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DARCOM NAVODENE BAKTERIALNE INFEKCIE V TRANSPLANTOLOGII:
SUCASNE POZNATKY A VYZVY

Adandedjan D., Kalanin R., Hulik S., Gala 1.
Chirurgickd klinika UNLP a LF UPJS

ABSTRAKT

Darcom navodené bakterialne infekcie (DNBI) su nedostato¢ne skiimanou, ale vel'mi
zéavaznou komplikaciou pri transplantacii organov. Tieto infekcie prenasané z darcov organov
na prijemcov mdézu mat za nasledok zavazné nasledky vratane zlyhania transplantitu a
mortality prijemcov organov. Pokroky v skriningu darcov a diagnostickych metodikach
zleps$ili diagnostiku bakteridlnych infekcii u darcu, ale problémy pretrvavaju, najmé pri
zvladani latentnych, oportinnych a hlavne multi-rezistentnych patogénov. Tato mini-review
sumarizuje sucasné poznatky o DNBI, skima mechanizmy prenosu baktérii a prezentuje
stratégie prevencie a liecby DNBI. Skuma tiez nové diagnostické technologie vratane
molekularnych technik, ktorych cielom je znizit' vyskyt DNBI. Buduce uUsilie by sa malo
zamerat’ na integraciu tychto technoldgii do rutinnej praxe s cielom zlepsit vysledky u
pacientov.

UvOoD

Transplantacie orgadnov vyrazne zlepsili prezivanie pacientov v konecnom Stadiu zlyhania
organov. Infekéné komplikacie vSak nad’alej zostavaju hlavnou pri¢inou morbidity a mortality
u prijemcov transplantatov a predstavuji vyznamnu pri¢inu imrti po transplantécii (Fishman,
2017). Bakterialne infekcie pochédzajuce od darcu st obzvlast’ znepokojujlice, pretoze ich
moze byt tazké odhalit’ pred transplantaciou a prejavuju sa az po transplantacii, pricom mozu
spdsobit’ systémové infekcie, sepsu alebo dysfunkciu Stepu (Ison a Nalesnik, 2011). Hoci sa
vd’aka zlepSeniu skriningu darcov podarilo znizit' niektoré rizika, DNBI stale predstavuju
zna¢nu hrozbu pre prezitie Stepu aj prijemcu (Wolfe a kol., 2021).

MECHANIZMY PRENOSU

K DNBI dochadza v pripade bakteridlnej kolonizacie organov pred ich odberom.
Pravdepodobnost’ bakteridlnej kolonizacie zvysuji faktory, ako je sepsa darcu, predizeny
pobyt na jednotke intenzivnej starostlivosti (JIS) a podstipenie invazivnym zakrokom (Kotton
a Fishman, 2005). Gramnegativne baktérie, ako napriklad Escherichia coli a Klebsiella
pneumoniae, su v tychto pripadoch najcastejSie prenaSanymi patogénmi (Schulz a kol., 2015).
Riziko prenosu je obzvlast vysoké v niektorych organoch, ako st pluca, oblicky a pecen,
vzhl'adom na ich prirodzent nachylnost’ na infekciu (Albright a kol., 2020).

DIAGNOSTIKA A SKRINING

Konvencéné skriningové metddy bakteridlnych infekcii u darcov sa opierajii predovsetkym o
kultivaéné techniky. Tieto metody vSak mdzu byt pomalé a mdézu zlyhat pri odhalovani
rychlych alebo latentnych organizmov (Morris a kol., 2020). Novsie diagnostické techniky
vratane polymerazovej retazovej reakcie a sekvenovania novej generacie sl'ubuju rychlejsiu a
presnejSiu detekciu bakterialnej DNA v tkanivach darcov (Zangwill a kol., 2018). Napriek
tomu sa tieto metody zatial v klinickej praxi Siroko neuplatiiuji a rozliSovanie medzi
kolonizéciou a aktivnou infekciou zostava vyzvou (Ison a kol., 2019).

KLINICKE PREJAVY A VPLYV NA PRIJEMCOV

Klinicky obraz DNBI sa 1i8i v zavislosti od transplantovaného orgénu a Specifickych baktérii.
Napriklad bakteridlna pneumonia je bezna u prijemcov transplantovanych pltac, zatial' ¢o
infekcie mocovych ciest su Casté u prijemcov transplantovanej obli¢ky (Cervera a kol., 2011).
Ak sa tieto infekcie okamzite nelieCia, mozu viest' k zadvaznej sepse, organovej dysfunkcii
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alebo smrti (Pereira a kol., 2009). Hoci DNBI predstavuju len malé percento infekcii po
transplantacii, st Casto zdvaznejSie a spojené s hor§imi vysledkami ako iné typy infekcii
(Green a kol., 2016).

PREVENCIA A LIECBA

Prevencia DNBI zavisi najmd od dokladného skriningu darcov a profylaxie prijemcov. V
sucasnosti je Standardnym pristupom antibiotickd profylaxia zalozend na infek¢nom profile
darcu (Grossi a kol., 2009). Tato stratégia je vSak obmedzend nelplnymi znalostami o
infekciach resp. bakterialnej kolonizacii darcu v Case transplantacie. V pripadoch, kde sa
diagnostikuje DNBI, je rozhodujica okamzita antibiotickd liecba prispdsobend konkrétnemu
patogénu (Ison, 2011). ZvySujlci sa vyskyt multirezistentnych baktérii komplikuje stratégie
lieCby, pretoze si ¢asto vyzaduje pouzivanie rezervnych antibiotik, ktoré sa pocas Standardne;j
antibiotickej profylaxie nepouzivaji. (Kotton a Fishman, 2005).

Inovativnym rieSenim tohto problému moéze byt v sicanosti vyuzivana strojova perflzia,.
Systémy strojovej perfuzie umoziuju uchovavanie organov darcov ex vivo v kontrolovanom
prostredi, kde mozu byt nepretrzite perfundované prezervaénym roztokom. Tato metdda
nielenze zlepSuje konzervéciu orgdnov, ale poskytuje aj moznost’ cielenej liecby pred
transplantaciou. V nedavnej Studii preukazala strojova perfuzia v kombinacii s antibiotikami
vyznamny uspech pri prevencii prenosu baktérii MDR z darcov na prijemcov (Liang a kol.,
2022). Tento proces zahtiia cirkulaciu perfuzatu napustené¢ho antibiotikami cez orgéan, ktory
sa priamo zameriava na patogény v orgdne darcu a minimalizuje riziko vzniku infekcie po
transplantacii (Liang a kol., 2022). Napriklad orgény kolonizované multirezistentnymi
patogénmi, ako su karbapeném-rezistentna Klebsiella pneumoniae alebo ESLB-produkujica
Escherichia coli, ktoré sa Standardnymi metoédami tazko likviduji, vykazuji znizenu
bakteridlnu zataz pri liecbe strojovou perfiziou v kombinacii so Sirokospektralnymi
antibiotikami. Tato stratégia je preto sl'ubna nielen pri znizovani vyskytu DNBI, ale aj pri
zachovani organov, ktoré by inak mohli byt zlikvidované kvoli bakteridlnej kontaminécii
(Liang a kol., 2022).

Tato inovativna metodika predstavuje vyznamny pokrok v prevencii DNBI. Integraciou
antibiotickej liecby do procesu strojovej perfuzie moze byt mozné zmiernit' rizika prenosu
MDR baktérii, najmi vo vysoko rizikovych organoch, ako su pluca, oblicky a pecen, kde je
riziko infekcie najvySSie (Schulz a kol., 2015). Tato metdda sa Coraz viac povaZuje za
kl'icovy nastroj v boji proti antimikrobidlnej rezistencii v sivislosti s transplantaciou.

NOVE TECHNOLOGIE A BUDUCE SMEROVANIE

Nové molekuldrne diagnostické techniky vratane metagenomiky a proteomiky otvaraju cestu
k presnejSej detekcii bakteridlnych infekcii v organoch darcov (Cervera a kol., 2011). Tieto
metddy maju potencial rychlo identifikovat’ bakteridlnu DNA a poskytnut’ lekarom udaje v
redlnom case, ¢o umozni rychlejSiu detekciu potencialneho vzniku DNBI (Zangwill a kol.,
2018). Okrem toho by integrécia algoritmov strojového u€enia na analyzu udajov o darcoch a
prijemcoch mohla vyrazne zlepS$it predpovedanie rizika infekcie a pomoct’ pri usmerfiovani
individualizovanych stratégii profylaxie (Albright a kol., 2020). Ked sa tieto technologie
zdokonalia, ich zavedenie do klinickej praxe mdze znizit' vyskyt a zdvaznost DNBI. Buduci
vyskum strojovej perfizie v kombindcii s antibiotikami predstavuje zdsadny krok vpred v
oblasti uchovavania organov a prevencie darcom navodenych infekcii. Nedavne Studie
naznacuju, Ze tdto metdda by sa mohla stat’ zdkladom manazmentu darcovskych organov,
najmd v situaciach, ked Standardnd antibiotickd profylaxia nepostaCuje. Liecbou organov
antibiotikami pocas procesu perfiizie bude mozné v klinickej praxi vyrazne znizit’ bakterialnu
zéataz pred transplantaciou, ¢im sa zvysi pravdepodobnost’ tispesnej funkcie Stepu a znizia sa
potransplantacné komplikacie sposobené DNBI (Liang a kol., 2022).



Strojova perflizia pridanymi antibiotikami kombinovana s molekularnou diagnostikou pre
optimalizaciu vyberu orgénov a prispdsobenie antibiotickej lieCby na zéklade pritomnych
Specifickych patogénov predstavuje spravny smer v prevencii a pripadnej liecbe DNBI
(Zangwill a kol., 2018). Strojova perfuzia navyse poskytuje platformu pre budici vyskum
podavania dalSich terapeutickych latok, ktoré mozu zlepSit zotavenie orgdnov a dalej
zmiernit rizika spojené s bakteridlnou kontaminaciou.

ZAVER

Darcom navodené bakteridlne infekcie predstavuju v oblasti transplantacie organov vyznamnu
a pretrvavajicu vyzvu. Hoci neddvny pokrok v diagnostickych technikach a skriningu darcov
zlepsil zistovanie tychto infekcii, nadalej pretrvava kritickd potreba ucinnejSich
preventivnych stratégii a lieCebnych protokolov. Prijatie molekularnej diagnostiky a vyvoj
pristupov personalizovanej mediciny by mohli vyznamne znizit' vplyv DNBI na vysledky
transplantacie. Pokracovanie vyskumu v tejto oblasti je nevyhnutné na zlepsSenie dlhodobe;j
uspesnosti transplantdcie organov a znizenie poctu potransplantacnych komplikécii.
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THE TEMPORAL VARIABILITY OF HALOTOLERANT AND HALOPHILIC
MICROBIOTA OF SOLIVAR NEAR PRESOV (SLOVAKIA) SALT BRINE
Adhvaryu S., Kiskova J., Nasalova L., Piknova M., Pristas P. )
Department of Microbiology, Institute of Biology and Ecology, Faculty of Science, Pavol Jozef Safarik
University in KoSice, Srobarova 2, 04154 Kosice, Slovakia.

ABSTRACT

Halophiles and halotolerant bacteria are found naturally in hypersaline lakes, saline soils, salt
marshes, salt pans, and solar salterns. The by-products of them can be used industrially to
improve the quality of life of mankind. To serve that purpose, research on halophilic bacteria
was conducted in Solivar, near Presov. More than 100 cultivable halotolerant or halophilic
heterotrophic isolates from hypersaline salt brine were obtained during the 2020-2022 years
and characterised. The bacterial diversity observed in this region during all three years
depended on the seasonal change. The low diverse halophilic microbiota represented by
Proteobacteria members (mainly Halomonas, Halovibrio, and Chromohalobacter spp.)
observed in 2020 and 2021 years was replaced by a more diverse population of halotolerant
Bacilli (mainly Peribacillus, Rossellomorea, and Bacillus spp.) observed in 2022.

INTRODUCTION

Terrestrial and extra-terrestrial life have developed diverse mechanisms and succeeded in
penetrating all environmental niches (Obruca et al, 2022). Microorganisms capable of thriving
and proliferating in extreme environmental conditions are known as thermophiles,
psychrophiles, halophiles, acidophiles, alkaliphiles, piezophiles, and xerophilies according to
their specific ecological niches. Within this group, halophiles occupy a major class of life
forms in saline environments (Dutta & Bandopadhyay, 2022). The group of microorganisms,
which require the optimum salt concentration of 0.2 M are classified as halophiles. Slight,
moderate, and extreme halophiles have a salt tolerance range of 0.2-0.5 M, 0.5-2.5 M, and
2.5-5.2 M Whereas, halotolerant microorganisms are non-halophilic with the ability to thrive
at a high salt concentration (Obruca et al, 2022). Their natural habitat includes hypersaline
lakes, saline soils, salt marshes, salt pans, and solar salterns (Rathod et al, 2023). The
effective adaptation of life forms in such adverse environments make them valuable resources
and draws researcher’s attention in the development of novel biotechnological process and
industrial applications. Moderate halophilic bacteria including Halomonas, Marinococcus,
Virgibacillus, Halovibrio, and Halobacillus are known to produce hydrolytic enzymes such as
cellulase, protease, amylase, xylanase, lipase, and DNase with potential usage in agriculture,
food, leather, detergents, and pharmaceutical industries. Additionally, these bacteria produce
biosurfactants, biopolymers with potential application in oil recovery, poly-beta
hydroxyalkanoates as biodegradable plastic and exopolysaccharides (Dutta and
Bandopadhyay, 2022, Mukhtar et al, 2019). Therefore, to explore the diversity of halophilic
and halotolerant microbiota, the study of Solivar salt brine is conducted.

MATERIAL AND METHODS

Sampling and cultivation analysis

The water sample was collected from the brine flowing to the surface from the well of the salt
mine (temperature was noted), located at Solivar, near Presov, Slovakia (Solivar, GPS:
48°59'0.706" N, 21°16'59.124" E) in September 2020, September 2021 and May 2022 and
streaked on R2A, TSA and CMH media with 5%, 10% and 15% of NaCl respectively. The
CMH media is with a slight modification of MH media, having the composition (% wi/v)
MgCl..6H:20, 0.7; MgS0..7H-0, 0.96; CaCl., 0.036; KCI, 0.2; NaHCOs, 0.006; Peptone, 0.5;
and Yeast extract, 0.5. NaCl is added into the media according to the requirement and
solidified with Agar, 1.8 (% w/v) when needed (Quesada et al, 1983). After cultivating it for
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2-3 days, at laboratory temperature (20-25°C), CFU/ml was measured, and individual
colonies were picked and re-streaked using the same medium to obtain a pure culture.

Molecular differentiation using MALDI-TOF and 16S rRNA sequencing

MALDI-TOF mass spectrometry was performed on isolates of all 3 years using Microflex LT
MALDI-TOF MS system with FlexControl v.3.0 (Bruker Daltonics GmbH, Bremen,
Germany). A representative of each MALDI group was selected for identification based on
the 16S rRNA gene sequence.

The genomic DNA was extracted using NucleoSpin Microbial DNA Kit (Macherey-Nagel,
Germany) and amplified using TagqCore kit/high yield (Jena Bioscience, Germany). PCR
amplicons were purified by ethanol precipitation and sequenced by the Sanger sequencing
method at SEQme s.r.o sequencing service (Dobiis, Czech Republic).

Obtained 16S rRNA gene sequences were processed using the BioEdit version 7.2.5 software.
The assembled sequences were compared against the NCBI Genebank rRNA/ITS database
using the BlastN tool. Those sequences were deposited into the GeneBank database under
accession numbers from PP695485 to PP695502 and from PP717841 to PP717854.

RESULTS AND DISCUSSION

Solivar was historically the most important salt deposit in eastern Slovakia, used for pumping
and cooking salt using brine from the 17" to 19" century and declared a cultural heritage
monument in the year 1970. The water temperature of the sampling site was 13.9, 11.6, and
19.1 degree Celsius in the years 2020, 2021, and 2022 respectively. After 72 hours of
incubation period at 25°C in the respective media supplemented with 5% NaCl revealed
around 200 CFU/ml bacterial colonies in each year.

MALDI dendrogram and 16S rRNA sequencing data depicted a similar type of species
presence in the year 2020 and 2021, however, the year 2022 displayed the presence of highly
variable species than previous isolation. Halophilic microbiota represented by Proteobacteria
members (mainly Halomonas, Halovibrio, and Chromohalobacter spp.) observed during the
Solivar isolation year 2020 and 2021 (Table 1). The bacterial population were observed
during the year 2022 in Solivar were halotolerant Bacilli (mainly Halobacillus, Pontibacillus,
Bacillus, Pseudalkibacillus, Rossellomorea, Peribacillus and Priesta spp.). The Shannon
diversity index values for the years 2020, 2021, and 2022 are 1.896, 1.861, and 3.783,
respectively. The season showed the most important impact on the observed bacterial
diversity of Solivar. The findings of Lopez-Mondejar et al, (2015) support our data as they
noted bacterial community composition of mineral soil was particular in the summer
compared to all other seasons. The study of Passante et al, (2022) also observed high
abundance of Halomonadaceae family presence in the winter-time, rather than summer due to
low microbial activity in winter compared to summer, in which other members of sediment
community also flourished. The outcome of this study shows the presence of highly variable
halophilic and halotolerant microbes in the Solivar (Slovakia) showing change due to some
probable seasonal effect.
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Bacterial strains (16S affiliation) = Year of Sampling
Sept  Sept May
2020 2021 2022
Planococcus spp 1 - -
Halomonas taeanensis - 1 -
Halomonas radicis 1 - -
Halomonas spp - 4 -
Halomonas ventosae 3
Halovibrio variabilis 16 1 -
Idiomarina loihiensis
Marinobacter spp 1 -
Virgibacillus flavescens - -
Chromohalobacter japonicus 15 4
Bacillus safensis - -
Halobacillus alkaliphilus - -
Pseudalkalibacillus hwajinpoensis | - -
Paenisporosarcina quisquiliarum = - -
Halobacillus sediminis - -
Halobacillus salinus - -
Thalassobacillus devorans - -
Bacillus sterwris - =
Palleronia spp - -
Pontibacillus spp - -
Priestia aryabhattai - -
Rossellomorea vietnamensis - -
Peribacillus frigoritolerans - -
Halobacillus sediminis - -
Bacillus stercoris - -
Shannon diversity index 1.896 1.861 3.783
Tab.1. Number of isolates with their 16S affiliation detected in brine in the year 2020, 2022, and 2023.
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VPLYV N-3 PUFA NA VYBRANE RECEPTORY MYOMETRIA MYSi
Babjakova D.%, Lecova M.", Sopkové D.}, Gancar¢ikova S.2 Rodakova K.*, VIgkova R.!
YKatedra biolégie a fyzioldgie UVLF v Kosiciach, Komenského 73, Koice, SR
2 Katedra mikrobioldgie a imunoldgie UVLF v Kosiciach, Komenského 73, Kosice, SR

ABSTRAKT

Je zname, ze n-3 polynenasytené mastné kyseliny (PNMK), ato hlavne Kkyselina
dokozahexaénova (DHA) a kyselina eikozapentaénovd (EPA) maji mnoho prinosov pre
zdravie, hlavne kvoli svojmu potizdpalovému, antihypertenzivnemu, protinddorovému
a antioxida¢nému ucinku. Tato Studia je zamerand na uréenie mozného protektivneho ucinku
n-3 PNMK a to hlavne DHA a EPA na myometrium samic mysi. Stidia bola vykonavana na
6-8 tyzdnovych samiciach BALB/c mysi (n=12), ktoré boli huméanne usmrtené a boli im
odobraté rohy maternice (n=24) na kultiviciu a ndsledni imunohistochemicku analyzu.
Maternicové rohy boli kultivované s pridavkom aditiv DHA (10 pg/ml), EPA (10 pg/ml)
alebo bez pridavku aditiv (kontrola). Po 24-hodinovej inkub4cii boli rohy maternic odobraté a
pripravené na imunohistochemické spracovanie. Imunohistochemickou analyzou bola
sledovand pritomnost’ receptorov (HSP, StAR a ER[) v oblasti myometria maternice mysi
aich relativne mnozstvo sme vyjadrili prostrednictvom relativnej optickej denzity (ROD).
Expresia HSP v myometriu samic mysi po pridani DHA bola silnejsia (P < 0,001), ale po
pridani EPA porovnatel'nd s kontrolnymi mySami. Expresia StAR po pridani obidvoch n-3
PNMK bola slabsia (P < 0,001) v porovnani s kontrolnymi mySami. ROD ERp v oblasti
myometria v DHA (P < 0,001) a EPA skupine (P < 0,05) bola mensia v porovnani
s kontrolou.

UvOD

Kyselina dokozahexaénova a kyselina eikozapentaénova su mastné kyseliny esencidlne pre
cicavéi organizmus. Ich suplementacia pocas tehotenstva mda priaznivy U¢inok na
neurologicky vyvoj plodu, zlepSenie reci, paméti, pozornosti ¢i priaznivo pdsobi na
koordinaciu pohybov. Suplementacia DHA a EPA moéZe znizit’ riziko predasného porodu,
preeklampsie, poporodnej depresie, maju protizapalové a protektivne ucinky (Amza a kol.
2024). Protein tepelného Soku (HSP) sa syntetizuje vo vSetkych organizmoch ako reakcia na
zvySenie teploty. Ma relaxacny UCinok v oblasti myometria samic aV ¢ase porodu sa
v myometriu vyskytuje v mensom mnozstve (Hehir a kol. 2016). HSP sa mdze podielat’ na
mnohych procesoch ako napriklad kontrola bunkového cyklu, bunkova proliferacia, regulacia
apoptoézy Ci diferenciacie pocas involtcie (Liman 2017). Steroidogénny akutny regulacny
protein (StAR) je mitochondridlny protein nevyhnutny pre syntézu steroidnych hormoénov v
nadoblickach a pohlavnych zlazach (Granot a kol. 2007). Estradiol a progesteron reguluju
pohlavny cyklus. Ich produkcia je spociatku riadend prostrednictvom StAR, ktory umoziuje
translokaciu cholesterolu z vonkajSej na vnatornt membranu mitochondrie (Miller 2016).
Uginok estradiolu je sprostredkovany prostrednictvom dvoch estrogénnych receptorov a to
ERa a ERB (Wrdbel a kol. 2003).

MATERIAL A METODIKA

Samiciam BALB/c mysi (Velaz s.r.o., CR; n=12; 6- az 8-tyzdiiov veku) boli odobraté rohy
maternic (n=24), ktoré¢ do 30 minut od odobratia boli transportované vo fosfatom pufrovanom
fyziologickom roztoku (PBS) pri 4 °C na kultivaciu. Rohy maternice boli umiestnené do
sterilnej 24-jamkovej platnicky (1 roh na jamku) s kultivaénym médiom (DMEM/F12 1:1,
Sigma; 1 ml) obohatenym o 10% fetalneho bovinného séra (FBS; Sigma-Aldrich) a 1%
antibioticko-antimykotického roztoku (ATB-ATM; Sigma-Aldrich). Nasledne boli vzorky
inkubované 24 h pri 37 °C. Na druhy denn bolo kultivaéné médium nahradené cerstvym
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(DMEM + 10% FBS + 1% ATB-ATM) s aditivami DHA (10 pg/ml), EPA (10 ug/ml) a bez
pridania aditiv (kontrola; K). Po 24-hod. kultivacii (37 °C) boli rohy maternic vybraté a
fixované¢ v 4% paraformaldehyde, histologicky spracované anarezané¢ sankovym
mikrotomom (Leica RM2255 microtome, Leica Nemecko) na polotenké rezy (3 — 5 pm).
Nasledne maternicové rezy presli deparafinizaciou, rehydrataciou, vizbové miesta sa odkryli,
aktivita endogénnej peroxidazy a nesSpecifického viazania bola blokovand. Nasledne boli
aplikované primarne protilatky (vSetky Santa Cruz Biotechnology Inc., USA) anti-HSP
(1:250), anti- STAR (1:200) a anti-ERp (1:50). Po uplynuti inkubacie (cez noc pri 4 °C) boli
aplikované sekundarne protilatky (goat anti-mouse secondary antibodies; Dako REAL™
EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV), ready-to-use, Dansko), inkubécia 2 hodiny. Farebna
reakcia bola navodena diaminobenzidinom (Dako REAL™ DAB+ Chromogen, Dako).
Kontrastna reakcia bola navodena hematoxylinom a rezy boli zaliate do Pertexu (Histolab
Products AB, Svédsko). Zobrazovacou technikou (NIS Elements Br k mikroskopu Nikon
Eclipse E200 s digitalnou kamerou ProgResCapture Pro 2.7.7) boli po vysuseni preparatov
vytvorené mikrofotografie. Intenzita imunoreakcie sa kvantitativne hodnotila pouzitim Image
J software (National Institutes of Health, Bethesda, USA). Pozitivna hneda DAB+ reakcia sa
hodnotila v sivej Skale (grey level, GL) a bola vyjadrend indexom relativnej optickej denzity
(ROD; Smolen 1990).Vysledky boli statisticky spracované v programe GraphPad Prism 3
(USA) s uvedenim priemeru a $tandardnej chyby (Mean+SEM). Statistickd vyznamnost
rozdielu je uvedena na urovni P<0,05, P<0,01, P<0,001.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Imunohistochemickou analyzou maternic mySi sme sledovali pritomnost’ receptorov (HSP,
StAR a ERp) v oblasti myometria a ich relativne mnozstvo sme vyjadrili prostrednictvom
relativnej optickej denzity (ROD, Obr.1). Pozitivha imunoreakcia sa prejavila hnedym
zafarbenim.
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Obr.1. Grafické zndzornenie relativnej optickej denzity HSP, StAR, ERp po pridani aditiv (DHA, EPA)
a v kontrolnej skupine v oblasti myometria mysi.
a,c — signifikantny rozdiel medzi DHA a EPA v porovnani s kontrolou (P < 0,05, P < 0,001); y,z- signifikantny
rozdiel medzi skupinami DHA a EPA (P < 0,01, P < 0,001).
Expresia HSP v myometriu mysi v DHA skupine (P < 0,001) bola silnejSia a v EPA skupine
V porovnani s kontrolnymi mySami nesignifikantna. Porovnanie medzi skupinami (DHA,
EPA) bolo na tarovni P < 0,001. Expresia StAR v DHA a EPA skupine bola vyrazne mensia
(P < 0,001) v porovnani s kontrolnymi mySami. Rozdiel medzi skupinami DHA a EPA bol
nesignifikantny. ROD ERp v oblasti myometria v DHA (P < 0,001) a EPA skupine (P < 0,05)
bola mens$ia v porovnani s kontrolou, ale v EPA skupine bola jeho expresia vyssia ako po
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pridani DHA (P < 0,01). Islam akol. (2018) zistili, Ze lietba primarnych myometrialnych a
leiomyomovych buniek kyselinou EPA alebo DHA znizila obsah mononenasytenych
mastnych kyselin (MUFA) a zvysila obsah PNMK pri oboch typoch buniek. Funkcia StAR je
spojena so zvySenou produkciou steroidov. Strata tejto funkcie ma za nésledok zhorSenu
steroidogenézu, a tym hormonalnu nerovnovahu, ktora je spojena s mnohymi zdravotnymi
komplikdciami. V dosledku toho je dysreguldcia syntézy steroidov spojena s patogenézou
hormonalne zavislych malignych ochoreni, vratane rakoviny mlie¢nej zI'azy (Manna a kol.
2022). Primarnym spustacom rakoviny mlie¢nej zl'azy je 17B-estradiol (E2). VSetky steroidné
hormony su odvodené od cholesterolu, ich syntéza je ale limitovana prostrednictvom StAR.
Imunoflorescencnd metdda preukdzala, ze expresia StAR bola vysSia v nddorovo zmenenej
mlieCnej zl'aze mysi v porovnani s nezmenenym tkanivom. Zaroven expresia ERa a ERP bola
taktiez zvySena (Manna a kol. 2023). Na inaktivaciu faktora tepelného Soku 1 (HSF1) po
aktivacii st potrebné mechanizmy spétnej vdzby, ktoré st zavislé od HSP70. ZvySena
dostupnost’ HSP70 je podporovana produkciou vacsieho mnozstva HSP70 v génoch, ktoré st
regulované faktorom HSF1 ako reakcia na sprievodnt stimuldciu estrogénom a tepelnym
Sokom. Tato $tudia pontika lepSie pochopenie medzi tepelnym Sokom a reakciami steroidov,
ktoré su charakteristické pre neurodegenerativne poruchy a nadorové ochorenia (Silveira
akol. 2023). Je zname, Zze HSP sa spdja s estrogénovymi receptormi a reguluje bunkovu
proliferaciu, ktoru tieto receptory sprostredkiivaju (Dhamad a kol. 2016), avSak su potrebné
d’al$ie stadie na objasnenie tohto mechanizmu.
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VPLYV PODAVANIA NANOCASTIC ZINKU NA MINERALNY A ANTIOXIDACNY
STATUS JAHNIAT

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

ABSTRAKT

Zinok sa do krmiva hospodarskych zvierat tradi¢ne priddva vo forme anorganickych soli,
avSak nanocastice zinku maju potencial zlepsit’ biologickl dostupnost’ a biovyuzitelI'nost’ tohto
stopového prvku. Cielom tejto Studie bolo porovnat’ vplyv réznych ddvok nanocastic ZnO
a anorganického ZnO pridavanych do diéty jahniat na koncentraciu stopovych prvkov (Zn,
Cu, Fe), metaloproteinov, aktivitu antioxida¢nych enzymov a lipidovu peroxidaciu v plazme
jahniat na 35. a 70. deni experimentu. Zvierata boli rozdelené do Styroch experimentalnych
skupin, pricom kontrolnd skupina dostdvala nesuplementovani diétu, zvieratd v 2. a 3.
skupine prijimali diéty obohatené o nanocastice ZnO (40 alebo 80 mg Zn/kg diéty) a posledna
skupina dostavala diétu suplementovanti anorganickym ZnO (80 mg Zn/kg diéty). Vysledky
ukazali, Ze podavanie nanoCastic ZnO v mnozstve 80 mg Zn/kg diéty zvysilo aktivitu
enzymov zavislych od zinku a vyznamne neovplyvnilo zootechnické parametre preziivavcov.
Prijem nanogastic zinku pridavanych do diéty v davke do maximalneho v EU povoleného
celkového obsahu Zn v kompletnom krmive, nemal za nésledok zmeny v koncentracii
ostatnych mikroelementov v plazme a neindukoval oxida¢ny stres u prezivavcov. Podavanie
krmiva obohaten¢ho o zinok zvysilo hladinu zinku v plazme a zlepSilo antioxida¢ny status
jahniat.

UvoD

Zinok je esencidlnym stopovym prvkom ktory zohrdva vyznamni ulohu v roznych
fyziologickych a biochemickych procesoch v organizme, predovSetkym ako Strukturilny
komponent mnohych metaloenzymov (Sloup a kol., 2017). Pridavanie spravneho mnozstva
Zn do diét hospodarskych zvierat je kI'icové pre optimaliziciu rastu, imunitného systému,
reprodukéného zdravia a antioxidac¢nej ochrany (Swain a kol., 2016). V systéme antioxidacne;j
ochrany Zn p6sobi ako kofaktor antioxidanych enzymov, stabilizator sulthydrylovych skupin
a zohrava vyznamnu ulohu v ochrane bunkovych membran pred oxida¢nym poskodenim.
Zinok indukuje expresiu metalotioneinu, ktory ma viacero biologickych uloh a okrem
schopnosti priamo vychytdvat volné radikdly, je taktieZ zodpovedny za udrzovanie
homeostazy zinku v organizme (Marreiro a kol., 2017). Suplementacia krmiva mineralnymi
nanoCasticami modze vo vSeobecnosti zvySovat aktivitu antioxidaénych enzymov
zodpovednych za eliminaciu reaktivnych foriem kyslika, ako je glutation peroxidaza,
superoxid dismutdza, kataldza, zlepsit celkovl antioxidanu aktivitu a znizit' hladinu
malondialdehydu, o je ukazovatel’ oxidacného stresu (Michalak a kol., 2022). Nanocastice
zinku mo6Zu vykazovat’ vd’aka svojim vlastnostiam lepSiu biologickli dostupnost’ v porovnani
s tradiénymi anorganickymi formami zinku. To znamend, Ze zvieratd moéZu lepSie absorbovat’
a utilizovat’ zinok, ¢o vedie k ich lepSiemu zdravotnému stavu a vysSej produktivite (Hidayat
a kol., 2021). Vzhl'adom na lepSiu biovyuziteI'nost nanocastic zinku je mozné pouzivat
mensie davky Zn na pokrytie nutricnych poziadaviek zvierat. To néasledne moéze viest' k
niz§im ndkladom na mineralne aditiva vo vyZzive zvierat, ale predovSetkym znizit' mnozstvo
zinku vylu€ovaného do prostredia, ¢im by sa minimalizovalo riziko kontaminacie pody a
vodnych zdrojov (Swain a kol., 2016).

