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Profesor Bod'a (1927-2005) patril medzi poprednych slovenskych vedeckych pracovnikov a na
flom je postavena bohata tradicia zakladného vyskumu v oblasti fyzioldgie hospodarskych
zvierat na Slovensku.

Ako mlady docent (31 rokov) Koloman Boda 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 fyzioldgie hospodarskych zvierat sa zucastiioval
pocas 31 rokov — az do roku 1989.

V roku 1964 kreoval oddelenie fyziologie hospodarskych zvierat UEB SAV v Kogiciach, z
ktorého v 1. 1969 vznikol Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV. Jeho cielom bolo
vybudovat moderny ustav reprezentujuci ceskoslovenski veterinarsku fyziologiu nielen v
Ceskoslovensku ale aj vo svete.

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

Na uctenie jeho pamiatky UFHZ SAV spoloéne s UVL v Kosiciach v r. 2006 usporiadal prvy
ro¢nik ,,Seminara doktorandov spojeny so sutazou o najlepSie prace doktorandov. 12.
septembra 2007 prebehol druhy ro¢nik ,,Semindra doktorandov®, na ktory sa prihlasilo 28
doktorandov, z toho 19 z UVL Kosice, 4 z UFHZ SAV, 3 z NbU SAV a 2 z UPJS Kosice. Sme
vel'mi radi, Ze na tomto seminari sa zuc€astnil vysoky pocet doktorandov, pricom vel'mi priaznivo
bola ohodnotend kvalita ich prednasok. Tak ako minuly rok sucastou semindra je zbornik
prednésok vo forme kratkeho vedeckého ¢lanku, ktory Vam predkladame.

Prof. Ing. O. Ondrasovicova, PhD. Doc. MVDr. J. Koppel, DrSc.
UVL KoSice UFHZ SAV Kosice



VPLYV DLHODOBEJ HYPODYNAMIE NA OBLICKY JAPONSKYCH PREPELIC
Z MORFOLOGICKEHO ASPEKTU

Almasiova V.

Ustav histolégie a embryolégie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Studovali sme vplyv dlhodobej hypodynamie simulujicej bezvahovy stav v kozme na
Struktaru, ultrastruktaru a aktivitu alkalickej fosfatdzy v oblickdch japonskej prepelice
(Coturnix coturnix japonica). Kur€ata na druhy deil po vyliahnuti boli zavesené v plastovych
kosielkach v klietkach tak, aby sa ich nohy nedotykali podlahy. Krmivo a vodu mohli
konzumovat’ ad libitum. Prepelice boli usmrtené¢ na 14., 21., 28., 35., 42., 49. a 56. den
hypodynamie. Vzorky z obli¢iek sme spracovali na svetelni a transmisni elektronova
mikroskopiu a na histochemickt analyzu alkalickej fosfatazy. Kratkodoba (14 — 28 diova)
hypodynamia nespdsobila vyraznejSie zmeny v morfologickom obraze obli¢iek a aktivite
alkalickej fosfatazy. Avsak pri dlhodobej (35 — 59 dnovej) hypodynamii sme zistili apoptozu
niektorych buniek v proximalnych a distalnych kanalikoch. Odumierajice bunky mali tmavé
jadro nepravidelného tvaru a dlhé denzné mitochondrie. Vyskyt apopt6z bol len sporadicky
a dokazali sme ich TUNEL testom. Struktira oblickovych teliesok, medularnej slucky a
zberacich kanalikov nebola vyraznejSie poskodena. Aktivita alkalickej fosfatdzy bola mierne
znizena (P < 0.01). Vysledky naSich pozorovani sved¢ia o tom, Ze dlhodoba hypodynamia
negativne posobi na Struktaru obli¢iek. Avsak aj napriek tomu st japonské prepelice schopné
v podmienkach dlhodobej simulovanej beztiaze rast’, vyvijat’ sa a dosiahnut’ produkény vek.

UvOoD

Cielom kozmickej biologie je =zabezpecit zivot aj za hranicami zemskej biosféry
a dosiahnutie biologickej nezavislosti Gloveka od naSej planéty. Ulohou kozmicke;
veterindrnej mediciny, zakladatel'om ktorej na Slovensku bol pan akademik Koloman Bod’a,
je starostlivost’ o zdravie a produkciu zvierat v kozme v stvislosti s medziplanetdrnymi letmi
a dlhodobymi pobytmi l'udi na planetdrnych staniciach. Jednym z limitujucich prvkov pri
dlhodobych pobytoch ¢loveka v kozme je zdsoba potravin, ¢iZe je nevyhnutné ziskat’ zékladné
potraviny z vlastnych zdrojov. RieSenim je vyuzitie modelu zemskej biosféry, ktory vytvori
zakladné podmienky pre zivot Cloveka vratane jeho vyZzivy. Na splnenie tychto zdmerov je
potrebné vytvorenie uzavretého autonémneho ekologického systému (Bod’a, 1997).

Orbitalne stanice alebo kozmické lode sludskou posadkou urcené pre dlhodobé pobyty
v kozme predstavuju vlastne umely uzavrety ekologicky systém ako zjednoduSeny model
zemskej biosféry, ktory zabezpec¢i chod zivota na ziklade kolobehu CO,, O,, energie
a organickej hmoty. Fungujlci uzavrety systém sa dosiahne jedine spojenim autotrofnych,
heterotrofnych organizmov a deStruktorov (Sychev a kol. 1999).

Pri vybere vhodného zivocisSneho druhu sa najlepSie osvedCila japonska prepelica, ktord
predstavuje nevyhnutny heterotrofny ¢lanok v umelom uzavretom ekosystéme kozmickych
lodi. Ma pomerne nizku telesni hmotnost, vysoku produkénu a reprodukénu schopnost,
kratky individudlny vyvoj, dobri toleranciu na stiesnené podmienky a adaptabilitu na
mikrogravitaciu. Cielom je, aby vyliahnuté japonské prepelice v podmienkach kozmickej
lode dosiahli dospelost’ a boli schopné reprodukcie (Bod’a a kol. 1991, Bod’a 1997).
Kozmické experimenty st narocné a drahé, preto sa ovela CastejSie vyuzivaju modelové
pokusy na Zemi s napodobnenim kozmického prostredia. Vesmirne prostredie sa vSak pri
svojej unikatnosti neda dokonale nahradit’. Chybanie gravitacie nie je uplné ani v kozme,
preto hovorime o mikrogravitacii. Hypodynamia je metdda, ktord na Zemi v laboratornych
podmienkach napodobniuje bezvahovy stav v kozme (Planel 2004). U vtakov sa pouzivaju
Specialne kosiel’ky zo sietoviny, pomocou ktorych st zvierata zavesené na strope klietky tak,



aby sa nemohli dotykat’ podlahy, avSak aby mohli prijimat’ krmivo a vodu ad [libitum. Tato
metéda bola vyvinuta v Ustave Biochémie a Genetiky SAV v Ivanke pri Dunaji (Jurani a kol.
1983) a pouzili sme ju aj v nasich pokusoch.

Cielom tejto prace, ktora je sucastou vyskumu zaoberajuceho sa vplyvmi mikrograviticie na
jednotlivé organy a tkaniva japonskej prepelice, bolo prestudovat’ morfologicky obraz
obli¢iek japonskych prepelic vystavenych dlhodobej hypodynamii a opisat’ charakter
histopatologickych zmien.

MATERIAL A METODIKA

Pokusy sa realizovali na Ustave biochémie a genetiky SAV v Ivanke pri Dunaji. Kratko po
vyliahnuti boli kurcatd japonskej prepelice sexované a v naSom pokuse sme pouzili 48
kohttikov. Na druhy deni po vyliahnuti sme 24 kohutikov (n = 24) zaradili do pokusu, pri¢om
tieto boli vystavené hypodynamii a 24 kohutikov (n = 24) slazilo ako kontrola. Pokusné
zvieratd individudlne viseli v Specidlnych plastovych flexibilnych koSiel'kach na strope
klietky tak, ze sa vol'ne nedotykali podlahy, av$ak prijem vody a krmiva mali neobmedzeny.
Priemerna hmotnost’ dvojdiovych kurciat sa pohybovala v rozmedzi 7,46 + 0,62 g. Prepelice
toho istého veku arovnako kfmené sluzili ako kontrola. Kontrolné zvieratd boli chované
v boxe, ktory sa nachddzal v tej istej miestnosti bez okien s kontrolovanou ventildciou
a elektrickym ohrievanim infracervenymi lampami s 24 hodinovym svetelnym rezimom.
Prepelice boli kfmené granulovanou kfmnou zmesou HYD — 13 s obsahom 260g.kg”
bielkovin a 11,5 MJ vyuziteInej energie.kg . Pri praci sa dodrziavali zasady etiky pokusov na
zvieratach (Korim a kol. 2003).

Bezprostredne po usmrteni japonskych prepelic dekapitaciou na 14., 21., 28., 35., 42. a 56.
dent sme odoberali vzorky z obli¢iek pokusnych aj kontrolnych zvierat, v kazdej skupine po
Styri zvieratd (n = 4). Materidl sme spracovali na svetelnu a transmisni elektronovi
mikroskopiu, ako aj histochemickt analyzu alkalickej fosfatazy.

Svetelna mikroskopia (SM)

Vzorky zobliciek sme fixovali v 4 % neutralnom formaldehyde, zaliali do parafinu a
histologické rezy sme ofarbili hematoxylin — eozinom. Histologické preparaty sme prehliadali
a fotografovali svetelnym mikroskopom Jenamed s digitdlnym mikrofotografickym
zariadenim Sony.

Transmisna elektronova mikroskopia (TEM)

Z parenchymu obli¢iek sme vyrezali platnicky 1 mm hrubé, z ktorych sme vo fixa¢nom
roztoku narezali excizy o velkosti 1 x 1 mm. Materidl sme imerzne fixovali v 3%
glutaraldehyde pri laboratornej teplote 3 hodiny a postfixovali v 1 % OsO4 (obidva v 0,15 M
kakodylatovom pufri pH 7.2 - 7.4). Fixované vzorky sme premyli v kakodylatovom pufri,
odvodnili v acetdne a propylénoxide, a zaliali do Durcupanu ACM. Ultratenké rezy sme rezali
na ultramikrotome Tesla BS 490, kontrastovali dvojfazovo uranylacetdtom a citrdtom olova
a fotografovali elektronovym mikroskopom Tesla BS 500.

Histochemicka analyza alkalickej fosfatazy (AF)

Vzorky z obli¢iek sme najprv zmrazili v parach tekutého dusika a az do spracovania ulozili
v mraznicke pri -20 °C. V kryostatovych rezoch sme aktivitu alkalicke; fosfatazy
histochemicky stanovili modifikovanou azokopula¢nou metdédou podl'a Lojdu a kol. (1979).
Enzymovu aktivitu AF hlavne v oblasti mikroklkov proximalnych kanélikov sme stanovili
cytofotometricky pomocou mikrodenzitometra Vickers M 85a. Vysledky sme Statisticky
vyhodnotili jednofaktorovou analyzou variancie (ANOVA). Signifikantné rozdiely medzi
kontrolou a pokusom sme Statisticky vyhodnotili Tukeyho testom.

Dokaz apoptozy

Na stanovenie apoptozy sme pouzili MEBSTAIN Apoptosis kit Direct (Immunotech, France)
na priamu TUNEL reakciu. Parafinové rezy sme odparafinovali xylénom a etanolom a
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nasledne osetrili proteinkinazou K (PK"). DNA bazické konce boli oznadené vyuzitim TdT
reakcie, a farbené¢ DAPI farbivom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Mikroskopicka a submikroskopicka Struktara obli¢iek pri kratkodobej (14 az 21 dnovej)
hypodynamii sa podstatnejSie neliSila od Struktiry obli¢iek u kontrolnych prepelic. Podocyty
glomerulov mali normalnu Struktiru, trabekuly a pedikuly podocytov neboli poruSené.
Bazilna membrana bola tenkd a suvisla. Fenestrované krvné kapilary neboli poskodené.
Kanaliky proximalneho segmentu mali nepravidelny Strbinovity limen. Tvorili ich bunky
cylindrického tvaru so stredne elektrondenznou cytoplazmou. Okrahle jadro s difizne
rozptylenym chromatinom a vyraznym jadierkom sa nachadzalo v bazalnej casti bunky.
Cytoplazma obsahovala pocetné vel'ké mitochondrie pretiahleho tvaru orientované kolmo na
bazéalnu membranu, ktora vytvarala pocetné invaginacie. Cisterny a vaciky Golgiho komplexu
sa nachadzali supranukledrne. V cytoplazme sa nachadzali aj cisterny granulovaného
endoplazmatického retikula, lyzozoémy a pocetné pinocytdézne vaciky. Na apikdlnom povrchu
buniek boli pritomné vysoké tenké paralelne usporiadané pocetné mikroklky. Kanaliky
distalneho segmentu mali oproti proximalnym kandlikom vacsi limen, pretoze boli tvorené
bunkami kubického tvaru. Jadro okruhleho tvaru s diftzne rozptylenym chromatinom
a vyraznym jadierkom sa nachadzalo v apikalnej Casti bunky. V cytoplazme sa pri bazalnej
membrane s hlbokymi invaginidciami nachadzali ty¢inkovité mitochondrie. Henleovu slucku,
ktora sa nachadza len v drefovych nefrénoch tvorili bunky dlazdicovitého tvaru a mali
okrihle alebo ovalne centrdlne ulozené jadro. Na apikdlnej casti buniek sa
nachadzali ojedinelé kratke nepravidelné mikroklky. V cytoplazme boli roztriusené malé
mitochondrie, granulované endoplazmatické retikulum a volné ribozomy. Stenu zberacich
kanalikov tvorili dva typy buniek. Svetlé bunky kubického tvaru s velkym centralne
uloZzenym jadrom. Ich cytoplazma obsahovala malo organel, mitochondrie boli orientované
roznym smerom a bazilna membrana nevytvarala zahyby. Na apikdlnom povrchu sa
nachddzali len ojedinel¢ malé mikroklky. Tmavé bunky obsahovali viac mitochondrii
a vezikul a na povrchu mali vyssie mikroklky. Zistili sme, ze kratkodoba hypodynamia nema
negativny vplyv na Struktaru obliciek, €o je v stilade s pozorovaniami KociSovej a kol., 1991
a Cigankovej a kol., 1993; ktoré Studovali vplyv 7 diiovej mikrogravitacie v kozme na oblicky
dospelych japonskych prepelic.

Avsak pri dlhodobej (35 - 59 dnovej) hypodynamii sme pozorovali morfologické zmeny v
niektorych bunkdch proximalnych a distdlnych kanalikov. AvSak Struktura a ultraStruktira
oblickovych teliesok ani kandlikov drefiovej slucky nebola ani vplyvom dlhodobe;j
hypodynamie poSkodena. Odumierajiice bunky proximalnych kanalikov v SM boli tmavé a
mali jadro nepravidelného tvaru. V. TEM mali tmavé scvrknuté jadro a v elektrondenznej
cytoplazme obsahovali dlhé denzné ty€inkovité mitochondrie s tenkymi mitochondriovymi
kristami. Odumierajiuce bunky sme ojedinele pozorovali aj v distdlnych kanalikoch. Priamou
TUNEL reakciou sme potvrdili, Ze tieto bunky odumierali formou apoptdzy. Avsak tento
nalez nepovazujeme za alarmujuci a nevedie k zlyhaniu funkcie obli¢iek. Predpokladdme, ze
sporadicky  vyskyt odumierajicich bunieck mohol vzniknit' jednako v doésledku
nedostatocného krvného zasobovania obliciek vplyvom hypodynamie a zaroven aj vysSim
zat'azenim obli¢iek pri vylucovani splodin latkového metabolizmu a najmé vapnika. Zaroveil
v cytoplazme buniek zberacich kandlikov sme u pokusnych prepelic nachadzali vel'ké svetlé
vakuoly, ktoré im davali penovity vzhlad. Ich pritomnost by mohla stvisiet' s exkréciou
metabolitov.

Histochemickou analyzou na dokaz alkalickej fosfatazy v oblickdch sme aj pri dlhodobe;j
hypodynamii zaznamenali u pokusnych prepelic len mierny pokles hladin tohto enzymu
v porovnani s kontrolou (P < 0.01). AF je viazand najmd na kefkovity lem proximalnych
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kanalikov. Predpokladame, Ze funkcia obli¢iek japonskych prepelic ani pri dlhodobe;j
hypodynamii nebola vyraznejSie narusena.

Na zaklade naSich morfologickych a histochemickych nalezov konstatujeme, Ze najma
dlhodoba hypodynamia nepriaznivo vplyva na oblicky. AvSak aj napriek tomu su japonské
prepelice schopné v podmienkach dlhodobej simulovanej beztiaze rast, vyvijat sa

a dosiahnut’ produkény vek.
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UCINOK AKRIDiNOVYCH DERIVATOV NA AGREGACIU LYZOZYMU
Bellova A.', Gazova Z.%, Daxnerova, Z.*, Antalik M."
Ustav chemlckych vied, Katedm blochemle Prirodovedeckd fakulta UPJS, Kosice
Ustav experimentalnej fyziky, oddelenie biofyziky, SAV, Kosice
IUstav biologickych a ekologickych vied, Prirodovedeckd fakulta UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Prevencia vzniku amyloidnych fibril alebo ich odstranenie je jednou zo stratégii lieCby
amyloidnych chorob. Nasim cielom bolo identifikovat' nizkomolekularne latky, ktoré su
schopné potlacit’ tvorbu amyloidnych fibril a/alebo destruovat amyloidné fibrily. Studovali
sme ucinok Struktirne réznorodych akridinovych derivatov na tvorbu lyzozymovych
amyloidnych fibril a na ich disagregaciu in vitro. Inhibi¢né a depolymerizacné vlastnosti
akridinovych derivatov boli sledované prostrednictvom viazania tioflavinu T (ThT)
a Konzskej Cervenej. Zistili sme, Ze na antiagregacnu aktivitu akridinovych derivatov vplyva
Struktira bocného retazca a plandrnost molekuly akridinu. V pripade spiroakridinov
a tetrahydroakridinov nebol pozorovany zZiadny inhibi¢ny u¢inok, niektoré tetrahydroakridiny
dokonca urychlovali rast amyloidnych fibril. Pre skupinu akridinov, uktorych bola
pozorovand vysoka inhibicné a disagregacné aktivita sme pomocou fluorescencnej intenzity
ThT uréili hodnoty koncentracie ICsy (50% inhibicia) a DCsy (50% disagregacia). Tieto
hodnoty sa pre najviac G¢inné akridinové derivaty pohybovali v rozmedzi od 5-100 uM.
Tvorba lyzozymovych fibril a G€¢inok akridinov boli potvrdené elektronovou mikroskopiou.
Predmetom néasho zdujmu bola aj interakcia Studovanych akridinovych derivatov s DNA,
pretoze interkalacia akridinu moze sposobit’ vyrazni modifikaciu Struktiry DNA a tym smrt’
bunky. Spektrofotometrickou titraciou akridinov s DNA sme urcili vdzobné konStanty a pocet
vizobnych miest sledovanych akridinov na DNA. Nasim cielom bola selekcia akridinovych
zlucenin s vysokou antiagrega¢nou a minimalnou interkalacnou aktivitou.

UvOoD

V poslednom desatro¢i sa venuje stadiu proteinovej agregacie velkd pozornost najmi po
zisteni, Ze sprievodnym znakom mnohych zavaznych chordéb je tvorba nerozpustnych
proteinovych depozitov, ktorych hlavni zlozku tvoria amyloidné fibrily. V stcasnosti je
znamych viac ako 20 amyloidnych ochoreni, ktoré postihuju velku Cast’ populacie hlavne v
rozvinutych krajinach. Proteinové amyloidné agregaty sa nachddzaju v rozli¢nych organoch
a tkanivach, pricom protein, ktory tvori hlavnu zlozku depozitu je charakteristicky pre danu
chorobu (Sipe, 2005). Napriklad akumulacia AB-peptidov spolu s tau proteinom je typicka pri
Alzheimerovej chorobe a a-synuklein je spojeny s Parkinsonovou chorobou. Peptid amylin
vytvara amyloidné vlakna v pankrease pri diabetes typu II. Amyloidéza je detekovana aj pri
tvorbe lyzozymovych agregatov v réznych castiach celého tela (Sipe, 2005). Zaujimavou
charakteristikou amyloidnych ochoreni je prekvapivo podobna Struktura amyloidnych fibril aj
napriek tomu, Ze proteiny spédjané s amyloidnymi chorobami sa liSia v svojej primarnej,
terciarnej Struktire ako aj vo velkosti a funkcii. Amyloidné fibrily sa skladajii z niekol’kych
navzdjom prepletenych protofilamentov a usporiadané jadro fibril sa vyznacuje “cross-f”
Struktarou (Sunde a kol., 1997).

V sticasnosti nie je mozné efektivne lieCit’ amyloidné ochorenia, ale vel'mi sl'ubnou stratégiou
sa zda byt blokacia agregacie proteinu, pripadne rozbitie amyloidnych Struktar, pretoze tento
krok v procese tvorby amyloidnych depozitov je prvym krokom patologického procesu, ktory
nie je spojeny s biologickou funkciou proteinu (Mason a kol., 2003). Ukézalo sa, Ze mnoho
organickych zlic¢enin ako napriklad nikotin, antracyklin, donepenzil, dekametionin su
schopné in vitro inhibovat’ alebo aspon znizit’ amyloidnu agregaciu réznych proteinov, napr.
v suvislosti s ukladanim A-peptidu, agregaciou hungtingtinu a transtyretinu (Sipe, 2005).

13



Nedavne vyskumy ukazali, ze antrachinény su schopné inhibovat tvorbu tau agregatov
(Pickhardt a kol., 2005). Napriek tymto zisteniam zatial’ neboli najdené¢ latky vhodné na
klinické ucely, preto je potrebna identifikacia d’alsich latok.

Studovali sme antiagregaéné vlastnosti akridinovych zli¢enin vzhl'adom na skutoénost, Ze
niektoré akridinové a bisakridinové derivaty boli identifikované ako inhibitory tvorby
Specifickych foriem pridnového proteinu rezistentnych voci protedzam (Korth a kol., 1998).
Sledovali sme in vitro U¢inok réznych akridinovych derivatov na vznik a disagregéaciu
lyzozymovych amyloidnych fibril, ktoré vytvaraji masivne amyloidné depozity v peceni a
oblickéach u T'udi trpiacich dedi¢nou systémovou amyloidozou. Sustredili sme sa na skimanie
vplyvu Struktury bo¢ného retazca a planarnost’ molekuly akridinovych derivatov na ich
disagregaéné vlastnosti. Studovali sme tieZ interakciu akridinovych derivatov s DNA s cielom
identifikovat’ akridinové derivaty s minimalnou interkalacnou (minimalizacia zmien DNA)
avsak s vysokou antiagregacnou aktivitou.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie - Lyzozym z vaje¢ného bielka, tioflavin T (ThT), Konzska cervena (CR), DNA
z telacieho tymusu boli ziskané od firmy Sigma. Rozne derivaty akridinu boli poskytnuté
Katedrou organickej chémie, PF UPJS. Guanidin hydrochlorid (GdnHCI) bol z firmy Fluka
Chemika.  Chemikalie potrebné na priprava  tlmivych  roztokov — (NayHPOy,
NaH,P0O4,K,HPO4,KH;PO4) boli dodané firmou mikroCHEM.

Tvorba lyzozymovych amyloidnych fibril —amyloidné fibrily boli pripravené 2 hodinovou
inkubéciou 10 uM lyzozymu (10 uM) v 20 mM fosfate draselnom (KP), pH 6,3, v pritomnosti
3 M GdnHCI pri teplote 50 °C za stdleho miesSania (Vernaglia a kol., 2004). Tvorba
amyloidnych fibril bola sledovand prostrednictvom viazania ThT alebo CR alebo
elektronovou mikroskopiou.

Viazanie ThT - ThT bol dodany ku proteinovému roztoku tak, aby jeho kone¢na koncentracia
bola 20 uM. Viazanie ThT do amyloidnych fibril je sprevddzané narastom intenzity
fluorescencie v emisnom spektre, ktord bola merand spektrofluorofotometrom RF-5000
Schimadzu. ThT bol exicitovany pri 440 nm so Sirkou §trbiny 1,5 nm a emisia bola merana pri
485 nm so Sirkou Strbiny 3 nm.

Viazanie CR — CR bolo pridané do roztoku proteinu v pomere 1:2. Tvorba lyzozymovych
fibril bola ur¢ena posunom absorpcného piku CR z 495 nm na 503 nm pomocou absorpéného
spektrofotometra (Specord S100, Analytik Jena).

Identifikacia inhibitorov lyzozymovej amyloidnej agregacie pomocou viazania ThT —Inhibi¢né
a disagregacné schopnosti akridinovych derivatov boli detekované prostrednictvom viazania
ThT. V pripade merania inhibi¢nych schopnosti akridinov bol do 20 mM tlmivého roztoku
fosfatu draselného (pH 6,3) pridany 10 uM lyzozym a 3 M GdnHCI a derivat akridinu v
koncentrécii 200 uM. Roztok bol za stdleho mieSania 2 h inkubovany pri 50 °C. Pre meranie
disagregacnych vlastnosti akridinov bol k 10 uM lyzozymovych fibrilam pridany 200 puM
akridinovy derivat a vzorky boli inkubované cez noc pri teplote 37 °C. Kontrolné meranie
fluorescencie akridinovych derivatov bolo uskutocnené meranim roztoku kde protein bol
nahradeny vodou. Po inkubécii s akridinmi bola po pridani ThT (vysledna koncentrécia 20
uM) zmerana fluorescencna intenzita. Pre derivaty s vysokou inhibi¢nou a disagregacnou
aktivitou detekovanou pre 200 puM koncentrdciu bola sledovand ich aktivita aj pre
koncentrécie akridinov v rozmedzi od 100 pM do 1 mM. Na zaklade tychto merani sme urcili
hodnotu ICsy ( koncentracia akridinu, pre ktorti bola pozorovana 50%  inhibicia tvorby
amyloidnych fibril) a DCs, (koncentréacia akridinu, pre ktora bola pozorovana 50% destrukcia
amyloidnych fibril). VSetky merania boli uskutocnené minimalne trikrat.
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Transmisna elektronova mikroskopia — roztok obsahujici 100 uM lyzozym alebo lyzozymové
fibrily pred alebo po inkubacii s akridinmi bol naneseny na formvarom potiahnuté medené
mriezky (1 min) a negativne zafarbeny s 2% uranyl acetatom (45s).

Spektrofotometricka titrdacia akridinov s DNA — viazanie akridinovych derivatov bolo
sledované prostrednictvom absorpénych spektralnych zmien pri 5 uM akridinu po pridavkoch
DNA z telacieho tymusu (10 mM fosfatovy pufer, pH 7,4). Viazanie akridinovych derivatov
bolo vyhodnotené pomocou McGhee-von Hippel rovnice pre hodnoty Scatchardovho grafu v
regione od 30% (dolnd hranica) do 90% (horna hranica). Koncentracia DNA bola urcena
spektrofotometricky pomocou extinkéného koeficientu €;5g,m = 13 600 Mlem™.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zabréanenie tvorby amyloidnych proteinovych depozitov, pripadne ich deStrukcia vedie k
zmierneniu symptémov, ktoré st pozorované pri amyloidnych ochoreniach. Studovali sme
preto U¢inok akridinovych derivatov na formovanie amyloidnych fibril z lyzozymu in vitro.
Vytvorenie lyzozymovych fibril bolo detekované pomocou viazania ThT a Konzskej
cervenej. Tieto zistenia boli potvrdené elektronovou transmisnou mikroskopiou. Predmetom
nasho zaujmu bolo zistit', ako ovplyviuje Struktara akridinovych derivatov ich disagregacné
schopnosti. Vybrali sme akridinové derivaty, ktoré sme podla ich chemickej Struktary
rozdelili do troch skupin — akridiny, spiroakridiny a tetrahydroakridiny (Tab.1). Sledovali sme
ich vplyv na tvorbu lyzozymovych amyloidnych fibril ako aj na ich depolymerizaciu.
Inhibi¢nd a disagregacna aktivita Studovanych akridinov bola rozna, priCom bola vyrazne
ovplyvnena ich Strukturou (Obr.1). Pre vicSinu akridinov z prvej skupiny (Acl-Acl0) bola
zistena vysoka schopnost’ potlacit’ tvorbu lyzozymovych fibril ako ich aj rozbit’. Na rozdiel od
nich akridiny patriace do druhej a tretej skupiny nemali skoro Zziadny inhibi¢ny a
disagrega¢ny efekt. Dokonca pre niektoré tetrahydroakridiny (T4 a TS) sme pozorovali, ze
urychlovali rast fibril. Vysledky pre vybraté akridinové derivaty zo sledovanych troch
Struktirnych skupin st uvedené na obr.1. Disagregacna aktivita bola pozorovana aj pomocou
elektronovej mikroskopie. Videli sme podstatne mensi pocet fibril, ako aj ich rozbitie po
posobeni efektivneho akridinového derivatu. Pre akridinové derivaty z prvej skupiny sme
pomocou fluorescencie ThT sledovali ich G¢innost’ v zavislosti od koncentracie (Obr.2). Na
zaklade tychto merani sme uréili hodnoty ICsy a DCsy, ktoré st uvedené v tab.2. Tieto
hodnoty sa pre najviac uc¢inné akridinové derivaty pohybovali v rozmedzi od 5-100 uM, co
umoziuje ich potencidlne vyuzitie ako lieCiv.

Akridinové derivaty mézu interagovat’ s DNA, ¢o by mohlo negativne ovplyvnit’ fyziologické
procesy v jadre. Spektrofotometrickou titraciou akridinov s DNA sme preto urcili vdzobnu
konstantu (K) a pocet vdzobnych miest (n) sledovanych akridinov na DNA. Ziskan¢ tdaje pre

N 200
1 aleridiny C;D minhibicia tetrahydroalyiding
Arcl - Acl0 8 150 b spiroakriditgy
I Iz
© I T
& 100 -
2 spiroakridiny Ea]
o
S1- S6 - R
=2
=]
- = ! 0 .]-I i|ﬁ T T T T
3 tetrahydroakridiny QL;Q ac-10 a6 S1 s2 T5 T4
T1-T5 R Obr.1. Uginok akridinovych derivatov na
inhibiciu tvorby lyzozgmovych fibril
=, . e . . a disagregaciu vytvorenych fibril monitorované
Tab. 1. Struktira akndinewych denvatow pomocou fluorescencie ThT.
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akridiny prvej skupiny su uvedené v Tab.2. Vdzobnd aktivita akridinovych derivatov bola
u niektorych akridinov vel'mi vysokéd (Ac-2, Ac-3), u niektorych sme nepozorovali ziadne
viazanie(Ac-4, Ac-10).

Na zaklade ziskanych vysledkov sme zistili, Ze antiagregacna aktivita akridinovych derivatov
je vyrazne ovplyvnend Struktirou bocného retazca a planaritou molekuly akridinu. Podarilo
sa nam identifikovat’ akridiny s vysokou inhibi¢nou a/alebo antiagregacnou aktivitou avsak s

120 e akridin | DC50 | 1C50 |Kx106] n Tab.2. Ziskané
100 1 mi M-1 hodnoty pre 1. skupinu
8 ] Ac1 (210891 |412]1/1 akridinov - ICsg, DCsy,
Eé” - \ Ac2 (1841|578 03 |36 K (vdzobna konstanta
=11) 1 v
£ - Ac3 [ea9[756] 2 [35] 9O DEA,)L n (Poi)et
=> 40 A 1 n mi .
s Acd | xx | xx [ nb [nb| YRFOOIYCHIMICSL. XX
2] = Ac 1 —neurcené kvoli
ol s A \“3{-—-‘; AcS | nb | nb [ 5926 vysokej fluorescencii
101 101 10°  10% 107 105 10% 104 10° 102 Acé 33!5 10!0 0!47 12 akridinu); nb —
koncentracia akridinu [M] AcT | 171|486 (07|71 nepozorované viazanie
Obr.2. Mnozstvo agregovaného lyzozymu (v Ac8 | xx | xx | 79 |31 do DNA.

