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SEMINAR DOKTORANDOV VENOVANY PAMIATKE AKADEMIKA BODU
Sut’az o najlepSiu pracu doktorandov UVL a UFHZ SAV

Profesor Boda (1927-2005) patril
medzi poprednych slovenskych vedeckych
pracovnikov a na fiom je postavend bohata
tradicia zdkladného vyskumu v oblasti
fyziologie  hospodarskych  zvierat na
Slovensku.

Ako mlady docent (31 rokov)
Koloman Bod’a v roku 1958 prevzal vedenie
Ustavu patologickej fyziologie Veterinarskej
fakulty VSP a o pit rokov neskor sa stal
vysokoskolskym profesorom. Na vyuke
Studentov v odbore patologickej fyziologie
hospodarskych zvierat sa zucastiioval pocas
31 rokov — az do roku 1989. V rokoch 1958-
1959 zastaval funkciu prodekana VF pre
pedagbgiu, v rokoch 1959-1963 bol prorektorom VSP v Nitre pre VF v Kosiciach.

V roku 1964 kreoval oddelenie fyzioldgie hospodarskych zvierat UEB SAV v
Kogiciach, z ktorého v r. 1969 vznikol Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV.
Jeho cielom bolo vybudovat moderny ustav reprezentujuci Ceskoslovensku
veterinarsku fyzioldgiu nielen v Ceskoslovensku ale aj vo svete. Ustav fyziologie
hospodarskych zvierat mal povodne tri pracoviska, v Kosiciach, Ivanke pri Dunaji a vo
Zvolene. V roku 1990 vznikli na ich zaklade 2 samostatné tstavy: Ustav fyziologie
hospodarskych zvierat v Kosiciach a Ustav biochémie a genetiky Zivogichov v Ivanke
pri Dunaji.

Pod vedenim profesora Bod'u bol ziskany rad prioritnych poznatkov najmi v
oblastiach vyuzitia dusika, fyziologie travenia a utilizacie réznych zdrojov energie,
ktoré boli ocenené celym radom vyznamenani a cien. Profesor Koloman Bod’a inicioval
vyskum v niektorych progresivnych oblastiach biotechnologii, ktoré sa rozvijali nad’alej
a tvoria stéast’ dne$ného vedeckého programu UFHZ SAV. Ide napriklad o rozvoj
poznania mikroflory traviaceho traktu hospodarskych zvierat vyuzitim metod
molekularnej biolégie a Studium fyziologickych procesov v bachore v in vitro
podmienkach. Zvlast vyznamné si jeho prace zamerané na oblast kozmickej
fyziologie, ktoré boli rieSené na pracovisku v Ivanke pri Dunaji, v rdmci
medzinarodného programu Interkozmos. Tento vyskum bol mu vel'mi blizky a aktivne
sa v iom angazoval aj po odchode do zaslizeného dochodku.

Profesor Bod’a vychoval niekol’ko generédcii veterinarnych lekarov ako aj
mnohych vedeckych pracovnikov najmi v odbore veterinarnej fyziologie a fyzioldgie
zivo¢ichov. Jeho meno je naozajstnym pojmom nielen na Slovensku a okolitych
krajinach ale aj vo svete.

Doc. MVDr. Juraj Koppel, DrSc.
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ANTIOXIDACNY A IMUNITNY STATUS BROJLEROV KRMENYCH
DIETOU KONTAMINOVANOU DEOXYNIVALENOLOM (DON) A
DOPLNENOU SELENIZOVANYMI KVASNICAMI

Borutova R.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom pokusu bolo skiimat’ ucinky diét prirodzene kontaminovanych fuzariovym
mykotoxinom DON 3 mgkg”, doplnenych selenizovanymi kvasnicami na aktivity
antioxidacnych enzymov glutation peroxidazy (GPx) v krvi a tkanivach, superoxid
dizmutazy (SOD) v erytrocytoch, na koncentracie malondialdehydu (MDA) v plazme a
tkanivach pecene, obli¢ky a sliznice dvanastnika. Ukazovatelom imunitnej odpovede na
DON bola expresia T-buniek (CD3+, CD4+, CD8+) a B-buniek (IgM+) v krvi. Brojlery
plemena Ross boli od prvého dia Zivota rozdelené do Styroch pokusnych skupin, ktoré
sa lisili v koncentracii DON a pridavku alebo absencii Se-kvasnic. Vysledky poukazali
na to, Ze ziadny z parametrov antioxida¢ného statusu ani expresia T- a B- buniek v krvi
neboli prijmom diéty s obsahom DON 3 mg.kg™" ovplyvnené. Na druhej strane, doplnok
supranutricnych dévok organického selénu vo forme selenizovanych kvasnic spdsobil
signifikantné zvySenie aktivity GPx a obsahu selénu v krvi a tkanivach v negativnej
kontrolnej skupine (Se-kvasnice) a vo Stvrtej skupine zvierat (DON+ Se-kvasnice).
Naviac v skupinach brojlerov, ktoré dostavali diétu obohatenii Se- kvasnicami, bola
signifikantne zvySena expresia T- a B-lymfocytov v krvi v porovnani so skupinami,
ktoré pridavok Se nedostavali.

UvoD

Deoxynivalenol (DON, vomitoxin) je trichotecénovy mykotoxin produkovany
viacerymi druhmi plesne Fuzarium, najcastejSie F. graminearum a vyskytuje sa ako
kontaminant s inymi mykotoxinmi v réznych plodindch. Deoxynivalenol je zndmym
inhibitorom proteosyntézy. Toxin sa viaze na peptidyl transferdzu (Feinberg a
McLaughlin, 1989), inhibuje proteosyntézu RNA a DNA naviazanim sa na ribozém
(WHO, 1999). Trichotecény zasahuju do metabolizmu membranovych fosfolipidov,
poskodzujii bunkovi membranu a zvysSuju lipidovl peroxidaciu v Zivom organizme
(Bunner a Morris, 1988). DON po absorbcii v gastrointestindlnom trakte podstupuje de-
epoxidaciu a glukuronidéciu, Co vedie ku vzniku relativne menej toxickych metabolitov
(Beasley a kol., 1986).

Udava sa, Ze najcitlivejSie na u¢inky DONu st oSipané, hydina je voc¢i u€¢inkom DONu
mene;j citlivd a najmenej senzitivny je hovéddzi dobytok (Eriksen, Pettersson, 2003).
Cielom experimentu bolo zistit, ¢ mdzu koncentracie do 3 mg.kg' DONu spdsobit’
zvyseny oxidacny stres organizmu a ¢i méze aplikacia selenizovanych kvasnic zabranit’
moznym poskodeniam tkaniv sposobenych deoxynivalenolom.

MATERIAL A METODIKA

Brojlery plemena Ross boli od prvého dia Zivota rozdelené do Styroch pokusnych
skupin po 20 zvierat. Vtaky pokusnej skupiny boli kfimené kfmnou zmesou na baze
kukurice (40%) prirodzene kontaminovanej DONom. Negativna kontrola dostavala
diétu obsahujucu DON v koncentracii 0,2 mg.kg" a selén bol 0,4 mgkg™. Brojlery
v druhej pokusnej skupine (pozitivna kontrola) dostavali dié¢tu doplnenti supranutri¢nou
davkou selenizovanych kvasnic, Se 1 mgkg". Tretia skupina bola kfmena diétou
kontaminovanou DONom 3 mgkg'. Stvrta skupina dostala diétu kontaminovant
DONom 3 mg.kg" a doplnent Se-kvasnicami o selén, 1 mg.kg". Brojlery boli vo veku



6 tyzdnov anestetizované zmesou ketaminu ( Narkamon 5%) a xylazinu (Rometar 2%)
pre odber krvi intrakardidlnou punkciou. Vzorky pecene, obli¢ky, prsnej svaloviny a
¢revnej sliznice boli odobraté po eutandzii. Koncentracie selénu v diétach, krvi a
organoch boli stanovené podl'a Rodriguez a kol. (1994). Aktivita GPx ( EC 1.11.1.9)
bola stanovena podla Paglia a Valentine (1967) pouzitim Ransel kitu (Randox,VB).
Koncentracie MDA v plazme a tkanivach pecene, oblicky a crevnej sliznice bola
stanovend podla Jo a Ahn (1998). Obsah hemoglobinu (Hb) a aktivita SOD ( EC
1.15.1.1) (Arthur a Boyne, 1985) v erytrocytoch boli analyzované kitmi (Randox, VB).
Koncentracia bielkovin v tkanivach bola merana podl'a Bradforda (1976). Ellmanovou
metodou (1958) sme stanovili —SH skupiny v plazme. Expresia imunokompetentnych
buniek krvi bola stanovena metdédou prietokovej cytometrie na pristroji Becton
Dickinson. Fagocytarna aktivita bola stanovena metddou s pouzitim MSHP ¢astic podla
Vétvicku a kol. (1982). Statisticka analyza vysledkov bola urobena jednocestnou
ANOVOU s post hoc Tukey testom. Vysledky st udavané ako priemer + SEM.

VYSLEDKY
Aktivita GPx v krvi a organoch nebola ovplyvnenda DONom, iba pridavok Se ju
signifikantne zvysil ( Obr. 1; Tab. 1).

12+ b

14 l b Negativna kontrola

10+

9 | Pozitivna kontrola

8 Se-kvasnice ( 1 mgkg™)

B DON=3mgkg'

U/g proteinu

O] Se-kvasnice (1 mg.kg™)
+DON 3 mg.kg”'

pecen oblicka ¢revna

Obrazok 1. Aktivita GPx v tkanivach organov u brojlerov kfmenych diétami
kontaminovanymi DON (3 mg.kg™) a doplnenych Se-kvasnicami (1 mg.kg™). Hodnoty
si = SEM. Rozdielne pismena nad stipcami oznauju signifikantné rozdiely medzi
skupinami (P<0,05).

Pritomnost DONu v dietach v koncentracii 3 mgkg' neovplyvnila signifikantne
aktivitu SOD v erytrocytoch ani koncentracie MDA v plazme a tkanivach pecene,
oblicky a Crevnej sliznice.

DISKUSIA

Vysledky ukézali, Ze kontaminacia krmiva DONom v koncentracii do 3 mg.kg "' nemala
negativny vplyv na sledované parametre antioxida¢ného a imunitného statusu brojlerov.
Neznamena to ale, Ze by sme ju mohli povazovat’ za bezpe¢nl hladinu deoxynivalenolu
v krmive hydiny. Hydina je voci ufinkom DON relativne rezistentna v porovnani
s oSipanymi. Odmietanie krmiva a znizené prirastky na Zivej hmotnosti sa prejavili az
ked’ koncentracie DONu dosiahli 9-18 mg.kg" krmiva (Kubena a kol., 1985). DON
mozZe pdsobit’ imunostimulaéne alebo imunosupresivne v zavislosti od davky a dizky
expozicie (Bondy a Pestka, 2000). V nizkych koncentracidach a v kombinacii s inymi



mykotoxinmi moze mat mnozstvo Skodlivych ucinkov spojenych so znizenou
uzitkovost'ou a imunitnymi funkciami (Rotter a kol., 1996).

Tab.1. Antioxidacny status brojlerov  kfmenych diétou kontaminovanou
deoxynivalenolom (DON) a doplnenou selenizovanymi kvasnicami. Hodnoty st
priemer + SEM.

Negativna Pozitivna Obsah DON  Obsah DON

Parameter kontrola kontrola 3 mgkg” (3 mgkg™)
(Se 1,0 mg.kg™) +Sel,0 mg kg

GPx v krvi a b a b
(U.g'l Hb) 159,5+14.8 270,6+34,5 160,8+15.4 271,2+18,7
ngl.Tl)V plazme 49,3+4,9° 36,7+1,6° 41,0+1,7 47342,1
SOD krvi
(U.g"l Hb) 835,6+65,1 774,4+£59,7 654,1£74,6 732,9+62.3
(Sfmsok‘f_?)my vplazme g5 44106 216,6+20,3 204,7+19,8 160,0412,6

Rozdielne horné indexy v ramci riadku oznacuju signifikantné rozdiely medzi skupinami (P<0,05).

Pridavok Se-kvasnic do diéty zvysil expresiu CD3+, CD4+, CD8+ T-buniek a IgM-
buniek v krvi brojlerov, avsak DON nemal vplyv na Ziadny z uvedenych parametrov,
okrem mierne znizenej fagocytarnej aktivity v krvi brojlerov (Tab.2)

Tab.2. Expresia imunokompetentnych buniek (poéty, 1.10°.1) vkrvi a fagocytarna
aktivita brojlerov kfmenych diétou kontaminovanou deoxynivalenolom a Se-
kvasnicami. Hodnoty st priemer + SEM.

Negativna Pozitivna Obsah Obsah DON
) kontrola kontrola DON (3 mg.kg™! 3 meg.keg!

Typ bunick § (3mgkg’)  (3mgkg)
(Se 1,0 mg.kg™) + Se 1,0
mg.kg’
CD3+ 0,95+0,05* 5,15+0,69" 1,88+0,25" 4,23+0,51°
CD4+ 0,83+0,08" 3,19+0,63¢ 1,2240,15% 2,59+0,34"
CD8+ 0,40+0,05* 2,23+0,38" 0,56+0,09* 1,57+0,15°
IgM+ 0,21+0,03" 0,52+0,11° 0,12+0,03* 0,47+0,06°

Fagocytarna

aktivita (%) 195+ 1.1° 223+ 1.7 12.8+0.8° 26.5+1.7°

Udéava sa, ze oxidacny stres sposobeny mykotoxinmi méZe poSkodzovat’ komunikéaciu
medzi imunitnymi bunkami, ¢oho nasledkom moze byt deregulacia imunitného systému
a nasledna imunosupresia (Corrier, 1991). Jedinym negativnym uc¢inkom DONu na
parametre imunitného statusu bola znizena fagocytarna aktivita v skupine zvierat, ktoré
dostavali diétu s obsahom DON 3 mg.kg". Absencia rozdielov v aktivitach SOD, ktora
je hlavnym enzymom prvého stupna antioxidac¢nej ochrany bunky (Surai, 1999) a
MDA, ktory je typickym ukazovatel'om lipidovej peroxidacie zaroven ukazala, ze diéty
kontaminované obsahom DONu do 3 mg.kg™' nesposobili zvyseny oxida¢ny stres v tele
brojlerov.



Flowcytometria potvrdila stimula¢né u¢inky supranutricnej davky organického selénu
na proliferaciu T- a B-buniek u brojlerov (Leng a kol., 2003).

Vysledky tejto prace ukazali, Ze diéty kontaminované mykotoxinom DON do obsahu 3
mg.kg"' neovplyvitujii parametre oxidaéného stresu a imunitného statusu brojlerov
okrem mierne, ale signifikantne potlacenej fagocytarnej schopnosti krvi.

Tato praca bola podporovana agenturou na podporu vedy a techniky na zaklade zmluvy
¢. APVT-51-004804.
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RELATIVNA KVANTIFIKACIA TRANSKRIPTOV POMOCOU PCR
V REALNOM CASE - METODY ANALYZY DAT

Bukovské A.

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

PCR v redlnom case je v sucasnosti jednou z najpouzivanejSich technik kvantifikacie
expresie génov na urovni mRNA, priCom existuje viacero analyza¢nych metdd na
spracovanie dat ziskanych z PCR merania. V naSej praci sme pomocou PCR v redlnom
case kvantifikovali mRNA vybranych génov v hrubom creve mysi s TNBS
indukovanou kolitidou, priCom sme porovnali vysledky ziskané tromi rozdielnymi
metodami analyzy dat ziskanych z PCR merania.

UvOoD

Polymerazova retazova reakcia s detekciou amplifikaéného produktu po kazdom
amplifikacnom cykle (,,PCR v redlnom case®, ,,real-time PCR*) je vyznamny nastroj pre
detekciu a kvantifikdciu mRNA vyznacujici sa vysokou citlivostou, dobrou
reprodukovatelnostou a Sirokym dynamickym rozsahom.Vdaka vysokej citlivosti
mozno tato metddu pouzit’ pre detekciu a kvantifikaciu malo pocetnych mRNA, ako
napr. mRNA cytokinov a cytokinovych receptorov (Peinnequin a kol., 2004), pre
analyzu mRNA zo vzoriek tkaniva s limitovanych objemom (biopsia, jednotlivé bunky)
alebo pre objasnenie malych zmien v hladinich mRNA (Bustin 2002, Pfaffl 2001).
Vyuzitie vSetkych vyhod techniky PCR vredlnom case vSak vyzaduje dokladné
zvazenie pocetnych moznosti zostavenia experimentu a analyzy dat (Wong a kol.,
2005), ako aj zohladnenie moznych problémov, ktor¢ mézu byt zdrojom chyb a
vyrazne tak ovplyvnit’ vysledok merania. Pri relativnej kvantifikdcii mRNA pomocou
techniky PCR v redlnom ¢ase sa pouZziva viacero analyza¢nych metdd, ktorymi mozno
spracovat’ data ziskané z PCR merania (Bustin 2004). Skern a kol. (2005) upozoriiuja,
ze metdda, ktorou sa data ziskané z PCR merania v redlnom case analyzuji, mdze
vyrazne ovplyvnit’ vysledky relativnej kvantifikdcie mRNA, pricom vo svojej praci
demonstrujii, Ze rozdielne analytické pristupy mozu viest az k protichodnym
biologickym zaverom. Cielom nasej prace bolo porovnat vysledky relativnej
kvantifikdcie transkriptov vybranych génov ziskané pomocou troch odlisnych
analyza¢nych metodd pouzivanych na spracovanie dat z PCR merania v redlnom case,
pricom sme pouzili model TNBS indukovanej kolitidy mysi pri oSetreni rastlinnymi
esencialnymi olejmi. Uloha rastlinnych esencialnych olejov v roznych fyziologickych
procesoch bola preukdzand vo viacerych experimentalnych modeloch aj na naSom
pracovisku (Domaracky a kol., 2006; Horosova a kol., 2006; Faix a kol., 2006).

MATERIAL A METODIKA

Zvieratd, indukcia kolitidy, odber vzoriek

V praci boli pouzité 7 tyzdnové samce Balb/c mysi (VELAZ-Praha), ktoré boli drzané
v nepatogénnych podmienkach a bolo s nimi zaobchadzané podl'a platnych smernic pre
pracu so zvieratami. Zvieratd boli kfmené Standardnym krmivom pre laboratérne mysi a
potkany, alebo krmivom obohatenym zmesou rastlinnych esencidlnych olejov - tymianu
a pamajoranu. Zapal hrubého ¢reva bol umysi vyvolany intrarektalne, aplikaciou
roztoku zlozeného z 2,4,6-trinitrobenzénsulfonovej kyseliny (TNBS), FLUKA (120 mg
TNBS / kg telesnej hmotnosti) rozpustenej v zmesi fyziologického roztoku (INFUSIA,
CR) a 100% etanolu v pomere 1:1. Po 7 ditoch od indukcie kolitidy boli zvierata
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usmrtené cervikdlnou dislokaciou. Po usmrteni bolo hrubé ¢revo oddelené, pozdlzne
rozstrihnuté a zbavené trusu.

Kvantifikacia transkriptov pomocou PCR v realnom case

Z hrubého ¢reva mysi bolo odobraté po 15-20 mg tkaniva, z ktorého bola izolovana
celkova RNA pomocou TRIzol Reagent (Invitrogen). RNA bola néasledne precistena
a osetrena s DNase I pomocou RNeasy Micro kit (Qiagen). Koncentracia RNA bola
stanovend spektrofotometricky a z 0,75 ug RNA kazdej vzorky bola potom v 30 ul
rekcii pripravena cDNA tak, ako je uvedené v Cikos a kol. (2005).

Standardna krivka bola pripravena zhodnot ,,CT“ (polet cyklov potrebnych na
dosiahnutie zvolenej hodnoty fluorescencie, tzv ,,prahovej* fluorescencie) PCR reakcii,
do ktorych bola ako templat vlozend cDNA syntetizovand z riedeni Standardného RNA
preparatu pripraveného zmie$anim aliquotov RNA jednotlivych vzoriek. Standardna
krivka bola vytvorend softvérom systému Mx 3000P (Stratagene), vynesenim hodnot
CT proti logaritmovanym hodnotam riediacich faktorov preparatu Standardnej RNA.
PCR bola uskutocnend na systéme Mx 3000P v duplikdtoch 20 ul reakcii s
fluorescenénym detekénym farbivom SYBRGreen I a prislusSnymi primérmi, v 40
cykloch podla prisluiného protokolu (Bukovskd akol., v priprave).Udaje ziskané
zjedného PCR merania pre kazdy gén boli spracované pomocou troch rdéznych
analyzacnych metod — metddou so Standarnou krivkou, metéodou podl'a Pfaffla (Pfaffl
2001) a metédou podl'a Liu a Saint (Liu a Saint 2002).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pre vypocet normalizacného faktora bola vo vSetkych vzorkach kvantifikovand mRNA
nasledovnych Styroch génov s predpokladanou stabilnou mierou expresie (tzv.
oreferenéné  gény“):  hypoxantin  fosforibozyl-transferaza  (HPRT), sukcinat
dehydrogenéza, podjednotka A (SDHA), beta-aktin (B-act), 32 mikroglobulin (B2M).
Pomocou programu geNorm (Vandesompele a kol., 2002) bol B2M urceny ako gén
s najmenej stabilnou expresiou mRNA (najvysSia hodnota parametra ,,M*“, Obr.1)
v ramci porovnavanych vzoriek. Ostatné tri stabilnejSie gény boli potom pouzité na
urenie normalizacného faktora, ktory bol pre kazdu vzorku vypocitany ako
geometricky priemer relativnej kvantity mRNA tychto génov.

Obr. 1. Analyza stability expresie referencnych génov pomocou softvéru geNorm

Average expresion stability values of remaining control genes
0.5
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0
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Porovnanie hodnot relativnej kvantity mRNA referenénych génov (normalizovanej na
mnozstvo celkove] RNA vloZenej do RT-PCR) v jednotlivych experimentalnych
skupinach zvierat ukazalo podobné vysledky pri pouziti vSetkych troch analyza¢nych
metdd, avSak porovnanie variaénych koeficientov ukdzalo vys$Sie hodnoty u metody
analyzy podla Liu a Saint ako u metddy so Standardnou krivkou a metdody podla
Pfaffla (Obr.2, ukazané st gény s najstabilnejSou expresiou — HPRT a SDHA

Obr. 2. Variacné koeficienty (CV) pri analyze relativnej kvantity mRNA referen¢nych
génov HPRT a SDHA

HPRT SDHA
O 8t. krivka B Pfafflova metoda O Liu Saint metdda O &t. krivka | Pfafflova metoda O Liu Saint metdda
60 60
50 M 50 1 —
40 - ’f (] 40
5 % O 30 ]
20 20 4
Maallal -illiaa
0 B c K X LY B c K X
experimentalne skupiny experimentalne skupiny

K — skupina mysi s TNBS indukovanou kolitidou; A , B, C — skupiny mysi s TNBS
indukovanou kolitidou oSetrené rastlinnymi esencialnymi olejmi, X — kontrolna skupina
mysi

Normaliza¢né faktory ziskané z hodnot expresie mRNA HPRT, SDHA a B-act boli
potom pouzité na korekciu hodnot expresie mRNA vybranych cytokinov, pri¢om boli
ziskané pomocou vsetkych troch analyza¢nych metdd podobné vysledky.