MATERIAL A METODIKA

Do experimentu bolo zaradenych 28 jahniat (ZoSlachtend valaska), pochadzajicich z
registrovaného chovného zariadenia (PD Ol'Savica-Brutovce, okres Levoca) vo veku 4
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mesiacov. Zvierata boli ustajnené v spolocnych priestoroch s neobmedzenym prisunom vody.
Pocas adaptacnej periddy boli vSetky zvieratd kimené bazdlnou diétou (BD), zloZenej z 350g
jacmena + 700g sena na den. Nasledne boli nahodne rozdelené do 4 skupin (n=7). Kontrolna
skupina, dostavala iba BD bez pridavku aditiva. Jahnata v druhej (ZnO NPs 40) a tretej (ZnO
NPs 80) skupine dostavali BD s pridavkom nanocastic ZnO (< 30 nm, SkySpring
Nanomaterials, Houston, USA) v mnozstve 40 alebo 80 mg Zn/kg diéty. Zvierata Stvrtej
skupiny (ZnO 80) boli kfimené BD suplementovanou anorganickym ZnO (Sigma-Aldrich,
Saint-Louis, USA) v mnozstve 80 mg Zn/kg diéty. Vzorky krvi sa odoberali z jugularnej vény
do heparinizovanych skumaviek na 35. a 70. den experimentu. V krvnej plazme bola
stanovend koncentracia stopovych prvkov Zn, Cu, Fe pomocou atémovej absorpénej
spektrofotometrie (AAS, Shimadzu AA-7000, Kyoto, Japonsko). Aktivita superoxid
dismutazy (SOD) v erytrocytoch Cerstvej krvi, aktivita glutation peroxidazy (GPx) v Krvi,
aktivita alkalickej fosfatdzy (ALP) a koncentracia albuminu (ALB) v plazme boli merané
spektrofotometrickymi metédami pouzitim komerénych kitov firmy Randox (UK).
Koncentracia malodialdehydu (MDA) v plazme bola merana spektrofluorometrickou metédou
podl'a Jo a Ahn (1998). Pocas celej doby trvania experimentu (70 dni) boli monitorované aj
zootechnické parametre jahniat. Na Statistické vyhodnotenie vysledkov bola pouzita
dvojcestna analyza variancie (ANOVA) pre zistenie vplyvu diéty, casu prijimania
experimentalnych diét alebo ich vzdjomnej interakcie. V pripade zistenia signifikantného
vplyvu niektorého zuvedenych faktorov bol pouzity Tukey post-test pre zistenie
signifikantnych rozdielov medzi skupinami.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky ukazali, Ze prijem krmiva, priemerné denné vahové prirastky a konverzia krmiva
neboli ovplyvnené prijmom experimentalnych diét. Pridavanie zinku do diéty v davke 80
mg/kg viedlo k zvySeniu koncentracie Zn v plazme v porovnani s kontrolnymi jahnatami a
tymi, ktoré dostavali nizSiu davku nanocastic ZnO (Obr.1). Koncentracia Cu v plazme bola
ovplyvnena prijmom diéty (p<0,01), priCom signifikantne vySSie hodnoty boli zistené
v skupine dostavajucej anorganicky ZnO v porovnani s kontrolnou skupinou na konci
experimentu. Koncentracia Fe v plazme nebola ovplyvnena prijmom experimentalnych diét,
ale bola ovplyvnena €asom (p<0,01), rovnako ako koncentracia ALB v plazme. Alkalicka
fosfataza je metaloenzym zavisly od Zn a je povazovany za jeden z indikatorov Zn statusu
(Alimohamady a kol., 2019). V nasom experimente prijem diét ovplyvnil aktivitu ALP
vV plazme (p<0,05), priCom vysSie hodnoty boli pozorované u jahniat dostavajicich diétu
obohateni o nanocastice ZnO. Vysledky naznacuji, ze prijem nanoCastic ZnO ako aj
anorganického ZnO v davke 80 mg Zn/kg mdze mat’ prospesné antioxida¢né ucinky, nakol'ko
koncentracia MDA, ako indikatora lipidovej peroxidacie, bola signifikantne znizena v plazme
na 35. del v porovnani s kontrolnou skupinou (Obr.1). Taktiez aktivita celkovej SOD v
erytrocytoch bola ovplyvnena diétou (p<0,01) a asom (p<0,05), priCom najvysSia aktivita
bola zaznamenand u jahniat po 35. dioch podavania diét suplementovanych nanocasticami
ZnO v mnozstve 80 mg Zn/kg. Vplyv diéty na aktivitu antioxidacnych enzymov sa prejavil aj
zvySenou aktivitou GPx v krvi u zvierat dostavajicich nanocastice ZnO (40 mg Zn/kg) na 35.
aj 70. den experimentu ataktiez uzvierat dostavajucich anorganicky ZnO (Obr.1).
Antioxidac¢ny ucinok zinku prostrednictvom GPx sa moZe prejavovat’ dvojakym sposobom.
Jednak tym, Ze ovplyviiuje expresiu glutamat-cystein ligazy, ktord je zapojena do syntézy
glutatiénu, ktory priamo neutralizuje volné radikaly, alebo nepriamo ako kofaktor
antioxida¢ného enzymu GPx (Marreiro a kol., 2017).

Zaverom mdzeme konstatovat’, Ze prijem nanocastic ZnO v davke do maximalnej povolenej
koncentracie Zn v kompletnom krmive (120 mg Zn/kg krmiva) neovplyvnil koncentraciu
mikroelementov (Cu, Fe) v plazme oviec a nespoOsobil oxidacny stres u prezavavcov.
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Podavanie nanocastic ZnO v mnozstve 80 mg Zn/kg diéty zvysilo aktivitu enzymov zavislych
od zinku (SOD, ALP). Suplementicia krmiva zinkom mala za nasledok zvysSenie jeho
hladiny v plazme a priaznivo ovplyvnila antioxida¢ny status jahniat.

Koncentracia Zn Aktivita SOD
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ZnO NPs 40
B3 ZnO NPs 80
. =] EA ZnO 80
o ")
]g;eta.;;< 0.0001 o Diéta: P = 0.003
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35. dent 70. dert 35. deii 70. deii
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0.3
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0.0 0 " "
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Obr.1. Koncentricia Zn a MDA v plazme a aktivita SOD a GPx v krvi jahniat. ®Rozdielne pismend oznacuji
signifikantny rozdiel (p < 0,05) medzi skupinami.
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ANALYZA DEDICNYCH OCNYCH OCHORENI U PSOV POMOCOU
KONVENCNYCH METOD PCR

Bucan J., Galdikova M., Haluskova J., Schwarzbacherova, V.
Katedra biologie a fyziologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Genetickym porucham psov sa vo vedeckej komunite venuje vel'ka pozornost, pretoze maja
znacny vplyv na celkovi pohodu a kvalitu zivota postihnutych zvierat. Najmd dedi¢né
ochorenia sietnice patria medzi najrozsirenejSie ochorenia ohrozujuce zrak u domacich psov
so Sirokou Skalou fenotypov. Progresivna atrofia sietnice a anomalia oka kolie sa dva
vyznamné priklady dedi¢nych o¢nych ochoreni, ktoré boli predmetom rozsiahleho vyskumu v
populacii psov. Progresivna atrofia sietnice alebo PRA zahffia skupinu degenerativnych
portch postihujtcich fotoreceptory, zatial’ ¢o anomalia oka kolie (CEA) je dedi¢né ochorenie
postihujuce predovsetkym vyvoj cievovky a skléry. V naSom vyskume sme tieto dve
ochorenia diagnostikovali pomocou konven¢nej PCR metody u skupiny predisponovaného
plemena dlhosrstych kolii.

UvOD

Genetickym porucham psov sa vo vedeckej komunite venuje vel'ka pozornost, pretoze maju
zna¢ny vplyv na celkovi pohodu a kvalitu zivota postihnutych zvierat. Najméd dedi¢né
ochorenia sietnice patria medzi najrozsirenejSie ochorenia ohrozujuce zrak u domacich psov
so Sirokou Skdlou fenotypov, ktoré boli podrobne -charakterizované prostrednictvom
klinickych Studii (Miyadera, 2014). Identifikacia zdkladnych genetickych pricin tychto porach
bola kI'i¢ovou oblast’'ou, ktord umozZnila pokrok v naSom chapani vyvoja a funkcie oka, ako aj
potencial novych terapii na rieSenie dedicnej slepoty (Miyadera, 2014). Progresivna atrofia
sietnice a anomalia oka koélie st dva vyznamné priklady dedi¢nych oénych ochoreni, ktoré
boli predmetom rozsiahleho vyskumu v populdcii psov. Progresivna atrofia sietnice alebo
PRA zahfna skupinu degenerativnych poruch postihujucich fotoreceptory, zatial' ¢o anomalia
oka kolie je dedi¢né ochorenie postihujice predovsetkym vyvoj cievovky a skléry (Dostal a
kol., 2010). Pomocou konvenénych metdod PCR sa dosiahol vyznamny pokrok pri objasfiovani
genetickych zakladov tychto ochoreni, ¢o otvara cestu k lepSim diagnostickym ndstrojom a
potencialnym terapeutickym zasahom. Jednym z takychto pristupov, ktory bol pouZzity na
identifikaciu pri¢innych mutacii, ktoré st zakladom dedi¢nych ochoreni sietnice u psov, je
skimanie kandidatskych génov, najmi tych, o ktorych je zname, Ze zohravaji rozhodujicu
ulohu v Strukture a funkcii fotoreceptorov (Mellersh, 2014).

MATERIAL A METODIKA

Vzorky biologického materidlu boli od Studovanych jedincov odobrané dvoma spdsobmi.
Pouzivala sa bud’ invazivna metdéda odberu vzorky krvi, alebo neinvazivna metdda sterov
Z bukdlnej sliznice jedinca. Krv bola odobratda do sterilnych skumaviek s pridavkom
antikoagulacného ¢inidla kyseliny etyléndiamintetraoctovej (EDTA). Stery bukalnej sliznice,
ktoré sa vykondvali najcastejSie, boli vykonané kefkami podl'a prilozeného navodu vyrobcu
(Genomia, Ceska republika). V pripade Ze tieto vzorky odoberali samotni majitelia, boli
pouceni o spravnosti postupu odberu a ako zabranit’ neziaducej kontamindcii potravou. Ster
po dobu 5 sektind s pravidelnou zmenou smeru pohybu po sliznici bol vykonany bilateralne
za pouzitia dvoch kefiek pre ziskanie dostatoéného mnozstva epitelovych buniek.

Ziskané vzorky sme oznacili a sterilne uskladnili. Na izolaciu DNA sme pouzili komercny
systém ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System (Promega, Wisconsin USA). Aj napriek
tomu Ze tento kit je urCeny primarne na izolaciu genetickej zlozky z leukocytov, po uprave
protokolu, hlavne predizenej 1yze, bol vyuzity aj pri bukalnych steroch. Na vysetrenie vzoriek
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na pritomnost’ mutacie génu NHEJ1 sme pouzili techniky PCR reakcie podl'a Parkera et al.
(2007). Na urcenie existencie mutacie bola vykonana tradicnd PCR s pouzitim komerc¢nej
sady primerov (Eurofins Genomics, Nemecko), ktoré boli pridané v koncentracii 100 pM v
objeme 0,625 ul. Reakcia prebiehala v termocykleri, kde po inicidlnej denaturacii pri 95°C (2
min), pokracovalo 35 opakovani denaturdcie pri 95°C (40s), hybridizacie pri 50°C (50s) a
elongécie pri 72°C (90s). Reakcia bola ukoncena findlnou syntézou pri 72°C (5 min).
Rovnaky PCR program bol pouzity s primermi pre PRA-RCD3. Jedinym rozdielom bola
hybridizacia primerov, ktord sa uskutoc¢nila pri teplote 61 °C pocas 1 min. Amplikény sa
elektroforeticky separovali v 1,5 % agarézovom géle pri elektrickom napéti 75 V pocas 60 -
65 min.

Primer Sekvencia Charakteristika Ochorenie
NHEJ1-F17 | 5>-TCTCACAGGCAGAAAGCTCA-3’ Nezmeneny gén
NHEJ1-R17 | 5-CCATTCATTCCTTTGCCAGT-3’ CEA
NHEJ1-F20 5’-TGGGCTGGTGAACATTTGTA-3’ Mutovany gén
NHEJ1-R23 | 5’-CCTTTTTGTTTGCCCTCAGA-3’
SPJn-F 5’-TCCCATTCAGGTCCCAGAA-3’ Nezmeneny' gén
SPJn-R 5’-TGATGACCTCTGACCTCTG-3’ PRA
SPJm-F 5’-TTCCCATTCAGGTCCCAGAC-3’ .

> ;— Mutovany gén
SPJm-R 5’-GATGACCTCTGACCTCTGAT-3

Tab. 1. Sekvencie pouZitych primerov

VYSLEDKY A DISKUSIA

Amplikény ziskané naSou analyzou boli po separacii na agarézovom géli zdokumentované
ana ich zaklade boli uréené genotypy vySetrovanych jedincov. Pri pouziti tychto parov
primerov podl'a Parkera et al. (2007), sme ziskali jednozna¢né ucenie zdravych a chorych
jedincov a zaroven aj latentnych prenasatel'ov ochorenia CEA. Ked’Ze sa jedna a monogénne
kédované ochorenie, dominante homozygotny stav génu (AA) je charakterizovany ako
zdravy. V pripade recesivne homozygotného stavu (aa) sa u tohto jedinca nachadza mutacia
na oboch sesterskych chromozémoch, o mé za nasledok vznik ochorenia. Ak sa tento defekt
nachadza iba na jednom chromozome, hovorime o latentnom prenésatel'ovi (Aa), ktory toto
ochorenie moze d’alej rozsirit’ na potomstvo aj ked’ je klinicky zdravy. V naSom vyskume sme
analyze podrobili spolu 22 jedincov patriacich medzi dlhosrsté kolie. Aj napriek predpokladu
potvrdenia oboch ochoreni na zaklade ich vysokého vyskytu v tomto plemene sa ndm podarilo
objavit' iba mutacie zodpovedné za vznik CEA. Z tychto vySetrovanych jedincov sme
potvrdili vyskyt genetickej vady u 10 psov, u ktorych doslo ku amplifikécii iba za pouzitia
primerov F20/R23. V 4 pripadoch sme pozorovali amplikony iba pri prvom pare stanovenych
primerov (F17/R17), ¢o jednozna¢ne poukazuje na dominantne homozygotny (AA) stav génu
NHEJ1 uzdravych psov. U 8 jedincov sme amplifikdciu zaznamenali pri oboch paroch
primerov, ¢o je charakteristické pre latentnych prendSatel'ov ochorenia (Aa). Psy trpiace tymto
ochorenim vykazuju Sirokt skéalu fenotypovych prejavov, od relativne miernych az po tazké
prejavy ochorenia. Existujlica literatura neustale poukazuje na vyznamnt ulohu genetiky pri
vzniku anomalie o¢i kolie, priCom delécia v géne NHEJ1 je dobre charakterizovanym
genetickym faktorom, ktory je zdkladom tohto ochorenia (Mellersh, 2014, Dostal a kol.,
2010). Je ddlezité podotknut’, Ze pre toto ochorenie je charakteristicky takzvany ,,go normal*
fenomén, kedy aj u chorych jedincov nenachddzame v starSom veku ziadne oftalmologicky
detekovatelné vady na sietnici. U nevySetrenych jedincov preto vieme bez genetického
vySetrenia urCit’ pozitivitu aZ po prejaveni sa symptémov ochorenia. Je to spdsobené
pigmentaciou o¢ného fundu, ktora zakryva vyskyt moznych defektov (Chang a kol. 2010).
Nas vyskum potvrdil vysoky vyskyt tohto ochorenia v populécii dlhosrstych kolii rovnako
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ako Yakely a kol. (1972). Z dévodu zna¢ného rozsirenia ochorenia v chove dlhosrstych kolii
je nemozné tieto jedince uplne vyradit z plemenitby a zbavit’ sa tak neziaducich defektov
zraku, pretoze by dosSlo ku zdegenerovaniu tohto plemena. Preto je potrebné genetické
a oftalmologické vySetrenie jedincov a ich riadena plemenitba.

F17/R17 Obr. 1. Elektroforeticka separdcia amplikénov na agarézovom
géle. V pripade vzoriek 1, 2, 5 a 6 doSlo k amplifikdacii len s
primermi F17/R17, pricom vznikli fragmenty s vel’kost’ou 636
bp, ktoré su charakteristické pre zdravych jedincov. Vo vzorkdch
4 a 7 bola amplifikdcia iba s primermi F20/R23, ¢o potvrdzuje
pritomnost’ mutdcie. Vo vzorkdach 3 a 8 pritomnost’ fragmentov
pri oboch paroch primerov charakterizovala heterozygotny stav
jedinca, ktory je latentnym nosi¢om ochorenia.
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VPLYV MANAZMENTU PASTVY NA RASTOVE UKAZOVATELE, BACHOROVU
FERMENTACIU A MIKROBIOTU JAHNIAT S ENDOPARAZITMI
Deméakova K.}, Petri¢ D}, Varady M. %, Varadyova Z."
1Ustav_ﬁzziolo'gie hospodarskych zvierat, Centrum Biovied SAV, v.v.i., Kosice
2Parazitologick)5 ustav, SAV, v.v.i., KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo zistit’ rastové ukazovatele, bachorovi fermentaciu a mikrobiotu jahniat
s endoparazitmi, pasucich sa na la¢nych porastoch so zmieSanou druhovou diverzitou rastlin
obohatenych o experimentalne siatu ¢akanku (Cichorium intybus). Sestnast’ jahniat bolo
rozdelenych do dvoch skupin (n = 8/skupina): jahnatd pasuce sa na kontrolnom pozemku
S pévodnym laénym porastom (CON) a zvieratd pasice sa na experimentdlnom pozemku
obohatenom o ¢akanku (CHIC). Jahnata boli oralne infikované larvami endoparazita
Haemonchus contortus. Experimentadlne obdobie trvalo 145 dni. Kvantitativne analyzy
pomocou hmotnostnej spektrometrie s ultra-vysokym rozlisenim identifikovali fytochemické
zluceniny na pasienkoch jahniat CON aj CHIC skupin. Podobné pociato¢na hmotnost jahniat
sa od 90. do 145. dna zacala v CHIC skupine signifikantne zvySovat. Koncentracia
amoniakalneho dusika bola vyssia (P = 0,007) a koncentracia kyseliny propidonovej bola nizsia
(P = 0,016) vCHIC skupine. Vicsie relativne zastipenie amylolytickych baktérii
Streptococcus bovis v CHIC skupine vyznamne zvySilo mikrobidlnu enzymatickl aktivitu
amylazy (P = 0,008) axylanazy (P = 0,049). Vysledky potvrdili blahodarné uc¢inky
bioaktivnych latok cakanky, ktoré zlepsSili rastové ukazovatele, ovplyvnili mikrobidlnu
fermentaciu v bachore a parazitologicky status jahniat. Cakanka je slubnou alternativou pre
manazment endoparazitarnych infekcii v stilade s principmi ekologického pol'nohospodarstva.

UVOD

Pastice sa prezuvavce su vystavené neustalemu riziku, Ze sa nakazia larvami parazitdrnych
gastrointestindlnych nematdédov (GIN). U malych prezivavcov sposobuje GIN ochorenie
haemonchozu endoparazit Haemonchus contortus, ktorého dospeli jedinci ziji prichyteni na
stene slezu a Zivia sa krvou hostitel'a. Kontrola endoparazitov sa zvyCajne obmedzuje na
opakované pouzitie antihelmintik v spojeni so stratégiami riadenia pastvy. Vicsina prirodnych
oblasti predstavuje rozmanitost’ rastlinnych druhov, ktoré st nutricnymi centrami a lekarnami
s obrovskym mnozstvom primarnych (ziviny) a sekundarnych (farmaceutickych) zlucenin
zivotne doleZitych pre vyZzivu a zdravie prezavavcov. Bioaktivne latky rastlinného povodu
(polyfenoly) mozu byt pre prezivavce prospesné bojom proti GIN a zarovent mézu zlepsit’ aj
vyzivu zvierat (Véaradyova a kol. 2018). Samoliecba pasucich sa prezuvavcov reaguje na
vSeobecnt poziadavku znizit' pouZivanie syntetickych chemikalii v polnohospodarstve a
podporovat’ systémy ekologického pol'nohospodarstva (Villalba a kol. 2014). Ciel'om prace
bolo zistit, ¢i lacne porasty so zmieSanou druhovou diverzitou rastlin obohatené o
experimentalne zasiatu ¢akanku moéZu priaznivo zmenit’ rastové ukazovatele a bachorovu
mikrobialnu fermentéaciu jahniat s endoparazitmi.

MATERIAL A METODY

Jahnata (16 ks, plemeno Cigdja, vek 3—4 mesiace, vaha 13,6 = 0,52 kg) bolo od¢ervenych
albendazolom pocas 7-diiového adaptaéného obdobia. Boli rozdelené do dvoch skupin (n =
8/skupina): jahnata pasuce sa na kontrolnej parcele s pévodnym Iaénym porastom (CON) a
zvierata pasuce sa na experimentdlnej parcele obohatenej o cakanku (CHIC). Vybrali sme dve
parcely o vymere 0,43 ha a rozdelili elektrickym oplotenim. Na kazdi parcelu sme umiestnili
vodny Zl'ab a postavili pristreSok. Parcelu CON tvorili vylu¢ne lu¢ne pasienky so zmiesanou
druhovou diverzitou rastlin a 25 % parcely CHIC sme preorali a rekultivovali ¢akankou (C.
intybus). Experimentalne parcely neboli nikdy predtym spasané a boli povazované za
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nezatazené GIN. Vsetky jahnata boli oralne infikované larvami 3. Stadia H. contortus. Obe
skupiny boli kfmené aj koncentratovym krmivom (350 g suSiny/deii/zviera). Jahnata sme
pravidelne vazili a odoberali krv a féces. Bol sledovany parazitologicky status pocas celého
experimentu. Po 145 dnoch boli jahnata huméanne usmrtené podl'a Nariadenia Rady Eurdpske;j
komisie (1099/2009). Urobili sme chemické analyzy krmiva (AOAC), kvantitativne analyzy
polyfenolov (UHRMS), analyzy fermentacnych parametrov (GC), analyzy Specifickych
enzymatickych aktivit v bachore (Mikulovéd a kol. 2023), bachorové mikrobidlne analyzy
(RT-PCR). Udaje sme analyzovali pomocou neparového t-testu (GraphPad Prism 9.2.0 (332)
2021; GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Polyfenolové zluceniny, okrem taninov, identifikované v ¢akanke, patrili hlavne do skupin
fenolovych kyselin (napr. k. cichorova, k. kdvova, k. chinova), flavonoidov (napr. kvercetin,
kaempferol, apigenin glukoronid) a kumarinov (eskulin, aglykén) (Obr. 1). Maju hlavne
antimikrobidlne, antiparazitické, protizapalové, antioxida¢né, imunologické vlastnosti a
pravdepodobne su prospesné aj na zlepSenie rastu jahniat (Campbell a kol. 2021), ¢o sa
potvrdilo aj v nasom experimente. Cakanka v CHIC skupine zvysila denny vahovy prirastok
jahniat od 90. dna pokusu oproti CON skupine (P < 0,05). Parazitologicky status jahniat bol
po 35 dni po infekcii ovplyvneny v oboch skupinach, bud’ priamo pdsobenim na rdézne
vyvojove Stadidch parazita, alebo nepriamo zvySenim odolnosti zvierat proti endoparazitom.

Int
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Obr. 1. Chromatogram (UV 254 nm) ¢akanky (C. intybus) s hlavnymi fytochemikdliami

Amoniakalny dusik bol vyssi v CHIC (P = 0,007, Tab. 1) ajeho koncentracia poskytovala
maximalnu rychlost’ travenia a definovala optimalny obsah amoniaku v bachore. Tvorba
propionatu sut'azila s metanogenézou o metabolicky vodik v bachore a zrejme mikrobialna
populédcia CON skupiny podporovala viac tvorbu propionatu (P = 0,016). Enzymaticka
aktivita amylazy a xylanazy, bola vyznamne vyssia v CHIC skupine ako v CON skupine, ¢o
suviselo aj s posunom relativneho zastupenia amylolytickych baktérii Streptoccocus bovis
v CHIC skupine (Obr. 2). Zaverom, cakanka je slubnou alternativou pre manazment
endoparazitarnych infekcii v stlade s principmi ekologického pol'nohospodarstva, ktord si
vyzaduje multidisciplindrny pristup vedcov z oblasti parazitologie, fytochémie, zivociSnej
vyroby, fyziologie travenia, etoldgie a inych.

24



CON (priemer + CHIC (priemer + SD) P

SD)
NHs-N 170 + 38,0 234 +45,1 0,007
Celkové UMK (mmol/l) 30,6 +£ 8,72 28,6+ 11,9 0,694
K. octova (mol%) 67,7 3,45 70,1 £2.15 0,117
K. propionova (mol%) 14,4+ 2,40 11,7 £ 1,57 0,016
K. maslova (mol%) 13,4+ 1,70 12,4 +2,10 0,326
a-Amylaza (ukat/g proteinu) 0,94 + 0,787 1,85+ 0,610 0,008
CM-celulaza (ukat/g proteinu) 0,78 £ 0,596 0,87 £ 0,708 0,699
Xylanaza (ukat/g proteinu) 542 + 13,86 73,6 +£35,28 0,049

Tab. 1. Fermentacné parametre a Specificka enzymatickd aktivita v bachore

0.020

0,015

0,010

0.005

Butyrivibrio proteoclasticus/16 S V4
Butyrivibrio fibrisolvens/16 S V4
Fibrobacter succinogenes/16 S V4

0.000
CcoN cric con CHIC CON CHIC

20; 0.006:

0.004:

0.002:

Prevotella spp./16 S V4
s
Ruminococcus albus/16 S V4

Ruminococcus flavefaciens/16 S V4

0.000:
CON CHIC

0.005:

0.004:

0.003:

0.002:

Methanogens/16 S V4
5
16'S V4 (10%/ml)

0.001

Streptococcus bovis/16 S V4

0.000:

con e coN cHiC CcoN CHIC

Obr. 2. Mikrobidlne populdcie bachora jahniat vyjadrené v arbitrarnych jednotkdach (AU).
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ETERICKE OLEJE AKO ALTERNATIVNE ANTIMIKROBIALNE LATKY
V AKVAKULTURE
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ABSTRAKT

Aeromonas salmonicida je vyznamnym rybim patogénom sposobujucim vysoké ekonomické
straty v chove ryb. Liecba bakteridlnych ochoreni pomocou antimikrobidlnych latok vedie
k rozvoju antibiotickej rezistencie, a z tohto doévodu je potrebné hladat’ nové alternativy
liecby a prevencie. Ciel'om tejto prace bolo zistit’ antibakteridknu aktivitu 8 éterickych olejov
(EO) voci rybiemu patogénu Aeromonas salmonicida subsp. masoucida. Antibakterialna
aktivita bola testovand pomocou diskovo-difiznej metddy a metddy minimalnej inhibicnej
koncentracie voc¢i 12 izoldtom, ziskanych z ¢revného obsahu pstruhov dithovych. Najsilnejsiu
antibakteridlnu aktivitu preukédzal oreganovy a tymianovy EO, ktorych MIC sa pohybovali
v rozmedzi od 0,06 pl/ml do 0,125 pl/ml. Pre zistenie zavislosti medzi ¢asom, koncentraciou
EO akoncentraciou rybieho patogénu, bola vykonana krivka prezivania, ktora preukéazala
silni bakteriostatickii az baktericidnu aktivitu v priebehu 24 hod. PoSkodenie bakteridlnej
Struktiry ucinnymi éterickymi olejmi bolo vizualizované rastrovacim elektronovym
mikroskopom.

UvOoD

Intenzifikacia akvakultury moze viest' k zvySenému vyskytu bakterialnych ochoreni v chove
ryb a medzi najcastejSich povodcov patria Gram-negativne baktérie, najmd Aeromonas
salmonicida, A. hydrophila, Yersinia ruckeri alebo Vibrio anguillarum. Vyuzivanie
antimikrobialnych latok na prevenciu aterapiu bakteridlnych ochoreni vedie k vzniku
a Sireniu antibiotickej rezistencie medzi zvieratami a 'ud'mi (Irshath a kol., 2023). Z tohto
dovodu je potrebné hl'adat’ alternativne moZznosti ich ndhrady, medzi ktoré patria aj éterické
oleje. EO su charakterizované ako sekundarne metabolity rastlin, ktoré sa vyznacuju silnou
antioxda¢nou, imunostimula¢nou, antivirusovou, antiparazitarnou a antibakterialnou
aktivitou. Vo vSeobecnosti su Gram-pozitivne baktérie na G¢inky EO citlivejSie kvoli stavbe
ich bunkovej steny, avSak mnohé Studie potvrdzuju signifikantny Gc¢inok aj vo¢i Gram-
negativnym baktéridm. Ich pouzitie sa v akvakultire zvySuje vd’aka ich biodegradaénym
vlastnostiam, nehromadeniu sa v tkanivach vo forme rezidui a v dosledku ich chemicke;j
Struktiry su odolné voc¢i zaludocnej kyseline, Co zaistuje ich ucinok. Vdaka tymto
vlastnostiam predstavuji EO slubnu alternativu ku antimikrobidlnym latkam, ¢im moézu
prispiet’ k spomaleniu Sirenia antibiotickej rezistencie (Dawood a kol., 2021, Dawood a kol.,
2022).