%) v zavislosti od koncentracie akridinu Acd (560 (1828] 44 | 5,1
(inhibiéné merania) a odpovedajuce ICsg Ac101 53165 nb [ nb
hodnoty. : :

minimalnou Specificitou ku DNA. Spomedzi Studovanych akridinovych derivatov akridiny
Ac-6, Ac-7 a Ac-10 najviac spiﬁajﬁ pozadované vlastnosti — nizke hodnoty ICsy a DCs
koncentracii ako aj malé hodnoty vdzobnej konStanty. Tieto zluCeniny poskytuju zaklad pre
cieleny vyvoj lie¢iv amyloidnych chordb na baze akridinov.
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UCINKY DEOXYNIVALENOLU A ZEARALENONU NA FAGOCYTARNU
AKTIVITU V KRVI A ANTIOXIDACNY STATUS BROJLEROV

Borutova R.

Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om pokusu bolo skumat’ uc¢inky diét umelo kontaminovanych r6znymi koncentraciami
kombindcie fuzériovych mykotoxinov deoxynivalenolu (DON) a zearalenéonu (ZEA) na
fagocytarnu aktivitu leukocytov, aktivitu glutation peroxidazy (GPx) v krvi a tkanivach,
aktivitu tioredoxin reduktazy (TRx) v tkanive pecene, superoxid dismutazy (SOD)
v erytrocytoch, hladiny y-glutamyltransferazy (GGT) vplazme a  koncentracie
malondialdehydu (MDA) v tkanivach. Brojlery plemena Ross boli od prvého dna Zzivota
rozdelené do troch pokusnych skupin, ktoré sa liSili v koncentraciach deoxynivalenolu
a zearalenébnu. Prvd pokusna skupina vtadkov bola kfmena diétou sniz§im obsahom
mykotoxinov (3,4 mgkg™), zatial ¢o druhd pokusna skupina dostivala diétu s vy$§im
obsahom DON (8,1 mgkg') aZEA (8,3 mgkg™). Vysledky poukazali na signifikantne
znizenu fagocytarnu aktivitu leukocytov vtakov, ktoré dostavali diétu s vyssim obsahom
mykotoxinov, na druhej strane aktivita GPx v krvi a GGT aktivita v plazme boli touto diétou
signifikantne zvysSené. Aktivita GPx v peceilovom tkanive bola signifikantne znizend, zatial
¢o koncentracie MDA tu boli signifikantne zvySené. SOD aktivita v erytrocytoch ani hladiny
MDA akoncentracie GPx v tkanive Crevnej sliznice neboli réznymi koncentraciami
mykotoxinov ovplyvnené. Kontaminované diéty nemali negativny vplyv na aktivitu TRx
v pecenovom tkanive. Ziskané vysledky poukazuju na to, ze kombinacia deoxynivalenolu
a zearalenénu v diétach zvySila oxidacny stres a mala poskodzujici G¢inok na imunitni
odpoved’ polymorfonuklearnych buniek v krvi brojlerov.

UvOD

Deoxynivalenol (DON) a zearalenon (ZEA) patria do skupiny trichotecénovych mykotoxinov
produkovanych viacerymi druhmi plesne Fuzarium. DON je zndmym inhibitorom
proteosyntézy, viaze sa na peptidyl transferdzu (Feinberg a McLaughlin, 1989), alebo priamo
na ribozoém, ¢im inhibuje proteosyntézu, syntézu DNA a RNA. ZEA aj napriek tomu, Ze nema
steroidntt Struktiru, ma ucinky streroidnych hormoénov estrogénov. DON po absorbcii
v gastrointestinalnom trakte podstupuje de-epoxidéaciu a glukuronidéaciu, ¢o vedie ku vzniku
relativne menej toxického metabolitu DOM-1 (Beasley akol., 1986). ZEA sa dostava
portalnou krvou priamo do pecene, kde je metabolizovany za vzniku derivatu alfa-
zearalenonu (alpha-ZOL), ktory je niekol’ko krat aktivnejsi ako samotny ZEA (Malakinejad
a kol., 2004).

Cielom experimentu bolo zistit, & moézu koncentricie od 3 mgkg' do 8 mgkg’
deoxynivalenolu v kombindacii so zearalendnom spdsobit’ zvySeny oxidacny a imunitny stres
organizmu hydiny, ktora je vo¢i i€¢inkom samotného deoxynivalenolu malo citliva.

MATERIAL A METODIKA

Brojlery hybridu Ross 308 boli od prvého dina zivota rozdelené do troch pokusnych skupin po
20 zvierat. Vtaky vSetkych skupin boli kfmené zékladnou diétou pocas dvoch tyzdiov. V
nasledujucich dvoch az Styroch tyzdioch dostavali brojlery v pokusnych skupinach
experimentalne diéty s roznymi koncentraciami kombinacie DON a ZEA. Kontrolna skupina
bola aj nadialej kimena zakladnou diétou s obsahom 0,6 mg.kg' deoxynivalenolu a 0,07
mg.kg ™ zearalenénu. Prva pokusna skupina bola kimena diétou s obsahom 3,4 mg kg DON
a ZEA. Druha pokusna skupina dostavala diétu s vy$$im obsahom DON 8,1 mgkg' a ZEA
8,4 mg.kg™". Brojlery boli vo veku 4 tyzdiiov anestetizované zmesou ketaminu (Narkamon
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5%) axylazinu (Rometar 2%) pre odber krvi intrakardidlnou punkciou. Vzorky pecene,
oblicky a Crevnej sliznice boli odobraté po eutanazii. Aktivita GPx (EC 1.11.1.9) bola
stanovend metodou podla Paglia a Valentine (1967) pouzitim Ransel kitu (Randox, VB).
Koncentracie MDA v tkanivach pecene, oblicky a €revnej sliznice boli stanovené podla Jo
a Ahn (1998). Aktivita GGT bola stanovena pouzitim kitu Randox, VB metédou podla
Szasza (1969), na spektrofotometrické stanovenie aktivity TRx metodou podla Holmgren
a Bjornstend (1995) bol pouzity Assay kit (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO). Obsah
hemoglobinu a aktivita SOD (EC 1.15.1.1) v erytrocytoch boli analyzované metédou podla
Arthur a Boyne (1985) s pouzitim kitov (Randox, VB). Koncentracia bielkovin v tkanivach
bola stanovena podl'a Bradforda (1976). Fagocytarna aktivita bola merand priamym pocitanim
polymorfonuklearnych buniek za pouzitia MSHP castic (microspheric hydrophylic particles)
metédou podla Vetvicku akol., (1982). Statisticki analyza vysledkov bola urobena
jednocestnou ANOVOU s post hoc Tukey testom. Vysledky st uddvané ako priemer =SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Koncentracia MDA v peceniovom tkanive bola signifikantne zvySena v obidvoch skupinach
brojlerov, ktoré dostavali diéty kontaminované mykotoxinmi, na druhej strane aktivita GPx
v peceni bola signifikantne zniZzend. Aktivita TRx v pe€eni nebola kontaminovanymi diétami
ovplyvnena (Tab.1).

Tab 1. Koncentracia malondialdehydu (MDA), aktivita glutation peroxiddzy (GPx) a tioredoxin
reduktazy (TRx) v tkanivach brojlerov kfmenych diétami kontaminovanymi nizS§imi koncentraciami
deoxynivalenolu a zearalenénu (3,4 mg.kg") a vy$§imi koncentriciami deoxynivalenolu 8,1 mg.kg" a
zearalenénu 8,3 mg.kg'. Hodnoty st +SEM. n=6

Parameter Kontrola Nizky mykotoxin  Vysoky mykotoxin

DON+ZEA DON+ZEA

Crevna sliznica

MDA (nmol.g'1 bielkovin) 41,4+8.9 51,9+8.4 35,5+3,8

GPx (U.g" bilekovin) 54+1,5 8,4+1,3 5,6+1,5
PecCen

MDA (nmol.g™" bielkovin) 137,3+23,6° 397,3+54,7° 319,7+32,4°

GPx (U.g" bielkovin) 13,8+1,7° 7,9+1,3° 8,3+1,0°

TRx (U.g"' bielkovin) 26,5+5,6 24,9487 30,3+6,3
Oblicka

MDA (nmol.g™" bielkovin) 56,1+7,0° 93,2+6,8" 65,8+8,0°

GPx (U.g" bielkovin) 15,4+3,5 13,9+1,5 13,043,8

DON = deoxynivalenol; ZEA = zearalenon
a, b: Rozdielne horné indexy v ramci riadku oznacuju signifikantné rozdiely medzi skupinami (P<0,05)

Pridavok vysSej koncentracie mykotoxinov do diéty sposobil signifikantné zvySenie aktivity
GPx v krvi a aktivity GGT v plazme brojlerov (Tab.2). Aktivita SOD v erytrocytoch (Tab.2)
ani hladiny MDA a aktivity GPx v tkanive crevnej sliznice neboli skrmovanim diét
kontaminovanych réznymi koncentraciami fuzariovych mykotoxinov ovplyvnené (Tab.1).
Fagocytarna aktivita polymorfonukledrnych buniek v krvi brojlerov bola signifikantne
znizena v skupine vtakov kfmenych vyssimi koncentraciami kombinacie deoxynivalenolu a
zearalenonu (Tab.3).
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Tab 2. Aktivita glutation peroxidazy (GPx) v krvi, superoxid dismutdzy (SOD) v erytrocytoch,
aktivita y-glutamyltransferazy (GGT) v plazme brojlerov kimenych diétami kontaminovanymi niz§imi
koncentriciami  deoxynivalenolu a zearalenénu (3,4 mgkg') a vy$§imi koncentraciami
deoxynivalenolu 8,1 mg.kg" a zearalenonu 8,3 mg.kg™'. Hodnoty st +SEM. n=6

Nizky mykotoxin Vysoky mykotoxin
Parameter Kontrola DON4ZEA DON-ZEA
GPx v krvi a a b
1+ +4,1 1£1

(U.g'l Hb) 38,1433 37,744, 70,1+10,3
SOD v
erytrocytoch 1566+113,0 1447+40,7 1572+52,6
(U.g' Hb)
GGT v plazme a a b

4,12 42,5+ 4.9+
(U.L'l) 34,1+2,7 ,5+6,8 64,9+7,8

DON = deoxynivalenol; ZEA = zearalenon
a, b: Rozdielne horné indexy v ramci riadku oznacuju signifikantné rozdiely medzi skupinami (P<0,05)

Tab 3. Uginky diét kontaminovanych niz§imi koncentraciami deoxynivalenolu a zearalenénu (3.4
mg.kg"') a vy$s§imi koncentriciami deoxynivalenolu 8,1 mgkg' a zearalenéonu 8.3 mgkg' na
fagocytarnu aktivitu a index fagocytarnej aktivity v krvi brojlerov. Hodnoty stt #SEM. n=6

Nizky mycotoxin Vysoky'
Parameter Kontrola DON-+ZEA mycotoxin
DON+ZEA
Fagocytarna aktivita (%) 33,0+1,4° 252+1,8%" 18,6+1,9°
Index fagocytarnej aktivity 1,6+0,2 1,0+0,2 0,8+0,1

DON = deoxynivalenol; ZEA = zearalenon
a, b: Rozdielne horné indexy v ramci riadku oznacuju signifikantné rozdiely medzi skupinami (P<0,05)

Nase vysledky poukédzali na mohutni produkciu MDA v peceni brojlerov, ktorym sa
skrmovali kontaminované diéty a nasledny pokles aktivity GPx v tomto organe. Pecen je
hlavnym miestom metabolizdcie obidvoch mykotoxinov, ktoré sa do nej dostavaju priamo
z duodéna portalnou krvou. Mnohé¢ stadie potvrdili fakt, ze deoxynivalenolom kontaminované
diéty zvysili produkciu TBARS (reaktivne substancie kyseliny tiobarbiturovej) v peceni
potkanov a mysi (Rizzo a kol., 1994). Balogh a kol. (2004) udavaju, ze zvySena koncentracia
MDA je doprevadzana zniZenou aktivitou GPx v tom ktorom tkanive, co mdzeme potvrdit’ na
zaklade naSich vysledkov. Znizena aktivita GPx v peCenovom tkanive poukazuje na silne
poskodzujiici u¢inok kombinacie DON a ZEA v koncentraciach od 3 do 8 mg.kg™. Tento fakt
je potvrdeny aj signifikantnym zvySenim GGT v plazme, kde sérova GGT je hlavnym
ukazovatelom peceniovej dysfunkcie (Reynaud a kol., 2000). Najnovsie Stadie poukazuju na
to, ze zvySené hladiny GGT v plazme mozu byt povazované za skory ukazovatel' oxida¢ného
stresu (Lim akol.,, 2004). Aktivita GPx vkrvi bola opa¢ne ako v peceni signifikantne
zvySena, toto protichodné spravanie sa GPx je pravdepodobne spdsobené pritomnostou
derivatu ZEA tzv. alpha ZOL, ktory vznikd v pecCeni odkial sa dostava do systémovej
cirkulacie. Tu meni hladiny serového progesteronu a estradiolu (Gajecky, 2002) a tie nasledne
zvysuju aktivity GPx v krvi (Flohe a Brigelius-Flohe, 2001). Redukovana fagocytarna aktivita
leukocytov po konzumadcii deoxynivalenolu a zearalenonu moze byt dosledkom poskodenia
dolezitych medzibunkovych komunikacii, ¢o vedie k deregulacii imunitného systému
a sposobuje imunosupresiu. Leukocyty st koli vysokej hladine polynenasytenych mastnych
kyselin v membranach idedlnym terom volnych radikdlov. Hlavnd funkcia
polymorfonukledrov ako je pohlcovanie cudzorodych castic, desStrukcia bakteridlnych,
nadorovych a mftvych buniek, ako aj sekrécia prostaglandinov a cytokinov je poskodena.
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Nase vysledky sa zhoduju so Ayaralom a kol. (1992), ktory zistil, Ze DON spdsobuje znizenie
fagocytdzy, antimikrobialnej funkcie a fagozém-lyzozomovej funkcie leukocytov in vitro.
Vysledky tejto prace poukdzali na to, ze DON a ZEA posobia v metabolickej a toxikologicke;j
synergii. Skrmovanie diét kontaminovanych tymito Fuzariovymi mykotoxinmi spdsobilo
poskodenie antioxida¢ného a imunitného statusu brojlerov a to prostrednictvom zvySenej
lipidovej peroxidacie prevazne v peceni, ktord je hlavnym orgdnom detoxifikacie tychto
mykotoxinov ako aj cez poSkodenie imunitnych reakcii polymorfonuklearnych buniek.
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VPLYV ROZMARINOVEHO ESENCIALNEHO OLEJA NA PRIEBEH TNBS-
INDUKOVANEJ KOLITIDY U MYSI

Bukovska A

Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bolo preukazané, ze mnoho aromatickych rastlin a ich produktov mé zdraviu prospesné
vlastnosti. Po starocia st zndme ich antimikrobidlne, protizapalové a antioxidané vlastnosti.
V ostatnych rokoch sa prejavil zvyseny zaujem o SirSie vyuzitie rastlinnych extraktov ako su
aj esencidlne oleje ato jednak zddévodu ndhrady krmnych antibiotik neantibiotickymi
biologicky aktivnymi latkami s protizapalovym a antimikrobidlnym uc¢inkom ako aj kvoli ich
schopnosti celkovo pozitivne vplyvat' na gastrointestinalny trakt a zaujimavému potencidlu
modulovat’ zapalové ochorenia bez alebo s mensim mnozstvom vedlajSich ucinkov ako
v doteraz pouzivanych terapiach. Jednou z moZzZnosti, ako by mohli rastlinné extrakty
modulovat’ zapalovu reakciu, je vplyvanie na produkciu a/alebo posobenie cytokinov.

UvoD

Zapalové crevné ochorenia predstavuju vazny problém v l'udskej ako aj vo veterinarnej
medicine. Etiolégia tychto ochoreni je pravdepodobne multifaktoridlna a zakladné
molekularne mechanizmy st mélo zndme (Panés 2001).

V sucasnosti sa pri lieCbe zapalovych crevnych ochoreni pouzivaju nesteroidné protizapalové
lieky, kortikosteroidy, antibiotikd a imunosupresanty, ale aplikacia tychto liekov je Casto
limitovana ich toxicitou a neziaducimi vedlaj§imi G¢inkami (Kho akol., 2001). Preto sa
zvySuje zaujem o alternativnu lieCbu s men$im mnoZstvom vedl'ajSich Uc¢inkov. Jednou
zmoznosti je pouzitie prirodnych rastlinnych produktov, ktorych uloha v réznych
fyziologickych procesoch bola preukdzana vo viacerych experimentalnych modeloch aj na
naSom pracovisku (Domaracky a kol., 2006; Fabian a kol., 2006; Faix a kol., 2006; Horosova
a kol., 2006; Laukova a kol., 2006; Simonova a kol., 2006; Bukovska a kol., 2007; Juhas
a kol., submitted;). Ich pouzitie poskytuje atraktivnu a relativne netoxickl alternativu aj na
kontrolovanie zapalovych ochoreni (Deguchi a kol. 2006).

ZAPALOVE CREVNE OCHORENIA

V humannej medicine je termin zapalové ¢revné ochorenia (IBD) pouzivany pre dve odlisné
chronické ochorenia gastrointestindlneho traktu l'udi a to ulcerativnu kolitidu (UC) a
Crohnovu chorobu (CD). Ulcerativna kolitida je doprevadzana zvySenou hladinou (IL-1, IL-5,
IL-6, IL-8) a naopak zniZenou hladinou (IL-2, TNF-a a IFN-y). Vzhladom na zvySené
koncentracie IL-2 v zapéalenej mukoéze u pacientov s Crohnovou chorobou a znizené hodnoty
u pacientov s ulcerativnou colitidou sa predpoklada, Ze CD je ochorenie sprostredkované Thl
bunkami. Naopak koncentracia IL-5 ako produktu Th2 podskupiny Th buniek je zvysSeny u
pacientov s UC. To predpoklada, ze ulcerativna kolitida je Th2 sprostredkovanym ochorenim.
Vyskum zéapalovych c¢revnych ochoreni sa robi v klinickych podmienkach, vin vitro
experimentoch, ako aj v in vivo §tadiach s pouzitim vhodného zvieracieho modelu. Jednym z
najbeznejSie pouzivanych modelov je aj kolitida indukovand kyselinou trinitrobenzoovou
(TNBS). TNBS kolitida mysi je dobre charakterizovany model a napodobniuje zapalové
¢revné ochorenie I'udi (Crohnovu chorobu) (Hibi a kol., 2002).

IBD moézu vznikat ako abnormdlna reakcia hostitel'ského imunitného systému. Aj ked
existuje malo priamych dokazov podporujucich tato teériu uludi, je mnoho udajov
v experimentalnych zvieracich modeloch a fenotypoch zvierat deficientnych v Specifickych
génoch, na zaklade ktorych je mozné predpokladat, ze imunitny systém hra kl'acova ulohu
bud’ v iniciécii alebo v udrziavani ochorenia a ze abnormalna imunitnd reakcia organizmu je
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zdkladnym znakom slizni¢nych ochoreni (Williams 2001). Tato teéria imunologickej
dysregulacie sa zakladd na dysbalancii medzi (Thl a Th2) lymfocytmi a ich produkciou
prozapalovych a protizapalovych cytokinov IFN-y, TGF-B, IL-4, IL-10, IL-12 (Strober a kol.,
1997).

V zapalenej ¢revnej mukdze l'udi a v roznych zvieracich modeloch (Rogler a Andus 1998;
Bertevello a kol., 2005; Raddatz a kol., 2005) ako aj u hospodarskych zvierat (Alzuherri
a kol., 1996; Fournout a kol., 2000) bola najdena zvySena hladina prozapalovych cytokinov
(IL-1, IL-6, IL-8, TNF alpha, IL-12, IFN gamma).

VPLYV RASTLINNYCH PRODUKTOV NA EXPRESIU CYTOKINOV

V ZAPALOVYCH CREVNYCH OCHORENIACH

Existuje mnoho dokazov podporujicich uzitocnost’ ordlneho podania rozlicnych rastlinnych
extraktov v terapii zapalovych c¢revnych ochoreni. Na zdklade experimantalnych udajov
ziskanych v zvieracich modeloch kolitidy je mozné predpokladat, Ze prospesné ucinky
rastlinnych extraktov by mohli byt sprostredkované prostrednictvom ich vplyvov na
produkciu a/alebo pdsobenie cytokinov v sliznici (Hong a kol., 2002; Sugimoto a kol., 2002;
Maity a kol., 2003; Ukil akol., 2003). V dosledku vplyvu réznych rastlinnych extraktov
dochadza k zniZzovaniu zvySenej koncentracie tychto prozapalovych cytokinov. Napriklad
prirodny rastlinny produkt kurkumin potlaca expresiu mRNA prozéapalovych cytokinov IL-6,
IL-12, TNF-a aIFN-y (Sugimoto akol., 2002, Ukil akol.,, 2003). TaktieZ preventivne
podavanie thearubiginu, hlavného polyfenolu z ¢ierneho ¢aju, ma za nasledok zretel'né
potlacenie mRNA hladiny IFN-y alL-12 (Maity akol.,, 2003). Expresia prozapalovych
cytokinov IL-1p, IL-6, GM-CSF a TNFa bola znizena po aj podani kombinacie tymidnového
a pamajoranového esencialneho oleja (Bukovska a kol., 2007) a podéavanie extraktu z rastliny
Ginko biloba inhibuje expresiu IL-6 a TNF-a (Zhou a kol., 2006). Aj oralne podanie vytazku
z korena rastliny Polygala tenuifolia Willdenow signifikantne znizuje produkciu IFN-y
a naviac zvysuje produkciu protizdpalového cytokinu IL-4 (Hong a kol., 2002). Dal3ou latkou
s protizapalovym ucinkom je bioflavonoid morin, ktory inhibuje produkciu IL-1 B v ¢reve
(Gélvez a kol., 2001).
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VPLYV IONIZUJUCEHO ZIARENIA A CHLORIDU ZINOCNATEHO NA ZMENY
KONCENTRACIE GLUKOZY A ALANINAMINOTRANSFERAZY V SERE
KURCIAT

Danova, D.

Ustav radiobiologie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Sledovanie vplyvu ionizujuceho Ziarenia u experimentalnych zvierat je neustale stredobodom
pozornosti predovsetkym s oh'adom na eliminovanie aj jeho niektorych negativnych uc¢inkov.
V praci sme sledovali vplyv nizkych davok ionizujiceho Zziarenia na organizmus kura
domaceho.  Sledovali sme zmeny koncentracie  glukézy azmeny  aktivity
alaninaminotransferdzy v ¢asovom odstupe 3, 7, 14, 21 a30 dni po jednorazovom
celotelovom oziareni davkou 3 Gy gama lucov. Aktivita ALT bola Statisticky vyznamne
zvySena na 3. denl u oziarenych skupin kurc¢iat v kombindcii s chloridom zino¢natym a oproti
skupine samotne oziarenych skupin kurciat bola aktivita ALT Statisticky vyznamne znizena
na 3. deni. Pri pouzitej ddvke ziarenia koncentracia glukdzy v sére v porovnani s kontrolnou
skupinou bola Statisticky nevyznamnd. Aplikacia chloridu zino¢natého i oziarenia vyznamne
znizila jej koncentraciu na 7., 14. a21. deii. Statisticky vyznamne zniZena koncentracia
glukdzy bola u skupin kurciat v kombinacii s pridavkom chloridu zino¢natého oproti kontrole
aj oproti u oziarenych skupin kurciat.

UvVOoD

Rozvoj l'udskej spolo¢nosti so sebou prindsa rizika, ku ktorym patri aj riziko z vyuzitia
ionizujiceho 7ziarenia v réznych odvetviach l'udskej cinnosti. Pouzivanie ionizujuceho
ziarenia v medicine a technike zvySuje toto vystavenie o ziarenie zo zdrojov, ktoré sa stali
sucast'ou vyrobnej zékladne 1 nasho Zivota . To poukazuje 1 v mierovom Zzivote na neklesajuci
vyznam $tadia Skodlivych u¢inkov ionizujiceho ziarenia nielen na cicavce (Benova, 2002),
ale aj na iné druhy Zivocichov: na vtaky (Sesztakova a kol., 1996), na ryby (Betiova a kol.,
2006) a na bezstavovce (Dvorak, 2002).

Skiimanim G¢inkov tychto nepriaznivych vplyvov na ZivociSny organizmus je mozné lepSie
pochopit’ mechanizmus ich posobenia a nasledne vypracovat’ teoretické a praktické postupy
pre zmiernenie a elimindciu negativneho pdsobenia ionizujuceho ziarenia (Falis a kol., 2002).
Prave preto sme sa v praci zamerali na sledovanie zakladnych metabolickych ukazovatel'ov
po ucinku ionizujiceho Ziarenia.

Cielom nasho experimentu bolo zistit' u¢inok nizkej davky ziarenia na organizmus kurciat.
Sledovali sme zmeny koncentracie alaninaminotransferdzy a glukézy v ¢asovom odstupe 3,
7, 14, 21 a 30 dni po celotelovom oziareni davkou 3 Gy gama lucov a aj po aplikacii roztoku
chloridu zino¢natého.

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili kuréatd brojlerového typu vo veku 28 dni na zaciatku experimentu
v celkovom pocte 60 ks.

Zvierata boli chované v experimentalnych priestoroch po predchadzajucej dezinfekcii
(Kocisova, 2005, Kubicek akol.,, 2000). Voda akrmivo im boli podavané ad libitum
(Toropila akol.,, 1996). Bola im skrmovand kfmna zmes pre kurcatda BR ITaBR 1II .
Ozarovanie zvierat sme vykonali na PF UPJS v Kosiciach na pristroji CHISOSTAT.

Zvierata sme ozarovali v plexitovych klietkach.

V pokuse sme pouzili jednordzovi celotelovi davku 3,0 Gy gama lacov s prikonom
0,0196774 Gy min’. 3., 7., 14.,21. a 30. deqr po oziareni sme vykonali analyzy. Zvieratd sme
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usmrtili v stlade s poziadavkami etickej komisie. Krv sme zachytili do Petriho misiek
umiestnenych na I'ade a po centrifugécii sme ziskané sérum pouzili na analyzy.

Vysledky ziskané zjednotlivych experimentov sme Statisticky vyhodnotili anovo-testom
porovnanim oziarenych, kontrolnych skupin a skupin oziarenych kurciat, ktorym bol
aplikovany roztok ZnCl,. V kazdej skupine sme analyzovali 6 zvierat.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Aktivita ALT (graf ¢.1) u pokusnych zvierat sa s vynimkou 3. dila po oZiareni v kombinacii
oziarenia a chloridu zino¢natého Statisticky vyznamne nemenila. V kombinacii oZiarenych
skupin kurciat s pridavkom roztoku chloridu zino¢natého oproti kontrole bola aktivita ALT
Statisticky vyznamne zvysSend na 3. den a oproti skupine samotne oziarenych skupin kurciat
bola aktivita ALT Statisticky vyznamne zniZena na 3. den.
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Graf ¢.1: Zmeny koncentracie alaninaminotransferdzy v sére kontrolnych,
oziarenych skupin zvierat a skupin oziarenych zvierat s aplikaciou
chloridu zino¢natého v Casovom odstupe 3., 7., 14., 21. a 30. dni

* p< 0,05 — Statisticka vyznamnost’

Oziarenie organizmu subletalnymi a letdlnymi davkami zvySuje aktivitu transaminaz
(Toropila a kol., 1996). Zvysenie aktivity adaptivnych enzymov poukazuje na prevladajuce
katabolické procesy v oZiarenom organizme suvisiace nielen so zmenami bunkovej
priepustnosti a rozvojom tazkych histologickych zmien hepatocytov vo v€asnom obdobi po
oziareni, ale aj stimulaciou syntézy de novo enzymov transaminacie vyvolanou zvySenou
sekréciou kory nadobli¢iek po oziareni (Beniova a kol., 2006), ¢o by mohlo stvisiet’ aj so
zvySenou glukoneogenézou.

Z grafu ¢.2 vyplyva, Ze pri pouzitej davke ziarenia koncentracia glukdzy v sére v porovnani
s kontrolnou skupinou bola Statisticky nevyznamnda. Aplikacia chloridu zino¢natého
1 oziarenia vyznamne znizila jej koncentraciu na 7., 14. a 21. den.

Statisticky vyznamne zniZena koncentricia glukézy bola u skupin kuréiat v kombinacii
s pridavkom chloridu zino¢natého oproti kontrole aj oproti u oziarenych skupin kurciat.

25



O kontrola
mO
m O/Zn

mmol.I"
o0
|

3. den 7. den 14. defi 21.deft  30. den

Graf ¢. 2: Zmeny koncentracie glukézy v sére kontrolnych, oZiarenych skupin
zvierat a skupiny oziarenych zvierat s aplikaciou chloridu zino¢natého
v ¢asovom odstupe 3., 7., 14., 21. a 30. dni

*p<0,05 — Statisticka vyznamnost’

Organizmus hydiny reaguje citlivo vzhl'adom na zvysSenu radiorezistenciu aj pri nizkej davke
ionizujuceho Ziarenia.
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OXID DUSNATY V MIECHE PO POSKODENI PERIFERNEHO NERVU
Davidova A.', Schreiberova A.%, Lackova M.2, Kolesar D.?, Marsala J.2, Lukacova N.?
"Ustav molekuldrnej fyziolégie a genetiky, SAV, Bratislava

’Neurobiologicky vistav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Periférne nervy predstavuju zédkladné spojenia medzi centralnou nervovou sustavou a svalmi,
autonomnymi Struktirami a senzorickymi organmi, a na rozdiel od mozgu a miechy nie st
chranené¢ kostou ani hematoencefalickou bariérou; to zvySuje ich citlivost na toxiny
a mechanické poranenia. Poskodenie periférnych nervov predstavuje vazny klinicky problém
spojeny so stratou motorickej a senzitivnej funkcie. Tato Stidia sa ststred'uje na objasnenie
ulohy oxidu dusnatého (NO) v patogenéze preseknutia periférneho nervu, so Specidlnym
dorazom na zmeny v hladine proteinu neurénovej syntazy oxidu dusnatého (nNOS)
v segmentoch dolnej lumbdlnej miechy (L4-L5) av prislusnych spindlnych gangliach
u kralikov po transekcii femoralneho nervu s 11 diiovym prezivanim zvierat. V kombinacii
s imunocytochemickym zobrazenim nNOS imunoreaktivity (nNOS-IR) sme sa pokusili ziskat’
informacie, potrebné pre posudenie zmien, ktoré ovplyviiujut NO neurotransmisiu. NaSe
vysledky ukazuju, Zze transekcia femordlneho nervu spdsobuje v mieche motoricka
a senzitivnu reorganizaciu a je zrejmé, ze NO pri tom zohrava vel'mi doleziti ulohu.

UvoD

Femoralny nerv je najsilnejSim nervom lumbélneho plexu. Nachddza sa na prednej ploche
stehna, kde zabezpecuje inervaciu Stvorhlavého svalu stehna, extenzorov predkolenia, kozu
prednej strany stehna a predkolenia. Jeho poSkodenie moéZe vyustit' aZz do straty hybnosti
kolena, ako aj portch v senzitivnej inervacii koze v strednej oblasti nohy a chodidla.

V poslednom obdobi vzrastd zaujem o pochopenie Ulohy NO v mieche po poSkodeni
periférnych nervov. NO je vysoko reaktivna radikdlova molekula s kratkym biologickym
pol¢asom rozpadu, ktord je syntetizovand enzymom NOS. Ztoho ddvodu vécsina
experimentalnych $tadii, ktoré sa zaoberaju ulohou NO v mieche je zalozena na sledovani
aktivity a/alebo expresie NOS (Bredt a kol., 1991). Kym NO za fyziologickych podmienok
posobi ako signalna molekula, za patologickych podmienok, kedy dochadza k jeho nadmernej
produkcii, alebo naopak pri vel'mi nizkych koncentraciach, sa NO javi ako neurotoxin, ktory
vyrazne prispieva k poskodeniu neuréonov. Ciel'om nasej prace bolo sledovat’ zmeny v hladine
nNOS proteinu v regiénoch dolnej lumbalnej (L4-L5) miechy, ktoré zabezpecuju motorickl
a senzitivnu inervéaciu femoralneho nervu, ako aj v prislusnych spindlnych gangliach po
transekcii femoralneho nervu.