Jednotlivé analyzané metddy spracovania dat z PCR merania pouzité v naSej praci sa
odliSuju spdsobom transformacie hodnot CT (vid. Materidl a metodika) na hodnoty
relativnej kvantity mRNA meraného génu ako aj ur¢enim uc¢innosti PCR amplifikécie
(Bustin 2004). Pri metdéde so Standardnou krivkou je relativna kvantita mRNA
meranych génov v kazdej vzorke urcena odCitanim z prislusnej Standardnej priamky a
hodnota ucinnosti PCR amplifikécie (,,E“) sa urci zo sklonu Standardnej priamky. Pri
metode podla Pfaffla (Pfaffl 2001) a metdéde podl'a Liu a Saint (Liu a Saint 2002) sa
relativna kvantita meranej mRNA v kazdej vzorke ur¢i pomocou matematickych
vztahov (odvodenych zo zékladného vztahu popisujiceho priebeh PCR
v exponencidlnej faze), priCom do tychto vztahov je potrebné zadat’ hodnotu E.
V pripade metody podla Pfaffla sa hodnota E zistuje zkvazi-Standardnej priamky
pripravenej riedeniami typickej vzorky alebo mixu vzoriek. Pri metdéde podla Liu
a Saint sa hodnota E urCuje meranim intenzity fluorescencného signalu pri r6znom
pocte amplifikacnych cyklov v exponencidlnej faze reakcie, pricom sa vypocita pre
kazda amplifika¢nu reakciu individualne.

Skern a kol. (2005) pouzili pri kvantifikdcii mRNA dve rézne analyzacné metody,
pricom interpretacia ich vysledkov sa vyrazne liSila v zavislosti od toho, ktorda z metod
bola pouzitd na spracovanie dat z PCR merania a to napriek tomu, Ze autori preverili
splnenie pozadovanych podmienok pre aplikaciu kazdej z tychto metdéd. Na zéklade
tychto faktov, autori odporti¢aju pre dostato¢nu verifikaciu vysledkov pouzivat’ aspon
dve metddy analyzy dat z PCR merania.V naSej praci sme pri kvantifikacii transkriptov
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vybranych génov v hrubom ¢reve mysi s TNBS indukovanou kolitidou ziskali pouzitim
kazdej z troch analyza¢nych metdd podobné vysledky aj ked porovnanie variaénych
koeficientov uréenych pri stanoveni relativnej kvantity mRNA referen¢nych génov
poukazuje na vyS$Siu nepresnost metddy analyzy podla Liu a Saint v porovnani
s ostatnymi dvomi metédami. Na zaklade uvedenych faktov mozno konStatovat’, ze
nami zoptimalizovany postup kvantifikaicie mRNA déva v uvedenom experimentdlnom
modeli spolahlivé informacie o expresii meranych génov na irovni mRNA.

Tato praca bola podporovand Agenturou na podporu vedy a techniky na zaklade
Zmluvy ¢ APVT-51-015404
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SLEDOVANIE RADIOPROTEKTIVNYCH UCINKOV VYBRANYCH
CHEMICKYCH LATOK U LETALNE OZIARENCH MYSi GAMA LUCMI
Danova D., Novakova J., Striskova K., Kafka 1.

Ustav radiobioldgie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Radioprotektivny tc€inok vybranych substituovanych tiomocovin a z nich pripravenych
tiouracilov a tiazinov aplikovanych intraperitonedlne v davke 25 mgkg' v rozsahu
jednej az dvoch hodin bol skumany u bielych laboratérnych myS$i (samic) pred
oziarenim letadlnou davkou 12,0 Gy gama lacov. Kym u zvierat, u ktorych bolo pouzité
posobenie samotného gama Zziarenia doSlo k stopercentnému uhynu do 14. dni, tak
pOsobenie  rozpustadla dimetylsulfoxidu ( DMSO ) zvySilo prezivanie o045 %.
Aplikécia tiomocoviny ( I ) ako aj tiazinu ( V ) mali ovel'a niz§i ochranny uc¢inok ako
samotné rozpustadlo. Tiouracil ( III ) atiazin ( IV ) zhladiska radioprotekcie
neovplyvnili prezivanie zvierat v porovnani s DMSO. Z nasho experimentu vyplyva
zistenie, ze tiouracil ( II ) mé vyrazné radioprotektivne tcinky — jeho aplikaciou bolo
dosiahnuté prezivanie zvierat na uroven 75 %.

UvoD

V sucasnosti je snahou zamerat’ sa o usilie na hl'adanie chemickych aj biologickych
latok, ktoré by boli schopné zvySovat’ radiorezistenciu (Pistl a kol., 2003), pretoze ako
z doposial’ ndm zndmych poznatkov v oblasti radiobiologii vyplyva, Ze o osude kazdého
organizmu je rozhodnuté v okamihu, ak ozarovanie bolo ukonc¢ené. V predlozenej praci
sme takyto U€inok sledovali u niektorych syntetizovanych chemickych latok.

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili biele laboratorne mySi (samice) kmena ICR chovu SPF
voveku 10 — 15 tyzdilov a priemernej telesnej hmotnosti 27 — 33 g . Zvierata pred
zaCiatkom pokusu boli adaptované na podmienky ustavného zverinca v plexitovych
klietkach pri teplote 22-25 °C, prirodzenom osvite, kimené peletami LD diéty (zloZenie
vid: Toropila a kol., 1996) a napajané vodovodnou vodou ad libitum.

Pred zaciatkom experimentu boli najprv skimané mozné toxické posobenia vybranych
substituovanych tiomocovin a z nich pripravenych tiouracilov a tiazinov v davkach 33 —
666 mg.kg"' rozpustenych v 0,15 ml dimetylsulfoxidu ( DMSO ).

Z chemickych latok sme pouzili nasledovné, vid'. (tabul’ka €.1).

Tabulka: Pouzité chemické latky v experimente

. N-/4-dimetylaminofenyl/-N’-/2-chlérnikotinoyl/ tiomocovinu ( 1),

1-/p-dimetylaminofenyl/pyrido[3,2e] — 2-tiouracil ( 1T ),

1-/p-tolyl/pyrido[3, 2e] — 2 —tiouracil ( IIT)

2-anilino-5,7-dimetylpyrido-4-oxo[3.,4e]/1,3/tiazin ( V),

1
2
3.
4. 2-/N,N-metylfenyl/amino-4-oxopyrido[3, 2¢e]/1,3/tiazin ( IV ),
5
6

dimetylsulfoxid (ako rozpustadlo).

Aby nedoSlo ktepelnému Soku boli vSetky pouzité latky vratane rozpustadla
temperované na telesnu teplotu zvierat'a (Karlson, 1982).

Na zaklade zistenej toxicity sme zvolili optimdlne mnoZstvo latky pre skimanie
moznych radioprotektivnych ucinkov.
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Experimentalne zvierata sme rozdelili do siedmich skupin ( 40 v kazdej skupine).

V skupinach 1 — 5 bol podany jeden druh latky v davke 25 mgkg” rozpustenej v 0,15
ml DMSO. 6. skupine bol aplikovany ¢isty DMSO ( 0,15 ml ), a siedma skupina zostala
neinjikovana — kontrolna. Jeden a pol aZz dve hodiny od podania latok boli vSetky
skupiny zvierat oziarené jednordzovo celotelovo davkou 12 Gy gama lucov pomocou
pristroja CHISOSTAT s prikonom 0,81 Gy/min. Prezivanie sme sledovali pocas 30. dni.

VYSLEDKY A DISKUSIA

0d davky 166 mg.kg" bol vo vigsine pripadov vplyv samotnych pouzitych chemickych
latok pre laboratorne zvieratd toxicky. NajtoxickejSim bol tiazin IV a najmenej
toxickym tiouracil II.

Aplikacia tiomocoviny I (graf ¢. 1) zvysila po oziareni percento prezivania u zvierat
v porovnani s kontrolnou skupinou, avSak tento ucinok bol mensi ako pri aplikacii
samotného rozpustadla.

Graf ¢. 1: Percento prezivania kontrolnych zvierat a zvierat po aplikacii tiomocoviny
I a DMSO

GRAF ¢.1 | s kontroly
—-—--DMSO

— — — -tiomoCovina

1357 91113151719 21
dni

V porovnani s kontrolnou skupinou i so skupinou zvierat, ktorej bol aplikovany
¢isty DMSO sa prejavil radioprotektivny uc¢inok tiouracilu II. Po dobu 30 dni preZzivalo
75 % zvierat (graf €. 2).

Graf ¢. 2: Percento prezivania kontrolnych zvierat a zvierat po aplikacii tiouracilu Il a
DMSO

GRAF ¢.2 — KONtTOlYy
—-—--DMSO

— — — - tiouracil Il.

1357 911131517 19 21
dni
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Radioprotektivny ucinok tiouracilu III (graf ¢. 3) atiazinu IV (graf ¢. 4) nebol
preukdzany, pretoze vysledok prezivania zvierat bol rovnaky ako pri podani samotného
DMSO.

Graf ¢.3: Percento prezivania kontrolnych zvierat a zvierat po aplikacii tiouracilu I11
a DMSO
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Graf ¢.4: Percento prezivania kontrolnych zvierat a zvierat po aplikécii tiazinu IV a
DMSO

GRAF¢.4 | =kontroly
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Vv

Podanie tiazinu V (graf ¢. 5) malo nizs$i radioprotektivny ucinok ako samotny DMSO.

Graf ¢. 5: Percento prezivania kontrolnych zvierat a zvierat po aplikacii tiazinu
V a DMSO

GRAF ¢é.5 —kONtrOly
—-—--DMSO
— — —-tiazin V.
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dni

Nepomer medzi malymi davkami a vyraznym G¢inkom mnohych radioprotektivnych
latok rozhodne vylucuje jednoduchy mechanizmus radioprotekcie, ako napr. len
zneSkodnovanie  vznikajucich volnych radikdlov  (Pospisil a kol. 1966).
PravdepodobnejSim sa zda, Ze nizka davka radioprotektiva vyvold ur¢iti zmenu, napr.
uvolnenie glutationu zo zasob vo velkom mnozstve, a ten je potom zodpovedny
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primarne za najvacsiu Cast’ ucinkov, pripisovanych radioprotektivu (Jocelyn, 1972,
Cram akol., 1983). Toto by sluzilo len ako akysi ,Startér*na aktivaciu obranného
mechanizmu samotného jedinca. Nemusi teda chemické radioprotektivum primarne
upravovat’ postradiaéné poskodenie, staci ak svojou pritomnost'ou, alebo aj toxickymi
ucinkami aktivuje v organizme obranné mechanizmy, ktoré tak s predstihom zacnu
pracovat’ aj na reparacii poSkodeni, spdsobenych ionizujicim Ziarenim (Toropila, 1980).

Praca bola riesena v ramci projektu VEGA 1/2378/05.
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VPLYV PERORALNE PODAVANEHO GLYCEROLU NA BIOCHEMIZMUS
BACHORA

FarkaSova Z.

1L Interna klinika, UVL, KoSice

ABSTRAKT

U 6 kusov dojnic sme sledovali vplyv réznych koncentracii peroralne podavaného
pripravku na baze glycerolu (Powerglyc, fy. Polychem sr. 0.) na dynamiku zmien
unikavych mastnych kyselin (UMK) a aktualnej acidity (pH) v bachore. Predpokladali
sme priaznivy vplyv glycerolu ako glukoplastickej substancie na zmenu pH a znizZenie
pomeru kyseliny octovej ku kyseline propionovej (C2:C3), pricom sme zistovali aj
optimalnu davku glycerolu. Ocakdvany priaznivy vplyv na celkovy biochemizmus
UMK sa pri tomto type kratkodobého experimentu nepotvrdil.

UvOD

Glycerol ako glukoplastickd latka je pouZivany na prevenciu nutricnych porich
u dojnic a to najmé v prechodnom obdobi okolo pdérodu (prepartalnom, peripartalnom
a postpartalnom) az do obdobia vrcholnej laktacie. V tomto obdobi dochadza u dojnic
k znizenému prijmu krmiva, kedy prijaté krmivo nestaci kryt energetické potreby
metabolizmu. Pri nedostatoénom prijme energie potravou dochadza k poklesu hladiny
glukoézy v krvi, k mobilizacii zasobnych tukov a k ich odburavaniu na neesterifikované
mastné kyseliny (NEMK) a glycerol. Nadmernd mobilizacia NEMK vedie nasledne
k ukladaniu triglyceridov v peceni a k celkovému zhorSeniu vykonnosti a zdravotného
stavu. Aj ked glycerol je prirodnd latka, doposial bola davana prednost’
propylénglykolu ako glukoplastickej latke. Mechanizmus ucinku glycerolu je obdobny
ucinku propylénglykolu. Glycerol je glukoplasticka latka a zGcastiiuje sa metabolizmu
glukézy. Vzhladom ktomu, ze sa jednd o prirodni latku jeho zaclenenie do
glycidového metabolizmu je pohotovejSie nez u propylénglykolu. Glycerol prijimany
v krmive je zvelkej casti vstrebdvany v bachore ( viac nez 40 %), pripadne je
bakterialnou mikroflérou metabolizovany na kyselinu propionova. Podla (Schroder
a Stidekum, 1999) glycerol znizuje pomer acetdtu k propionatu. Takisto efektivne
znizuje obsah NEMK v plazme a zvySuje hladinu glukozy v krvi.

Pouziva sa preventivne ak si vstdde diagnostikované poruchy energetického
metabolizmu alebo je vzhladom k zloZzeniu kifmnej davky mozné takéto poruchy
ocakavat’.

MATERIAL A METODIKA
V experimente sme pouzili 6 ks dojnic dovezenych z SPP Z. Teplica. Experiment
prebichal pocas Styroch dni v klinickych podmienkach II. internej kliniky UVL
v Kosiciach. Kazdy den pokusu predstavoval jednu pokusnt skupinu, pricom prvy den
bol kontrolny (K, P1, P2, P3).

Tab 1. Prehl'ad skupin, po¢tu pouzitych zvierat ako aj aplikovanych p. o. davok
pripravku v g/kus/deii a obsah glycerolu (g) v jednotlivych davkach.

skupina pocet p .0. aplikacia pripravku obsah glycerolu
zvierat v g/kus/den Vg
K 6 - -
Pl 6 150 50,0
P2 5 200 66,6
P3 5 300 100,0
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Peroralnu (p. o.) aplikaciu glycerolu v pripravku POWER-GLYC sme uskuto¢nili
jednorazovo nosohltanovou sondou dojniciam v pokusnych skupinach I., II. aIIl.
v navazenom mnozstve rozriedenom v konstantnom mnozstve vody.

Odber vzoriek bachorového obsahu sme uskuto¢novali v intervaloch 0., 3., 4., 6. a 10.
hod, pri¢om 0. odber bol kontrolny a pripravok sme aplikovali az po tomto odbere. Vo
vzorkaich BO sme stanovovali pH, UMK (suma UMK, kys. octova-C2, kys.
propionova-C3, kys mliecna, kys. maslova a pomer C2 : C3).

Aktudlna acidita (pH) bachorového obsahu bola stanovovana pH metrom Orion 720 A,
a UMK izotachoforeticky pristrojom ISOTACHOFORETIC ANALYSER ZKI 02
(Laberko, Spisska nova Ves). Tabulkové, grafické, Statistické vyhodnotenie a
spracovanie dynamiky zmien ukazovatelov sme robili v rdmci jednotlivych odberov
amedzi skupinami navzdjom. Na Statistick¢é vyhodnotenie boli pouzit¢ One- Way
ANOVA aTukeys Multiple Comparison Test. Ako Statisticky vyznamné sme
povazovali hodnoty (p < 0,05 ap <0,001).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po perorélnej aplikécii pripravku POWER-GLYC na baze glycerolu sme zaznamenali
zmeny v dynamike vzostupu a poklesu hladin UMK v zavislosti od ¢asu po podani
pripravku a taktiez v zavislosti od davky podaného pripravku. Na zaklade vysledkov
v kontrolnej skupine, v ktorej dojnice boli bez pridavku glycerolu sme si vytvorili
urcity graficky model zmien v bachore. V pokusnych skupiniach sme sledovali rozdiely
tychto zmien oproti kontrolnej skupine. (Linke a kol., 2004) uvadzaju, ze podavanie
glycerolu v obdobi laktacie spdsobuje zmeny v hodnotdch bachorového profilu a to
zvySenim molarnej koncentracie kyseliny propiéonovej a znizenim pomeru C2:C3. Na
zaklade vysledkov nasho experimentu (Graf 1 — 7) sme dospeli k zaveru, Ze kratkodobé
podavanie pripravku na baze glycerolu POWER-GLYC nema vyrazny vplyv na
znizenie pomeru C2:C3 ani nedoslo k signifikantnym zmendm v koncentracii kyseliny
propidnovej. (Schroder a Stidekum, 1999) uvadzaju vplyv glycerolu na zvySenie pH
bachorového obsahu, kedy podprahové hodnoty pH stipli na hodnotu 6,2. V naSom
experimente neboli zmeny pH Statisticky vyznamné a v jednotlivych skupinach sa
signifikantne neli$ili. Takisto (Reichel a kol., 2006) uvadzaja vplyv tekutého pripravku
na baze glycerolu (Ketozan, fy. Polychem sr.0.) na stabilizdciu pH bachorovej
tekutiny, zniZenie koncentracie kyseliny octovej, zvySenie koncentracie kyseliny
propidnovej a zniZzenie pomeru C2:C3, avSak po dlhodobom podéavani (21 dni a. p.
a 100 dni p. p.)

Na zaklade vysledkov nasho experimentu nemézme potvrdit’ priaznivy vplyv na
dynamiku a biochemizmus bachora, ¢o vSak mohlo byt sposobené nedostato¢nou
adaptabilitou bachora na zmenu kfmenia v experimentdlnych podmienkach,
individudlnym zdravotnym stavom, kratkodobym podavanim pripravku a nevhodnou
formou podania pripravku, ktord mohla u dojnic vyvolat’ stresové podmienky. Takisto
sa nam nepodarilo urcit’ optiméalnu davku pripravku a preto sa ako najvhodnejsia javi
najvyssia skimana davka 300 g pripravku na kus a den, ktoru s ispechom podavaji na
viacerych farmach, kde konStatovali priaznivy vplyv dlhodobého podavania na
zdravotny stav azvySenie mliecnej produkcie, ¢o vSak je cielom naSich dalSich
experimentov.
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Graf 1 - 7.: Dynamika zmien ukazovatelov BO v zavislosti od ¢asu a davky pripravku
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RASTLINNE ADITiVA A ICH UCINOK ZA IN VITRO A IN VIVO
PODMIENOK

Haviarova M.

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Rastlinné aditiva predstavuju jedno z moznych rieseni profylaxie ako v humannej, tak aj
vo veterindrnej medicine. Cielom naSich experimentov bolo otestovat posobenie
rastlinného extraktu Eleuterokoka a esencidlnych olejov oregana, Salvie, rumanceka,
fenikla a koriandra za in vitro a in vivo podmienok. Najvyraznejsi inhibi¢ny Uc¢inok za
in vitro podmienok prejavil esencidlny olej zoregana. Vin vivo experimentoch
s podavanim Eleuterokoka a oregana bolo zaznamenané zlepsSenie imunologickych
a zootechnickych parametrov.

UvoD

Rastlinné aditiva (fytoaditiva), so Sirokou paletou prospeSnych vlastnosti, predstavuju
jeden z moznych spdsobov riesenia profylaktickych otdzok nielen v humannej, ale aj
vo veterinarnej medicine. Vyuzitie takychto esencidlnych olejov (silic) a rastlinnych
extraktov na profylaxiu podporuju aj mnohé vedecké Studie, prostrednictvom in vitro
a in vivo experimentov. Vyuzitie fytoaditiv je mozné na zdklade ich rozsiahleho spektra
vlastnosti ako su napr. imunostimula¢né vlastnosti (Di Carlo a kol., 2005; Steinmann a
kol., 2001), antiradia¢né ( Ruujin a kol., 1990), antioxida¢né (Davydov a kol., 2000),
antibakterialne (Marcin a kol.,, 2004; Nostro a kol.,, 2004), antivirusové,
antikarcinogénne (Davydov a kol, 2000; Teissedre a Waterhouse, 2000),
antiinflamatérne (Davydov a kol., 2000), antifugalne (Manohar a kol., 2001) a d’alsie.
Nesmieme zabudnit ani na moznost pozitivneho ovplyvnenia produkénych
ukazovatelov (Marcin akol., 2004), ¢i uz znaskovosti (Poracova akol., 2005),
hmotnostnych prirastkov alebo mortality zvierat (Haviarova a kol., 2006; Szaboova a
kol., 2006) posilnenim neSpecifickej imunity ¢i limitovanim patogénnych
mikroorganizmov. Mechanizmus uc¢inku fytoaditiv je mozné vysvetlit viacerymi
procesmi ako je sutazenie o Ziviny, inaktivacia bakteridlnych enzymov, védzba na
bakterialne adheziny alebo tvorba komplexov s bakterialnou stenou. Na zaklade tychto
poznatkov sme sa rozhodli vybrat’ a otestovat’ inhibi¢ny uc€inok extraktu rastliny
Eleutherococcus senticosus (Eleuterokokus), esencialnych olejov Origani aetherolum
(oregano), Salviae aetheroleum ($alvia), Chamomila recutita (rumancek), Coriandri
aetheroleum (koriander), Foenicul aetheroleum (fenikel) a komercne pouzivané¢ho
fytoaditiva XTRACT (carvarol, cinnamaldehyd, capsaicin) na rast Sirokého spektra
indikatorovych kmenov zréznych ekosystémov za in vitro podmienok a ndsledne
overit’ ziskané informacie vo vybranom ekosystéme kralikov v in vivo podmienkach
pri sledovani mikrobiologickych, zootechnickych, imunologickych a biochemickych
parametrov po podani extraktu Eleuterokoka, esencidlneho oleja oregana a komercne
vyrabaného XTRACTu (Cymedika SK s.r.o0., Zvolen, Slovenska republika).

MATERIAL A METODIKA

In vitro testy boli uskutonené za Standardnych laboratérnych podmienok (teplota
a dizka kultivacie v zavislosti od indikatorového kmefa) tzv. agar spot testom (De
Vuyst a kol.1996). Pouzili sme nasledovné kultivacné média: Brain Heart agar (Becton
& Dickinson) pre G' baktérie, Tryptic Soy agar (Becton & Dickinson) pre G~ baktérie.
Extrakt rastliny Eleutherococcus senticosus (konc. 5% a 10%, Dr. Poracova, PreSovska
univerzita, PreSov, Slovenskd republika; Calendula a.s., Nova Luboviia, Slovenska
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republika) a esencialne oleje boli pouzité v davke 5 ul, pricom esencidlny olej Origani
aetheroleum (Calendula) obsahoval 55% ucinnej latky karvakrol, esencidlny olej
Chamomila recutita (Calendula) bol s obsahom ucinnych latok a-bisabolol 26%
a chamazulen 6,5% a Coriandri aetheroleum, Salviae aetheroleum, Foeniculi
aetheroleum (Calendula) s obsahom uc¢innych latok thujon 24%, borneol 18%, cineol
15%. Na zistenie inhibi¢nych G¢inkov extraktu a esencialnych olejov bol pouZity subor
330 indikatorovych izolatov z réznych ekosystémov (izolaty z nasho laboratoria, LZM,
UFHZ-SAV, Kosice): Escherichia coli- izolaty z misovych vyrobkov (19), Escherichia
coli z trusu psov (10), Escherichia coli-izolaty z trusu a céka kralikov (71), 3 kmene
salmonel-Salmonella  enterica  serovar Diisseldorf SA31 (Dr. Vasilkova,
Parazitologicky tstav SAV, Kosice), S. enterica serovar Enteritidis PT4 (Dr. Sisak,
VUV, Brno), S. enterica serovar Typhimurium (Dr. Marounek, UFGZ AVCR, Praha),
Enterococcus sp.- izolované z trusu moriek (54), EK13- Enterococcus faecium (Dr.
Laukova, UFHZ- SAV, Kosice), EF55- Enterococcus faecium (Dr. Strompfova, UFHZ-
SAV, Kosice), EA5- Enterococcus faecium (Dr. Vasilkova, Parazitologicy ustav SAV,
Kosice), Lactobacillus sp.- ztrusu hlodavcov (13), ADI- Lactobacillus fermentum
izolovany z trusu psa, Pseudomonas-like sp. z fermentovanych méisovych vyrobkov
(25), Pseudomonas- like sp. izolované z trusu a céka krélikov (45), 13 izolatov z trusu
koni—Enterobacter asburiae (1), Yersinia enterocolitica (5), Aeromonas caviae (1),
Pantoea aglomerans (4), Escherichia coli (1), 1 kmeii neurCeny; Aerococcus viridans
z masovych vyrobkov (5), Clostridium-like sp. z trusu a céka kralikov (33), Listeria
monocytogenes CCM4699-zbierkovy kmei (Ceska zbierka mikroorganizmov, Brno),
LM9, LM10, LM6, LM7 izolované zo silaze a Listeria innocua LMG13568
(Univerzita Ghent-Brusel-Belgicko), Clostridium-like sp. izolaty z trusu a céka kralikov
(32) a Staphylococcus sp. z trusu a céka kralikov (30).