MATERIAL A METODIKA

V praci bolo pouzitych 8 komeréne vyrabanych EO (Calendula a.s., SR), a to ¢ajovnikovy,
eukalyptovy, kosodrevinovy, mitovy, oreganovy, rozmarinovy, tymianovy a borovicovy EO.
Ich antibakteridlna aktivita bola testovand pomocou diskovo-difiznej metédy a minimalnej
inhibi¢nej koncentracie (MIC) vo¢i 12 izolatom A. salmonicida subsp. masoucida, ziskanych
z ¢revného obsahu pstruhov dihovych. Bakteridlne inokuld boli pripravené z nocnej kultiry
(18 hod.) aupravené na zakal zodpovedajici hustote 1,5 x 10° KTJ/ml. Na vykonanie
diskovo-difuznej metdédy bolo naockovanych 100 pl inokula na Mueller-Hinton agar (MHA)
(Oxoid, UK), snaslednym naukladanim sterilnych papierovych diskov o priemere 6 mm
a pridanim 10 pl jednotlivych EO. Ako pozitivna kontrola bolo pouzité antibiotikum
ciprofloxacin (5 pg/disk) aako negativna kontrola sterilny trypton-soéjovy bujon (TSB)
(HiMedia, India). Citlivost’ voc¢i EO bola vyhodnotena po 24 hod. kultivacii pri teplote 37 °C
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meranim priemeru inhibi¢nych zén a jednotlivé vysledky boli hodnotené po 3 opakovanych
meraniach Statisticky Tukeyho testom. MIC bola stanovena pomocou mikrotitra¢nych
platni¢iek (Brand, Nemecko), kedy boli bakteridlne inokuld upravené na zékal zodpovedajaci
3,0 x 10® KTJ/ml. Finalny obsah jamky (200 ul) obsahoval 100 pl bakteridlneho inokula a
100 pl testového oleja, ktory bol dvojkovo riedeny v TSB pre dosiahnutie koncentracného
rozpdtia od 1,0 pl/ml do 0,005 pl/ml, s vyuzitim emulgatora Tween 20 (AppliChem,
Nemecko). Pozitivnou kontrolou bolo bakteridlne inokulum a negativnhou kontrolou Cisté
TSB. Platnic¢ky boli inkubované po dobu 24 hod. pri teplote 37 °C za staleho trepania a
inhibicia rastu sa vyhodnotila spektrofotometricky, meranim absorbancie pomocou Biotek
Synergy 2 (Merck, Nemecko) pri 600 nm. Na S§tatistické vyhodnotenie bol pouzity softvér
rastu mikroorganizmov. Pomocou krivky prezivania je mozné sledovat vztah medzi
¢asom, koncentraciou EO a koncentrdciou baktérie. Pre toto sledovanie boli pouzité dva
najucinnejsie EO. Skiimavky s 5 ml suspenzie s obsahom inokula s koncentraciou 1,5 x 10°
KTJ/ml aEO skoncentraciou 0,03 pl/ml, 0,06 pl/ml a 0,125 pl/ml. Kontrolnu skupinu
predstavovala Cista bakteridlna suspenzia. Jednotlivé alikvéty (500 pl) boli odoberané po 0, 3,
6 a24 hod. adesiatkovo riedené vo fyziologickym roztoku. Kultivacia bola vykonana na
MHA pri teplote 37 °C, po ktorej bol vyhodnoteny pocet baktérii v KTJ/ml, uvadzany v log
KTJ/ml. Pomocou rastrovacieho elektronového mikroskopu (JEOL JSM-35 CF, Japonsko),
bol vizualizovany antibakteridlny efekt EO. Inokulum bolo upravené na zékal zodpovedajuci
1,5 x 108 KTJ/ml a vystavené MIC EO po dobu 18 hodin pri teplote 37 °C. Kontrolnu skupinu
tvorila bakterialna suspenzia bez pridania EO. Po inkubacnej dobe boli baktérie ziskané
centrifugaciou (8000 rpm, 5 min), premyté a dvakrat resuspendované v sterilnom PBS. Bunky
boli dehydratované pouzitim etanolu so zvySujucou sa koncentraciou s ndslednou nahradou
etanolu za terciarny butylalkohol. Takto vysuSené bunky boli pokryté zlatom a pozorované
pod mikroskopom (Liang a kol., 2022).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Podl'a Rota akol. (2008), je antibakteridlna aktivita EO klasifikovand pomocou diskovo-
difznej metody ako EO so silnou inhibi¢nou aktivitou (zéna inhibicie < 12 mm), miernou
inhibi¢nou aktivitou (z6na inhibicie = 20 — 12 mm) alebo bez inhibi¢nej aktivity (zona
inhibicie >12 mm). Na zéklade danej klasifikacie, tymidanovy, oreganovy, €ajovnikovy a
mitovy EO vykazovali najsilnejSiu antibakterialnu aktivitu vo¢i A. salmonicida subsp.
masoucida, pric¢om najslabsiu aktivitu preukazal kosodrevinovy EO. Styri EO, tymianovy,
oreganovy, ¢ajovnikovy a métovy, boli testované pre ich MIC na zaklade ich najvyznamnejse;j
antibakterialnej aktivity potvrdenej diskovo-difiznou metdédou. MIC oreganového
a tymianového oleja sa pohybovala v rozpéti 0,06 pl/ml az 0,125 pl/ml a pre ¢ajovnikovy
a mitovy olej od 0,25 pl/ml az 0,5 ul/ml (Tab. 1). Pre sledovanie redukcie A. salmonicida
subsp. masoucida Vv priebehu 24 hod. posobenim EO v troch réznych koncentraciach (0,03
pul/ml, 0,06 pul/ml a 0,125 pl/ml), bola vykonand krivka prezivania. Pre potvrdenie
bakteriostatickej aktivity EO je potrebny ubytok o menej ako 3 logaritmické poriadky, kym
pre stanovenie baktericidnej aktivity je to redukcia o 3 aviac logaritmickych poriadkov.
Z vysledkov vyplyva, po 24 hod. inkubacii, tymianovy EO dosiahol 1,6 logio redukciu pri
koncentracii 0,03 pl/ml, 2,9 logio redukciu pri koncentracii 0,06 pl/ml a 10,0 log;o redukciu
pri koncentraciu 0,125 pl/ml (Obr. 1A). Oreganovy EO vykazoval silnt antibakterialnu
aktivitu ked’ze doslo k 1,5 logip redukcii pri koncentracii 0,03 ul/ml, 2,4 logip redukcii pri
koncentracii 0,06 ul/ml a 10,0 logyo redukcii pre koncentraciu 0,125 upl/ml (Obr. 1B).
Pomocou rastrovacieho elektronového mikroskopu bol vizualizovany uU¢inok EO na
bakterialnu bunku. Po 18 hod. inkubacii boli sledované Strukturdlne zmeny ako zmena vo
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velkosti a v tvare bunky, ale aj desStrukcia bunkového povrchu, vedica k 'ahkému uniku
bunkového obsahu az ku kolapsu bakterialnej bunky (Obr. 2B., 2C.).

Bakterialny izolat Oreganovy | Tymianovy éaj ovnikovy Miitovy

IZOLAT 4 | 0,06+ 0005 | 006£0,005 | 025=0013 @ 025+0,007
[ZOLAT 7 | 006+001 | 0125+0001 | 025=0006 | 025+0,011
IZOLAT 24| 006£0026 | 0,125+0008 | 025=0003 | 025+00

IZOLAT 27| 0,06+0,002 | 0,125+0,002 | 025=0,039 | 025 = 0,049
IZOLAT 59 | 0,125+ 0,006 | 0,125 +0,008 | 025 <0005 0.5 = 0,001
IZOLAT 63| 0,125+ 0,001 | 0,125 0,002 | 025=0002 | 05 = 0003
IZOLAT 70 | 0,125+ 0,002 | 0,125 +0007 | 025=0008 | 025 0,004
IZOLAT 71| 0,125 0,003 | 0,125 £0,007 | 0,5 0,01 0.5 + 0,001
IZOLAT 73| 006+ 0,005 | 0,125+0,001 | 025=0,005 | 025 =0.006
IZOLAT 84| 0,125+ 0,004 | 0,125 0,003 | 050014 | 05 = 0003
IZOLAT 85| 0125+ 0,006 | 0,125 +0006 | 05+0016 | 050018
IZOLAT 86| 0,125 +0,002 | 0,125 +0,002 | 0,5 0,01 0,5 + 0,003

A. salmonicida subsp.
masoucida

Tab.1. MIC EO voéi izolatom A. salmonicida subsp. masoucida

A. B.
10 10
9 9
8 ” g /
2 7
= 6 —+— 0,03 pl/ml = 6 —~— 0,03 pl/ml
5 5
ME 4 0,06 nl/ml Mﬁ A 0,06 ul/ml
& —+— 0,125 pl/ml 2,3 4 0,125 pl/ml
- 3 3
2 == Kontrola ) =~ Kontrola
1 1
0 0
0 3 6 24 0 3 6 24
Cas (hodiny) Cas (hodiny)

Obr. 1. Krivka prefivania A. salmonicida subsp. masoucida so sledovanym ucinkom tymidnového (A.)
a oregdanového EO (B.).

Obr. 2. Vizualizdacia antibakteridlnej aktivity EO pomocou SEM. Vizualizdcia zmien po 18 hod. inkubdcii -

kontrolnd skupina bez EO (A.), s pridanim tymidnového (B.) a oregdnového EO (C.).
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RAAV VECTORS IN GENE THERAPY AND THEIR TESTING ON AN
ALTERNATIVE CAM MODEL
Hurnikova J.}, Demé&isakova Z.}, Cucchiarini M.2, Petrovové E.
'Department of Morphological Disciplines, UVYMP, Kosice, Slovakia
“Center of Experimental Orthopaedics, Saarland University Medical Center, Homburg, Germany

ABSTRACT

Current biomedical research increasingly emphasizes the development of models that bridge
the gap between in vitro and in vivo results, in line with the 3Rs principles. The
chorioallantoic membrane (CAM) is an extraembryonic tissue formed by the fusion of the
chorion and the vascularized allantoic membrane, serving as an excellent model for
angiogenesis and biocompatibility testing. Viral vectors, particularly recombinant adeno-
associated viral vectors (rAAV), are the most effective tools for gene transfer and the leading
platform for in vivo gene therapy. This study aimed to evaluate rAAV activity on CAM, by
visualizing the expression of three different reporter genes carried by these vectors. We
identified the vector that allows the most reliable and rapid visualization on CAM, which will
be used in future experiments with therapeutic vectors. Specifically, we applied rAAV vectors
carrying the reporter genes lacZ, RFP (red fluorescence protein), and GFP (green fluorescence
protein) on chick CAM and visualized their activity after 24 hours (ED8). Fluorescent
microscopy was used for the RFP and GFP vectors, while a f-galactosidase staining kit was
employed for the lacZ vector. The lacZ vector required some modifications for successful
visualization and the fluorescence of the RFP vector was hindered by interference from blood
cells. Based on our findings, the GFP reporter gene emerged as the most suitable for studying
rAAV vector activity on CAM due to its straightforward and reliable visualization.

INTRODUCTION

The chorioallantoic membrane (CAM) is a highly vascularized avian extraembryonic
membrane that is used as an in vivo model in the study of angiogenesis in relation to cells or
tissues. Currently, the use of CAM is already an integrated part of biocompatibility testing of
newly created biomaterials included in the field of regenerative medicine and tissue
engineering (DemciSakova et al., 2022). CAM serves as a respiratory and excretory organ,
and although it is very thin and its matrix is transparent, a very well-formed arteriovenous
system is easily accessible and visible (Merckx et al., 2020). Gene therapy is the treatment of
a genetic disease by introducing specific genetic materials in a patient to modify the cell
functions using gene delivery vehicles called vectors (Bulcha et al., 2021). Gene transfer that
involves the delivery of foreign genetic material into target cells via nonviral or viral vectors
aims at treating specific disorders by altering gene expression, offering potential therapeutic
solutions for diseases with well-characterized genetic causes (Chancellor et al., 2023). Viral
vectors serve as delivery systems of genetic information (Shaabani et al., 2022). These are
derived from pathogenic viruses from which infectious genes are encoded, removed, and
replaced with therapeutic genetic sequences. Today represent recombinant adeno-associated
viruses (rAAV) the leading platform for in vivo gene therapy (Wang et al., 2019).

MATERIAL AND METHODS

Fertilized chicken eggs (Gallus gallus domesticus; Lohmann brown breed) were delivered
from the hatching farm Parovské Haje in a temperature-controlled manner to ensure egg
viability and quality. The eggs were incubated horizontally in a forced-draft constant-
humidity incubator at 37.5 + 0.5 °C and 70% relative humidity. At embryonic day (ED) 3, the
eggshell was disinfected with 70% ethanol, each egg was cracked, and the content with
chicken embryo was carefully transferred into a plastic weighing boat. The embryos were
incubated until ED7. The application on the CAM was made on ED7, where 20 pul of rAAV
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vectors (rAAV-RFP, rAAV-lacZ, rAAV-lacZ) were applied within a silicone ring placed on a
suitable CAM zone between two large vessels. The vectors used in this study were designed
and constructed in collaboration with the Experimental Orthopaedic Centre, Saarland
University, Germany. Each type of vector was applied on CAM of 6 chick embryos + 2
embryos were used as a control for lacZ staining. Chick embryos were placed back to the
incubator after application. Visualization was made after 24 hours (EDS8), using fluorescent
microscopy for the RFP (TRITC filter) and GFP (FITC filter) vectors and B-galactosidase
staining kit (B-Gal Staining Set, Roche) for the lacZ vector visualization. The samples of the
CAM with RFP and GFP vectors within the silicon ring were excised, subsequently examined
and documented using the fluorescence microscope Olympus BX51 (Olympus, Tokyo, Japan)
and digital camera Olympus DP80 (software cellSenseStandard). The -galactosidase staining
solution was prepared according to protocol instructions and diluted with distilled water in a
ratio of 1.8 (H,0O):1 (Kkit solution) and applied on the zone within the silicone ring in volume
of 30 ul. Embryos were placed in incubator and after one hour the blue coloration in the area
of application was observed.

RESULTS AND DISCUSSION

In the present research, we applied and subsequently visualised the activity of rAAV vectors
carrying three different reporter genes (lacZ, RFP, GFP) on chick CAM using the ex ovo
approach. Visualization of the lacZ rAAV vector was possible after some modifications, as
the kit was designed for cell cultures and fixed samples. The staining solution caused
hemorrhages and destruction of blood vessels at the place of application. Therefore, we tried
to dilute the staining solution with distilled water in different ratios (2:1; 1:1; 1.5:1; 1.8:1) to
find the concentration that would not cause hemotoxicity but still be able to visualize the
product. We overcame this hurdle by diluting the solution with distilled water in a ratio of 1.8
(H20):1 (kit solution). Fluorescence visualization of the rAAV-RFP was not possible due to
interference with the blood cells' fluorescence signal present under the same filter. In
comparison, rAAV-GFP visualization was successful and clear, without any signal
interference. The reporter gene serves as an indicator of successful transduction. Its
visualization is important in order to confirm the vector's genome integration to the target
cells population and thus to make sure that the therapeutic gene was delivered correctly.
Schughrat and Accart, (2003) tested adenoviral vectors with the lacZ reporter gene on the
CAM model, but they did not observe any vessel destruction while staining the sample with
X-Gal solution. However, they did not apply the solution in vivo but first on dissected CAM.
This could explain the absence of hemotoxicity. GFP as a reporter gene was used in various
virus studies on CAM. Han et al., (2002) studied the pathogenicity of herpesviruses and
described GFP gene as a useful marker since it does not require any cofactors or substrates for
its detection. Similarly, Al-garib et al., (2003), who tested tissue tropism of Newcastle
Disease Virus (NDV) with GFP reporter gene on chicken embryo and CAM, agreed that the
major advantage of GFP is that it enabled the visualization of virus replication without any
pre-treatment of the tissue. Our study confirmed that the best solution for studying rAAV
vector activity on CAM would be a vector carrying the reporter gene GFP, which offers
simple and reliable visualization.
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Fig. 1. Comparison of lacZ vector visualization using staining kit without dilution (A) and dilution ratio 1:1.8
without any visible hemotoxicity (B)

Fig. 2. A - Fluorescence microscopy visualization of GFP vector activity on CAM after 24 hours from
application, merged TRITC and FITC photo; B - Fluorescence microscopy visualization of RFP vector on
CAM under TRITC filter — impossible to distinguish between RFP and blood cells® signal
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HORMONALNA NEROVNOVAHA PO TRAUMATICKOM PORANENI MIECHY
JE SPOJENA SO ZMENAMI V EXPRESII ANGIOTENZINOVYCH RECEPTOROV

Hvozdikova E., Kellerova E., Snopkova J., Liptakova V., Pavel J.
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ABSTRAKT

Traumatické poranenie miechy (TPM) je zavazny stav, ktory vedie k nahlej aktivacii
neuroendokrinného systému hypotalamus-hypofyza-nadoblicka (hypothalamic-pituitary-
adrenal, HPA). Spravna funkcia systému je v dosledku primarneho a sekundarneho
poskodenia sympatickych nervovych drédh inervujucich nadoblicku narusena. NarusSenie
sympatickej inervacie nadoblicky moéze vyraznym spdsobom ovplyvnit expresiu
angiotenzinovych receptorov (AT1 a AT2), ktoré sa nachadzaju v jednotlivych zlozkach tohto
systému. Ciel'om naSej prace bolo skimanie expresic AT1 a AT2 receptorov v osi HPA, ako
aj sledovanie zmien hladiny cirkulujiceho Angiotenzinu II a stresovych horménov pocas 28-
diiového prezivania po TPM (40g kompresia pocas 15 minat) indukovanym vo vyssej (Thl)
a nizsej (Th9) Casti hrudnej miechy potkana. Po prvych 3 dnoch prezivania bola pozorovana
zvySend hladina cirkulujuceho Angiotenzinu II, ktora nésledne klesala na kontrolné hodnoty.
V ramci expresie angiotenzinovych receptorov v systéme HPA sme pozorovali dynamické
zmeny, ktoré sme korelovali so zmenami plazmatickej hladiny stresovych hormoénov, vratane
horménu uvolnujiceho kortikotropin, adrenokortikotropinu, kortikosterénu, adrenalinu,
noradrenalinu a aldosterénu. Z naSich vysledkov je zrejmé, ze rozsah sympatickej denervacie
nadobli¢iek spdsobeny TPM vyznamne ovplyvituje neurohormonalnu regulaciu a expresiu
receptorov Angiotenzinu I v rdmci neuroendokrinného systému HPA.

UvOD

Os hypotalamus-hypofyza-nadoblicka (hypothalamic-pituitary-adrenal, HPA) je hlavny
neuroendokrinny systém, ktory riadi reakciu na stres areguluje mnohé telesné procesy,
vratane travenia, imunitnych reakcii, nalady aemocii, sexudlnej aktivity a uchovévania
avydaja energie. TPM vSak modze negativhym spOsobom vyrazne ovplyvnit optimalne
fungovanie tohto systému, a to prostrednictvom narusSenia sympatickej inervacie nadoblicky.
Angiotenzin II je vyznamny stresovy hormon, ktory zohrdva doéleziti ulohu v regulécii
systtmu HPA prostrednictvom svojich ATI1 a AT2 receptorov. AT1 receptor je hojne
exprimovany v paraventrikularnom jadre (paraventricular nucleus, PVN) hypotalamu,
V hypofyze, v kdre a v dreni nadobli¢iek, ktoré tvoria sucasti systému HPA (Saavedra a Kkol.
2007). AT2 receptor sa nachadza len v dreni nadobli¢iek. Angiotenzin II prostrednictvom
aktivacie AT1 receptora moze stimulovat’ sekréciu kortikotropin uvolfiujuceho hormoénu
(corticotropin releasing hormone, CRH) =z hypotalamu, ktory nasledne uvolnuje
adrenokortikotropny hormén (adrenocorticotropic hormone, ACTH) z hypofyzy. Tato
kaskada nakoniec vedie k produkcii kortizolu resp. kortikosteronu v kortexe nadobliciek
(Raasch a kol. 2006). Aktivacia tychto receptorov zvysuje citlivost’ syst¢ému HPA na stres.
Angiotenzin II prostrednictvom regulicie krvného tlaku arovnovahy tekutin mozZe aj
nepriamo ovplyvnit’ funkciu osi HPA (Saavedra a kol. 2007). Angiotenzin II v nadoblickach
vyvolava rozne fyziologické reakcie. Je hlavnym reguldtorom sekrécie aldosteronu, v dreni
zvySuje uvolnovanie katecholaminov, ma trofické u€inky v nadobli¢kach a stimuluje sekréciu
rastovych faktorov (Giacchetti a kol. 1996).

Z dostupnej literatury vsSak nie je jasné, akym sposobom TPM z dlhodobého hladiska
ovplyviiuje sekréciu Angiotenzinu II, uvolfiovanie prislusnych hormoénov, expresiu jeho
receptorov V jednotlivych komponentoch neuroendokrinného systému HPA a jeho aktivaciu.
TaktieZ nds zaujimalo, do akej miery rozsah denervacie nadoblicky vyvolanej na tUrovni
vys$ich (Thl) a niz8ich (Th9) hrudnych segmentov ma vplyv na nami sledované parametre.
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MATERIAL A METODY

V experimentoch sme pouzili dospelé samice potkanov kmena Wistar (vek 3 mesiace,
hmotnost’ 250-300 g). Kompresia miechy (vaha 40g pocas 15 minut) bola vykonana na urovni
vys$8ich (Th1) resp. nizsich (Th9) hrudnych segmentov podl'a Fedorova a Pavel (2019). Dizajn
vyskumu bol rozdeleny do dvoch experimentalnych Casti. V prvej Casti, z dovodu sledovania
zmien Angiotenzinu II, sledovanych hormoénov v krvi ako aj vexpresii oboch
angiotenzinovych receptorov v obdobi 4 tyzdiiov po TPM sme experimentalne zvierata
rozdelili do 7 skupin: (1) intaktna kontrola (n=5); (2-7) TPM na turovni Th9 s po-
traumatickym prezivanim 1, 3, 7, 14, 21 a 28 dni (n=5/skupina). Na odliSenie vplyvu
chirurgického zakroku bola kazd4 skupina s TPM porovnavand s prislusnou tzv. sham
kontrolou (n=5/skupina).

V druhej Casti experimentov sme skimali vplyv rozsahu denervacie nadoblicky spdsobené
TPM na uz zmienené sledované parametre. Preto experimentalne zvieratd boli rozdelené do 4
skupin: (1) intaktna kontrola (n=5), (2) sham kontrola (n=5), (3) TPM na arovni Thl (n=5),
(4) TPM na turovni Th9 (n=5). Zvieratd po zakroku prezivali 3 dni. Zvierata mali
neobmedzeny prisun k vode a krmivu, boli drzané v klietkach, v prostredi s 12 h svetelnym
cyklom, kontrolovanou teplotou a vlhkostou. Vsetky experimenty boli schvalené Statnou
veterindrnou a potravinovou spravou Slovenskej republiky, a to na zéklade zédkona ¢. 39/2007
a vyhlasky MPRV SR ¢. 436/2012.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyza expresie angiotenzinovych receptorov v 0si HPA a hormondlne zmeny

Hladiny nami sledovanych hormoénov po TPM na trovni Th9 su typické pre nereagujiucu os
HPA, kedy aj napriek zvySenej hladine ACTH nedochéadza k zvySenej hladine kortikosteronu,
ktorého hodnoty st dokonca zniZené voci sham kontroldm. Chronicky zvySend hladina ACTH
sposobuje desenzibilizaciu nadobliCkovych receptorov pre ACTH a dochadza k poruchdm
uvolniovania glukokortikoidov (Allison a Ditor, 2015). Pozorovana zvysena hladina CRH
pocas prvych troch dni prezivania u zvierat po TPM koreluje so zvySenou expresiou AT1
receptorov v PVN, nakol’ko ATI receptory st exprimované priamo na CRH neurénoch PVN
(Aguilera akol. 1995), ich aktivacia zvySuje uvolfiovanie CRH. Pozorované hladiny
aldosteronu boli signifikantne zvySené voci sham kontroldm, a to pocas takmer celej doby
prezivania. Od 7. dila po traume, zvySena hladina aldosteronu nekoreluje s vyrazne nizSou
koncentréaciou cirkulujiceho Angiotenzinu II. V rdmci hladin katecholaminov sme pozorovali
signifikantné rozdiely v hladinach adrenalinu medzi sham operovanymi zvieratami a skupinou
zvierat po TPM. Vyrazna zvySena hladina adrenalinu u sham operovanych zvierat oproti
skupine zvierat po TPM bola pozorovana prvé dva tyZdne po traume, aj ked’ v skupine zvierat
po TPM boli hladiny adrenalinu signifikantne zvySené oproti intaktnej kontrole. Hladiny
noradrenalinu v skupine zvierat po TPM jemne prevySovali hladiny tohto hormoénu u sham
operovanych zvierat pocas celej doby prezivania.

Analyza zmien sledovanych parametrov po TPM na urovni vyssich (Thl) a nizsich (Th9)
torakadlnych segmentov

TPM vyvolané na segmentalnej trovni Thl a Th9 ndm umoznilo sledovat vplyv r6zneho
rozsahu sympatickej denervacie nadoblicky na systém HPA. Sympaticka inervacia
nadobli¢iek po TPM na urovni Th9 je Ciasto¢ne zachovand, zatial’ ¢o na trovni Thl je Uplne
prerusend. Priiss a kol. (2019) vo svojej praci popisali tzv. maladaptivny neuroendokrinny
reflex, kedy po vysokouroviiovom TPM (nad Th5) dochadza k vysokej hladine
glukokortikoidov aj napriek znizenej hladine CRH. Tento reflex sme v naSich vysledkoch
pozorovali aj my, preto predpokladame, Zze vyrazne zvySena hladina glukokortikoidov nebola
sposobend zvySenou hladinou ACTH, ale abnormélnou funkciou sympaticky denervovanych
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nadobli¢iek. Po TPM na Thl sme pozorovali aj vyrazni redukciu expresie angiotenzinovych
receptorov vramci osi HPA. Hladiny skimanych hormoénov okrem hladin adrenalinu a
kortikosteronu, boli taktiez vyrazne znizené v porovnani so skupinou zvierat po TPM na Th9.
Zvysenu hladinu adrenalinu si vysvetlujeme kompenzaénym mechanizmom nadobliciek pri
nastoleni rovnovahy v stresovej odpovedi, kedy je narusend sympaticka inervacia nadobliciek.
Nase vysledky naznacili, ze rozsah inervacie nadoblicky je kritickym faktorom, ktory ma
zasadny vplyv na neurohormonalnu reguléciu a expresiu angiotenzinovych receptorov v ramci
osi HPA. Pochopenie komplexnych mechanizmov po TPM, medzi ktoré¢ patri Stadium
neuroendokrinnych zmien a zmien Vv expresii angiotenzinovych receptorov v osi HPA méze
viest’ k vyvoju ucinnej terapie, zameranej na prevenciu pridruzenych infek¢nych komplikacii
normalizaciou neurohormonalnej nerovnovahy u pacientov po TPM.
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VYUZITIE MULTIKRITERIALNEJ ANALYZY NA HODNOTENIE RIZIKOVYCH
OBLASTI VYSKYTU CREVNYCH ENDOPARAZITOV
Ihnacik L."2 Smigova I.', Papajova I."
lParazitologick)} ustav SAV, v. v. i., Hlinkova 3, 040 01 Kosice
2Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmacie, Komenského 73, 041 81 Kosice

ABSTRAKT

Praca je zamerana na sledovanie vyskytu ¢revnych endoparazitov (CE) u I'udi a identifikaciu
rizikovych oblasti ich vyskytu v modelovej lokalite - okres Roziava. Celkovo sa v obdobi od
11/2022 do 1/2024 vysetrilo 2503 vzoriek Pudskej stolice a pritomnost CE sa potvrdila
v takmer 6% vzoriek. NajCastejSie sa v stolici zaznamenali vajicka helmintov Ascaris
lumbricoides a cysty protozoa Giardia duodenalis. Az 22-krat ¢astejsie boli CE detegované
vo vzorkach od l'udi s rdmskou narodnost'ou a vo vzorkach stolice od lI'udi z vidieka (OR-
7,23). Okrem toho sa hodnotili aj rizikové faktory, ktoré ovplyviiuji prenos a §irenie CE
vtomto okrese. Statistickymi analyzami sa zistilo, Ze hustota _obyvatel'stva, vyuZitie
vodovodu, kanalizacie a vzdelanie mali vyraznej$i vplyv na vyskyt CE. Priestorové analyzy
urcili centralnu a juhozapadnu Cast’ okresu za najrizikovejsiu na prenos a Sirenie CE. Uginna
ochrana pred prenosom a zniZenie rizika infekcie CE si vyzaduje zavedenie cielenych
preventivnych opatreni, na ¢o je potrebné urcit’ a pochopit’ hlavné rizikové faktory a rizikové
oblasti.

UvoOD

Vyskyt &revnych endoparazitov (CE) je na Slovensku pomerne nizky, no v uréitych oblastiach
je ich pocet zvySeny. Ide najmé o oblasti obyvané marginalizovanymi komunitami, ktor¢ sa
vyznacuju preludnenim, castou absenciou zdrojov pitnej vody a kanalizacie, alebo
pritomnost'ou tulavych a divych zvierat (Papajova akol., 2021). Podl'a Atlasu Rémskych
komunit 2019 (Ravasz a kol., 2020) sa najviac takychto lokalit nachadza v KoSickom kraji a v
okrese Roznava. Ide o oblast’ etnicky zmieSanu s vyS$§im poctom Rémov, ktori Casto Ziji v
segregovanych osadach s niz§im Zivotnym Standardom a hygienou. To negativne ovplyviiuje
zdravotny stav obyvatel'ov a zvySuje riziko nakazy CE, ¢o mdze predstavovat riziko aj pre
celt spoloc¢nost’. Ciel'om prace bolo nielen zistit” aktudlnu epidemiologicku situaciu, ale urcit’
aj rizikové faktory a rizikové oblasti spojené s prenosom a sirenim CE v okrese RoZiiava.
Tieto informacie mozu vyrazne prispiet k znizeniu vyskytu CE v tychto komunitach a zlepgit
celkovy zdravotny stav obyvatel'ov.

MATERIAL A METODY

Celkovo bolo vysetrenych 2503 vzoriek I'udskej stolice z 59 lokalit v okrese Roznava. Vzorky
boli odoberané v spolupraci s lekdrmi, socidlnymi pracovnikmi, rodiémi a dobrovolnikmi.
Respondenti obdrzali odberové skimavky a informovany suhlas, kde poskytli tidaje o veku,
pohlavi, mieste bydliska a narodnosti. Vzorky stolice boli po odbere skladované bez
konzervéacie pri 4 °C a vySetrené do 24 hodin v laboratoriu. Na diagnostiku vyvinovych $tadii
endoparazitov vo vzorkach bol pouzity kit Paraprep L (Diamondal - Franctuzsko). Vysledky
parazitologickych vysSetreni boli spracované pomocou RStudio, kde boli vyratané zékladné
epidemiologické Statistiky (pozitivita, pomer Sanci, chi-kvadrat, signifikancia). Korela¢nou
analyzou sa urcovala dolezitost faktorov - porovnal sa pocet pozitivnych vzoriek v
jednotlivych lokalitdch s idajmi 10 vybranych faktorov. Korelacné koeficienty boli preratané
na percentudlnu hodnotu, priCom za ddlezité boli povazované faktory prekracujuce hranicu
8%. Nakoniec boli vytvorené databdzy importované do ArcGIS pro, kde bola vytvorend mapa
priestorovej distribucie CE a &iastkové mapy jednotlivych faktorov. Udaje faktorov boli
nasledne rasterizované a reklasifikované na spolo¢nit mierku od 1 do 5 za pomoci
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prirodzenych zlomov. Vysledné rizikové mapy boli vytvorené za pomoci funkcii vazené¢ho
prekryvu a rastrovej kalkulacky v ArcGIS pro.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Parazitologickou analyzou sa zistilo, Ze 5,95% z celkového poctu vzoriek 'udskej stolice bolo
pozitivnych na pritomnost’ vyvinovych §tadii endoparazitov. Celkovo boli detegované vajicka
Ascaris lumbricoides v 117 (4,67%), cysty Giardia duodenalis v 28 (1,12%), vajicka
Trichuris trichiura v 12 (0,48%) a Enterobius vermicularis v 11 (0,44%) vzorkach. Vzorky
boli nasledne rozdelené do niekolkych skupin podla narodnosti, pohlavia a prostredia.
Signifikantne viac pozitivnych vzoriek bolo detegovanych u jednotlivcov roémskej narodnosti,
kde sa pozitivne vzorky vyskytovali az 22,19-krat cCastejSie v porovnani s nerémskou
populaciou (Tab. 1). Medzi pohlaviami nebol signifikantny rozdiel v miere infekcie. Avsak vo
vidieckom prostredi sa zistila vyrazne vys§ia pozitivita a vzorky pozitivne na CE sa
vyskytovali 7-krat CastejSie v porovnani s mestskym prostredim (Tab. 1). Podobne vysoku
prevalenciu endoparazitov u romskej populadcie ana vidieku na vychodnom Slovensku
uvadzaju vo svojej praci aj Papajova a kol. (2021) alebo Thnacik a kol. (2022). Dokonca
Pipikova a kol. (2017) nezistili u majoritnej populacie v stolici Ziadne vyvinové S§tadid
endoparazitov.