MATERIAL A METODIKA

V experimente boli pouzité dospelé kraliky kmena Cin¢ila , o hmotnosti 2,5 — 3,5 kg. Po
premedikdcii ketaminom (100 mg/kg) a xylazinom (15 mg/kg, i.m) boli experimentalne
zvieratd pocas operacie udrziavané v hlbokej anestéze, navodenej 1-2% halotanom pomocou
dychacej masky. Femoralny nerv bol vypreparovany na vnutornej strane pravého stehna,
ligovany na proximalnej a distalnej strane v rozsahu 0,5 cm a preseknuty. Experimentalne
zvieratd prezivali 11 dni. Kontrolné zvieratd a zvieratd podrobené transekcii boli na konci
prezivacieho ¢asu znovu premedikované a uvedené do hlbokej thiopentdlovej anestézy (20
mg/kg, i.v.). Ich chrbtové kosti boli preseknuté na trovni segmentov L4 a L5 a segmenty
miechy (L4-L5) spolu s prislusnymi spindlnymi gangliami z oboch stran boli opatrne
uvolnené z miechového kandla.

Na biochemické analyzy boli segmenty miechy rozdelené na platni chladenej tekutym
dusikom na Styri Casti: pravu (ipsilaterdlnu) a 'avl (kontralateralnu) stranu a nasledne na ich
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zadnu a prednu Cast’. Takto pripravené vzorky spolu so spinalnymi gangliami z pravej a l'avej
strany boli uskladnené v tekutom dusiku. Bielkoviny boli stanovené¢ metéodou podla
Bradfordovej (1976). Proteiny boli oddelené podl'a velkosti pomocou SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis) anasledne transformované na
nitrocelul6zovi membranu (Semi-dry Western Blotting). nNOS protein bol identifikovany
primarnou mySacou protiladtkou a sekundarnou protiladtkou proti mySacej primarnej protilatke
a zviditeIneny pomocou chemiluminiscencie. Néasledne boli imunobloty skenované a nNOS
bandy boli kvantifikované pouzitim programu PC BAS 2.0. Ziskané vysledky boli vyjadrené
ako aritmeticky priemer £ SEM a Statisticky vyhodnotené pomocou ANOVA testu.

Na imunohistochemiché analyzy boli segmenty miechy a spinalne ganglia hned’ po odobrati
fixované v 4% roztoku paraformaldehydu a v roztoku 30% sachardzy a nasledne nakrajané na
40 um rezy na kryostate (Leica). Rezy boli spracované imunohistochemicky za pouzitia
vysSie uvedenych nNOS protilatok, priCom nNOS-IR neurdény boli kvantifikované
denzitometricky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V snahe pochopit’ ulohu NO v mieche po poskodeni periférnych nervov, sme sledovali, aké
zmeny sposobuje transekcia femordlneho nervu v expresii nNOS proteinu v regionoch
senzitivnej a motorickej inervacie n. femoralis v mieche, ako aj v prislusnych spinalnych
ganglidch. Porovnanie hladiny nNOS proteinu v prednej (motorickej) a zadnej (senzitivnej)
Casti dolnej lumbalnej miechy (L4-L5) ako aj prisluSnych spindlnych gangliach na
ipsilaterdlnej a kontralaterdlnej strane poukdzalo na znacné kvantitativne rozdiely.
Jednostranna transekcia femoralneho nervu navodena po dobu 11 dni sposobuje signifikantné
zniZenie hladiny nNOS proteinu v prednej ¢asti dolnych lumbalnych segmentov miechy na
ipsilateralnej strane periférneho poSkodenia v porovnani s kontrolou, ako aj v porovnani
s hladinou nNOS proteinu na strane kontralateralnej (Obr. 1). Tieto biochemické vysledky su
v zhode s imunohistochemickymi analyzami, ktoré ukazuju, Ze transekcia femoralneho nervu
sposobuje zvySenie intenzity nNOS-IR sfarbenia iba v neurénoch a interneurénoch,
lokalizovanych v dorzomedialnej Casti predného rohu a v okoli centralneho kandla, ktoré
projektuju do predizenej miechy a talamu (Hamilton a kol., 1995). Motoneurény, ktoré st
lokalizované v prednych rohoch miechy, zvlast' v laminadch VIII a IX (Saito a kol., 1994)
prejavuju len nepatrnit imunohistochemicku reakciu. Je pravdepodobné, Ze znizenie hladiny
nNOS proteinu v prednej ¢asti L4-L5 segmentov miechy na pravej strane periférnej axotomie
je sposobené stratou neurotrofickych faktorov, ktoré st produkované komponentmi
periférnych nervov, vratane Schwanovych buniek.

V zadnej casti dolnych lumbalnych segmentov bola hladina nNOS proteinu vysSia na
ipsilateralnej ako na kontralateralnej strane (Obr. 2). Zaujimavé bolo aj zistenie, ze hladina
nNOS proteinu v spinalnych gangliach u kontrolnych zvierat nebola detegovatel'na, ale po
transekcii femoralneho nervu sa na oboch stranach zvysila, priCom vyraznejSie zvySenie sme
pozorovali na ipsilaterdlnej strane. Viaceré Studie naznacuju, Ze periférna axotémia vedie
k zvySeniu nNOS-IR hlavne u malych a stredne velkych neurénov spindlnych ganglii (Shi
akol, 1998; Gonzales-Hernandez a Rustioni, 1999). Hoci Uloha zvySenej hladiny NO
v dosledku zvysenej regulacie NOS nebola doteraz jasne definovana, poskodenim indukovana
produkcia NO vregionoch senzitivnej inervacie po transekcii femoralneho nervu je
povazovana za neuroprotektivny efekt tejto molekuly na poskodené neurony (Thippeswamy
a Morris, 1997; Thippeswamy akol., 2001) ataktiez je spdjand so schopnostou
regenerability neurénov (Cristino a kol., 2000).
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Obr. 1 Hladina nNOS proteinu v prednej cCasti lumbalne; miechy (L4-L5) po transekcii
femoralneho nervu. Experimentalne zvieratd prezivali 11 dni. Grafické hodnoty zndzornuju
aritmeticky priemer = SEM (n = 3); Statistickd vyznamnost: *p < 0,05 v porovnani
s kontrolou.
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Obr. 2 Hladina nNOS proteinu v zadnej casti lumbalnej miechy (L4-L5) po transekcii
femoralneho nervu s 11 dilovym prezivanim zvierat. Grafické hodnoty znazoriuju aritmeticky
priemer + SEM (n = 3); Statistickd vyznamnost: *p < 0,05 v porovnani s kontralaterdlnou
stranou.
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POROVNANIE VPLYVU ROZNYCH FORIEM GLYCEROLU NA VYBRANE
METABOLICKE UKAZOVATELE U DOJNIC

FarkaSova Z., Reichel P., Kovac G.

1. Interna klinika, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om nasho experimentu bolo posudenie vplyvu dlhodobého podavania pripravku na baze
glycerolu na zdravotny a produkény stav vysokouzitkovych dojnic s cielom prevencie
lipomobilizaéného syndromu u dojnic v prechodnom obdobi a zarovenn posudenie rozdielov
pri podavani tekutej a praSkovej formy pripravku.

Experimenty s réznymi formami pripravku boli uskutocnené v dvoch stddach dojnic
v rovnakom obdobi reprodukéného cyklu.

Posudzovali sme vplyv glycerolu na vybrané ukazovatele vnuatorného prostredia
predovsetkym bachora, energetického metabolizmu, vplyv na mliecnu produkciu a Zravost’
u dojnic v pokusnych skupinach v porovnani s kontrolou.

Pripravok v tekutej forme bol nalievany na krmivo priamo v kfmnom zlabe, kym praskova
forma bola primiesavana do jadrového krmiva uz pocas jeho pripravy.

V obidvoch experimentoch vysledky poukéazali na antilipolyticky, hepatoprotektivny
a glukoplasticky efekt glycerolu v porovnani s kontrolnou skupinou. Aplikécia glycerolu do
ktmnej dadvky priaznivo ovplyvnila aj kvantitativne a kvalitativne ukazovatele dojivosti, doslo
k zvySeniu zravosti, zlepSeniu celkového zdravotného stavu dojnic a Uprave negativnej
energetickej bilancie.

UvOoD

Pocas prechodného obdobia, ktoré je definované ako obdobie poslednych 3 tyzdnov pred
porodom do 3 tyzdnov po porode (Grummer, 1995), st dojnice menej odolné a je zvySené
riziko porach zdravotného stavu vo forme roznych metabolickych a infekénych chordb.

V tomto obdobi vznikd udojnic negativna energetickd bilancia, dochadza k lipidovej
mobilizacii z tukového tkaniva a nésledne vzostupu koncentracie NEMK (neesterifikované
mastné kyseliny) v krvi a tiez stipa ukladanie NEMK v peceni. Extrémna tukové mobilizéacia
prekracuje metabolickii kapacitu pecene, dochadza k zvySenej kumulacii triglyceridov
a tvorbe ketonovych latok (Herdt, 1988).

Vysokoprodukéné dojnice sa v tomto obdobi nezaobidu bez potrebnych aditivnych latok, ako
su napriklad pufry kvasiniek, obdukované aminokyseliny, niektoré vitaminy a glukoplastické
latky.

Glukoplastické latky st substancie poddvané alebo skrmované hoviddziemu dobytku, ktoré st
po absorbcii konvertované v peceni na glukézu, za ucelom zvysenia dostupnosti glukdzy
u krav. Toto zvySenie glukdzy u krav mdze podporit’ sekréciu inzulinu, ktord by mala spétne
znizit uvolnovanie NEMK z tukového tkaniva (Grummer, 1993, Overton a Waldron, 2004).
Tieto latky ako prekurzory glukoézy podporuju glukoneogenézu, minimalizuja tukovu
mobilizaciu a redukuju ukladanie tuku v peceni po porode (Stokes a Goff, 2001b).

Glycerol je glukoplasticka latka a zG¢astiiuje sa metabolizmu glukézy. Je to prirodné latka,
ktora sa nachadza vo vSetkych rastlinnych aZivo¢iSnych tukoch a jeho zaclenenie do
glycidového metabolizmu je pohotovejSie nez u chemicky vyrdbanych glukoplastickych latok
ako je propylénglykol.

Glycerol prijimany v krmive je z vel’kej Casti vstrebavany v bachore, pripadne je bakteridlnou
mikroflorou metabolizovany na kyselinu propiénovu. Podla (Schréoder a Siidekum, 1999)
glycerol znizuje pomer acetdtu k propionatu. Takisto efektivne znizuje obsah NEMK
v plazme a zvySuje hladinu glukézy v krvi (DeFrain a kol, 2004).
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MATERIAL A METODIKA
V nasom experimente boli pouzité dojnice z dvoch fariem v rovnakej faze reprodukéného
cyklu. Experimenty boli uskutocnené nezavisle od seba v roznom ¢asovom obdobi, pricom
vSak boli zachované rovnaké podmienky vonkajSieho prostredia a bola skrmovand rovnaka
kfmna davka.
Experiment 1. — pocas 40 dni bol glycerol v pripravku v tekutej forme nalievany priamo na
krmivo v kfmnom zl'abe (300 ml, 2x denne)

P (n=12) pocas 40 dni

K (n=12) pocas 40 dni bez pridavku glycerolu
Experiment II. - poc¢as 40 dni (3 tyzdne pred a 3 tyzdne po oteleni) do kfmnej davky (TMR)
pridavany glycerol viazany na praskovy nosi¢ (320 g / ks / den)

Pl (n = 6), P2 (n = 6), podla dizky prijmu glycerolu pred a po oteleni (P1 — 30 dni a.

p.a 10 dnip.p.; P2—7dnia.p.a33 dnip.p.)

K (n = 6) KD bez pridavku glycerolu
Odber biologického materidlu (krv, mo¢, bachorovy obsah, mlieko) bol realizovany 3 krat
ato: I. — 3 tyZdne a. p., II. — 7 — 10 dni p. p., lII. — na konci experimentu.
Vo vzorkéch boli analyzované ukazovatele bachorového (pH, UMK, C2, C3, C4, pomer C2 :
C3), energetického (glukéza, TL, TG, TCH, NEMK, BHB), hepatalneho (CBi, AST, ALT,
GGT, LDH) a mliekového profilu (dojivost’, tuk, bielkoviny, mocovina).
K analyzam boli pouzité Standardné laboratérne metodiky (Izotachoforéza, ALIZE).
Na S$tatistické vyhodnotenie boli pouzité v I. experimente Studentov t—test, v II. experimente
jednocestna ANOVA. Hodnoty p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001 boli povazované za
signifikantné.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Glycerol je popisovany ako tekutina sladkej chuti, trojuhlikovd molekula, predstavujiica
vstupnu branu pre glukoneogenézu a moze byt pouzity na suplementaciu glukoneogenézy.
Davka glycerolu pre dojnicu predstavuje asi 1,0 az 1,5 1 (Stokes a Goff, 2001b).

Pre svoju sladka chut’ je pre zvieratd oblibenou potravou, ¢o ho preduréuje ako vhodny
prostriedok na prevenciu a liecbu ketéz. V porovnani s monopropylénglykolom ma vyssiu
energeticku hodnotu, je vyzivovym ekoproduktom, ¢o nie je zanedbatel'né pri sti¢asnej snahe
odburavania syntetickych preparatov vo vyzive zvierat (Bobus, 2004).

V nasom experimente 1. po kratkom adapta¢nom obdobi (2 — 3 dni) v skupine pokusnych
dojnic postupne doslo k nadvyku prejavujucom sa ,,reflexom* ocakédvania aplikacie pripravku
polievanim KD. Chutovo atraktivne doplnkové krmivo zvysilo prijem a celkovu zravost
u dojnic v pokusnej skupine, o objektivnhe bolo mozné posudit’ so zvySenej spotreby
predlozenej KD. V klinickom a zdravotnom stave sa tato skutocnost’ prejavila zvySenym
apetitom, vys$$im prijmom tekutin, vzostupom frekvencie a kvality ruminacie a bachorovych
rotacii.

Viaceri autori popisuju dolezitost’ vplyvu rdéznych faktorov pocas podavania glycerolu,
prevazne spdsobu a dizky aplikacie a jeho nasledny pozitivny vplyv v profylaxii ketdzy (Goff
a Horst, 2001, Kaiser a kol., 2002).

Rakuski autori Schroder a Siidekum (1999) skrmovali ovciam 48; 78; 131 a 185 g/kus/den
glycerolu, pricom Studovali vplyv na fermentacné pochody v bachore auvadzaji, Zze
skrmovanie glycerolu znizuje pomer C2 : C3 a stimuluje k vy$$iemu prijmu vody.

Dlhodobé podavanie pripravku na baze glycerolu viazaného na praSkovy nosi¢ (KETOGLYC
Powder) po zapracovani do TMR v experimente II. sa takisto prejavilo zvySenym apetitom
a prijmom vody bez vyraznych klinicky manifestnych portich zdravia u dojnic. Kvalita trusu
v oboch skupindch nepreukazala zmyslove kvalitativne odchylky.
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Z analyzy jednotlivych UMK v experimente I. vyplyva, ze priemerné hodnoty kyseliny
octovej boli v pokusnej skupine nizSie v porovnani s kontrolou napriek ich postupnému
miernemu vzostupu pri jednotlivych odberoch. Naopak, priemerné hodnoty kyseliny
propionovej preukdzali vyssie zastipenie v jednotlivych odberoch u pokusnej skupiny, kym
v kontrolnej boli pomerne vyrovnané za celé sledované obdobie, ¢o vyrazne pozitivne
ovplyvnilo vzajomny pomer kyselin octovej a propionovej (C2 : C3) v prospech pokusnej
skupiny. V experimente II. mozno konstatovat, Ze porovnanie vysledkov medzi kontrolnou a
pokusnymi skupinami P1 (dlhSie obdobie skrmovania pripravku pred poérodom a kratSie po
porode) a P2 (kratSie obdobie pred porodom a dlhSie po porode) preukédzalo priaznivejSie
vysledky v pokusnej skupine P2. Dynamika zmien v bachorovom profile v skupine P2
v porovnani so skupinami P1 aK bola charakterizovand znizenim aktualnej acidity,
zvySenim sumy UMK, zniZenim moldrneho percenta kyseliny octovej (p < 0,05), zvySenim
kyseliny propionovej (p < 0,01) a priaznivej$§im pomerom C2 : C3 (p < 0,01).

Reichel a kol. (2006) uvadzaju vplyv tekutého pripravku na baze glycerolu na stabilizaciu pH
bachorovej tekutiny, znizenie koncentracie kyseliny octovej, zvySenie koncentracie kyseliny
propionovej a zniZzenie pomeru C2:C3 po dlhodobom podavani (21 dni a. p. a 100 dni p. p.).
Najvyraznejsi vplyv doplnkového energetického krmiva KETOZAN (tekutd forma) sa
prejavil v priemernych hodnotadch neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK), ktoré
v priebehu jednotlivych odberov zaznamenali preukazny postupny pokles v pokusnej skupine
(p<0,05) vporovnani skontrolou ivychodzimi hodnotami. Priemerné hodnoty
betahydroxybutyratu (BHB) pocas celého sledovaného obdobia preukazali pomerne
vyrovnané hodnoty, aj ked’ v III. a IV. odbere boli mierne nizsie oproti vychodzim hodnotam
anizSie v kontrolnej skupine, napriek tomu Statisticky nevyznamne kolisali v rozpéti
referen¢ného rozpdtia. Pri praskovej forme koncentracie glukézy, TCH, TG, TL v krvnom
sére dojnic v skupine P2 dosiahli $tatisticky nevyznamne vyssie hodnoty pocas sledovaného
obdobia, kym NEMK dosahovali §tatisticky vyznamne nizSie hodnoty (p<0,01) a BHB taktiez
vyznamné znizenie (p<0,001) v porovnani s kontrolnou a pokusnou skupinou P1.

V hepatdlnom profile bola zistovana pocas celého sledovaného obdobia nizSia enzymatické
aktivita ako aj koncentracia celkového bilirubinu v krvnom sére dojnic v P2 v porovnani
s ostatnymi skupinami.

Viaceri autori skumali aj vplyv aplikacie glycerolu na mlie¢nu uzitkovost, najmd co do
mnozstva a % obsahu mlieneho tuku, pricom uvadzaji rozdielne stanoviska (Khalili a kol.,
1997; Remond a kol., 1993).

V sledovanom popdrodnom obdobi boli vzorky mlieka analyzované 3 krat priblizne v 5 — 10
dilovych intervaloch.

Pri posudzovani mliecnej produkcie v experimente 1. bolo zaznamenané vyznamné zvysenie
dojivosti (p<0.05; p<0.01) v pokusnej skupine. Priemerné hodnoty tukovosti mlieka v oboch
skupinach preukézali vzostupnu tendenciu, avSak v pokusnej skupine na konci experimentu
boli vyznamne vyssie (p<0,05).

Koncentracia mocoviny v mlieku zaznamenala opacnu tendenciu a najmé v pokusnej skupine
doslo k jej znizeniu a Statisticky vyznamny rozdiel (p< ,05) medzi skupinami bol v 3. odbere,
kedy boli koncentracie Statisticky vyznamne zmenené aj voci poc¢iatocnym odberom (p<0,01).
V koncentracii bielkovin pocas celej doby experimentu neboli zaznamenané vyznamné
rozdiely.

Pehrson a kol. (1992) popisuju signifikantné zvySenie sérovej hladiny glukézy po podani
kombinovaného pripravku s obsahom glycerolu a propiondtu sdédneho jaloviciam a
zaznamenali tendenciu postupného znizovania koncentracie mocoviny v mlieku po podéavani
pripravku.

V experimente II. priemerna dojivost’ v oboch pokusnych skupinach bola vyssia v porovnani
s kontrolnou skupinou, kym kvalitativne ukazovatele v mlieku mali rozdielny trend.
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Percentualny obsah bielkovin v kontrolnej skupine postupne klesal, kym v pokusnych
skupinach sa zvySoval. Obsah tuku v mlieku v kontrolnej skupine a v skupine P1 spociatku
stupol, neskor klesol, kym v skupine P2 zaznamenal v II. odbere pokles (p < 0,05) a neskor
vzostup (p < 0,05) hodndt. Koncentracia mocoviny preukazala vo vsetkych skupinach
vzostupny trend, pricom v kontrolnej skupine bol vyraznejS$i v porovnani s pokusnymi
skupinami.

Tab. 1 Porovnanie zmien vybranych ukazovatel'ov v jednotlivych experimentoch po aplikacii
dvoch r6znych foriem glycerolu.

Parameter KETOZAN KETOGLYC POWDER
pH ns ns | P2

Suma UMK ns ns 1 P2

Kys. octova (C2) ns | P 1 P2 (p <0,05)

Kys. propionova (C3) ns T P 1 P2 (p<0,01)

Pomer C2 : C3 ns | P 1 P2 (p<0,01)

NEMK L P (p<0,05) 1 P2 (p<0,01)

BHB ns 1 P2 (p <0,001)
Enzymaticka aktivita ns ns | P2

CBi ns ns | P2

Dojivost’ 1P (p<0.05; p<0.01) ns 7 Pl

Tuk - mlieko 1P (p<0,05) P2 | (p <0,05)—1 (p <0,05)
Bielkoviny - mlieko ns K 1Pl

Mocovina - mlieko | P(p<0,01; p<0,05) 1K

Co sa tyka praktického porovnania oboch foriem, javi sa praskova forma glycerolu ako
vhodnejSia a vyhodnejSia z hl'adiska lepSej a l'ahSej manipulécie, poziadaviek na mensSie
skladovacie priestory, jednoduchsiu pripravu a aplikaciu pripravku priamo s TMR. PouZziva sa
nizSia davka glycerolu a velkou vyhodou praskovej formy su pozitivne U¢inky ostatnych
komponentov pripravku, napr. pufracna schopnost zeolitu.

Co sa tyka tekutého glycerolu velkou vyhodou je jeho sladka chut' &im je vysoko chutovo
atraktivny pre zvierata.

Na zaklade vysledkov naSho experimentu mozeme konStatovat’, ze ako vhodnejSia sa javi
praskova forma glycerolu, a to ako z praktického hl'adiska, tak aj na zédklade vysledkov zmien
ukazovatel'ov vnutorného prostredia. V ramci experimentu z praskovou formou glycerolu,
sme preukazne lepSie vysledky zaznamenali v skupine P2, kde bol glycerol dojniciam
skrmovany krat$iu dobu pred a dlh$iu po porode. Na zaklade tohto mézeme konstatovat’, ze
suplementécia glycerolu pred poérodom pocas dlhého obdobia, nema vyrazny pozitivny
ucinok, preto je vhodnejsie skrmovat’ glycerol dlh§iu dobu po pdérode az do vrcholu laktacie.
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STANDARDIZACIA DETEKCIE MUTACII V PRP GENE OVIEC V PRISTROJI
DNALYSER

Hresko S., Tkacikova L.

Ustav mikrobioldgie a imunolégie, UVL, Kosice

ABSTRAKT

DNAlyser spaja technoloégiu PCR a DGGE do jedného pristroja. Praca bola zamerand na
Standardizaciu DNAlysera (Ingeny International BV, Holandsko), ktory chceme v blizkej
buducnosti pouzit’ na identifikdciu polymorfizmov v PrP géne hovéddzieho dobytka. Za tymto
ucelom sme na Standardizaciu tohto pristroja pouzili DNA vzorky oviec so znadmym
polymorfizmom v ich PrP géne a PCR a DGGE metody, ktoré Standardne pouzivame na
analyzu polymorfizmov vovéom PrP géne (Tkacikovd akol., 2006). Z predbeznych
vysledkov vyplyva, Ze tato nova technoldgia, po dokonceni Standardizacie, ndam umozni
efektivnejSie a asovo UspornejSie analyzovat’ polymorfizmy v PrP géne preziivavcov..

UvVOoD

Polymorfizmus v PrP géne oviec je spajany so zvySenou vnimavostou voci scrapie,
transmisivnej encefalopatii oviec. Infekénym agensom tohto ochorenia st molekuly
proteinovej povahy, oznatované ako priony (Prusiner 1982). Tieto infekéné formy (PrP®)

vznikaju konformacnou zmenou molekul telu vlastnych (PrPC), ktoré st kodované PrP
génom. Zamena jedného nukleotidu (SNP - single nucleotide polymorphism) v kodénoch
136, 154 a 171 ovplyvituje aminokyselinové zlozenie expresovanej molekuly a tym aj mieru
odolnosti vo&i konformaénému vplyvu infekénych foriem PrP*. Alely kodujuce v kodéne
136 alanin, v kodonoch 154 a 171 arginin (ARR), s spdjané so zvysSenou rezistenciou voci
scrapie. Valinové (V), histidinové (H) a glutaminové (Q) varidcie koreluju so zvySenou
vnimavost'ou voci scrapie (Belt a kol. 1995). Podl'a toho mozu byt jedinci zaradeni do piatich
rizikovych skupin, kde v prvej su jedinci najviac rezistentni a v piatej najviac vnimavi voci
scrapie (Tab.l.). V sticasnosti prebicha staly monitoring genotypov plemennych baranov
v suvislosti s ich pozitivnou selekciou v plemenitbe.

Na detekciu polymorfizmov v PrP géne sa mozu pouzit rézne metddy vychadzajice
z prvotnej amplifikdcie PrP génu a nasledného pouzitia niektorej z metdd na stanovenia
pritomnosti mutécii v analyzovanom fragmente DNA. V naSom laboratériu na tento ucel
pouzivame DGGE metédu (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis). Reprezentativne
vzorky zjednotlivych DGGE profilov st analyzované pomocou DNA sekvenovania
(Tkéacikova a kol., 2006).

Tab. 1. Rozdelenie genotypov do rizikovych skupin

I. skupina ARR/ARR

II. skupina ARR/ARQ, ARR/ARH, ARR/AHQ

III. skupina ARQ/ARQ, AHQ/AHQ, ARH/ARH, ARH/ARQ, AHQ/ARH, AHQ/ARQ
IV. skupina ARR/VRQ

V. skupina ARQ/VRQ, ARH/VRQ, AHQ/VRQ, VRQ/VRQ

MATERIAL A METODIKA

DNA vzorky: Na $tandardizaciu pristroja DNAlyser boli pouzité vzorky genomickej DNA
oviec ziskanych zkrvnych leukocytov. DNA bola izolovana pomocou metddy opisanej
Sambrookom a kol. (1989).

Nested PCR reakcia: Vzorky genomickej DNA boli pouzité na nested PCR pozostavajuce;j
z dvoch na seba nadvézujiacich PCR reakcii. Na PCR reakciu boli pouzité nami navrhnuté
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primery uvedené v Tab.1. Na amplifikaciu bola pouzitd Smart Taq Hot Thermostable DNA
polymeraza (Naxo Ltd., Estonsko). V 1. PCR reakcii boli pouzité externé primery (PrP420-F
a PrP420-R, Tab. 2.) amplifikujace 420 bp dlhu cast’ PrP génu oviec. Podmienky 1. PCR
reakcie boli nasledovné: inicidlna denaturdcia (15 min., 95°C), 30 cyklov vlastnej
amplifikécie (Tab.2.) a findlna extenzia (10 min., 74°C).

Produkt z 1.PCR bol pouzity ako templat pre 2. PCR amplifikaciu 222 bp dlhej Casti PrP génu
oviec. Na tato amplifikéaciu boli pouzité primery pTK-F1 a pTK-R1, z ktorych jeden mal GC-
clamp. Samotnt PCR reakciu sme vykonali v Standardnom termocykléry (Techne) za pouzitia
nasledovnych podmienok: inicidlna denaturacia (15 min., 95°C), 30 cyklov vlastnej
amplifikacie (Tab.2.) a findlna extenzia (10 min., 74°C).

Produkt z 1. PCR bol pouzity ako templat pre 2.PCR reakciu, ktori sme vykonali v kapilarach
naplnenych 0-80% gradientnym gélom urey a formamidu v pristroji DNAlyser. Podmienky na
tato PCR reakciu boli nasledovné: inicidlna denaturdcia (15 min., 95°C), 30 cyklov
amplifikacie (30 sek., 95°C; 1 min., 59°C; 1 min., 59°C — 95°C) a findlna extenzia (1 min.,
95°C; 10 sek., 95°C — 63°C; 1 min, 63°C; 10 sek., 63°C — 72°C; 30 min, 72°C)

Tab.2. Oligonukleotidové primery pouzité na PCR

Primer Nukleotidova sekvencia 5°-3" Produkt Podmienky
PCR
PrP420-F | AAG CCC AGT AAG CCA AAA ACC AAC 420 bp 30x:
PrP420-R | CAC AGG AGG GGA AGA AAA GAG GAT 95°C, 1min.;
59°C, 1min.;
74°C, 1min.;
pTK-F1 GGC CTT GGT GGC TAC ATG CTG 222 bp 30x:
CGC CCG CCG CGC cCcC GCa cee aae 95°C, 1min.;
pTK-R1 CCG CCG CCC CCG CCC GTT TTT TAT GTT 59°C, 1min;
GAC ACA GTC ATG CAC 74°C, 1min.;

Detekcia amplifikovanej DNA: PCR produkty boli analyzované v 1 % agar6zovom gély
v TAE tlmivom roztoku. Gél bol po ofarbeni etidium bromidom vizualizovany pod UV
lampou. Ako Standard molekulovej hmotnosti bol pouzity 100 bp ladder.

DGGE analyza: PCR produkty z2.PCR boli pouzit¢ na DGGE analyzu v9 %
polyakrylamidovom gély obsahujucom 20 - 60 % gradient urey a formamidu. Elektroforéza
bola robend pri 75 V po dobu 18 hod. v 0,5x koncentrovanom TAE tlmivom roztoku v
Standardnom systéme INGENYphorU-2. Gé¢l bol po ukonceni elektroforézy ofarbeny
striebrom.

Priprava kapilar: Kapilary boli naplnené s 9 % polyakrylamidovom gély obsahujicom 20 -
60 % gradient urey a formamidu. Kapilary boli vloZzené do DNAlyser pristroja podl'a pokynov
vyrobcu (Ingeny International BV, Holandsko).