Do in vivo pokusu (v spolupréci so Slovenskym centrom pol'nohospodarskeho vyskumu
v Nitre, farma kralikov pri Ustave pre chov malych hospodarskych zvierat) bolo
zaradenych 72 kralikov plemena HY- plus, samce, vo veku 5 tyzdnov, rozdelené do 4
skupin po 24 zvierat. Doba trvania pokusu bola 42 dni. V 1. experimentalnej skupine
(ES1), bol podavany extrakt rastliny Eleutherococcus senticosus (15g/100kg krmiva)
po dobu 21dni. V 2. experimentalnej skupine (ES2) bol poddvany esencidlny olej
Origanum aetheroleum (10ul/zviera/dett) vo vode po dobu 21 dni. V 3. skupine-
kontrolnej (KS) bolo podavané komeréné fytoaditivum XTRACT (15g /100kg krmiva)
po dobu 21 dni. Zvierata boli kfmené Standardnou kimnou zmesou ANPRO.FEED
(VKZ Bucany). Vzorky trusu boli odoberané na 0., 7., 21., 35. a 42. den, vzorky krvi na
0., 21. a42. den avzorky céka na 21. a 42. den po odporazeni 3 zvierat z kazdej
skupiny, pricom 0.defi znamend zaCiatok podéavania extraktu a esencialnych olejov,
zaCiatok pokusu; 7.den-tyzden od zaciatku podavania; 21.den-3 tyzdne od zaciatku
podévania; 35. deii-2 tyzdne od nepodévania; 42.den- 3 tyzdne od nepodévania, koniec
pokusu. Sledované skupiny baktérii ztrusu a céka boli izolované Standardnou
mikrobiologickou metdédou po predchadzajicom vyriedeni v Ringerovom roztoku (pH
7.0 Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, England) a vysiati na prislusné kultivacné
média:M- Enterococcus agar (Becton&Dickinson) pre Enterococcus sp., DeMann-
Rogosa-Sharpe agar (Merck) pre kyselinu mlie¢nu produkujuce mikroorganizmy
(KMPM), Mannitol salt agar (Becton & Dickinson) pre koagulaza-negativne
stafylokoky (CNS), Baird-Parker agar (Becton & Dickinson) pre koaguldza-pozitivne
stafylokoky (KPS) a Staphylococcus aureus, Clostridium difficile agar so suplementom
(Oxoid Ltd.) pre Clostridium-like sp., Cetrimide agar (Becton & Dickinson) pre
Pseudomonas- like sp., Mac Conkey agar (Becton&Dickinson) pre Escherichia coli pri
teplote a dizke kultivacie typickej pre dany bakterialny druh. Poéty baktérii boli
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vyjadrené v KTJ/ml/g (kolénie tvorné¢ jednotky v1 ml média a v1 g trusu).
Biochemické parametre boli stanovené z vendznej neheparinizovanej krvi, resp. zo séra,
ziskaného centrifugaciou pri 3000 ot./10 min, s pouzitim komerénych kitov RANDOX
(Anglicko). Sledované boli celkové bielkoviny (g/l), cholesterol (mmol /1), glukoza
(mmol/l), véapnik (mmol/l), celkové lipidy (g/l) aenzym alanin-aminotransferaza
(ukat/1). Z imunologickych parametrov (vendzna neheparinizovana krv) bola sledovana
fagocytarna aktivita (%) sprepoctom na index fagocytarnej aktivity (%)
modifikovanou metodou podla Hrubisku (1981). Zo zootechnickych parametrov bola
sledovana spotreba krmiva, prirastky zivej hmotnosti, konverzia krmiva a mortalita, v
spolupraci s kolegami zo Slovenského centra pol'nohospodarskeho vyskumu v Nitre.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Esencialny olej Oregani aetheroleum prejavil najvyraznejsi inhibi¢ny u¢inok (in vitro)
na rast indikatorovych baktérii. Poznatok o bakteriostatickom/baktericidnom ucinku
zloziek oregana podporujii aj mnohé Studie napr. s testovanim Listeria monocytogenes
(Ting a kol., 1991) ¢i E. coli (Burt a kol., 2003). Z celkového poctu 330
mikroorganizmov (144 G', 186 G’), oregano inhibovalo rast 142 G* baktérii (96%)
a 173 G™ (93%) baktérii. Salvia inhibovala rast 57 G mikroorganizmov (40%) a 69 G’
(37%) baktérii. Esencialny olej z koriandra inhiboval rast 72 G" indikatorov (50%) a 22
G~ (12%). Najnizsi inhibi¢ny u¢inok prejavil esencialny olej z fenikla; inhiboval 6 G
baktérii (4%) a4 G (2%) baktérie a Eleuterokokus, ktory inhiboval 5 G*
mikroorganizmov (3%) a2 G (1%). Uginok rumandeka bol otestovany na stbore 127
indikatorovych baktérii (82 G', 45 G), pri¢om inhiboval rast 6 G (7%) a4 G (9%)
mikroorganizmov. Menej vyrazny ucinok rumanceka v tejto $tadii pri porovnani
s nasimi predchadzajicimi testovaniami moze byt spdsobeny réznorodym povodom
testovanych indikatorov (Laukova a kol., 2006; Simonova a kol., 2006). Pri in vivo
experimente neboli signifikantne ovplyvnené v truse a céku kralikov pocty sledovanych
bakterialnych  skupin. V skupine zvierat, ktoré prijimali rastlinny extrakt
Eleutherococcus senticosus bola na 7. a 21. den trvania pokusu zaznamenana redukcia
vo vyskyte zarodkov Staphylococcus aureus (oproti ES2 aj KS) a koagulaza-
pozitivnych stafylokokov (oproti ES2) o 1-2 matematické rady. Po aplikécii
esencialneho oleja Origani aetheroleum bol zaznamenany pokles enterokokov o 1-2
matematické rady na 7. a 21. den trvania pokusu (oproti KS) a pokles Escherichia coli
bol zaznamenany na 7. denn (oproti ES1) pokusu. Biochemické parametre neboli
vplyvom podévanych fytoaditiv ovplyvnené. Vyrazny imunostimula¢ny uc¢inok bol
zaznamenany Vv experimentalnej skupine, v ktorej bol poddvany rastlinny extrakt
Eleuterokoka (oproti ES2 a KS) a tento u¢inok pretrvaval aj tri tyZdne od nepoddvania
extraktu (42.den, Tab. ¢. 1). V skupine zvierat, ktoré prijimali rastlinny extrakt
z Eleuterokoka a oregana, boli zaznamenané zvysSené hmotnostné prirastky pri nizsej
konverzii a celkovej spotrebe krmiva a zniZzena bola aj mortalita zvierat (oproti ES2 aj
KS).

Vysledky prezentované v tejto Studii vznikli za financnej podpory grantovej vedeckej
agentury VEGA, projekt ¢. 2/5139/26.
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Tab. €. 1 Imunostimula¢ny G¢inok Eleuterokoka, oregana a XTRACTu

Eleutherococcus Oregano XTRACT

Den Fagocytarna aktivita %

0. 31

21. 15 22 13
42. 24 19 17

Index fagocytarnej aktivity

0. 1,7

21. 0,7 1,2 0,8
42. 1,3 0,2 1,5
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MONITOROVANIE PATOGENITY NADOROV MLIECNEJ ZI’AZY SUK
Jakubc¢inova M., Valocky I.
Klinika porodnictva, gynekologie a andrologie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Tumory mliecnej zlazy patria medzi najcastejSie sa vyskytujlice tumory u psov,
v stcasnosti sa prezentuje 25-50% vSetkych neoplaziem u tychto druhov s priemernym
vekom vyskytu medzi 6 a 10 rokom. Majoritou tychto tumorov je fakt, ze st maligne,
agresivne a mozu metastazovat’ do regiondlnych lymfatickych uzlin, sleziny, pluc
a pecene. Ovaridlne hormoény hrajii doleziti Ulohu vrozvoji mamarnych tumorov
podobne ako u progresivnej rakoviny prsnika uludi. U psov a maciek, podiel
steroidnych horménov v rozvoji mamarnych karcinomov je podporovany protektivnym
efektom ovariektomie a sporadickym vyskytom mamarnych dysplastickych
a neoplastickych 1ézii u zvierat lieCenych progestagénmi. Kaninne mamarne tumory st
heterogénne od ich patologického aspektu ku klinickému chovaniu. Niekol’ko Studii
bolo robenych na stanovenie prognézy tumorov mlie¢nej zl'azy suk, ale niektoré oblasti,
najma tie tykajuce sa ulohy estrogénnych receptorov, zostavaji neurcité.

UvoD

Nédory mlie¢nej zl'azy su vel'mi ¢astym problémom u suk vo veku 10-11 rokov, kedy
incidencia vyskytu kazdym rokom stipa. Mamarne tumory su v poradi druhé
najcCastejSie vyskytujliice sa naddory, hlavne u stk (Tab.1). Mlie¢na zl'aza je najcastejSim
miestom vyskytu malignych tumorov psov (Tab.2). Mamarne tumory sa vyskytuju
najmé u starSich zvierat (vo veku 10 rokov). Incidencia sa zvySuje po 6 roku veku.
Zriedka sa vyskytuji u sk mladSich ako 5 rokov veku (MacEwen a Withrow, 1996).
Zvycajne su postihované vsetky plemend. Najvyssia frekvencia vyskytu tumorov je
u pudlov, Bostonskych teriérov, Foxteriérov, Airedailskych teriérov, Pyrenejskych
psov, Samojedov, Keeshondov a zo $portovych plemien u pointrov, labradorov, Irskych
setrov 1 kokerSpanielov. Priblizne 35-50% tumorov mlie¢nych Zliaz suk a 90% tumorov
mlieCnych Zliaz maciek je malignych (Ogilvie a Moore, 1995). Vyskyt mamarnych
tumorov stk pred prvym estrom je 0,5%. Tento vyskyt sa zvySuje do 8% po prvom
estralnom cykle atvori 26% po druhom estre. VicSina mamarnych tumorov sa
vyskytuje primarne v kaudalnych mlienych Zzlazadch. V 50-60% sa u pacientov
vyskytuje viac ako jeden tumor. PriCina vzniku tumorov mliecnej Zl'azy nie je znama.
Viacsina tumorov mliecnej zlazy je vSak zavisld od horménov, ¢oho dokazom je
prevencia formou vykonania ovariohysterektomie pred dosiahnutim veku 1 roku.
Estrogénové a progesteronové receptory boli najdené v 80% pripadov tumorov suk,
hoci v nizsej koncentracii ako u nadorov prsnikov zien (Donnay, 1995). Progesterénové
receptory boli ndjdené aj v niektorych tumoroch mliecnej zl'azy maciek. Progesterén
vplyva na rozvinutie malignych tumorov mliecnej zl'azy maciek a benignych tumorov
mlie¢nej zlazy stk. Niektoré progestagény zahriiujic medroxyprogesteron acetate,
megestrol acetate a chlormadinone acetate mozu zvySovat’ riziko benignych, ale nie
malignych mamarnych tumorov u suk.
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Tab.1: Distribtcia primarnych tumorov psov podl’a miesta postihnutia
(Priester a Mantel, 1971)

miesto postihnutia prevalencia (%) malignita (%)

koza 28,1 20

mlie¢na zl'aza 12,2 46

GIT 9,6 33

cievnz a lszatickz' szstém 7,4 95

Tab.2: Distribticia malignych tumorov psov podl’a miesta postihnutia

(Dorn, 1968)
miesto postihnutia incidencia vyskytu malignych tumorov
(na vzorke 100 000 Bsov)
mlieéna Zl'aza 105,0

koza (okrem melanému) 90,4
spojovacie tkanivo 35,8

kozny maligny melandm 25,0

cievny a lymfaticky systém 21,7
MATERIAL A METODIKA

1. Odber a spracovanie krvi na hematologické, biochemickeé vysetrenie a RIA analyzu
pohlavnych hormoénov Py a E:

Odber krvi robime za tcelom vySetrenia biochemickych parametrov, diferencidlneho
krvného obrazu a vySetrenia pohlavnych horménov progesteréonu a 17-beta estradiolu.

2. Ultrasonografia nadoru mliecnej zlazy (USG):

USG néadoru mlie¢nej zl'azy sme vykonali u suky v dorzoventralnej polohe, po vyholeni
srsti v oblasti brucha. Na postihnuta mlie¢nu jednotku sme naniesli kontaktny gel
Gelson® (VUP, a.s., SR). Tkanivo mlie¢nej zl'azy je echogénne a homogénne. Tumor
mliecnej zl'azy ma roznu echotextiru, javi sa anechogénne. Pouzivali sme elektronicku,
sektorovt, konvexnt sondu o frekvencii 3,5 MHz (FF Sonic 4000 Fukuda) a linearnu
sondu o frekvencii 5 MHz (Aloka SSD 500, Japonsko).

3. Rontgenogram hrudnikovej dutiny:
Rontgenogram bol vykonany v latero-lateralnej polohe. Pouzivali sme rontgen Moveta
Typ II; kazetu Blue 200, Curix EU cassette; film Agfa 30x40 cm.

4. Chirurgicka extirpdcia tumoru mliecnej zlazy:

Po zdiagnostikovani tumoru mlie¢nej ZzZlazy je najvhodnejSie tumor Co najskor
chirurgicky odstranit. Po uvedeni suky do anestézy sa vykona mastektomia
postihnutého mlie¢neho tkaniva s ¢astou zdravého tkaniva mlie¢nej Zl'azy.
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5. Priprava histologickej vzorky tkaniva:

Po excizii vzorky tkaniva nasleduje vypieranie v teclicej vode, odvodnenie v rade
alkoholov, prejasnenie xylénom, impregnovanie parafinom a zalievanie vzorky do
parafinovych blockov. Po stuhnuti parafinu vzorku rezeme na mikrotéme a farbime.
Takto pripravenu vzorku vysetrujeme pod mikroskopom.

VYSLEDKY A DISKUSIA
1. Hematologické vySetrenie krvi (Tab.3):

Vysetrované boli 4 vzorky. U vzorky 4. bola zaznamenana mierna erytrocytopénia, vo
vzorke 3. leukopénia; vo vzorke 2. znizené percento segmentovanych neutrofilov, vo
vzorke 1. zvySené % tyC€inkovych neutrofilov; vo vzorke 3. zvySené % eozinofilov;
lymfocytéza vo vzorke 2. Podobné vysledky uvadza Shekar et al. (2001) vo svojej
studii, kde zaznamenal mierny stupeil anémie, ale pri porovnani s naSimi vysledkami
zaznamenal mierny stupenl leukocytdzy.Tieto nami namerané odchylky st vSak len
minimdlne a nevykazujii zdravotné problémy.

Tab.3

parametre norma vzorka ¢.1 | vzorka .2 | vzorka¢.3 | vzorka ¢.4
EC (T.1") 5,5-8,5 5,7 6,94 8,44 5,12
LC (G.I'") 6,0-12 8,9 10,1 5,2 11,3
NS (%) 55-75 65 43 70 62
NJ (%) 0 0 2 2
NT (%) 0-4 8 4 4 4
EO (%) 0-5 5 5 7 1
Ba (%) 0-1 0 0 0 0
Ly (%) 12,0-32,0 22 48 17 31
Mo (%) 0-5 0 0 0 0
HK (%) 44 40 36
2. Biochemické vySetrenie krvi (Tab.4):

Parametre norma vzorka ¢.1 vzorka ¢.2 vzorka ¢.3
ALT (pkat.1™) do 0,333 0,473 2,83 3,80
ALP (ukat.l™) 0,084-0,410 2,3 8,11 8,67
CREAT 88-177 80,9 85,6 61,7
(umol.I')

TP (g.1™) 57,0-75,0 49,82 56,3 48,9
Urea (mmol.I"") 3,33-6,33 5,19 5,37 6,21
GLU 4,0-6,0 5,92 6,22 6,58
(mmol.I"")

CHOL 3,25-6,5 6,82 6,01 2,74
(mmol.I"")

Ca (mmol.I"") 2,25-2.99 2,3 1,96 2,36

Vo vsetkych troch vzorkach sme zaznamenali zvysené hodnoty ALT a ALP, ktoré su
nielen pecenové enzymy, ale vyskytuju sa aj v kostiach, svaloch. ZvySené hodnoty sa
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zistili pri vzorkach 2. a3. vhladine glukozy. V hodnotach cholesterolu sme
zaznamenali vo vzorke 1. zvySen hodnotu a pri vzorke 3. znizent hodnotu.

Vysetrenia tychto troch vzoriek zaznamenali znizené hodnoty kreatininu a celkového
proteinu. Hodnoty urei st v norme a hodnoty vépnika su tiez v norme okrem vzorky 2.,
kde je znizena hladina.

3. Hodnoty progesterénu a 17-beta estradiolu (Tab.5):

¢islo vzorky/odber progesterén (ng.l”) 17-beta estradiol (pg.1™)
1. v den operacie 14,4 65,5
1 mesiac po operacii <0,03 86,1
2. v den operacie 0,2 101,0
3. v deil operacie <0,03 26,6
4. v denl operécie < 0,03 <30
5. v deil operacie <0,03 83,4
6. v den operacie 1,8 <3,0
7. v deni operacie 10,2 28,5
8. v deni operacie < 0,03 <3,0
9. v den opericie 0,42 <3,0
10. v den operacie 0,27 <3,0
11. v den operacie 0,06 37,0

Kedze studia podl'a Weya (2000) poukazuje na vplyv hormoénov 17-beta estradiolu
a progesteronu na rast nddorov mlie¢nej zl'azy, sledovali sme hodnoty progesteréonu a 17
— beta estradiolu v sére. Wey (2000) uvadza, ze nie je rozdiel v hladinach tychto
hormoénov u stk s maméarnymi tumormi a u stk zdravych. My sme krv odoberali v Case
anestrie, minimalne mesiac po skonceni ruje, avSak namerané hodnoty nezodpovedali
prebichajuicemu pohlavnému cyklu. Napriklad mesiac po skonfeni ruje sme
zaznamenali vysoké hladiny 17-beta estradiolu, ktoré by mali byt vtomto Stadiu
minimdlne. Takato vysokd hladina estradiolu sa vyskytuje pred proestrom, nie vSak
mesiac po estre. Vysokd koncentracia progesteréonu sa vyskytuje ujednej vzorky,
priblizne dva mesiace po estre, co vSak modze byt ndsledkom pseudogravidity
(Concannon, 1975). Len u prvej vzorky sme mohli urobit’ vySetrenie horménov pred aj
po mastektémii. Doslo k vyraznému zostupu hladiny progesterénu a miernemu zvysSeniu
koncentracie estradiolu. AvSak aby sme mohli vyslovit nejaky vztah horménov
k tumorom, museli by sme dat vySetritt vic¢si pocet vzoriek v SirSom Casovom
diapazone.

4. Vysledky histolégie:

4.1. Typy nadorov mliecnej zZl'azy sik:

Zistili sme 10 typov nadorov najcastejSie sa vyskytujucich u stik. Su to nasledujuce:
zmieSany nador mlie¢nej zl'azy, adenokarcindm, medularny karcindm, papilomatézny
karcindbm, osteochondrosarkom, vretenobunkovy karcindm, fibroadenokarcinom,

medulérny adenokarcindém, papilarny adenokarcindm, mucin6zny karcindém.

4.2. Frekvencia vyskytu nadorov podl’a typu:

- benigny - maligné
tumor tumory
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tumor mixtus mammae -

3
osteochondrosarkém - 1

i adenokarcinom— 1
medularny

adenokarcindbm - 2

vretenobunkovy
karciném -1

fibroadenokarcindm - 1

mucindzny karcinébm— 1/

medularny karciném -1 papilomatézny karcinom -
1

papilarny
adenokarciném- 3

Graf 1.: VysSetrenia naSich histologickych vzoriek poukazali na to, ze vécSina,
konkrétne 80% vzoriek je malignych, zvySok benignych. Avsak podl'a Bostocka (1986)
sa maligne tumory vyskytuju vo frekvencii 49% a benigne tumory v incidencii 51%.

Z 15 vysetrovanych vzoriek, v troch vzorkach bol diagnostikovany benigny tumor
mliec¢nej Zl'azy (tumor mixtus mammae), ¢o predstavuje frekvenciu 20%. V ostatnych
vzorkdch sa zistili maligne tumory mlie¢nej zlazy, sarkom a karcindbmy rdézneho
bunkového zloZenia v 80% frekvencii. Karcinomy tvoria 91% z malignych tumorov,
podobne 90% karcindmov z malignych tumorov uvadza aj literatura.
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BIOLQGICKE UCINKY RASTLINNYCH EXTRAKTOV
Juhas S.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Rastliny a ich extrakty s0 vyuZzivané ¢lovekom od nepaméti. Pokrok suvisiaci
s vyvojom syntetickych lieCiv je Uzko spojeny aj s modernizaciou technickych
postupov na izolaciu ucinnych latok pritomnych v rastlinidch. V sucasnosti st z rastlin
pripravované preparaty, ktorych terapeuticky t€inok moze byt porovnatelny s umelo
syntetizovanymi pripravkami, priCom v niektorych pripadoch maju rastlinné lieciva
menej neziaducich U¢inkov ako ich syntetické ekvivalenty. Tento fakt a nedovera
Sirokej verejnosti v bezpecnost’ syntetickych preparatov vedie k rozsiahlemu vyskumu
v oblasti prijatenych alternativ, napriklad rastlinnych extraktov a ich zloziek. Najviac
prakticky pouzitelnych udajov priniesli prace skimajuce antibakteridlne a antioxida¢né
ucinky rastlinnych extraktov v in vitro podmienkach.

UvOD

In vitro a in vivo $tudie dokazali rozmanité G€inky rastlin, ich extraktov, pripadne ich
extrahovanych zloziek. Z pozitivnych ucinkov rastlin a ich extraktov mozeme
spomenut’ najméd ich antioxidacné, antimutagénne, antibakteridlne, antivirusové,
antimykotické vlastnosti (Laukova a kol., 2006; Burt, 2004; McKay a Blumberg, 2006;
Cavanagh a Wilkinson, 2002). Mnoh¢ rastlinné extrakty a essencialne oleje moZzu tiez
vyrazne ovplyvnit’ imunitné reakcie a neuroendokrinny systém (Yamada a kol., 2005;
Abe a kol., 2003; Salem, 2005). Okrem pozitivnych u¢inkov boli zistené aj negativne
ucinky rastlin a ich zloziek na zivé organizmy. Tak napriklad boli pozorované
anafylaktické reakcie u pestovatel'ov byliniek, u ktorych bol zvysSeny vyskyt akutnych
dychacich obstrukcii spdsobeny inhalaciou bylinného prachu (Benito a kol., 1996;
Golec a kol., 2005).