Celkovo Nérodnost’ Pohlavie Prostredie
Rom Nerém Muz Zena Dedina Mesto

Pocet 2503 848 1655 1318 1185 1286 1217
vzoriek
i%mvne 5,95 15,92 0,85 6,07 5,82 7,23 4,60
95% Cl 502-690 | 1352-1855 | 0,46-0,14 | 484-748 | 455-731 | 587-8,78 | 3,49-5,93
OR - 22,19 0,04 1,04 0,95 1,7 0,58
Chi’ - 227,5688 - 0,068007 - 7,726678 | -
p-value - 2,02E-51* - 7,94E-01 - 0,00544* | -

Tab. 1. Vyskyt vyvinovych Stdadii endoparazitov vo vzorkdch stolice obyvatelov okresu RoZiiava. (*p<0,05).

Doteraj§ie vyskumy zaoberajice sa CE na Slovensku sa zameriavali najmi na poukézanie
zvyseného vyskytu CE v uréitych skupinach obyvatel'stva (Pipikova a kol., 2017; Papajova a
kol., 2021). Len minimum vyskumov sa venuje tomu, ¢o spdsobuje zvyseny vyskyt CE.
V predloZenej praci sa venovala pozornost’ aj tejto problematike. Z 10 nami vybranych
faktorov prekrocili prave hustota l'udi, hustota Romov, vyuzitie vodovodu v obciach, vyuzitie
kanalizicie v obciach ¢i osadach a vzdelanostnd uroven uroven 8% hranice, a preto boli
dolezité a mali ur¢ity vplyv na vyskyt CE u I'udi v okrese Roziava (Graf 1). Podobne aj
Ihnacik a kol. (2022) stanovili hustotu romskeho obyvatel'stva a faktory suvisiace s vodou a
hygienou za délezité pri $ireni sa CE uTudi, zvierat av pdde vo vybranych lokalitach

vychodného Slovenska.
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Graf. 1. Percentudlny podiel korelainého koeficientu. Vihy jednotlivych faktorov. Cervend iara zndzoriiuje
hranicu 8%.

Pred tvorbou vyslednych rizikovych map bola kazdému faktoru priradend vaha/délezitost’
a nasledne boli reklasifikované hodnoty faktorov spojené v ArcGIS pro. Z Obr. 1A vyplyva,
7e v okrese Roziava prevazuje stredny stupeii rizika §irenia sa CE u I'udi. Najvyssie riziko
sirenia sa CE je podla ziskanych udajov koncentrované v zapadnej &asti okresu. Urovne rizika
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boli priradené celym tzemnym jednotkdm bez ohl'adu na konkrétnu polohu obci alebo osad v
ramci nich. Osady maji Casto horSie zivotné podmienky nez dediny a taktiez moézu byt
znacne vzdialené od hlavnej obce (Ravasz a kol., 2020), co mdze vyraznejSie ovplyviiovat
dediny mimo uzemného celku ako tie v ramci toho istého celku. Preto boli ziskané udaje
rozdelené na dediny a osady, pri ktorych sa vybrali také faktory, ktoré bolo mozné priradit’
k dedinam aj osadam. ISlo o nasledovné faktory: velkost” populacie (vaha 20%), vyuZzitie
vodovodu a likvidacia odpadovych vod (obe vaha 40%). Proces tvorby interpolovanych map
(Obr. 1B) sa riadil rovnakou metodikou ako pri mape na Obr. 1A s tym rozdielom, Zze sa
pracovalo s bodovymi udajmi, ktoré boli neskdr interpolované, aby sa vygenerovala suvisla
mapa povrchu. Z takto zostavenej mapy vyplyva, Ze najrizikovejSie oblasti pokryvaju
centralnu cast’ okresu s vyrazne vysSim rizikom v zapadnom cipe (Obr. 1B). MensSie oblasti so
zvySenym rizikom su l'ah$ie rozliSitelné od inych oblasti v r6znych regionoch, o umoziuje
presnejSie urCit’ vysoko aj nizko rizikové oblasti v rdmci jedného izemného celku.

District Rozitava
Positivity rate (%)

0,000

0,0001 - 2,703 Overall risk map

) 2,704 - 4,786 (Weighed)

® 4,787 - 9,804 Risk value (lower the
® 9,805 - 17,14 better)
® 17,15 - 25,64 1,01 -1,949
Overall risk map 1,95 - 2,387
(weighted) 2,388 - 2,59
Risk value (lower the 2,591 - 3,028
better) - 3,029 - 3,968
-2 — Borders of

3 RoZhava district
-4 Borders of

Borders of municipalities
' Rosava district

Borders of

municipalities

Obr. 1. Rizikové mapy prenosu a Sirenia CE v okrese RoZiiava

Nielen na Slovensku, ale aj v Eurdpe sa tejto problematike nevenuje dostatocnd pozornost’.
Ziskané vysledky vsak potvrdzuju, ze CE predstavuju aj v stdasnosti zavazny problém
v modelovej oblasti. Vyuzitim metéd rizikového mapovania pri hodnoteni $irenia sa CE
nielen ul'udi, ale aj uzvierat aVv zivotnom prostredi sa ziskajii podrobnejsie informacie
0 rizikovych oblastiach a faktoroch ovplyvnujucich ich prenos. Takéto zistenia potom moézu
poskytnit’ cenné informdacie na identifikaciu oblasti s najhorSimi Zivotnymi podmienkami a
najvyssim rizikom prenosu CE, &o umozni prijimat’ lepsie rozhodnutia a efektivnejsie bojovat
proti §ireniu CE.
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DETEKCIA ZMENY POHYBOVEJ AKTIVITY KRiVAJUCICH DOJNIiC
POMOCOU AUTOMATIZOVANEHO MONITOROVACIEHO SYSTEMU

IvanCova P., Mudron P.
Klinika prezuvavcov, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Detekcia krivania je zvy¢ajne zalozena na vizudlnom pozorovani pohybu kravy. Skorsia
detekcia a automatické navrhovanie méze skratit’ Cas od zaciatku krivania po liecbu, zabranit’
vyvoju tazkych pripadov, urychlit' zotavenie, zvysit produkciu a zlepsSit welfare zvierat.
Ciel'om prace bolo vyhodnotit’ vyuzitelnost’ systému Heatime v chove dojnic a vyhodnotit’
zmeny pohybovej aktivity u krivajtcich dojnic. Udaje boli ziskavané v SPP Zemplinska
Teplica v obdobi od novembra 2023 do aprila 2024. Krivanie bolo vyhodnotené pozorovanim
pocas dojenia apohybova aktivita jednotlivych krivajacich dojnic bola ziskana
Z automatizovaného monitorovacieho syst¢ému Heatime. Krivajuce dojnice sa vySetrili vo
fixacnej klietke, kde sa urcila diagnéza a v pripade potreby vykonala nésledna terapia. Za
dané obdobie bolo vizudlnym pozorovanim zaznamenanych 96 krivajacich dojnic so stupfiom
krivania 2 az 4, pricom systém Heatime zaznamenal udaje o pohybovej aktivite u 28 dojnic
(29,17%). Vyrazné zlepSenie pohybovej aktivity nastalo u5 dojnic a vyrazné rozdiely
pohybovej aktivity boli detegované medzi jednotlivymi mastalami. Zaverom mozno
konStatovat, Ze na pohybovu aktivitu dojnic vplyvaju rozne faktory prostredia.

UvOD

Krivanie v stadach dojnic predstavuje vazny problém, ktory ma zly vplyv na welfare zvierat,
produkciu a ekonomiku fariem. U dojnic st hlavnou pri¢inou krivania lézie paznechtov
(Garvey, 2022). Krivanie u hovéddzieho dobytka ovplyviluje mnoho faktorov, ako su
ustajnenie, podlahy, hygiena, vyZiva, manaZment, veterinarna starostlivost a uprava
paznechtov (Beusker, 2007). Detekcia krivania je rozhodujuca pre rieSenie problému, pretoze
v€asna presna detekcia a rychla lieCba mozu zlepsit’ zdravie a vysledky produkcie (Gardenier
akol. 2021). Automatizované technoldgie maju potencial odhalit’ krivanie skor, ako sa
prejavia vizudlne zistitelné klinické priznaky (Dutton-Regester a kol. 2020). Heatime® je
vykonny, I'ahko pouZitel'ny PC systém zaloZeny na pokrocilom monitorovani stdd dojnic. So
svojou sofistikovanou moZnostou monitorovania umoziuje celoZivotné sledovanie krav,
bohaté udaje, eliminuje dohady a nekonzistentnosti hodnotenia reprodukéného zdravia,
vyzivy, pohody a stavu kazdej dojnice (Allflex, 2020). KI'i¢om systému je schopnost’
radiove] komunikéacie na vel'ké vzdialenosti s jednou anténou s dosahom niekol’ko stoviek
metrov. Jednotka transpondéra je umiestnena na krku dojnice. (Dickrell, 2013). Udaje sa
vypocitavaji a sumarizuji v 2-hodinovych intervaloch (Schirmann a kol. 2009). Pohybova
aktivita sa meria na zéklade akcelerometrov, ktoré kazdé 2 hodiny bezdrotovo odosielaji data
do pocitaca. Aktivita dojnice sa prevedie do hodnoty indexu, ktory predstavuje vazeny
Standard odchylky od vlastnej bazalnej aktivity. Snima¢ obsahuje mikrofon, snimac pohybu,
mikroprocesor, pamitovu jednotku a batériu (Strapak a kol. 2020). Systém Heatime je v
stCasnosti vyuzivany hlavne na detekciu ruje, pricom detekcia ruje vychddza z analyzy a
hodnotenia pohybovej aktivity a prezuvania. Na zaklade frekvencie pohybovej aktivity a
prezuvania stanovuje vrchol ruje a najvhodnejsi €as insemindcie.

MATERIAL A METODIKA

Selekcia dojnic sa uskuto¢iiovala pocas vizualneho hodnotenia krivania v ¢ase dojenia v SPP
Zemplinska Teplica v obdobi od 21.11.2023 do 17.4.2024. Vizualnym hodnotenim sa za dané
obdobie identifikovalo 96 krivajucich dojnic, ktoré boli nasledne vysetrené v ortopedickej
fixacnej klietke, kde sa urcila diagndéza a v pripade potreby vykonala terapia patologickych
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1ézii. V automatizovanom monitorovacom systéme Heatime sa pomocou obojkového cisla
vyhladali dané krivajtice dojnice, priCom systém zaznamenal pohybovu aktivitu len u 28 krav
z96. Dovodom nizkeho percenta zaznamenanych dojnic v systéme Heatime oproti
manudlnemu vizuadlnemu hodnoteniu je nefunkcénost’ obojkovych Stitkov, popripade iné
technické problémy. Tieto dojnice boli ustajnené v 4 roznych mastaliach (M1-M4), preto
uvazujeme o ligiacich sa podmienkach (klima, podsticlka a iné). Udaje o pohybovej aktivite
boli analyzované v obdobi 7 dni pred detekciou krivania a7 dni po detekcii a terapii.
Vysledky boli spracované Statistickymi metodami, t-testom (porovnanie pohybovej aktivity
jednotlivych dojnic v 1. a2. tyzdni) a metddou ANOVA (porovnanie pohybovej aktivity
medzi mastalami v 1. a 2. tyzdni).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Etiopatogenéza krivania u dojnic je multifaktoridlna. NajcastejSie su infekéné a neinfekéné
faktory spojené s podmienkami ustajnenia. V nasej Studii bolo zaznamenanych 5 pripadov
(17,9%) krivania z dovodu infekéného agensu (dermatitis digitalis) a 23 pripadov krivania
spojenych s neinfekénymi faktormi; z toho bol u 4 dojnic (14,3%) detegovany Rusterholzov
vred au 19 dojnic (67,8%) boli pric¢inou krivania iné¢ faktory. Medzi environmentalne
predispozi¢né faktory patri napriklad zla hygiena chovu, prostredie veduce k zraneniu,
teplotny stres, mokré podlahy, ro¢né obdobie, prievan a iné; preto predpokladame, Ze krivanie
u vacsiny sledovanych dojnic mohlo byt zapri¢inené podmienkami v mastaliach. Taneja
akol. 2020 vo svojej Stadii pozorovali dojnice pomocou krokomerov. Ich vysledky
naznacuju, ze krivanie dokdzeme zachytit 3 dni pred vizudlnym prejavom krivania a
vytvaranie modelov pre malé skupiny zvierat v stade, ktoré zdiel'aju podobné vlastnosti v
ramci stada, zlepSuje presnost’ detekcie krivania na rozdiel od univerzalneho pristupu, ¢o bolo
potvrdené v nasej $tidii. V naSej Stadii sme sa zamerali na 28 krivajtcich dojnic rozdelenych
do Styroch roznych mastali a zistili, Ze rozdiely medzi jednotlivymi mastalami st vyrazné
a Statisticky vyznamné (p < 0,05) v oboch tyzdiioch (pred aj po vykonanej terapii). Pri t-teste
vykonanom medzi jednotlivymi mastalami v prvom a druhom tyzdni sa zistilo, Ze rozdiely
medzi tyZzdhami nie s Statisticky vyznamné (p>0,05) — nenastalo vyrazné zlepSenie

pohybovej aktivity.
M1 M2 M3 M4
1 37,764 (= 7,14) 37,166 (+ 4,1) 37,603 (£ 6,44) | 32,978 (£2,39)
2 36,499 (+3,66) | 40,083 (£8,98) | 36,551 (£4,52) | 32,104 (+1,66)
3 35291 (£2,57) | 35,694 (£2,19) | 36,947 (£536) | 31,749 (+4,06)
4 33,229 (£ 1,79) | 35,722 (£3,82) | 37,624 (x6,09) 31,770 (£ 2,2)
5 33,979 (£0,76) | 36,833 (£5,44) | 37,614(£3,99) | 36,604 (+8,14)
6 33,978 (£ 1,52) | 37,972 (+4,81) | 35,718 (+3,79) | 31,999 (+2.,54)
7 34,52 (£ 1,11) 37,472 (+4,86) | 37,499 (£4,68) | 32,416 (+5,56)
ANOVA test p<0,05

Tab.2. Priemernd pohybovd aktivita krivajiicich dojnic v jednotlivich mastaliach (M1-M4) po dobu 7 dni (1-7)

pred detekciou krivania, so smerodajnou odchylkou uvedenou v zdtvorkdch
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M1 M2 M3 M4
1 34312 (+2,78) | 36,472 (£3,03) | 36,947 (+3,59) | 31,323 (+3,66)
2 36,999 (+2,24) | 39,221 (£4,75) | 37,406 (+4,57) | 35,297 (+3,90)
3 33,853 (+ 1,17) | 35,999 (+3,24) | 36,843 (+3,33) | 36,020 (+3,99)
4 42,249 (+11,07) | 38,444 (+3,99) | 36,083 (£3,76) | 34,520 (+ 6,13)
5 43,291 (£ 14,21) | 39,721 (+5,67) | 36,374 (+4,71) | 31,249 (+ 2,46)
6 34,520 (+0,52) | 40,111 (£4,03) | 36,478 (+4,69) | 30,937 (+4,23)
7 34,624 (£ 1,17) | 39,610 (+3.81) | 35926 (£4,43) | 33,145 (+3,81)
ANOVA test p <0,05

Tab. 3. Priemernd pohybova aktivita krivajucich dojnic v jednotlivych mastaliach (M1-M4) po dobu 7 dni (1-
7) po detekcii krivania a oSetreni, so smerodajnou odchylkou uvedenou v zdtvorkdach

Signifikantna zmena (p<0,05) pohybovej aktivity zaznamenavanej systémom Heatime medzi
dvoma pozorovanymi tyzdnami (1. tyzden pred terapiou a 2. tyzden po terapii) bola pritomna
us krav (17,9%). Pohybovéa aktivita sa pocas prvého tyzdia po oSetreni patoldgii vyrazne
nezvysila, ¢o mdze byt spdsobené tym, ze pri vizudlnej detekcii pred oSetrenim bolo
u vSetkych dojnic (28 krav) zaznamenané iba mierne krivanie (2. stupenl). Neirurerova a kol.
2020 vo svojej stadii vykonanej pomocou systému Heatime potvrdili, Ze dojnice postihnuté
chorobami paznechtov vykazovali mensiu pohybovi aktivitu pocas dni pred terapiou, ako aj
po vykonani terapie. Vyraznejsie rozdiely v pohybovej aktivite pred a po oSetreni by sme
mohli ocakavat’ v pripade vysSieho stupna krivania (4 - 5 stupen).
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PRVE POTVRDENIE VTACIiCH HEMOSPORIDIi V PAKOMARIKOCH
(CULICOIDES) NA SLOVENSKU
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Valavi¢iaté-Pociené K. °, Kazak M. °, Kotigova A.*
! Katedra epizootoldgie, parazitolgie a ochrany spolocného zdravia, UVLF v Kosiciach
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ABSTRAKT

Pakomariky (Diptera: Ceratopogonidae: Culicoides) st vyznamnymi vektormi vtaéich
parazitov rodu Haemoproteus. Ciel'om tejto Stadie bolo zistit” druhy pakomarikov, ktoré sa
ako potencialne vektory mozu podielat’ pri prenose tychto patogénov v Ornitologickom
Stacionari Drienovec. V roku 2022 sme celkovo odchytili 2 286 pakomarikov 18-tich druhov.
Z celkového poctu 161 vysetrenych samiciek sme pomocou PCR detegovali Haemoproteus
sp. v4 jedincoch Culicoides spp., Culicoides alazanicus avdvoch samickach
Culicoides kibunensis. V jednej samicke s ¢erstvou krvou v brusku sme potvrdili pritomnost’
Plasmodium matutinum av jednej samiCke s natravenou krvou Plasmodium sp. Z 18
vySetrenych poolovych vzoriek sme potvrdili Haemoproteus sp. V piatich vzorkach
Culicoides segnis, z toho v dvoch vzorkach C. segnis sme zaznamenali koinfekciu dvoch
patogénov Haemoproteus minutus a Haemoproteus asymmetricus.

UvoOD

Celad Ceratopogonidae zahfiia viac ako 6 270 druhov z toho aZ 1 368 druhov patri do rodu
Culicoides (Borkent a Dominiak 2020). Na Slovensku bolo doposial’ popisanych 65 druhov
(Sarvasova a kol. 2017), ktoré su povazované za kompetentnych vektorov pre mnohé druhy
virusov, baktérii a parazitov. Zohravaju vyznamnu Glohu hlavne pri prenose vtacich krvnych
protozoi (Haemoproteus, Leucocytozoon, Plasmodium a Trypanosoma), ktoré vyvolavaju
ochorenia u domacich a volne zijucich vtakov (Valkitnas a kol. 2005; Svobodova a kol.
2017; Ortiz-Catedral a kol. 2019). Doposial’ sa len u 15 druhov Culicoides spp., potvrdila
pritomnost’ Haemoproteus sp. a iba u5 druhov sa detegovali sporozoity v slinnych zl'azach,
¢o potvrdzuje ich uplnti vektorova kompetenciu (C. kibunensis, C. pictipennis, C. segnis,
C. punctatus a C. reconditus) (Ziegyté a kol. 2021, 2022; Chagas a kol. 2024). Ciel'om tejto
prace bolo zistit pritomnost DNA hemosporidii molekularnymi metédami PCR
V odchytenych druhoch pakomarikov v Ornitologickom stacionari Drienovec na Slovensku.

MATERIAL A METODIKA

Entomologicky vyskum sme robili v Ornitologickom stacionari Drienovec, ktory sa nachadza
v Drienovskej mokradi (48°3627" s. §., 20°57'07" v. d.) na juhovychode Slovenska (Mtierova
a kol. 2020) pocas sezony v roku 2022. Zber pakomarikov sme realizovali na dvoch miestach
v blizkosti vodného zdroja (jazierko a luzny les). S odchytom pakomarikov sme zacali 4. juna,
posledny odchyt sme robili 30. jala. Pouzili sme UV svetelné lapace CDC Miniature Trap
1212 (John Hook Company), ktoré sme instalovali do vysky 1,5 az 2 metre nad zemou.
Lapace sa spustali priblizne hodinu pred zdpadom slnka a zbierali nasledujuci deni na svitani.
Odchyteny hmyz sme pomocou lupy Zeiss-Stemi DV-4 triedili a urCovali na zaklade
Specifickych morfologickych znakov podla rychleho diagnostického kl'ica (Mathieu a Kkol.
2012). Nazaklade fyziologického stavu sme samiCky pakomarikov rozdelili do Styroch
skupin: nulliparous, parous, engorged a gravid (Dyce a kol. 1969). Hlavy a kridla samiciek
sme odstranili a urobili z nich trvalé preparaty (Mathieu a kol. 2012), zvySné Casti tiel sme
pouzili na izolaciu DNA. Celkovd DNA bola izolovand z hrudnika a bruska samiciek
Culicoides spp. s Cerstvo nacicanou (engorged) a natravenou (parous) krvou. Na Slovensku
sme extrakciu DNA robili pomocou stpravy DNeasy Blood and Tissue Kit (QIAGEN,
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Nemecko) podl'a pokynov vyrobcu. V Litve v Nature Research Centrum sme extrakciu DNA
vykonali amoniakovou metédou s pouzitim poolovych vzoriek (5ks pakomarikov na 1 pool).
Molekularnu analyzu krvnych vtacich parazitov sme urobili pomocou nested PCR s pouzitim
dvoch séd primerov a naslednym sekvenovanim pozitivnych vzoriek. Ziskané sekvencie boli
porovnavané v databaze NCBI v programe BLAST.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas letnej sezony v roku 2022 v Ornitologickom stacionari Drienovec sme celkovo
odchytili 2 286 kusov pakomarikov a morfologicky aj molekularne zatriedili do 18 druhov.
Na pritomnost” hemosporidii sme vysetrili 46 nacicanych samiciek a 115 samiciek s ¢iastocne
natravenou krvou patriacich do 11 druhov.

DNA parazitov Haemoproteus sp. bola pritomna v 3 samickach Culicoides (Culicoides spp.,
C. alazanicus aC. kibunensis). V jednej engorged samicke sme potvrdili pritomnost
Plasmodium matutinum av C. Kkibunensis sme stcasne potvrdili koinfekciu 3 druhov
patogénov Parahaemoproteus sp., Plasmodium sp. a Haemoproteus sp. (Tabulka ¢. 1).

Cislo Druh pakomarika Fyziologicky stav pakomdrika Patogén
vzorky

¢ 46 Culicoides spp. Engorged Plasmodium matutinum AH0792
¢ 64 C. alazanicus Engorged Haemoproteus sp. TUPHIO1
¢ 132 C. kibunensis Parous Parahaemoproteus sp.

Plasmodium sp.
Haemoproteus sp.
¢ 192 C. kibunensis Parous Haemoproteus minutus

Tab. ¢& 1. Prehlad vySetrenych Culicoides spp. a identifikovanych patogénov na Slovensku

V Litve v Nature Research Centrum sme vySetrili 18 poolovych vzoriek samiciek s ¢iasto¢ne
natravenou krvou rovnakého druhu. DNA Haemoproteus sp. sme potvrdili v troch vzorkach
C. segnis a v dvoch vzorkach sme potvrdili DNA dva druhy protozoi Haemoproteus minutus
a Haemoproteus asymmetricus (Tabulka &. 2).

Cislo Druh pakomarika Fyziologicky stav pakomarika Patogén

vzorky

¢ NI C. segnis Parous Haemoproteus sp.

¢ N2 C. segnis Parous Haemoproteus sp.

¢ N6 C. segnis Parous Haemoproteus minutus
Haemoproteus asymmetricus

¢ N7 C. segnis Parous Haemoproteus sp.

¢ N8 C. segnis Parous Haemoproteus minutus
Haemoproteus asymmetricus

Tab. & 2. Prehlad vySetrenych Culicoides spp. a identifikovanych patogénov v Nature Research Centrum v
Litve
V Eurdpe sa vyskytuje az 15 druhov Culicoides, ktoré dokazu potencialne prenasat’ parazity
rodu Haemoproteus, ¢o naznacuje, ze pakomariky sa aj prirodzene zivia krvou vtakov a to
C. alazanicus, C. circumscriptus, C. festivipennis, C. impunctatus, C. kibunensis,
C. obsoletus, C. pictipennis, C. punctatus, C. segnis, C. scoticus, C. paolae, C. reconditus,
C. pallidicornis, C. punctatus a C. pulicaris (Veiga akol. 2018; Bernotiené a kol. 2019;
Ziegyté a kol. 2021, 2022; Chagas a kol. 2024). Nase vysledky sme porovnavali s dostupnymi
udajmi z inych krajin. DNA Haemoproteus asymmetricus (hnTUPHIO1) bol potvrdeny v Litve
v C. kibunensis a C. segnis (Ziegyté a kol. 2021; Chagas a kol. 2022), ¢o je zhodné s nagimi
vysledkami. Haemoproteus asymmetricus prvykrat opisal Valkitnas akol. 2021, ktory
parazituje prevazne u drozda spevavého Turdus philomelos. DNA H. minutus bola doposial
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potvrdena v pakomarikoch C. segnis, C. pictipennis a C. kibunensis (Chagas a kol. 2022), ¢o
sme potvrdili aj nasimi vysledkami. Pritomnost’ DNA Plasmodium matutinum (geneticka linia
AHO0792) sme potvrdili Vv nacicanej sami¢ke Culicoides spp.. Tento druh plazmodia bola
potvrdeny aj v pakomarikoch C. festivipennis, C. impunctatus, C. punctatus a C. obsoletus
(Chagas akol. 2022), avSak prirodzenym vektorom tohto parazita st komare z ¢elade
Culicidae, predpokladame abortivny vyvin parazita v nekompetentnom vektorovi (Nourani
a kol. 2020).

Ide o prva $tadiu na Slovensku, v ktorej sme potvrdili DNA vtafich krvnych protozoi
Vv potencidlnych vektoroch odchytenych vo volnej prirode.

PODAKOVANIE
Autori st vdacni Ornitologickému staciondru v Drienovei za umoznenie vykonania vedeckého
vyskumu v danej lokalite.
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KOMPARATIVNE HODNOTENIE VELCKOSTI SRDCOVEJ SILUETY U PSOV
POMOCOU RONTGENOVEHO VYSETRENIA A POCITACOVEJ TOMOGRAFIE

Kackova G., Hornak S., Figurova M., Agudelo C. F., Vargova N.
Klinika malych zvierat, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Hodnotenie velkosti srdcovej siluety je kIi¢ové pre diagnostiku srdcovych ochoreni. S
rasticou dostupnostou vysSetreni hrudnika pomocou pocitacovej tomografie (CT) by
objektivna metdda posudzovania velkosti srdca priniesla vyhody pre veterinarnych lekarov.
PresnejSia diagnostika by mohla zlepsit' rozhodovanie o lieCbe a manazmente pacientov.
Cielom tejto stadie bolo porovnat stavcové srdcové skére (VHS) merané pomocou
rontgenografie (RTG) a CT. Do §tudie bolo zahrnutych 43 klinicky zdravych psov, u ktorych
bolo vykonané RTG vysetrenie a z toho 25 psov podstipilo aj CT vySetrenie. Priemerna
hodnota VHS na RTG bola 10,54, pricom priemerné hodnoty pre samcov boli 10,64 a pre
samice 10,46. Pri CT bola priemerna hodnota VHS 10,36, pre samcov 10,39 a pre samice
10,34. Korela¢na analyza VHS medzi psami ktoré podstapili CT aj RTG vySetrenie ukazala
vel'mi slabu negativnu korelaciu (r = -0,039). Parovy t-test neodhalil Statisticky vyznamny
rozdiel medzi VHS z RTG a CT pre celkovu skupinu (p = 0,11) a pre samice (p = 0,67).
Statisticky vyznamny rozdiel sa potvrdil u samcov (p = 0,034).

UvOD

Radiografickd diagnostika srdcovych ochoreni u psov je narocnd pre velku variabilitu
velkosti a tvaru srdcovej siluety, ktora sa 1iSi v zavislosti od plemena, veku a telesnej
kondicie. Subjektivne hodnotenie moze byt nepresné, najmi u brachycefalickych plemien,
Steniat a obéznych psov. VHS je objektivna metdda, ktora prindsa Standardizovany pristup, ¢o
zlepSuje diagnostiku (Lamb a kol., 2000). VHS zaviedli Buchanan a Bucheler v roku 1995 a
vypocita meranim dlhej osi srdca a kratkej osi na bo¢nom réntgenovom snimku. Tieto
merania sa potom porovnajii s dizkou hrudnych stavcov, &im sa ziska ¢&iselné skore
(Buchanan, Bucheler 1995). Hodnota VHS nad 10,7 je stredne presnym ukazovatelom
ochorenia srdca (Lamb a kol., 2001) a bola uzitoéna pri monitorovani G¢inkov liecby pri
myxomatéznom ochoreni mitralnej chlopne (Woolley a kol., 2007; Kallassy a kol., 2021).
VHS je ucinnd aj pri identifikacii perikardidlneho vypotku (Guglielmini a kol., 2012) a
dilata¢nej kardiomyopatie (Gugjoo a kol., 2012; Parmar a kol., 2022), hoci vysledky mdze
ovplyvnit’ variabilita medzi pozorovatelmi (Hansson a kol., 2005). Stadie ukazali, ze VHS
poskytuje vysledky porovnatelné s elektrokardiografickym a echokardiografickym
hodnotenim vel'kosti srdca (Nakayama a kol., 2001). V poslednych rokoch sa skima metdda
merania VHS pomocou sagitalnych sekcii na hrudnych CT skenoch. Tato technika modze
poskytnat’ porovnatel'né vysledky s rontgenovymi snimkami a méZe byt pouzita bez potreby
synchronizécie snimok so srdcovym cyklom (Timperman a kol., 2021).

MATERIAL A METODIKA

Majitelia podpisali formular stihlasu, ktory povoluje zaradenie psa do Stidie a pouzitie
zozbieranych tdajov. Do §tadie boli zapojené psy rovnakého plemena, ktoré boli zdravé —
podstupili klinické vySetrenie, hematologické a biochemické vySetrenie krvi, kardiologické
vySetrenie pomocou elektrokardiografie a echokardiografie sktsenym kardiolégom. Psy
u ktorych sa zistilo akékol'vek ochorenie boli zo stadie vylucené. K zaradeniu pacientov do
Studie doslo v obdobi od maja 2023 do augusta 2023. Psy boli na zobrazovanie podrobené
celkovej anestézii podla protokolu stanoveného anestezioldgom. Vsetky psy boli
anestetizované rovnakym postupom, aby sa minimalizoval vplyv seddcie a anestézie na
hodnoty VHS. Po indukcii anestézie sa pristapilo k vykonaniu rontgenového
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vySetrenia pomocou digitalneho radiografického systému Perform-X F100 (Control-X
Medical, Control X Medical Zrt.) Pre kazdého pacienta boli stanovené vhodné hodnoty mAs
akVp na zédklade parametrov ktoré boli pred tym stanovené pre radiografické vySetrenie.
Bolo vykonanych niekol’ko snimok hrudnej dutiny. VHS sa prepocitavalo na pravej bocnej
snimke metddy definovanej Buchananom a Biichelerom (1995). Niektoré psy podstupili CT
vySetrenie bezprostredne po rontgenologickom vySetreni. CT skenovanie bolo vykonané
sukromnou firmou, pricom psy boli umiestnené v sternalnej polohe na hrudniku. Snimky boli
ziskané pomocou celkového CT skenu s nasledujucimi parametrami: 30 mA, 80 kVp,
expoziény &as 9 sekund, hrabka rezu 0,8 mm a akvizicia pod konstantnym uhlom. Spiralova
akvizicia sa tiez vykonala s tymito parametrami: 100 mA, 120 kVp, 42,7-sekundovy
expozicny ¢as, hribka rezu 0,8 mm, sklon 1,25 a cas rotacie 0,75 sekundy. Manipulécia so
snimkami sa vykonavali so softvérom na prezeranie snimok (Weasis). Meranie VHS na CT
snimkach hrudnika sa vykonavalo podla metodiky uvedenej v $tudii Timperman a kol.
(2021), kde VHS merali na CT snimkach rovnako metédy definovanej Buchananom
a Biichelerom (1995). Statisticka analyza zahfiiala vypocet priemernych hodnét VHS z RTG
a CT snimok u klinicky zdravych psov a psov rozdelenych na samce a samice. Na porovnanie
vysledkov RTG a CT sa pouzila Pearsonova korela¢na analyza. Parovy t-test bol pouzity na
porovnanie priemerov VHS z RTG a CT.