Analyza v pristroji DNAlyser: Vzorky boli nanesené do kapildr a analyzované pomocou
elektroforézy pri 50 Vpo dobu 3 hod. v 0,5x koncentrovanom TAE tlmivom roztoku
s etidium bromidom (0,4mg/l.) podla pokynov vyrobcu (Ingeny International BV,
Holandsko).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pred pristapenim k Standardizacii pristroja DNAlyser bolo potrebné urcit’ genotypové profily
vzorieck DNA metodou DGGE na Standardnom systéme INGENYphorU-2. Po ich
vyhodnoteni (Obr.1.) boli vybrané vhodné vzorky na Standardizaciu. Ako najvhodnejsie
vzorky sa javili vzorky heterozygotov.
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Obr.1. Vysledok DGGE analyzy vybranych vzorieck DNA

V pristroji DNAlyser prebieha komplexna analyza DNA vzoriek v kapilarach, kde postupne
dochddza k PCR amplifikacii, separacii analyzovanych vlakien DNA, farbeniu
a zdokumentovanie vysledkov bez akejkol'vek vonkajSej manipuldcie. Reakénd zmes so
vzorkou je nalozend do kapilary, obsahujucej gradientny gél. Kapilary st umiestnené
v Specialnom drziaku a takto dané do pristroja. DNAlyser cyklicky strieda teploty, podobne
ako je to v termocykléry pri PCR. Nasledne sa po PCR spusti elektroforeticky systém, pocas
ktorého je produkt reakcie separovany v akrylamidovom gradientnom gély a zaroven farbeny
etidium-bromidom. Vysledok separdcie je zaznamenany pod UV svetlom kamerou so
Specialnym filtrom v kazdej kapilare zvlast. Obrazky zaznamenané kamerou su vyhodnotené
pocitacom. Pri Standardizacii pristroja DNAlyser bolo potrebné samostatne urcit’ podmienky
pre PCR a DGGE. Reak¢na zmes, obsahujica produkt 1.PCR a primery pre internit PCR, bola
umiestnena v kapilarach s gélom. Pri priamom kontakte denaturujicich zloziek urey
a formamidu obsiahnutych v géle dochddza k naruseniu priebehu PCR. Na zabranenie tohto
vplyvu boli pripravené kapilary s gélom, ktory obsahoval vrstvu bez denaturujucich zloziek,
oddel'ujicu priestor pre reakénu zmes od gradientnej Casti. Pre Standardizéciu kapilarnej
DGGE boli pouzité vzorky so zndmymi profilmi heterozygotov. Kombinaciou spravnych
parametrov, teploty, napitia a ¢asu sa dosiahla separdcia vzoriek v gradientnom géle (Obr. 2.).
Na detekciu polymorfizmu v PrP géne oviec je mozné pouzit’ viacero metdéd. Gombojav
a kol. (2004) pouzili PCR amplifikaciu a nasledné sekvenovanie na analyzu PrP génu oviec
mongolskych plemien, podobne ako Tranulis a kol. (1999) u oviec v Norsku. Hunter a kol.
(1993) skumali PrP gén pomocou analyzy dizky restrikénych fragmentov (RLFP —
Restriction length fragment polymorphism). De Bosschere a kol. (2004) porovnavali metdédu
reverznej hybridizécie s metddou DGGE a RT-PCR (Real Time — PCR). Kazdou metédou
boli dosiahnuté porovnatelné vysledky analyzy polymorfizmu PrP génu oviec. Reverzna
hybridizacia a RT-PCR su v porovnani s DGGE c¢asovo menej naro¢né. V ramci jedného
procesu je mozné pomocou RT-PCR vysetrit’ 20 vzoriek, pomocou hybridizacie 24 vzoriek.
DNAlyser umoziuje analyzovat naraz 96 vzoriek v niekolkondsobne kratSom case
v porovnani so Standardnymi metédami PCR a DGGE. V naSom pripade analyzy PrP génu
oviec boli vzorky analyzované na pristroji DNAlyser v priebehu priblizne piatich hodin. Pri
pouziti Standardnej metody PCR, kontroly produktov na agar6zovom gély, analyzy vzoriek
na DGGE a farbeni gélu mohli byt vzorky vyhodnotené po viac ako 24 hodinach. Analyza
polymorfizmov pomocou DNAlyséra este stale nie je uplne Standardizovana, ale dosiahnuté
vysledky poukazuju na to, Ze tento pristroj ndm umozni rychlu, uspornu a efektivnu analyzu
vzoriek PrP génu prezavavcov, resp. v budicnosti ho moézeme pouzit’ aj na detekciu mutécii
v akomkol'vek inom useku DNA.
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Obr. 4. Vysledok analyzy 2 vzorick DNA pomocou DNAlysera.
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ABSTRAKT

V praci sme Studovali morfologické zmeny na vajecnikoch a zmeny hladin pohlavnych
horménov progesteronu (P4), 17B-estradiolu (E;) a inzulinu podobného rastového faktora I
(IGF-I) v krvnom sére oviec pri rdéznych biotechnologickych sposoboch osetrenia oviec
pocas anestrickej sezony. Cielom bolo zistit' a porovnat’ biometrické parametre folikulov
vajecnikov a koncentracie P4, E, a IGF-I po aplikacii superanaldogu GnRH (LHRH) a ur¢it
pripadny rozdiel kombinécie s analdgom PGF,, a po priradeni barana do stada (,,ram* efekt).
Skupine oviec (n = 10) sme odobrali vzorky krvi na stanovenie P4, E; a IGF-1. Nasledne boli
ovce indukované k estru pripravkom Supergestran (0,5 ml.ks'/2x). Po 5-tich ditoch bola
polovica zvierat (n = 5) oSetrenych Oestrophanom (0,5 mlLks™) a k druhej polovici zvierat (n
= 5) bol priradeny baran. Po 48 hodinach sme opét’ odobrali krv na stanovenie P4, E;, a IGF-
I. Po ovariektomii sme vajecniky ¢iasto¢ne biometricky spracovali a fixovali v 10% formaline
do dalSieho spracovania. Vajecniky sme spracovali beznym histologickym postupom.
Zhotovené 5 — 7 um hrubé rezy sme ofarbili hematoxylin-eozinom a hodnotili kvantitativne a
kvalitativne. Koncentracie P4, a E, sme stanovili v krvnom sére RIA metdédou, IGF-I sme
stanovili metédou ELISA. Ziskané vysledky sme Statisticky vyhodnotili Studentovym t-
testom, testom ANOVA a spracovali vzdjomné korelacie. Zmeny hladin P4, E; a IGF-I ani
biometrické parametre nevykazovali Statisticky vyznamny rozdiel medzi skupinami. Nase
ciastkové vysledky vSak poukazuju na skutoCnost, ze feromdny barana mozu pozitivne
ovplyvnit’ folikulogenézu a navodit’ ovulaciu u oviec poc¢as anestrickej sezony.

UvoD

Biotechnologické metédy synchronizacie/indukcie estru si vyznamnym faktorom pri
zintenzivneni a efektivnejSom vyuzivani reprodukéného potencidlu zvierat. K ovplyvneniu
pohlavného cyklu oviec v chovnej sezéne ¢i mimo nej sa pouZzivaju rdozne principy. Pri
prirodzenej ceste sa dosiahne pozitivny zdsah do priebehu cyklu vplyvom prostredia,
najcastejsie tzv. ,ram® efekt (feromony barana) (Evans a kol., 1987; Ungerfeld a kol., 2002).
Utinok syntetickych farmakologickych pripravkov na baze progestagénov (Godfrey a kol.,
1999; Bari a kol., 2001) alebo prostaglandinov (Henderson a Robinson, 2000; Maracek a kol.,
2002;) sa uplatiiuje pri vyuziti farmakologickej cesty. Obe cesty v kone¢nom dosledku
sleduju ciel’ vytvorit’ ¢o najvhodnejSie podmienky pre realizaciu planovaného harmonogramu
riadenej reprodukcie, zvySenie natality avyskyt viacplodia. Pretoze stipa zaujem
0 mimosezonny zasah s tym istym cielom, zdmerom nasej prace bolo uréenie morfologickych
zmien na vajecnikoch pocas folikulogenézy a stanovenie koncentracii pohlavnych horménov
P4, E; a IGF-I v krvnom sére oviec pocas anestrickej sezony. Ciel'om bolo zistit’ interakcie
medzi hodnotenymi biometrickymi parametrami folikulov vaje¢nikov a koncentraciami
ovarialnych steroidnych horménov P4, E,, a IGF-1. Na zaklade ich vzdjomnych korelacii
urcit’ pripadny rozdiel po GnRH a naslednom podani PGF,, a pri kombinacii GnRH s ,,ram*
efektom.

MATERIAL A METODIKA

Experimenty boli vykonané pocas anestrickej sezony (jun) v polnohospodarskom druzstve
podhorskej oblasti Nizkych Tatier, kde boli pouzit¢é vyradené bahnice (n = 10) plemena
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zoSlachtena valaska. Zvierata boli vo veku 4 — 10 rokov, vazili 45 — 50 kg. Rozdelen¢ boli do
dvoch skupin (n = 5) a pred vykonanymi zdsahmi im bola odobratd krv na stanovenie
ovarialnych horménov (P4, E;) a IGF-1. Po odbere krvi bola vykonana indukcia estru oviec (0.
defi pokusu) pripravkom Supergestran (Ferring-Légiva a.s., Ceské republika) v davke 0,5 ml.ks’

1.m. rdno as.c. poobede. Po 5-tich dioch bola 1. skupina synchronizovana pripravkom
Oestrophan (Bioveta a.s., Ivanovice na Hané, Ceska republika ) 0,5 mlks' PGF,, i.m., ku 2.
skupine bol priradeny baran (1-2/10 oviec). Po 48 hodinach (7. dent pokusu) im bola opéat
odobratd krv na stanovenie Ps, E; a IGF-I. Nasledne u zvierat bola vykonand anestézia,
laparotomia a ovariektomia. Po ovariektomii sme vajecniky ¢iastocne biometricky spracovali a
fixovali v 10% formaline do d’alSieho spracovania. Vajecniky sme v laboratoriu spracovali
beznym histologickym postupom podl'a Vacek-a (1990). Zhotovené 5 — 7 pm hrubé rezy sme
ofarbili hematoxylin-eozinom a hodnotili kvantitativne (pocet folikulov) a kvalitativne (typ a
kategoria folikulu). Koncentracie P4 a E; sme stanovili v krvnom sére RIA metddou, IGF-I sme
stanovili metédou ELISA. Histologické rezy (kazdy dvadsiaty rez) sme prezerali
a vyhodnocovali mikroskopom ZEISS Axiolab (Nemecko). Mikrofotografie sme =ziskali
prostrednictvom programu pre analyzu obrazu LUCIA G Verzia 4,60 — System for Image
Processing, prepojenim svetelného mikroskopu s PC pomocou kamery PAL GKB CCD camera
CC-8603. Ziskané vysledky biometrickych aj hormonélnych parametrov sme $tatisticky
spracovali Studentovym t-testom, testom ANOVA. Graficky zndzornené vysledky st v podobe
hodnoty aritmetického priemeru a jej Standardnej chyby priemeru (S.E.M., Standard Error of
Mean).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Porovnanim koncentracii ovaridlnych hormoénov v krvnom sére oviec v oboch pokusnych
skupinach sme zistili, ze 7. deni po aplikacii GnRH a 48 hodin od podania PGF,,, rovnako ako
po aplikécii GnRH a 48 hodin po priradeni barana doslo k poklesu P4 (Graf 1) a vzostupu E,
(Graf 2), tieto zmeny vSak boli nesignifikantné.

ng/ml P4 pg/ml E2
45 S 160
o 1.skupina ;
4 . | |0 1.skupina
s B 2.skupina 140 B 2.skupina
’ 120 -
3 J
100 -
2,5 |
)] 80
1,5 B 60 -
1. 40
0,5 - 20 -
0 0
0. den T 7.den 0. den dni pokusu 7.den
Graf 1 Hladiny progesteronu po oSetreni Graf 2 Hladiny estradiolu po oSetreni oviec
oviec kombinaciou GnRH a PGFy, (1. sk) kombinaciou GnRH a PGF;, (1. sk) a
a GnRH a priradenim barana (2. sk). GnRH a priradenim barana (2. sk).

Analyza vysledkov prvej pokusnej skupiny nam ukdazala, Ze doslo k nesignifikantnému poklesu
koncentracie IGF-I v krvnom sére oviec na 7. defi od podania GnRH a 48 hodin po aplikacii
PGF,, (Graf 3). U druhej skupiny oSetrenej kombindciou GnRH a ,ram* efektu sme
zaznamenali v rovnakom casovom intervale nesignifikantny vzostup hladin IGF-I1.(Graf 3).
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Biometrické parametre (dlzku aSirku vaje¢nikov) sme odmerali posuvnym meradlom
a udavame ju v cm. Ani v tomto pripade sme nezaznamenali signifikantny rozdiel medzi 1. a 2.

IGF- O 1. skupina

® 2. skupi o
ng/ml . skupina 25
e T O 1.sk/PV O 2.sk/PV
2 TR T O1.skiLV O2sk/LV
T T
300 -
151 T T T .F
200 - L
1 J
100 -
0,5
: 0. de 7. dei 0 ‘
-9€N  gni pokusu -den dizka Sirka
Graf 3 Hladiny IGF-I po oSetreni oviec Graf 4 Biometrické parametre (diZka,
kombinaciou GnRH a PGF;, (1. sk) a Sirka) vaje¢nikov oviec 1. a 2. pokusnej
GnRH a priradenim barana (2. sk). skupiny.

pokusnou skupinou (Graf 4). U 2. skupiny sme pri porovnani celkového poctu folikulov
/vajecnik pozorovali ndrast poc¢tu folikulov/vaje¢nik, v oboch sledovanych kategoériach (< 3
mm, > 3 mm), ktory vSak nebol Statisticky vyznamny (Graf 5). Podobny stav sme zistili aj pri
zastipeni ,,zdravych® (rastiicich a vyvijajucich sa) a atretickych folikulov. Signifikantny rozdiel
sme zistili pri porovnani zastupenia populécie atretickych folikulov medzi kategériami < 3 mm
a> 3 mm (Graf 6).
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@ 1. sk/PV 35| |[O1.skiPV
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_ ~ 02. sk/PV 30 | |02 skPV
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Graf 5 Priemerné pocty folikulov/vaje¢nik Graf 6 Priemerné pocty folikulov/vajecnik
1. a 2. pokusnej skupiny 1. a 2. pokusnej skupiny
PV- pravy vajeénik, LV — l'avy vajec¢nik PV- pravy vajeénik, LV — l'avy vajec¢nik
max F — diameter najvécsieho folikulu A — atreticky folikul, Z - zdravy folikul

*P < 0,05
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Stadie viacerych autorov poukazujii na moznost pouzitia farmakologickych pripravkov na
baze GnRH v kombinécii s baranom alebo s PGF, (Henderson, Robinson, 2000; Ungerfeld a
kol., 2002), pripadne aj podla protokolu OvSynch (GnRH, PGF,,, GnRH) ako uvadzaju
Deligianis a kol. (2005). Aplikacia takejto kombinécie ovciam v anestrickej sezone moze
navodit’ luteinizaciu velkych tercidrnych folikulov, ktoré modulacnym t¢inkom cez sekréciu
P4 ovplyviiuju rostralne Struktary hypotalamu a vytvaraja optimalne podmienky pre vplyv
feromonov barana. To vedie k stimulacii selekcie terciarnych folikulov v $tadiu naboru, ako aj
podpore sekréciu GnRH a tym aj nastupu ruje a ovuléacie anestrickej ovce (Goodman, 1994;
Goodman a kol., 2002). Podl'a dostupnych literarnych udajov koncentracie E, rasti kratko
pred ovulaciou. Detekciu estrogénov je mozné vyuzit’ ako cenny indikator stimulacie velkych
terciarnych folikulov a ich selekcie. Pokles P, stimuluje sekréciu E, a rast folikulov. IGF-I je
moznym parametrom autokrinnej a parakrinnej kontroly/stimulacie ovarialnej steroidogenézy,
proliferacie a diferencidcie. Dokazany bol jeho stimula¢ny Gi¢inok na biosyntézu a sekréciu P4
v kultarach folikulovych buniek HD, oSipanych a oviec, taktiez na produkciu E, v kultarach
ovarialnych buniek u oSipanej, potkana a ¢loveka (Makarevich a kol., 2000). Nase ¢iastkové
vysledky, v zhode s literarnymi tdajmi, poukazuju na skuto¢nost’, ze feromoény cez podporu
sekrécie GnRH pozitivne pdsobia aj na zvySenie poctu folikulov v §tadiu naboru, ¢im davaja
viacerym folikulom vi¢S$iu moznost’ stat’ sa ovulaénymi. Experimenty s vyuZzitim metody na
baze kombinacie GnRH a PGF,, priradenim barana poukazujii na moznost' vyuzitia pri
plemenéch chovanych na Slovensku.
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STANOVENIE A IDENTIFIKACIA REZIDUI SULFADIMIDINU V TKANIVACH
KRALIKOV MIKROBIOLOGICKYMI SCREENINGOVYMI METODAMI

JanoSova J., Kozarova 1., Maté D.

Katedra hygieny a technologie potravin, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Na stanovenie rezidui sulfadimidinu (SMZ) v tkanivach kralikov pocas 15-diiovej ochranne;j
lehoty (OL) sme pouzili mikrobiologicki metddu Stvorplatnova (FPT), screeningovy test na
stanovenie rezidui antibiotik s pouzitim piatich bakterialnych kmetiov (STAR) a Premi®Test.
Premi®Test detegoval rezidua SMZ vo svalovine a v srdci do 9. dita OL, v pe&eni, v plicach
a v oblickach do 10. dna OL. Pri porovnani vysledku so Standardom SMZ, tito hodnota
zodpoveda koncentracii SMZ 0,05 pg.ml”’. STAR preukézala citlivost’ k reziduam SMZ v
organoch kralikov do 8. dita OL. Vzorky obli¢iek boli pozitivne do 5. dina OL, vzorky pecene
do 4. dna OL a vzorky pl'ic do 3. dita OL. Pri porovnani vysledkov so Standardom SMZ boli
rezidua SMZ v koncentracii > 1 pg.g”'. STAR nebola dostatoéne citliva na stanovenie rezidui
SMZ vo svalovine a v srdci, dostatocnu citlivost’ preukazala aZ po vyextrahovani rezidui SMZ
extrakciou rozpustadlom. V extrakte boli rezidud SMZ detegované do 10. dina OL, priCom
svalovina bola pozitivna do 6. dita OL (koncentracia SMZ > 1 pg.g™). Najmenej citliva bola
FPT, ktora nezachytila rezidud SMZ ani v jednom z testovanych tkaniv. Vyssia detekcna
citlivost’ bola aj pri tejto metdde pozorovana az pri testovani extraktu zo svaloviny. Rezidua
SMZ v extrakte boli detegované do 8. dita OL, pricom svalovina bola pozitivna do 3. diia OL
(koncentracia SMZ 0,4 — 0,5 pg.g"). Rezidua SMZ v tkanivach kralikov boli predbezne
identifikované kyselinou p-aminobenzoovou (kyselina PAB) s koncentraciou 10 pg.ml’,
ktora potlacila antibakteriadlny G€inok rezidui SMZ vo vySetrovanych matriciach.

UvOoD

Sulfénamidy (SA) patria medzi Sirokospektralne antimikrobidlne latky, ktoré inhibuju
baktérie, chlamydie, toxoplazmu a iné protozoarne agens, hlavne kokcidie kurciat, kralikov
a vSetkych ekonomicky vyznamnych druhov zvierat (7). Vzhl'adom na skuto¢nost’, ze rezidua
SA predstavuju rizikd pre zdravie 'udi a mézu vazne poSkodzovat zdravie konzumentov, boli
zaradené medzi latky, pre ktoré je uréeny zaviazny limit pre ich maximalne reziduum (MRL).
Sucasna legislativa (6) stanovuje pre vSetky latky zo skupiny SA v zivociSnych produktoch
MRL 0,1 mgkg'. Stanovené MRL maju vyznam, len ak su zalozené na kvalitnych
programoch kontroly rezidui. STAR aFPT su zalozené na principe agarovej difuzie
a vyhodnocuju sa na zaklade velkosti inhibi¢nych z6n (IZ), ktoré sa porovnavaju s velkost'ou
z6n vytvorenych Standardnym roztokom SMZ. Pri FPT (1) sa pre stanovenie rezidui SA
vyuziva testovaci kmen Bacillus subtilis BGA naockovany do agarového média upravené¢ho
na hodnotou pH 7,2 s pridavkom trimetoprimu (TMP) v koncentracii 0,05 pg.ml” agaru.
Vzorky misa a organov su povazované za pozitivne, ak je zona inhibicie > 2 mm.

STAR (3) je vylepSenou FPT, z piatich testovacich kmenov je na detekciu rezidui SA urceny
testovaci kmen Bacillus stearothermophilus naockovany do agaru upraveného na hodnotu pH
7,4 s pridavkom TMP v agare v koncentracii 0,005 pg.ml’. Vzorky misa a organov su
povazované za pozitivne, ak je zona inhibicie > 4 mm. Premi®Test (DSM, Holandsko) (2)
s testovacim kmenom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis je test rychly, citlivy,
lahko pouzitelny a Sirokospektralny, zaloZzeny na inhibicii rastu testovacieho kmeina, avSak
nie tvorbou 1Z, ale zmenou zafarbenia agarového média. Poskytuje spol'ahlivé vysledky uz po
3 hod. inkubécie s detekénym limitom (LOD) odpovedajucim stanovenému MRL pre SA
Pritomnost’ rezidui SA v potencidlne pozitivnych vzorkach, musi byt’ neskor potvrdena viac
Specifickymi konfirmacnymi metédami. Vzhl'adom na moznost’ potvrdit’ pritomnost’ rezidui
SA uz v prvom kroku screeningu bola testovana kyselina PAB, ako latka s antagonistickym

45



ucinkom na SA. V pritomnosti kyseliny PAB stracaji SA antibakteridlnu aktivitu, ¢o sa
prejavi absenciou IZ pri diskovych difuznych metddach alebo zmenou farby agaru z fialove;j
na ZIta pri Premi®Teste (5, 9).

Cielom prace bolo stanovit' najcitlivejsiu metodu z FPT, STAR a Premi®Test na detekciu
rezidui SMZ v tkanivach kralikov porovnanim LOD tychto metdd pre SMZ a zaroven overit
moznost’ vyuzitia kyseliny PAB (10 pg.ml™) na predbeznu identifikiciu rezidui SMZ
v tkanivach kralikov mikrobiologickymi metodami. Vysledky boli porovnavané s vysledkami
testovania Standardnych roztokov SA, ziskanymi autormi v predchddzajicich Stadiach,
z ktorych vychadzala aj vol'ba koncentracie kyseliny PAB.

MATERIAL A METODIKA

Priprava inaktivovanych vzoriek svaloviny a organov kralikov liecenych SMZ

V experimente bolo pouzitych 16 kusov 16-tyzdnovych kralikov plemena HY + (Hylapa
s.r.o0., Presov, Slovenska republika) s hmotnost'ou od 2,60 kg do 2,90 kg. Kralikom bol 3 dni
podavany SMZ (Sulfadimidin PG plv. sol. a. u. v. Pharmagal, Nitra, Slovenska republika)
v pitnej vode v davke 20 g lieku na 10 litrov pitnej vody. Po ukonceni podavania lieciva boli
kréaliky pocas stanovenej 15-dilovej OL postupne zabijané. Pritomnost’ rezidui SMZ sme
stanovovali vo svalovine, v srdci, v plticach, v peceni a v oblickach. Pomocou sterilného
korkovrtu s @ 8 mm sme ziskali valCeky, ktoré sme po inaktivacii vo vodnom kupeli pri
teplote +71 °C po dobu 20 min. narezali na disky s hrubkou 2 mm. Negativnou kontrolou boli
inaktivované tkaniva kralika, ktorému SMZ nebol podavany.

Priprava vzoriek zo svaloviny kralikov liecenych SMZ extrakciou rozpustadlom

K 10 g zhomogenizovanej svaloviny kralikov bolo pridanych 25 ml zmesi rozpustadla
acetonitril/aceton (70:30, v/v) (Acetonitrile HPLC, Labscan, frsko; Aceton p.a., Lach-Ners,
Ceské republika). Vzorky s rozpustadlom boli 30 min. mie$ané na mechanickej trepacke
(LT2, Sklarny Kavalier, Votice, Ceska republika) a nasledne preliate do centrifugaénych
skamaviek. Obsah skimaviek bol odstred'ovany v centrifige (Jouan BR 41, Francuzsko) pri
4500 ot./min. a teplote +4 °C po dobu 10 min. Po centrifugacii bol supernatant zliaty do
odparovacich skiimaviek (Turbo-Vap tubes, Zymarck, Nemecko) a odparovany na odparke
(Turbo-Vap LV Evaporator, Zymarck, Nemecko) pod prudom dusika pri teplote +50 °C
priblizne 3 hod. Odparok bol resuspendovany pridanim 1 ml Zivného bujonu ¢. 1 /pH 6,8/
(Imuna, Slovenska republika). Negativnou kontrolou bol extrakt zo svaloviny kralika,
ktorému SMZ nebol podavany.

Priprava Standardnych roztokov a pouzité metédy

Kontrolné roztoky SMZ s koncentraciou 20 pg.ml™ pre FPT a 2 pg.ml” pre STAR, a roztoky
TMP s koncentraciou 5 pg.ml™ pre FPT a 0,5 pg.ml” pre STAR a testovacie agarové platne
boli pripravené pri FPT podl'a iradnej metddy laboratdrnej diagnostiky potravin a krmiv CH
12. 16 (Vestnik MP SR, ro¢nik XXXVI, &iastka 1, 2004), a pri STAR a Premi®Test podla
doplnku ¢. 1/2006 k uradnym metdédam laboratérnej diagnostiky potravin a krmiv CH 12. 19
a CH 12. 18 (Vestnik MP SR, XXXVIII, ¢iastka 13, 2006). Zasobny konfirmacny roztok
kyseliny PAB (1000 ug.ml™") bol pripraveny rozpustenim 10 mg §tandardu kyseliny PAB  (p-
aminobenzoicacid, Sigma A 9878) v 10 ml destilovanej vody.

Konfirmacia rezidui SMZ kyselinou PAB

FPT, STAR - platne boli pripravené¢ podla vysSie uvedenych metdéd. Na predbeznu
identifikaciu rezidui SMZ bol do 100 ml agaru pridany 1 ml zasobného roztoku kyseliny PAB
na findlnu koncentracia kyseliny PAB v agare 10 pg.ml”. Premi®Test — do ampulick bolo
aplikovanych 100 pl zasobného roztoku kyseliny PAB. Po 20 minutovej difuizii roztoku
kyseliny PAB do média pri izbovej teplote bolo do ampuliek pridanych 100 pl tekutiny z
inaktivovanych tkaniv krélikov. Po 20 minatovej preinkubadcii pri izbovej teplote boli vzorky
vyplachnuté sterilnou destilovanou vodou a inkubované podl'a stanovenych podmienok.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

FPT, STAR - priemerné velkosti IZ produkované reziduami SMZ pritomnymi Vv
inaktivovanych vzorkach tkaniv kralikov a v extrakte zo svaloviny kralikov pocas 15-diove;j
OL a ich smerodajné odchylky (SD) (A) a sucasna identifikacia rezidui SMZ kyselinou PAB
(B) st zaznamenané v tabulke 1 a 2. FPT — nebola dostato¢ne citliva pre stanovenie rezidui
SMZ v tkanivéach kralikov, €o sa prejavilo absenciou IZ okolo vzoriek svaloviny a organov
(Tab. 1 /A/). Po extrakcii rozpuStadlom zachytavala metoda rezidud SMZ v extrakte zo
svaloviny do 8. dita OL, priCom za pozitivnhe mdZzeme povazovat vzorky svaloviny do 3. diia
OL, kde priemerna vel'kost’ IZ bola 2,83 mm. Pri porovnani so Standardom SMZ tato hodnota
priblizne zodpoveda koncentracii SMZ 0,4 — 0,5 pg.g”'. Koncentracia kyseliny PAB 10 pg.ml
' kompletne inhibovala (absencia IZ) antibakteridlny u¢inok rezidui SMZ pritomnych
v extrakte zo svaloviny kréalikov od 1. do 8. dila OL (Tab. 1 /B/), ¢im testované reziduum
identifikovala. STAR — nezachytila reziduA SMZ v inaktivovanej kostrovej a srdcovej
svalovine. V plicach, v peceni av oblickach detegovala pritomnost SMZ do 8. dia OL,
pri¢om za pozitivne moézeme povazovat’ vzorky pecene do 4. dina OL, kde priemerna velkost’
IZ bola 4,21 mm, vzorky pl'ic do 3. dila OL, kde priemernd velkost’ IZ bola 4,01 mm
a vzorky oblic¢iek do 5. dna OL, kde priemerna velkost’ IZ bola 4,35 mm (Tab. 2 /A/). Pri
porovnani so Standardom SMZ, uvedené hodnoty priblizne zodpovedajii rezidudlnej
koncentracii SMZ >1 pg.g”. V extrakte zo svaloviny kralikov STAR detegovala pritomnost’
rezidui SMZ do 10. ditia OL, pricom mdZeme svalovinu povazovat’ za pozitivau do 6. diia OL,
kde priemerna velkost' I1Z bola 4,32 mm. Pri porovnani so Standardom tato hodnota priblizne
zodpoveda koncentracii SMZ >1 pg.g”. Koncentracia kyseliny PAB 10 pg.ml” kompletne
inhibovala antibakteridlny ucinok rezidui SMZ pritomnych v inaktivovanych tkanivach
kralikov a v extrakte zo svaloviny kralikov (Tab. 2 /B/). Premi®Test — tabulka 3 prezentuje
detekciu rezidui SMZ v Stave ziskanej z inaktivovanych tkaniv kralikov (A) a predbeznu
identifikaciu, resp. konfirmaciu SMZ pridavkom kyseliny PAB (B). Negativny vysledok
vriadku A prejavujici sa odfarbenim agarového média predstavuje nepritomnost’ lieCiva,
resp. jeho pritomnost’ pod urovitou LOD metddy. Pozitivny vysledok v riadku A prejavujici
sa zachovanim fialovej farby agaru predstavuje pritomnost’ lie¢iva na, resp. nad iroviiou LOD
metody. Premi®Testom boli reziduia SMZ v kostrovej a v srdcovej svalovine detegované do 9.
dina OL, v peceni, v pltcach a v oblickach do 10. dina OL. Podl'a standardu SMZ moézeme
predpokladat’, Ze koncentracia SMZ v testovanych tkanivach do 9. a 10. diha OL klesla na
hodnotu 0,05 pg.ml™. Kyselina PAB (10 pg.ml™) predbezne identifikovala rezidud SMZ vo
vzorkach (Tab. 3. /B/) potlatenim ich antibakteridlneho U¢inku, ¢o sa prejavilo odfarbenim
agarového média na zlto.

Fuselier a kol. (4) testovali vylepSeni STAR na stanovenie rezidui antibiotik a SA. Podali
intramuskularne sulfadimetoxin v davke 40 mg.kg" hmotnosti oipanym plemena Landrace.
Z piatich testovacich platni preukézala najvyssiu citlivost’ k rezidudm sulfadimetoxinu platia
s testovacim kmenom B. stearothermophilus ATCC 10149 s pridavkom TMP v testovacom
agare s koncentraciou 0,005 pg.ml™, kde velkost’ inhibi¢nej zény okolo vzorky svaloviny
bola 8,34 mm. Autori odporucili metddu STAR ako vhodni metédu na stanovenie rezidui
antibiotik a sulfénamidov v produktoch ZivociSneho povodu.

Reybroeck (8) podaval SMZ v davke 0,3 g.I"' brojlerovym kuréatdm v pitnej vode pocas
jedného dia. Po ukonceni podévania lieciva boli kurcata zabijané po 1 hod., po 3 hod., po 6
hod. a po 24 hod., ¢im boli dosiahnuté rozdielne koncentracie pritomnych rezidui SMZ. V
misovej §tave zo svaloviny brojlerov stanovil Premi®Testom LOD pre SMZ 0,012 pg.g™, o
je hlboko pod urovitou MRL.

Stead a kol. (9) zhodnotili vyuZitie extrakcie rozpuStadlom pri stanoveni rezidui SMZ vo
fortifikovanej svalovine hydiny a ryb, v bravfovych oblickach, vo vajciach, v mede
a v mlieku Premi®Testom. V uvedenych matriciach dosiahli LOD pre SMZ v rozpiti 0,025 —
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0,075 pg.g”'. Na post-screeningovi identifikaciu rezidui SMZ autori pouzili 50 ul kyseliny
PAB (5 mg.ml™") pridanti do extraktu, ktora potla¢ila antimikrobialny G¢inok SMZ.