ANTIMIKROBIALNE UCINKY RASTLINNYCH EXTRAKTOV

Za antibakteridlne ucinky rastlin su predovSetkym zodpovedné fenoly a polyfenoly,
terpenoidy, essencialne oleje, alkaloidy, lektiny, polypeptidy a iné latky pritomné
v rastlinach (Cowan, 1999). Napriklad pamajordn (Origanum onites L. ) s jeho
antioxida¢nymi, antimikrobialnymi a antiparazitdrnymi vlastnostami bol u¢inny na
viaceré patogény (Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Eimeria tenella) (Alma a kol., 2003; Nostro a kol., 2004;
Giannenas a kol., 2003). Antimikrobidlne uc¢inky karvakrolu a p-cyménu, ktoré st
zlozkami jeho esencidlneho oleja, sa vyuzivaju na stabilizaciu a dezinfekciu potravin
napriklad ovocnych Stiav (Kisk6 a Roller, 2005). Medzi antibakteridlne latky
esencialnych olejov patria prirodné fenoly a monoterpény napr. tymol, karvakrol,
eugenol, cinamaldehyd atd’., u ktorych bol preukdzany synergicky pripadne
antagonisticky antibakteridlny uc¢inok (Burt, 2004; Ferme a kol., 2004). Pamajoranovy
esencidlny olej bol tiez UCinny nielen voc¢i rozlicnym patogénom v odlisnych
koncentraciach, ale mal aj silny baktericidny U¢inok vo¢i komenzalnej mikroflore
(Horosova a kol., 2006). Naproti tomu pouzitie esencidlnych olejov v koncentraciach
uplne potlacajucich bakteridlny rast pdsobilo destruktivne na kultaru buniek podobnych
¢revnym Vv in vitro podmienkach. Naopak pouzitie nizSich koncentracii esencidlnych
olejov a ich zloziek viedlo naopak k signifikantnej redukcii cytotoxického tcinku E.coli
na kultiru Caco-2 buniek (Fabian a kol., 2006). Podobne pri poddvani harmanéekového
esencialneho oleja v pitnej vode kralikom bolo zistené znizenie poctu izolovanych
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bakteridlnych povodcov c¢revnych ochoreni a takisto zniZzenie koncentracie
vylu¢ovanych oocyst rodu Eimeria (Simonova a kol., 2006). DdlezZitou vlastnostou
tymolu a karvakrolu (prip. esencidlnych olejov sich obsahom) je ich ucinok aj na
mikroorganizmy rezistentné¢ na antibiotikd, ¢o dava priestor na ich vyuZitie v terapii
infekénych ochoreni (Nostro a kol., 2004).

VPLYV RASTLINNYCH EXTRAKTOV NA IMUNITNY A
NEUROENDOKRINNY SYSTEM

Viaceré¢ ak nie vSetky rastlinné extrakty su zlozitou zmesou latok, niektorych este
neidentifikovanych, ktoré mo6Zzu ovplyvnit neuroendokrinny systém zivych
organizmov, pripadne pdsobia protizapalovo alebo imunomodulacne. Napriklad suseny
pamajoran obohateny o esencidlny olej zpamajordnu ako komerény pripravok
,,Oregpig® bol experimentalne pouzity u rastovo retardovanych prasatach, pricom sa
zistili zvySené prirastky a lepsia konverzia krmiva (P<0,05) v skupine s pamajoranom
a nizSia mortalita (P<0,001). Vich periférnej krvi sa zistil neSpecificky
imunomodula¢ny efekt pripravku ,,Oregpig® (Walter a Bilkei, 2004). ,,Oregpig* takisto
zlepsil reprodukéné ukazovatele u prasiat. Znizil pocet mftvo narodenych prasiatok a
zvysil pocet zivo narodenych prasiatok a pocetnost’ vrhov (Allan a Bilkei, 2005). Medzi
zaujimavé substancie patria napr. tymol a karvakrol, ktoré st pritomné vo viacerych
esencidlnych olejoch a boli ucinné prilieCbe akutneho zapalu stredného ucha
sposobeného patogénom Haemophilus influenzae (Kristinsson a kol., 2005).
Imunomodulaéné ucinky viacerych rastlinnych extraktov sa potvrdili v in vitro
podmienkach na l'udskych bunkovych kultarach imunitnych pripadne endotelidlnych
buniek zvidcSa lymfocytoch a makrofagoch. Napriklad extrakty zo stredomorskych
rastlin Scandix australis a Artemisia alba inhibovali, zatial Co extrakty zrastlin
Amaranthus sp., Eryngium campestre, Thymus pulegioides a Reichardia picroides
stimulovali prozépalovy transkripény faktor (NF-kB) aktivovany IL-1 v kultare
huméannych endotelidlnych buniek (Stalinska a kol.,, 2005). Podobne kyslé
polysacharidy izolované z tymidnu ovplyviiovali komplement, ¢im mézu modulovat
imunitné reakcie (Chun a kol.,, 2001). Levandula a jej extrakty st v I'udovom
liecitel'stve zndme svojimi ukludiiujucimi a protiktCovymi UC€inkami. Tieto jej
antistresové U¢inky a vplyv na hormondlny systém bol pozorovany v experimente
s levandulovym olejom a jeho hlavnou zlozkou linalolom. Inhaléciou linalolu ako aj
levandul'ového oleja pred podanim éteru, ktory navodil stres a tym zvySenie hladin
ACTH, FSH a znizenie koncentracii adrenalinu,noradrenalinu a dopaminu, doslo k
signifikantnému upraveniu koncentracii tychto horménov u potkanov (Yamada a kol.,
2005). Podobne levandulovd aromaterapia spojend s masdzou zvySila pocet
cytotoxickych T lymfocytov (CD8") (Kuriyama a kol., 2005). Predpoklad, Ze nicktoré
rastlinné latky by mohli mat’ terapeuticky uUc€inok v liecbe niektorych zavaznych
huméannych ochoreni, potvrdzuje aj experiment stymochinonom. Preventivne
podévanie tymochinonu (10mg/kg), uc¢innej zlozky lieCivej Ciernej rasce (Nigella
sativa), potkanom malo vyrazny ochranny uc¢inok pri experimentalne indukovanej
kolitide. Tento protektivny efekt tymochindénu bol G¢€innejsi ako v skupine potkanov
lieCenych sulfasalazinom (500mg/kg), bezne pouzivaného lie¢iva u pacientov
s Crohnovou chorobou (Mahgoub, 2003). Odvar z klin¢eka a d’al$ich rastlin mal zasa
antivirusovy  u¢inok u  imunosupresovanych mysi a potla¢al infekciu
cytomegalovirusom, ¢o by mohlo byt vyuzité v liecbe imunodeficientnych pacientov
(Yukawa a kol., 1996). Vplyv esencialnych olejov a ich zloziek na imunitné reakcie je
pravdepodobne zavisla od ich davky. Prikladom je pouzitie eugenolu - majoritnej
zlozky Skoricovej a klincekovej silice - v in vitro podmienkach, pricom koncentracia
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eugenolu presahujica 1mM pdsobila cytotoxicky a naopak pri pouziti nizSich davok
eugenolu sa pozorovala stimuldcia (zvySenie aktivity NK buniek) imunitného systému
(Vishteh a kol., 1986). Tento predpoklad podporuje aj d’alsi experiment v in vitro
podmienkach, ktory skimal peroxidom indukovanu fragmenticiu DNA v humannych
lymfocytoch pri pouziti rozliénych koncentracii zloziek tymianu (tymol, karvakrol, y-
terpinén). Pouzitie nizSich koncentracii tymolu a karvakrolu malo protektivny tcinok,
naopak ich vyssie koncentracie ako 0,1 mM indukovali zvySenti fragmenticiu DNA
(Aydin a kol., 2005).

ZAVER

Kombinacie rastlinnych extraktov alebo ich zloziek maju pravdepodobne synergické
alebo naopak antagonistické ucinky. Ich zlozenie a uc€inky sa takisto vyrazne odliSuji
s ohl'adom na spdsob ich ziskavania (tlak, teplota, rozpustadlo). NavySe mechanizmy
pOsobenia rastlin na zivé organizmy patria medzi kI'icové otazky, ktoré si v sucasnosti
Coraz CastejSie experimentalne skimané. Spolocnym prvkom lieCivych rastlin je najmi
ich antioxida¢ny ucinok, ktory je zodpovedny za ochranu tkaniv a orgdnov Zzivych
organizmov pred toxickym poSkodenim volnymi radikalmi. Antioxida¢ny uc¢inok sa
pripisuje viacerym zlozkdm rastlin, ale hlavne polyfenolom pritomnym v
tychto rastlinach, ktoré majui aj protizapalovy, protinadorovy a antimutagénny uc¢inok.
Ako priklad méze sluzit’ rozmarin a Salvia, rastliny bohaté na polyfenoly. Viaceré
rastliny a ich extrakty maju vyrazne pozitivne ucinky pozorované v in vivo a in vitro
podmienkach, pripadne v klinickych Stadiach na l'udoch a je potrebny ich d’alsi
podrobny vyskum.

Tato praca bola podporovand Agenturou na podporu vedy a techniky na zaklade
Zmluvy ¢ APVT-51-015404
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ZAKLADNE ETAPY DEZINSEKCIE V POTRAVINARSKYCH
PREVADZAKACH

Kudrikova D., Lakti¢ova K., Ondrasovicova S., Vargova M., Hromada R., Ondrasovi¢
M.

Katedra Zivotného prostredia, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Zabezpecenie objektov potravinarskych prevadzok proti vyskytu Skodlivého hmyzu
usmerniuje zakon €.596/2002 Z.z.. Vykon preventivnych a represivnych opatreni
vychadza z monitoringu okolia chranenych objektov, ako aj samotného objektu. Pri
represivnych opatreniach sa mézu vyuzivat pripravky a postupy len v nevyhnutnej a
potrebnej miere pre dosiahnutie ucelu vykonavanej ¢innosti. Délezitou sicast'ou prac je
kontrola ui¢innosti prijatych opatreni.

UvoD

Dezinsekcia je subor opatreni zameranych na ni¢enie hmyzu a ostatnych ¢lankonozcov
prenasajucich povodcov ndkazlivych chorob, obtazujicich cloveka, zvierata
a sposobujucich hospodérske Skody poskodzovanim a znehodnocovanim uskladnenych
a vyrabanych vyrobkov a produktov. Predpokladom ucinnej dezinsekcie je znalost’
biologie ni¢eného Skodcu, ako aj ucinnost arizikd, ktoré vyplyvaji zpouZitia
dezinsekénych latok pri uplatneni poznatkov vramci preventivnych, ako aj
devitalizaénych opatreni. Specifické poziadavky st pri ni¢eni $kodlivého hmyzu
v potravinarskych prevadzkach problematikou, ktorou sa predkladana praca zaobera.

VSEOBECNE ZASADY VYPLYVAJUCE Z PLATNEJ LEGISLATIVY
Zabezpecenie objektov potravinarskych prevadzok proti vyskytu Skodlivého hmyzu
vychadza zo zakona &. 596/2002 Z.z., ktorym sa doplia zdkon NR SR ¢&. 272/1994 Z.z.
o ochrane zdravia l'udi v zneni neskorSich predpisov a preventivnych opatreni. V zmysle
§ 8 aodsek 3 tohto zikona, dezinsekciu mozu vykonavat len osoby, ktoré spinaji
podmienky ustanovené tymto zdkonom v § 13s, odsek 10. Uvedeny paragraf, odsek 1,
pismena aukladd povinnost pouzivat' len pripravky, ktorych pouZivanie schvalil
prislusny orgédn na ochranu zdravia, ¢o je definované v § 27, ods. 2, pismena d
a dodrziavat’ navody vyrobcu a pripravky a postupy pouzivat' len v nevyhnutej
a potrebnej miere na dosiahnutie ucelne vykondvanej Cinnosti. Sucasne sa uklada
kontrolovat’ €innost’ prijatych opatreni.

Druhé cCast’ tohto zakona sa zaoberd opatreniami na predchadzanie ochoreniam, kde v §
4, pismeno e ukladd zdkaz alebo obmedzenie prevadzok v miestnostiach, budovach
a zariadeniach na ¢as potrebny na vykonanie sanitacie.

V zmysle ,,Spravnej vyrobnej praxe* za zabezpecenie ochrany pred Skodcami aza
vykon dezinsekcie je zodpovedny veduci zariadenia potravinarskeho zavodu.
Dezinsek¢né prace v potravinarskom objekte spoc¢ivaji v nasledovnych etapach :

1. Monitoring vyskytu Skodlivého hmyzu v okoli chranenych objektov a uplatnenie
zékladnych preventivnych opatreni proti prenikaniu z okolia do chranenych
objektov.

2. Monitoring vyskytu Skodlivého hmyzu v objektoch a uplatnenie zakladnych
preventivnych opatreni voci ich pritomnosti aprezivanie v danych
podmienkach.

3. Uplatnenie cielenych preventivnych a represivnych zasahov v chranenych
objektoch.
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MONITORING VYSKYTU SKODLIVEHO HMYZU V OKOLI CHRANENYCH
OBJEKTOV A UPLATNENIE ZAKLADNYCH PREVENTIVNYCH OPATRENI
V ramci danej etapy st realizované nasledovné ukony :

a)

b)

Spracovanie pddorysnej mapy okolia objektov pre vyznacenie kritickych miest
s vyskytom Skodlivého hmyzu amiest s prijatymi opatreniami vratane
vylozenych néstrah (navnad) ich cCiselné oznacenie. V rdmci monitoringu pri
zisteni pritomnosti Skodcov urcit’ druh a stupent zamorenia so stanovenim pricin
tohto stavu, zdrojmi krmiva, vody a miest na hniezdenie. V rdmci uvedeného
vyuzit’ lepiace pasy ulozené v krabi¢kach pre monitoring Skodlivého hmyzu.
Zakladné preventivne opatrenia v okoli chranenych objektov zamerat’ na
- hygienu prostredia, t.j. poriadok a minimalizaciu priestorov sltiziacich na
hniezdenie hmyzu. V pripade uskladnenia materidlu vo vonkajSom
prostredi, vytvorit’ priestor na kontrolu, resp. moznost' vykladania a
uplatnenie dezinsekénych opatreni. Odpad zobjektov musi byt
uskladneny v uzavretych nadobach nepristupnych pre hmyz
s pravidelnym odstranovanim.
- objekty musia byt wuzavreté, nepristupné pre hmyz, nevyhnutne
existujiice otvory opatrené sietkami zabraiiujucimi prenikaniu hmyzu
- dvere, prah dveri pevny, prilichajice v zarubni bez Strbin , ktoré by
umoznovali priechod Skodcom do vnutra objektu rieSené s funkénym
samozatvaracim mechanizmom
- kontrola obvodovych stien ako celku so zameranim  na ich
nepriestupnost’ pre Skodlivy hmyz
Podla zistenych skutocnosti rozlozenie lepidlovych krabiciek hlavne na $vaby
na vhodnych miestach, napr. nevyhnutnych otvoroch a pod.. Ciselné oznagenia
tychto krabiciek, ako aj oznacCenie na obvodovej stene, resp. inom vhodnom
viditelnom mieste, ako aj v pddorysnej mape a protokole. Podl'a aktudlnej
situdcie menit’ nastrahovy materidl za navnadovy s atraktantom pre Skodlivy
hmyz za ucelom monitorovania ich pritomnosti.
Po uvodnej obhliadke a spisani zaznamu a oznaceni kritickych miest, vykonat’

d’alS$iu kontrolu 2 x za sebou s odstupom dvoch tyzdnov. Na zéklade zistenych
vysledkov monitoringu d’alSie kontroly vykonavat’ 1 x mesacne, resp. podl'a aktualnej
situgcie 1x Stvrtrocne.

MONITORING VYSKYTU SKODLIVEHO HMYZU VO VNUTORNYCH
CASTIACH OBJEKTU A UPLATNENIE ZAKLADNYCH PREVENTIVNYCH
OPATRENI

a)

b)

Spracovanie podorysnej mapy vnutornych priestorov pre vyznacenie kritickych
miest s pripadnym vyskytom Skodlivého hmyzu suréenim druhu, stupna
zamorenia a pri¢inami daného stavu.
Zékladné preventivne opatrenia v objektoch so zameranim na :
- hygienu prostredia, vramci ktorej je ddlezité minimalizovat tzv.“ miftve
priestory*, otvory a Skary, ktoré¢ slizia na hniezdenie hmyzu
- kontrolu uskladnené¢ho materidlu s poziadavkou jeho uloZenia na paletich
s manipula¢nymi uli¢kami so vzdialenostou od stien minimalne 40 cm
- miesta pritoku vody a kanalizacie, ich rieSenie a prevadzka organizovana tak,
aby nebolo nadmerné zvlhCovanie priestoru. Podlahy a steny nesmua byt
zvlhéené.
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- kontrolu uzavretosti a celistvosti objektu voci vonkajSiemu prostrediu, t.j.
podlahy a stien so zameranim na nevyhnutne existujice otvory, t.j. potrubia,
okna, dvere a pod. a ich celistvost’

- manipulacia s odpadom, ktory musi byt uskladneny v uzavretych nadobach
nepristupnych pre hmyz a pravidelne odstranovany

- spoOsob preberania surovin a obalov s nevyhnutnou kontrolou na mozné
zavlecenie Skodcov do priestorov objektu

UPLATNENIE CIELENYCH PREVENT{VNYCH A REPRESIVNYCH ZASAHOV
V CHRANENYCH OBJEKTOCH

Na zaklade monitoringu o vyskyte skodlivého hmyzu v okoli chranenych objektov
a v objektoch a uplatneni zékladnych preventivnych opatreni sa vzhl'adom na zistené
druhy aich intenzitu vyskytu, ale aj potencidlne mozny vyskyt Skodcov v danych
prevadzkach uplatiiuji cielené preventivne a represivne zasahy. V rameci tychto opatreni
su volené metody v sulade so ,,spravnou vyrobnou praxou‘, ktoré st pre potravinarske
prevadzky neSkodné a nevznika riziko znehodnotenia potravinarskych produktov.

Povrch lepidlovych stani¢iek oznacit’ Cislom, vystraznym oznacenim, pouzitym
materialom a jeho mnozstvom. Miesta vylozenia stani¢iek vyznacit’ ur¢enym cislom do
pddorysnej mapy a na priliehajtcej stene, resp. inom vhodnom pril'ahlom priestore.

V objekte umiestnit’ elektrické insektory tak, aby neboli nad potravinami, pripadne
odpad nepadal na l'udi. Podl'a navodu menit’ Ziarivky tak, aby ich funkcnost” bola
zabezpecend. Vyuzitie feromonovych pasci a ich ulozenie a vymenu zabezpecit’ tak, aby
bola G¢inna. Lepidlové dosticky vydrzia v priemere 1 mesiac. Je nutné zabranit’ ich
inaktivacii a podl'a navodu spracovat’ harmonogram vymeny.

Jedenkrat Stvrtrocne, resp. v pripade nezvladnutia situdcie preventivnymi opatreniami,
sa robi represivna dezinsekcia. Realizuje sa postrekom, resp. pasovym oSetrenim. Musi
sa robit’ v ¢ase mimo prevadzky. Pravidelné oSetrenie sa musi zabezpecit’ vo vnatornych
castiach elektrickych rozvadzacov za pritomnosti elektrikara, vo vytahovych Sachtach,
resp. inych podobnych priestoroch a to 1x za polrok. O tychto pracach sa vedu Specialne
zaznamy. Pri vybere pripravkov v objektoch sa zameriavame na pripravky
s omracujucim uc¢inkom (knok-down), ako napr. pripravky na bdze pyretra. Kratky
rezidualny ucinok maju aj insekticidy patriace do skupiny organofosfatov s vynimkou
tych, kde sa technologicky enkapsuluje uc¢innéd latka a tieto su oznacené za ndzvom
pripravku skratkou ,,CS*.

ZAVER

Pri niceni Skodlivého hmyzu sa moézu  aplikovat len také postupy, metody
a prostriedky, pri ktorych nevznika riziko znehodnotenia vyrabanych (uskladnenych)
produktov, ktoré¢ by mohli byt pri¢inou poruch zdravotného stavu konzumenta. Prijaté
opatrenia vychadzaji zo zakona &. 596/2002 Z.z., ktorym sa dopliiia zdkon NR SR ¢.
272/1994 Z.z. o ochrane zdravia I'udi. Vykon prace sa zameriava na monitoring vyskytu
Skodlivého hmyzu, druh a stupeil zamorenia, podmienky existencie jednak v okoli
objektov, ako aj vo vnutornych priestoroch. Na zéklade uvedenych skutoCnosti su
prijimané preventivne a represivne opatrenia.
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MIKROBIOLOGICKA KONTROLA UCINNOSTI DEZINFEKCIE PRI
POUZITI TOPAXU 91 V PRIESTOROCH HYDINARNE

Lakti¢ova K., Kudrikova D., Ondragovic¢ova O., Sasakova N., Culenova K., Ondragovi¢
M.

Katedra Zivotného prostredia, UVL, Kosice

ABSTRACT

Dezinfekény pripravok Topax 91 bol testovany pri laboratornych podmienkach ako aj
v prevadzkach hydinarni.V laboratornych podmienkach devitalizoval B.cereus uz pri
0,1 % koncentracii a 20-minttovej expozicii. Ked’ sme pouZili ti isti koncentraciu
dezinfek¢ného roztoku na testované mikrobiadlne kmene E.coli a S.aureus devitalizacny
ucinok sa prejavil uz pri expozicii 5 minat. Dobry dezinfekény ucinok bol
zaznamenany aj pri dezinfekcii v priestoroch hydinarskeho zavodu, kde vSak vyrazny
nalez E.coli bol zaznamenany na povrchoch pouzivanych pomocnych zariadeni.
Dezinfekcia pouzitym dezinfekénym prostriedkom sa pozitivne prejavila aj na pocte
mikroorganizmov ovzdusSia prevadzkarne, ked nélez E. coli po o€iste bol negativny.

UvOoD

Hodnotenie trovne hygieny a sanitidcie v potravinarskych prevadzkach musi
nadvizovat’ na jednotlivé odvetvia a vyrobné postupy zohladniujuce ich Specifitu pre
objektivne hodnotenie zistenych vysledkov. Najobjektivnejsim ukazovatelom je
zistovanie mikrobidlnej kontaminacie, na zéklade ktorej moZzeme hodnotit’ uc€innost’
pouzitého dezinfekéného pripravku, resp. ucinnost’ prechaddzajucej mechanickej ocisty,
ktord vyrazne ovplyviluje u¢innost’ sanitacnych prac a prijimat’ opatrenia na zlepSenie
hygieny. Predkladand praca je zamerand na mikrobiologicki kontrolu priestorov
hydinarne.

MATERIAL A METODIKA

Testovany dezinfekény pripravok Topax 91 — tekuty, neutrdlny dezinfekény pripravok
s obsahom kvartérnych amonnych zlucenin uréeny na dezinfekciu v potravinarskom
priemysle v koncentracii 0,5-1 %. Vyrobcom je firma Henkel Ecolab, Nemecko.
Pouzité mikrobidlne kmene. Standardné zbierkové kmene : E.coli (CCH 5172); S.
aureus (CCM 2012); B.cereus (CCM 1999).