Obr. 1. 4, Rontgenovy snimok hrudnik v pravej boénej polohe a B, jeden sagitilny obraz CT hrudnika toho
istého pacienta v sterndlnej polohe so stupnicou VHS aplikovanou na oba snimky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

RTG merania VHS ukézali priemerni hodnotu 10,54 u 43 klinicky zdravych psov, u samcov
10,64 (15 psov) a u samic 10,46 (28 psov). CT merania VHS ukdazali hodnotu 10,36
u klinicky zdravych psov (25 psov), 10,39 u samcov (8 psov) a 10,34 u samic (17 psov). VHS
namerané na CT snimkach je mensie ako VHS merané na RTG snimkach. Pri tychto dvoch
modalitdich existuji rozdiely. RTG snimky pdsobia ako dvojrozmernd reprezentacia
trojrozmernej Struktary. Pri vybere jedného sagitdlneho obrazu na CT nejde o verné
zobrazenie celého objemu srdca (Timperman a kol., 2021). Korelacna analyza medzi VHS z
RTG a CT ukézala vel'mi slabi negativnu korel4ciu s Pearsonovym koeficientom -0,039 pre
celkovu skupinu, 0,146 pre samcov a -0,052 pre samice. Parovy t-test ukazal, ze rozdiel medzi
RTG a CT nie je Statisticky vyznamny pre celkovl skupinu (p = 0,11) ani pre samice (p =
0,67), avsak u samcov bol rozdiel Statisticky vyznamny (p = 0,034). Vysledky mohli byt
ovplyvnené rozdielnou polohou psa pri RTG a CT snimkach, ako aj nestandardizovanym
rezom pre meranie VHS na CT. Tieto faktory potvrdzuje aj Studia Timperman a kol. (2021).
Aj ked’ je CT modernym zobrazovacim sposobom, je dolezité zvazit', ¢i je vhodny na vsetky
typy diagnostiky.
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OVPLYVNIA KLIMATICKE ZMENY DRUHOVU SKLADBU MACHOVCOV
NA SLOVENSKU?

Kadukova M., Schreiberova A., Strkolcova G.
Katedra epizootologie, parazitologie a ochrany spolocného zdravia, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Klimatické zmeny moézu vyrazne ovplyvnit' frekvenciu vyskytu, intenzitu a geograficku
distribuciu parazitov. Cielom tejto Stidie bolo preskumanie druhovej skladby machovcov
na Slovensku v populacii psov a vol'ne zijucich liSok. Nasim vyskumom sme potvrdili vajicka
parazitov z ¢elade Ancylostomatidae v 7,5 % (50/668) prevalencii v skimanej populacii
domacich (628) a atulkovych psov (46). Morfometrickym meranim lariev a naslednou PCR
analyzou sme vo vSetkych pozitivnych vzorkach identifikovali druh machovca Uncinaria
stenocephala. U vol'ne Zijtcich liSok boli vajicka najdene u 5 z celkového poctu 6, u 4 z nich
bola vykonana aj parazitologicka pitva gastrointestindlnych aparatov, ktora preukazala
pritomnost’ dospelych jedincov druhu U. stenocephala, potvrdenych morfometrickym
meranim ako aj metodou PCR. Potvrdenie druhu U. stenocephala u lisky predstavuje zaroven
aj prvotnu molekuldrnu identifikdciu na Slovensku aj v Eurdpe. Vyskyt tohto druhu je
Specificky prave pre oblasti mierneho pasma, zatial ¢o vyskyt druhov Ancylostoma je
obmedzeny predovsetkym na tropické a subtropické oblasti. V sti€asnosti k Sireniu parazitov
prispieva najmi globalne otepl'ovanie, ktoré mézu ovplyvnit’ rozsirenie parazitov do novych
oblasti z ich povodnej geografickej lokalizacie, adaptaciu na novych hostitel'ov a modifikaciu
vyvinovych cyklov. Klimatické zmeny by tak mohli ovplyvnit vyskyt inych druhov
machovcov na Slovensku, hlavne druhov rodu Ancylostoma, ktoré by mohli predstavovat
zdravotné riziko v zvieracej, ale aj v l'udskej populacii.

UvoOD

Infekcie sposobené machovcami st celosvetovo rozSirené v populdcii psov, maciek, volne
Zijucich zvierat a predstavuju riziko pre verejné zdravie. Rody Ancylostoma a Uncinaria
patria do kmena Nemathelmintes, triedy Nematoda, radu Strongylida a celade
Ancylostomatidae (Deplazes a kol., 2016). U mésozravcov st najviac zastupené zoonotické
druhy Ancylostoma ceylanicum, Ancylostoma caninum a Ancylostoma braziliense s vyskytom
upsa, lisky ainych Canidae a Uncinaria stenocephala s vyskytom u psa, macky, lisky,
Canidae a Felidae (Deplazes a kol., 2016; Sykes a kol., 2022).

Uncinaria stenocephala sa zvyc¢ajne prenasa oralne pozitim filariformnych lariev L3, ktoré sa
nachadzaji vol'ne v pode alebo moze dojst’ k infekcii aj perkutanne. Machovce infikujtce psy
st pri¢inou syndromu larva migrans cutanea (CLM) u l'udi. V ramci druhov vyskytujicich sa
upsov len larvy A. ceylanicum moézu dokonéit’ svoj cely vyvinovy cyklus aj u l'udi, ale
zvycajne bez larva migrans cutanea (CLM). Existuju dokazy o tom, ze larvy A. caninum st
schopné dokoncit’ zivotny cyklus aj ul'udi a sposobit’ eozinofilnii enteritidu na rozdiel
od U. stenocephala, kde larvy nedosahuju dospelost (Bowman a kol., 2010; Mackenstedt
a kol., 2016).

Vyskyt a Sirenie machovcov v Eurdpe stvisi aj s extrémnymi prejavmi pocasia a sezonnymi
zmenami mikro a makroklimy (Okulewicz, 2017). Podl'a uzemnej $tudie Slovenska o zmene
klimy sa globalne oteplovanie na naSom uzemi moéZe prejavit’ rastom priemerov teploty
vzduchu do roku 2075 0 2 az 4 °C (https://www.shmu.sk/sk/?page=1379). Garcia-Rodrigo
a kol. (2017) poukazuju na to, ze globalne oteplovanie a ,,tropicalization of the European
climate spojené s vysokymi teplotami a vlhkostou méze podporit’ vytvorenie priaznivych
podmienok v Europe na Sirenie tropickych druhov, ako je napriklad A.caninum ¢i
A. duodenale a A. braziliense.
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MATERIAL A METODIKA

V obdobi od roku 2023 do juna 2024 sme na Katedre epizootologie, parazitologie a ochrany
spolo¢ného zdravia v ramci rutinnej diagnostiky pouzitim flotatnej metody vysetrili 622
vzoriek pochadzajicich od domadcich psov a 46 od utulkovych psov. V ramci potvrdenia
druhov z ¢el'ade Ancylostomatidaec bolo vySetrenych aj 6 vzoriek trusu pochadzajtcich od
ulovenych, vol'ne zijucich liSok. Okrem trusu sme mali k dispozicii aj ¢reva od 4 liSok, ktoré
boli podrobené helmintologickej pitve na potvrdenie pritomnosti jedincov machovcov.
Z mikroskopicky pozitivnych vzoriek na pritomnost’ vajicok z tejto ¢el'ade bola vytvorena
koprokultara pouzitim modifikovanej koprokultivaénej metody podla Garcia a Brucknera
(Garcia a Bruckner, 2016). Po 7 dnovej inkubacii pri teplote 25 — 28 °C sme larvy rdéznych
Stadii morfologicky identifikovali podl'a dostupného kl'ica v ¢lanku (Gibbs a kol., 1961). Pre
presnu identifikaciu druhu boli vzorky trusu s vajickami z celade Ancylostomatidae a
jednotlivymi larvami identifikované metodu nested PCR zaloZenej na amplifikacii génu
cytochrom c oxidazu podjednotku I (cox1).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nasim vyskumom sme z celkového poctu 668 vzoriek flotacnou metddou potvrdili
pritomnost’ vajicok z ¢el'ade Ancylostomatidae v 50 vzorkdch trusu, ¢o zodpoveda 7.5 %
prevalencii v populécii domacich a Gtulkovych psov. Morfometrickym meranim larvalnych
$tadii L3 boli namerané hodnoty lariev s priemernou diZkou v rozmedzi od 0,52 pum do 0,58
um, ¢o koreSponduje velkosti lariev L3 druhu U. stenocephala. Tretie larvalne stadium L3 ma
podla Gibbs 1961 velkost v rozmedzi 0,50 — 0,58 pum s priemernou dizkou 0,53 pm a podla
studie Strkolcova a kol., 2022 je velkost’ 0,55 — 0,58 um a Vv priemere 0,57 um. Pomocou
PCR a nasledného Sangerovho sekvenovania sme V20 vzorkdch identifikovali druh
machovca U. stenocephala. Z hl'adiska vSeobecnej geografickej distribucie U. stenocephala
bola hldsend najméd v krajinach s miernym podnebim, vratane USA, severného Mexika,
Kanady, Afriky anedavno bola hlasena aj z Australie (Sykes a kol., 2022). V Spojenych
Statoch CAPC (The Parasite Prevalence Maps) uvadza 2,9 % prevalenciu machovcov za rok
2021 u viac ako 10 miliénov psov podrobenych vySetreniu trusu za rok (CAPC, 2022; Sykes
akol., 2022). V Eurdpe, najmi v chladnejSich oblastiach bola U. stenocephala hlasena
pomerne Casto a povaZzuje sa za najrozsirenejs$iu ankylostomo6zu mierneho pasma (Deplazes
akol., 2016; Sykes akol., 2022). Na Slovensku podla prieskumu Jarosova a kol., 2021
z rokov 2016 — 2021 bola hlasena prevalencia U. stenocephala u psov Zzijucich v réznych
zivotnych podmienkach 8,3 %. Strkolcova a kol., 2022 zaznamenala 14,5 % prevalenciu
U psov pochadzajucich z romskych osdd a 9,6 % prevalenciu z utulkov na Vychodnom
Slovensku.

U liSok sme potvrdili pritomnost’ vajicok z €. Ancylostomatidae metodou flotacie v 5
vzorkach z celkového poctu 6. U4 znich sme vykonali pitvu gastrointestindlneho traktu
a u jednej z lisok bolo zistenych pat’ dospelych jedincov U. stenocephala, ktorych pritomnost’
sme potvrdili aj morfometrickym meranim a PCR diagnostikou. V danskej stadii Al-Sabi
a kol. z roku 2013 sledovali pritomnost’ srdcovo - pl'icnych a intestinalnych parazitov u liSok
v 2 regionoch a to v hlavnom meste Kodail a v Juznom Jutsku. Tito autori uz presne druhovo
identifikovali, Ze prevalencia U. stenocephala bola potvrdena u 84,3% liSok v Kodani a u 60,4
% lisok v Juznom Jutsku. Identifikacia vSak bola zalozena na post mortem analyze (Al-Sabi
a kol. 2013). V zapadnej Australii v tom istom roku 2013 vysetrili 147 vzoriek trusu liSok a
Uncinaria stenocephala sa vyskytovala v 18,2 % prevalencii (Dybing akol., 2013).
Epidemiologicky vyznam U. stenocephala vSak zostava do znaCnej miery nevyrieSeny
vzhl'adom na malé mnoZstvo dostupnych publikécii. Vzhl'adom k tomu st potrebné d’alSie
molekularne Studie, ktoré by mohli objasnit’ mozny zoonoticky potencial U. stenocephala
(Strkolcova a kol., 2022).
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V stcasnosti  neexistuji  zdznamy tykajice sa vyskytu CLM u [ludi spodsobenych
U. stenocephala, ale bolo zaznamenanych niekol'’ko autochténnych pripadov CLM spojenych
s machovcami v Europe. Prvé spravy o CLM pochadzajt z Anglicka u 10 — ro¢ného dietata
s3 cm serpigindznou stopou na priehlavku. Podobny pripad bol zaznamenany u muza
z Francuzska, u ktorého bola pozorované CLM na nohe. Dalsie 3 spravy o CLM pochadzaju
z Talianska a v rokoch 2011 — 2019 bolo z Franctuzska hlasenych 5 autochténnych pripadov
CLM (Patterson a kol., 2003; Galanti a kol., 2002; Del Guidice a kol., 2019). V Ziadnom
z existujucich potvrdenych pripadov z Eurdpy sa nepotvrdilo, ktory druh infekciu vyvolal,
ato ani morfologicky ani molekularne, takze vztah medzi CLM, U. stenocephala a inymi
druhmi rodu Ancylostoma si vyzaduje d’al§ie expertizy. Tieto pozorovania vS§ak mozu zmenit’
naS pohlad na nich ako na typické tropické ochorenia s lokalizaciou parazitov vylucne
v tropickych oblastiach. Tento narast pripadov CLM v Eurdépe mozno pripisat’ globalnemu
oteplovaniu, avSak vzhl'adom na nizky pocet pripadov hldsenych rocne je tazko nateraz
poskytnut’ definitivnu odpoved’ (Del Guicide a kol., 2019).
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FORMATION OF INSULIN AMYLOID AGGREGATION UNDER SPECIFIC
EXPERIMENTAL CONDITIONS
Kareem H. A., Bednarikova Z., Gazova Z.
Ustav experimentdlnej fyziky SAV, v. v. i., Koice

ABSTRACT

Insulin, a key peptide hormone for regulating blood sugar levels, has a propensity to form
amyloid fibrils under certain conditions, complicating its industrial production and therapeutic
use. This study investigates the kinetics of insulin fibrillization under different environmental
conditions, focusing on how pH, protein concentration, ionic strength, and agitation influence
fibril formation, providing deeper insights into the aggregation processes underlying
pathological morphologies.

The experimental setup includes 100 mM NaCI-HCI buffer (pH 1.6), elevated temperature
(65°C), shaking at 700 rpm, and fluorescence readings at 3 min and 10 min intervals. Insulin
concentrations ranged from 10 to 300 uM. Aggregation kinetics and aggregate’s properties
were assessed using thioflavin T (ThT) fluorescence assay, atomic force microscopy (AFM),
and circular dichroism (CD). Results revealed that insulin amyloid formation follows nuclei-
dependent fibrillization. It was found that higher insulin concentrations accelerate
fibrillization by forming critical nuclei more rapidly, characterized by shorter lag phases.
While the secondary structure content of fibrils remained similar across concentrations,
increasing insulin concentrations resulted in longer and more numerous fibrils. The 3 min
fluorescence reading interval provided more detailed kinetic data compared to the 10 min
interval, improving accuracy during the elongation phase. Shaking time significantly
influenced both the lag phase and half-time of fibrillization, with the 3 min interval showing
longer lag phases and half-times than the 10 min interval. Insulin concentrations exceeding 50
uM consistently produced longer fibrils with high reproducibility, with 75 uM insulin
concentration at 3 min shaking being the optimal condition for kinetic studies.

INTRODUCTION

Amyloid fibrils are highly ordered protein aggregates with elongated, non-branching
structures and a P-sheet cross-B configuration. They are associated with diseases like
Alzheimer’s, type II diabetes, and systemic amyloidosis, where protein misfolding and
aggregation disrupt cellular functions (Chiti & Dobson, 2017). Despite their structural
diversity, amyloid proteins share common fibril properties (Noormégi, 2015). Understanding
amyloid formation is challenging due to its complex processes, including nucleation,
elongation, fragmentation, and secondary nucleation, all influenced by environmental factors
such as pH, temperature, agitation, and protein concentration (Adamcik & Mezzenga, 2018).
Insulin, a peptide hormone for diabetes management, is prone to aggregation under certain
conditions, reducing its bioavailability and effectiveness. This poses challenges at injection
sites and in industrial production. Insulin, as a globular protein, aggregates due to factors like
acidic pH, high temperature, agitation, hydrophobic surfaces, and changes in ionic strength.
These conditions cause partial unfolding of insulin, exposing hydrophobic regions that
promote amyloid fibril formation through intermolecular interactions (Ow, 2013; Liu 2017).
Elevated temperature and low pH are known to accelerate the kinetics of aggregation, while
salts stabilize intermediate states, facilitating fibril formation through enhanced hydrophobic
interactions and hydrogen bonding (Chatani & Goto, 2005; Chen, 2013).

The pH of the environment significantly impacts insulin fibrillation. Mildly acidic
conditions promote rapid fibrillization through secondary nucleation, while neutral pH with
added salt slows the process by inhibiting nucleation (Gaspar, 2020). At low pH, electrostatic
repulsion prevents oligomer formation, but salt addition reduces this effect, promoting larger
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oligomers. While hydrophobic interactions drive amyloid formation, electrostatic forces and
protein charge also influence fibrillation rates.

The exact mechanism of insulin amyloid fibril growth remains unclear. This study explores
how pH, protein concentration, ionic strength, and agitation affect insulin fibrillation, offering
insights into the underlying aggregation processes.

MATERIALS AND METHODS

Human insulin (lyophilized powder, recombinant, expressed in yeast) was purchased from
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). The aggregation kinetics of human insulin were
investigated using a 96 half-volume well plate design in a ClarioStar plate reader under
controlled conditions. Insulin concentrations ranged from 10 to 300 uM in a 100 mM NaCl-
HCI buffer (pH 1.6) at 65 °C with shaking at 700 rpm. The Thioflavin T (ThT) fluorescence
assay was employed to monitor fibril formation, with fluorescence readings taken at 3-minute
and 10-minute intervals to capture aggregation kinetics. Due to insufficient data points at the
10-minute interval, experiments were repeated with the 3-minute interval for improved
accuracy. Circular dichroism (CD) spectroscopy was used to assess secondary structural
changes, specifically the transition from a-helix to P-sheet structures. Atomic force
microscopy (AFM) provided detailed images of fibril morphology, revealing fibril length and
abundance across different insulin concentrations. This combination of techniques enabled a
comprehensive analysis of amyloid fibril formation, ensuring high reproducibility and
detailed characterization of fibril morphology.

RESULTS AND DISCUSSION

The kinetics of insulin fibril formation were examined across a concentration range of 10 to
300 uM under two different shaking intervals (3 min and 10 min). The obtained data showed
that the formation of insulin amyloid follows a nucleus-dependent fibrillation characterized by
a lag phase, polymerization and a steady-state phase.

At lower insulin concentrations, such as 10 uM, the lag time for fibril formation was
significantly longer, indicating slower nucleation rates. For instance, at 10 pM, the lag phase
was 154 minutes with a 3-minute shaking interval and 139 minutes with a 10-minute interval.
In contrast, higher concentrations, such as 300 uM, showed much shorter lag times, with
values of 11 minutes (3-minute interval) and 10 minutes (10-minute interval). Similarly, the
half-time of fibril formation decreased as insulin concentration increased, with 300 uM
showing a half-time of 77 minutes for the 3-minute interval and 54 minutes for the 10-minute
interval. These results suggest that higher insulin concentrations promote more rapid
nucleation and fibril elongation, which aligns with the classical nucleation theory.

The effect of shaking intervals was also significant in influencing the observed kinetics. The
3-minute interval provided more data points, particularly during the fibril elongation phase,
resulting in slightly longer lag and half-times compared to the 10-minute interval. For
example, at 10 uM, the lag time was 154 minutes with the 3-minute interval, compared to 139
minutes for the 10-minute interval.

Fibril morphology analysis via atomic force microscopy (AFM) confirmed the impact of
insulin concentration on fibril morphology. Higher insulin concentrations (> 50 uM)
consistently produced longer and more abundant fibrils, although circular dichroism (CD)
measurements showed that the secondary structure content, dominated by B-sheets, remained
consistent across all concentrations. This suggests that while fibril length and abundance
increased with higher insulin concentrations, the overall structure of the fibrils did not
significantly change.
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Based on these observations, the optimal conditions for studying insulin fibrillization kinetics
were determined to be an insulin concentration of 75 uM with a 3-minute shaking interval
(Figure 1). These conditions provided the most reproducible results and the highest accuracy
in capturing detailed kinetic data, particularly during the crucial elongation phase of fibril
formation.
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Fig. 1. Amyloid fibrillization of insulin (75 uM) in NaCl buffer with HCI, pH 1.6: (a) kinetics of insulin fibrils
formation detected by ThT, (b) CD spectra and (c) AFM image of insulin fibrils after 10 h fibrillization.

The data revealed a strong correlation between insulin concentration and the rate of
fibrillization, as well as the influence of shaking intervals on capturing the aggregation
process in detail. Higher insulin concentrations accelerate the aggregation process, resulting in
shorter lag phases and half-times, and producing longer fibrils. Additionally, a 3-minute
shaking interval yields more precise Kinetic data, particularly during the elongation phase of
fibril growth, compared to a 10-minute interval. The optimal conditions for studying insulin
fibrilisation were identified as 75 uM insulin with a 3-minute shaking interval, providing the
most reliable and consistent data on fibril formation.
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OVPLYVNENIE MIKROBIOMU A IMUNITY VCIEL MEDONOSNYCH PO
APLIKACII HUMINOVYCH LATOK
Kollar Moskéalova L., Ratvaj M., Chomova N., Danihlik J. %, Mudrofiova D.
Katedra mikrobiologie a imunologie, UVLF, KoSice, Slovenska republika
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ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo analyzovat’ zmeny vybranych imunologicky vyznamnych molekul
v¢iel medonosnych po aplikacii pridavku HUMAC® Natur AFM Liquid, ktory obsahuje
huminové latky (HL). Vcely boli rozdelené do dvoch skupin, a to na kontrolnt, ktorej bol
podavany cukrovy roztok a pokusnu (HL), ktorej bol podavany cukrovy roztok obohateny
0 pridavok 0,6% HL pocas 7 dni. Skiimané boli zmeny relativnej génovej expresie v Creve pre
gény kodujuce antimikrobidlne peptidy (AMP), ato abaecin, apidaecin, hymenoptaecin
a defenzin-1, ako aj produkcia vybranych AMP (abaecin, hymenoptaecin, defenzin-1)
vV hemolymfe pomocou nepriamej ELISA metdédy. Pre apidaecin a defenzin-1 sme
zaznamenali signifikantné zniZenie génovej expresie oproti kontrolnej skupine, ¢o by mohlo
naznacovat’ schopnost’ HL zniZovat’ zastipenie patogénov z Creve vciel. Pri pouziti metddy
ELISA sme nezaznamenali vyznamné zmeny AMP Vv hemolymfe vciel, ¢o by mohlo
znamenat’ pomalSiu odozvu organizmu oproti lokalnemu posobeniu HL.

UvoD

V Eurdpskej Gnii je pouzivanie antibiotickych latok a ich pripravkov na lie¢bu alebo
prevenciu infekénych ochoreni v¢iel zakazané. Nulova tolerancia rezidui antibiotik vo vcelich
produktoch, najmd v mede je spojené s vysokymi hospodarskymi stratami. Preto sa dnes
kladie vacsi doraz na pouzitie a vyskum prirodnych latok vo vcéelarstve (MaruS¢akova a kol.,
2020). HL predstavuju roznorodu skupinu vysokomolekulovych organickych materialov,
ktoré¢ su komplexom zmesi roznych organickych latok, ktory vznikol v procese premeny
zvySkov zivych organizmov na organické zluceniny (Yang a kol., 2021). HL st vyhl'adavané
pre svoje detoxikacné, antioxidacné, antibakteridlne a antivirusové ucinky nielen vo
veterinarnej, ale aj humannej medicine (Mudroniova a kol., 2021).

MATERIAL A METODIKA

Véely boli drzané v laboratornych podmienkach v nerezovych klietkach pri teplote 34 °C.
Kontrolnd skupina bola kfmena cukrovym sirupom. Experimentdlna skupina bola kfmena
cukrovym sirupom s pridavkom 0,6% HL (HUMAC® Natur AFM Liquid, Humac, SR).
Experiment trval 7 dni, pri¢om vcely boli rozdelené do 6 kontrolnych a 6 HL skupin.
Testovany bol vplyv HL na rast probiotickych autochtonnych kmenov Levilactobacillus
brevis B50 Biocenol™ (CCM 8618) a Apilactobacillus kunkeei. Z kolonii prislusnych
kmetiov bolo pripravené inokulum v koncentracii MacFarland 1 (5 ml fyziologického roztoku
+ bakteridlne kolonie). Inokulum bolo nasledne naockované do MRS bujonu (Biolife, Monza)
(40 ml MRS bujonu + 0,4 ml inokula) s pridavkom HL (pridavok: 0,4 %, 0,6 %, 0,8 %, 1 %).
Kultivacia prebiehala pri stadlom trepani, pri teplote 37 °C, pocas 18 h. Po kultivécii boli pocty
stanovené po desiatkovom riedeni $tandardnou platiiovou metddou na MRS agare (Merck,
Darmstadt). Vysledky boli vyhodnocované po 48 hodinovej anaerdbnej kultivacii za pouzitia
vyvijaov anaerobneho prostredia (AnaeroGen™ 2.5L, Thermo Scientific™).

Analyza AMP podl'a ELISA metoédy bola spracovana podla postupu Botikova, 2022 na
Katedre biochémie, Univerzita Palackého v Olomouci. Analyza bola vykonana zo vzoriek
hemolymfy.

Zo vzoriek Criev po odbere bola izolovanda RNA pomocou kitu Omega E-Z Total RNA Kit
(Bio-tech), po nej nasledoval prepis izolovanej RNA do ¢cDNA s vyuzitim kitu Quantitect
Reverse Transcription Kit. gPCR bola vykonana s vyuzitim master mix: Luna® Universal.
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gPCR Master Mix (New England Biolabs, Ipswich, USA) podla vyrobcom uvedeného
protokolu na zariadeni Biorad CFX96 (BioRad, USA). Sucastou kazdej reakcie bola DNA
Standarda a Gc¢innost’ reakcie bola 100% + 10%. Primery pre reakcie su uvedené v tabulke ¢.1.
Relativna génova expresia bola hodnotend ako AACt (+ sd) pomocou CFX96 Manager
softwéru (BioRad, USA), pricom ako referencné gény boli pouzité gapdh, rpsl8 a rpll3a

(tab. &. 1).
Primer Forward Revers Zdroj:
abaecin CAGCATTCGCGTATGTACCA GACCAGGAAACGTTGGAAAC  (Cizelj akol., 2016)
apidaecin TTTTGCCTTAGCAATTCTTGTTG GAAGGTCGAGTAGGCGGATC  (Shiakol., 2018)
T
aefenzin-1 | TGTCGGCCTTCTCTTCATGG TGACCTCCAGCTTTACCCAAA  (Khongphinitbunjong
a kol., 2015)
GCGTCTCCTGTCATTCCATT akol., 2015)
gapdh GATGCACCCATGTTTGTTTG TTTGCAGAAGGTGCATCAAC (Scharlaken a kol.,
2008)
rspl8 GATTCCCGATTGGTTTTTGA CCCAATAATGACGCAAACCT (Scharlaken a kol.,
2008)
rpll3a TGGCCATTTACTTGGTCGTT GAGCACGGAAATGAAATGGT  (Scharlaken a kol.,
2008)

Tab. 1. Primery
Vysledky boli $tatisticky vyhodnocované pomocou neparového T-testu a one-way (ANOVA)
(Statisticky softvér GraphPad Prism 8.0). Hodnoty liSiace sa na hladine vyznamnosti P < 0,05
boli povazované za Statisticky vyznamné (v grafoch oznacené jednou hviezdickou).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po testovani roznych koncentrécii pridavkov HL na rast vybranych prospeSnych bakteridlnych
. kmeniov, naSe vysledky poukazuji na fakt, Ze
pridavok 0,6% a 1% signifikantne ovplyvnil

_ I . 1 . . rast oboch testovanych kmenov, a to poklesom
5w . I rastu (obrazok ¢&.1). V pripade A. kunkeei sme
. zaznamenali signifikantny pokles rastu aj pri
2 s pouziti  pridavku  0,8%. Mozeme teda
. konstatovat, ze A. kunkeei sa javi oproti L.
L. brevis B50 A kunkeeipo — Previs B50 Biocenol™ (CCM 8618) ako
0% m0,40% m0,60% m0,80% W 1% ***p<0,001

Obr. 1. Vplyv HL na rast laktobacilov citlivejsi na pridavok HL.

. AMP patria medzi zlozky vrodenej imunity,
£, nakol’ko vcela oproti cicavcom nedisponuje
2, ziskanou imunitou. Tieto efektivne molekuly
. 1 ] vrodenej 1mvumty sa po §ynteze .V’tukczvom
2, telese, pokozke a epitelovych tkanivach Creva
Eo,s uvolniuju do hemolymfy pocas bakteridlnych,
2 plesiiovych alebo virusovych infekcii (Morfin a
* Abaecin  Hymenoptaecin  Defenzin - 1 kol., 2021). Pocas nasho experimentu sme

Kontrola M HL n=s zaznamenali  zmeny  vrelativnej  génovej
Obr. 2. Absorbancia pre vybrané AMP expresii v ¢reve vciel, najmd pre gény kodujice
(ELISA) apidaecin a defenzin-1, ato ich signifikantny

pokles v skupine v¢iel s pridavkom HL (Obr. ¢. 3). Tento jav mohol nastat’ najma v dosledku
potencialu HL znizovat’ bakteridlne patogény priamo v ¢reve vcely. Avsak pri pouziti ELISA
(Obr €. 2) metddy sme nepotvrdili signifikantné zmeny absorbancie tychto AMP v hemolymfe
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vciel, co by mohlo naznaCovat, Ze zvySny organizmus reaguje pomalSie na zmeny ako
samotné ¢revo, ktoré bolo v priamom kontakte s podavanou HL.
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Obr. 3. Zmena génovej expresie pre vybrané gény AMP
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ABSTRACT

Thymol, as the natural monoterpene phenol, predominantly found in Thymus vulgaris L.,
possesses a wide range of biological activities. Still, no information is available about its
metabolic processes in animal organisms. There are some barriers that compounds must pass
through during their metabolic path in the organism, which limit their absorption. To ensure
the stability of thymol, enhance its bioactivity and modulate its release in the target site of the
small intestine, pellets containing thymol were coated with enterosolvent, gastro-resistant film
which was prepared with respect to biological and physiological features of the rabbit’s
gastrointestinal tract (GIT). Pellets were mixed with the basal diet while thymol was present
only in the experimental group with a thymol concentration of 250 mg/kg. The rabbits were
fed with gastro-resistant form of thymol for 21 days and then withdrawn for 7 days. During
thymol administration, the concentration of thymol in all parts of the digestive tract was
relatively balanced and significant decrease in plasma was not observed. After withdrawal
period significantly lower concentrations in the cecum than in the duodenum showed that
thymol was incorporated into caecotrophes and subsequently again ingested and released in
small intestine. Histomorphometric analyses showed a tendency to positively influence the
villus height to crypt depth ratio. Our results showed that thymol application in stabilised
form ensured its more intensive absorption rate in gastrointestinal tract.