Tab. 1. FPT (TMP 0,05 pg.ml™") — Detekcia rezidui SMZ (A - priemerné vel’kosti IZ /mm/)
a ich identifikacia (B - absencia IZ) po pridavku kyseliny PAB do agaru

1Z + SD (mm)
Defi OL sval extrak? 7o srdce pecen pruca oblicky
svaloviny
neg 0 0 0 0 0 0
N A 0 8,04 + 1,07 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
5 A 0 4,79 + 0,35 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
3 A 0 2,83 +£0,13 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
4 A 0 1,73 £0,26 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
s, A 0 1,72+ 0,15 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
A 0 1,64 +0,12 0 0 0 0
6. B 0 0 0 0 0 0
. A 0 1,46 0,23 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
A 0 0,75 £ 0,60 0 0 0 0
8 B 0 0 0 0 0 0
9.-15 A 0 0 0 0 0 0

Legenda: m pozitivne vysledky

Tab. 2. STAR (TMP 0,005 pg.ml'l) — Detekcia rezidui SMZ (A - priemerné velkosti [Z /mm/)
a ich identifikacia (B - absencia IZ) po pridavku kyseliny PAB do agaru

1Z + SD (mm)
Deii OL sval Ztt;?)l‘(];:; srdce pecer placa oblicky
neg 0 0 0 0 0 0
1 A 0 9,91 £ 0,55 0 8,12 +1,78 5,85+ 0,67 8,75 £ 0,39
B 0 0 0 0 0 0
5 A 0 8,16 + 1,04 0 5,39 + 0,67 4,17 £ 0,63 6,53 + 0,20
B 0 0 0 0 0 0
3 A 0 7,93 + 1,01 0 4,46 0,53 4,01 0,48 5,59 + 1,30
B 0 0 0 0 0 0
4 A 0 6,65 +1,39 0 4,21 +0,08 2,42 +0,49 4,45+ 0,71
B 0 0 0 0 0 0
5 A 0 5,01 £ 0,57 0 2,54 £ 0,66 1,28 +0,25 4,35+0,25
B 0 0 0 0 0 0
6 A 0 4,32 +0,19 0 2,01 £0,51 1,08 £ 0,23 3,05 +2,05
B 0 0 0 0 0 0
7 A 0 2,36 + 0,38 0 1,66 +0,13 0,71 £ 0,84 2,53+0,19
B 0 0 0 0 0 0
8. A 0 2,31+0,28 0 1,57 +1,08 0,63 +0,76 1,95+0,27
B 0 0 0 0 0
9 A 0 2,26 + 0,90 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
10. A 0 1,29+ 0,51 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0
11.-15 A 0 0 0 0 0 0

Legenda: m m m W pozitivne vysledky
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Tab. 3. Premi“Test — Stanovenie rezidui SMZ v §tave ziskanej z inaktivovanych tkaniv
krélikov pocas 15-diovej OL

Deni OL sval srdce pecen placa obli¢ky
neg - - - - -
1 A + + + + +
. B _ N N N N
2 A + + + + +
. B N B _ 3 B
3 A + + + + +
. B _ N N N N
A + + + + +
4. B N B _ 3 B
A + + + + +
5. B _ N N N N
A + + + + +
6. B N B _ 3 B
A + + + + +
7. B _ N N N N
A + + + + +
8. B N B _ 3 B
9 A + + + + +
. B N N N N N
A - - + + +
10. B 3 B - - B
11.-15 A - - - - -

Legenda: —negativny vysledok, + pozitivny vysledok
+ + pozitivne vysledky posledny defi stanovenia pritomnosti SD
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ISCHEMICKOREPERFUZNE POSKODENIE DNA V KRVNYCH LYMFOCYTOCH
Kravc¢ukova P., Gottlieb M., Matiasova M., Burda J.
Neurobiologicky ustav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo sledovat’ dopad ischémie/reperfizie na rozsah poskodenia DNA v
krvnych lymfocytoch. Na simuldciu ischémie u zvierat sme pouzili model Stvorcievnej
okluzie. Po 10 min. ischémii bol prietok krvi obnoveny. Vzorky krvi boli odoberané 20, 40,
60, 90,120 min a 24 hod po obnoveni prekrvenia. PoSkodenie DNA (jedno a dvojvldknoveé)
sme stanovili jednobunkovou gélovou elektroforézou. Sto buniek z kazdého merania sme
rozdelili do 5 tried poskodenia. Zistili sme, ze ku poskodeniu DNA dochadza uz 40 min po
ukonceni ischémie. PoSkodenie lymfocytov sa zvysilo az o 68%, pricom vicSina buniek patri
do triedy poskodenia 3 (34,1-60% DNA in tail). ZvySenie poskodenia je mozné pripisat
najméd prudkému nérastu volnych radikalov v mozgu a krvnom sére, ale aj inym skorym
postischemickym vplyvom. Po 60-90 min reperfizie rozsah poskodenia klesa a po 24 hod st
hodnoty na trovni kontroly, ¢o mdze stvisiet’ so zvySenim aktivity antioxidacnych enzymov,
reparac¢nych enzymov a pravdepodobne aj s obnovou buniek imunitného systému.

UvOD

Az 83% mozgovych prihod tvoria poruchy v krvnom zisobovani mozgu, tzv. ischemické
stavy. Ischémia mozgu teda znamena znizenie alebo uplne zastavenie privodu krvi do tkaniva,
spOsobuje narusenie rovnovahy mnohych hemodynamickych faktorov a vedie ku kaskade
metabolickych a biochemickych zmien, ktoré koncia smrt'ou bunky. Zakladom ischemickych
zmien je nedostatok kyslika a glukdzy s bezprostrednym zastavenim oxidativnej fosforylacie
aprudkym poklesom ATP. Nedostatok kyslika bunka kompenzuje anaerobnym
metabolizmom, ¢im zvySuje koncentraciu kyseliny mlie¢nej a acidozu tkaniva (Siesjd, 1984).
Po obnove prietoku krvi sa postupne obnovuje aj energeticky metabolizmus a i6nova
homeostdza, ¢o mdze paradoxne eSte viac zhorsit’ situdciu. Do tkaniva, ktoré obsahuje
produkty anaerobneho metabolizmu, sa v prvych fazach reperfuzie dostdva neumerne vysoké
mnozstvo krvi a kyslika, ktory ischémiou poSkodené bunky nie su schopné metabolizovat’
(Hossmann a kol., 1976). Tento stav vytvara v postihnutom tkanive s vysokym obsahom
kyseliny mliecnej a i6nov Zeleza podmienky na prudky nérast vzniku volnych kyslikovych
radikalov (Ying akol., 1999), ktoré antioxidacné enzymy nie st schopné eliminovat.
Désledkom toho je narusSenie prakticky vSetkych bunkovych komponentov (Small a kol.,
1999). V dosledku ischémie sa, okrem iné¢ho, znizuje kapacita vychytavania extracelularneho
glutamatu, toxického vo¢i nervovym bunkdm (Iadecola, 1999). Vysledkom
ischémie/reperfuzie je nie len poskodenie buniek nervového tkaniva, ale aj
hematoencefalickej bariéry (BBB) (Tasdemiroglu akol., 1994), ktorej naruSenie ma
v patofyzioldgii ischemicko reperfuzneho poskodenia vel'mi doélezité postavenie (Dobbin
a kol., 1989).

Cielom naSej prace je Studovat’ ako ischémia/ reperfizia astym suvisiace poskodenie
hematoencefalickej bariéry ovplyvni rozsah poskodenia buniek imunitného systému. Na tento
ucel sme pouzili neutrdlnu a alkalicku verziu jednobunkovej gélovej elektroforézy (Comet
assay), ktorou sme sledovali dopad na rozsah jedno a dvojvlaknovych zlomov DNA krvnych
lymfocytov.

MATERIAL A METODIKA

Zvierata

Experimenty boli vykonané v stilade s platnou legislativou na ochranu zvierat a s povolenim
Etickej komisie pre pracu s experimentalnymi zvieratami NbU SAV. V experimente boli
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pouzit¢ samce kmetla WISTAR (n=12) o hmotnosti 220-300 g s volnym pristupom ku
potrave a vode. Zvieratdm bola Stvorcievnou okliziou mozgu (Pulsinelli a Brierley, 1979)
navodena 10 min ischémia, s naslednou 20, 40, 60, 90, 120 min a 24 hod reperfuziou.

Odber krvi a izolacia lymfocytov

Krv sme odoberali z v. jugularis interna zavedenim silikonovej kanuly. Kontrolny odber bol
vykonany pred navodenim ischémie (sham kontrola), ostatné odbery sme robili v ¢asoch 20,
40, 60, 90 120 min a 24 hod po obnoveni prietoku krvi. Lymfocyty z celkovej krvi (120 pl)
boli izolované na gradiente Ficollu (2500 rpm, 4 °C, 5 min) a premyté v PBS (pH 7.,4).

Comet assay

Ischémiou indukované jedno a dvojvldknové zlomy molekuly DNA v krvnych lymfocytoch
sme sledovali alkalickou a neutralnou verziou metddy Comet Assay (Singh akol., 1988,
Klaude a kol., 1996). 50 ul suspenzie lymfocytov a 1% agardzy s nizkym bodom topenia sme
naniesli na podlozné sklicko potiahnuté tenkou vrstvou 1% agardézy a prekryli krycim
sklickom. Po stuhnuti gélov boli krycie sklicka odstranené a vzorky inkubované v lyzujicom
roztoku (pH 10, 1 hod, 4 °C). Vzorky urené na sledovanie jednovlaknovych zlomov (SSB)
boli inkubované 45 min v elektoroforetickom roztoku (5M NaOH, 0.2M Na,EDTA, pH 12,1,
4 °C). Elektroforéza prebiehala v rovnakom roztoku pri 25 V (300 mA) 25 min. Po ukonceni
elektroforézy sme gél neutralizovali v 0,4 M roztoku TRIS (15 min). Vzorky ur¢ené na
sledovanie dvojvlaknovych zlomov (DSB) boli inkubované 30 min pri 4 °C a elektroforézu
sme robili pri 25 V, 30 mA pocas 25 min v TAE pufracnom roztoku (40 mM Tris-acetat, 1
mM EDTA, pH 9). Po vysuseni gélov sme vzorky farbili fluorescenéne pomocou SYBR®
Green (SIGMA) a hodnotené pod fluorescenénym mikroskopom Olympus BX51. Poskodenie
DNA sme urcovali v 100 ndhodne vybratych lymfocytoch a vyhodnocovali pocitacovym
programom CometScote™™ 1,5 (TriTrek Corp., USA). Data sme vyjadrili ako % DNA in tail.
Statisticka analyza

Data boli Statisticky vyhodnotené testami One Way ANOVA (Dunnett's Multiple Comparison
Test), resp. Two Way ANOVA (Bonferroni posttests). Hodnoty p< 0,05 st povazované za
Statisticky vyznamné.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priebeh postischemického poSkodenia lymfocytarnej DNA sme sledovali v casovych
intervaloch 20, 40, 60, 90, 120 min a 24 hodin po obnoveni krvného prietoku (obr. 1).
Lymfocyty sme podl'a stupiia poSkodenia v danom ¢asovom intervale zaradili do 5 tried (obr.
2).
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Obr. 1: Priebeh poskodenia DNA (vyjadrené ako % DNA in tail) po 10 min ischémii a 20, 40, 60, 90, 120 min
a 24 hod reperfuzii. Hodnoty st vyjadrené ako priemer + SD. p<0.01 (*) v porovnani so sham kontrolou.

Analyza jednovldknovych (SSB) a dvojvldknovych zlomov (DSB), zobrazend na obr. 1

nevykazuje vyrazné rozdiely v 20 min, avSak poSkodenie DNA u oboch typov zlomov je
signifikantne zvySené v intervale 40 minutovej recirkulacie, 28% (SSB), 67% (DSB).
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Obr. 2 demonStruje, Ze najviac buniek tejto skupiny je zaradenych do triedy 3, 82,97% (SSB),
resp. 161,3% (DSB), (u sham trieda 2). Dal$i narast poskodenych lymfocytov sme
zaznamenali pri 120. min reperfuzie (graf 1). Toto zvySenie pravdepodobne stvisi s
metabolickymi a biochemickymi zmenami poSkodeného tkaniva azvySenim selektivnej
priepustnosti BBB. Campanella a kol. (2002) popisuju narast poc¢tu lymfocytov v mozgu po
ischémii, ¢o naznacuje, ze poskodenie DNA mdze byt spdsobené priamo toxickymi vplyvmi
v postihnutom tkanive. PoSkodenie BBB pravdepodobne suvisi so zvySenim koncentracie
glutamatu v krvi, ktory v mozgu posobi toxicky na nervové bunky (Iadecola, 1999) aje
mozné predpokladat, Ze rovnaky efekt by mohol mat’ aj na cirkulujice lymfocyty. Dalsou
pri¢inou zvySenia poSkodenia DNA mdzu byt volné radikdly. Negativny vplyv zvySenej
koncentracie vol'nych radikdlov na DNA je dobre prestudovany. Su povazované za hlavnu
pri¢inu smrti neurénov po ischémii a vo zvySenej koncentracii boli namerané nie len

v tkanive, ale aj v krvnom sére (Wei a kol., 2005).
Obr. 2: Zaradenie lymfocytov do
M s % min DSB tried poékgdenia po 20, 40, §0.,.
6ol 20 min. =120 min. ok - 907 120 min a 24.hod reperfuzii.
E=40 min. B9 24 hod. s Triedy poskodenia: 0 (0-6 %
DNA in tail), 1 (6,1-17%), 2
(17,1-34%), 3 (34,1-60 %), 4
(60,1-100%). Hodnoty su
vyjadrené ako priemer + S.E.M..
p<0.05 (*), p<0.01 (**), p<0.001
(*¥**) v porovnani so sham

kontrolou.
= = SSB
607 ==40min. E=24hod. Im »
£ Sest'desiat minut po
< obnoveni  prietoku  krvi
3 tkanivom hodnoty
. poskodenia  klesaju  na
urovenn kontroly (obr. 1).
: Vyrazné zniZenie
trieda pozékodenia : p0§k0denia DNA v Case Od

60 min aziroven aj
pribudanie buniek do tried 0 a 1 (obr. 2) naznacuje opravu DNA, alebo nadhradu poskodenych
buniek. Machalinski a kol. (2006) u pacientov po ischemickej prihode popisali zvySeny pocet
lymfocytov a CD34 pozitivnych progenitorovych buniek (progenitory lymfocytovej rady)
a pripisuje im vyznamnu ulohou pri regeneracii ischémiou poSkodeného tkaniva. Opétovny
narast poSkodenia DNA pri 120 mintte je mozné vysvetlit sekundarnym poskodenim
novovytvorenych lymfocytov vysSie popisanymi procesmi. Jednodnova recirkulacia uz
udrziava uroven poskodenia lymfocytov na kontrolnych hodnotach. Tento jav pravdepodobne
suvisi s aktivaciou antioxidaénych mechanizmov, ktoré znizuju koncentraciu volnych
radikalov. Najvyssia aktivita enzymov v tkanive bola namerana az po 5 hod reperfizie. Bolo
dokéazané, Ze priamo v mozgovom tkanive sa de novo syntetizuji enzymy SOD a CAT uz
v priebehu 1. hod po ischémii (Danielisova akol., 2005). Doposial’ neexistuje vela prac
sledujtcich aktivitu antioxidacnych enzymov v krvi po ischemickom poSkodeni nervového
tkaniva. Aktivita enzymov SOD a glutatién reduktdzy v cervenych krvinkéch je aj po 2 hod
reperfuzie znizend (El-Abhar akol., 2002). Wei akol. (2005) popisuji, vyrazne nizSiu
antioxida¢nu schopnost’ séra po jednodnovej reperfuzii.

Na zaver moézeme konStatovat, ze knajvyraznejSiemu poSkodeniu DNA v krvnych
lymfocytoch dochadza v 40 min postischemickej recirkulacie a je pravdepodobne spdsobené
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volnymi radikalmi a excitotoxickymi aminokyselinami vyplavenymi z poSkodeného
mozgového tkaniva.
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VYSKYT REZIDUI WARFARINU PRI APLIKACII NA RASTLINNE KULTURY
Kudrikova D.', Hromada R.', Ondraovi¢ova S.>, Ondrasovié¢ M., Sasakova N.'

"Ustav hygieny zvierat, Katedra Zivotného prostredia, UVL, KoSice

*Statny veterindrny a potravinovy iistav, Kosice

ABSTRAKT

Praca je zamerana na sledovanie vyskytu rezidui rodenticidneho pripravku KUMATOX
Z s u¢innou latkou warfarin, ktory sa aplikuje na kultary obilnin pri premnozeni HraboSa
polného. Vysledky poukézali na skutonost, ze po aplikacii sa v obilninach a pode
nachédzali rezidué warfarinu. Ich nélez v pode bol zaznamenany aj po 3 rokoch.

UvOoD

V polnych kultarach hlavne s obilovinami moéze dochadzat k premnozeniu Skodlivych
hlodavcov. NajcastejSie sa jednd o HraboSa polného (Microtus arvalis), Chréka rol'ného
(Cricetus cricetus). Za G¢elom obmedzenia $kod, ktoré tieto hlodavce spdsobuju na porastoch
sa pristupuje kich ni¢eniu za pouzZitia rodenticidnych pripravkov. Okrem akutnych
rodenticidov, ku ktorym patria rodenticidne nastrahy s obsahom fosfidu zinku, resp.
scillirozidu sa na ni¢enie pouzivaji aj chronické rodenticidy, ktoré spdsobuju poruchy
zrazania krvi, tj. antikoagulanciu. Po pozrati tychto rodenticidnych nastrah dochadza
k thynom az za niekol’ko dni. Odborna literatira zaoberajica sa priebehom otrav u cicavcov,
resp. ich lie¢bou v pripade zasiahnutia necielenych druhov je rozsiahla, avSak problematika
ekologickych dopadov stvisiaca s reziduami pouzivanych rodenticidov je skromna. Ciel'om
predkladanej prace je kvantitativne vySetrenie pddy a obilnin na rezidua warfarinu, ktory bol
aplikovany v komerénom pripravku KUMATOX Z na konci vegetaéného obdobia, ako aj na
rezidua v tejto pode po uplynuti troch rokov.

MATERIAL A METODIKA

Pripravok KUMATOX Z patri do skupiny antikoagulacnych rodenticidov 1. generacie
(William a Douglas, 2002, 2004). Jedné sa o morené pSeni¢né zrnd modrého sfarbenia, ktoré
obsahuju 0,025 % warfarinu.

Pripravok bol aplikovany na podu zaciatkom marca pri vyseve obilnin (jaémen a pSenica)
vmnozstve 100g/m” a 500g/m’, o v prepoéte na obsah uginnej latky v ndstrahe
predstavovalo jednotlivo 2,5g/m* a 12,5g/m” warfarinu v pode. Pripravok bol aplikovany do
debniciek s pddou o rozmeroch 1x1x 0,5 m za rovnakych podmienok boli pestované aj
kontrolné vzorky. Pocas vegetacného obdobia uz neboli vykonané ziadne iné agrotechnické
zasahy. Na zaciatku augusta v obdobi zberu boli odobraté vzorky obilnin celych klasov
apody. Zaroven boli odobraté vzorky z neosetrenej pddy, ktoré slizili ako kontrola. Odber
vzoriek na stanovenie obsahu warfarinu z testov pddy bol vykonany aj s odstupom 3 rokov.
Stanovenie rezidui warfarinu

VysSetrované vzorky v mnozstve 10 g po homogenizacii boli vylihované po dobu 15 minut
v 25 ml zmesi chloroformu a acetonu v rovnakom diele. Rozpustadlo sa dekantovalo cez
filtra¢ny papier. Extrakcia bola vykonand dvakrat.

Spojené extrakty boli odparené na rotacnom vakuovom odparovaci pri teplote 40°C. Zbytok
po odpareni sa rozpustil vl ml methanolu a pridal sa I ml mobilnej fizy za ucelom
odstranenia koextrahovanych bielkovin.

Ziskany roztok bol preneseny do centrifiigacnej skimavky s obsahom n-hexanu. Roztok sa
nasledne centrifuguje po dobu 10 minat pri 3500 ot.min.”. Ziskany vy&ireny spodny roztok
po prefiltrovani sa vyuzije na HPLC chromatograficku analyzu.
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Vlastna chromatografick4 analyza sa vykonava na koléne LiChrospher® 100 RP-18 (5um) pri
pouziti mobilnej fazy acetonitril (A) a acetatového pufru, pH 4.6, (B) (50+50) pre warfarin pri
prietoku 1 ml.min™, s nastrekom 10ul. UV detekcia sa vykonava pri 265 a 310 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky pddy anadzemnych casti jamenia a pSenice boli odobraté v Case zatvy v zbernej
zrelosti, t.j. na zaciatku augusta. Celkovy porast obilovin pri jednotlivych aplikaciach sluzil
ako jedna vzorka. Vzorka ja¢mena ¢. 1 bola odobratd zporastu, na ktorom obsah
aplikovaného rodenticidu bol 100 g.m™ a vo vzorke &. 2 bola 500 g.m™ . Podobne aj zo
psenice boli odobraté 2 vzorky s obsahom 100 g.m™ a 500 g.m™ rodenticidu (tab. 1).

Tab. 1 Rezidud warfarinu v sledovanych porastoch

Cislo vzorky | Aplikovany KUMATOX Z | Plodina | MnoZstvo
(g.m?) (ppm)

1 100 Ja¢men | 0,016

2 500 Jacmen | 0,036

3 100 PSenica | 0,037

4 500 PSenica | 0,065

Pri kazdej expozicii boli zaradené kontrolné vysevy bez aplikdcie rodenticidov, z ktorych
boli odobraté vzorky pre porovnanie nalezu.

Z pody boli celkovo na konci vegetatného obdobia odobraté 2 vzorky, kde vzorka €. 1 bola
spracovana ako zmesna vzorka zpddy, ktord obsahovala 100 g.m? KUMATOXU Z
a podobne vzorka &. 2 , ktora bola exponovana davkou 500 g.m™ (tab. 2).

Tab.2 Rezidua warfarinu v pode

Cislo vzorky | Aplikovany KUMATOX Z | Material | MnoZstvo
(g.m”) (ppm)

1 100 pdda 0,020

2 500 pdda 0,074

3 po 3 rokoch poda 0,072
500

Vzorka pody osetrenej rodenticidom v davke 500 g.m™ bola odobrata aj po uplynuti 3 rokov
a oznacend je ¢. 3 rovnako ako aj kontrolna vzorka pody.

V sulade s aplikovanym mnozstvom rodenticidu boli nizsie hodnoty rezidui warfarinu zistené
uvzorky €. 1, tj. jaémena ato 0,016 ppm a vo vzorke €. 3 pSenice 0,037 ppm. Odobraté
vzorky pody osetrené rodenticidom v davke 100 g.m™ boli vySetrené ako zmesna vzorka ¢&. 1,
kde rezidua rodenticidu dosahovali hodnotu 0,020 ppm.

Pri davke 500 g.m™ pddy boli vo vzorke ja¢metia &. 2 zistené rezidua rodenticidu 0,036 ppm
a vo vzorke pSenice ¢. 4 v mnoZzstve 0,065 ppm. Odobraté vzorky pddy oSetrené rodenticidom
v davke 500 g.m™ boli vy3etrované ako zmesna vzorka &. 2, kde hodnota rezidualneho zbytku
rodenticidu bola 0,074 ppm.

U vzoriek pody osetrenej davkou 500 g.m™j rodenticidu, ktoré boli odobraté po 3 rokoch, boli
taktiez zistené rezidud rodenticidu, ktoré dosahovali hodnotu 0,072 ppm.
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Hospodarske Skody, ktoré sposobuju Skodlivé hlodavce na polnych kultarach, dosahuju
miliénové hodnoty. Stenseth akol. (2003) napriklad uvadza, Ze v Cine 3kodlivymi
hlodavcami skonzumované krmivo pocas 1 roka predstavuje mnozstvo, ktoré by postacilo pre
obzivu 200 miliéonov l'udi a napriklad v Indonézii spdsobuje priemerne 15 %-nu stratu na
produkcii ryze.

Premnozenie hraboSa poI'ného v naSich podmienkach sa periodicky opakuje kazdych 3-5
rokov, ale davané je do suvisu hlavne s teplotou a snehovou pokryvkou pocas zim. Za
premnozenie hraboSov je povazované, ak ich mnoZzstvo na 1 ha dosahuje 3 000 kusov.

Podl'a zoznamu registrovanych pripravkov na ochranu rastlin a inych pripravkov — 2006
vydaného MP SR je mozné na volnych priestoroch pouzZit' rodenticidne pripravky
BROMADIC H na baze brodifacoumu, COMMANDO, RODENTIC BLESK, STUTOX na
baze fosfidu zino¢natého a REDENTIN 75 na baze chlorophacinonu (OHS DATABASE,
1994). V predchadzajicom obdobi sa na nicenie Skodlivych hlodavcov vyuzival aj warfarin,
¢o bolo dovodom jeho hodnotenia.

Z akutnych rodenticidov sa prednostne pouzivaju na ni¢enie hraboSa pol'ného néastrahy
s obsahom fosfidu zinku, ako napr. komerény pripravok STUTOX. Jednd sa o nastrahu
s obsahom 4 % fosfidu zinku, ktora je farebne upravena tak, aby nebola atraktivna pre vtactvo
je Zltozeleného sfarbenia. Ako uvadza Staples a kol. (2003), nastrahy s obsahom fosfidu zinku
st vSeobecne dobre pozierané hlodavcami, su relativne bezpecné z hladiska vzniku
sekundarnych otrdv pre prirodzenych preddtorov anevytvaraju signifikantné¢ rezidua
v obilnindch, pdde, vode a atmosfére.

Na nicenie hraboSov sa vyuzivaju aj antikoagulacné rodenticidy. V stcasnosti pouzivané
antikoagulacné rodenticidy sa delia do 3 generacii na zaklade obsahu ucinnej latky v nastrahe,
ale aj mnoZstva nastrahy potrebného na dosiahnutie letdlneho U¢inku (William a Douglas,
2002, 2004).

VSseobecne rodenticidna Uc€innost’ antikoagula¢nych prostriedkov je dobra (Saxna akol.,
1992). Avsak aktualne su otazky rezidui, ktoré ako ukazuju doterajSie vysledky, zanechavaju
v Zivotnom prostredi. Na tato problematiku r. 1990 poukazuju aj Smith a Cox, ale aj Eason
a Spurr (1995) a d’alsi autori.

V nasej praci sme sa zamerali na zistovanie rezidui warfarinu, ktory je zaradeny do 1.
generdcie  aobsah v nastrahe sa uvadza 0,05 %. Testovany pripravok KUMATOX
Z obsahoval 0,025 % warfarinu. Warfarin je synteticky derivat kumarinu, ktory bol v rokoch
1947-1948 ako rodenticid zaregistrovany v USA roku 1952 (Thomson, 1991). Neskor sa zacal
vyuzivat' aj v humannej medicine pri profylaxii tromboembolickych ochoreni. Kumarin sa
prirodzene nachadza v mnohych rastlindch, hlavne v Lipkavei marinkovitom (Galium
odordtum) a v malych mnozstvach v rastline Levandula lekarska (Lavandula officinalis),
Komonici bielej a lekéarskej (Meliotus albus a officinalis) a pod..

Vysledky vySetreni obilnin a pody jednoznacne poukazujii na tvorbu rezidui. Nalez rezidui
z porastu jaémena bol niz$i ako zporastu pSenice, avSak korelovalo jeho mnozstvo
s aplikovanou davkou KUMATOXU Zna podu (graf 1 a2). Uvedend zavislost na
aplikovanom mnozstve rodenticidu je evidentna aj u vzoriek vysetrovanej pody. Za zévazny
mozno povazovat vysledok, ked’ vySetrend vzorka odobratej pody, ktora bola oSetrend
KUMATOXOM Z, vykazovala nalez rezidui aj s odstupom 3 rokov. Rozdiel s trojroénym
odstupom v naleze rezidui bol minimélny, ked’ obsah po skonceni vegetaéného obdobia bol
0,074 ppm a po troch rokoch 0,072 ppm (tab. 2 a graf 3)
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Graf 1 Rezidua warfarinu v jaCmeni
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Graf 2 Rezidud warfarinu v pSenici
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Graf 3 Rezidua warfarinu v pode
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V chemickej charakteristike warfarinu sa uvadza jeho nerozpustnost’ vo vode (Saxna a kol.,
1992; William a Douglas, 2002) bod topenia 159 — 165 °C (6) ¢o je 318 — 322 F° (OHS
DATABASE 1994) ajeho rozpustnost’ v acetone, chloroforme a dioxanoch (Montogomery
1993, Hayes 1963). Na zaklade vyssie uvedenych vlastnosti je mozné dedukovat’, ze v pdde
sa jeho rezidud udrziavaju dlhy cas a pri znecisteni pody warfarinom je jeho likvidacia
obtiazna.

Kunc (1974) v mikrobiologickej $tadii uvadza, Ze celkovo 39 kmeiov, ktoré rozkladaju
kumarin izoloval z pddy, z ktorych 25 patri k rodu Pseudomonas, 7 k rodu Cellulomonas a 7
k rodu Achromobacteria.

Koncentraty rodenticidov st podla sucasnej platnej legislativy zaradené medzi zvlast
nebezpecné jedy, o vSak uz neplati o hotovych rodenticidnych nastrahdch Z hl'adiska ich
vysokej toxicity pre zivoCichy sa v sucasnosti sleduje ich vplyv na necielové druhy
zivocichov. Booth a kol. (2001) popisal akttnu toxicitu brodifacoumu na bezstavovce ako su
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sliméky a suchozemské druhy krabov. Eason a kol. (2001) sledovali rezidua brodifacoumu
u otravenych divo zijicich prasiat a ko6z. Booth a kol. v roku 2003 zistili toxické pdsobenie
brodifacoumu na dazd’ovky, ¢o vSetko poukazuje na potrebu sledovania a hodnotenia
antikoagulacnych pripravkov na bezstavovce, ale aj vznik rezidui v rastlindch pri ich aplikacii
vo vol'nej prirode.
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CHROMOZOMOVE ABERACIE V LYMFOCYTOCH HOVADZIEHO DOBYTKA
EXPONOVANYCH FUNGICIDOM EUPAREN MULTI (TOLYLFLUANID)
LakatoSova M., Holeckova B.

Ustav genetiky, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Tolylfluanid patri do triedy fenylsulamidovych fungicidov. Je intenzivne pouzivany
v pol'nohospodarstve na kontrolu Sirokého spektra hubami spdsobovanych ochoreni. V praci
sme detekovali stabilné a nestabilné chromozdémové aberacie (CA) po posobeni tolylfluanidu
v periférnych lymfocytoch hoviddzieho dobytka metddou konveénej chromozémovej analyzy
a fluorescencnej in situ hybridizacie. Tolylfluanid bol ku kultiram lymfocytov, dvoch
zdravych donorov, pridany v koncentraciach 1,7; 3,5; 8,75 a 17,5 pg/ml na poslednych 24
hodin kultivacie. V porovnani s kontrolou bolo zistené mierne zvysenie chromozémovych
aberacii po expozicii ddvkam 8,75 a 17,5 pg/ml, ale bez Statistickej vyznamnosti. Najvyssia
koncentracia (17,5 pg/ml) spdsobovala inhibiciu mitotickej aktivity a zniZenie celkového
poctu buniek. TaktieZ sme pozorovali zvysSenie poc¢tu polyploidnych buniek.

UvOoD

Pesticidy (insekticidy, fungicidy, herbicidy, rodenticidy ai.) su jediné toxické chemikalie,
v hojnom mnozstve umyselne zavaddzané do Zivotného prostredia (Kovalkovicova a kol.,
2005). Ako pesticidy je v sucasnosti klasifikovanych priblizne 1000 réznych chemikalii
(Sutiakovd akol., 2006). Ich aplikdcia je eSte stale povazovana za najefektivnejsi
a najakceptovatel'nejsi prostriedok na ochranu rastlin pred skodcami a réznymi chorobami.
Utinok pesticidov zavisi predovietkym od t¢innej latky, resp. od ich metabolickej degradacie
v cielovom organizme (Anwar, 1997).

NajproblematickejSou skupinou st fungicidy, kedze okolo 90% znich, v sucasnosti i
minulosti pouzivanych, bolo stanovenych ako nebezpecné (karcinogénne) pre experimentalne
zvieratd (Saunders a Harper, 1994).

Tolylfluanid, 1,1-dichloro-N-[(dimetyl-amino)-sulfonyl]-1-fluoro-N-(4-
metylfenyl)metansulfamid, je kontaktne podsobiaci fungicid intenzivne pouzivany
v pol'nohospodarstve na kontrolu Sirokého spektra hubami sposobovanych ochoreni, ako st
chrastavitost, mucnatka a botrytida napéadajica kvety u jabloni, peronospora, botrytida
(pleseni sivd) a biela hniloba vinica, botrytida (siva hniloba) a biela Skvrnitost’ listov u jahod.
Je jednym z najcastejSie detekovanych pesticidov v ovoci a zelenine (Nowacka, 2002).
Tolylfluanid je bezfarebny, vo vode dispergovatelny granulat. Je vel'mi rychlo degradovany
v pode a vode. Kvoli pevnej absorpcii podnymi Casticami nemd potencidl migrovat’ do jej
hlbsich vrstiev (EPA, 2002).

U hospodarskych zvierat je tolylfluanid rychlo a takmer kompletne absorbovany v ramci 48 h.
Najvyssie koncentracie boli najdené v peceni, oblickach a Stitnej zlaze. Tolylfluanid je
u zvierat metabolizovany na DMST (dimatylaminosulfotoluidin), dalej na 4-
(dimetylaminosulfonylamino) benzoovu kyselinu, ktord mdze byt neskdr demetylovana
(EFSA, 2005).

V predkladanej praci bol konvencnou metéodou a metodou FISH sledovany uc€inok
tolylfluanidu na bovinné chromozoémy po 24h in vitro expozicii periférnych lymfocytov
hovidzieho dobytka.