Mikrobiologicka kontrola uicinnosti

Mikrobiologické stery boli odoberané z plochy 10 cm® pomocou sterilného tampénu do
sterilného fyziologického roztoku. Nasledne v laboratériu boli o¢kované na
masopeptonovy agar (CPM-celkové pocty mikroorganizmov), Endov agar (E.coli)
a Sabouradov agar (plesne). Po 48 hod. inkubdcii v termostate pri 37 °C boli zistované
CPM a E.coli. Pocet plesni bol odpocitany po 5-dilovej inkubdcii pri teplote 22 °C.
Odber vzoriek vzduchu bol vykonany sedimentaénou metddou pri expozicii platni so
zivnou pddou v prostredi 3 mintty. Prepocet bol vykonany po pozadovanej inkubécii zo
vztahu, Ze za 5 minit sedimentuju na plochu 100 cm® mikroorganizmy z 10 1 vzduchu
(Para a kol., 2000).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Cistenie priestorov  atechnologickych zariadeni v potravinarskej vyrobe je
rozhodujucou sucast'ou hygieny a méa bezprostredny vplyv na vysledok dezinfekcie. Na
znecisteni v potravinarskych podmienkach sa podiel'aji rozhodujucou mierou aj zbytky
spracovavanej hygienicky nezdvadnej hmoty, ktora sa dostava na podlahu, steny, resp.
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zostava na pouzivanych technologickych zariadeniach. V tejto forme sa stdva odpadom,
ktory stazuje prevadzku (napr. klzk4a podlaha), resp. vytvara zivni pddu pre rast
neziaducej mikroflory v prostredi, ¢im moze negativne ovplyvnit’ kvalitu vyrdbanych
produktov.

Tato vrstva vytvarana v potravinarskych prevadzkach sa oznacuje ako biofilm a je
zlozena z bielkovin, tukov a inych ingrediencii, ktoré sa vo vyrobe pouZzivaju. Biofilm
pre mikroorganizmy v danom prostredi vytvara jednak nutri¢na vrstvu, ktord umoziuje
ich rozmnozovanie, ale aj ochrannt vrstvu, ktord obmedzuje devitalizacné Gc¢inky
pouzivanych dezinfekénych prostriedkov (Hoffmann, 2000; Gracey a Collins, 1992).

Pri kontrole U¢innosti sanitaénych opatreni sa vyuziva mikrobiologickd kontrola, resp.
bioluminiscen¢na ATP metdda. Mikrobiologicka metdda zistuje aktudlny pocet, resp.
druh mikroorganizmov v prostredi, pricom ATP metoda, ako alternativna, ndm urcuje
celkovu biologickt kontaminéciu prostredia (Kottferova a kol., 2005).

Na sanitdciu prostredia v sledovanom objekte bol pouzivany Topax 91 zahriaty na
teplotu 40 °C. Ako vyplyva z vysledkov testovania, neposobil baktericidne na testované
bakteridlne kmene pri 0,01 % koncentracii. AvSak pri koncentracii 0,1 % bol u¢inny na
B.cereus pri expozicii 20 minut. E. coli aS. aureus boli pri tejto koncentracii
devitalizované uz pri 5-minatovej expozicii (tab. 1).

Tab.1 Testovanie baktericidnej i€¢innosti Topax 91 na niektorych bakteridlnych
kmenioch

pripravok | expozicia koncentricia (%)
(min) 0 0,5 1,0 2,0

=
p—
=
o

5
B. cereus 20
60

5
E. coli 20
60

5
S. aureus 20
60

[+
1
1
1

Vtab. 2 st uvedené vysledky mikrobiologickych sterov z povrchov technickych
zariadeni z Casti balenia a stanovenia akosti. Pred dezinfekciou boli najvyssie CPM
a pohybovali sa od 15 do 125 zplochy 10 cm®. Po dezinfekcii bol najvyssi nélez
z povrchu sklzu na akost’ a to CPM 100 a plesni 560. Pred vyrobou sa ich nélez znizil
jednotlivona 15a 17.
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Tab.2 Stery z povrchov technologickych zariadeni z Casti balenia a stanovenia
akosti/10 cm? (priemer z 3 merani)

miesto pred sanitaciou po Cisteni a dezinfekcii pred vyrobou
steru CPM | E.coli | Ples. | CPM | E.coli | Ples. | CPM | E.coli | Ples.
sklz zo | 58 15 37 0 0 1 0 0 0
spreja

sklz na | 125 11 23 100 1 560 15 0 17
akost’

baliaca | 44 0 8 9 0 10 2 0 1
hlava

sklz 15 0 6 0 0 2 0 0 0
balicka

Vysledky ziskané pomocou mikrobiologickej kontroly ucinnosti st podkladom pre
vyhl'addvanie nedostatkov v saniticii a spitne vytvaraji moznost’ ich odstranovania
(Ivanova a kol., 1998, Hofmann, 1996). V sanitacnej praxi sa mikrobiologicka kontrola
vyzaduje po pouziti dekontaminaéného prostriedku, ale aj pred zaciatkom smeny.
Vyznam tychto kontrol je dokumentovany v tab. 3, kde sme zaznamenali pokles poctov
zarodkov z povrchov pomocnych zariadeni po vykonani olisty a dezinfekcie. Pred
vyrobou opat’ pocty tychto zarodkov vyrazne stupli.

Tab.3 Stery z povrchov pomocnych zariadeni /10 cm® (priemer z 3 merani)

miesto pred sanitaciou po Cisteni a dezinfekcii pred vyrobou

steru CPM | E.coli | Ples. CPM | E.coli | Ples. CPM | E.coli | Ples.

hadky 620 290 330 110 70 45 480 190 220

vozik 410 260 690 50 0 800 230 90 310

lodiia |3.8.10°] 560 [4,1.10°] 812 20 960 |[2,4.10° | 280 640

Utinnost  sanitaénych opatreni sa prejavila aj v podtoch mikroorganizmov
nachadzajucich sa v ovzdusi, ked’ najvyssie CPM a plesne sa nachadzali v naveSovni
a pitvacej &asti, kde dosahovali radove hodnotu 10°. Nalez E.coli bol najvyssi v pitvace;
Gasti a to 8,8.10°. Celkovy pokles po&tov zaznamenany po dezinfekeii postupne stipol,
aviak pred vyrobou ich poéty radove nepresahovali hodnoty 10 (tab.4).

Tab.4 Vzdusné mikroorganizmy na 1 m® (priemer z 3 merani)

miesto pred sanitaciou po Cisteni pred vyrobou
steru a dezinfekcii

CPM | E.coli | Ples. | CPM | E.coli | Ples. | CPM | E.coli | Ples.

naveSoviia | 71.10° | 19 [ 32.10° | 34 0 103 | 676 0 538

pitvacia 18.10° | 8880 [27.10°| 91 0 34 756 11 515
cast
porcoviia 479 0 460 91 0 148 114 0 80
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Dezinfekény pripravok Topax 91 urceny na dezinfekciu v potravinarskych prevadzkach
devitalizoval v laboratérnych podmienkach testované mikrobidlne kmene E.coli
a S.aureus uz pri 0,1 % koncentracii a expozicii 5 minut. Devitalizacia B.cereus pri
uvedenej koncentrécii bola zaznamenand po 20-minutovej expozicii. Dobré dezinfekéné
ucinky boli zaznamenané aj pri dezinfekcii v priestoroch hydinarskeho zavodu, kde
vSak vyrazny nélez E.coli bol zaznamenany na povrchoch pouZivanych pomocnych
zariadeni. Dezinfekcia pouzitym dezinfekénym prostriedkom sa pozitivne prejavila aj
na pocte mikroorganizmov ovzduSia prevadzkarne, ked ndlez E. coli po ociste bol
negativny.
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WELFARE MACIEK CHOVANYCH V BYTOCH
Marekova J., Kottferova J., Ondrasovi¢ova O., OndrasSovi¢ M., Sasakova N.
Ustav hygieny zvierat a Zivotného prostredia, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Zaujem o problematiku welfare domestikovanych zvierat sa v poslednom obdobi
vyrazne zvysuje. Pat’ slobdd predstavuje minimalny Standard pre welfare hospodarskych
zvierat. Na ich zéklade je navrhnutych pédt bodov —,poskytnuti®, ktoré mézu byt
pouzité pre stanovenie welfare maciek chovanych v bytoch. Poskytnutie vhodného
prostredia, v ktorom maju zvieratd moznost’ prejavit svoje prirodzené spravanie
a vyhnut sa strachu a distresu, si vyzaduje vhodné obohatenie ich zivotného prostredia.

J. Webster (1999) definoval pohodu (welfare) zvierat nasledovne: ,,Pohoda zvierata je
dana jeho schopnostou vyhnut sa utrpeniu a zachovat’ si zdatnost™. Tato formulacia
vystihuje podstatu welfare. ZlozitejSiu formuldciu pouzil G. Van Putten (1981):
,Zivotnd pohoda zvierat je stav naplnenia vsetkych materidlnych a nematerialnych
podmienok, ktoré st predpokladom zdravia organizmu, kedy je zviera v sulade so

svojim Zivotnym prostredim®.

Tieto materidlne a nemateridlne podmienky boli prvy krat konkrétnejSie priblizené
v sprave tzv. Brambellovej komisie, ktord ako prva uskutocnila inSpekciu zivotnej
pohody zvierat. Impulzom na vznik tejto komisie bola kniha Ruth Harrisonove;j
»Animals Machines* (1964). Komisia bola ustanovena britskym parlamentom v roku
1965. Brambellova komisia navrhla, aby vSetky zvierata mali moznost’ ,, vstat, lahnut
si, otocCit sa, ocistit’ si telo a natiahnut’ koncatiny®. Tieto minimalne poziadavky, ktoré
sa stali zname ako ,,5 slobod*, sa d’alej upravovali. Svoju stcasnii podobu ziskali
v roku 1993, ked’ boli sformulované Farm Animal Welfare Council (FAWC).

Welfare domécich maciek mézeme posudzovat’ podla upravenych Piatich Slobdd
(Rochlitz, 2005).
1. Poskytnutie potravy a vody: vyvazena kimna davka, ktora zodpoveda potrebam
zvierat’a, Cerstva voda
2. Poskytnutie vhodného prostredia: adekvatny priestor a ukryt, bez extrémnych
teplot, primerané osvetlenie, nizka uroven hluku, Cistota, chov v byte alebo
s pristupom do vonkajSieho prostredia
3. Poskytnutie zdravotnej starostlivosti: vakcinacia, pripadna sterilizacia, ochrana
pred vnatornymi aj vonkajSimi parazitmi
4. Poskytnutie ochrany pred situdciami, ktoré by mohli spdsobit’ strach a distres
Poskytnutie moznosti prejavit’ normalne spravanie

e

Nézory na chov maciek bez moznosti vybehu vo vonkajSom prostredi sa rdznia.
Zastancovia vol'ného pohybu maciek argumentujii najmd obmedzeniami, ktoré Zivot
v byte so sebou nevyhnutne prinasa. Ich oponenti poukazuju na zvysené riziké suvisiace
svolnym pohybom. Oba spdsoby chovu maju svoje vyhody aj nevyhody. V
nasledujucej tabulke st uvedené¢ najCastejSie choroby maciek amozné rizika
v zavislosti na sposobe chovu (Buffington, 2002):
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Madky chované v bytoch Macky s pristupom do vonkajSieho

prostredia
. . Infekéné ochorenia (napr.: virusove,
Feline urologic syndrome o
parazitarne)
Odontoclastic resorptive lessions Dopravné nehody
Hypertyreoidizmus Iné nehody (napr.: pady)
Obezita Boje s inymi mackami

NebezpeCenstva v domacnosti  (napr.:

nehody, otravy) Utoky psov a inych zvierat

Behavioralne problémy (napr.: neziaduca

eliminacia) Otravy
Nuda Kradez
Inaktivita Prehl'adavanie odpadkov

Vyskyt horeuvedenych ochoreni na prvych dvoch miestach je spdsobené
pravdepodobne tym, Ze vicSina tychto zvierat si Cistokrvné jedince, u ktorych je ich
frekvencia vyssia.

Co sa tyka kvantitativnych poZiadaviek madick na prostredie, Novak a Kubi¢ek (2002)
uvadzaji ako minimélnu plochu pre jednu macku chovanii vo vonkajSom pristresku
s vybehom spolu 15 m’, ztoho 4,5 m” na vnutorny priestor a 10,5m” na vonkajsi.
Zaroven uvadzaju miniméalnu teplotu vykurovaného priestoru +8°C pre dlhosrsté macky
a +13°C pre macky kratkosrsté. V bytovych podmienkach je v8ak pokles teplot pod tieto
hodnoty malo pravdepodobny.

Bernstein a Strack (1996) opisali vyuzitie priestoru a interakcie medzi 14-timi
nepribuznymi, kastrovanymi mackami, ktoré boli chované v prizemnom dome bez
pristupu do vonkajsieho prostredia. Denzita zvierat bola 1 macka na 10 m*. Kazda
zmaciek mala svoje obl'ibené miesto, ktoré mohla vyuzivat sama alebo s d’alSimi
mackami. V pripade, ze viac maciek malo rovnaké obl'ibené miesto, najcastejSie ho
vyuzivali v réznom case. Pocas celej doby sledovania bolo pozorovanych len malo
prejavov agresivity. Napriek tomu, ze urCité jedince boli dominantnejSie, presna
hierarchia nebola jasna. Z prace Barryho a Crowell-Davisa (1999), v ktorej sa zaoberali
vplyvom pohlavia na socialne spravanie u kastrovanych maciek chovanych v byte,
nepriamo vyplyva, Ze pri chove viacerych maciek je im potrebné poskytnit” dostatok
priestoru na to, aby mohli dodrzat’ vzajomnu vzdialenost’ 1 — 3 metre. Bytova macka by
mala mat’ pristup aspont do dvoch miestnosti (Mertens and Schér, 1988).

DolezitejSia ako kvantita (rozmery) je kvalita prostredia. Obohatenie Zivotného
prostredia je kIicovym prvkom vo vztahu k naplneniu Piatich slobdod, najmi piatej
sloboby — mat’ moznost’ prejavit’ prirodzené spravanie. Tieto odporicania su zalozené
najmd na pozorovaniach a radach sktisenych chovatel'ov a behavioristov, ale len malo
ich bolo zatial’ vedecky preskimanych a vyhodnotenych.

45




Macka ma vyborné dispozicie pre Splhanie. Je potrebné jej v byte vytvorit’ podmienky
pre vyuzitie vertikdlneho priestoru (Rochlitz, 2005). Vyvysené miesta pouzivaji macky
aj ako pozorovatelne. K dispozicii si rozne druhy komercne vyradbanych Skrabadiel.
Mnoho majitel'ov v§ak pontka svojim mackdm doma zhotovené Skrabadla alebo police.

Zaroven sledované macky sa 48 — 50% vyhybali o¢nym kontaktom ostatnych maciek
(Barry and Crowell-Davis, 1999). Preto je dolezit¢ poskytnut macke okrem
vyvyseného miesta na pozorovanie aj miesto na oddych, kryté z troch stran, v ktorom sa
citi byt neohrozena. V pripade, Ze sa v byte vyskytuje viac maciek je vhodné vizuéalne
priestor oddelit’ napriklad zavesom. Pozitivny vplyv poskytnutia ukrytu na zniZenie
urovne stresu potvrdili vo svojej préci aj Ottway a Hawkins (2003).

Vel'a maciek travi ¢as pozorovanim vonkajSieho prostredia cez okno (Shyan-Norwalt,
2005). Preto uvitaju, ak maju moznost’” vykonavat tuto Cinnost pohodlne (napr. zo
Skrabadla — macacieho stromu umiestneného pri okne alebo SirSej parapetnej dosky).
Pre podporu aktivity sa vhodné hracky, ktoré spifiaju charakteristiku malej koristi —
maji adekvatnu velkost’ a chlpaty povrch, su pohyblivé alebo meniace sa (Hall ef al.,
2002). Ich atraktivitu moze zvysit naplnenie hraciek Kocurnikom obycajnym (Nepeta
cataria) alebo Valerianou lekarskou (Valeriana oficinalis), ktoré pdsobia ako
stimulanty na vac¢$iu Cast macacej populédcie. Pri §tadiu vplyvu réznych pachov na
aktivitu macky ciernonohej (Felis nigripes) v zoologickej zahrade sa zistilo, Ze vona
kocurnika spdsobila zvysenie aktivity na podobnej urovni ako pach koristi (Wells and
Egli, 2003).

Pohodu maciek negativne ovplyviiuje nielen monotoénnost’ prostredia a nedostatok
podnetov ale aj nepredvidatelné zmeny (cudzia macka, cudzie osoby, naruSenie rutiny).
To ako sa jednotlivé macky dokazu s takymito situdciami vysporiadat’ zavisi od ich
predchéadzajucich skusenosti a temperamentu (Lowe and Bradshaw, 2001).

Poruchy eliminacného spravania a neziaduca urinécia su casto sa vyskytujice problémy
pri chove maciek v bytoch. Heidenbergerova (1997) uvadza, ze zo sledovanej vzorky
1177 maciek sa tieto problémy vyskytli u 15,3%. Zékladnym predpokladom pre
zabranenie ich vyskytu je umiestnenie macacej toalety na pokojné a chranené miesto,
ktoré vSak je zaroven vzdialené od miest na odpocinok aj kfmenie. V pripade chovu
viacerych maciek je nutné poskytniit’ minimalne jednu toaletu na dve macky. Idealny je
stav, ked’ pripada na kazdu macku jedna toaleta (Rochlitz, 2005).

Socialne spravanie maciek mézeme definovat’ vyrokom ,.living apart together*, teda zit’
pri sebe a od seba zaroven (deMonte, M. and LePape, G., 1997). Z pozorovani feralnych
maciek vyplyva, Ze velkost koldnie, resp. hustota koldonii je zavisld na dostupnosti
potravy. No v oblastiach s nizkou denzitou miestnej populacie maju macky tendenciu
obsadzovat’ Uzemia tak, aby vzajomne hrani¢ili (Beaver, B. V., 2003). Z tejto
skuto€nosti je zrejma potreba kontaktu s predstaviteI'mi vlastného druhu, pripadne inych
druhov a s 'ud’mi.

V stucasnosti chybaju Studie porovndvajice welfare maciek chovanych v bytoch
a maciek s moznost'ou vol'ného pohybu. Mali by sa v nich zohl'adnit’ viaceré aspekty:
spravanie, vplyv roznych spdsobov obohatenia prostredia, zdravotny stav, uroven
morbidity a mortality ako aj vzt'ahy vnutrodruhové a vzt'ahy ¢lovek - zviera.
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STRUKTURNE GENY VYBRANYCH BAKTERIOCINOV U ENTEROKOKOV
A STREPTOKOKOV TRAVIACEHO TRAKTU ZVIERAT

Nigutova K.

Ustav fyziolégie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Enterokoky a streptokoky ziskané z traviaceho traktu réznych druhov zvierat sa
testovali jednoduchym platiovym testom na produkciu bakteriocinom podobne;j
aktivity, ktory ukdzal, ze priblizne 40% testovanych kmenov je aktivnych voci
Standardnému indik4torovému organizmu. Pomocou PCR sa sledoval vyskyt
Struktirnych génov koédujucich syntézu vybranych bakteriocinov, konkrétne enterocinu
A, enterocinu B, enterocinu P, enterolyzinu A a cytolyzinu. Ziskané idaje sa porovnali
sudajmi o produkcii bakteriocinom podobnej aktivity. Vsetky testované kmene
obsahovali aspoil jeden Struktirny gén z vybranych bakteriocinov a u troch izolatov sa
nasli Strukturne gény vsSetkych piatich nami testovanych bakteriocinov. Vysledky tejto
prace rozSiruji poznatky o produkcii a vyskyte bakteriocinov medzi enterokokmi
a streptokokmi traviaceho traktu zvierat.

UvoD

Produkcia antimikrobidlnych zlt€enin sa zdd byt typickym javom pre vdcSinu, ak nie
pre vSetky baktérie. Antimikrobidlne zluceniny predstavuju toxiny, bakteriolytické
enzymy, antibiotikéd a bakteriociny. Termin ,,bakteriocin® zahffia velkl a r6znorodi
skupinu ribozomalne syntetizovanych antimikrobidlnych peptidov alebo proteinov,
z ktorych niektoré podliehaji posttranslaénym upravam (Nes a Eijsink, 1999). V
sucasnosti sa uz viacsina novych informacii o aktivitich bakteriocinov a bakteriocinom
podobnych substanciach tyka Gram-pozitivnych baktérii. Je zrejmé, ze zvySeny zaujem
o tieto substancie je odpoved’ou na ich mozné praktické vyuzitie pri ochrane trvanlivosti
potravin alebo tiez na prevenciu, pripadne aj na lieCbu bakteridlnych infekcii.
Enterociny, bakteriociny produkované enterokokmi, st obzvlast aktivne voci
patogénom ako st Listeria, Clostridium a Staphylococcus (Laukova a Czikkova, 1999;
Rilla a kol., 2003).

Bakteriociny laktat produkujucich baktérii sa zaraduji do 3 skupin: lantibiotika,
nemodifikované tepelne stabilné bakteriociny a proteinové bakteriociny. II. trieda sa
rozdel'uje na 3 podskupiny: Ila - pediocin-like bakteriociny, IIb - dvojpeptidové
bakteriociny, Ilc - d’alSie peptidové bakteriociny (Klaenhammer, 1993; Nes a kol.,
1996).

V nasej praci sme sa zamerali na stidium bakteriocinov, a to cytolyzinu patriaceho do 1.
triedy bakteriocinov laktat produkujucich baktérii, enterocinu A, enterocinu B,
enterocinu P patriacich do II. triedy bakteriocinov laktat produkujicich baktérii a
enterolyzinu A patriaceho do III. triedy bakteriocinov laktat produkujucich baktérii.

MATERIAL A METODIKA

Pouzité mikroorganizmy a ich kultivacia

Testovalo sa 30 bakteridlnych kmenov druhu Enterococcus a Streptococcus, z toho bolo
16 fekalnych a 14 bachorovych izolatov. Kmene sa izolovali z r6znych druhov zvierat,
5 kmetiov bolo z bizéna, 3 z antilopy, 2 z pakona, 1 kmen sa izoloval zo zebry, 3 z tavy,
1 z kamzika, 2 z prepelice, 4 z telat’a, 2 zo soba, 1 z kravy a 6 kmeiiov bolo z ovce.
Bakteridlne kmene Enterococcus faecium BC25 produkujtci enterocin A (Morovsky
a kol., 2001a), E. faecium CTC 492 produkujuci enterocin A a B (Nilsen a kol., 1998),
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E. faecalis 11/1 produkujuci enterolyzin A (Morovsky a kol., 2001b) a E. faecium AL41
produkujuci enterocin P (Laukova akol., 2003) sa pouzili ako kontrola pri PCR
analyze. Kmen E. malodoratus NCDO846 sa pouzil ako indikatorovy organizmus.
Bakterialne druhy Enterococcus a Streptococcus sa kultivovali v TH médiu pri 37°C.

Stanovenie produkcie bakteriocinom podobnej aktivity

Produkéné kmene sa nechali nardst’ na TH agarovych platniach (1,5% agar) cez noc pri
37°C v termostate. Tieto platne sa potom preliali vrchnym agarom (TH + 0,6% agar),
ktory obsahoval 250 pl nocnej kultiry indikdtorového organizmu E. malodoratus
NCDO846 a nechali inkubovat pri 37°C v termostate 4-6 hodin. Citlivost
indikatorového kmena na produkciu bakteriocinom podobnych aktivit sa detegovala a
vyhodnocovala na zdklade vel’kosti vzniknutej zony okolo produkéného organizmu.

Izolacia DNA a PCR analyza

Na izolaciu chromozomalnej DNA sa pouzila modifikdcia metddy autorov Pospiech a
Neumann (1995).

