadza, ¢i boli

aspekty. Pri experimentov

schvalené etickou komisiou a ¢i boli dodrzané
prislusné aktualne legislativne opatrenia, ktoré sa
vztahuju na tiito oblast’ ako aj &islo povolenia Statnej
veterinarnej a potravinovej spravy SR. Pri klinickych
Studidch sa uvadza, ¢i boli schvélené prislusnou
etickou komisiou.



Statistika. Pri opise pouzitych Statistickych
metdd sa uvadzaji informacie potrebné na to, aby
si informovany c¢itatel’ mohol na zaklade povodnych
vysledkov overit  ich spravnost’.

STRUKTURA PRISPEVKOV

Kazdy prispevok ma byt tematicky kompletny.
Odporacany rozsah pre odborny clanok (poévodnu
studiu) je 12 stran, pre prehladovy ¢lanok 15 stran a
pre kazuistiku 7 stran.

Hlavny text prispevku sa za¢ina nazvom
prispevku v slovenskom alebo v Ceskom jazyku a
nasledne sa uvedie nazov v jazyku anglickom, ktory
ma byt strucny a vystizny (velké tuéné pismena,
velkost’ pisma 14, zarovnanie na stred). Pod nazvom
sa uvadzaju celé mena autorov (priezvisko, krstné
meno/mena), pod nimi pracovné zaradenie autorov
(institacia) a $tat a nakoniec e-mailova adresa prvého/
korespondujuceho autora (vSetko zarovnané na stred).
Pri empiricky orientovanych Studiach je potrebné
dodrzat' usporiadanie rukopisu do nasledovnych
ABSTRAKT, UVOD, MATERIAL A
METODY, VYSLEDKY, DISKUSIA, ZAVERY,
(PODAKOVANIE), ZOZNAM LITERATURY.

Kazdy nadpis sa uvadza na osobitnom riadku

Casti:

(velké tucné pismo, velkost” 12). Nad nim a pod
nim sa vynechd vol'ny riadok. Kazdy odsek zacina
zarazkou

ABSTRAKT

Vyzaduje sa abstrakt v anglictine (tu¢né pismo,
velkost’ 12). Jeho diZka by nemala presiahnut’ 250
slov. Abstrakt stru¢ne prezentuje ciel’ a relevantnost’
Studie, zakladné postupy, hlavné zistenia a vyvodené
zévery. Zdoraznuje nové a dolezité aspekty Studie a
pozorovani.

Key words: KI'ucové slova (3—10) sa uvadzaja
v slovenskom resp. ¢eskom a v anglickom jazyku

vV abecednom poradi pod abstraktom, od ktorého

su oddelené jednym volnym riadkom. Oddeluju sa
bodkociarkou.

UvoD
Uvadza sa struény prehlad problematiky.
Namiesto podrobného literarneho prehladu je

vhodnejsie sustredit sa na striktne relevantné
zdroje bez zahrnutia podrobnych tidajov a zaverov
prezentovanych v tychto zdrojoch. Uvod sa ma

koncit’ cielom, ktory si autori vytycili.

MATERIAL A METODY

Prezentuje sa podrobny popis a charakteristika
objektov pozorovania/experimentov, vratane kontrol.
Identifikujii sa pouzité metddy, pristroje (meno a
adresa vyrobcu v zatvorke) a postupy s dostato¢nymi
podrobnostami na to, aby ich bolo mozné
reprodukovat’. Citujui sa zavedené metody a ich zdroje
a strucne sa opisuju metody, ktoré boli publikované,
ale nie su velmi zname. Poskytuje sa kompletny
opis novych alebo podstatne modifikovanych metod,
dovody ich pouzitia a ich pripadné obmedzenia.
Presne sa identifikuju vsetky pouzité lieiva a
chemikalie vratane ich generického nazvu, davky a
spdsobu podavania.

Poskytuju sa kompletné informécie o Statistickych

metodach a opatreniach pouzitych vo vyskume.

VYSLEDKY

Pri uvadzani vysledkov sa pouziva medzinarodny
systém jednotiek (SI).