INTRODUCTION

The disadvantages of using antibiotics as feed additives for animals have gradually
become apparent. Consequently, plant secondary metabolites have received extensive
attention as safer and more sustainable options. Thymol as the main compound of T. vulgaris
has wide-spectrum positive properties and has the potential to replace antibiotics as growth
promoters in various animals. However, there are few reports on the effects of thymol on
in the rabbit organism (Placha et al. 2022). Given that thymol is a natural lipophilic and
to reduce its undesirable absorption in the stomach and modulate its release from feed in the
target site of the small intestine, itis essential to explore effective stabilization methods.
Developing a gastro-resistant solid self-emulsifying system presents a valuable technology
to enhance thymol's penetration into the intestinal mucosa, ensuring its targeted delivery
in the small intestine with the highest absorption and increasing its potential therapeutic
efficacy. This method has proven to be an effective approach for stabilizing thymol
(Macku et al. 2022).

MATERIAL AND METHODS

After weaning at 35 days of age, 24 rabbits of both sexes were randomly divided into
a control group fed a basal diet (BD) and an experimental group fed a BD into which coated
self-emulsifying pellets of thymol with concentration 250 mg/kg was incorporated for 21 days
and then was withdrawn for 7 days. Six rabbits after 21 days (56 days of age) and 28 days (63
days of age) were sacrificed and blood, intestinal wall and faeces were sampled. Samples for
thymol analyses were immediately frozen in liquid nitrogen and stored at — 70 °C until
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analysis. Detection of thymol in plasma samples, gut content, intestinal wall and faeces was
performed using headspace solid-phase microextraction followed by gas chromatography
coupled with the mass spectrometry method as described Bacova et al. (2020) and
Plachaetal. (2019). For histological evaluation intestinal samples of the duodenum
and jejunum were excised and flushed with 0.9% saline to remove all the content.
The procedures for measuring morphometric indices, including villus height, crypt depth, and
their ratio, were conducted as described by Dabbou et al. (2018). Data collected were
analysed using the Kolmogorov-Smirnov test for normal and non-normal distribution. The
Kruskal-Wallis test with post hoc Dunn’s Multiple Comparison test was used to determine
the differences between thymol concentration in plasma, intestinal wall and content,
and faeces. Thymol effect on morphometric indices was evaluated by 2 way analysis
of variance (ANOVA). Results are presented as mean value + standard error of mean (SEM).
Differences were considered significant at p < 0.05. Correlations of thymol concentrations
between plasma and intestinal wall, caecal content and faeces were analysed using
nonparametric Spearman’s Rank Correlation and expressed as Spearman’s correlation
coefficient (rs). Statistical analyses were performed using Graph Pad Prism version 8.0
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS

In comparison with plasma during thymol administration, its concentrations in all parts of the
digestive tract were relatively balanced, only after withdrawn period were significantly higher
in comparison with plasma (duodenal wall, DW=752.7+208.3 ng/g dry matter (DM), jejunal
wall JW=541.1£168.3 ng/g DM; colon 572.84+219.5 ng/g DM; caecum 472.3+104.5 ng/g DM,
vs plasma 220.2+66.58 ng/ml; P<0.05). The correlation between the DW and plasma during
both period indicated thymol effective absorption from GIT (rs=0.9429, P<0.05). When we
compared thymol concentrations in different parts of the intestinal tract with its level in
faeces, thymol amount was significantly lower except duodenal wall. A significant negative
correlation between cecum and faeces (rs= — 0.8857, P<0.05) during thymol addition indicates
that the less thymol incorporated into caecotropes, the more is excreted in faeces.

DISCUSSION

We observed intense absorption of thymol from GIT, comparable to the findings
of Bacova et al. (2021), where powdered thymol was administered. There are also notable
differences in the comparison of these studies' results. In contrast to their findings, which
describe significant differences between the concentration in the duodenal wall and
the contents of the colon and cecum, we observed a relative balance throughout the entire
intestinal tract. We attribute this balance to the stability of the pellets, which ensured gradual
release in the small intestine, leading to higher concentrations in the duodenal wall. Another
interesting finding compared to Bacova et al. (2021) is that we detected thymol in plasma and
throughout the digestive tract even after a withdrawn period, remaining above the detection
limit. We attribute this to the higher concentrations of thymol due to the pellets, which
continue to circulate in the body even after the withdrawal period, and to cecotrophy, which
ensures that they are continuously re-ingested. Based on the thymol analysis and the results of
the statistical evaluation we demonstrated the effectiveness of gastro-resistant pellets during
its application into the diet, which ensured the release of thymol at the site of its greatest
absorption and prevented its degradation due to adverse conditions in the stomach.
The absorption of thymol was effective, as confirmed by our results. This conclusion
is supported by a positive correlation between thymol concentrations in plasma and the
duodenum. Additionally, during thymol administration, the concentrations measured
remained relatively balanced, indicating consistent absorption and release throughout its
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intake. Also these results showed that thymol was incorporated into cecotrophes and was
subsequently again ingested. Thymol administration also resulted in a reduction in crypt depth
within the duodenal intestinal wall. This morphological change may be attributed to thymol's
effects on intestinal structure, potentially reflecting its role in optimizing the absorptive
surface. In conclusion, our results highlight the efficacy and enhanced absorption of thymol
achieved through the application in gastro-resistant pellets.
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ABSTRAKT

Mnoho baktérii rodu Streptomyces obsahuje vo svojich genémoch linearne plazmidy nestice
gény rezistencie voci antibiotikdm, tazkym kovom ¢i gény podielajuce sa na biosyntéze
sekundarnych metabolitov. V nasej praci sme v genéme pravdepodobne nového druhu
Streptomyces sp. P17 identifikovali plazmidovi sekvenciu s velkostou 116 kb.
Bioinformatickymi  analyzami  sme identifikovali  pritomnost  viacerych  génov
charakteristickych pre pritomnost’ plazmidov (parB, mobA, mobC). Na plazmide bol tiez
identifikovany jeden biosynteticky génovy klaster obsahujlici gény zapojené do syntézy
pravdepodobne novej zluceniny zo skupiny lantipeptidov, ¢o naznacuje jeho mozny
biotechnologicky potencial.

UvoOD

Baktérie rodu Streptomyces su Gram-pozitivne filamentujice baktérie patriace do kmena
Actinobacteria, vyskytujice sa prevazne v podnom ekosystéme. Ich gendmy su
charakteristické velkymi linearnymi chromozomami s velkostou priblizne 8 — 12 Mb
a obsahom GC parov 67 — 78%. Velkost gendmu odraZa pritomnost’ vysokého poctu génov
zapojenych do produkcie sekundarnych metabolitov s vyznamnymi biologickymi aktivitami,
vratane antimikrobidlnych, antivirusovych a protinadorovych uUc¢inkov. Streptomycéty tak
nachadzaju Siroké uplatnenie najmi v medicine, napriklad pri vyrobe antibiotik (Law a kol.,
2018; Lee a kol., 2020).

Mnoh¢ druhy streptomycét obsahujii okrem linedrneho chromozému aj extrachromozomalnu -
plazmidova DNA, ktord moéZe byt cirkularna alebo linedrna. Linedrne plazmidy modzu
dosahovat’ velkost od 12 kb az do 1,8 Mb (Mingyar a kol., 2018), napriklad plazmid pSLA2-
L identifikovany u Streptomyces rochei s vel'kostou 210 kb alebo plazmid SCP1 o velkosti
356 kb identifikovany u Streptomyces coelicolor. Na tychto plazmidoch boli identifikované
viaceré gény asociované s biosyntézou sekundarnych metabolitov ¢is mechanizmami
rezistencie voci antibiotikam a tazkym kovom (Li a kol., 2022). Charakteristickym znakom
linedrnych plazmidov st oblasti s termindlnymi obratenymi repeticiami (TIR) a Specifické
terminalne proteiny naviazané na 5°‘-koncoch DNA. Replikacia tychto plazmidov prebieha
podobnym mechanizmom ako replikdcia linearnych chromozémov, pricom zacina
V pociatonom mieste replikdcie a postupuje smerom k teloméram, ktoré =zostavaja
jednovlaknové na 3°-konci, kde sa nasledne aktivuje DNA syntéza termindlnymi proteinmi
sluziacimi ako primery, aby nedochddzalo ku skracovaniu genetickej informacie na jej
koncoch (Mingyar a kol., 2018). V nasej stadii sme bioinformatickymi metdédami
identifikovali plazmidovl sekvenciu v genome izolatu Streptomyces sp. P17, na ktorej sme
predikovali biosynteticky klaster naznacujuci biotechnologicky potencial tohto plazmidu.

MATERIAL A METODIKA

Bakteridlny izolat P17 identifikovany na zéklade 16S rRNA sekvencie ako Streptomyces spp.
bol primarne izolovany z materialu ziskan¢ho z banskej haldy v Tarnowskie Gory v Pol'sku
(50°24'56" N, 18°51'16" E) na Lindenbein selektivnom médiu. Celkova DNA izolatu P17
bola izolovand podla Pospiech a Neumann (1995). Izolovanda DNA bola podrobend
celogenomovému sekvenovaniu firmou Eurofins Genomics Europe Sequencing GmbH
(Konstanz, Nemecko) prostrednictvom technoldgie Illumina NovaSeq 6000 S4 PE150 XP.
Anotacia ziskanych sekvencii bola vykonana pomocou online dostupnych serverov RAST
(https://rast.nmpdr.org) a Bakta Web (https://bakta.computational.bio). Pravdepodobna
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plazmidové sekvencia bola porovnana s verejne dostupnymi genémami v GenBank databaze
prostrednictvom nastroja BLASTN. Mapa linedrneho plazmidu bola zostavend pomocou
programu Proksee (https://proksee.ca). Produkcia sekundarnych metabolitov bola
predpovedana pomocou nastrojov antiSMASH 7.0
(https://antismash.secondarymetabolites.org).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Porovnanie sekvencie 16S rRNA génu izolatu P17 s GenBank databazou ukazalo najvyssiu
podobnost’ 98.91% s kmenom Streptomyces flavofungini NBRC 13371 (NR_041125.1).
Celogendomovym sekvenovanim izoldtu P17 a anoticiou ziskanych sekvencii bol kontig
NODE 22 identifikovany ako plazmidova sekvencia s velkost'ou 116,112 bp a obsahom GC
parov 70.1% (Obr. 1). Napriek tomu, ze v databaze GenBank neboli najdené pribuzné
plazmidové sekvencie, pritomnost’ typickych plazmidovych proteinov (napr. replikacny
a mobilizacny protein) v porovnanych gendémoch naznacuje, ze podobné plazmidy mozu
existovat’, no zatial’ neboli izolované.
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Obr. 1. Mapa linedrneho plazmidu zo Streptomyces sp. P17 (HGT Region — oblast’ horizontdlneho prenosu
génov, CDS — kédujuca sekvencia)

Anotaciou sekvencie plazmidu sme identifikovali gén parB podielajiici sa na replikacii
plazmidov. Nukleotidovli sekvenciu proteinu sme pomocou BLAST analyzy nasli v 16
gendmoch Streptomyces spp. Na trovni aminokyselin sme zaznamenali vyssiu podobnost’
ParB proteinu s inymi proteinmi v databaze (v 74 kmenoch Streptomyces spp.). Identifikovali
sme i1 gény kodujice mobilizacné proteiny MobA a MobC, ktoré su sucastou relaxozoému
podiel'ajicom sa na horizontdlnom prenose génov. Relaxozom sa viaze na Specificki
sekvenciu DNA oznacovanu ako pociatok replikacie oriT, kde Stiepi DNA a vytvara volny
koniec, ktory mdze byt’ nasledne preneseny do inej bunky (Zhang a Meyer, 2003).

V blizkosti tychto génov bol identifikovany gén kodujuci DnaB helikdzu podiel’ajucu sa na
replikacii DNA.

Na koncoch sekvencie sme neidentifikovali pritomnost’ charakteristickych opakovani
naznacujucich pritomnost’ cirkuldrneho plazmidu, avSak taktiez sme nezaznamenali ani
typické TIR oblasti linedrnych plazmidov, ¢o mdze byt spdsobené neuplnostou danej
sekvencie.

Na plazmide sme okrem iného identifikovali aj gén pre integrazu, ¢o naznacuje moznost
plazmidu integrovat sa do chromozému atiez toxin-antitoxin systém RelE/ParE,
charakteristicky pre plazmidy, ktorého hlavnou ulohou je udrziavat' a chrénit’® geneticky
material plazmidu pri replikacii bakteridlnych buniek (Kamruzzaman a kol., 2021). Vysledky
bioinformatickych analyz na kontigu NODE 22 tak podporuji hypotézu o pritomnosti
plazmidu v genéme izolatu P17 s potencidlom pre horizontalny prenos génov, avsak na jeho
definitivne potvrdenie sa vyzaduju d’alSie analyzy.

60



Pomocou programu antiSMASH sme odhalili pritomnost’ biosyntetického génového klastra,
zodpovedného za produkciu lantipeptidov, pokryvajuci Stvrtinu sekvencie plazmidu (Obr. 2).
Takéto gény sa vicSinou vyskytuji na chromozomoch, no bolo dokazané, ze aj linearne
megaplazmidy sa moézu podielat’ na produkcii antibiotik. Na plazmide SCP1 boli
identifikované gény zapojené do produkcie methylenomycinu a na plazmide pSLA2-L gény
podielajice sa na biosyntéze lankacidinu a lankamycinu (Mochizuki a kol., 2003). Na
plazmide NODE 22 sme identifikovali dva proteiny stvisiace s biosyntézou lantipeptidov
ato ,lanthionine synthetase* a ,lantibiotic dehydratase®. Tento klaster nevykazoval
homologické sekvencie v MIBiG databaze, ¢o naznacuje moznost objavu novej, doteraz
nepopisanej zluceniny. Vzhladom na vyznam streptomycét v produkcii sekundarnych
metabolitov moze byt izolat P17 biotechnologicky zaujimavym, avSak pre detailnu
charakterizaciu tejto zluceniny su potrebné d’alSie experimenty.
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Obr. 2. Biosynteticky génovy klaster identifikovany na plazmide zo Streptomyces sp. P17
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SYNERGICKY EFEKT KOMBINOVANEJ TERAPIE A JEHO UCINKY
PRI LIECBE TRAUMATICKEHO POSKODENIA MIECHY
Magurova M., Batova M., Papcunova S., Thnatova L., Luka¢ova N., Galik J.
Neurobiologicky ustav, Biomedicinske centrum Slovenskej akadémie vied, v.v.i., Kosice

ABSTRAKT

Trauma miechy je vaznym problémom, a cielom naSich experimentov bolo skiimat’ terapie na
zlepSenie regeneracie nervového tkaniva. Zamerali sme sa na kombinaciu elektrickej
stimulacie, rehabilitacie a farmakoterapie. V prvej etape experimentu sme skumali efekt
elektrickej stimulacie v kombinacii s Atorvastatinom, a Vv druhej etape sme pridali
rehabilitdciu. Vysledky ukézali, ze elektrickd stimuldcia v prvej etape podporila zlepsSenie
motorickych funkcii, zatial' ¢o v druhej etape nebol pozorovany vyrazny synergicky efekt
medzi stimulaciou a rehabilitaciou.

UvOD

Traumatické poSkodenie miechy (SCI) mé zavazné nasledky, vratane straty senzorickych,
motorickych a autonomnych funkcii a negativne ovplyviiuje aj dusevné zdravie (Eli a kol.
2021). Primarne poSkodenie vznikd mechanickym tlakom na miechu a jej okolité Struktary,
zatial’ ¢o sekundarne poskodenie je progresivne, a pretrvava tyzdne az mesiace (Ahuja a kol.
2017, Tanhoffer a kol. 2007). SCI je komplexny subor udalosti a procesov, a nie je mozné ho
vylie€it' jednym zasahom. Preto sa pozornost vedeckej komunity sustred'uje na rdzne
terapeutické intervencie na zlepSenie obnovy funkcie neurénov. Je potvrdené, Ze vo
vyvijajuce] sa centrdlnej nervovej slstave existuje prirodzene sa vyskytujuci napédtovy
gradient na usmernenie kranialneho a kaudalneho rastu (Marsh a Beams 1946, Borgens a kol.
1981, Patel aPoo 1982). Pre kompletnii obnovu senzorickych aj motorickych funkcii
(ascendentné a descendentné nervové vlakna) je potrebné, aby poSkodené axony sucasne
prerastali kranidlnym a kauddlnym smerom. Na to bol navrhnuty princip oscilujuceho
elektrického pol’a, ktorého cielom bolo podporit’ rast axénov cez miesto 1ézie oboma smermi
(McGinnis a Murphy 1992, McCaig 1987, Borgens a kol. 1993). Existuje predpoklad, Ze
ucinok elektrickej stimuldcie moZze byt posilneny rehabilitatnym tréningom. BeZecky pas
s podporou telesnej hmotnosti sa v klinickej praxi pouziva uz viac ako dve desatro¢ia. Zistilo
sa, ze dlhodobd post-traumatickd rehabiliticia je ucinnd v zlepSeni motorickych funkecii
(Mekki akol. 2018). Dalsou moznostou je farmakologicka terapia, ktora zahfia
neuroprotektivne lie¢ivd s cielom obmedzit poSkodenie neurénov po akutnej SCI,
a neuroregenerac¢nu liecbu, ktorej snahou je podpora regeneracie neurdénov. Atorvastatin je
liecivo, ktorého ucinok bol skimany na roéznych ischemicko-reperfiznych a traumatickych
modeloch SCI. Studie preukazali jeho antioxidaénii icinnost’ pri zniZzovani zapalu, inhibicii
apoptdzy a demyelinizacie po traume (Pignatelli a kol. 2012, Bimbova a kol. 2018).

MATERIAL A METODIKA

V prvej faze experimentu sme pouzili 32 experimentalnych potkanov (dospelé samice kmena
Wistar, 250-300g). Chirurgicky zakrok bol uskutoc¢neny v celkovej inhalacnej anestézii
(isoflurane 2-4% v 1,5-2,0 1/min vzduchu). Na zaciatku zakroku boli zvieratam vykonané tri
laminektémie. Okrem hlavnej laminektémie, na Urovni 9. hrudnikového stavca (Th9) boli
uskutocnené dve parcidlne laminektomie pre umiestnenie inertnych elektrod (Ir/Pt), dva
segmenty kranidlne akaudalne od hlavnej. Prostrednictvom kompresného zariadenia
s plastovym impaktorom (hmotnost 40g po dobu 15 min) bolo zvieratim cez hlavnu
laminektomiu navodené traumatické poskodenie miechy. Pre aplikaciu elektrickej stimulacie
cez miesto poSkodenia bol zvieratdm nasledne subkutinne implantovany miniatirny
elektricky stimulator (50 pA). Pred implantaciou bol stimulator zaliaty do elektroizolacného
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biokompatibilného materialu (Duosil Express, SHERA). Polarita stimulatora sa menila
kazdych 15 minlt, pocas doby 6 tyzdinov (Bacova akol. 2019). Zvieratd boli ndhodne
rozdelené do 4 skupin: zvierata s Th9 kompresiou (SCI) aimplantovanym nefunkénym
stimulatorom (SCI+nOFS, n=8), zvierata so SCI a implantovanym funkénym stimuldtorom
(SCI+OFS, n=8), a dve analogické skupiny, ktorym bola 7 dni po poSkodeni miechy denne
podavana protizdpalova latka Atorvastatin (5 mg/kg, 1ip.) (SCI+OFS+ATR, n=8§;
SCI+nOFS+ATR, n=8). V druhej etape experimentu sme pouzili 16 experimentalnych
potkanov (dospelé samice, kmen Wistar, 250-300g). Zvieratam bol vykonany rovnaky
chirurgicky zékrok ako v prvej etape. Experimentalne zvieratd boli nahodne rozdelené¢ do 4
skupin: zvierata iba s SCI (SCI, n=4), a tri skupiny zvierat, ktoré po traumatickom poskodeni
miechy absolvovali rehabilitaény tréning (REH) na beziacom pase s podporou telesnej
hmotnosti a boli bud’ bez, alebo s implantovanym funkénym alebo nefunkénym stimuldtorom
(SCI+REH, n=4; SCI+OFS+REH, n=4; SCI+nOFS+REH, n=4). Post-traumaticka
rehabilitdcia prebichala na beziacom pase (5 cm/s). S rehabiliticiou sa zafalo 7 dni od
navodenia kompresie a prebichala denne az do ukoncenia experimentu (20 min/den, 5x
tyzdenne). Opidtovna regeneracia lokomoc¢nych funkcii zadnych koncatin zvierat bola
hodnotena pomocou BBB hodnotiacej skaly kazdych 7 (1.etapa) a 5 dni (2.etapa) pocas celej
periédy prezivania. Pokus bol schvaleny Statnou veterindrnou a potravinovou spravou
Slovenskej republiky, €. zdznamu 4148/2021-220, dia 3.5.2021.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade doterajSich ziskanych vysledkov a pozorovani sme dokdzali, Ze samotna
implantacia OF stimulatora nespdsobuje Ziadne formy obmedzenia, je to bezpecnd metdda,
prispievajuca k regenerdcii poSkoden¢ho tkaniva. TaktieZ nebol zaznamenany zapal ani
nekroza tkaniva (Bacova a kol. 2019). BBB test je subjektivnym hodnotenim lokomoc¢nych
funkcii zadnych konc¢atin pomocou 21-bodovej hodnotiacej stupnice. Kazdy bod na stupnici
predstavuje uréity stupeii pohybu kibov, koordinacie prednych a zadnych kongatin, stability
a polohy chvosta (0-ziadny detekovateIny pohyb zadnych koncatin, 21-pravidelny pohyb
zadnych koncatin) (Basso a kol. 1995, Fehlings a Tator 1995). V prvej etape experimentu, po
navodeni Th9 kompresie boli experimentilne zvieratd kompletne paraplegické
s neurologickym skore 0. Pocas prvych 2 tyzdiov po SCI nebol medzi experimentalnymi
skupinami (SCIHnOFS; SCI+ nOFS+ATR, SCI+OFS, SCI+OFS+ATR) ziadny vyznamny
rozdiel. Vyznamné zlepSenie motorickych funkcii bolo pozorované medzi 2. a 3. tyzdilom po
SCI v skupindch SCI+OFS a SCI+OFS+ATR v porovnani so skupinami SCI+nOFS
a SCI+nOFS+ATR. V skupine SCI+OFS+ATR bolo zaznamenané zvysené skére BBB az do
konca obdobia prezivania. Po 6 tyzdioch prezivania boli zvieratd s kombinovanou terapiou
(SCI+OFS+ATR) schopné robit’ pravidelné kroky s prenaSanim vahy a Castejsie koordinovat’
pohyby prednych a zadnych koncatin (priemerné skore BBB: 11,2). V skupine OFS+SCI boli
zvierata schopné pravidelnych krokov s prenaSanim véhy a zriedkavejSej koordinacie
pohybov prednych a zadnych koncatin (priemerné skére BBB: 10,3). Zvieratd v skupinach
SCI+nOFS+ATR a SCI+nOFS boli schopné samostatného statia, kde boli pozorované
»zametacie® pohyby zadnych koncatin (priemerné skore BBB: SCIHnOFS+ATR: 9,98;
SCI+nOFS: 8,53). V druhej etape experimentu uvadzame doposial ziskané Ciastkové
vysledky kombinovanej terapie, ktord pozostadvala z aplikacie elektrickej stimuldcie cez
miesto poskodenia a post-traumatickej rehabilitacie na beziacom pase s podporou udrziavania
hmotnosti. Pri tomto experimente sme si zvolili hodnotenie BBB skore kazdych 5 dni, pretoze
sme sa zamerali konkrétne na vplyv rehabilitacie pri regeneracii. Opdtovne, po navodeni SCI
boli zvieratd paraplegické so skoére 0. Na rozdiel od prvej fazy, sme zmeny v BBB skore
zaznamenali uz po 10 dioch od SCI. Vyznamné zlepSenie bolo v skupine SCI+REH uz po
prvom tyzdni tréningu v porovnani so skupinami SCI, SCI+OFS+REH a SCI+nOFS+REH.
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Zaznamenali sme trend, ze skupina SCI+REH (priemerné BBB skore: 10) mala vysSie
hodnoty BBB skore, v porovnani s nasou sledovanou skupinou SCI+OFS+REH (priemerné
BBB skoére: 6,66). Je mozné, ze rozsiahly chirurgicky zasah spojeny s implantaciou OF
stimulatora ovplyvnil aj naslednu post-traumatick rehabilitaciu, pretoze sme zaznamenali
niz$i progres v regeneracii lokomocnych funkcii v oboch skupinach, kde bol zvieratam
implantovany elektricky stimulator (SCI+nOFS+REH, priemerné BBB skore: 5,47).
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ANALYZA SATELITNEJ DNA U TROCH DRUHOV HACIKOHLAVCOV
RODU ACANTHOCEPHALUS
Markova A.*%, Orosova M.}
lParazitologick)} ustav, SAV, v. v. i., KosSice, Slovensko
2Katedra zoologie, UNIBA, Bratislava, Slovensko

ABSTRAKT

V praci sme uskuto¢nili prva analyzu satelitnej DNA v gendémoch troch zastupcov
hac¢ikohlavcov - rodu Acanthocephalus. Cielom bolo charakterizovat, kvantifikovat’ a
identifikovat’ druhovo $pecifické satelitné repeticie u A. anguillae, A. lucii a A. ranae, ktoré
by mohli sluzit’ ako nové cytogenetické markery. Pomocou softvéru RepeatExplorer2 bolo
odhalené vysoké mnozstvo druhovo Specifickych repeticii, z ktorych véac¢sina bola anotovana
ako satelitna DNA. Pomocou fluorescen¢nej in situ hybridizacie (FISH) bolo na
chromozémoch uspesne lokalizovanych pat’ tandemovych repeticii u A. anguillae, dve u A.
lucii asest uA. ranae. Repeticie boli zoskupené v klastroch v heterochromatinovych
oblastiach aintersticialne. Novo identifikované satelity sa ukazali ako velmi cenné
cytogenetické  markery, ktoré umoziuju presntt  identifikdciu  homologickych
chromozémovych parov.

UvoOD

Repetitivne sekvencie tvoria vyznamnu cCast’ eukaryotickych genémov, pricom dominantnu
ulohu zohrava satelitna DNA (satDNA) a transponovatel'né elementy (TE). Satelitnd DNA je
vysoko abundantni repetitivna DNA pozostavajica z kratkych, nasobne sa opakujlcich
sekvencii. Zvyc€ajne sa nachadza v heterochromatinovych oblastiach chromozomov, vratane
pericentromerickych, subtelomerickych a intersticialnych regionov, ktoré tvoria klucové
Struktiry chromozomov ako centroméry a teloméry. Napriek jej spojitosti s tymito kritickymi
Struktirami je evollcia satDNA mimoriadne dynamickd a mozZe sa vyrazne lisit’ aj medzi
blizko pribuznymi druhmi. Z tohto dovodu su tieto sekvencie casto druhovo/rodovo
Specifické (Belyayev a kol., 2019).

Hécikohlavee (Acanthocephala) predstavuji mala skupinu endoparazitov dobytka, vtidkov,
avodnych Zivogichov. Stidium charakteru a distribiicie repetitivnych elementov v ich
genémoch a na chromozomoch moéze byt ndpomocné vo fylogenetickych Stidiach a pri
zostavovani karyotypu, tzv. pri parovani homologickych chromozémov. V poslednych rokoch
sa vyrazne zvysil pocet Studii satDNA u réznych druhov rastlin a zivocichov, predovsetkym
vdaka vyvoju rychleho a lacného celo-genomového sekvenovania v kombindcii s
bioinformatickymi nastrojmi na identifikdciu a charakterizaciu repetitivnych elementov.
Jednym z najuspesSnejSich néstrojov je RepeatExplorer2 (RE) (Novék a kol., 2020), ktory
umozituje spracovanie sekvenaénych dat aj s nizkou hibkou pokrytia (low-coverage), o z
neho robi efektivnu a cenovo dostupnit metddu pre Siroktl verejnost’. Nasa Stadia predstavuje
prva takato analyzu u troch zastupcov rodu Acanthocephalus, A. anguillae, A. lucii a A.
ranae. Cielom bolo identifikovat’ druhovo a chromozémovo Specifické sekvencie satDNA,
ktoré by mohli sluzit’ ako nové cytogenetické markery.

MATERIAL A METODIKA

Jedince A. anguillae pochadzali z pleskac¢ov (Squalius cephalus) a A. lucii z ostriezov (Perca
fluviatilis), pri¢om oba druhy ryb boli odlovené z vodnej nadrze Zemplinska Sirava. Druh A.
ranae bol ziskany zo skokanov (Pelophylax ridibundus) z oblasti Velky Lel. Zivé parazity
boli najprv inkubované v 0,025 % roztoku kolchicinu, nasledne vystavené hypotonickému
posobeniu roztoku 0,075 M KCl, a fixované v zmesi kyseliny octovej a metanolu v pomere
1:3. Chromozémové preparaty boli zhotovené pomocou techniky ,.horucej platne™ (Orosova a
Spakulova, 2018), odvodnené v alkoholom rade (70, 80, 90% etanol, v kazdom minutu),
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vysusené a uskladnené pri -20 °C do d’alSieho pouzitia. Optimalna vzorka gendmovej DNA
(gDNA) z kazdého druhu, bola sekvenovana v Novogene (HK) Co, Ltd (Hong Kong, Cina)
s nizkou hibkou pokrytia. Kvalita sekvenovania bola overena pouZitim néstroja FastQC a na
orezanie sekvencii bol pouzity néstroj Trimmomatic. Na ndhodnej vzorke 700 000 sekvencii
bola spustena komparativna RE analyza so zakladnymi nastaveniami, a na automaticku
anotaciu bola pouzitd databdza Metazoa verzia 3.0. Na zdklade RE bolo identifikovanych
niekol’ko druhovo Specifickych satelitnych sekvencii, pre ktoré boli v programe Geneious
navrhnuté nové primery. Tieto primery sa pouzili na pripravu fluorescencnych sond pomocou
PCR amplifikacie, ktoré boli nasledne znacené biotinom-16-dUTP, alebo digoxigeninom-11-
dUTP. Takto pripravené sondy boli mapované na chromozémy pomocou FISH podla
protokolu opisaného v praci Cabral-de-Mello a Marec (2021).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dostupné 1udaje o zastipeni repetitivnej DNA v gendmoch héacikohlavcov st velmi
limitované. Existuje len jedna S§tidia, ktord sa okrajovo zaoberd repetitivnym obsahom
genomu druhu Pomphorhynchus laevis (Mauer akol., 2020). Tato analyza ukazala, ze
repeticie tvoria vyznamnu Cast’ (63%) gendmu parazita, avSak distribucia tychto sekvencii na
chromozémoch Studovana nebola. V nasej Studii komparativna analyza RE odhalila niekol’ko
rozdielov medzi Studovanymi druhmi. Va¢$ina identifikovanych repeticii bola anotovana ako
satDNA, pricom geném A. anguillae obsahoval najvdcsie mnozstvo satDNA (14%
analyzovanych ¢itani), nasledovany druhom A. lucii (11%) a najmenej mal druh A. ranae
(9%). Zvyseny podiel satDNA zisteny v nasej praci u A. anguillae koreluje s vysledkami
prace Orosova a kol. (2023), kde analyza pomocou DAPI farbenia odhalila AT-obohateny
heterochromatin v centromérach vSetkych chromozémov av pericentromerickej oblasti
dlhych ramien chromozémového paru ¢islo 2. Naopak u druhov A. lucii a A. ranae boli po
DAPI farbeni pozorované len vel'mi slabé heterochromatinové bloky (Markova a kol., 2024).
Jednotlivé druhy sa lisia aj po¢tom lokusov rDNA na chromozdémoch. Acanthocephalus
anguillae ma najvacsi pocet, konkrétne tri a druhy A. lucii a A. ranae maju jeden lokus
ribozomalnych génov. V naSej praci sme najvyssi podiel Citani anotovanych ako rDNA
zaznamenali taktiez u A. anguillae (2,15%), u A. lucii to bolo len 1,03% a u A. ranae 0,92%.
Posledny vyznamny medzidruhovy rozdiel bol zaznamenany v prevahe jedného klastru
satDNA u A. anguillae, ktory predstavoval az 9 % analyzovanych ¢itani. Takato dominancia
pravdepodobne naznacuje nedavny vznik tejto repeticie, kedZe ,star$i“ vznik by
pravdepodobne viedol ku jej diverzifikacii v dosledku mutacii, ¢o by sposobilo rozdelenie
tejto repeticie do viacerych klastrov (Shah a kol., 2020). Medzidruhové rozdiely v satDNA
naznacuju vysoku diverzitu satelitnej DNA v rode Acanthocephalus. Obdobne FISH
mapovanie chromozémovych markerov (18S a 5S rDNA a gény pre histon H3) odhalilo
vyrazné rozdiely vich distribcii u vSetkych doteraz Studovanych druhov hacikohlavcov
(Bombarova a kol., 2007; Orosova a kol., 2023; Markova a kol., 2024). Je teda evidentné, ze
evolucia karyotypu u hacikohlavcov je sprevadzana castymi zmenami v distribucii
cytogenetickych markerov, ¢o indikuje Casté chromozémové prestavby. Vyrazna diverzita
v satDNA u studovanych druhov moze byt jednym z faktorov tychto karyotypovych zmien,
pretoze repetitivna DNA moze sluzit’ ako ,,miesto* prestavby, ktoré umoziuje chromozdémové
zmeny bez naruSenia integrity kodujucich sekvencii (Hsu a kol., 1978).