Casovo—teplotny profil vietkych PCR reakcii pozostaval u vietkych amplifikovanych
génov ziniciacnej denaturdcie (94°C; 5 minuat), po ktorej nasledovalo 35 cyklov
s parametrami: denaturacia 94°C 45 sekand; annealing 45°C 45 sekund pre EntA, EntP
a Enl4, 56°C 45 sekund pre EntB, 58°C 45 sekind pre Cyl; extenzia 72°C 1 minuta. Po
prebehnuti 35 cyklov nasledovala extenzia (72°C; 10 mintt) a nasledné ochladenie
zmesi na 12°C. Specifické priméry pre jednotlivé testované bakteriociny ako aj
ocakavané vel'kosti amplikoénov st uvedené v tabul’ke 1. Reakénd zmes pre PCR reakcie
(50 ul) obsahovala 10x PCR tlmivy roztok s 15 mmol.I"" MgCl,, 0,5 pmol.I" forward
aj reverse priméra, 0,2 mmol.I"" ANTP, 1,25 jednotiek Taq polymerazy a 0,5-1 ul (=250
ng) DNA.

Tab.1. Specifické priméry na detekciu §trukturnych génov testovanych bakteriocinov

Ocakavana
Bakteriocin | Priméry (nazov a sekvencie) vel’kost’
amplikonov
5°-
. THI0O |GATTATGAAACATTTAAAAATTTTG
Enterocin A TC.3° 726 bp
EntF5 5’-TGATGCCCGTTTTCCTTGA-3’
5’-
Enterocin B EntB-F ??,AAAATGTAAAAGAATTAAGTACG- 200 bp

EntB-R |5’-AGAGTATACATTTGCTAACCC-3’

EntPRe 5 »
Enterocin P |v 5’>-CCACTAATTGCAGGTTGA-3 755 bp

EntPFor |5’-CCCGAAGAATACAAATGAG-3’

Enterolyzin | EntlA3 |5’-GGACAACAATTCGGGAACACT-3’
A EntlA9 | 5’-GCCAAGTAAAGGTAGAATAAA-3’

1007 bp

CylF 5’-GGCGGTATTTTTACTGGAGT-3’
CylR 5’-CCTACTCCTAAGCCTATGGTA-3’

Cytolyzin 247 bp
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Bakteriociny su antimikrobialne peptidy a proteiny, ktoré su syntetizované baktériou.
U laktat produkujucich baktérii, enterokoky produkuji diverznu a heterogénnu skupinu
bakteriocinov s rozlicnym antimikrobidlnym spektrom, Struktirou a sekre¢nym
mechanizmom. V tejto praci sa testovalo 16 fekalnych a 14 bachorovych kmenov na
stanovenie produkcie bakteriocinom podobnej aktivity (BLA). Bakteriociny
bachorovych baktérii pravdepodobne zohravaja doleziti ulohu v regulacii bachorového
mikrobidlneho systému. 12 z 30 testovanych bakteridlnych kmetiov bolo aktivnych voci
Standardnému indikatorovému organizmu E. malodoratus NCDO846. Producenti
bakteriocinov maju rozvinuty svoj ochranny systém, ktory =zarucuje ich
rezistenciu proti vlastnym bakteriocinom. Tento "imunitny systém - protein" sa
exprimuje spolu s prisluSnym bakteriocinom (Klaenhammer, 1993; Nes a kol.,
1996). V nasSej praci fekalne izolaty vykazovali vyssiu frekvenciu produkcie BLA
(7/16) porovnanim s bachorovymi kmenimi (5/14) (Obr. 1.).

Obr. 1. Produkcia bakteriocinom
podobnej aktivity (BLA) testovanych
kmeniov vo¢i kmenu E. malodoratus
NCDO846 aporovnanie produkcie
medzi  bachorovymi  a fekalnymi
kmenmi

[%] Ebachor

faeces
Ftotal

Na detekciu pritomnosti Strukturnych génov vybranych bakteriocinov (enterocin A,
enterocin B, enterocin P, enterolyzin A a cytolyzin) sa pouzila PCR analyza. Pouzitim
Specifickych primérov a podmienok PCR pre jednotlivé bakteriociny sa ziskali
amplikoény zodpovedajticej velkosti. NajcastejSie sa vyskytujuci gén medzi testovanymi
kmenimi je gén kodujuci syntézu cytolyzinu anajmenej vyskytujuce sa su gény
koédujiice syntézu enterocinu P aenterolyzinu A. Medzi fekalnymi kmenmi sa
najcastejSie vyskytoval Strukturny gén pre enterocin B a medzi bachorovymi kmenmi to
bol gén kodujuci syntézu cytolyzinu (Obr. 2A). Frekvencia vyskytu génov kodujtcich
syntézu jednotlivych bakteriocinov u bachorovych baktérii bola porovnanim
s fekalnymi kmenmi vyssia u vSetkych bachorovych bakteriocinov okrem enterocinu B,
kde bola frekvencia vyskytu vysSia u kmenov fekalnych (Obr. 2B). VSetky kmene
obsahovali aspofi jeden Struktirny gén z jednotlivych testovanych bakteriocinov,
dokonca u 3 bakteridlnych kmenov sa pozoroval vyskyt vSetkych piatich nami
testovanych Strukturnych génov.

Stadium bachorovych a fekalnych bakteriocinov ma velky vyznam kvoli ich moznému
pouzitiu ako probiotikd na ochranu voc¢i réoznym c¢revnym infekciam alebo inym
patogénnym procesom Vv traviacom trakte zvierat. Presne vymedzit’ tlohu bakteriocinov
v traviacom trakte zvierat si vyzaduje eSte rozsiahle Stadium ich diverzity, sposobu
ucinku, génov a mechanizmu ich regulécie.
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Obr. 2. Frekvencia vyskytu Struktirnych génov vybranych bakteriocinov (A)
a porovnanie vyskytu génov medzi bachorovymi a fekalnymi izolatmi (B)
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GENETICKA TYPIZACIA A VARIABILITA PESTIVIRUSOV
INFIKUJUCICH HOVADZi DOBYTOK

Novackova M., Jackova A., Vil&ek S.

Katedra infekcnych a parazitarnych chorob, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Cast’ prace je zamerana na $tadium genetickej typizacie a variability virusu BVD vo
francuzskej oblasti Burgundy. Vysledky analyzy 5-UTR oblasti BVDV genomu 48
vzoriek a N oblasti 14 vzoriek ukézali, Ze spominané izolaty patria do subtypov
BVDV-1b, BVDV-1d a BVDV-le. Tri izolaty sformovali nova fylogenetickii vetvu
BVDV-11. Jeden izolat bol typizovany ako BVDV-2 subtyp v 5'-UTR aj v N” oblasti.
V stcasnosti jediny znamy BVDV-2 izolat zo Slovenska (BVDV-2SK) sme podrobili

vvvvv

geneticky vzdialeny od referen¢ného kmena 890.

UvOoD

Virus hnacky hoviddzieho dobytka (BVDV) taxonomicky patri do rodu Pestivirus,
celad’ Flaviviridae (Murphy akol., 1999). Pestivirusy patria medzi ekonomicky
vyznamné patogény vyvolavajice mnozstvo prenantdlnych a postnatalnych infekcii
spojené s vyznamnymi stratami v populdciach hovidzieho dobytka a d’alSich
zivociSnych druhov (Moenning a Plagemann, 1992).

BVDV je jednym z agensov spdsobujucich respiracny syndrom hovidzieho dobytka, ale
vyvolava aj reprodukéné a enterdlne poruchy aza istych okolnosti tiez sliznicni
chorobu. Ak ku infikovaniu zvierat dojde v priebehu prvého trimestra gestacie,
novonarodené jedince su perzistentne infikované a tak sa stdvaju dozivotnymi nositel'mi
virusu (Baker, 1995; Brownlie, 1991; Nettleton a Entrican, 1995).

Geném pestivirusov tvori jednovldknova RNA s pozitivnou orientaciou a dizkou
priblizne 12.3 kb (Collet a kol., 1988).

Gendm virusu ohraniuji 5’a 3" useky, ktoré st nekdédujucimi oblastami (untraslated
regions - UTR) vymedzujuce ORF (open reading frame) kodujuci protein s dizkou
priblizne 4000 aminokyselin (Collet a kol., 1988). Polyprotein je postranslacne Stiepeny
bunkovymi a virusovymi protedzami na Struktirne a neStruktirne proteiny. Po 5°-UTR
nasleduje oblast’ N*°, E™, E1, E2, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B a nakoniec 3'-
UTR (Meyers a Thiel, 1996).

V sucasnosti st zname dva genotypy BVDV. BVDV-1 bol objaveny v 50-tych rokoch
(Baker a kol., 1954) a je celosvetovo rozsireny. Existencia genotypu BVDV-2 bola po
prvykrat potvrdend v 90-tych rokoch v USA a Kanade (Pellerin a kol., 1994; Ridpath
a kol., 1994), kde sa objavilo akutne prebiehajuce ochorenie charakterizované silnymi
hnackami, horuckami, trombocytopéniou, leukopéniou, hemoragickym syndrémom a
spojené¢ s vysokou mortalitou zvierat (Corapi akol., 1989; Rebhun a kol., 1989).
Rozsiahla genetickd analyza BVDV-1 izolatov pochddzajucich z viacerych krajin zatial’
viedla k potvrdeniu existencie 11 genetickych skupin (Vilcek a kol., 2001). Zda sa, ze
BVDV-2 izolaty sa v Eurdpe vyskytuji sporadicky, napr. v Belgicku, Francuzsku,
Nemecku, Taliansku, Slovensku, Portugalsku a Velkej Britanii (Vil¢ek a kol., 2006).
Ciel prace bol zamerany na Studium genetickej diverzity BVDV izolatov cirkulujiicich
vo francuzskej oblasti Burgundy a podrobnejsiu geneticki analyzu BVDV-2 izolatu zo
Slovenska.
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MATERIAL A METODIKA

Na geneticku analyzu bolo pouzitych 48 vzoriek (krv, sérum, parenchymatézne orgény)
ziskanych z klinicky chorého hovédzieho dobytka. Pritomnost’ virusu bola potvrdena
Ag-ELISA testom.

BVDV-2SK izolat pochadza z chovu hovédzieho dobytka na zdpadnom Slovensku.

Na izoléciu celkovej RNA bol pouzity TRIzol (Invitrogen) a na syntézu cDNA random
hexaméry (Invitrogen). Primery 324/326 v priebehu 37 cyklov PCR amplifikovali 288
bp dlhy fragment z 5'-UTR (Viléek a kol., 1994). Vysledkom amplifikacie vybranych
franctizskych vzoriek z NP oblasti pri pouziti primerov BD1 a BD3 bol fragment
s vel’kostou 425 bp (Viléek a kol., 2001).

Analyza genomu BVDV-2SK izolatu prebichala za rovnakych podmienok, priblizne
780bp dlhy fragment z NP oblasti virusového gendmu ohrani¢ovali primery BDI
a BD2.

PCR produkty boli purifikované pouzitim Wizard PCR DNA purifikacného kitu
(Promega) a sekvenované v oboch smeroch na sekvenacnom zariadeni ABI PRISM za
pouzitia vysSie spominanych primerov. Nukleotidové sekvencie boli verifikované
pocitacovym programom SeqMan II (DNASTAR) aporovnané pouzitim metddy
CLUSTAL W. Konstrukciu fylogenetického stromu zabezpecil program NEIGHBOR
(PHYLIP).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Geneticka typizécia 48 izolatov z Franctuzska v 5'-UTR oblasti ukazala, ze izolované
virusy patria do Styroch BVDV-1 subtypov a jeden izolat bol typizovany ako BVDV-2.
Zo 47 BVDV-1 izoléatov, patri 9 izoldtov do BVDV-1b, 2 izolaty do BVDV-1d, 33
izolatov do BVDV-le subtypu. Genetickd analyza ukézala, ze 3 izolaty patria do
novoobjavenej fylogenetickej vetvy oznacenej ako BVDV-11. Na potvrdenie typizacie
virusu sa uskutoénila analyza vybranych izolatov aj v NP oblasti virusového gendmu.
Zo strnastich BVDV-1 izolatov boli tri typizované ako BVDV-1b, jeden ako BVDV-1d
a sedem ako BVDV-le, rovnako ako v oblasti 5’-UTR. Objavenie novej fylogeneticke;j
vetvy potvrdila genetické analyza troch izolatov, ktoré sa zoskupili do vetvy BVDV-11.
Typizacia BVDV-2 bola potvrdena aj v NP oblasti genomu.

Vilcek a kol. (2001) typizoval 78 BVDV izolatov zozbieranych v roch 1993-1998 zo
siedmych europskych krajin. Z 25 izolatov pochadzajucich z Franctuzska, 23 izolatov
bolo zaradenych medzi BVDV-1 adva izolaity medzi BVDV-2 genotyp. BVDV-1
izolaty boli zoskupené do Styroch subtypov: BVDV-1a (n=3), BVDV-1b (n=6), BVDV-
1d (n=1) a BVDV-1le (n=13).

Pri porovnani vysSie spominanej $tadie so sucasnymi vysledkami genetickej typizacie
virusu z oblasti Burgundy, moézeme konStatovat, Ze uhoviddzieho dobytka vo
Franctzsku dominuje BVDV-le subtyp. Vyskyt BVDV-2 vo Francuzsku bol opit’
potvrdeny. NavySe oproti predchadzajicej Studii, v suCasnosti evidujeme existenciu
novej fylogenetickej vetvy BVDV-11.

Vysledky analyzy BVDV-2SK gendému boli porovnané sudajmi ziskanymi
o niekol’kych BVDV-2 izoladtoch z medzindrodnej databazy GeneBank. Fylogeneticka
analyza BVDV-2 izolatov bola upriamena na NP oblast’, ktora u pestivirusov dosahuje
dizku 504 nt kodujicich 168 aminokyselin. Podobnost’ nukleotidovych sekvencii
porovnavanych BVDV-2 izolatov v N” oblasti je v rozmedzi 79.4-99.4% na tGrovni
aminokyselin. Najniz§iu podobnost’ pozorujeme medzi BVDV-2SK a referenénym
kmeniom 890. Z analyzy aminokyselinovych sekvencii z N”® oblasti vyplyva, Ze sedem
z 6smich cysteinovych rezidui (pozicia 69, 106, 112, 134, 138, 161 a168) je
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konzervovanych u vsetkych porovnavanych izolatov. Vynimkou je cysteinovy zvySok v
polohe 30.

Genetickd analyza BVDV-1 izolatov potvrdila znaéni diverzitu BVD virusu. Tato
studia tiez naznacuje, ze genetickd analyza d’alSich izolatov z Francuzska a inych krajin
by mohla potvrdit’ vys$si stupent diverzity virusu, pripadne odhalit’ nové fylogenetické
vetvy.

PodrobnejSia analyza dalSich génovych oblasti izolatu BVDV-2SK by umoZnila
komplexnejsi pohl'ad na tento ojedinely izolat identifikovany na naSom uzemi.
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ANTIOXIDACNY A SELENOVY STATUS BACHOROVEHO

A VNUTORNEHO PROSTREDIA OVIEC KRMENYCH DIETOU
OBOHATENOU SELENICITANOM SODNYM

Petrovié V.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om pokusu bolo sledovanie vplyvu doplnenia kimnej davky pre ovce seleni¢itanom
sodnym na aktivitu glutation peroxidazy v krvi, tkanivach a bakteridlnej a protozoalnej
bachorovej frakcii, aktivitu krvnej superoxid dismutdzy, koncentracie malondialdehydu
a selénu v telovych tekutindch, organoch a bakteridlnej a protozoalnej bachorovej
frakcii preziivavcov. Ovce s priemernou Z. h. 38 kg boli ndhodne rozdelené do dvoch
skupin po pat zvierat. Boli ustajnené v individualnych boxoch s volnym pristupom
k vode. Poc¢as dvoch mesiacov boli ovce kontrolnej skupiny kfmené bazalnou diétou
(BD) zabezpecujucou denny prijem Se 42,35 pg na zviera, kym ovce seleni¢itanovej
skupiny dostavali rovnaki BD obohatenu o 228 pg Se vo forme selenicitanu sodného.
Ovce boli eutanazované kvoli odberu vzoriek na analyzy. Aktivita superoxid dismutazy
bola vyznamne zniZend v seleniitanovej skupine oviec, kym glutation peroxidaza v
krvi, tkanive pecene, kory oblicky, drene obli¢ky a epiteli mala naopak v selenicitanove;j
skupine vyssiu aktivitu nez v kontrolnej skupine oviec. Koncentracia malondialdehydu
ostala nezmenend v plazme, ale vo vsetkych sledovanych orgénoch a v bachorovom
prostredi boli jej hodnoty u oviec kimenych diétou obohatenou o Na,SeOs nizsie ako
u zvierat iba s bazalnym prijmom Se. Koncentracie Se v krvi, organoch a bachorovom
prostredi boli Statisticky vyznamne zvySené v seleniitanovej skupine oproti kontrole.
Obohatenie diéty pre ovce seleniCitanom sodnym spdsobilo zlepSenie antioxidaéného
a selénového statusu bachorového i vnutorného prostredia preziivavcov.

uUvoD

Antioxidacnd ochrana je aktivne odstraniovanie kyslikovych volnych radikalov
pomocou antioxidantov ,vitaminov, kys. mocovej, superoxid dismutdzy, zloziek
zahrnutych do glutationového a tioredoxinového systému ainych®. Antioxidanty
zabezpecuju ochranu biologicky dolezitych molekal pred oxidaénym poskodenim
vyvolanym pdsobenim volnych radikdlov. Su lokalizované v organelach,
subcelularnych kompartmentoch a extracelularnom priestore (Surai akol., 1999).
Enzymy ako superoxid dismutdaza (SOD) a selénoenzymy ,,glutation peroxidaza (GPx),
tioredoxin reduktdza, glutation reduktdza®“ su povazované za hlavné zlozky
antioxidacnej ochrany organizmu.

Selén vo forme selénocysteinu zabudovany do aktivneho centra selénoenzymov
zodpoveda za ich enzymaticku aktivitu (Behne a Kyriakopoulos, 2001), ipreto je
sledovanie selénového a antioxida¢ného statusu zvierat al'udi stredobodom zaujmu
(Leng a kol., 2000; Boldizarova a kol., 2003).

NaSu pracu sme preto zamerali na hodnotenie antioxidacného a selénového statusu
bachorového a vnutorného prostredia oviec, pomocou merania vybranych
antioxidaénych parametrov, pri skrmovani bazalnej diéty adiéty obohatenej
o selenicitan sodny.

MATERIAL A METODIKA

Ovce s priemernou z. hmotnostou 36 kg boli ndhodne rozdelené do dvoch skupin po
pat zvierat. Boli ustajnené v individualnych boxoch s volnym pristupom k vode.
Pocas dvoch mesiacov boli ovce kontrolnej skupiny kimené bazilnou diétou (BD)
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zabezpecujucou denny prijem Se 42,35 pg na zviera, kym ovce seleni¢itanovej skupiny
dostavali rovnaku BD obohatenu o 228 pg Se vo forme selenicitanu sodného. Ovciam
boli po eutandzii odberaté vzoriek organov na analyzy, ktoré sme ulozili pod —60 °C do
ich analyzovania. Aktivita SOD bola merana hned’ po odbere krvi kitom RANSOD od
firmy Randox, UK. Aktivita GPx v krvi bola merana kitom RANSEL od firmy Randox,
UK. Aktivitu GPx v tkanive pe€ene, oblicky, duodéna a bachorovom obsahu sme merali
ako zmenu absorbancie vzorky spdsobenti vznikajiicim oxidovanym NADP" pri 340 nm
metddou (Paglia a Valentine, 1967) modifikovanou podla Zagrodzkého et al. (1998).
Hemoglobin bol analyzovany kitom od firmy Randox, UK. Koncentracia selénu
v krmive, krvi a orgdnoch bola hodnotend v duplikdtoch pouzitim fluorometrickej
metdody (Rodriguez a kol.,, 1994). Koncentraicie MDA v plazme, tkanive pecene,
obli¢ky, duodéna a bachorovom obsahu boli merané modifikovanou fluorometrickou
metddou (Jo a Ahn, 1997). Bielkoviny sme stanovili metédou podl'a Bradforda (1976).
Bakteridlnu a protozoalnu frakciu sme z bachorového obsahu oviec ziskali metédou
podl'a Czerkawského (1976).

Na S$tatistické vyhodnotenie vyznamnosti vysledkov sme pouzili Studentov t-test
neparovy. Vysledky st uvedené ako priemerné hodnoty + SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabul’ka 1. Koncentracie Se v krvi, tkanive pecene, kory oblicky, drene oblicky,
slezine, epiteli, chrbtovej svalovine a srdci oviec kimenych bazalnou diétou a diétou
obohatenou seleni¢itanom sodnym.

parameter kontrolna skupina | Na,SeO; skupina
Se v krvi
pmol.I” 0,43 + 0,03 3,62 + 0,26 p <0.001
Se v peceni
umol.kg'1 susiny 4,06 +0,11 23,04+ 2,58 p <0.001
Se v kore obliCky
pmol.kg'1 susiny 45,85 £ 3,03 66,86 + 2,37 p <0.001
Se v dreni obli¢ky
umol.kg ™ susiny 8,77 £ 1,13 14,61 + 1,15 p<0.01
Se v epiteli
pmol.kg'1 susiny 5,86 + 0,67 14,07 £ 0,59 p <0.001
Se v chrbtovom svale
umol.kg™”' susiny 0,89 +£ 0,08 3,43+0,14 p <0.001
Se v srdci
umol.kg'1 susiny 3,88 £ 0,23 14,88 + 0,49 p <0.001

Hodnoty st priemery + SEM, n=5 v kazdej skupine.

Koncentracie Se v krvi, tkanive pecene, kory oblicky, drene oblicky, duodéna, chrbtove;j
svaloviny a srdca oviec si prezentovana v Tabulke 1. Skrmovanie diéty obohatene;j
o selenicitan sodny ovciam viedlo k vyznamnému zvySeniu koncentracie Se v krvi, ako
i vSetkych sledovanych tkanivach v porovnani s koncentrdciami selénu stanovenymi
v krvi a organoch oviec s bazalnym prijmom Se.

Je zname, ze koncentracia Se v telovych tekutinach a tkanivach je v tizkej linearnej
korelacii s aktivitou GPx v krvi (Pavlata a kol., 2001). Rovnako ako koncentrécia Se i
aktivita GPx v krvi a vsetkych sledovanych organoch bola vyznamne zvySena
v selenic¢itanovej skupine v nasich oviec. Tieto vysledky st v zhode s pozorovaniami
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uvedenymi v mnohych préacach, v ktorych sledovali vplyv skrmovania diét doplnenych
0 Na,SeO; u roznych druhov zvierat (Kuricovd akol., 2003; Zuberbuehler a kol.,
2000).

Tabulka 2. Aktivity GPx v krvi, tkanive pecene, kory obli¢ky, drene obli¢ky, duodéna,
koncentracie MDA v plazme, tkanive pecene, oblicky, duodéna a koncentracia —SH
skupin v plazme oviec kfmenych bazalnou dié¢tou a BD obohatenou seleni¢itanom
sodnym.

parameter kontrolna skupina | Na,SeO; skupina
GPx v krvi
U.g"Hb 265,9 + 53,2 993 + 66,04 | p<0.001
GPx v peceni
U.g” bielkovin 18,06 £ 2,36 88,25+4,77 | p<0.001
GPx v kére obli¢ky
U.g " bielkovin 47,19 + 8,21 88,52 +15,39 | p<0.01
GPx v dreni oblicky
U.g " bielkovin 26,95 + 4,53 4443 +334 | p<0.05
GPx v duodéne
U.g” bielkovin 36,17 £ 4,66 114,8 £ 17,38 p<0.01
MDA v plazme
pmol.I”" 0,28 + 0,04 0,29 + 0,02 NS
MDA v peceni
nmol.g'1 bielkovin 22,53 +1,15 16,76 + 0,87 p <0.01
MDA v kore oblicky
nmol.g™" bielkovin 31,9+ 3,53 19,51+342 | p<0.05
MDA v dreni obli¢ky
nmol.g'1 bielkovin 26,09 + 1,84 20,04 + 1,52 p <0.05
MDA v duodéne
nmol.g'1 bielkovin 47,59 £ 2,80 38,42 + 1,17 p <0.05
—SH skupin v plazme
mmol.I" 0,54 £ 0,01 0,46 + 0,02 p<0.01

Hodnoty st priemery £ SEM, n=5 v kazdej skupine.