Prezentécia vysledkov ma byt vystizna, s logickou
nadvéznostou a vyuzivanim tabuliek a nazornych
grafov. V tabul'kach a grafoch je potrebné vyhnut
sa duplicite prezentovanych vysledkov. V texte sa
zdoraziuju a sumarizuji len doélezité pozorovania.
Tam, kde je to vhodné/potrebné, tabulky maju
obsahovat' vysledky Statistickej analyzy (hladiny
vyznamnosti

DISKUSIA

Zdoéraznuju sa nové a dolezité aspekty Studie,
ktoré vedu ku kone¢nym zaverom. Je potrebné
sa vyhniut podrobnému opakovaniu udajov uz
spomenutych v ¢astiach Uvod a Vysledky. Diskusia
ma obsahovat zhrnutie prezentovanych zisteni,
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relevantné obmedzenia a vyznam tychto zisteni pre
dalsi vyskum. Vysledky stadie su porovnavané s
publikovanymi vysledkami inych autorov.

ZAVERY

Davajt sa do suvislosti zavery s cielom Studie. Je
potrebné sa vyhnut nekvalifikovanym vyhlaseniam a
zaverom, ktoré nie st plne podporované ziskanymi
udajmi. Tam, kde je to vhodné, mozu sa uvadzat

odporucania.

PODAKOVANIE
(Kurzivou) Ak je to potrebné, uvadza sa
pod’akovanie (grant, S$pecialne analyzy, technicka

podpora...).

ZOZNAM LITERATURY

Vsetky zdroje uvedené v zozname musia byt
citované v texte.

Pouzité zdroje sa v zozname uvadzaji v abeced-
nom poradi (podl'a priezviska prvého autora), a kazdy
z nich sa zacina pisat’ na novy riadok s odsadenim.
Zdroje musia obsahovat’ priezviskd a inicialy
vSetkych autorov. Neodportca sa pouzit’ nadmerny

pocet citacii na podporu jedného vyhlésenia.
Od
overitelnych a

iba
zdrojov z

autorov sa vyZaduje pouZitie
recenzovanych
celosvetovo akceptovanych vedeckych databaz.

V texte sa cituje/t autor/i priezviskom a rok
publikovania. V slovenskom a Ceskom jazyku sa
pouzivaju spojky ,,a“ a ,,a kol.“, ak je rukopis v
anglickom jazyku spojky ,,and“ a ,,et al.*“. Viacnasobné
citdcie sa uvadzaju v chronologickom poradi (od
najstarSej po najnovsiu).

Pri pisani zdrojov Styl

a interpunkcia ma
zodpovedat’ prikladom uvedenym nizsie:

W

Casopis
inicidla/y autora /ov. Cely nazov c¢lanku, nazov

(vedecky/odborny): Priezvisko/a a

Casopisu (kurzivou), rok publikacie, roc¢nik a
prislusné strany. Cislo Casopisu sa uvedie (v zatvorke)
len vtedy, ked’ sa v ¢asopise neuvadza rocnik. Mozno

uviest’ skrateny ndzov casopisu, ak sa takyto nachadza
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v Standardnom ISO zozname skratenych nazvov
Casopisov. ISSN C¢islo sa nevyzaduje:

Bagirova, V. L., Mitkina, L. I.: Determination of
Tartrazine in drugs. Pharm. Chem. J. 2003, 37, 558 —
559.

Vetulani, J.: Drug addiction, part II. Neurobiology
of addiction. Pol. J. Pharmacol., 2001, 53 (4), 303 —
317.

Pri zdrojoch v slovenskom alebo ¢eskom jazyku
je potrebné do hranatej zatvorky uviest nazov ¢lanku/
knihy a i.

Zummerova, A., Kolesarovd, M.: Adherencia
pacientov k lie¢be reumatoidne;j artritidy [Adherence
of patients to the therapy of rheumatoid arthritis].
Folia Pharmaceutica Cassoviensia, 2020, 2 (3), 69 —
78.

Khniha (editovand, needitovana):

Mena a inicidly autorov citovanej Casti knihy,
autori/editori knihy, nazov knihy (kurzivou), miesto
vydania, vydavatel’, rok vydania, celkovy pocet stran
alebo citované strany (ISBN sa nevyzaduje):

Choi, C. K., Dong, M. W.: Chapter 5 — Sample
preparation for HPLC analysis of drug products.
In Ahuja, S., Dong, M. W. (Eds.). Handbook of
Pharmaceutical Analysis by HPLC. United Kingdom:
Elsevier, 2005. 123-144.

Podczeck, F.,
Capsules, 2nd edn., Pharmaceutical Press, 2004. 66—
67.