MATERIAL A METODY

V experimente bola pouzita krv dvoch klinicky zdravych 6 az 7 mesa¢nych, 200 = 50 kg,
donorov (jalovice) slovenského strakatého dobytka. Plna krv, sterilne odobrata z veny
jugularis, bola kultivovana 72h pri 38 °C v 5 ml média RPMI 1640 s obsahom L-glutaminu a
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15 umol/l HEPES (Sigma, St. Louis, MO, USA). Kultivacné¢ médium bolo doplnené fetadlnym
bovinnym sérom (15%) (BOFES, Sigma, USA), antibiotikami (penicilin 250 U/ml
a streptomycin 250 pg/ml) a fytohemaglutininom (PHA, 180 pg/ml, Welcome, Darford, UK).

Tolylfluanid (Euparen Multi, Bayer AG, Germany s obsahom 50% tolylfluanidu) bol
rozpusteny v dimetyl sulfoxide (DMSO, Sigma, St. Louis, MO, USA) a aplikovany 24 h pred
ukoncenim kultivacie lymfocytov ku vSetkym experimentdlnym kultiram v koncentraciach
1,7; 3,5; 8,75 a 17,5 pg/ml. Finalna koncentracia DMSO bola v pripade experimentalnych aj
kontrolnych kultir 0,1%. Ako pozitivny kontrolny agens bol pouzity etylmetansulfonat
(EMS, Sigma, St. Louis, MO, USA) o koncentracii 250 ug/ml.

Do média bol 1 h pred koncom inkubdcie pridany kolchicin (5 pg/ml). Na kultary sa posobilo
0,075 M hypotonickym roztokom KCI 22 minat a nasledne cerstvo pripravenym fixacnym
roztokom (metanol : kyselina octova / 3:1). Suspenzia buniek bola kvapkana na cisté
a odmastené podlozné sklicka, vopred vychladené v mraznic¢ke. Preparaty sa nechali volne
ususit’ na vzduchu a farbili sa v 3% roztoku farbiva Giemsa vo fosfatovom tlmivom roztoku
(pH 6,9; 8min).

Preparaty na FISH boli pripravené konvenc¢nou cytogenetickou metddou. DNA chromozdémov
bola denaturovana pri 72 °‘C pocas dvoch minat (70% formamid/2xSSC, pH=7,0)
a dehydratovana vo vzostupnom rade alkoholov (70%, 80%, 96% etanol). Na vizualiziciu
aberacii bola pouzitd celochromozémova fluorescenéne znaCend sonda pre bovinné
chromozémy 1 (BOS 1-SG) a5 (BOS 5-SO) (Vyskumny Ustav Veterinarniho Lékaistvi,
Brno, Ceska republika). Po denaturovani sondy v hybridizaénej zmesi pri 72 °C pocas 10
minut nasledovala predhybridizacia pri 37 °C (90 min). In situ hybridizacia so sondou bola
robena pri 37 °C pocas noci (priblizne 18 h). Preparaty boli farbené DAPI/Antifade (4°, 6'—
diamino-2-fenolindol, Q-BIOgene, UK). Vysledky hybridizacie boli vyhodnocované pod
fluorescenénym mikroskopom Nikon (Labophot 2A/2) pomocou dudlnehych filtrov
DAPI/FITC a FITC/TRITC (Nikon). Aberacie chromozémov boli vyhodnocované pomocou
PAINT systému (Tucker a kol., 1995). Na $tatistické spracovanie vysledkov bol pouzity y°
test. Mitoticky index bol stanoveny z 1000 buniek pre kazdi koncentraciu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky vyhodnotenia ucinkov tolylfluanidu po 24 h in vitro expozicii st uvedené v tabul'ke
¢.1.

Konvenénou cytogenetickou metodou nebol preukdzany klastogénny efekt fungicidu
tolylfluanid (Euparen M). NajcastejSie detekované aberacie boli chromatidového typu. Bolo
pozorovanych niekol’ko chromatidovych vymen azvySenie poctu polyploidnych buniek.
Najvyssia testovand koncentracia (17,5 pg/ml) spdsobovala inhibiciu mitotickej aktivity a
zniZenie celkového poétu buniek, ale bez $tatistickej vyznamnosti () test).

V poslednych rokoch vzrastol zdujem o problematiku toxicity pesticidov vzhladom na
stupajuci pocet sprav o ich karcinogénnych, mutagénnych a teratogénnych ucinkoch (Hrelia
a kol., 1996). Intenzivne pouzivanie tychto chemickych latok spdsobuje mnozstvo problémov
hlavne kvoli ovplyvilovaniu aj tzv. necielovych organizmov a perzistencii v zivotnom
prostredi. Udaje tykajuce sa klastogénneho ti¢inku tolylfluanidu na hospodarske zvierata su
nedostatoéné. Sutiakova akol. (2006) vo svojej praci zistili signifikantné zvysenie poétu
aberantnych buniek a buniek s mikrojadrami po subchronickej expozicii oviec technickym
tolylfluanidom. Autori dosli k zaveru, Ze nimi testovany pesticid s obsahom tolylfluanidu mal
genotoxické ucinky. V in vitro testoch na bunkach cicavcov bolo dokazané Statisticky
vyznamné zvysenie poCtu chromozomovych aberacii (klastogénne ucinky) po pdsobeni
uvedené¢ho fungicidu (EPA, 2002), ako aj jeho cytotoxické vlastnosti po expozicii buniek
koncentraciou 10 pg/ml.
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Metodou FISH je na rozdiel od cytogenetickej analyzy Giemsovym farbenim chromozomov
umoznend vizualizécia aj tzv. stabilnych chromozémovych prestavieb, ktoré si vo svojej
podstate kompatibilné¢ s bunkovym delenim, aako také moézu byt prenaSané z jednej
generdcie do druhej (Stronati a kol., 2004). V nasom experimente neboli po pouziti dvoch
celochromozémovych bovinnych sond pre chromozomy 1 a 5 detegované Ziadne translokacie,
inzercie, alebo chromatidové fragmenty.

Tabulka ¢.1 Frekvencia CA v periférnych lymfocytoch HD exponovanych 24 h Styrom
koncentraciam tolylfluanidu.
Davka Pocet G Typy CA % zlomov % MI

metafaz (£SD)
CB IB CE IE

Donor 1

Kontrola (DMSO) 100 3 2 - - - 2.0+0.14 3.2
Koncentracia (pg/ml)

1,7 100 3 3 - - - 3.0%0.17° 3.2°
3,5 100 4 4 1 - - 5.0%0.218° 2.8°
8,75 100 6 6 - - - 6.0£0.24° 22°
17,5 100 8 3 2 - - 5.040.218" 2.0°
250 pg/ml, EMS 100 14 12 - 5 2 26.0+0.64%%* 1.0 ***
Donor 2

Kontrola (DMSO) 100 2 2 - - - 2.0£0.14 3.0
Koncentracia (pg/ml)

1,7 100 4 3 - - - 3.0%0.17° 2.8°
3,5 100 5 3 - - - 30+0.17° 2.6
8,75 100 - - - 5.0%0.218" 2.1°
17,5 100 4 5 - - - 5.040.218" 1.7°
250 pg/ml, EMS 100 11 14 2 9 1 36.040.97 *** (.8 ***

##% tatistickd vyznamnost' ( P<0,001) —y°, a — Statisticky nevyznamné tidaje
CB, IB —chromatidové, chromozomové zlomy, CE, IE - chromatidové, chromozomové
vymeny, EMS —etylmetansulfonat
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NADOROVYM OCHORENIM
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ABSTRAKT

V ostatnom obdobi snahou Specializovanych onkologickych klinik a vyskumnych centier je
najst sposob terapie nddorov, ktory by mohol doplnit, ba dokonca, aj nahradit
chemoterapeuticktl alebo radiacnu lie¢bu. V naSej praci pracovnou hypotézou bolo overit’, ¢i
terapeuticka aferéza redukujlica solubilné receptory faktora nadorovej nekrézy (sTNF-R) je
vhodny spospb terapie onkologickych pacientov. V experimente sme pouzili troch psov s
klinicky diagnostikovanym nadorommeratel'nym tumorom. Formou aferézy sa filtrovala
krvna plazma psov Specialnym filtrom na zachytenie STNF-R a takto oSetrena krv sa vratila
pacientovi spdt’ do krvného obehu. Pocas experimentu sa sledovali Zivotne dolezité funkcie
psov (frekvencia dychu, srdcova frekvencia, tlak krvi a, pulz), efektivnost a potencidlnu
toxicita terapie. Efektivnost’ terapie spocivala v hodnoteni morfometrickych tidajov

tumoru a histologického nalezu. U vsetkych pacientov sme pozorovali vedl'aj§i nepriaznivy
ucinok citratu sodného, ktory sposoboval hypokalciemiu. Klinicky u psa €. 1 a €. 3 doslo ku
hemoragickej nekréze tumoru a jeho zmenseniu. U psa €. 2 a €. 3 sme zaznamenali zastavenie
progresie nadorového ochorenia, dlhSie prezivanie v porovnani s priemernou dobou
prezivania psov s rovnakou diagnozou, dokonca uUstup priznakov osteoartritidy.
Konstatujeme, Ze pri vhodnej premedikacii pacientov na zabranenie vedlajSich neziaducich
ucinkov, filtrovanim krvnej plazmy aferézou s odstranenim urc¢itétho mnozstva sTNF-R je
moznd stimulacia imunitného systému organizmu vo¢i nadorovym bunkdm. V budlcnosti
bude potrebné vykonat este dalSie kontrolné a porovnavacie Studie na presnejSie
vypracovanie protokolu so Standartnym postupom.

UvOoD

Aferéza je vSeobecny termin pre opis procesu, pomocou ktorého st krvné komponenty z
cirkulacného systému pacienta oddelen¢ a vyberané do mimoteloveho systému Specidlnym
automatizovanym pristrojom. Separacia krvnych elementov sa moéze uskutoénit’” formou
filtracie, centrifugicie, alebo ich vzdjomnou kombinaciou (Burgstaler, 2003). Tieto
komponenty, bud’ cirkuluji v krvnom riecisti v nadmernych mnozstvach, a / alebo zohravaju
urcitl patologicku ulohu v organizme (Pineda a Vamvakas, 1997). Ostatné zloZzky krvi st
znehodnotené, alebo vratené do krvného obehu donora. Existuje niekol’ko $pecifickych typov
terapeutickej aferézy, ktorych nazov je odvodeny podla vynatej zlozky krvi. Vyznacuju sa
konkrétnou charakteristikou a indikaciou na ich pouzitie: 1. Plazmaferéza; 2. Cytaferéza - a)
Leukaferéza; b) Aferéza krvnych dostic¢iek; 3. Erytrocytaferéza; 4. Fotoferéza; 5. Aferéza
lipidov s nizkou denzitou (cholesterol); 6. Mimotelova imunoadsorbcia. Zvy¢ajne patologické
komponenty krvi , ktoré podliehaju terapii aferézou zahfnaju protilatky, vlastné protilatky,
imunne komplexy, metabolity cirkulujiuce v krvi v nadmernych mnozstvach, exogénne alebo
endogénne toxiny, cytokiny, kryoglobuliny, cholesterol obsahujtce lipoproteiny a mediatory
ochoreni nezndmeho povodu (Bartges,1997). Terapeuticka aferéza a jej subtypy sa na vysoko
$pecializovanych pracoviskach v Spojenych Statoch Americkych pouzivajii u Pudi na terapiu
autoimunitnych, reumatoidnych, hemotologickych, onkologickych , metabolickych,
neurologickych a oblickovych ochoreni. Klinickd aplikdcia tejto formy imunoterapie
preukdzala pozitivny efekt aj pri experimentalnej terapii niektorych ochoreni vyskytujtcich sa
u psov (Matus a kol., 1983; Matus a kol., 1985; Matus a kol., 1987; Bellomo a kol., 2000).
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Dnes uz je preukazané, ze imunitny systém zohrava vyznamnu ulohu v obrane organizmu
nielen voci infekénym agensom, ale aj vo¢i nddorovym bunkam. Pred viac nez Styridsiatimi
rokmi boli identifikované rozpustné imunosupresivne faktory, objavené¢ v krvi, v krvnom
sére, v ascitickej a pleurdlnej tekutine I'udi a inych druhov s rakovinou. Bolo preukédzané, ze
su taktiez produkované samotnymi nadormi (Lentz, 1999). Obrannd funkcia imunitného
systému spociva v prezapalovych alebo protizapalovych aktivitich urcitych cytokinov,
ktorych zvysené hladiny boli zaznamenané u onkologickych pacientov ( Dunlop a Campbell,
2000). Jednym z vyznamnych cytokinov, stvisiaci aj s onkologickym ochorenim je faktor
nadorovej nekrozy (TNF), ktory bol povodne izolovany z krvného séra mysi s indukovanym
sarkoidnym nadorom, lie¢enych bakteridlnym endotoxinom, u ktorych navodil hemoragick
nekrézu nadorového tkaniva (Carswell a kol., 1975). TNF je doblezity mediator bunkovej
imunity s réznymi biologickymi aktivitami v in vitro a aj in vivo podmienkach, prvotne
produkovany makrofagmi (Chouaib a kol., 1992). Zdrojom tohto proteinu su aj gliové bunky
mozgu, Kupfferove bunky pecene, keratinocyty koze, NK bunky, B a T lymfocyty a v malom
mnozstve tiez fibroblasty, bunky hladkej svaloviny a nadory (Aggarwal, 2003). Obidva typy,
TNF- alpha a TNF- beta , zohravaji ddlezitd ulohu v rezistencii organizmu voci virusom,
baktéridm, hubam i nadorovym bunkdm a kompetetivne adherujii na Specialne bunkové
receptory (STNF-RI a sTNF-RII) (Vilcek a Lee, 1991). TNF posobi cytotoxicky na mnoho
malignych nadorovych buniek v in vitro aj in vivo prostredi. Aj ked’ tento mechanizmus este
nie je Uplne objasneny, je zname, ze TNF pdsobi priamo na bunky nddoru a nepriamo na
nadorova vaskulatiru, kym zdravé bunky su voci tomuto efektu rezistentné. Okrem
extravazacie erytrocytov a lymfocytov, ktord vedie k hemoragickej nekréze nadorového
tkaniva, toxicky ucinok TNF na nadorovu vaskulatiru spodiva v navodeni zvysenej
permeability ciev a ich deStrukcii (Van Horseen, 2006). Lentz (1999) popisal vyskyt
zvySenych hladin rozpustnych receptorov (sTNF-R) v krvi u zien pocas tehotenstva a l'udi
s mnohymi malignitami. Obidva typy receptorov maju schopnost’ naviazat' sa na TNF a tak
inhibovat’ jeho toxicky uc¢inok na nadorové bunky, teda pdsobia ako regulatory TNF aktivity.
V tejto experimentalnej klinickej Stadii sme pracovali s hypotézou, ¢i redukcia, alebo
odstranenie STNF-RI a sTNF-RII z krvného obehu u psov so solitdrnymi nadormi umozni
navodit’ endogénnu imunitna protinadorovii odpoved’ organizmu. Dalej sme cheeli overit, &i
takouto stimulaciou moze dojst’ k zastaveniu progresie maligneho procesu nadorového
ochorenia, k jeho regresii, alebo dokonca tiplnej elimin4cii.

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme testovali ucinnost’ Specidlne vyrobeného filtra ur¢eného na imunoterapiu
psov s nadorovym ochorenim, za G¢elom vynat ur¢ité mnozstvo sTNF-R z krvnej plazmy
pacienta a tak navodit’ imunitni odpoved’ psa na nadorové ochorenie.

Na klinicka Stadiu sme pouzili troch dospelych psov, rézneho plemena a pohlavia s telesnou
hmotnostou nad 20 kg. Podmienkou pre zaradenie psa do experimentu bolo, aby mal
meratelny typ nadoru, predpokladant dobu prezitia viac nez tri mesiace a nesmel byt v
chemoterapeutickej lieCbe najmenej tridsat’ dni pred zapocatim experimentu. Kratko pred
zahdjenim experimentalnej casti  bol kazdy pes podrobeny klinickému vySetreniu,
laboratérnemu testovaniu krvi a analyze moca. Tyzden pred experimentom bol psom pocas
celkovej anestézie chirurgicky zavedeny intravendzny katéter s dvoma lumenmi do v.
Jjugularis. Imunoterapia formou aferézy u kazdého pacienta bola uskuto¢nena tri krat do
tyzdiia, dizka trvania jednej procedury bola kalkulovana podla celkového objemu krvnej
plazmy zvierata a rychlost’i prietoku krvnej plazmy cez filter (2 — 3 hodiny). Pol hodiny pred
kazdou terapiou bol psom intraven6zne podany bolus fyziologického roztoku v objeme 500
ml/hod. na zabezpeCenie hydratacie a taktiez sme aplikovali subkutinne 10 mg
metoklopramidu a 75 m.j./kg heparinu na zamedzenie vyskytu potenciondlne neziadicich

64



ucinkov (zvracanie, zrazanie krvi). Nasledne sa pacientovi odobrala krv na biochemické i
hematologické vySetrenie a analyzu acidobazickej rovnovdhy. Samotna imunoterapia
spoc¢ivala v napojeni humanneho dializacného pristroja COBE SPECTRA na krvny systém
psa pomocou intraven6zneho katétra. Automatizovany pristroj tak postupne odoberal krv z
tela psa do mimotelového obehu, separoval krv na krvné komponenty a krvnu plazmu
centrifugéaciou , filtroval plazmu s cielom zachytit’ vo filtri STNF-RI a sSTNF-RII a nésledne
oSetrenu krv vratil do krvného systému pacienta. Na zaciatku, v priebehu a na konci celého
tohto procesu boli zivotné funkcie kazdého psa presne monitorované. Kazdych 15 mintt sa
zaznamenavali hodnoty telesnej teploty, dychania, ¢innosti srdca, krvného tlaku, pulzu a boli
odoberané vzorky krvi na vySetrenie vnutorného prostredia psa. VySetrované krvné parametre
pozostavali z hematologického profilu, poétu trombocytov a biochemického profilu.
Protrombinovy cas (PT) a aktivovany c¢iastoény tromboplastinovy cas (APTT) boli tiez
pravidelne merané na detekciu vzniku potencionalnych prokoagulaénych alebo koagulac¢nych
neziaducich reakcii. Na zaCiatku a pocas imunoterapie v 15 minltovych intervaloch sme
odoberali vzorky plazmy pred aj po filtracii vysoko Specifickym filtrom, ktoré sme nasledne
uskladnili do mraznicky na teplotu — 70 °C. Po ukonceni kazdého procesu sme jugularny
katéter psa od automatizovaného systému odpojili, preplachli heparinom, aby sme zabranili
pripadnej koagulacii v jeho limene a asepticky vy¢istili miesto kontaktu s kozou, aby nedoslo
k nezelanej infeckii miesta zavedenia katétra. Po 1 a 2 hodinach od skoncenia terapie sme
dodatocne psom odobrali vzorky krvi a ziskan krvnu plazmu po centrifugécii zamrazili s
ostatnymi vzorkami na teplotu — 70 °C. Pocas celého obdobia experimentu medzi
jednotlivymi terapiami psov sme makroskopicky sledovali eventudlne zmeny na samotnom
nadore, ale aj zmeny zivotne dolezitych funkcii a pripadne vyskyt pravdepodobnych
neziaducich ucinkov. Tato experimentilna $tadia bola zamerand na testovanie ucinnosti
Specifického filtra a jeho schopnost’ zachytit' receptory TNF, ktory bol vyrobeny len na
vyskumné ucely aferézou. Hlavnym cielom bolo predovsetkym zistenie, ¢i takato forma
terapie u psov so solitdrnym nadorom je bezpecna a efektivna.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pacient ¢. 1 — suka, krizenec dobermana, 9 rocna, “AZULA” , maligny melandém ustnej
dutiny, vl'avo na tvrdom podnebi s metastazou do ipsilateralnej lymfatickej uzliny, pritomny 2
mesiace pred zapocatim imunoterapie. U tohto psa bolo uskutocnenych 14 procedur
imunoterapie za pouzitia celkovej anestézie. S imunoterapiou bol sibezne podavany CaCl
1,2g/150 ml NacCl i.v. infaziou s prietokom 34ml/hod. na zabranenie moZnej koagulacie krvi
spdsobenej pouzitym citratom sodnym. Klinicky priebeh jednotlivych postupov u tohto psa
bol prevazne bez komplikacii. Na zaciatku terapii sme pozorovali mierne zvySenie hladiny
laktatu, ktora sa v kratkej dobe od spustenia aferézy upravila do fyziologickych hodnét. Pocas
terapii sme zaznamenali znizenie pH krvi, poctu erytrocytov, hematokritu, obsahu
hemoglobinu, ionizovaného vapnika (iCa) a zvySenie hladiny glukézy i draslika. Po tretej
terapii sme zistili, ze povodne diagnostikovand masa sa zmenSuje a po piatej terapii uplne
zanikla. Po deviatej terapii sme spozorovali zvicSenie 'avej mandle, z ktorej sme odobrali
vzorku na histologické vySetrenie. Zarovenn sme urobili rontgenografické vySetrenie
hrudnikovej dutiny na zistenie pritomnosti metastaz, ktoré bolo bez patologického nalezu.
Povodnd masa v ustnej dutine na tvrdom podnebi bola stale vymiznutd. Po jedenastej terapii
sme stale pozorovali prominujicu pravu tonzilu s povrchovou ulceraciou a nekrozou.
Histologicky bola potvrdend pritomnost’ metastatickych buniek maligneho melanomu v nej.
Pocas Strnastej terapie sa pes v celkovej anestézii dostal do metabolickej a respiracnej
acidozy, doSlo ku =zastave dychania, zlyhaniu srdca a celkovému kolapsu. Po
niekol’kominitovom ozivovani sa nam podarilo psa prebrat a predCasne imunoterapiu
ukoncit’. Pre Zivot ohrozujlci stav pacienta a progresivny charakter nddoroveho ochorenia psa
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sme sa rozhodli klinicka $tadiu u tohto psa uplne ukoncit. Do jedného mesiaca po ukonceni
imunoterapie doslo u psa k evidentnému zvacSeniu pravej tonzily, 'avej submandibularne;j
lymfatickej uzliny a opdtovnému narastu masy na tvrdom podnebi. Pes od zaciatku terapie po
jej ukoncenie rapidne schudol z 29,5 kg na 24,9 kg. Pre nepriaznivy stav pacienta a progndzu
sa majitel’ rozhodol psa utratit’.

Pacient ¢. 2 — pes, border kolia, 10 rocny, “MAX”, maligny melanom nizkeho stupna,
vyrastajici z mékkého tkaniva v ustnej dutine, pat’ krat chirurgicky odstraneny s naslednou
rekurenciou. Rontgenografické vysetrenie hrudnika bez pritomnosti metastaz. Max absolvoval
spolu 28 imunoterapii, bez pouZzitia celkovej anestézie. Spociatku pocas prvej terapie sme
psovi aplikovali CaCl v objeme 1,2mg/150ml NaCl rychlostou 15ml/hod., no u psa sa v
druhej polovici procedury objavili priznaky citratovej toxicity sprevadzané letargiou,
evidentnym znizenim iCa v krvi, zvracanim a miernou tetaniou. Postupnym zvySovanim
objemu podavaného CaCl pocas niekol’kych terapii sme dospeli ku konStantnej davke
700mg/hod. so subezne podavanou infuziou roztoku Normosolu. Tym sme dosiahli relativne
stabilné hladiny iCa v krvi a zamedzili tak vyskytu klinickych priznakov hypokalcémie.
Okrem znizenych hladin iCa sme v krvi pacienta poCas imunoterapie pozorovali aj znizene
hladiny hematokritu, hemoglobinu a predizeny APTT (zrazanlivost krvi). Klinicky sme
pozorovali zvySenie telesnej teploty v rozpati 15 az 45 minit od zaciatku procedury a
nasledne jej pokles k povodnej hodnote od zaciatku terapie. Po dvadsiatej terapii sme
pozorovali hyperémiu gingivy a hemoragické loziskd s krvacanim tumoru v ustnej dutine,
ktorého velkost bola stabilna (2cm/2cm/0,5cm). Po 25-tej imunoterapii, tumor mal zmeneny
tvar a velkost’ (1,2cm/2cm/0,5cm). Na konci klinickej $tidie sme vykonali exciznu biopsiu
tumoru a histologické vySetrenie potvrdilo hemoragicku nekrozu tkaniva.

Pes jednotlivé terapie znasal prevazne vel'mi dobre, bez mensich komplikacii. Pred zacatim
imunoterapie mal taktiez problémy s osteaortritidou a inkontinenciou moca, ktoré pocas
experimentu zanikli a po jeho ukonceni sa opét’ obnovili. Maxov tumor je v Stadiu progresie,
zapal s hemoragiami ako forma imunitnej odpovede ustipil a jeho kvalita Zivota sa podstatne
zhorsila.

Pacient ¢.3 — pes, zlaty labrador, 2 ro¢ny “OTIS”, osteosarkém s metatazami v plucach,
proximalne na tibii a v podkozi lateradlne na pravej strane krku. V minulosti bola u tohto psa
vykonana amputacia 'avej panvovej koncatiny s primarnym nadorom na kosti a chemoterapia
(Karboplatina) ako adjuvantnd forma terapie.Otis absolvoval celkom 28 terapii aferézou, pri
plnom vedomi, ktoré zndsal bez akychkol'vek zivot ohrozujicich tazkosti. Na zamedzenie
hypokalcémie sme psovi aplikovali CaCl v davke 500mg/hod. sibeZne s infuznym roztokom
Normosolu.U tohto psa nastalo nickol'’ko komplikacii s juguldrnym katétrom, ktory bol 4 krat
vymienany a to 2 krat z dovodu vytrhnutia psom a 2 krat kvoli nepriechodnosti a upchatiu
limena koagulom. V priebehu jednotlivych procedir sme aj u tohto pacienta pozorovali
znizené hladiny iCa krvi, hematokritu a hemoglobinu pod fyziologicki normu. TieZ sme
zaznamenali zvySenie telesnej teploty v rozpiti od 30-75 minut, ktord postupne koncom
terapie poklesla. Majitel' pacienta zaznamenal viditeI'ni zmenu spravania sa psa, doslo k
zvySenej aktivite a zlepSeniu apetitu psa. Pozorované priznaky osteoartritidy pocas klinickej
Stidie zanikli a po jej ukonceni sa opét objavili. Porovnanim vysledkov CT vySetrenia
metastdz v plicach a na tibii v 5 mesa¢nom intervale sme zistili, Ze ochorenie je stabilné, bez
znamok progresie, ba dokonca meranim masy v plicach sme zistili jej zmensenie zo 4,5 cm
na 4,1 cm. Po ukonceni imunoterapie sa zdravotny stav psa zacal zhorSovat, nastali t'azkosti
pri dychani, kaSel’ a pdvodné priznaky osteoartritidy. Pacient ma zhorSenu kvalitu Zivota a
nepriaznivu prognozu.
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Touto Stadiou sme dospeli k zaveru, Ze terapeuticka aferéza by mohla najst’ svoje uplatnenie v
terapii niektorych typov nadorov u psov, ked’ze u vsetkych troch pacientov sme pozorovali
zmeny na samotnych nadoroch. U dvoch psov doslo dokonca k stabilizécii ochorenia, najma
na mikroskopickej urovni. V pripade pacienta ¢.2 sme spomalili proces metastazovania
primarneho tumoru do regionalnych lymfatickych uzlin a spdsobili ¢iastoénii hemoragicku
nekrézu masy. U pacienta ¢.3 tiez bol nddorovy proces pozastaveny a tym aj evidentne
prediZena prezivatenost’ psa. Podla niektorych $tudii priemerna doba preZivania psov po
odstraneni priméarneho osteosarkdmu bez pritomnosti metastaz je priblizne 120 dni a psy s
mnohopocetnymi metastadzami prezivaju len niekol’ko tyzdnov alebo mesiacov. Na§ pacient
preziva deviaty mesiac od zapocatia imunoterapie. Aj napriek riziku vzniku hypokalcémie v
dosledku podavania citratu sodného a moznym komplikdciam s jugularnym katétrom, ktorym
sa je mozné vyhnut, terapeutickd aferéza nepreukazala toxicky vplyv na pacienta, ba dokonca
sa potvrdila jej efektivnost’.
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PARAMETRE A STANDARDY PRE STANOVENIE WELFARE NA FARMACH
HOVADZIEHO DOBYTKA

Marekova J., Kottferova J., Ondrasovicova O., Ondrasovi¢ M.

Katedra zZivotného prostredia, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Vedecky vyskum a poznatky cCerpajuce z etologie jednoznacne dokazuju, Ze je potrebné
zmenit' sucasné priemyselné podmienky chovu hospodarskych zvierat. Ideou je, ze je
obsolentné a nemoralne hodnotit’ zivotné podmienky zvierat iba z pohl'adu ich uzitkovosti
a okamzitého ekonomického zisku. Je v§ak mozné kvantifikovat’ pohodu — welfare zvierat?
Prispevok odpovedd na otazku, ¢i su pre stanovenie welfare dolezitejSie environmentéalne
alebo tzv. “animal — based“ parametre. Zaroveii su popisané Standardy, ktoré boli
vypracované za Giéelom stanovenia welfare v niektorych krajinach EU.

UvOD

Ako rozozname ,,dobry*“ a ,,zly* welfare? ZhorSené fyzické zdravie, sposobené chorobami,
zraneniami alebo deformitami su relativne jednoznacné indikatory, ktoré vieme kvantifikovat’.
Z inych disciplin boli neddvno importované iné, menej ocividné ukazovatele zhorSené¢ho
zdravia ako napriklad zniZzenie imunity (IRWIN, 1999), zmeny v pomere pohlavi
u potomstva, znizeny prijem potravy (DALLMAN, 2001). Na to, aby sme preskimali
mentalny zdravotny stav zvierata, mézeme pouzit' aj fyziologiu a spravanie (DAWKINS,
2006). Vd’aka roznorodosti kritérii welfare sa zd4, Ze niektoré si odporuju. Jednou stratégiou
mdze byt zosumarizovanie ¢o najviac behavioralnych, zdravotnych, fyziologickych kritérii
(WHAY et al., 2003b) a z nich vyvodit zaver, o predstavuje dobra troveil welfare.

ENVIROMENTALNE PARAMETRE

Enviromentalne parametre odrazaju kvalitu prostredia a manazmentu. Ich prikladom moézu
byt napriklad rozmery ustajiiovacich priestorov, dostupnost’ a kvalita kimnych a najacich
zariadeni, kvalita podstielky, pristup na pastvu a pod. Enviromentalne parametre sii pomerne
lahko a rychlo merateI'né avo vicSine pripadov mézu byt hodnotenia bez problémov
opakovatel'né. Je nesporné, ze ustajnenie a spésob manazmentu nevyhnutne determinuje
welfare zvierat (JOHNSEN et al., 2001). St vSak dostato¢ne validné? Ak je cielom vydat
osvedcenie, Ze ustajilovacie podmienky su akceptovatel'né z pohl'adu welfare, je postacujuce
zhodnotenie enviromentalnych parametrov. Ak je vSak cielom identifikdcia welfare
problémov a ich rieSenie - je nevyhnutné vyhodnotit’ aj animal-based parametre (JOHNSEN
etal.,2001).

ANIMAL BASED PARAMETRE

V chovoch s podobnymi environmentalnymi parametrami mdzeme zistit' obrovské rozdiely
v urovni welfare (SANDOE et al., 1997). Preto parametre zaloZené na pozorovani zvierat
v ich $pecifickom prostredi (animal-based parametre) musime povazovat’ za esencidlne pre
stanovenie urovne welfare. Do tejto kategdrie spadd mnozstvo ukazovatelov tykajicich sa
spravania, zdravia a fyziologie zvierat. Tieto parametre s presnejSimi ukazovatelmi welfare,
pretoze reflektuji na aktualny stav zvierata. To by malo zdanlivo viest kich
uprednostiiovaniu. AvSak tieto parametre su naroéné na zaznamenavanie, je tu horSia
porovnatel'nost’ a nezanedbatelné st aj tazkosti pri interpretacii tychto sledovani. Tieto
nevyhody sa tykaju fyziologickych a predovsetkym behavioralnych parametrov. Naproti tomu
metédy na stanovenie zdravotnych parametrov st praktickejSie. Databdza relevantnych
udajov je obvykle dostupna.
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FYZIOLOGICKE PARAMETRE

Doteraz pouzivané fyziologické kritéria welfare boli autonémne odpovede ako napriklad
zrychlend pulzova frekvencia azvySenda hladina kortikoidov (tzv. ,stresové hormony)
(BROOM, 2001; KORTE, 2001). Napriek ich objektivite tazko vieme tieto kritérid aplikovat’
pri stanoveni welfare, pretoze vicSina tychto zmien s sucastou adaptacie zvierat na
prostredie. Aktivity ako napriklad parenie alebo lov moézu viest k rovnakym zmendm
fyziologickych ukazovatelov ako napriklad evidentne neprijemny utek pred predatorom
(RUSHEN, 1991). Dokonca aj u l'udi je tazké rozlisit’ na zdklade ich autonéomnych odpovedi
emocie ako hnev, strach ¢i vzrusenie (OATLEY and JENKINS, 1996).