Dal§im cielom prekladanej prace bola identifikdcia najviac abundantnych druhovo
Specifickych satelitnych repeticii, ktoré by mohli sluzit’ ako nové chromozémové markery.
Druhovo Specificka distribicia moéze sluzit ako vyrazna pomoc priidentifikovani
homologickych chromozomovych parov. Druhy rodu Acanthocephalus st charakteristické
vel'mi malymi chromozémami s podobnou morfologiou, ¢o znacne komplikuje proces ich
parovania. Komparativnou analyzou sme v praci identifikovali vysoké mnozstvo druhovo
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Specifickych satDNA repeticii: 29 u A. anguillae, 41 u A. lucii a43 u A. ranae. Do dalsich
analyz sme zahrnuli len tie repeticie, ktoré¢ obsahovali minimélne 700 ¢itani v klastri, ¢im sme
vyfiltrovali menej vyznamné alebo faloSne identifikované repeticie. FISH mapovanie bolo
uspesné pre pat’ satelitov u A. anguillae, dva u A. lucii a Sest’ u A. ranae. U ostatnych repeticii
bud’ nebola tspesna ich amplifikacia PCR reakciou, ¢o naznacuje ich nepritomnost’ v genéme,
alebo neboli detekované po FISH, pravdepodobne pre mala velkost klastrov, pod
vizualizaénym limitom FISH. Uspe$ne mapované repeticie boli lokalizované v klastroch
centro- a pericentromericky, telo- a subtelomericky, alebo interkalarne. Inkluzia tychto
novych markerov do procesu karyotypovania sa ukazala ako mimoriadne uzito¢na pre presnu
identifikaciu jednotlivych chromozémovych parov. Kazdy novy marker je Specificky pre
konkrétny chromozém a v kombinécii s uz dostupnymi markermi (18S rDNA a gén pre histon
H3) je mozné dosiahnut’ presnu identifikaciu chromozémovych parov.

Prezentovana S§tidia poskytuje prvy ndhlad do satelitnych repeticii troch druhov
hacikohlavcov. Komparativnou analyzou repetitivneho obsahu sme nielen stanovili proporciu
satDNA u jednotlivych druhov, odhalili medzidruhové rozdiely, ale aj identifikovali vysoké
mnozstvo druhovo Specifickych satelitnych sekvencii, z ktorych niektoré sa ukazali ako vel'mi
napomocné cytogenetické markery. Pre Uplné pochopenie Struktury a funkcie genémov tychto
parazitov su vSak potrebné d’alSie komplexnejSie studie, ktoré budu kIi¢ové aj pre objasnenie
moznych scendrov reorganizacie karyotypov v priebehu ich evolucie.
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MATERIAL UiO-66-NH, POVRCHOVO MODIFIKOVANY KYSELINOU
LISTOVOU AKO NOSIC PROTINADOROVEHO LIECIVA
Migasova A}, HuntoSova V.%, Zelenka T.2, Almasi M.

! Katedra anorganickej chémie, UPJS, Kosice
? Katedra biofyziky, UPJS, Kosice
% Katedra chémie, Ostravska univerzita, Ostrava

ABSTRAKT

V ramci vyskumnej prace bol pripraveny mikroporovity material zalozeny na baze metalo-
organickych sieti, konkrétne UiO-66-NH,, ktory bol povrchovo post-synteticky modifikovany
molekulami kyseliny listovej a nasledne bolo do porovitych struktur pripravenych materialov
uzavreté proti nadorové lie¢ivo S-fluorouracil. Pripravené vzorky boli charakterizované
infratervenou spektroskopiou pre potvrdenie uspesnosti syntéz ana $tadium texturnych
vlastnosti bola vyuzitd metoda adsorpcie/desorpcie didusika. Nasledne bola Studovana
schopnost’ materialov postupného uvoltiovania lie¢iva, ktoré bolo uskuto¢nené v prostrediach
Sréznymi hodnotami pH simulujic prostredie zalido¢nej $tavy (pH = 2,04), prostredie
nadorovych buniek (pH = 5,5) a intravendzne prostredie (pH = 7,4). Nakoniec bola §tudovana
biologické aktivita pripravenych materidlov na gliomovych bunkovych liniach MG U87 so
zameranim sa na proliferaciu nddorovych buniek.

UvOD

Materiadl UiO-66-NH; patri medzi nanocastice a taktieZ sa zarad’'uje do skupiny materidlov
nazyvanych metalo-organické siete (MOF). Struktdra tohto materidlu pozostava z klastrov
Zrs04(OH)4 prepojenych organickym ligandom v podobe kyseliny 2-aminotereftalovej (Katz
akol., 2013). Vdaka svojej trojrozmernej Strukture sa vyznacuje viacerymi vlastnostami,
napriklad tepelnd stabilita do 300 - 400 °C, vysoka porovitost’ a velkost” povrchu (900 az
1200 m?-g™), chemicka stabilita v réznych rozpustadlach a taktiez v prostrediach s nizkymi
hodnotami pH. Zaroven pritomnost aminovych funkénych skupin na ligande poskytuje
prilezitost’ pre povrchovu funkcionalizaciu materidlu s dosiahnutim poZadovanych fyzikalno-
chemickych vlastnosti pre rdzne aplikacie, ako st uskladnenie a separicia plynov,
heterogénna katalyza alebo cieleny transport lie¢iv (Timofeev a kol., 2023).

SPubnu stratégiu pre cieleny transport lie¢iv proti nadorovym ochoreniam predstavuje
povrchova modifikdcia nanocastic molekulami kyseliny listovej. Tento pristup vyuZiva
prirodzenu afinitu kyseliny listovej k folatovym receptorom, ktoré sa vyskytuji v nadmernom
mnozstve v mnohych typoch rakovinovych buniek, a zabezpecuje akumulaciu nanocastic
S uzavretym lie€ivom v naddorovych bunkdch, ¢im sa ochrdnia zdravé bunky pred poskodenim
(Narmani a kol., 2019).

MATERIAL A METODIKA

Vsetky pouzité chemikalie boli zakiipené v SigmaAldrich a boli pouzivané bez dalSieho
dodato¢ného Cistenia. Na syntézu materialu UiO-66-NH; a jeho post-synteticki modifikaciu
bol pouzity chlorid zirkoniéity (99,99 %), kyselina 2-aminotereftalova (99 %), kyselina
listova (99,5 %), N-hydroxysukcinimid (98 %) a N-etyl-N'-(3-
dimetylaminopropyl)karbodiimid hydrochlorid (99 %). Na Stadium uzatvorenia lieciva do
materialu a jeho uvolnovania bol pouzity 5-fluorouracil (99 %).

Syntéza materialu UiO-66-NH; bola uskuto¢nena solvotermalnou metédou opisanou autorom
Katz a kol. (2013). Vzorka bola extrahovana Soxhletovou extrakciou pouzitim metanolu ako
rozpustadla a termicky aktivovana zahriatim pri teplote 150 °C.

Povrchova post-syntetickd modifikdcia volnych -NH; skupin zakladného materialu
molekulami kyseliny listovej bola uskuto¢nend prostrednictvom amidovej vdzby s pomerom
molarneho mnozstva reaktantov UiO-66-NHz:kyselina listova 2:1. Nésledne bola vzorka
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extrahovana Soxhletovou extrakciou pouzitim metanolu ako rozpustadla a produkt bol
oznaceny ako UiO-66-FA.

Do poérovitej Struktiry pripravenych vzoriek UiO-66-NH; a UiO-66-FA bolo uzavreté lie¢ivo
5-fluorouracil (5FU) pomocou metédy impregnacie s vyslednou koncentraciou 100 mg
uzavretého lieCiva na 1 g matrice. Pripravené materialy s uzavretym lie¢ivom boli oznacené
ako UiO-66-NH,+5FU a UiO-66-FA+5FU.

Prvou metddou na charakterizaciu pripravenych zlucenin bola infracervena spektroskopia,
ktora bola merana ATR technikou v rozsahu vino¢tov 4000 - 400 cm™ na pristroji Nicolet
6700 od firmy Thermo Scientific.

Na stidium textarnych vlastnosti a potvrdenie post-syntetickej modifikacie s uzavretim
lie¢iva do porovitej Struktury bola vyuzita metdda adsorpcie/desorpcie didusika pri -196 °C
s Eistotou plynu 99,999 % a meranie bolo uskutodnené v rozsahu relativnych tlakov od ~10®
do 0,995 p/po.

Experimenty na §tadium uvol'fiovania lie¢iva boli realizované pri teplote 37 °C v prostrediach
sroznymi hodnotami pH, ktoré simulovali prostredie Zalido¢nej kyseliny (pH = 2,04),
fyziologické prostredie nadorovych buniek (pH = 5,5) a intraven6zne prostredie, respektive
fyziologické prostredie zdravych buniek (pH = 7,4), pricom odber vzoriek bol uskutocneny
v ¢asovych intervaloch 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 4; 5a 10 h.

Na stadium biologickej aktivity bola pouzitd zavedend bunkova linia I'udského glioblastomu
(U87 MQG). Linia bola kultivovand v médiu DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium)
S nizkym obsahom lipidov pri Standardnych podmienkach za tmy s pritomnostou 5 % COg,
pri teplote 37 °C a 80 % vlhkosti prostredia.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Prvou metddou na charakterizaciu pripravenych zlucenin a potvrdenie GspeSnosti syntéz bola
infracervend spektroskopia. Namerané infracervené spektra zli€enin st zobrazené na obrazku
1 spritomnymi charakteristickymi funkénymi skupinami v UiO-66-NHj,
a lieCivom impregnovanych materidlov.
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Obr. 1. Infraéervend spektroskopia pripravenych materidlov
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Merania adsorpcie/desorpcie didusika boli vyuzité na Stadium textirnych vlastnosti, ale
vysledky taktiez potvrdili uspesnost’ post-syntetickej modifikacie a uzavretie molekul lieciva
do porovitej Struktiry materidlov. BET izotermy zobrazené na obrazku 2 potvrdzuju
pritomnost’ mikropérov v pripravenych materialoch. V rozmedzi relativnych tlakov 0 - 0,1
p/po je mozné pozorovat monovrstvovu adsorpciu, pricom v rozsahu 0,1 - 0,9 p/po bolo
pozorované plato. V pripade nemodifikovanych vzoriek bola vypocitana velkost’ Specifického
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povrchu 967 m*g™* pre UiO-66-NH, a 349 m?* g pre UiO-66-NH,. Modifikované vzorky
UiO-66-FA a UiO-66-FA+5FU mali velkosti $pecifického povrchu 586 m? g™ a 428 m?-g™.
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Obr. 2. BET izotermy adsorpcie/desorpcie N, pripravenych matric bez a s uzavretym liecivom 5FU

V ramci Studia vlastnosti bola pozornost’ venovana hlavne na schopnost’ uvol'niovania lieciva
z pripravenych materialov. Maximalne uvolnené mnozstvo 5-fluorouracilu po 24 h pre
nemodifikovany material UiO-66-NH; v prostredi s hodnotou pH = 2,04 bolo 79,75 %.
V prostredi simulujucom nadorové bunky (pH = 5,5) sa z materialu UiO-66-NH, uvolnilo
95,29 % lieciva a Vv prostredi s hodnotou pH = 7,4 sa ho uvolnilo 74,66 %. Z modifikovaného
materidlu UiO-66-FA sa Vv prostredi simulujucom zaludo¢nu kyselinu (pH = 2,04) uvolnilo
maximalne 58,46 % lieCiva. V prostredi s hodnotou pH = 5,5 bola dosiahnuta hodnota 39,18
% 5-fluorouracilu a v simulujucom intravendznom prostredi (pH = 7,4) sa uvolnilo 65,09 %
lieCiva SFU. Zo ziskanych dat sice vyplyva, Ze v prostredi simulujicom nadorové bunky sa po
24 hodinach uvolnilo najmensie mnozstvo 5-fluorouracilu z modifikovaného materialu UiO-
66-FA, aviak prave to prinasa prileZitost’ na riadené a predizené uvoliiovanie lieGiva.
Vysledky testov na biologicku aktivitu, ktoré boli zamerané na Stidium proliferacie
nadorovych buniek preukazali, Ze nddorové bunky mali vyznamne zniZenu Zivotaschopnost’
po 72 hodinach od podania materialu UiO-66-FA+5FU Vv porovnani s bunkami, ku ktorym
boli podané castice UiO-66-NH,+5FU ato aj napriek ich nizSej schopnosti uvoliiovania
lie¢iva po 24 hodinach.
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FOTON-UPKOVERZNE NANOCASTICE A ICH POTENCIAL ZVYSOVAT
UCINNOST FOTODYNAMICKEJ TERAPIE
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ABSTRAKT

Fotodynamické terapia (PDT) je inovativna metdda lieCby nadorovych ochoreni, ktorad
vyuziva svetlo, fotosenzibilizatory a molekularny kyslik na spustenie deStruktivnych
fotochemickych procesov v nadorovych bunkéch. Fotosenzibilizatory absorbuju svetlo a
uvolfiuju energiu vo forme fluorescencie, o moéze byt vyuzité na diagnostiku, ale aj na
produkciu reaktivnych foriem kyslika, ktoré spdsobuju desStrukciu nadorovych buniek.
Problémom skorSich generacii fotosenzibilizatorov bola ich nizka selektivita a G¢innost’. Nové
transportné systémy tretej generacie, vratane biokonjugatov a nanocastic, umoznuju cieleny
transport fotosenzibilizatorov priamo k nadorovym bunkdm, ¢o zvySuje efektivitu liecby.
Foton-upkonverzné nanocastice, ktoré premienaju infraervené svetlo na viditeI'né, umoziuju
aplikdciu PDT aj v hlbSie uloZenych nadoroch. Tieto pokroky robia z PDT coraz sl'ubnejsi
nastroj v onkologickej liecbe.

UvOoD

Nédorové ochorenia nad’alej ostavaju zdvaznou témou, ktorej je potrebné sa neustale venovat’
a zdokonal'ovat’ uz zabehnuté pristupy lie¢by. Jednym z dovodov je rezistencia nadorovych
buniek, ktora sa ¢asto vyvinie v bunkach v procese liecby. Nano-veda ponutka inovativne
pristupy ako spol'ahlivo dorucit’ lie€ivo na miesto urcenia, prekonat’ rezistenciu a obist’ tak
obranny mechanizmus nadorovej bunky. Vzhl'adom na rychly vyvoj v chemickych pristupoch
je viacero pristupov ako zostrojit vhodny transportny systém, ktory by zaroven aktivne
vstupoval do procesu liecby.

FOTODYNAMICKA TERAPIA

Fotodynamicka terapia predstavuje lieCebny pristup, ktorym sa vd’aka aplikécii svetla, svetlo-
citlivej molekuly amolekularnemu kysliku sptstaju fotochemické procesy priamo
v poskodenom tkanive (Kessel, 2019). V ddsledku vysokej selektivity je takato cesta vel'akrat
minimalne invazivna alahko vykonatel'na aj v ambulantnom prostredi. Svetlo-citliva
molekula, nazyvana tiez fotosenzibilizator, absorbuje svetlo danej vlnovej dizky s energiou,
ktora ho dostdva do vysSieho excitovaného stavu. V tomto stave molekula neostdva, ale
rychlo relaxuje do zékladného stavu za sucasnej emisie Ziarenia vo forme fluorescencie. Toto
svetlo je mozné vyuzit vo fotodiagnostike na identifikdcia onkologickych malformaécii
tkaniva. Nasledne, zmenou vinovej dizky je mozné fotosenzibilizator vybudit do tripletového
excitovaného stavu, ktory je nestabilny adovoluje interakciu fotosenzibilizatora
s molekularnym kyslikom. Vysledkom fotoreakcie najCastejSie byva produkcia vysoko
reaktivnych  kyslikovych foriem, ktoré priamo a deStruktivne ovplyviluji svoje
mikroprostredie a v bunkach spustaju signalne drahy vedice k bunkovej smrti (Hovan a kol.,
2024).

SELEKTIVITA TRANSPORTU FOTOSENZIBILIZATORA

Experimentalne a klinické Stidie odhalili nedokonalosti fotosenzibilizatorov prvej a druhej
generdcie a nastolili potrebu vylepsit’ vlastnosti tychto fotodynamicky aktivnych molekul pre
potreby selektivnej a efektivnej fotodynamickej terapie. Fotosenzibilizatory tretej generacie sa
opieraju o vyvoj biokonjugatov a transportnych systémov, ktoré je mozné funkcionalizovat
pre aktivny transport do cielenej bunky a tak zvysit' terapeutickl koncentraciu prenaSaného
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lieciva (Josefsen a Boyle, 2008; Mfouo-Tynga a kol., 2021). Spomedzi najspol’ahlivejSich
pristupov cielené¢ho transportu sa javi zapojit’ do fotodynamickej akcie Specifické receptory
exprimované na povrchu nadorovych buniek. Takto sa do centra pozornosti dostali receptory
voci nizkohustotnym lipoproteinom, folatové receptory, receptory rastovych faktorov
a tyrozin kinazové receptory (Aronson a kol., 2021; Huntosova a kol., 2012; Richter a Zhang,
2005; Yamaoka akol., 2018). Vdaka zabezpeCenému aktivnemu transportu a modifikacii
povrchu transportnej Castice je zvysend selektivita vo¢i nadorovému tkanivu, obmedzena
interakcia fotosenzibilizatora s okolitymi sérovymi proteinmi, ktord by mohla viest’ k znizeniu
jeho terapeutickej koncentracie, a vd’aka citlivosti na pH prostredia je mozné kontrolovat’
postupné uvoltiovanie lie¢iva na mieste urCenia (Benova a kol., 2021; Huntosova a kol.,
2012; Lenkavska a kol., 2019).

FOTON-UPKONVERZNE NANOCASTICE

Foton-upkonverzné nanocastice predstavuju material, ktory je schopny konvertovat’ svetlo
Vv blizkej infraCervenej oblasti na svetlo vo viditelnej oblasti spektra. Takéto Castice
pozostavaji z jadra a obalu, ktoré su podla potreby dopované ionmi lantanoidov, ktoré
zaist'uju, Ze emisia ziarenia moze byt prispdsobena pre dany fotosenzibilizator (Zheng a kol.,
2023). Aktivatormi najdastej§ie byvaju iony Er’*, Tm®** aNd** asvetlo citlivymi st
Vv Casticiach i16ny Yb* aNd**. Nakolko infradervené svetlo (980 nm) prenika do hlbsich
vrstiev tkaniva, V protinadorovej terapii je mozné aplikovat’ fotodynamicka terapiu aj
v pripadoch, kde su konvenéné zdroje svetla neucinné (Li a Chen, 2022). Naviazanim
fotosenzibilizdtora na upkonverzné nanocastice dostdvame silny nastroj nielen pre
terapeutické ucely, ale aj pre biozobrazovanie a fotodiagnostiku (Wang a kol., 2010). Prehl'ad
doteraz vytvorenych konjugatov fotosenziblizatora s foton-upkonverznymi ¢asticami je
uvedeny v Tabulke 1.

Nazov Verkost Excitacia Emisia
. (priemer fotosenzibilizator Literatara
nanokonjugatu v nm) (nm) (nm)

NaYF,:Yb/Er 21,6 metylénova modra 980 650 (Chen a kol., 2016)
NaYF,:Yb*Er* 26 bengalska ruzova 980 540, 650 (Nahogg)'g‘z‘)a kol
NaErF,@NaLuF, 18-33 chlorin e6 800 520-540 (Liakol., 2018)

NaYF, : Yb, Er 8 zino¢naty ftalocyanin 980 600, 700 (Jia a kol., 2019)

Tab.1. Prehl’ad kojugdtov foton-upkonverznych Castic dizajnovanych pre potreby fotodynamickej terapie
nddorovych ochorend.
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ABSTRAKT

Této Stadia poskytuje komplexny popis klinického priebehu fatalnej parvovirusovej infekcie u
ockovaného psa, s prvou identifikdciou nového variantu CPV-2 na uzemi Slovenska. Tento
variant bol objasneny pomocou molekularnej analyzy aminokyselin VP2 génu. Pes vykazoval
klinické priznaky typické pre CPV-2 infekciu. Po potvrdeni infekcie CPV-2 komerénym
SNAP testom bola zahdjend intenzivna terapia. Pes uhynul do 48 hodin po prijati. Bol
odobraty rektalny vyter a CPV-2 bolo vySetrené pomocou PCR metédy anésledne
sekvenované. Detegovany virus mal pribuznost’ s kmenmi CPV-2¢ azijského pdvodu a nebol
pribuzny eurdpskym kmeniom CPV-2b. Sekvencia mala genetické znaky typické pre azijské
kmene (VP2: 5Gly, 267Tyr, 3241le, 370Arg a 440Thr). Fylogeneticka analyza klasifikovala
tento kmen ako podobny 4zijskym kmetiom CPV-2c. Predpoklada sa, ze pochadza z 4zijského
kmena podobného CPV-2c, ktory ziskal mutaciu 426Asp. S tymto zistenim potvrdzujeme
prvy dokaz azijského kmeiia CPV-2b na tizemi Slovenska.

UvOD

Psi parvovirus typu 2 (CPV-2) sposobuje vysoko nédkazlivii akutnu enteritidu spojenu s
vysokou morbiditou a mortalitou. Napriek pouzivaniu u¢innych vakcin sa pripady infekcie
CPV-2 vyskytuju aj u ockovanych psov (Tuteja et al. 2022). Hlavné pri¢iny zlyhania vakcin
zahfnaju interferenciu s materskymi protilatkami a nespravne naasovanie ockovania (Altman
et al. 2017). Varianty CPV-2 sa vyskytujii na vSetkych kontinentoch v réznom zastpeni.
Stcasné Studie potvrdzuji aminokyselinové substiticie v sekvencii VP2 génu (Ala5Gly,
Phe267Tyr, Ser297Ala, Tyr3241le, GIn370Arg, Thr440Ala a Ala514Ser). Tieto unikatne
mutacie st spojené s virulenciou a schopnost'ou virusu uniknut’ imunitnému systému. Viaceré
studie potvrdzuju $irenie a zavedenie kmefiov CPV-2¢c azijského povodu z Azie do Eurdpy
prostrednictvom importovanych psov, ¢o predstavuje hrozbu v globalnom S$ireni virusu (Mira
et al. 2019). Tieto kmene su charakterizované Specifickym suborom mutécii v Strukturalnych
a neStrukturalnych proteinoch a st fylogeneticky pribuzné (Canuti et al. 2022). Na sledovanie
cirkulacie, vyvoja a Sirenia novych variantov CPV-2 v réznych geografickych oblastiach st
potrebné systematické epizootologické prieskumy (Schiro et al. 2022). Tato Stidia poskytuje
podrobny opis klinického priebehu smrtelnej infekcie parvovirusom u ockovaného Stenat’a
jazvecika a hlasi prvy objav nového variantu CPV-2 na Slovensku, identifikovaného pomocou
molekularnej analyzy aminokyselin VP2 génu.

MATERIAL A METODIKA

Pes bol testovany rychlo testom CPV/CCV/Giardia Ag (Bionote, Hwaseong-si, Gyeonggi-do,
Korea). Ako vzorky boli pouzité dva rektalne vytery. V ramci komplexného vysSetrenia bolo
vykonané hematologické a biochemické vySetrenie krvi, bakteriologickd a mykologicka
kultivacia, sérologické vysetrenie na detekciu protilatok IgM a 1gG. Potvrdenie CPV-2 bolo
vykonané molekularnou detekciou z rektalneho vyteru za pouzitia DNeasy® Blood & Tissue
(Qiagen, Hilden, Nemecko) podla pokynov vyrobcu. Extrahovana DNA zo vzorky
rektalneho vyteru bola potvrdend PCR metddou. Diagnostika bola zamerana na 573 bp VP2
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fragment CPV-2 pomocou univerzalnej sady primerov a vyhodnotena elektroforézou.
Potvrdend vzorka bola nasledne podrobena amplifikacii celej sekvencie VP2 (1 755 bp)
pomocou troch individudlnych PCR reakcii so Specifickymi parmi primerov. Pozitivne
amplikony ocakdvanej velkosti boli vycistené pomocou Wizard® SV Gel a PCR Clean-Up
systému podl'a pokynov vyrobcu a sekvenované metédou Sanger. Nukleotidova sekvencia
VP2 bola prelozena do aminokyselinovej (aa) sekvencie, aby sa urcil antigénny variant CPV-
2 (2a, 2b alebo 2c¢) na zédklade aa v pozicii 426 a substiticii vybranych aminokyselin (5, 267,
297, 324, 370 a 440) pozdiz proteinu VP2. Analyza bola vykonana pomocou programu
Geneious v9.1.8 (Biomatters, San Diego, CA, USA). Fylogenetické vztahy analyzovaného
kmena CPV-2 s inymi kmenmi CPV-2 boli objasnené pomocou softvéru MEGA v11. Pre
komplexnejSie hodnotenie bolo stiahnutych 61 sekvencii génu VP2 z GenBank ako referenc¢né
sekvencie na zaklade genotypu a geografického povodu. Fylogeneticky strom bol zostaveny
maximalne pravdepodobnostnou Statistickou metédou pomocou Tamura-3 parametrového
modelu (T92) s diskrétnym Gamma rozdelenim (pat rychlostnych kategorii) (G) a
invariantnymi miestami (I). Na izoldciu CPV zo vzorky stolice bola pouzitd bunkova linia
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK). Bunkova kultra bola kultivovana do konfluencie v
Minimal Essential Medium (MEM) (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Nemecko) obohatenom o 10
% plazmu telata (FBS; Sigma) a1l % antibioticko-antimykotické riesenie (10 000 U/mL
penicilin, 10 mg/mL streptomycin a 25 pg/mL amfotericin B; Sigma-Aldrich, Darmstadt,
Nemecko) pri 37 °C s5 % CO,; a95 % vlhkostou. Supernatant virusu bol testovany na
pritomnost’ virusu pomocou PCR s pouzitim primerov na detekciu CPV-2. Patologické
vySetrenie kadaveru bolo vykonané na Veterindrnom a potravinarskom ustave v KosSiciach.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V §tudii  popisujeme klinicky pripad pdvodu CPV-2b podobného 4zijskému typu u
ockovaného psa. Podozrenie na parvovirusovi chorobu bolo potvrdené pomocou rychlo testu;
Antigen Rapid test kit CPV/CCV/Giardia Ag, s pozitivnym vysledkom pre CPV/Ag z
rektalneho steru. Typickym prejavom CPV-2 infekcie je neutropénia a lymfopénia
(Mylonakis et al., 2016). Krvny rozbor odhalil leukopéniu, lymfocytopéniu, znizeny MCV a
znizeny RETIC-HGB. Bakteriologické a mykologické kultary ukézali negativny nalez. Titre
protilatok IgG a IgM patria medzi naj€astejSie pouZivané ukazovatele ochrany infekcie (Earle
et al.,, 2021). Vo vzorke séra boli zistené protilatky IgM proti CPV-2 s titrom 1:90, ¢o
potvrdzuje akutnu infekciu CPV-2. Protilatky 1gG proti CPV-2 neboli zistené (titer 1:30).
Pritomnost’ parvovirusovej infekcie bola potvrdena viacerymi metodickymi postupmi. Okrem
konvenénej PCR metddy bola vykonana identifikacia Specifickych mutacii v proteine VP2.
Na rozdiel od europskych kmenov CPV-2b, izolat CPV-2b Slovakia/Kosice/47/2022 vykazuje
vyznamné zmeny aminokyselin v proteine VP2, ktoré su typické pre azijské kmene CPV-2c
(A5G, F267Y, Y3241, Q370R). Nedavno bol popisany novy klaster kmenov CPV-2b s
genetickymi znakmi podobnymi CPV-2¢, znamy ako azijsky CPV-2b (Schiro et al., 2022b).
Izoldty CPV-2b ziskané z Mad’arska v roku 2021 (ON733252) (Boros et al., 2022) a z
Talianska v roku 2022 (OR463607 a ON677437) zdiel'aji rovnaké aminokyselinové
charakteristiky na zvySkoch 5, 267, 324, 370 a 440 proteinu VP2 ako 98,6% kmenov v
azijskom klade CPV-2c. Schiro a kol. navrhli potenciadlny pdvod tohto klastra ako vysledok
ziskania substitucie E426D prostrednictvom konvergentnej evolucie (Schird et al., 2022b).
Izolat CPV-2b z tejto Studie, spolu s azijskymi kmetimi CPV-2b identifikovanymi v Taliansku
a Madarsku, su fylogeneticky pribuzné azijskym kmenom CPV-2c v tej iste] klade. Tento
vysledok podporuje pravdepodobnost povodu z cirkulujicich kmenov CPV-2c v Europe
(Franzo et al., 2023), nemozno vylucit,, ze azijské kmene CPV-2b m6zu mat’ eurdépsky pdvod.
Predchadzajuce stadie uviedli pdt’ mutacnych miest v proteine VP2 (A5G, F267Y, Y3241 a
Q370R), ktoré st spojené s antigénnostou CPV-2 a rozsahom hostitel'a. Tieto muticie mozu
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mat’ vyznamny vplyv na rozsah hostitel'a a kapacitu vizby VP2 (Hao et al. 2022). Avsak
ucinnost’ vakcin pouzivanych na prevenciu proti parvovirusu proti mutantom 5G a 370R
zostava neistd. Patologické vySetrenie odhalilo kongesciu plicneho parenchymu s
hemoragiami, petechialne krvacania na epikarde a zaludku, hemoragicku enteritidu, krvacania
v slezinovom parenchyme a hyperémiu pecene a sleziny. CPE spdsobeny izolatom CPV-2b
bol pozorovany stvrty dent po infekcii, pricom sa prejavil tvorbou plakov a ¢iasto¢nou 1yzou
MDCK monovrstvy. Pritomnost’ CPV-2b v bunkovej kulture bola taktiez potvrdena pomocou
PCR.
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ABSTRAKT

Stadia sa zaobera vyskytom baktérie Yersinia enterocolitica u vrcharky ¢ervenkavej (Prunella
collaris), ktora obyva alpinske oblasti Zapadnych Karpat. Tento vtak je ¢iasto¢ne stahovavy a
vSezravy, pricom sa predpoklada, ze moze zohravat’ Glohu v Sireni Y. enterocolitica, ktora je
potenciondlne patogénna pre Cloveka a prenasa sa alimentarnou cestou. Cielom Stadie je
potvrdit’ pritomnost’ tejto baktérie v truse vrcharky cervenkavej a analyzovat® jej vyskyt v
zavislosti od frekvencie navstevnosti turistickych miest. Vzorky trusu boli odoberané v
roznych turisticky exponovanych lokalitich od augusta 2022 do konca roka 2023 a
analyzované metddou real-time PCR na detekciu virulenéného génu ail. Celkovo bolo
odobratych 98 vzoriek, pricom 10 % bolo pozitivnych na Y. enterocolitica. Najvyssi pocet
pozitivnych vzoriek bol zaznamenany v lokalitach s vysokou frekvenciou turistov (55 %), ¢o
naznacuje vplyv l'udskej pritomnosti na spravanie vtakov a dostupnost’ potravy. Pozitivne
vysledky korelovali s obdobim najvicsej turistickej aktivity v letnych mesiacoch. Vysledky
Studie potvrdzuju, ze vrcharka cervenkava moéze prispievat’ k Sireniu zoonotickych baktérii v
alpinskom prostredi.