Zbornik z konferencie: Mend a inicialy autorov.

Jones, B. E.: Pharmaceutical

Cely nazov c¢lanku. Nazov zbornika/konferencie,
miesto a datum konania, rok publikécie, celkovy
pocet stran alebo citované strany:

Canganella, F., Balsamo, R.: Isolation and selection
of probiotic microorganisms with antagonistic activity
against Paenicibacillus larvae and Paenicibacillus
alvei. In Proceedings of the International Probiotic
Conference: Probiotics for the 3rd Millenium, High
Tatras, Slovakia, June 4 — 7, 2008, 28 — 29.

Online ¢asopis:
Simon, J. A., Hudes, E. S.: Relationship of



ascorbic acid to blood lead levels. JAMA 1999, 281,
2289 — 2293, http://url. Accessed July 11, 2009.

Pri zdroji v slovenskom/Ceskom jazyku sa uvadza
[cit. 2021-01-30].

Online website:

King, M. W.: The Medical Biochemistry Page.
http://themedicalbiochemistrypage.org. Updated July
14, 2009. Accessed July 14, 2009.

PREHEADOVE CLANKY

Publikuju sa aj ¢lanky, ktoré prezentuju suhrnné
informacie o vyznamnych aspektoch vo farmécii a
medicine s relevantnou historickou perspektivou.
Odporucana Struktira prehl'adovych clankov je
nasledovna:

NAZOV/AUTORI — nazov (aj v angli¢tine) ma byt
struény a informativny.

ABSTRAKT (v angli¢tine) — uvadza ciele a vysledky
prehl'adu s kI'i€ovymi slovami (3-10).

UVOD - poskytuje informacie o kontexte, indikuje
motivaciu autora/autorov prehl'adu, definuje prislusné
zameranie a otazky pre vyskum a vysvetl'uje Struktiru
textu.

MATERIAL A METODY - opisuje/sumarizuje
metody pouzité pre lokalizaciu, ziskavanie, selekciu
a syntetizovanie udajov.

Hlavna ¢ast’ prehPadového ¢lanku—pre prehl'adnost’
sa pouzivaju relevantné podnadpisy.

ZAVER — Zodpovedanie otizok pre vyskum,
polozenych v tivode.

ZOZNAM LITERATURY - Potvrdzuje prace inych
vedcov — zabraifiuje obvineniam z plagiatorstva.
Neodporti¢a sa pouzit viac ako 100 literarnych
zdrojov.

KAZUISTIKY

Publikuju sa aj c¢lanky, ktoré prezentuju spravy
o vynimo¢nom pripade uréitého lieCiva, resp.

substancie ¢i zmesi a jej neobvyklého ucinku alebo

opis zaujimavého klinického pripadu, choroby a pod.
Odporucana Struktara kazuistik je nasledovna:
NAZOV/AUTORI — nazov (aj v angli¢tine) méa byt
stru¢ny a informativny.

ABSTRAKT (v angli¢tine) — skratena verzia celé¢ho
textu s kl'a€ovymi slovami (3-10)

UVOD - vysvetluje dovody, pre ktoré bol dany
pripad opisany

OPIS PRIPADU/PRIPADOV -
kazuistiky - uvadza sa priebeh, liecba, prognoza a

hlavna cast’
ukoncenie pripadu

DISKUSIA - zdoraziiuju sa zaujimavé aspekty
pripadu

ZAVER - opisuji sa savislosti medzi hlavnymi
zisteniami/pozorovaniami a ciel'om prace
ZOZNAM LITERATURY

RECENZIA

Publikuju sa aj kritické rozbory odborného diela
(napr. knihy, ¢lanku), ktoré obsahuju odovodnené
hodnotenie. Struktara
nasledovna:

ZAKLADNE INFORMACIE - uvidza sa nazov

knihy (¢lanku, Casopisu), mena autorov (priezvisko,

Odporucana recenzie je

inicialy), miesto vydania a nazov vydavatel'stva, rok
vydania, pocet stran, odporti¢ana cena, [SBN
OBSAH KNIHY (CLANKU, CASOPISU) -
opisuji sa dolezité informacie, napr. ¢im kniha
(¢lanok, casopis) recenzenta zaujala/sklamala.
VYZNAM KNIHY (CLANKU, CASOPISU) —

uvadza sa jej vyuzitie pre odbornt verejnost’.
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