BEHAVIORALNE PARAMETRE

FRASER (1990) povazuje za prejav pohody pritomnost’ nasledovnych Siestich okruhov
spravania sa: komfortné spravanie, odpocinok, ochotu k zdruzovaniu, hru, explora¢né
a teritoridlne pravanie. Priznakmi nepohody su znepokojenie, depresia, anorexia, zniZena
aktivita, apatia a etopatie. Prvky spravania sprevadzajiuce nepohodu, utrpenie alebo bolest’ su
schaleny postoj, nepokoj, prili§ volné alebo strnulo vystreté koncatiny, zvijanie sa,
nezvyCajna poloha alebo pohyb, ndhradné pohyby, splasenie sa, samozranujuce udery
anadmerna vokalizdcia. V intenzivnych chovatel'skych podmienkach sa vyskytuju tzv.
stereotypie. M6zeme ich definovat’ ako relativne nemenné, pravidelne sa opakujuce spravanie
bez zjavnej funkcie (Kiley-Worthington, 1977; ODBERG, 1978). Bolo zistené, ze vykonavanie
stereotypii znizuje fyziologicki odpoved na vyvoldvajuci faktor. REDBO et al. (1996)
uvadza, Ze napriek umiestneniu v rovnakych podmienkach, vzdy sa vyskytna jedince, ktoré
neodpovedaju stereotypiami. Dévodom je zrejme rozdielne vnimanie faktorov prostredia
individudlnymi jedincami nielen na zaklade predchadzajucich skusenosti ale aj vdaka
genetickej predispozicii.

STANDARDY PRE STANOVENIE WELFARE

Na stanovenie vplyvu réznych systémov chovu na welfare je potrebné najst’ vhodny sposob
na stanovenie pozadovanych Standardov welfare, ktory by mohol byt aplikovany v réznych
podmienkach.

V Raktisku bol na tento ucel vyvijany ,Animal Need Index® — ANI
(,,Tiergerechttheitsinindex* — TGI) od roku 1985 (BARTUSSEK, 1999). V Nemecku vznikol
podobny systém s rovnakym ndzvom (SUDRUM et al., 1994). ANI bol vyvinuty na
stanovenie welfare u hovéddzieho dobytka, oSipanych anosnic so zretefom najmid na
organické pol'nohospodarstvo. Oba systémy stanovuju dopad ustajiiovacich priestorov na
welfare zvierat. Vac¢Sina sledovanych parametrov su environmentalne ukazovatele. Animal-
based parametrov je stanovovanych len niekol’ko. Hodnotenie stavu welfare na farme sa robi
na zaklade jednorazovej navstevy, po ktorej nasleduje vyhodnotenie zozbieranych dat. ANI je
vel'mi prakticky a 'ahko opakovatelny.

Dénsky projekt ,,.Development of Ethical Account for Animal Husbandry* bol prototypom
stanovenia welfare pre dojnice a oSipané (SORENSEN et al., 1998). Cielom bolo poskytnut’
farmarom podrobnt analyzu stavu welfare v ich chove a zaroven poukazat’ na mozné sposoby
pripadnej napravy. Stanovenie welfare sa v tomto pripade opieralo o $tyri zdroje: ustajnenie,
manazment, zaznamy spravania sa zvierat (vratane interakcie ¢lovek — zviera) a zdravotné
parametre. V tomto pripade boli sledovania viac krat opakované.

Vo Svajéiarsku vlada poskytuje finanénti podporu chovatelom dojnic, ktorych chovy st
povazované za ,welfare-friendly”. Pre vyhodnotenie efektivity a vplyvu na welfare zvierat
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tohto programu bola Svajéiarskym federalnym veterinArnym tradom metéda stanovenia
welfare, ktord je zaloZzena na opise ustajnenia, dotazniku pre farmarov, behavioralnych
sledovaniach (spravanie sa pocas lihania a vstavania a reakcia na manipuldciu) a klinickych
vySetreniach dojnic (vyskyt poraneni, kvalita paznechtov, kondicia zvierat). Az polovica
zaznamenavanych parametrov bola ,,animal-based. Vedci zhromazd'ovali udaje pocas
Styroch navstev v priebehu dvoch rokov (JOHNSEN et al., 2001).

Vo Francuzsku vyvinuta metdda vyuziva multidimenziondlne diagnostické prostriedky pre
stanovenie welfare na farme (CAPDEVILLE and VEISSER, 2001). Za definiciu welfare je
povazovanych Pét’ slobdd. Na ich zéklade bolo stanovenych 42 ,,animal-based* parametrov,
ako napriklad pohyb, zranenia alebo interakcie s ostatnymi zvieratami. Tychto 42 parametrov
je d’alej rozdelenych na stupne. Vysledkom je Sablona so 104 moznost'ami. Napriklad lihanie
sa mdze vyskytovat' v tychto modalitdch: 1. normalne, 2. ndznakové (intentional) alebo 3.
prerusované (interupted). Ciel'om stanovenia welfare na urovni stada je 1. stanovenie Urovne
welfare na individudlnych farmach ako aj 2. pre skupiny fariem, 3. zhodnotenie ustajnenia, 4.
diagnostika problémov v oblasti welfare a 5. poradenstvo oh'adom moZznych rieSeni.

V Anglicku bolo zhodnotenych 53 fariem. Stanovenie je taktieZ zaloZené na filozofii ,,Piatich
slobod (WHAY et al., 2003a). Jednotlivé pozorované ,,animal-based” parametre zahfnaju:
BSC (body score condition) pre kondiciu zvierata (EDMONSON et al., 1989;
BURKHOLDER, 2000), identifikiciu a ohodnotenie krivania (WHAY et al., 2002),
ohodnotenie karpalnych 1ézii (WECHSLER et al., 2000) a stanovenie temperamentu zvierat —
utekovej vzdialenosti (PURCELL et al., 1988, FISHER et al., 2000).
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ANTIBIOTICKA REZISTENCIA KMENOV STAFYLOKOKOV IZOLOVANYCH
Z MECHANICKY SEPAROVANEHO HYDINOVEHO MASA
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Katedra hygieny a technologie potravin, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Antibioticka rezistencia je vaznym a stale narastajucim verejnym zdravotnym problémom. 63
koagulazo-pozitivnych kmenov stafylokokov izolovanych z mechanicky separovaného
hydinového misa bolo podrobenych testovaniu ich citlivosti voci 10 antibiotikdm pomocou
diskovej difiznej metody. Z vysledkov vyplyva, Ze stafylokokové kmene najCastejSie
vykazovali rezistenciu voci penicilinu aampicilinu. V&a¢§ina kmenov zaznamenala
polyrezistenciu voci 2 antibiotikdm sucasne, avSak az 36,1% netypickych koaguldzo-
pozitivnych kmenov bolo citlivych voci vSetkym antibiotikam. Najcastejsie sa vyskytujicou
dvojkombinaciou antibiotik bola kombinacia P;p-AMP, z trojkombindcii to boli P;o-AMP -
VAN;) vo vsetkych koagulazo-pozitivnych stafylokokovych kmenoch, Pjo-AMP;¢-TE3
u typickych koaguldzo-pozitivnych kmetnov a P;p-AMP;o-E;s u netypickych koaguldzo-
pozitivnych kmenov stafylokokov. NajucinnejSimi antibiotikami boli u typickych koagulézo-
pozitivnych kmenov streptomycin a meticilin a u netypickych koagulazo-pozitivnych kmetiov
to bol tetracyklin.

UvOD

Vyvoj antimikrobidlnej rezistencie v poslednych Styroch desatrociach viedol k zintenzivneniu
diskusie o pouzivani antimikrobialnych latok, najmé v oblasti veterindrnej mediciny, vyzivy
a pol'nohospodarstva (Caprioli a kol., 2000). Tato nepriazniva situacia vedie ku globalnej
snahe riesit’ problém antibiotikorezistencie vo svetovom polnohospodarsko-potravinarskom
komplexe, nakol'ko potraviny a suroviny zivo¢iSneho povodu predstavuja trvaly donor génov
rezistencie do humannej mikrofléry cestou potravinového retazca (Pipova akol., 2003).
Stafylokoky patria medzi najbeZnejSie pri¢iny infekcii vtadkov. St casto detekované
v hydinovych vyrobkoch ur¢enych pre l'udskti konzuméaciu (Mead a Dodd, 1990; Rosec
akol., 1997; Manie a kol., 1998) a cez potravinovy retazec sa tak dostavaju az k ¢loveku .
Staphylococcus aureus ako hlavny zastupca koaguldzo-pozitivnych stafylokokov je dolezitym
patogénom v suvislosti s jeho produkciou enterotoxinov, invazivnostou a antibiotickou
rezistenciou (Le Loir a kol., 2003).

MATERIAL A METODIKA

V roku 2006 bolo mikrobiologickému vySetreniu podrobenych 13 vzoriek mechanicky
separované¢ho hydinového mésa produkovaného v zavode HYDINA ZK a.s., KoSice na
zariadeni typu Protecon MRS 30 E.

V zmysle pokynov STN EN 6888-1 sa na izolaciu vhodnych kmenov stafylokokov pouzila
arbitrdzna selektivno-diagnostickd poda podl'a Baird-Parkera (HI-MEDIA, India). 93 takto
ziskanych izolatov stafylokokov sa po pomnozeni v bujone s mozgovo-srdcovou infuziou
(BHI bujon, OXOID, Velka Britania) podrobilo plazmokoagulazovej skaske (STAFYLO PK,
IMUNA, Sari§ské Michalany). Za pozitivnu reakciu sa povazovalo vytvorenie koagulatu
pocas 1, 2, 3, 6 alebo 24 hodin.

Citlivost’ izolovanych kmenov stafylokokov vo¢i vybranym antibiotikdm sa zistovala
mikrobiologickou diskovou difuznou metdédou (CLSI, 2005). 0,1 ml inokula testovanych
stafylokokovych izolatov z BHI-bujonu sa po 24-hodinovej inkubacii pri teplote 37°C
rozterom vyoCkovalo na povrch agaru podla Mueller-Hintona (HI-MEDIA, India).
Koncentracia inokula podl'a McFarlandovho zdkalového Standardu zodpovedala stupiiu 0,5
(tj. 1x10* buniek.ml™). Na povrch agaru sa potom sterilnou injekénou ihlou aplikovali
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komerc¢ne vyrabané Standardné disky so zndmymi koncentraciami antibiotik (OXOID, Velka
Britania): penicilin 10ug (Po); ampicilin 10pg (AMP;0); meticilin Spg (METs); oxacilin 1pg
(OX)); erytromycin 15ug (Eis); streptomycin 10ug (Sio); tetracyklin 30ug (TE3p); novobiocin
30pug (NVsp); vankomycin 30ug (VANj;p) a gentamicin 10pg (CNjg). Po 24-hodinovej
inkubacii pri teplote 37°C sa odmerali velkosti priemerov zén inhibicie okolo diskov s vyssie
uvedenymi koncentraciami antibiotik. Rezistencia, intermediarna citlivost’ alebo citlivost’
vysetrovanych izolatov vo¢i danému antibiotiku sa vyhodnotila podl'a interpretacnych kritérii
CLSI (2005) pre diskovy difuzny test.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po vyhodnoteni plazmokoaguldzového testu sa zistilo, ze z 93 vybranych izolatov
stafylokokov rasticich na povrchu média podla Baird-Parkera vo forme typickych
a netypickych kolénii bolo 63 koaguldzo-pozitivnych (67,7 %) a 30 koagulazo-negativnych
(32,3 %). Koagulazo-pozitivne kmene stafylokokov sa podrobili testovaniu ich citlivosti voci
vybranym antibiotikam diskovou difiznou metédou.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze podla kritérii CLSI (2005) sa u 27 (42,7%) typickych
koagulazo-pozitivnych kmenov stafylokokov najcastejSie vyskytovala rezistencia voci Py (15
izolatov = 55,6%). Menej ako polovica stafylokokovych izolatov (11 kmenov = 40,7%) bola
rezistentna voci AMP), a takmer tretina stafylokokovych kmenov voci E;s (8 kmenov =
29,6%). Takmer 1/5 stafylokokovych kmenov (5 izolatov = 18,5%) vykazovala rezistenciu
vo¢i TE; arovnaky stupenn rezistencie bol zisteny aj vo¢i VANszy a CNjo. 11,1%-na
rezistencia (3 izolaty) sa zistila vo¢i OX a iba 2 izolaty (7,4%) neboli vobec citlivé na NV3,.
Najmenej ¢asto sa prejavila rezistencia vo¢i METsa Sy (1 izolat = 3,7%).

Podla CLSI (2005) sa zistila nasledovnad intermediarna citlivost’ typickych koagulazo-
pozitivnych stafylokokovych kmenov voci trom testovanym antibiotikam: E;s (9 izolatov =
33,3%), Sio (6 izolatov = 22,2%) a TEs( (1 izolat = 3,7%).

Az 85,1% typickych koaguldzo-pozitivnych stafylokokovych izolatov bolo rezistentnych
aspon na jeden druh antibiotika (Graf 1) — najcastejSie sa jednalo o rezistenciu vo¢i dvom
antibiotikam (50,0% voci P;p-AMP;y) a monorezistenciu (42,9% voci CNjp). Polyrezistencia
voci trom antibiotikdm sa vyskytovala uz menej ¢asto (18,5%), z toho az 75,0% pripadalo na
trojicu P1o-AMP;o-VAN;3¢. U jedného kmena sa vyskytla polyrezistencia az voci deviatim
z desiatich testovanych antibiotik (okrem E;s).

Graf 1 Percentudlne zastipenie polyrezistencie u typickych koaguldzo-pozitivnych kmenov
stafylokokov

29.6% 18,5% Ener‘eiistfn:mé | antibioik
’ - rezistentné na 1 antibiotikum
R\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ 7,4% rezistentné na 2 antibiotikd
S rezistentné na 3 antibiotika

3,7% . - ST
? O rezistentné na 4 antibiotika

25.9% 14.8% M rezistentné na 9 antibiotik

NajcastejSie sa vyskytujicou dvojkombinaciou antibiotik, vo¢i ktorym bolo sucasne
rezistentnych najviac typickych koaguldzo-pozitivnych stafylokokov (40,7%) bola
kombindcia Pjop-AMP),. Takmer trojndsobne mensi vyskyt rezistencii (14,8%) sa zaznamenal
voci dvojkombinaciam VAN3g s Pjpa AMP)y. Viac ako desatina (11,1%) kmeniov vykazovala
rezistencie voci dalsim dvojkombindciam penicilinu s oxacilinom, erytromycinom
a tetracyklinom a tetracyklinu s erytromycinom a ampicilinom, ktoré sa zanamenali v troch
stafylokokovych izoldtoch. Z hl'adiska trojkombinacii, prevladali rezistencie voci
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antibiotikdm v kombinacii s dvojicou P;p-AMP: 14,8% izolatov bolo rezistentnych voci Pyo-
AMP]()-VAN30 a rovnako aj voli P]o-AMPm-TEgo.

Pri testovani 36 (57,1%) netypickych koagulazo-pozitivnych stafylokokovych izolatov sa
zistilo, ze az 20 z nich (55,6%) nebolo citlivych voci Py, viac ako polovica (52,8%) voci
AMP), atakmer 1/5 kmenov (19,5%) vykazovala rezistenciu voci E;s. Podobne ako
u typickych koaguldzo-pozitivnych stafylokokov bolo az 5 kmetov (13,9%) rezistentnych
vo¢i CNjo. Viac ako desatina kmeniov (11,1%) zaznamenala rezistenciu vo¢i VANj3g
arovnako aj vo¢i Sjo. Rovnaky stupen rezistencie (8,3%) vykazovali stafylokokové kmene
vo¢i METs, OX; aNVj3p a najmenej Casto sa prejavila rezistencia voc¢i TE3p (2 izolaty =
5,6%).

Podla CLSI (2005) sa za intermediarne citlivé netypické koagulazo-pozitivne kmene
stafylokokov povazovalo 5 izolatov (13,9%) voci E;s, 3 izolaty (8,3 %) voci S, 2 izolaty
voci NV3q (5,6%) a 1 izolat (2,8%) voci TEsy.

Vicsina netypickych koagulazo-pozitivnych stafylokokov (63,9%) bola rezistentna aspon na
1 druh antibiotika, z toho najcastejsie (33,3%) sa vyskytovala rezistencia voc¢i 2 antibiotikdm
(91,7% voci Pjp-AMP,o) rovnako ako pri typickych koagulazo-pozitivnych stafylokokoch
(Graf 2). Najviac kmenov (36,1%) vsak bolo citlivych vo¢i kazdému z testovanych antibiotik.
Polyrezistencia voc€i trom antibiotikdm sa vyskytovala len u 13,8% kmenov, ale zaznamenala
sa aj polyrezistencia voci vSetkym z testovanych antibiotik. (1 izolat = 2,8%)).

Graf 2 Percentualne zastipenie polyrezistencie u netypickych koagulazo-pozitivnych kmenov
stafylokokov
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Z hl'adiska kombinécii antibiotik, 52,8% netypickych koagulazo-pozitivnych stafylokokovych
kmenov nebolo citlivych voci Pjy a si¢asne AMP;,. Takmer $tvorndsobne (13,9%) menej
kmenov vykazovalo rezistenciu vo¢i Pjo-Es. Rovnaky stupen vyskytu (11,1%) zaznamenali
d’alsie dvojkombinécie antibiotik: P;o-VAN39, AMPp-VAN3p, AMP¢-E15, S19-E1s. Co sa t}'/ka
trojkombinacii, jednoznacne prevladali kombinéacie antibiotik s dvojicou P1p-AMP;o: 11,1%
stafylokokovych kmetiov bolo sucasne rezistentnych voci P1op-AMPo-VAN3g a P1o-AMpio-E s
a 8,3%-ny vyskyt zaznamenali kombindacie P;o-AMP;p-CNjpa P1o-AMP;(-NV3.

Vseobecne uznavanym faktom je, ze narast rezistencie mikrébov je pri niektorych
antibiotikach explozivny a alarmujuci. Podl'a Saeeda a kol. (2000) boli stafylokokové kmene
izolované z hydiny citlivé na ampicilin, penicilin a ciprofloxacin a rezistentné  voci
streptomycinu, tetracyklinu, erytromycinu, linkomycinu a azitromycinu.

Prenos antibiotikorezistencie medzi stafylokokovymi kmenmi bol sledovany najmd na
I'udskych izolatoch, stidie transferu rezistencie medzi Zivoc¢isnou a l'udskou populaciou sa
vyskytuju zriedkavejSie (Lacey, 1980; Muhammad akol., 1993). Najmenej dostupné su
informécie o mechanizme prenosu medzi avidrnymi a l'udskymi kmeiimi stafylokokov (Saeed
a kol.,2000).
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MULTIPLEX PCR ~-METODA NA DETEKCIU ENTEROTOXIGENNYCH
KMENOV STAHYLOCOCCUS AUREUS

Maslankova J., Tkacikova L.

Ustav mikrobioldgie a imunolégie, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Multiplex PCR metdoda umoznuje rychlu jednokrokova identifikéciu génov, ktoré¢ koduju
stafylokokové enterotoxiny (sea, seb, sec, sed, see). Cielom tejto prace bolo stanovit
pritomnost’ génov pre tieto enterotoxiny v 199 koagulazo-pozitivnych izolatoch S.aureus
ziskanych z tepelne neopracovanych potravin (surové kravské, kozie a ov¢ie mlieko, ov¢i syr,
bryndza, n = 106) a zhumannych klinickych materidlov (n = 93). Zo 106 potravinovych
izolatov S. aureus sme v 44 izolatoch (42 %) detekovali aspon jeden gén pre stafylokokovy
enterotoxin. NajCastejSie sa vyskytoval gén pre enterotoxin C (sec), ktory sme detegovali
v 19 (18 %) potravinovych izolatoch. V humannych izolatov S. aureus sme v 48 vzorkach
(52 %) detekovali pritomnost’ enterotoxinovych génov, pricom aj v tychto vzorkach bol
najcastejsi vyskyt génu pre enterotoxin C (sec), ktory sme detegovali v 23 vzorkach (25 %).
V humannych vzorkach sme na rozdiel od potravinovych vzoriek zistili vyskyt vSetkych 5
sledovanych enterotoxinovych génov, zatial¢o Ziaden potravinovy izolat nemal gén pre
enterotoxin E (see).

UvOD

Stafylokokové enterotoxiny (SE) su  druhou najcastejSiou pricinou otrav z potravin
(sposobuju takmer 2/3 tychto ochoreni)(Balaban a kol., 2000). SE odolavaju pdsobeniu
proteolytickych enzymom GITu a st odolné voci varu po dobu 30 minit. V sucastnej dobe je
opisanych 19 stafylokokovych enterotoxinov: SEA-SEE, SEG-SER, SEU a SEV (Thomas
a kol., 2006). Po konzumdcii tepelne neopracovanych alebo nespravne skladovanych potravin,
ktoré boli kontaminované enterotoxigénnymi kmenmi S. aureus, vznika alimentarna otrava,
enterotoxikdza. Na ucinky SE je najvnimavejsi ¢lovek, u ktorého sa priznaky intoxikacie
objavuju po davke asi 0,4 pg/kg telesnej hmotnosti.

Ciel'om tejto prace je porovnat’ pritomnost’ génov pre enterotoxin A (sea), B (seb), C (sec), D
(sed) a E (see) vo vzorkach S. aureus izolovanych z tepelne neopracovanych potravin a
humannych klinickych izolatov S. aureus.

MATERIAL A METODIKA

Bakteridlne kmene: S. aureus bol izolovany Standardnymi bakteriologickymi postupmi zo
surového kravského (n = 2), ov€ieho (n = 73) a kozieho (n = 1) mlieka; z ovc¢ieho syra (n =
24) a z bryndze (n = 6); ako aj z humannych klinickych materidlov (n = 93). Izolaty S. aureus
boli uskladnené vo forme glycerinovej konzervy pri —20 °C.

Izolacia DNA: DNA bola izolovana z bujonovej kultary S.aureus podla postupu opisanom
Heinom a kol. (2005).

Oligonukleotidové primery: Na PCR reakciu boli pouzité oligonukleotidové primery
publikované Sharmom a kol. (2000).

PCR amplifikdcia: Na PCR reakciu boli pouzit¢ primery, ktoré st uvedené v Tab.l.
Podmienky PCR reakcii st uvedené v Tab.1., pricom vzdy bolo pouzitych 30 amplifikacnych
cyklov.V kazdej PCR reakcii bola pouzitd inicidlna denaturacia (8 min., 95°C), po ktorej
nasledovalo 30 cyklov vlastnej amplifikécie a findlna extenzia (7 min., 72°C).

Detekcia amplifikovanej DNA: PCR produkty boli analyzované v 1,5 % agar6zovom gély
v TAE tlmivom roztoku. Gél bol po ofarbeni etidium bromidom vizualizovany pod UV
lampou. Ako Standard molekulovej hmotnosti bol pouzity 100 bp ladder.
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Tab.¢.1. Oligonukleotidové primery pouzité na PCR (Sharma a kol., 2000)

PRIMER Nukleotidova sekvencia 5°-3 Produkt | Podmienky
(bp) PCR
Sa-U (F) TGT ATG TAT GGA GGT GTA AC - 94°C 5 min,
SA-A ATT AAC CGA AGG TTC TGT 270 30x 94°C 30s,
SA-B ATA GTG ACG AGT TAG GTA 165 50°C 30s,
SA-C AAG TAC ATT TTG TAA GTT CC 102 72°C 30s,
SA-D TTC GGG AAA ATC ACC CTT AA 306 72°C 7 min
SA-E GCC AAA GCTGTCTGA G 213
VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo sme vysSetrili 198 vzoriek S.aureus izolovanych z potravin (mlieka, ovCieho syra
a bryndze) a humannych klinickych vzoriek. Vyhodou muultiplex-PCR, ktort sme pouzili na
stanovenie pritomnosti jednotlivych enterotoxinovych génov je pouzitie setu primerov
pozostavajucich z jedného univerzalneho forward primeru a piatich reverse primerov,
z ktorych kazdy je Specificky pre iny enterotoxinovy gén (Tab.1.). Pritomnost’ jednotlivych
enterotoxinovych génov bola potvrdend na zadklade pritomnosti PCR produktu o znamej
velkosti (Tab.1.).

V potravinovych izolatoch S. aureus sme iba v 45 (42 %) vzorkdch zaznamenali pritomnost’
aspon jedného génu pre enterotoxin (Tab. 2.), priCom sme najCastejSie zazanamenali vyskyt
enterotoxigénnych kmenov S. aureus vo vzorkach z ov¢ieho mlieka a syra. Izolaty S. aureus
pochadzajuce zo surového kravského mlieka ako aj z bryndze nemali ziaden enterotoxinovy
gén. Vo vzorkéach zo surového ov€ieho mlieka sa najCastejSie vyskytovali izolaty so sec (18
%), seb (12 %), sed (7 %) asea (4 %) génmi, zatial¢o vo vzorkdch z ov€ieho syra sa
najcastejSie vyskytovali izolaty so sec (21 %) a seb (4 %) génmi. Vo vzorkach z ov¢ieho
mlieka sme detekovali pritomnost’ génov pre dva enterotoxiny seb+sec (5 %), seatseb (1 %)
a sebtsed (1 %), zatial'Co v 2 vzorkach (8 %) ovcieho syra sme detekovali pritomnost’ génov
pre enterotoxiny sectsed. Jeden izolat zo surového kozieho mlieka bol pozitivny pre sec gén.
Gén pre enterotoxin E (see) sme nedetekovali v ziadnom potravinovom izolate S. aureus
(Tab.2.).

K podobnym vysledkom dospeli aj Morandi a kol. (2007), ktori identifikovali gény pre
enterotoxiny u S. aureus izolovanych z kravského, ov¢ieho a kozieho mlieka a ich produktov.
Tito autori zaznamenali vyS$iu prevalenciu enterotoxigénnych kmenov, pretoze az v 67 %
izolatov S.aureus detegovali asponi jeden gén pre enterotoxin. V bovinnych izolatov boli
detegované najcastejSie sea a sed gény, zatial' ¢o v izolatov z ovcieho a kozieho mlieka sec
gén, ¢o sme aj my zistili v nasich izolatoch pochadzajicich z ov¢ieho mlieka a syra a kozieho
mlieka.

Boerema a kol. (2006) sa venovali porovnaniu pritomnosti stafylokovych enterotoxinovych
génov v ovcich, bovinnych a humannych izolatov S. aureus. Aj tito autori zistili vysSiu
prevalenciu (67,7 %) izolatov pozitivnych pre jeden alebo viac enterotoxinovych génov.
Prevalencia enterotoxinovych génov bola vysSia v humannych izolatoch (80,7 %), zatial’ ¢o
ich prevalencia v ov¢ich izolatoch bola 63 % a v bovinnych izolatoch 61,9 %.

V 93 huménnych izolatoch S. aureus zklinického materidlu sme v 48 vzorkach (52 %)
detekovali 1 a viac génov pre enterotoxiny: sec gén bol v 23 (25 %), sea gén v 10 (11 %),
sed gén v 8 (9 %), see gén v2 (2 %) aseb gén iba v jednej vzorke (1 %). V 4 humannych
izolatoch sme detekovali sucastne gény pre 2 enterotoxiny a to kombinaciu sec+sed génov
v 3 izolatoch a sea+sec génov v 1 izolate. Gén see sme detekovali v 2 humannych izolatoch
S. aureus (Tab.2).

Naffa a kol. (2006) vytvorili zbierku humannych klinickych izolatov S. aureus a detegovali
pritomnost’ génov pre enterotoxiny, priCom 23 % izolatov bolo pozitivnych aspon pre jeden
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enterotoxinovy gén, ¢o je nizSia prevalencia enterotoxigénnych kmefiov nez sme to
pozorovali v naSom subore humannych vzoriek S. aureus. Na rozdiel od nasich vysledkov,
tito autori v ziadnom zich izoldtov nedetegovali pritomnost sed, seb alebo see génov.
Mehrotra a kol. (2000) zistili, ze zo 107 izolatov S.aureus ziskanych od zdravych I'udi bolo
19,6 % izolatov pozitivnych pre sea gén. Tieto zistenia poukazuji na to, Ze mnoho zdravych
l'udi je nosiCom enterotoxigénnych kmenov S.aureus.

V nasom subore 199 izoldtov zivoc¢isneho (potravinového) a humanneho pdévodu sme
zaznamenali pomerne vysoku 47 % prevalenciu enterotoxigénnych izoldtov S. aureus. Iba v
humannych vzorkach sme zistili pritomnost’ vSetkych piatich enterotoxinovych génov (seq,
seb, sec, sed a see), pricom najvyssiu prevalenciu mali tak humanne ako aj zivoc¢iSne izolaty
nesuce sec gén (18 %). V Zivo€isnych vzorkach sme vobec nezaznamenali pritomnost’ see
génu. Z tohto hladiska su tepelne neopracované mlieko a vyrobky z neho kontaminované
enterotoxigénnymi izoldtmi humanneho povodu potencidlnym zdrojom stafylokokovych
enterotoxikoz.

Tab.¢.2. Porovnanie pritomnosti génov pre enterotoxiny v izolatoch S. aureus z rdznych
zdrojov.

POTRAVINOVE IZOLATY Humanne
(n=106) izolaty
, : Mlisko . OvCi syr Bryndza (n=92)
Gén kravské ovéie kozie
n=1| % n= % n= % n= % n= % | n= %
2 73 1 24 6 93
sea 0 0 3 4 0 0 0 0 0 0 10 11
seb 0 0 9 12 0 0 1 4 0 0 1 1
sec 0 0 13 18 1 100 5 21 0 0 23 25
sed 0 0 5 7 0 0 0 0 0 0 8 9
see 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2
sectsed 0 0 0 0 0 0 2 8 0 0 3 3
seatsec 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
seatseb 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
seb+sec 0 0 4 5 0 0 0 0 0 0 0 0
seb+sed 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Spolu +! 0 0 36 49 1 100 8 33 0 0 48 52
Spolu 2 2 100 | 37 51 0 0 16 67 6 100 | 45 48

Legenda: 1 — vSetky izolaty s aspon jednym enterotoxinovym génom
2 — vSetky izolaty bez enterotoxinového génu
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POUZITIE POSTCONDITIONINGU PRI NEURODEGENERACII PO ISCHEMII V
NAJCITLIVEJSICH REGIONOCH MOZGU POTKANA

Matiasova M., Kravcukova P., Jergova S., Burda J.

Neurobiologicky ustav, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om tejto Stadie bolo overit’ tlohu postconditioningu pouzitého 2 dni po letalnej ischémii,
kvoli ochrane selektivne vulnerabilnych neurénov mozgu voci oneskorenej smrti.

8 al0-min ischémia bola pouzitd ako iniciacnd letdlna ischémia. Pritomnost
neurodegeneracie bola sledovand ako vyskyt Fluoro-Jade B pozitivnych neurénov,
kvantifikacia prezivajucich CA1l neurdénov bola sledovand ako mnozstvo NeuN (Specificky
neuronovy marker) pozitivnych neurénov v hipokampovom CA1 regiéne mozgu po ischémii
s a bez retrogradnej tolerancie.