UvoD

Vrcharka cCervenkava (Prunella collaris) je endemicky vtaci druh, ktory sa vyskytuje
v nadmorskej vyske od 1750 m n.m az do 2600 m n.m v lokalite Zapadnych Karpat (Janiga
akol.,, 2019). Je to transmigrujuci a Ciastocne stahovavy vtdk (v zimnom obdobi) a je
vSezravy (Janiga 2017). V minulosti bol oznaceny ako vtaci druh vhodny pre biomonitoring
alpinskeho prostredia (Janiga akol., 2019). Vzhladom na jeho sposob Zivota moze
predstavovat’ vyznamnu ulohu v §ireni a udrziavani baktérie Yerisnia enterocolitica vo
vysokych nadmorskych vySkach. Boli uskuto¢nené Studie, ktoré potvrdili vyskyt Y.
enterocolitica u vrcharky Cervenkavej (Sedlarova 2004, Janiga a kol., 2007). Y. enterocolitica
je fakultativne anaerdbna, Gram-negativna, nesporulujiica a psychrotrofna baktéria z cel'ade
Enterobacteriaceae (Joutsen 2023). Je saprofytom vonkajsieho prostredia, a tiez je sicastou
¢revne] mikrobioty viacerych cicavcov. Patri k potencidlne patogénym mikroorganizmom,
ktoré mozu spoOsobovat’ ochorenia Cloveka a zvierat, prendSa sa alimentdrnou cestou
(Pilip¢inec a kol., 2018). Je pritomnad v Zivotnom prostredi, vo vodnych zdrojoch a pdde
(Gupta a kol., 2015) a mdze kontaminovat’ aj rozne potraviny, ako napriklad méso, mliecne
vyrobky a zeleninu. NaSa Studia sa zameriava na konkrétne typy miest, kde boli vzorky
odoberané v suvislosti so sezonnou intenzitou navstevnosti turistov a ich naslednym
synantropizovanim okolitej fauny a nadvdzuje na $tadiu Novotny a kol. (2007). Miestami
koncentracie turistov su turisticky dostupné itity alebo turistické chaty a ubytovne. Castokrat
nezodpovedné spravanie turistov v okoli takychto miest spdsobuje hygienické problémy
amoze naruSat’ povodny ekosystém. Chranené uzemia narodnych parkov maji zavedené
navstevné poriadky, ktoré vsSak turisti ¢asto neovladaju a neprispésobuju im svoje spravanie.
Zvysky jedal, odpadky a fekalie, ktoré¢ v tychto tizemiach zostavajl, su tazko rieSitelnym
problémom a ekosystém sa S nim musi vysporiadat’ sdm. Pévodna avifauna si privykla na
l'ahko dostupnu l'udsku potravu, alebo sa prisposobila konzumacii flory, ktora nie je povodna
a zaCala rast’ v okoli ,,toaliet pri chatach. Cielom prace je preukazat’ vyskyt Y. enterocolitica
ako potencidlne patogénnej enterobaktérie u vybraného vtacieho druhu v alpinskom
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vegetaénom stupni a jej kolobeh v zivotnom prostredi vzhl'adom k tomu, Ze u ¢loveka moze
sposobovat’ yersinidzu, ktora patri k zoonotickym, alimentarne prendSanym ochoreniam.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky trusu Prunella collaris boli odoberané od augusta 2022 do konca roka 2023. Pocty sa
V jednotlivych mesiacoch lisili, v zavislosti od vyjazdov do terénu a vyskytu sledovaného
druhu. Lokality boli rozdelené do troch kategorii podl'a frekvencie navStevnosti od minimalne
navstevovanych lokalit (1) cez chaty aokolie (2) po vysoko frekventované miesta (3).
Odobraté vzorky trusu boli laboratérne spracované, naockovali sa do tryptoén-s6jového bujonu
a ponechali sa pri 24 °C pocas 48 hodin. Na identifikaciu bola pouzita metdda real -time PCR
(Bio-Rad Laboratories, Inc., California, USA) s pouzitim pozitivnej kontroly (referen¢ny
kmen Yersinia enterocolitica CCM 5671, Masarykova univerzita, Brno). Z pomnozenej
kultary sa odobrala reprezentativna vzorka 1 ml do sterilnej 1,5 ml Eppendorf skimavky.
Nasledne bol vyizolovany templat DNA pomocou PBS roztoku (pH = 7.,4) atepelnej
denaturdcie. Vysledna DNA bola rozsuspendovand v 100 pul STE pufru. Supernatant sa
prepipetoval do Cistej mikroskimavky a pomocou nanosprektrofometra bola zaznamenana
koncentracia DNA. Metoda je Specifikovand v STN P CEN ISO/TS 18867, kde sa deteguje
gén ail (attachment and invasion locus) asociovany s virulenciou Yersinia enterocolitica. Po
vytvoreni reakéného mixu, kde boli okrem zakladnych komponentov (TagMan RT-PCR
Master mix) pre real-time PCR pridané aj primery F-real 10A a R-real 9A, bola vzorka
vyhodnotena na zéaklade amplifikacnej krivky. V kazdej PCR platnicke, naplnenej vzorkami,
sa nachédzala tiez pozitivna a negativna kontrola. Teplotny profil reakcie bol 2 min/50 °C; 10
min/95 °C; 45-krat 15 s/95 °C a 60s/60 °C.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovy pocet odobratych vzoriek bol ku koncu roka 2023 v pocte 98 ks. Z toho bolo v type
odberného miesta 1 (minimélna navstevnost’) odobratych 15 ks, v type 2 odberného miesta
(chaty a okolie) bolo odobratych 29 ks a v type odberného miesta 3 (vysoko frekventované
lokality) bol celkovy pocet 54 ks. Pozitivne vzorky predstavuji 10 % z celkového poctu. Graf
¢. 1 uvadza percentualne zastupenie odberov a vysledkov real-time PCR vV jednotlivych
lokalitach. Graf potvrdzuje, ze uspe$nost’ odberu vzoriek je najvyssia v odbernom mieste typu
3 (55 %), o poukazuje na fakt, Ze vtaky su naucené existovat’ v l'udskej pritomnosti, a tiez si
privykli na T'ah8ie dostupnu potravu. K podobnym zaverom dospeli aj Novotny a kol. (2007),
so zachytom yersinii 65 % v antropogénne ovplyvnenych biotopoch.
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Graf 1 Pocet vzoriek odobratych v mesaénych intervaloch a pozitivna detekcia Y. enterocolitica

V grafe ¢. 2 je zobrazena Casova os od zaciatku odberov v auguste 2022 po koniec roka 2023
v mesaénych intervaloch. Pozitivne vysledky st len z roku 2023 v m4ji, auguste, septembri
a oktobri. Z vysledkov usudzujeme, ze pozitivne vysledky nadvézuji na obdobie vrcholu
turistickej sezony. V auguste a v septembri je ustalené letné pocasie, preto najviac turistov
voli tento termin. Tento jav opdt’ zaznamenala §tadia Novotného a kol. (2007), kedy bol
potvrdeny vyssi vyskyt Y. enterocolitica v lete, ¢o sa spaja s hniezdenim a jednoduch§im
prenosom baktérie medzi jedincami.
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ABSTRAKT

Ulcer6zna kolitida (UC) je chronické zapalové ochorenie Criev s narastajucou incidenciou,
spojené¢ s dysbiozou crevného mikrobidomu. Cielom tejto Stadie bolo preskimat vplyv
dysbiotického mikrobiomu (UC FMT) na rozvoj UC a porovnat’ jeho ucinky s dextran
sulfatom sodnym (DSS) v predklinickom modeli. Vysledky ukazali, ze DSS sposobuje tazsiu
formu kolitidy s rychlejsim nastupom ako UC FMT. Oba spOsoby navodenia, vratane
kombinované¢ho sposobu (DSS + UC FMT) nevyvolavaji zmeny v hematologickych
parametroch, ale liSia sa imunologickou odpoved’ou. UC FMT mé negativny vplyv na
expresiu génov tesnych spojeni, ¢im pravdepodobne oslabuje Erevnu epitelovi bariéru.
Vysledky tejto Stadie ukazuju, ze DSS ma signifikantny vplyv na znizenie alfa diverzity
mikrobiému. Stidia prinasa cenné poznatky o vplyve dysbiotického mikrobiomu a jeho
pravdepodobnej tlohe v patogenéze UC.

UvOD

Ulcerdzna kolitida (UC) je chronické zapalové ochorenie ¢riev, ktorého incidencia stale stupa,
a to predovsetkym v rozvojovych krajinach (ro¢ne +14,9%) (Du and Ha 2020). Klinicky sa
UC prezentuje najmé hnackami, bolestami brucha, krvicanim z rekta a pritomnost'ou krvi v
stolici (Ho et al. 2020). Napriek intenzivnemu vyskumu je etioldégia UC stale pomerne malo
objasnend. V sucasnosti sa predpokladd, Zze UC vznikd v dosledku interakcie faktorov
prostredia (napr. zivotny S§tyl, strava, stres), ¢revného mikrobiomu a imunity jedinca s
genetickou predispoziciou (Glassner et al. 2020; Ho et al. 2020). Jednym z kI'aiovych znakov
UC, ktory je pritomny u vac¢siny pacientov, je dysbidza, teda porusenie rovnovahy a zmena
zloZenia ¢revného mikrobiomu. Na zdklade dostupnych dokazov sa predpokladd, Ze Erevna
dysbidza by mohla byt sptstacim faktorom v patogenéze UC (Glassner et al. 2020; Shen et
al. 2018). Studované su najmi vztahy &revnej mikrobioty, érevnej epitelovej bariéry a
imunitnych buniek, pretoZe st nevyhnutné na zachovanie homeostazy (Kayama et al. 2020).
Ciel'om nasej Stadie bolo preskiimat’, do akej miery moze dysbioticky mikrobidom prispievat’ k
rozvoju UC aporovnat jeho vplyv s vplyvom dextran sulfatu sodného (DSS), ktorého
schopnost’ vyvolat’ akatnu aj chronickil kolitidu bola potvrdena v zvieracich modeloch
(Eichele and Kharbanda 2017).

MATERIAL A METODIKA

V experimente, ktory bol odsithlaseny SVPS SR pod &. r. 4073/18 - 221/3, boli pouzité SPF
(bez $pecifickych patogénov) mys$i kmeita BALB/c (?, n = 96; Velaz, Praha, Ceska
republika). Pocas celého experimentu boli zvieratd chované v gnotobiotickych izolatoroch pre
hlodavce THF 3315 (EHRET Labor-und Pharmatechnik GmbH Co.&KG, Emmendingen,
Nemecko) a Single-tier CBC (CBC, Ltd., Madison, WI, USA). Vsetky zvierata podstupili
antibioticku lie¢bu (p.0. amoxicilin/kyselina klavulanova a s.c. ciprofloxacin; 5 dni), po ktorej
boli povazované za pseudo germ-free (PGF). Nasledne boli mysi rozdelené do troch skupin na
zéklade sposobu navodenia UC (5 dni): navodenie pomocou 5% roztoku DSS (DSS skupina,
n = 24); navodenie pomocou FMT od darcu s UC (FMT skupina, n = 36); navodenie
pomocou 5% roztoku DSS a simultanneho podavania UC FMT (DSS-FMT skupina, n = 36).
Biologicky materidl od pacienta s klinicky diagnostikovanou akttnou ulceréznou kolitidou
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bol ziskany v ramci vyskumného projektu ¢. 14/2018/OVaV schvaleny Etickou komisiou
Univerzitnej nemocnice L. Pasteura v KoSiciach. Usmrteniu zvierat cervikalnou dislokaciou
predchadzal odber krvi z retro-orbitalneho sinusu na hematologicku analyzu (BC-2008 VET,
Mindray, Shenzhen, China). Hrubé ¢revo, Peyerove plaky (PP) a slezina boli spracované na
bunkovl suspenziu a analyzované pomocou prietokového cytometra BD FACSCanto (Becton
Dickinson Biosciences, San Jose, CA, USA). Cast’ tkaniva hrubého &reva bola pouzitd na
ziskanie celkovej tkanivovej] RNA.V priebehu experimentu bolo pravidelne zaznamenavané
klinické skore (konzistencia trusu, krvacanie z rekta a straty hmotnosti), na zaklade ktorého
bol vypocitany index aktivity ochorenia (DAI). V stanovenych c¢asovych bodoch boli
odobraté¢ vzorky trusu, zktorych bola izolovand mikrobidlna DNA. 16S sekvenovanie,
metagenomickt analyzu mikrobidlnej DNA a transkriptomickt analyzu tkanivovej RNA
zabezpecila firma Novogene (Cambridge, UK). Data z ostatnych analyz boli Statisticky
spracované pomocou programu GraphPad Prism 9 (San Diego, CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade analyzy klinického skore sme zaznamenali vyznamné rozdiely v klinickej forme
UC medzi sledovanymi skupinami. Podl'a dosiahnutého DAI sme rozdelili klinicka formu UC
na lahkt (DAI < 5), strednu (5,5 < DAI <10) a tazka (10,5 < DAI). Podavanie UC FMT
vyvolalo len Tahku formu kolitidy (DAImax = 2,5). V skupinach DSS a DSS-FMT sme
pozorovali stredne zdvazni formu UC. V skupine DSS sme pozorovali signifikantne vyssie
DAI skore ako v skupine DSS-FMT (p < 0,01) arychlej$i nastup stredne tazkej formy
kolitidy (treti den indukcie; v skupine DSS-FMT piaty den indukcie). V skupine DSS-FMT
simultdnne podanie UC-FMT zmiernilo klinické priznaky pravdepodobne obohatenim
mikrobiomu, ktory tvori stcast’ Crevnej epitelovej bariéry a mechanicky sa podiela na jej
ochrane pred poskodenim. Stidie preukézali, Ze germ-free zvieratd mali po podani DSS
vyraznejSie straty hmotnosti a krvacanie zrekta ako konvencné zvieratd (Hernandez-
Chirlaque et al. 2016).

Medzi experimentalnymi skupinami sme nezaznamenali Zziaden signifikantny rozdiel
Vv sledovanych hematologickych parametroch, rovnako ani po indukcii oproti diu O (intaktné
zvierata — INT) (okrem mierncho zvySenia poctu krvnych dosticiek v skupine FMT oproti
skupine DSS; p < 0,05).

Imunologickt odpoved sme vyhodnocovali na zdklade porovnania zastipenia jednotlivych
populdcii imunitnych buniek v sekundarnych lymfatickych organoch. Signifikantny narast
CD45+ populacie vo vSetkych skupinach (p < 0,0001) sme zaznamenali len v sliznici Creva,
pricom narast bol najvyssi v skupine FMT. Podavanie UC FMT pravdepodobne viedlo
k vyraznej protilatkovej odpovedi, ked'ze v skupinach FMT a DSS-FMT sme zistili vyrazny
narast populacie B-lymfocytov (B-ly) v slezine aj v PP (p < 0,0001). Populacia T-lymfocytov
(T-ly) sa nezmenila v skupine FMT ani v jednom zo sledovanych sekundarnych lymfatickych
organov. Kym v skupine DSS-FMT sme sledovali narast len v ¢reve (p < 0,05), v skupine
DSS sa populécia zvicsila len v slezine (p < 0,05). Po indukovani UC sme vo vsetkych
skupinach sledovali zvySenie populdcie neutrofilov (p < 0,01) a zniZenie populacie
makrofagov (p < 0,05) v tkanive hrubého Creva, ¢o je v sulade s predchadzajicimi §tidiami
(Hoffmann et al. 2018; Jones et al. 2018).

Podavanie UC FMT malo negativny vplyv na ¢revnu epitelova bariéru, ked’ze v skupinach
FMT a DSS-FMT sme na zaklade analyzy diferencialne exprimovanych génov zistili zniZzenie
expresie génov Cldn3, Cldn8, Tjp2, Tjp3 a Ocln. Studie potvrdzuju, ze mikrobiom méZe mat’
vplyv na zniZenie expresie proteinov tesnych spojenim, ¢im naruSuje integritu Crevnej
epitelovej bariéry (Muccioli et al. 2010). V skupine DSS sa po indukcii UC naopak zvysila
expresia génov Cldn3, Cldn8, Cldn14, Tjp3, Ocln a F11r.
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Podavanie DSS malo negativny vplyv na indexy druhovej diverzity ACE a chaol, ktoré sa
znizili v skupinach DSS a DSS-FMT oproti INT (p < 0,01). Indukcia UC prostrednictvom UC
FMT nevyvolala v skupine FMT signifikantné zmeny ACE a chaol, ale na druhej strane sme
pozorovali zvySenie indexov shannon a simpson (p < 0,01). Tieto vysledky je mozné vysvetlit’
negativnym vplyvom DSS na druhovu diverzitu a faktom, ze intaktné zvierata boli pseudo
germ-free, teda podavanie FMT, nehladiac na jeho pdovod, o¢akavane viedlo k zvySeniu
diverzity mikrobiomu (Munyaka et al. 2016). R6zne spdsoby indukcie UC vyvolali odlisné
zmeny beta diverzity. Najmenej rozdielov sme pozorovali medzi skupinami DSS a DSS-FMT,
ktoré sa liili len v zastupeni ¢el'adi Lachnospiraceae a Bacteroidaceae (p < 0,05).

Stadia prina$a cenné poznatky o tlohe mikrobiomu v patogenéze UC. Nase vysledky
naznacuju, ze dysbioticky mikrobiom nartsa ¢revna epitelova bariéru a vyvolava zapalova
imunitni odpoved’, ¢o by mohlo byt’ spistacim mechanizmom UC.
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ABSTRAKT

Chorioalantoickd membrana (CAM) kuracicho embrya predstavuje alternativny model
vyuzivany na testovanie angiogénneho potencialu. Predkladana $tadia sa zameriava na
pozorovanie rozdielov v miere angiogenézy pri testovani biomateridlov zloZenych z
polylaktidu a polycaprolaktonu s odlisSnymi koncentraciami Klucel hydroxypropyl celulozy
(10, 25, 50% wi/w) Vv pritomnosti a nepritomnosti buniek v materiali za u¢elom preskiimania
ich schopnosti vaskularizacie. Biomaterialy alebo komplexy bunka- biomaterial boli
aplikované na CAM na 7. embryonalny denn (ED). Zmeny vaskularneho indexu boli
pozorované po 96h od aplikdcie. Kolonizacia buniek a vznikajuce cievne systémy boli
analyzované prostrednictvom konfokalnej mikroskopie. Testovany biomaterial preukazal
biokompatibilitu so zivym tkanivom.

UvOoD

Chorioalantoickd membrana (CAM) kuraciecho embrya je vysoko vaskularizovana
extraembryonalna membrana, ktord zabezpec€uje funkciu dychania, kalciového transportu a
acido-bazickej homeostazy (Ribatti, 2023). Kuracie embryo je immunodeficientné az do
neskor$ich §tadii vyvinu, ¢o umoznuje aj transplantaciu medzidruhovych tkaniv (Chu
akol., 2022). CAM model je cennym nastrojom pre stadium vrastania a distribucie ciev a
kon$truktov pouzivanych pre ucely regeneratnej mediciny a pozorovanie zmien
angiogenézy, ktora ovplyviiuje priebeh hojenia ran, ako aj reakciu na mimotelovy objekt
(Aleem akol., 2019; Ribatti akol., 2020). CAM kuracieho embrya bola vyuzita na
identifikovanie angiogénného potencialu inovativnych biomateridlov uréenych pre
regenera¢nl medicinu.

MATERIAL A METODY

Ex ovo CAM model

Oplodnené kuracie vajicka (Gallus gallus domesticus; Parovské Haje, Nitra, Slovensko)
boli oCistené 30% etanolom a v horizontalnej polohe vlozené do inkubatora s konstantnou
teplotou 37,5 £ 0,5 °C a 60% relativnou vlhkostou. Na 3. deit embryonalneho vyvinu
(ED3) boli vajicka vydezinfikované 70% alkoholom a kazdé vajce bolo vyklopené do
plastovej navazovacky. Embrya boli d’alej kultivované pri teplote 37,5 £ 0,5 °C a 70%
relativnej vlhkosti.

Biomaterial

Pouzivané  biomateridly = pozostavali z kombinacie  polylaktidu  (PLA) a
polykaprolaktonu (PCL) s odlisSnymi koncentraciami vo vode rozpustného derivatu
celulozy Klucel hydroxypropyl celulézy (10, 25, 50% w/w) pouzitého v procese vyroby, ¢o
predstavuje rozdiely medzi biomaterialovymi skupinami — 10, 25, 50.

Kultivdcia buniek
Mezenchymové kmenové bunky (MSCs) boli kultivované v kultivaénom médiu EGM-2
(Lonza) pri 37°C a 5% CO.. Bunky boli nasadené na biomaterialy 3 dni pred aplikaciou na
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CAM. Biomateridly bez buniek boli 3 dni pred aplikiciou namocené v médiu EGM-2.
Implantacia vzoriek prebehla na ED7 aplikaciou biomateridlu, pripadne komplexu bunka-
biomaterial na CAM.

Vaskuldrny index

Zmeny na CAM boli zachytené stereomikroskopom (Olympus SZ61; Olympus,
Tokyo, Japonsko) a digitalnou kamerou PROMICAM 3-3CP (software QuickPHOTO
MICRO 3.2, Praha, Ceska republika). Fotografie boli dalej analyzované programom
IKOSA. Vyhodnocované boli parametre ciev a to celkova oblast’ ciev, celkova dizka,
priemerna hrubka ciev a vetvenie.

Konfokalna mikroskopia

Vzorky boli vystrihnuté z CAM na ED4 alebo ED7. Implantaty boli nasledne zafixované v
4% paraformaldehyde. Kolonizacie buniek a vznikajicich cievnych systémov bola
vizualizovana fluorescenénym farbenim — faloidin a DAPI a detekovana prostrednictvom
konfokalnej mikroskopie (Andor Dragonfly 503).

Statistické hodnotenie
Vysledky boli Statisticky vyhodnotené obojsmernou ANOVA za vyuzitia programu
GraphPad Prism 9.3.1 (GraphPad Software, LLC, San Diego, CA, USA).

VYSLEDKY

Statisticky vyznamné zmeny boli pozorované v celkovej oblasti ciev v pritomnosti
buniek. Napriek zvySenému poctu ciev, priemerna hrubka ciev sa v pritomnosti buniek
nezmenila.
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Obr. 1. Porovnanie celkovej oblasti ciev a priemernej hriibky ciev v pritomnosti biomateridlu a
komplexu biomateridl-bunka.
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DISKUSIA

Model CAM kuracieho embrya predstavuje relativne rychly, lacny a efektivny model pre
Stadium pro- angiogénnych a anti-angiogénnych faktorov (Kennedy a kol., 2021). Metoda
CAM ex ovo mdze byt efektivne vyuzita na predbezny skrining biomaterialov urcenych na
klinické pouzitie (Kohli akol., 2020). Vysledky naznauju, ze pritomnost’ buniek Vv
biomateriali po 96h prispela k tvorbe hrubsich ciev, ¢o je dovodom pre nezmenené priemerné
hrubky ciev, napriek zvysenej celkovej oblasti ciev. Predpokladame, Ze nepritomnost’ buniek
vedie skor tvorbe tensich ciev. Material preukazal biokompatibilitu s tkanivom a schopnost’
integracie.
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ABSTRAKT

V réamci boja proti narastajucej krize antibiotickej rezistencie (AR) sme v minulom roku
pomocou diskovej difiznej metoédy otestovali citlivost’ animalnych stafylokokovych kmenov
vo¢i meticilinu ajemu pribuznym antibiotikdim (oxacilin, cefoxitin) a vytvorili subor
meticilin-rezistentnych stafylokokov (MRS). V nadvéznosti na tieto vysledky pre lepSie
pochopenie mechanizmov vzniku tejto rezistencie bolo nasim cielom detegovat gény
kodujice AR u MRS, aukmenov S. aureus (MRSA), aj pritomnost génov pre faktory
virulencie pomocou PCR. Najvyssia prevalencia bola zaznamenana v pripade génov mecC
(detegovany u 6 kmeinov MRS), blaZ (u 5 kmeniov) a mecA a vanB (u 4 kmetiov). Naopak,
gény ermB, cat(pC223) a aac(6")-le-aph(2”")-1a neboli detegované u ziadneho z testovanych
kmenov. Najvyssi pocet génov spojenych s AR bol zaznamenany u kmefiov S. warneri
R28/13 (mecA, mecC, blaZ, msrA, vanB), S. aureus R33/4 (mecA, mecC, blaZ, ermC) a S.
succinus BD4-1 (mecA, mecC, tetM, ermA). Tieto vysledky poukazuju na variabilitu
genetickych mechanizmov rezistencie u jednotlivych kmenov a zvyraziuju potrebu d’alSicho
vyskumu na lepSie pochopenie a zvladnutie Sirenia AR.

UvOD

Neustéale vzrastajica AR bola v roku 2019 Svetovou zdravotnickou organizaciou zaradena
medzi desat’ najvacsich hrozieb pre globalne zdravie. K ziskanej rezistencii dochadza, ked’
prirodzene vnimavé baktérie ziskaju gény kodujuce mechanizmus rezistencie prostrednictvom
mutacie alebo prenosu genetického materidlu z inych baktérii rovnakého alebo iného druhu
(Macgowan a Macnaughton, 2017). ZvySent pozornost’ treba venovat’ najmé rezistencii na
meticilin (MR), bez ohl'adu na skuto¢nost’, Ze sa v zdravotnictve aktivne nepouziva, pretoze
prave MRSA sposobil v roku 2019 viac ako 100000 tmrti (Murray a kol., 2022). Kmene
MRSA obsahuji gén mecA, ktory je pritomny na stafylokokovom kazetovom chromozdéme
mec (SCCmec) a koduje proteiny viazuce penicilin 2a (PBP2a), ¢im vytvara nielen rezistenciu
na meticilin, ale aj na ostatné Sirokospektralne B-laktdmové antibiotikd. Novsi geneticky
determinant, mecC, vznikol mutaciami v mecA géne (Alghamdi a kol., 2023). Rovnako
nebezpecna vankomycinova rezistencia bola detegovana 30 rokov od prvého klinického
pouzitia vankomycinu u réznych druhov enterokokov, ako aj u kmenov S. aureus (VRSA).
VRSA moézu obsahovat’ rozne gény rezistencie na vankomycin, ako st gény vanA a vanB,
ktoré¢ mozu byt ziskané prostrednictvom plazmidu od enterokokov (Stogios a Savchenko,
2020). Siroké spektrum stafylokokovych infekeii je okrem vysokej schopnosti stafylokokov
ziskavat’ AR podmienené aj pritomnostou faktorov virulencie, ktoré napomahaju baktériam
rychlejSie prilnat na povrch (Haddad a kol., 2018). Preto naSim cielom bolo otestovat
pritomnost’ génov AR aj vybranych virulentnych faktorov u MRS animalneho povodu.

METODIKA

V predchddzajicom roku sme vytvorili subor MRS (118), pri¢om 81 kmeniov bolo vybratych
na detailnd PCR identifikdciu génov kodujucich AR. Testovali sme pritomnost’ génov
kodujtcich rezistenciu na penicilin, oxacilin a meticilin (mecA; Oliveira a de Lencastre, 2002;
mecC; Garcia-Alvarez a kol., 2011), B-laktamazy a makrolidy (blaZ, msrA; Martineau, 2000),
erytromycin a klindamycin (ermA, ermC; Strommenger, 2003), tetracyklin (tetK, tetL, tetM;
Aarestrup a kol., 2000), chloramfenikol (cat(pC221), cat(pC194), cat(pC223); Schnellmann,
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2006), aminoglykozidy (aac(6’)-le-aph(2”’)-la; van de Klundert a Vliegenthart, 2003),
vankomycin (vanA, vanB; Depardieu a kol. 2004). MRSA kmene boli otestované aj na
pritomnost’ génov faktorov virulencie: enterotoxiny (seA, seB, seC, seD, seE, tsst; Becker
a kol., 1998), exfoliativny toxin (siet; Lautz a kol. 2006), Panton-Valentine leukocidin faktor
(luKE-D, PVL), hemolyziny a a B (hla, hlb; Jarraud a kol., 2002). DNA z testovanych kmenov
MRS bola izolovana a nasledne pouzitda v PCR reakcii (Techgene KRD; Techne, Velka
Britdnia). PCR produkty boli analyzované elektroforézou na 1% agarézovom géli.
Vizualizacia sa uskuto¢nila pomocou GelDoc Go Imaging System (Bio-Rad Lab., USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Najviac zastupené boli gény mecC (u 7,4 % testovanych kmeniov), blaZ (6,2 %), mecA, msrA
avanB (5,0 %) a ermC (3,7 %). Gény tetK a tetM sa vyskytovali u 2,5 % kmenov, vanA, tetL
ermA, cat(pC221) a cat(pC194) len u 1,2 % MRS. Gény cat(pC223) a aac(6’)-le-aph(2"’)-la
neboli detegované ani v jednom pripade. Detailnejsie vysledky st uvedené v tabulke 1.
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mecC 2 |1 1
mecA 1 1 1 1
blaz 1 1 3
ermA 1
ermC 1 1 1
msrA 2 1 1
tetk 1 1
tetL 1
tetM 1 1
cat (pC221) 1
cat (pC194) 1
cat (pC223)
aac(6’)-le-aph(2")-la
vanA 1
vanB 1 2 1

Tab.1. Zastipenie génov

Fenotypické testovanie je rychlou a praktickou metddou na stanovenie AR, ale nemusi vzdy
presne odrazat’ pritomnost’ genetickych markerov rezistencie. NaSe vysledky tiez potvrdzuju
nizku prevalenciu génov kédujucich MR, kedze u fenotypicky pozitivnych MRS sme
detegovali gén mecC iba v necelych 8,0 % pripadov, mecA u5,0 % ablaZ len u6,2 %
testovanych kmenov, na rozdiel od inych stadii (Aires de Souza, 2017). Kym rezistencia na
vankomycin bola fenotypovo zaznamenand az u 81,5 % kmeniov a 13,5 % kmenov sa
povazovalo za intermediirne rezistentné, gény kodujuce rezistenciu na vankomycin boli
detegované len u niekol’kych kmenov (5,0 % pre vanB a 1,2 % pre vanA); je to vyrazne nizsi
vyskyt génov vanA avanB u stafylokokov animalneho povodu ako to uvadzaju iné Stadie
(Al-Amery akol., 2019). Tato disproporcia medzi fenotypovym a genotypovym prejavom
mdze naznacovat’, ze u fenotypovo rezistentnych kmenov sa rezistencia moze prejavovat
inymi mechanizmami, ktoré nesuvisia priamo s pritomnostou génov rezistencie, resp. mohla
fenotypizacia zachytit docasni alebo nelplni expresiu rezistencie. Rovnaky pripad
pravdepodobne nastal aj v pripade génu hla (potvrdené len u 2 kmefiov MRSA), kym na agare
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S5 % obsahom baranej krvi bola zaznamenana az v 50,0 % pripadoch. Gény LUKE-D sa
detegovali len u 3 kmenov. Ziskané vysledky vSak poukazuju na fakt, Zze animalne kmene
MRS mézu byt potencidlnym rizikom a rezervoarom meticilinovej rezistencie pre l'udi.
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