Koncentracia MDA v tkanive pecene, kory oblicky, drene oblicky a duodéna bola
vyznamne znizena v seleniCitanovej skupine v porovnani s kontolnou skupinou oviec.
Balogh akol., (2004) zistili, Ze pokles hladin GPx v tkanivach je sprevadzany
vzostupom koncentracie MDA v sledovanych tkanivach.

Koncentracia —SH skupin v plazme oviec bola vyznamne znizena v seleniCitanove]
skupine oproti kontrolnej skupine. Tiolové skupiny st vyznamnou ochrannou bariérou
plazmy pred oxidaénym podsobenim volnych radikdlov. Ich pokles poukazuje na
zniZenie tvorby alkoxylového a hydroxylového radikéalu v organizme.

Aktivita krvnej SOD bola v selenicitanovej skupine vyznamne znizend v porovnani
s kontrolnou skupinou oviec (Graf 1). K rovnakému zaveru sme dospeli i v nasom
predoslom experimente na sliepkach, v ktorom skrmovanie diéty obohatenej o Na,SeO;
resp. selenizované kvasnice, sposobilo vyznamny pokles aktivity SOD v porovnani
s hydinou kfmenou iba BD (Petrovi¢ akol., 2006). Predpokladame, ze zvySenou
aktivitou selénoenzymov (GPx, TRxR a inych) v seleni¢itanovej skupine oviec sa
zabezpecilo zlepSenie recyklacie vitaminu C a vitaminu E, ktoré sluzia ako scavenger
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»zbera¢ odpadkov metabolizmu* superoxidového radikalu (Surai, 2002), ktory je
Specifickym substratom pre superoxid dismutdzu.
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Graf 1. Efekt obohatenia bazalnej diéty pre ovce seleni¢itanom sodnym na aktivitu
krvnej superoxid dizmutdzy. Hodnoty su priemery + SEM, n=5 v kazdej skupine.

Porovnanie koncentracie Se prijimaného diétou s koncentraciou selénu v bakterialnej a
protozoalnej frakcii bachorovej tekutiny potvrdzuje schopnost’ bachorovej mikroflory
kumulovat Se do mikrobialnych proteinov (tabulka 3). V teldch bachorovych
mikroorganizmov sa selén nachadza hlavne vo forme selénoaminokyselin. Van Ryssen
a kol. (1989) zistili, ze selénocystein bol predominantnou selénoaminokyselinou
pritomnou v bachorovych mikroorganizmoch kultivovanych v médiu obsahujicom
Na,SeO;. Preto mézeme predpokladat, Ze nami zaznamenané zvysenie v koncentracii
Se v oboch frakcidch bachorového obsahu oviec selenicitanovej skupiny v porovnani
s kontrolou je zapri¢inené hlavne pritomnostou selénocysteinu v mikrobidlnych Se-
enzymoch.

Tabul’ka 3. Koncentracie Se v bakterialnej a protozodlnej frakcii bachorového obsahu
oviec kfmenych bazalnou diétou a BD obohatenou seleni¢itanom sodnym.

parameter kontrolna skupina | Na,SeOj; skupina
Se v bakterialnej frakcii
umol.kg ™ susiny 3,08 + 0,28 9,72+1,73 p<0.01
Se v protozoalnej frakcii
umol.kg ™' susiny 5,06 + 0,54 12,21+ 0,1 p<0.001

Hodnoty st priemery + SEM, n=5 v kazdej skupine.

Pokusy zneddvneho obdobia odhaluju, ze baktérie vykazuji aj inti enzymaticku
aktivitu ako katalazovu. Baktérie Lactobacilus boli pozitivne testované na GPx aktivitu
(Kim akol., 2006). V baktériach Strepococcus bovis a Selenomonas ruminantium,
obyvajucich prave nami sledované bachorové prostredie, bola zistend GPx, SOD a GR
enzymatickd aktivita (Holovskd akol.,, 2002). V nasom pokuse sme zaznamenali
zvysenie aktivity GPx v bakteridlnej 1 protozoalnej frakcii bachorového obsahu u oviec
prijimajucich diétu obohatenu o selenicitan sodny v porovnani s ovcami iba na bazalnej
diéte (tabulka 4).

Samotny traviaci trakt je povazovany za hlavné miesto tvorby vol'nych radikéalov (Surai,
2002). Poukazuje na to i nami zistend vysokd koncentracia MDA v bakteridlnej
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a protozoalnej frakcii bachorového obsahu u kontrolnych zvierat (804,9 + 48,96
nmol.g™' bielkovin bakteridlne frakcie a 492,7 + 34,65 nmol.g" bielkovin protozodlne;
frakcie) v porovnani s koncentraciami MDA vo vnlitornom prostredi prezivavcov
prezentovanych v tabulke 2. Zaujimavé je 1izistenie, Ze koncentracie MDA v
baktéridlnej a protozoalnej frakcii bachorového obsahu kontrolnych zvierat boli
vyznamne vysSie ako koncentrdcie MDA v bakteridlnej a protozodlnej frakcii
bachorového obsahu zvierat so seleni¢itanom obohatenou diétou. Sledované
ukazovatele antioxida¢ného statusu bachorového prostredia zobrazuje (tabul'ka 4).

Tabul’ka 4. Aktivity GPx a koncentracie MDA v bakteridlnej a protozoalnej frakcii
bachorového obsahu oviec kimenych bazalnou diétou a BD obohatenou seleni¢itanom
sodnym.

parameter kontrolna skupina Na,SeO; skupina
GPx v homogenate
bakterialnej frakcie
U.ml” 0,06 + 0,01 0,13+0,01 | p<0.0l1
GPx v homogenate
protozoalnej frakcie
U.ml™” 0,06 + 0,01 0,12+ 0,02 p <0.05
MDA v homogenate
bakterialnej frakcie
nmol.ml” 2,33 + 0,03 1,62 +0,06 | p<0.001
MDA v homogenate
protozodlnej frakcie
nmol.ml”’ 2,51+0,14 1,1+0,11 | p<0.001

Hodnoty st priemery + SEM, n=5 v kazdej skupine.

Obohatenie diéty pre ovce seleni¢itanom sodnym sposobilo zlepSenie sledovanych
parametrov antioxida¢ného 1 selénového statusu bachorového i vnitorného prostredia
prezavavcov.

Tato praca bola podporovana agenturou na podporu vedy a techniky na zdklade zmluvy
¢. APVT-51-004804.
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VYSKYT ENDOPARIZITOV KAMZiCEJ ZVERI V SLOVENSKOM RAJI
Sabo R.", Sabova (rod. Droppové) L.%, Krupicer I.'
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*Ustav farmdcie a farmakolégie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Do oblasti Slovenského raja bol introdukovany kamzik alpsky, pdévodom zo
Stajerskych Alp. Kamziky v Narodnom parku Slovensky raj su v relativne dobrom
zdravotnom stave. Zo zdravotnych problémov sa u kamzikov najéastejSie zist'uju prave
parazitdzy. Zistovali sme vyskyt endoparazitov u kamzikov z vybratych lokalit
Slovenského raja. Vel'mi cCastym nalezom u kamzikov st plGcne nematodozy, pri
ktorych sme zistili 100 %-nG prevalenciu plicnych nematédov vo vSetkych
sledovanych lokalitach Slovenského raja. Kokcidie, ktorych celkova prevalencia je 30
%, st nebezpe¢né hlavne pre mladych jedincov v populédcii kamzikov. TaktiezZ sme
zistili pritomnost’ GIT nematédov v populacii kamzikov.

UvOoD
V 70-tych rokoch minulého storocia boli do Slovenského raja, lokality Velky Sokol
introdukované alpské kamziky z Jesenikov (CR), povodom zo Stajerskych Alp, v poéte
6 zvierat ato 4 samice a dva samce. Populacia introdukovanych alpskych kamzikov
(Rupicapra rupicapra) je v Narodnom parku v sucasnosti premnozena. Podla
posledného scitania v roku 2005 sa nachadza v Slovenskom raji 110 — 120 kamzikov.
Uzemie Slovenského raja patri do oblasti Slovenského rudohoria, do centralnej zony
Zapadnych Karpat s nadmorskou vyskou 400 — 1200 m.n.m. Nie je klasifikované ako
vysoké horstvo, no vzhl'adom na svoje Specifické podmienky ma alpinsky charakter.
Parazitozy pdsobia negativne na zdravotny stav kamzicej zveri, hlavne mladych
jedincov, u ktorych nie je dostato¢ne vyvinuty imunitny systém. NajvécSie straty
v kamzicej populacii zapri¢inuje kokcididoza mladych jedincov, menej uz ostatné
parazitozy kamzikov vSetkych vekovych kategorii.
Podl'a sucasnych prieskumov patria parazitirne ochorenia k najvyznamnejSim
problémom v chove a ochrane populacie kamzikov nielen v TANAP-e (Mituch, 1974;
Mituch a kol., 1989; Sattlerova-Stefan¢ikova, 1982, 1987; Krupicer a kol., 1998), ale aj
v narodnych parkoch Nizke Tatry (Stefanéikova, 1994) a Slovensky raj (Krokavec ml. a
Krokavec st., 1991; Ciberej a kol., 1997).
Na vyskyt parazitoz vplyvaju viaceré aspekty a to hlavne:

e klimatické podmienky

e migrécia Cried kamzicej zveri za potravou

e hustota, zdravotny stav a vekové zlozenie populacie

e spolo¢né pastviny s domacimi zvieratami.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky fekalii kamzikov boli odoberané podla Hella (1979) a Bakossa (1988),
oznacené a uskladnené pri 4 °C az kym neboli vySetrené. Vzorky fekalii zvierat sa
vySetrovali na Ustave toxikolégie Univerzity veterinarskeho lekarstva flotaéno -
sedimentacnou metdodou na pritomnost’ vajicok helmintov a oocyst kokcidii pouzitim
Sheatherovho roztoku. Larvoskopické vySetrenie bolo robené modifikovanou
Baermanovou metddou.
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VYSLEDKY A DISKUSIA
Pri zistovani prevalencie endoparazitov kamzikov v Narodnom parku Slovensky raj
(Tab. 1) bolo zaznamenané najvysSie percento plucnych nematéodov, 100 % -na
prevalencia vo vSetkych sledovanych lokalitach, d’alej bol zaznamenany vyskyt GIT
nematodov, v oblasti Kysel' az 80 % prevalencia. Kokcididozu sme zistili v piatich
z celkovych Siestich sledovanych oblasti Narodného parku Slovensky raj.

Tabul’ka 1. Prevalencia endoparazitov kamzikov (%) vo vybranych oblastiach
Narodného parku Slovensky raj

Lokalita Velky Hladova |Suché Beléd |Stratend | Kysel Piecky
Sokol Dolina

Druh zvierata Rupicapra |Rupicapra |Rupicapra |Rupicapra | Rupicapra | Rupicapra
Rupicapra |rupicapra |rupicapra |rupicapra |rupicapra |rupicapra

Pocet vzoriek 5 5 5 5 5 5

GIT nematoédy % |0 40 20 0 80 0

Plucne nematody | 100 100 100 100 100 100

%

Kokcidie % 20 60 40 0 20 40

Iné % 0 0 0 0 0 0

Priemernd intenzita endoparazitov kamzicej zveri (Graf ¢.1) bola vysoka v pripade
pl'ucnych nematédov vo vsetkych sledovanych lokalitdch. V lokalitach Hladova Dolina,
Suché Bela a Kysel’ bolo zistené zastupenie vSetkych sledovanych endoparazitov.

Graf ¢.1:
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Na vyskyt parazitoz v sledovanych populaciach kamzikov negativne vplyvaju
predovsetkym ekologické a antropologické faktory. Kriticky je pre kamziky zaciatok
zimy. Samce su vyCerpané po ruji a Cerstvy namrznuty sneh im znemoziluje pohyb,
potrava je prikrytd snehom. Pocasie s vysokou vlhkostou je tiez vhodné pre mnozenie
propagacnych §tadii parazitov. Optimalny je pomaly prichod zimy, s malou vrstvou
snehu a jasnym pocasim. V pripade vyskytu dlhotrvajicich fujavic v strede zimy
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kamziky migruja i do niz$ie polozenych uzemi za potravou. V oblasti Slovenského raja,
niektoré stanovistia kamzikov koliduju s pasienkami pre ovce a kozy, ¢im dochadza
k infikovaniu pasienkov parazitmi domacich prezivavcov a ich prenosu na kamziky.
Podla udajov zverostrazcov zo Slovenského raja boli kamziky pozorované aj
v rekreaénych oblastiach, kde stracaju plachost’ a prichdadzaju (hlavne v noci) az
k P'udskym obydliam.
V ramci prevencie parazitarnych ochoreni, ako najucinnejsej ochrany pri parazitdzach,
by sa mali zverostrdZcovia zamerat na oblasti, v ktorych bola zistena zvySena
prevalencia endoparazitov, a to: Velky Sokol, Hladovd Dolina a Kysel. Na zaklade
nami ziskanych vysledkov sme vypracovali moZnosti prevencie ufinné proti
endoparazitom kamzicej zveri, ktoré sme zhrnuli do nasledujtcich bodov:
e udrziavat’ unosny stav kamzicej zveri, ktory neohrozuje ostatné¢ povodné druhy
flory a fauny, v optimélnej vekovej Struktire
e zabezpeCit populdcii kamzikov kl'ud, hlavne v obdobi liahnutia mlad’at a na
jesen, kedy si kamziky musia zabezpecit' dostatok tukovych zasob na zimu a
taktiez prebieha ruja
e mat predpisany pocet krmelcov v lokalitich s vyhovujicimi podmienkami
(suché a presvetlené miesta), rovnomerne rozmiestnenych v reviri
e v mimovegetacnom obdobi zabezpecit' pravidelné avhodné prikrmovanie
nezéavadnym krmivom.

K opatreniam na tseku veterindrskej a zdravotnej starostlivosti:

e pravidelné sledovanie zdravotného stavu zveri

e pri dovoze novych jedincov dodrzat’ karanténnu dobu

e pravidelné koprologické vySetrenie trusu (min. od 20 % zveri populéacie)

e zabezpe(Cit’ veterinarne vySetrenie a asanaciu uhynutej zveri a kadaver zakopat'.
Vysledky koprologickych vySetreni poukazali, Ze aj napriek prevencii sa v populacii
kamzicej zveri vyskytuju infikovani jedinci, ktori su zdrojom d’alSieho rozsirovania
endoparazitdz.

Na potvrdenie nami ziskanych vysledkov bude potrebny rozsirenejsi prieskum kamzicej
populacie z Nizkych Tatier a Slovenského raja.

Praca bola ciastocne financovand Narodnym referencnym laboratoriom pre pesticidy
UVL Kosice.
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KLINICKE ZMENY POZOROVANE U MYSI PO APLIKACII IMELA
BIELEHO

Sabova (rod. Droppova) L.!, Sabo R.%, Sutiak V.!

! Ustav farmacie a farmakolégie, UVL, Kosice

2 Ustav toxikologie, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Sktimali sme uc€inky roéznych koncentracii vodnych extraktov z listov a plodov imela
bieleho (Viscum album L.) u mysi. Imelo pdsobilo po parenteralnej aplikacii ako vel'mi
silné fytoterapeutikum, ked’ze roztoky s koncentraciou vy$Sou ako 0,1% mali toxické
ucinky. Kratko po ich aplikécii nastapila apatia, neskor somnolencia, pozorovali sme
vel'mi prudky pokles telesnej teploty (na 33,44 °C v priebehu 30 min.) so sprievodnym
znizenim frekvencie dychania. Po objaveni sa kf¢ov mysi uhynuli. Len 0,05% extrakt
z plodov vyvolal miernu, prechodnt hypotermiu bez vaznejSich vedl'ajSich ucinkov,
preto ho navrhujeme pouzit’ v d’al§ich pokusoch.

UvOoD

Imelo biele (Viscum album L.) je poloparaziticka rastlina, ktorej 'udia od nepaméti
pripisovali ¢arovni moc. Okrem magickych, ma vSak aj skutocné lie¢ivé ucinky.
Gautier na zaciatku dvadsiateho storocia dokdzal, Ze imelo spdsobuje zniZenie krvného
tlaku a ze jeho podévanie pomaha aj pri lieCbe arteriosklerdzy, preto sa zacalo pouzivat
v medicinskej praxi (Pucha a kol., 2003). Od tych ¢ias sa mu venuje zvySend pozornost’
(Khwaja a kol., 1986; Biissing a kol., 1999 aini) a okrem spominaného vplyvu na
kardiovaskularny aparat vedci objavili mnoho d’al§ich u¢inkov tohto fytoterapeutika.

V poslednych desatro¢iach je vyskum zamerany na protinddorové pdsobenie imela
bieleho (Ribéreau — Gayon a kol, 1986; Jurin a kol., 1993; Stein a kol., 1999; Pevzner a
kol., 2004 aini), ktoré je pripisovan¢ kombinovanému cytotoxickému
a imunologickému uc¢inku jeho zloziek. Treba vSak zdoraznit’, Ze imelo na rozdiel od
bezne pouzivanych cytotoxickych lie€iv nespOsobuje u pacientov imunosupresiu
(Khwaja a kol., 1986).

KedZe sa v sucasnosti pouzivanie liecivych rastlin dostava do popredia, rozhodli sme
sa preskamat UcCinky extraktov imela bieleho umysi asucasne stanovit’ taku
koncentraciu roztokov, po aplikacii ktorej nastipia o najmiernejSie neziadtce ucinky.

MATERIAL A METODIKA

V pokuse sme pouzili mysi kmena ICR, ktoré pochéadzali zo schvaleného chovného
zariadenia Ustavu experimentalnej farmakologie SAV v Dobrej Vode. Mysi boli pred
a pocas pokusu kfmené komercénou dié¢tou (vyrobca TOP DOVO Dobra Voda, SR),
mali neobmedzeny pristup k pitnej vode aboli umiestnené v plastovych boxoch
s kovovym mrieZkovanym krytom. Ziva hmotnost’ mysi v ¢ase pokusu bola v rozmedzi
30 —50g.

Pred pokusom sme si pripravili 25 %-tné roztoky z listov (VAL) a plodov (VAP) imela
bieleho, ktoré pochadzalo ztopol'a a agatu v pomere 1:1. Suché plody sme zmiesali
s podchladenym (+ 4 °C) fyziologickym roztokom (0,9% NaCl) a rozmixovali na mixéri
(ETA-KOMBI, typ 041, vyrobca Elektro — Praga Hlinsko CR). Po opéitovnom
podchladeni sme vzniknuta zmes centrifugovali (centrifiga S — 25, H. Janetzki KG,
Elgelsdorf, Leipzig, Nemecko) pri 25000t./min. po€as 30 min. Odsaty supernatant sme
znovu cetrifugovali za rovnakych podmienok. Tento druhy supernatant bol az do
aplikacie mySiam resp. do jeho dalSieho riedenia (vykonané tesne pred podanim)
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uskladneny v mraznicke. 25%-tny roztok zlistov bol pripraveny a uskladneny
analogicky ako roztok z plodov.

V pokuse sme pouzili roztoky s nasledujucimi koncentraciami: VAP — 25%; 0,1%;
0,05% a VAL — 25%; 0,63%; 0,1% v davke 0,7ml/30g mys i.p. V kontrolnej skupine
sme mySiam podali fyziologicky roztok v davke 0,7 ml/30g i.p. Vsetky roztoky boli
pred aplikdciou temperované na 37 °C vo vodnom kupeli. MySiam sme merali teplotu
tela (TT) rektadlne, pomocou maximalneho digitdlneho teplomera (model 8022
Geratherm ® digital, GmbH) v ¢asovych intervaloch 0,5h pred a 0,5h, 1h, 2h, 4h, 6h po
podani roztoku. Okrem toho sme sledovali klinické zmeny v spravani a v pripade thynu
bola vykonand obhliadka a pitva kadaveru. Vysledky boli Statisticky vyhodnotené
pomocou Studentovho t-testu s mierou Stat. vyznamnosti P < 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kratko po i.p. podani 25%-tného roztoku VAP nastiipila u mysi apatia, ktord sa ¢oskoro
prehibila v somnolenciu. Mysi sa prestali pohybovat, stali v katoch boxu, postupne
klesala frekvencia dychu (aZ na 32/min.) a nastupovalo Coraz vyraznejSie dyspnoe.
Objavili sa kfée a k ithynu doslo po 8 — 10 min. od aplikacie. 25%-tny roztok VAL
spdsobil podobné zmeny s vyraznejsimi kfémi.

0,63%-tny roztok VAL vyvolal hypokinézu a apatiu, postupne sa znizovala frekvencia
dychu, doSlo k mikcii a defekécii a pred smrtou nastupili tonicko — klonické kice.
Vsetky mysi uhynuli do 40 min. po aplikacii za vyraznej hypotermie (P < 0,05) (Tab
¢.1).

Po podani 0,1%-tného roztoku VAL mysi prezili s nasledujicimi klinickymi zmenami:
pociatocna apatia, zniZenie frekvencie dychu (118/min. po 1,5h), hypotermia (pokles TT
v priemere 0 4,26 °C) a hypokinéza (Graf ¢. 1). Po 2,5h sa zacal stav upravovat’ (mysi
javili zaujem o okolie, zacali prijimat’ potravu a vodu, frekvencia dychu a TT stapali).
0,1%-tny roztok VAP vyvolal podobné klinické zmeny ako 0,1% VAL, ale pokles TT
nebol taky vyrazny (vpriemere o 1,79 °C). Vzostup TT bol vyraznejsi, ale
k normalizacii nedoslo (P < 0,05) (Graf ¢. 2). Ostatné klinické znaky sa upravili uz po
1,5h.

0,05%-tny roztok VAP sposobil len prechodny, mierny pokles pohybovej aktivity,
frekvencie dychu a TT(v priemere o 1,28 °C). Dyspnoe nebolo pozorované. Po 2h od
podania sa TT blizila k vychodiskovej (P > 0,05) (Graf €. 3).

U uhynutych mysi sme vykonali pitvu. Pri vonkajSej obhliadke kadaverov sme zistili
cyandzu sliznice Ustnej dutiny, jazyka, pyskov anufacika a otvorenu ustnu dutinu.
Rigor mortis nastapil priblizne za 15 — 30 min. Po otvoreni bruSnej a hrudnej dutiny
sme pozorovali prekrvenie vnutornych orgdnov (najmi pluc), krv v cievach nebola
uplne zrazena a bola tmava. Srdce bolo naplnené polotekutou krvou.

Pri pozorovani ucinkov imela bieleho (VA) sme zistili niekol'’ko zaujimavych tkazov.
NasSe vysledky vsak nemdzeme konfrontovat® s literarnymi udajmi, pretoze doteraz
pravdepodobne nebol podobny experiment vykonany, resp. nie su dostupné takéto
informacie. Zavazné zmeny, ktoré aplikacia imelovych extraktov vyvolala, m6zeme dat’
do suvisu s obsahom uc¢innych latok v imele bielom (Pucha a kol., 2003). Koncentracia
VA nad 0,1% vyvolala umysi vyraznii hypotermiu, depresiu dychania, kf¢e a thyn.
Imelo obsahuje acetylcholin, ktory ma bronchokonstrikény t¢inok (Vodrazka a kol.,
1986). Podanie VA vo vysSich koncentraciach (25%; 0,63%-tné roztoky) zapricinilo
smrt’ my$i pravdepodobne hlavne v désledku pritomného acetylcholinu, pdsobenim
ktorého (vznikla bronchokonstrikcia a dyspnoe), sa mysi udusili, comu nasvedcovali
klinické priznaky tesne pred uhynutim a patologicko-anatomicky nélez (Bugarsky
akol., 2003). Pri podani VA sa TT normalizovala len pri koncentracii 0,05% VAP.
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0,1%-tné roztoky VAL a VAP spdsobili po 2 h od aplikicie pomalsi vzostup TT, ale
priemerna teplota tela po 6 h nedosiahla vychodiskové hodnoty (P < 0,05). Pri znizovani
TT u mysi, ktoré pokus prezili, bol G€innejsi roztok listov.

Pri¢inu tychto negativnych ucinkov je tazké urcit a dostupna literatira podobné
poznatky neuvadza, no napriek tomu by sme vzhl'adom na farmakologicky u¢inné latky,
ktoré boli z imela bieleho izolované mohli depresivny vplyv na TT a dychanie pripisat’
acetylcholinu (ACH). V tejto stvislosti sa vynara otazka, ¢i by exogénne podany ACH
(v nasom pripade aplikovanim roztoku VA), ktorého by tak bolo v organizme nadbytok,
mohol vyvolat podobny klinicky obraz ako pri preddvkovani inhibitormi ACHE (v
zavislosti od typu inhibitora a davky sa pozoruje salivacia, midza, defekécia, urinicia,
svalové zasklby, tremor, pri ireverzibilnych inhibitoroch aj kice auhyn v doésledku
paralyzy dychania) (Vodréazka a kol., 1986).

Pri hodnoteni nasich vysledkov musime zohladnit’ aj fakt, Ze obsah u¢innych latok
v imele bielom variruje najmd v zavislosti od vegetacnej fdzy a druhu stromu, na
ktorom tento poloparazit rastie (Korbelaf, Endris, 1981).
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Zistili sme, ze imelové extrakty s koncentraciou nad 0,1% pdsobia u mysi po i.p. podani
toxicky avedi kich uhynutiu. Len 0,05%-tny roztok imelovych plodov vyvolal
najmiernejSi pokles teploty tela a malo vyrazné klinické zmeny s relativne rychlou
normalizaciou sledovanych parametrov (medzi 1. a 2.h od podania). Preto az tito vel'mi
nizku koncentraciu mézeme povazovat’ za vhodnu pre pouzitie v d’alSich pokusoch.

Prispevok vznikol za pomoci grantov VEGA ¢.: 1-2408-05 a KEGA ¢.: 3/3202/05.
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,BIOLOGICKA CENA“ PRENOSNEJ REZISTENCIE NA ANTIBIOTIKA

Seliga R.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Prudky narast vyskytu antibiotickej rezistencie v populaciach patogénnych bakterii patri
medzi najdiskutovanejSie problémy poslednych desatro¢i. Prenosnd rezistencia je
sprostredkovana pritomnostou mobilnych elementov, ktoré vyuZzivaju masSinériu
bakteridlnej bunky, ¢im pre nu predstavuju pridavni metabolicku zataz. V praci sme sa
zamerali na analyzu ,,biologickej ceny* prenosnej rezistencie na tetracyklin u kmenov
E. coli. Z experimentalnych vysledkov vyplynulo, Zze antibioticka rezistencia, ktora
predstavuje pre bakteridlnu bunku metabolicki zataz je zna¢ne eliminovand inymi
funkciami bunky podielajucich sa na prenose rezistencie.

UvoD

Masivne pouZivanie antibiotik v humannej a veterindrnej medicine pri liecbe mnohych
mikrobialnych infekcii a chordb, andsledné Sirenie antibiotickej rezistencie v
populaciach patogénnych bakterii je medicinsky vaznym problémom. Vyvoj
antibiotickej rezistencie v patogénnych a komenzalnych mikroorganizmoch je
vysledkom interakcie medzi poOsobenim antibiotika a prenosom génov v radmci
mikrobialnych populacii (Guillemot, 1999). Experimentalne Stidie potvrdili, Zze prave
selek¢ény tlak vyvolany pouzivanim antibiotik vedie k zvySenym frekvenciam prenosu
(Salyers a kol., 1995).

Predpokladd sa, Zze hlavnym zdrojom antibioticky rezistentnych kmeiiov v mimo-
nemocni¢nom prostredi je pouzivanie terapeutickych i sub-terapeutickych déavok
antibiotik pri chove hospodarskych zvierat. Dokazom toho je vysoky vyskyt kmenov
rezistentnych na mnohé antibiotika napriklad v bachore prezivavcov (Styriak a kol.,
2002). V nedavnej dobe bol u oviec zisteny vyskyt plazmidmi kédovaného tem! génu
kodujuceho rezistenciu na ampicilin (Malik a kol., 2004).

Rychly narast vyskytu rezistentnych baktérii je relativne prekvapujuci, pretoze mnohé
gény antibiotickej rezistencie st nesené pomerne velkymi mobilnymi elementmi, ¢i uz
plazmidmi alebo transpozonmi (Waters, 1999). Oba tieto elementy vyuzivaju maSinériu
bakteriadlnej bunky pre svoje pomnoZenie a zotrvanie v tejto bunke a tak predstavuju pre
hostitel'ské bunky pridavni metabolicku zataz (metabolic biological cost). Bakterialne
bunky bez mobilnych elementov a teda bez rezistencie by tym padom mali mat’
selekénti vyhodu oproti rezistentnym kmetiom a v prirodzenych podmienkach ich
»prerast*. Je mozné predpokladat’, ze rezistentné bakteridlne kmene moézu byt menej
zivotaschopné a s nizSou rychlostou rastu ako kmene senzitivne (Gillespie a McHugh,
1997).

Niektoré experimentdlne prace vSak naznaCuju, ze tato zdtaz je v skutocnosti
zanedbatel'na a rezistentné kmene prezivaju bez straty svojej zivotaschopnosti.
V sucasnej dobe nemozno s urcitostou vyjadrit’ pre hostitel'ski bunku podmienky, pri
ktorych sa uplatni alebo neuplatni ,,biologickd cena® rezistencie. Mobilné génové
elementy totiz Castokrat koduju funkcie, ktoré vyrazne znizuji metabolicku zéataz
buniek, alebo im poskytuju inu selekéntt vyhodu (Andersson a Levin, 1999).

Cielom tejto prace bola identifikacia ,biologickej ceny* prenosnej rezistencie na
tetracyklin u Escherichia coli.
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MATERIAL A METODIKA

Bakterialne kmene a sposob ich kultivacie

V praci sme pouzili kmene Escherichia coli ziskané v predchddzajicich experimentoch
(Malik a kol., 2005). Kmene sme kultivovali klasickym sposobom v LB médiu
(inokulaciou 50 pl kultury prislusného kmenia do 5 ml LB média) pocas 16 hod. pri
teplote 37°C. Pri rezistentnych kmenoch sme do rastového média pridavali tetracyklin
v koncentracii 16 pg/ml. Ako recipient v konjugacnych experimentoch sme pouzili

kmen DHS5a prirodzene rezistentny na nalidixin. Prehl'ad pouZzitych kmeiiov je uvedeny
v Tab. 1.

Kmern Rezistencia Pévod
DH5a Nal-Tra’ laboratérny kmen
RO/11 Tet(tetB)-Tra’ divoky izolat
R2/30 ziadna divoky izolat
F1/1 Tet(tetB)-Tra" divoky izolat
DH5a/F1/1 Nal-Tra-, Tet(tetB)-Tra" transkonjugant DH5a. a F1/1

Tab. 1 Povod a vlastnosti kmefiov e. coli pouZitych v tejto praci

Kokultivacné experimenty

Identické mnozstva dvoch Studovanych kmenov sme inokulovali (50 pl) do 5 ml LB
média a kultivovali pocas piatich dni pri 37°C s prenosom do Cerstvého média kazdych
12 hodin. V urc€enych intervaloch sme odoberali alikvoty a vysievali desatinnym
riedenim na tuhé LB médium. Pomer rezistentnych a senzitivnych kolonii sme urcili
prepichanim celkovo 180 ,single” kolonii na LB agarové platne s prisluSnym
antibiotikom (tetracyklin 16 pg/ml). VSetky experimenty sme opakovali najmenej 3
krat.

Konjugativny prenos

No¢nu kultaru tetracyklin rezistentnych izoldtov donorového kmena F1/1 a nalidixin
rezistentného recipientného kmetta DH5a sme zmiesali v pomere 1:1 (colony forming
unif) a nasledne vysiali na LB agarové platne. Po 5 hod. inkubacii pri 37°C sme
bakterialne kultury zmyli pouzitim 5 ml LB média a vysiali desatinnym riedenim na LB
agarové platne s pridavkom antibiotik - 16 pg/ml tetracyklinu a 100 pg/ml nalidixinu a
kultivovali 16 hod. pri 37°C.

Ziskané transkonjuganty sa genotypicky testovali pouzitim ERIC-PCR metédou podla
Zatkovica a kol., 2000.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V predchadzajtcich experimentoch sme detegovali vyznamna sezéonnu dynamiku vo
frekvencii tetracyklin - rezistentnych izolatov E. coli ziskanych z bachora a faeces ovce
domacej aj napriek tomu, Ze zviera, z ktorého sa izolovali tieto baktérie sa chovalo v
uzatvorenych podmienkach a bolo kfmené rovnakou potravou po cely ¢as experimentu.
Hlbsia analyza rezistencie, zaloZzena na PCR, naznacila na pritomnost’ potencidlnych
determinantov ampicilinovej (gén temlbla), kanamycinovej (gén aphAl) a
tetracyklinovej rezistencie (gén tetB) u viacerych fenotypicky odliSnych baktérii.
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Porovnanim ERIC-PCR profilov sme potvrdili, Ze za pozorovanu dynamiku rezistencie
je zodpovedny horizontdlny prenos génov ako aj vertikidlny prenos rezistentnych
kmenov v traviacom trakte ovce.

Izogénne kmene RO/11 a R2/30 liSiace sa len rezistenciou na tetracyklin sa pouzili v
sérii kokultivacnych experimentov s cielom identifikovat’ metabolickll zataz spojenti so
ziskanim génu rezistencie. Senzitivny kmen v tychto experimentoch preukazal vysSiu
zivotaschopnost’ a prakticky kompletne dominoval v zmieSanej kultire po patdnovej
kultivacii (Obr. 1A).
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Frekvencia tetracyklin rezistentych kolénii

'
den kultivacie

Ovela mensi vplyv tetracyklinovej rezistencie na prezivanie sme pozorovali pri
kokultivacii kmena R2/30 s neizogénnym kmeniom F1/1, nestcim ten isty gén
rezistencie ako kmen R0/11 (Obr. 1B).

Pre dokladnu analyzu metabolickej zataze vyvolanej ziskanou rezistenciou na
tetracykin sme konjugaciou preniesli cely tento gén do laboratorneho kmena E. coli
DHS5a. Nasledné kokultivacné experimenty ukazali, ze tetracyklin rezistentné
transkonjuganty nie st nijakym sposobom atenuované v rychlosti rastu a vykazovali
prakticky identické prezivanie v porovnani s izogénnym senzitivnym recipientnym
kmetiom (Obr. 1C).

Vysledky naSich experimentov naznacujt, Zze kym samotna rezistencia sprostredkovana
tetB génom predstavuje vyrazni metabolickl zat'az, tito zataz je prakticky redukovana
na minimum d’al$imi funkciami (génmi) nesenymi mobilnym génovym elementom
sprostredkujicim prenos rezistencie.

Tento projekt bol podporovany Vedeckou Grantovou Agenturou VEGA -
grant ¢. 2/5140/25.
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PRITOMNOST ,,GENE SIZED” CHROMOZOMOYV U PRVOKA
OXYTRICHA SP. TT-2005
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ABSTRAKT

Prvok Oxytricha sp. TT-2005 sa izoloval z pody a kultivoval sa in vitro v tekutom
médiu Ochromonas. Fylogenetické analyzy 18S rRNA génu ukdzali, ze Oxytricha sp.
TT-2005 patri medzi Oligotrichia aje najviac pribuzny prvokom rodu Halteria.
Analyza celkovej DNA prvoka dokazala pritomnost vysoko fragmentovanej DNA,
ktorej velkost’ sa pohybovala od 500 bp az do 15 kb. Fragmenty DNA sa klonovali v
E. coli vektore a ziskané rekombinanty sa sekvencne analyzovali. Tato analyza dokazala
pritomnost’ ,,gene sized*“ chromozdémov. Na koncoch ,,gene sized“ chromozémov sa
nachadzaju telomerické sekvencie 3’ — dG4T4 — 5°, ktoré st charakteristické pre prvoky
patriace medzi spirotrichy. Klonované makronukledrne chromozémy obsahuji jeden
otvoreny Citaci ramec, ktory ohrani¢uji nekddujuce sekvencie bohaté na AT pary. PCR
metddou s pouzitim kombinécie telomerickych primérov 5° — dA4C4 — 3° a internych
primérov sa potvrdila pritomnost’ ,,gene sized* chromozémov u Oxytricha sp. TT-2005.
Unikatna $truktira makrojadrovej DNA tohto prvoka sa mézZe vyuZit ako vhodny model
pre stadium prenosu génov medzi organizmami.

UvoD

Ciliaty (kmen Ciliophora) su pomerne velké organizmy (od 40 do 300 um) a okrem
pody avody, kde sa vyskytuji vo velkom pocte, st stdlymi obyvateI'mi bachora
(Regensbogenova a kol.,, 2004a). Okrem pritomnosti riasiniek st cilidty
charakterizované troma hlavnymi znakmi: stavbou vonkajsej vrstvy, priecnym delenim
a jadrovym dualizmom. V kazdej bunke ciliat sa sucasne vyskytuju dva typy jadier —
diploidné mikrojadro a makrojadro bohaté na DNA (Prescott, 1994). Mikrojadra sa
podiel’aju len na procesoch genetickych vymen pocas generativneho rozmnozovania.
Makrojadro predstavuje somatické jadro a je transkripéne aktivne. Makrojadra vznikaju
pocas sexualneho rozmnoZovania z mikrojadier, pricom dochadza k fragmentacii
mikrojadrovej] DNA a u niektorych celadi (Spirotrichea, Phyllopharyngea) eliminacii
znacnej Casti (az 95 %) genomu mikrojadra. U hypotrich vysledkom fragmentacie DNA
st malé molekuly DNA velkosti génu, s rozmermi od 100 bp az do 15 kb (,,gene sized*
chromozdémy), ktoré su amplifikované v roznych poctoch v zavislosti od dané¢ho druhu
(10° az 10°%). Kazda DNA molekula obsahuje jeden otvoreny &itaci ramec daného génu
aregulacné¢ sekvencie (< 150 nuleotidov). Na obidvoch strandch génu nasleduje
sekvencia s nedefinovanou diZkou, ktora je bohatd na AT pary (takmer 100 %). Konce
»gene sized” chromozomov st ohranicené Specifickymi telomerickymi sekvenciami.
U spirotrich teloméry pozostdvaju z kratkych tandemovych repeticii 3° — dG4T4 — 5’
(Prescott a Dizick, 2000).

Predmetom nésho Stidia je fylogenetickd analyza a podrobnd genetické charakterizacia
genodmu makrojadra u Oxytricha sp. TT-2005, ktory sa ziskal z pddy. V praci sme sa
zamerali na $tadium Struktury ,,gene sized” chromozémov. Vysledky charakterizacie
»gene sized“ chromozomov sa mozu vyuzit pri sledovani Sireni sa geneticke]
informécie medzi r6znymi organizmami za prirodnych podmienok, napr. prenos génov
rezistencie na tazké kovy (Kisidayova a kol., 2000).
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MATERIAL A METODIKA

Izolacia a kultivacia prvoka

Protozoalne bunky sa ziskali z eluatu pody. Vzorka pody (5 g) sa resuspendovala v 45
ml sterilnej vody a zmes sa inkubovala pri laboratérnej teplote 7 dni. Po samovolnej
sedimentacii vac¢Sich Castic pody sa z eluatu odpichli pod mikroskopom individualne
protozoalne bunky. Tieto bunky sa preniesli do sterilného tekutého Ochromonas média
(Lauhlin, 1993), a kultivovali in vitro staticky pri laboratérne;j teplote.

Izolacia totdalnej DNA a polymerazova retazova reakcia

Pre fylogenetické analyzy jedna protozoalna bunka sa premyla v kvapke sterilnej vody
pod mikroskopom a vlozila sa do 50 pl 5 % roztoku Chelex-100. Do roztoku s prvokom
sa pridal 1 pl proteindzy K (20 mg/ml) a zmes sa inkubovala 5 minat pri 98°C
(Regensbogenova a kol., 2004b). Po inkubacii zmes sa rychlo ochladila na 0°C
a centrifugovala sa pri 3000 g 10 minat. Takto pripraveny supernatant sa pouzil na
dalsie PCR analyzy.

Konzervovana oblast’ eukaryotického 18S rRNA génu z Oxytricha sp. TT-2005 sa
amplifikovala pomocou univerzalnych primérov EukRev a EukFor (Regensbogenova a
kol., 2004b). PCR produkt sa ligoval do plazmidového vektora pCR®2.1 — TOPO.
Plazmidy rekombinantov sa pouzili na sekvencné analyzy.

Pri amplifikécii casti génu, vo velkosti 362 bp, kdodovaného na Studovanom ,,gene
sized“ chromozome, sa pouzili interné¢ priméry HaltF (5’-ggaggatgtccttaagtgtageg-3”)
a HaltR (5’-caagttagttgcagtttgccec-3’). Pre  potvrdenie pritomnosti telomerickej
sekvencie na konci minichromozému sa pouzila kombindcia interného priméru HaltF
a telomerického priméru 5° — dA4Cs — 3°. Casovo-teplotny profil PCR reakcii
pozostaval u vSetkych amplifikovanych génov z inicianej denaturacie (95°C; 5 minut),
po ktorej nasledovalo 30 cyklov s parametrami: denaturacia 94°C 30 sekiind; annealing
65°C 30 sekund; extenzia 72°C 30 sekund. Po prebehnuti 30 cyklov nasledovala
extenzia (72°C; 10 minut) a nasledné ochladenie zmesi na 12°C.

Pre klonovanie makronuklearnej DNA sa 50 ml 7-dilovej kultary Oxytricha sp. TT-
2005 centrifugovalo pri 3000 g 10 minut a zo sedimentu sa izolovala DNA postupom
podla QIAamp DNA Stool Mini Kit (Qiagen, Nemecko).

Klonovanie protozodlnej DNA v E. coli vektore

V procese klonovania ¢asti makronuklearnej DNA sa pouzil klonovaci vektor pUC118
Stiepeny Hincll restrikénou endonukledazou a opracovany BAP (Takara Bio Inc.,
Japonsko) s neutrdlnou selekciou. Protozodlna DNA sa opracovala T4 DNA
polymerazou a po naslednom precisteni a vyzrdzani sa ligovala pouzitim DNA
liga¢ného kitu Liga Fast™ Rapid DNA Ligation System (Promega, USA). Ligagna
zmes sa pouzila priamo na transformdciu kompetentnych buniek E. coli ER2267.
Ziskané transformanty sa sekvenc¢ne analyzovali.

Fylogeneticka a sekvencna analyza

Kompletné sekvencie sa ziskali dideoxy-terminacnou metdédou a analyzovali
porovnanim s databdzou GenBank pomocou pocitacovych programov BioEdit
a MEGA3.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Studovany prvok, izolovany zo vzorky pddy, sa charakterizoval pod mikroskopom (obr.
1A). Morfologické znaky, ako st tvar a pritomnost’ riasiniek, poukazali na ista
podobnost’ s rodom Oxytricha, preto sme ho v tejto praci nazvali ako Oxytricha sp. TT-
2005. Pritomnost’ dvoch typov jadier v jednej bunke je typickou vlastnost'ou ciliat, kde
patria aj Oxytrichy. V bunkach tohto prvoka su pritomné 2 mikrojadra a 2 makrojadra
(obr. 1B) Fylogenetické analyzy sekvencie 18S rDNA prvoka naznacujt, ze Oxytricha
sp. TT-2005 je najviac pribuzny prvokom rodu Halteria. Prvoky rodu Halteria patria
medzi oligotrichy, uktrorych sa tiez dokazalo, ze ich makronuklearna DNA je
organizovand do kratkych ,gene sized“ chromozémov, -charakteristickych pre
hypotrichy (Hoffman, 1995).

Obr. 1.

A — mikroskopicky obraz prvoka Oxytricha sp.
TT-2005

B — fluoromikroskopicky obraz prvoka Oxytricha
sp. TT-2005 po ofarbeni s DAPI; makrojadro
(MA) a mikrojadro (MI)

Elektroforeticky zaznam celkovej DNA (obr. 2A), vyizolovanej z Oxytricha sp. TT-
2005 sved¢i o pritomnosti malych DNA molekul, ktorych velkost’ sa pohybuje od
500 bp az do 15 kb. Extenzivna fragmentacia totdlnej DNA naznacuje pritomnost’ ,,gene
sized chromozémov, ktoré tvoria makrojadrovi DNA. Pre potvrdenie pritomnosti
»gene sized” chromozoémov u Oxytricha sp. TT-2005, sa fragmenty makrojadrovej
DNA klonovali v E. coli vektore. Vysledky sekvencnych analyz ziskanych
rekombinantov tiez potvrdili, ze makrojadrovda DNA Studovaného prvoka pozostava z
»gene sized” molekul. Konce tychto ,,gene sized chromozomov su vybavené 20 bp
repeticiami telomerickej sekvencie (G4T4),G4Ts, charakteristickymi pre spirotrichy.

1 2 1 2 3 4

Obr. 2. Agarézova (0,8% agardzovy gél)
elektroforéza; A: 1- 1 kb Standard molekulove;j
hmotnosti, 2 - totdlna DNA =z prvoka
Oxytricha sp. TT-2005; B: PCR profily
naklonovaného minichromozomu, 1 - 100 bp
Standard molekulovej hmotnosti, 2 — 362 bp
amplikdén generovany internymi primérmi
HaltF a HaltR, 3 — 800 bp amplikon
generovany kombinaciou interného priméru
HaltF a telomerického priméru A4C,,
4 — 1224 bp amplikon generovany
telomerickym primérom A4C,,
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Pritomnost’ ,,gene sized chromozomov sa overila pomocou PCR analyzy s pouzitim
internych primérov Specifickych k sekvencii jedného z klonovanych minichromozémov
(NADH dehydrogenase 32K chain homolog). V kontrolnych reakciach sa ako templat
pouzila plazmidovd DNA jedného klonu. Vysledky PCR st dokumentované na obr. 2B.
Priméry HaltF a HaltR amplifikovali ¢ast’ génu pre fragment NADH dehydrogenazy,
kédovaného na ,,gene sized* chromozoéme, o velkosti 362 bp. Pouzitim termindlneho
telomerického priméru (A4Cs); sa amplifikoval cely ,,gene sized“ chromozém o
velkosti 1224 bp. Kombinaciou interného priméru HaltF a telomerického priméru
(A4Cy4); sa generoval predpokladany 800 bp usek. Velkost ziskanych fragmentov
presne zodpovedala teoreticky predpovedanym velkostiam ziskanym analyzou
nukleotidovej sekvencie tohto klonu. Identickd velkost fragmentov sa ziskala aj
v reakciach, v ktorych sa ako templat pouzila celkovd DNA Oxytricha sp. TT-2005
(data neuvadzame).

Ziskan¢é vysledky su jednoznaénym ddkazom pritomnosti ,,gene sized* chromozdémov
v makronuklearnej DNA prvoka Oxytricha sp. TT-2005, izolovaného zo vzorky pody
a otvara tak moznosti pre vyuzitie tohto prvoka v experimentoch zameranych na prenos
génov v prirodzenych ekosystémoch.

Tento projekt bol podporovany Vedeckou Grantovou Agenturou VEGA-grant C.
2/6175/26.
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