Nase vysledky potvrdili, Ze postconditioning pouzity v sprdvnom case a s optimalnou
intenzitou je schopny ochranit neurény pred procesom oneskorenej smrti. Ako
postconditioning je mozné pouzit’: kratku ischémiu, 3-nitropropidnovu kyselinu, norepinefrin,
bradykinin. Pouzitim postconditioningu je mozné predist’ nasledkom kratkodobej letdlnej
ischémie na selektivne vulnerabilné neurony CA1 hipokampu. Pre ziskanie tolerancie je
nevyhnuta syntéza bielkovin prebiehajica prinajmensom v troch fazach. Prva vina sa objavuje
4 hodiny po kratkej ischémii, umoznuje obnovu potlacenej syntézy proteinov, ale to
nepostacuje na dostatoénii ochranu. Druha faza objavujica sa 2 dni po prvej ischémii sa
prejavuje syntézou HSP72. Tretia vlna je provokovand opakovanym stresom —
postconditioningom. Az kombindcia tychto troch udalosti zabezpeci uéinnu toleranciu.
Napriek tomu, Ze postconditioning ochrani hipokampové CA1 neurdny pred 10-minutovou
ischémiou, jeho uc¢inok pri 15-minutovej ischémii je minimalny. 15-min ischémia
reprezentuje hranicu efektivnosti postconditioningu v hipokampe.

UvVOD

Choroby ciev patria medzi najrozSirenejSie a najzavaznejSie nielen zdravotnicke, ale aj
ekonomické a socidlne problémy vsetkych krajin sucasného sveta. Zapricinuji vysoku
chorobnost’ spojent1 s dlhotrvajicou praceneschopnost’ou a invalidizaciou a asi polovicu imrti
populacie, ¢o je dva razy viac ako druha najCastejSia pricina umrtnosti — onkologické
choroby. Liec¢ba a naslednd starostlivost’ o pacientov s nahlou cievnou mozgovou prihodou
(NCMP) je jednou z najdrahsich.

Poskodenie mozgu ischémiou nie je uniformné, niektoré populacie neurénov st obzvlast
citlivé, sem patri CAl region hipokampu. Pri kratSich intervaloch ischémie bunky
neodumieraji hned’, ale dochadza k apoptéze podobnej tzv. oneskorenej smrti neur6nov
objavujucej sa az 3 dni po ischémii.

K najvyznamnej$im metabolickym porucham veducim k oneskorenej smrti neurénov patri
jednoznaéne aj predizena inhibicia syntézy bielkovin. Ischemicka tolerancia je definovana ako
prechodna obrana mozgového tkaniva vznikajica ako reakcia na primerany stresovy podnet.
Stresova odpoved’ je nevyhnutnd pre prezitie buniek, ked’ze bunky nie st schopné vyrovnat
sa s nahlou akumulaciou denaturovanych bielkovin alebo s agregaciou proteinov, ktoré
vznikli nasledkom réznych stresov — teplotnych, anoxickych a oxidacnych. Metabolicky stres
mdze v organizme vyvolat’ Siroktl $kalu odpovedi od ziadnej, cez indukciu tolerancie,
apoptdzu az po nekrézu. Hranice medzi odpoved’ami nie su jednoznacné ani v rdmci jednej
bunkovej populacie pricom rbézne bunkové populacie vjednom organizme sa svojou
citlivost'ou znacne liSia.
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MATERIAL A METODY

V experimente boli pouziti samci potkanov kmena Wistar s hmotnostou 250-350 g. Bol
pouzity model tzv. Stvorcievneho upchatia (four vessel occlusion) podla Pulsinelliho a
Brierlyho (1979) v modifikécii Schmidt-Kastnera a kol., (1989). 8 alebo 10 min letalna
ischémia bola po 2 dnoch nasledovana postconditioningom, Cize opakovanym stresom (5 az
6-min ischémia, 3-nitropropionova kyselina 20 mg/kg i.p., norepinefrin 3,1 umol/kg i.p.,
bradykinin 150pg/kg i.p.). Pritomnost’ neurodegeneracie bola sledovana ako vyskyt Fluoro-
Jade B pozitivnych neuronov, kvantifikdcia prezivajucich CA1 neurénov bola sledovana ako
mnozstvo NeuN (Specificky neurénovy marker) pozitivnych buniek v CAl regione
hipokampu po ischémii s a bez tolerancie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zistili sme, Ze k zabraneniu postischemickej inhibicie inicidcie dochadza uz 4 hodiny po
kratkej ischémii, samotna obnova proteosyntézy vSak nezabrani smrti neuréonov. Rozhodujici
ochranny mechanizmus spociva vtom, Ze aktivitorom koncového efektora tolerancie je
opakovany stres. Patminutovt ischémiu a 2 dni po nej 30-min ischémiu prezilo 95% CA1
neurénov, samotna 5-min ischémia bez néslednej letalnej ischémie vSak sposobi degeneraciu
45% neuronov. Tento objav dokumentuje, ze pre aktivaciu zdsadného protektivneho
mechanizmu ischemickej tolerancie je nevyhnutny druhy patofyziologicky stres. Tieto
zistenia nam umoznili predpokladat’ moznu u¢innost’ retrogradneho usporiadania ischemicke;j
tolerancie pouzitim druhej patofyziologickej stresovej udalosti 2 dni po letdlnej ischémii.
Nasledujtca tabulka sumarizuje kvantifikaciu prezivajicich CA1 neuronov, pocitanych ako
mnozstvo NeuN (Specificky neurdonovy marker) pozitivnych buniek a pritomnost
neurodegeneracie, ktord bola sledovana ako pocet Fluoro-Jade B (marker neurodegeneracie)
pozitivnych neurénov v hipokampovom CA1 regione mozgu po ischémii s a bez retrogradne;j
tolerancie. Ako je mozné pozorovat, 7 dni po 8 min ischémii polovica CA1l pyramidovych
neurénov degeneruje arovnaky pocet buniek strdca aj NeuN imunoreaktivitu. Podstatne
rozdielne vysledky sme ziskali, ked’ bol 2 dni po 8 min ischemickom zésahu aplikovany
postconditioning. Toto reverzné usporiadanie ischemickej tolerancie vo vSetkych pripadoch (5
min ischémia, 3,1 pmol/kg norepinefrinu, 3-NPA, bradykinin 150 pg/kg) signifikantne
redukuje mnoZzstvo degenerujucich neurénov.

Tab. ¢. 1: Zmeny vo Fluoro-Jade B pozitivite a NeuN imunoreaktivite CA1 neurénov v hipokampe po ischémii
bez a s aplikaciou druhej patofyziologickej udalosti

Skupina Neurodegeneracia NeuN-imuno test
Fluoro-Jade B
1 Sham kontrola 0 292,33 £ 27,58
2 I8 min R 7d 145,92 +£25,13 146,33 + 75,06"
3 I 8 min R 2d/hypox 5 min R 5d 67,55+ 24,42b 334,4 + 49,45b
4 I 8 min R 2d/I 5 min R 5d 37,04 + 27,60 283,6 + 45,31
5 I 8 min R 2d/NE (3,1 uM/kg) R 5d 15,67 + 13,33 3445 +2491°
6 110 min R 7d 176,5+ 16,18 88,37 + 35,58
7 I 10 min R 2d/3NPA(20 mg/kg) 65,72 + 49,74 291,83 + 69,66°
R 5d
8 I 10 min R 2d/NE(3,1umol/kg) - 293 £ 15,53
R 28d
9 I 10 min R 2d/T 6 min CHX (2 mg/kg) R | 164,33 £ 7,67 -
Oh R 5d
10 I 10 min R 2d/I 6 min CHX (2 mg/kg) R | 20,78 + 18,06 -
5h R5d
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Postupne sme sa dostali az k hodnotam 10-min ischémie, kde po 2-diovej reperfuzii bola
pouzitd ako druhy stres 5-min ischémia, vysledkom ¢oho bola zachrana 80% neurénov CAl
hipokampu. Z toho vyplyva, pri ischémii do 10 min. vacSinu CAl neurénov moézeme
zachréanit’ aktivaciou tolerancie dva dni od ischémie pouZzitim postconditioningu. Zistili sme,
Ze neurony prezivaju aj po 28 dnoch, a teda nejde len o kratkodobé zlepSenie.
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Obr. ¢ 1: NeuN imunoreakcia na pritomnost’ prezivajicich CAl neurdénov u zvierat
vystavenych 8 min ischémii a néaslednej 7-dnovej reperfuzii (vlavo) a rovnaky I/R protokol
s postconditioningom (3,1 pmol’kg NE ip.) 2 dni po ischemickom zasahu (vpravo).
Zvicsenie 40x.

Na zabranenie oneskorenej smrti neurénov je mozné okrem ischémie pouzit’ aj hypoxiu, 3-
nitropropiénovu kyselinu (20 mg/kg i.p.), norepinefrin (3,1 umol/kg i.p.) a bradykinin (150
ug/kg i.p.). To znamend, Ze postconditioning spravnej intenzity aplikovany vo vhodnom case
(po 48 hodinach) moze efektivne zabranit neurodegeneracii  buniek v CAl oblasti
hipokampu, patriacim k najcitlivej$im neurénom v mozgu. Pokial’ bol 2 dni po 10 min
ischémii aplikovany inhibitor syntézy bielkovin (cykloheximid 2 mg/kg i.p.) ihned’ po
druhom patofyziologickom strese (5 resp. 6 min ischémia), ochranny efekt retrogradne;j
tolerancie sa  uplne stratil, vysledkom c¢oho je 50% neurénov, ktoré podlahli
neurodegeneracii. Zatial ¢o podanie cykloheximidu 5 hodin po druhej ischémii
(postconditioningu) nepotlacilo tento ochranny mechanizmus a viedlo k prezitiu 90% CALl
neuronov v hipokampe. Napriek tomu, Ze postconditioning ochrani hipokampové CA1l
neurdny pred 10-minttovou ischémiou, jeho ucinok pri 15 minutovej ischémii je minimalny.
Akokol'vek, ochranny efekt postconditioningu u menej citlivej neuréonovej populacie (cortex
a striatum) je vel'mi dobry aj po 15-minutovej ischémii. 15 min ischémia reprezentuje hranicu
efektivnosti postconditioningu v hipokampe. Nasa S$tadia tiez potvrdila, Zze opakovany
patofyziologicky stres moze sluzit' ako spusta¢ tretiecho ochranného mechanizmu, ktory je
schopny zmenit’ proapoptoticky proces indukovany ischémiou na antiapoptoticky.

Proces oneskorenej smrti neurénov nie je ireverzibilny a v pripade kratSich intervalov
ischémie moze byt odvrateny az 2 dni po ischémii. Pouzitim postconditioningu je mozné
predist’ nasledkom kratkodobej letdlnej ischémie na selektivne vulnerabilné neurény CAl
hipokampu. Dokazali sme, ze pre ziskanie tolerancie je nevyhnutd syntéza bielkovin
prebiehajuca prinajmenSom v troch fazach. Prvad vlna sa objavuje 4 hodiny po kratkej
ischémii, umoziluje obnovu potlacenej syntézy proteinov, ale to nepostacuje na dostato¢nu
ochranu. Druhd faza objavujica sa 2 dni po prvej ischémii sa prejavuje syntézou HSP72.
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Tretia vlna je provokovand opakovanym stresom — postconditioningom. Az kombinacia
tychto troch udalosti zabezpeci i¢innu toleranciu. Prezivajice bunky si zachovavaju aj zna¢na
Cast’ funkcie v zmysle schopnosti uenia a paméte.
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VARIACIE ODSTUPU ARTERIA VERTEBRALIS A ARTERIA THORACICA
INTERNA U KRALIKA

Mazensky D.

Ustav anatémie, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Sledovali sme morfologické variacie arteria vertebralis dextra et sinistra a arteria thoracica
interna dextra ukralika. Porovnavali sme morfologiu tepien na zéklade ich odstupu.
Sledovanie sme vykondvali na 30 korozivnych preparatoch dospelych kralikov oboch pohlavi.
K priprave preparatov sme pouzili: fyziologicky roztok, dentakryl, farbiva, hydroxid draselny,
chirurgické nastroje a laboratérne pomdcky (Mazensky akol., 2007). Po preplachnuti
cievneho rie€iSta cez lavii komoru alebo bruSni aortu fyziologickym roztokom sme
injekovali uz nami vopred pripravenu nastrekova hmotu. Vzorky sme nechali
dopolymerizovat’ a v roztoku 2-4 % hydroxidu draselného temperovaného termostatom na
teplotu 60-65°C macerovali. Maceracia mékkych tkaniv trvala 2-3 dni (FleSarova a kol.,
2003). Na zéklade naSich vysledkov sme dospeli k zdveru: zdvojend arteria vertebralis dextra
s dvomi réznymi odstupmi sa vyskytovala v 3 % pripadov, odstup arteria thoracica interna
dextra z aorta thoracica v 13 % pripadov a odstup arteria vertebralis sinistra z arcus aortae
v 7 % pripadov.

UvOD

Problematika anatomie a to hlavne krvného obehu laboratornych zvierat predstavuje citel'na
medzeru v odbornej angiologickej literatire. V nasej praci sme poukazali na niektoré
anatomické zvlastnosti prave utychto na medicinske vyskumy intenzivne vyuZivanych
zvierat. V naSej praci sme sa zamerali na varidcie odstupu arteria vertebralis dextra et
sinistra a arteria thoracica interna dextra v krvnom systéme kralika (Oryctolagus cuniculus
f. domestica).

MATERIAL A METODIKA

Zamerali sme sa na varidcie odstupu arteria vertebralis dextra et sinistra a arteria thoracica
interna dextra u 30 kralikov. Eutanaziu sme vykonavali éterom. Po vypreparovani srdca
alebo brusnej aorty sme pristupili k preplachnutiu cievneho riecistia. Ako perfuzne médium
bol pouzity fyziologicky roztok NaCl. K dokonalejSiemu odstraneniu krvnych rezidui sa moze
pridat’ 0,05 % NaOH. Perfuzny tlak bol vyvolany a udrziavany peristaltickym cerpadlom
s regulaciou tlaku perfuzneho média. Spravny priebeh perfizie spozndme podla vyblednutia
tkaniva. Ak roztok vytekajuci zvendzneho systému uz nebol sfarbeny na cerveno,
preplachovanie sme ukoncili. Kanyly sme opatrili mikkou plastovou hadickou, naplnili
perfuznym roztokom, hadicku uzavreli svorkou a zaistili ligatirou (Barta a kol., 2000). Z
komeréne vyrabanych hmot sa nam osvedéila bezfarebnd verzia Duracryl Dental®. Farebny
odtient sme dosiahli zmieSanim tekutého monoméru s farbou. Pouzili sme olejovu cerven O.
Ofarbeny monomér sme pouzili na pripravu zékladnej nastrekovej hmoty. Pripravili sme
akrylat zmieSanim 1,5 az 2 objemovych dielov praskového polyméru s 1 dielom tekutého
monoméru. Nadobu s hmotou sme uzavreli a pokraovali v premieSavani, ¢im sa zabraniuje jej
adsorbcii na stenu nadoby. Po 1-2 minutach sme akrylat nasali do injekcnej striekacky a
pristipili k néstreku. Aby sme predisli prasknutiu a preplneniu ciev, nastrek sa vykonaval pod
kontrolou tlakomeru. Odleptanie mikkych tkaniv prebehlo v 2—4 % roztoku KOH pri teplote
60-70 °C. VSetky tkaniva musia byt’ v roztoku ponorené. Maceracia trvala priblizne 2-3 dni.

84



VYSLEDKY A DISKUSIA

Obr. 1. Zdvojena arteria vertebralis dextra s Obr. 2. Odstup arteria vertebralis dextra
dvomi réznymi odstupmi z arteria subclavia dextra

Obr. 3. Odstup arteria thoracica interna Obr. 4. Odstup arteria thoracica interna
dextra z arteria subclavia dextra dextra z aorta thoracica

Obr. 5. Odstup arteria vertebralis sinistra z Obr. 6. Odstup arteria vertebralis
arcus aortae sinistra z arteria subclavia sinistra
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Na nami pripravenych korozivnych preparatoch sme zistili, Ze zdvojend arteria vertebralis
dextra s dvomi roznymi odstupmi sa vyskytovala v3 % pripadov ajednoduchd arteria
vertebralis dextra v 97 % pripadov s odstupom z arteria subclavia dextra, odstup arteria
thoracica interna dextra z aorta thoracica v 13 % pripadov av 87 % z arteria subclavia
dextra. Arteria vertebralis sinistra odstupovala z arcus aortae v'7 % pripadov av 93 %
pripadov z arteria subclavia sinistra.

Zistené morfologické variacie v cievnom systéme kralika svedcia o velkej variabilite medzi
individuami toho istého druhu. Na zaklade nasich vysledkov a nedostatku literarnych zdrojov
povazujeme tuto oblast’ za menej skimanu.
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STUDIA DEDICNYCH OCHORENi OCi A PLEMIEN PSOV NIMI
POSTIHNUTYCH

Mihalova M.

Klinika chirurgie, ortopédie a rontgenologie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Praca sa venuje Studiu vyskytu dedi¢nych ochoreni o¢i u plemien psov na Slovensku v obdobi
od 1.1.2005 az 30.6.2007.

Zdrojom informacii boli oftalmologické protokoly vedené v tomto obdobi na Klinike
chirurgie, ortopédie a rontgenologie na Univerzite veterinarskeho lekarstva v KoSiciach.
Zistili sme vyskyt tychto dediénych ochoreni o¢i: ektropium, entropium, ,,Caro eye®,
distichiaza, trichidza, dysplazia slzného kanalika, keratokonjunktivitis sicca, ,,boxersky vred®,
dystrofia epitelu rohovky u c¢ivav, degenerativny pannus a plazmocytarna konjunktivitida
zmurky u nemeckych ov¢iakov, Vogt-Koyanagi-Harada syndrém, luxacia SoSovky, katarakta,
dysplazia retiny (RD) a progresivna atrofia retiny (PRA). Postihnutych bolo 79 jedincov
oboch pohlavi a plemien akita inu, alpsky jazvecikovity duri¢, americky kokerSpaniel,
anglicky buldog, anglicky kokerSpaniel, vratane jeho krizencov, bavorsky farbiar, biSon,
boxer, ¢au Cau, Ceskoslovensky vi¢iak, ¢ivava, hanoversky farbiar kratkosrsty jazvecik,
jorksirsky teriér a jeho krizenec, labradorsky retriver, Lhasa apso, maltézky psik, nemecky
ovciak, pekinsky paldcovy psik, pudel (stredny), pudel kralovsky, rotvajler, stredny bradac,
Sarpej, tibetsky teriér, velky Svajciarsky salaSnicky pes, westhajlandsky biely teriér a zlaty
retriver. Dvoma dedi¢nymi o€nymi ochoreniami bolo z celkového poctu postihnutych 17,38%
jedincov.

UvOD

Populécie Cistokrvnych plemien boli vystavené silnej selekcii, ktord vyustila do extrémnych
odlignosti medzi plemenami, naopak, zniZila heterogenitu vramci samotného plemena. Uzka
plemenitba bola pri¢inou objavenia sa novych, dediénych, ochoreni (Ackerman, 2005).
Genetické ochorenie je spOsobené chromozomalnou aberdciou alebo mutaciou génu. V
sti€asnosti je zistenych 350 roznych dedi¢nych ochoreni, typ dedi¢nosti je znamy len u 60% z
nich. Priblizne 75% dedi¢nych ochoreni so znamou formou dedi¢nosti pochadza z
jednoduchej recesivnej mutécie génu (Sampson, 2004).

ZvySeny zéaujem veterinarnych lekdrov ale aj majitelov a chovatelov, a tiez dostupnost’
diagnostickych metdd prispeli k enormnému narastu vyskytu dedi¢nych ochoreni. V
stcasnosti sa doraz kladie skor na prevenciu ako terapiu tychto ochoreni. Mnoho krajin ako
Velka Britania, USA, Finsko sa snazia zredukovat ich vyskyt kontrolou a eliminaciou
pozitivnych jedincov v chovatel'skych programoch. Snahou je dosiahnut’ o najefektivnejsiu
diagnostiku, ked’Zze nadmerna eliminacia jedincov z chovu moéze viest opidt k zuZeniu
populacie plemena a nasledne k vzniku novych dedi¢nych ochoreni (Sampson, 2004). V
sucasnosti je u niektorych ochoreni zndma mutacia génu zodpovedného za toto ochorenie a na
jej zéklade sa vytvorili detek¢né DNA testy. Z o¢nych dedi¢nych ochoreni st dostupné DNA
testy pre diagnostiku progresivnej retindlnej atrofie, PRA (Peters-Jones, 2001).

Ciel'om mojej prace bolo vytvorit’ Stidiu hovoriacu o pribliznom vyskyte dedi¢nych ochoreni
o¢i u psov na Slovensku a pribliZit’ stav postihnutia jednotlivych plemien.

MATERIAL A METODIKA

Do studie boli zaradené psy, u ktorych v ¢ase od 1.1.2005 do 30.6.2007 bolo diagnostikované
jedno, prip. viac dedi¢nych ochoreni oka. Zdrojom informdacii o pacientoch boli
oftalmologické protokoly Kliniky chirurgie, ortopédie a rontgenologie Univerzity
veterinarskeho lekarstva, Kosice z tohto &asového obdobia. Udaje o plemene, podte
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diagnostikovanych jedincov prislusného plemena a ich pohlavi sme zaznamenali do tabuliek.
Na zéklade udajov o veku jedincov konkrétneho plemena sme vypocitali vekovy priemer a
sme do tabuliek zaznamenali, ¢i sa ochorenie vyskytlo obojstranne alebo len jednostranne. V
pripade vyskytu viacerych dedi¢nych ocnych ochoreni, boli zaznamenané aj tieto.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Za vybrané obdobie boli diagnostikované dedi¢né o¢né ochorenia u 79 psov roznych plemien.
Plemena s vyskytom dedi¢nych ochoreni o¢i a pocet postihnutych zvierat jednotlivych
plemien bol nasledovny:

1 jedinec plemena akita inu (tj. 0,79% podiel plemena na vyskyte dedi¢nych o¢nych ochoreni
v sledovanom obdobi), 1 alpsky jazve€ikovity duri¢ (0,79%), 20 jedincov plemena americky
kokerspaniel (15,8%), 3 plemena anglicky buldog (2,37%), 5 anglickych kokerSpanielov,
vratane krizencov (3,95%), 2 jedinci plemena bavorsky farbiar (1,58%), 1 biSon (0,79%), 5
boxerov (3,95%), 1 ¢au ¢au (0,79%), 1 Ceskoslovensky vic¢iak (0,79%), 2 jedince plemena
¢ivava (1,58%), 2 plemena hanoversky farbiar (1,58%), 1 kratkosrsty jazvecik (0,79%),
jorksirsky teriér a jeho krizenec (1,58%), 2 labradorské retrivre (1,58%), 1 Lhasa apso
(0,79%), 1 maltézky psik (0,79%), 9 jedincov plemena nemecky ovciak (7,11%), 3 plemena
pekinsky palacovy psik (2,37%), 5 plemena pudel (stredny) (3,95%), 1 pudel kralovsky
(0,79%), 1 rotvajler (0,79%), 1 stredny bradac (0,79%), 1 Sarpej (0,79%), 1 tibetsky teriér
(0,79%), 1 velky svajciarsky salaSnicky pes (0,79%), 1 westhajlandsky biely teriér (0,79%) a
3 zlaté retrivre (2,37%).

V tabulke ¢. 1 su uvedené dedi¢né ochorenia postihujice extraokularne Struktiry, konkrétne
mihalnice (palpebrae), vratane patologického rastu rias (ciliae). Tabul'ka uvadza plemend, u
ktorych boli diagnostikované tieto ochorenia v sledovanom obdobi, a u ktorych sa
predpokladé dedi¢nost’ konkrétneho ochorenia. Zaznamenéva tiez pocet jedincov jednotlivych
plemien, ich pohlavie, vekové rozpitie, v ktorom sa diagnostikovani jedinci nachadzali a
priemerny vek jedincov v postihnutej skupine. Zaroven uvadza, ¢i iSlo o postihnutie oboch
o¢i, alebo o postihnutie jednostranné, tiez ¢i sa u plemena vyskytlo aj iné dedi¢né ocné
ochorenie.

Tab. ¢. 1 Dedi¢né ochorenia mihalnic a rias

Diagnoza Plemeno Pocet | Pohlavie Vekové |Priemerny | Postihnutie | Iné dediéné o¢né ochorenie
jedincov | psy | suky | rozpitie vek bilat.| unilat.
Ectropium americky koker$paniel 3 1]2 4m. - 6. 34r. 2]1 distichiasis - 1
Entropium americky kokerSpaniel 1 01 St. 110 distichiasis
anglicky buldog 3 112 3m. - 2r. Llr. 2|1 KCS -1
Cau Cau 1 01 3m. 110
hanoversky farbiar 2 210 6m. - §m. 7 m. 210 protrusio gl. palpebrae III. - 1
Sarpej 1 01 9m. 110
zlaty retriver 3 1]2 4m. - Ilr.| 7,6m. 310
,.Caro eye” rotvajler 1 110 4m. 110
(ectrop ium/entrop ium)
Distichiasis americky koker$paniel 11 318 lr. -9r. 39r. 101 ectropium - 1

entropium - 1

cataracta - 2

RD
anglicky kokerSpaniel 1 01 2,5r. 110
krizenec jorksirskeho teriéra 1 0]1 S5r. 01
stredny bradac 1 110 1,5t 0]1
Trichiasis maltézky psik 1 01 3r. 10
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Ektrépium, everzia zvycajne dolnej mihalnice a expozicia jej sliznice, je u amerického
koker$paniela pomerne ¢astd, je pri¢inou konjunktivitidy az keratokonjunktivitidy, vo vdZznom
stave vyzaduje chirurgicki korekciu (Gellat, 1981). Predpoklada sa, ze dediCnost je
polygénna a ovplyviiuju ju gény, ktoré sa podiel’aju na determindcii celkovej stavby lebky a
konformaécii tvare. Zaradenie postihnutého psa do chovu je na rozhodnuti chovatel'a (ACVO,
1992).

Entrépium je inverzia volného okraja mihalnice s ndsledkom permanentného drazdenia
rohovky (Ledecky a kol., 2001). Postihuje najmé plemena s predispozi¢nou konfiguraciou
tvarovej Casti, ako je ¢au Cau s mandlovym tvarom oci alebo Sarpej s charakteristickymi
koznymi zdhybmi. Zvyc¢ajne sa ochorenie vyskytne v nizkom veku, do 6 mesiacov az 1 roka,
a Stena niektorych plemien moéze z tohto stavu ,,vyrast* (napr. zlaty retriver, ¢au cau),
najCastejSie vSak ochorenie vyZzaduje chirurgicky zakrok. Predpoklada sa polygénny typ
dedi¢nosti entrdpia, rozhodnutie o plemennom vyuziti zvierata zavisi od chovatela. AvSak v
pripade, Ze sa chirurgicka korekcia robi uz v skorom veku (napr. u Sarpejov), je tazké
takéhoto jedinca identifikovat’ a eliminovat’ z chovu (Rubin, 1989).

V dostupnych literarnych zdrojoch nie je zmienka o dedicnych ochoreniach o¢i u
hanoverského farbiara, jeho povod je vSak v plemene Bloodhound. Ten ma v Standarde
hlboké zasadenie o¢nych bulbov do orbity a ovisnutie dolnych viecok spolu s koZou pyskov.
Typ dedic¢nosti nie je znamy, predpokladd sa polygénnost. Eliminacia jedincov s takymto
tvarom dolnych mihalnic je problematickd, pretoze to moze viest’ k posudeniu zvierata ako
jedinca s netypickym vyrazom (ACVO, 1992). Rubin (1989) uvadza u plemena spolu s
ektropiom Casty vyskyt protrizie zl'azy zmurky a predpokladé, ze incidencia je ovplyvnena aj
geneticky.

».Caro eye“ sa nazyva tvar oka, kedy vonkajsia Cast’ dolného viecka je entropickd a na druhe;j
strane hlboko posadené malé o¢né gule rotvajlera su pric¢inou ektrépia medidlneho ocného
katika. To spdsobuje neustdle drazdenie necistotami prostredia a vznik konjunktivitidy.
Problém je Casto rieSitelny len chirurgicky. Predpokladéd sa polygénny, prip. familiarny typ
dedi¢nosti (Rubin, 1989).

Distichiaza je abnormalny rast riasy z vyvodu tarzalnej zl'azy, pricom vol'ny koniec smeruje k
rohovke (Ledecky a kol., 2001). Poklad4 sa za hereditdrne ochorenie, aj ked’ typ dedi¢nosti
nie je doposial’ znamy, a tak je tazké dat’ chovatelom odporucenie. ACVO, 1992 odporuca
zviera neuchovnit. Vyskytuje sa u viacSiny plemien psov, vysoky vyskyt je najmid u
americkych kokerSpanielov, az u 75% populacie (Rubin, 1989).

Trichidza u maltézkeho psika je stav, kedy v medidlnom ocnom kutiku z karunkulu v trsoch
vyrastaju cilie, ktoré zadrziavaju slzny film a ten sfarbuje srst, mdze byt tiez pric¢inou
pigmentacie rohovky. U tohto plemena je dedicnd, typ dedi¢nosti vSak nie je zndmy (ACVO,
1992).

V tabulke ¢. 2 su zaznamenané zistené dedicné ochorenia slzného aparatu, postihnuté
plemenad psov, pocet postihnutych jedincov v plemene, ich pohlavie, vek, rozsah postihnutia a
pripadné d’alSie dedi¢né ocné ochorenia.

Tab. ¢. 2 Dedi¢né ochorenia slzného aparatu

Diagnéza Plemeno Pocet | Pohlavie | Vekové |Priemerny | Postihnutie |Iné dedi¢né oéné ochorenie
jedincov | psy | suky | rozpétie vek bilat.| unilat.
Dysplasio canalices lacrimales pudel 1 0]1 - Sr. 110
Keratoconiunctivitis sicca anglicky buldog 1 110 - 2r. 01 entropium
(KCS) Lhasa apso 1 110 - 13r. 110
pekinsky palacovy psik 1 110 - 10r. 110
westhajlandsky biely teriér 1 0]1 - 7. 110

Neperforovany otvor slzného kandlika, dyspldzia slzného kanalika je ochorenie pomerne Casté
u Standardnych pudlov, Casto bilaterdlne, ak je jednostranné, tak druhy kanalik je zvycajne
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uzsi. Je to problém najmé kozmeticky a dermatologicky, terapiou je chirurgicka perforacia a
roz$irenie kandlika. Typ dedi¢nosti nie je zndmy, neodporica sa plemenitba z chovu s ¢astou
incidenciou (Rubin, 1989).

Syndrom suchého oka (keratoconiunctivitis sicca, KCS) vznika v désledku nedostatocnej
tvorby prekornedlnej ochrany - slzného filmu, najmd jeho vodnej zlozky. To usti do
poskodenia epitelu rohovky (Gellat, 1981). Anglicky buldog, Lhasa apso, pekinsky paldcovy
psik a  westhajlandsky biely teriér st plemend, u ktorych sa predpoklada geneticka
predispozicia, typ dedi¢nosti zatial’ nie je zndmy. ACVO (1992) neodporica rozmnoZovanie
jedincov z chovu s vysokou incidenciou.

Tabul’ka €. 3 obsahuje diagnostikované dedicné ochorenia postihujice rohovku, plemend a
prislusny pocet postihnutych jedincov, ich pohlavie, vekové rozpitie a priemerny vek skupiny
pozitivnych jedincov, ¢i ochorenie bolo bilateralne alebo unilateralne a tiez pritomnost’ d’alSej
dedi¢nej ocnej choroby.

Tab. ¢. 3 Dedi¢né ochorenia rohovky

Diagnoza Plemeno Pocet | Pohlavie | Vekové |Priemerny| Postihnutie Iné dedi¢né oéné ochorenie
jedincov [psy |suky | rozpitie vek bilat.| unilat.
,.Boxersky vred rohovky“ boxer 5 114 2r.-11r. 74r. 0[5
Dystrofia epitelu rohovky Civava 2 210 3m.-3r. 1,6, 02
KSPCH nemecky ovéiak 9 514 2r.-11r. 59r. 910 plazmocytarna konjunktivitida zmurky - 4

Rekurentnd erdzia rohovky, ,.boxersky vred* je ochorenie povrchové, zasahujiuce epitel
rohovky. U boxerov je vel'mi Casté, vyskytuje sa vo vySSom veku (6-8 r), mé pomaly priebeh
s tendenciou k navratu. Typ dedicnosti nie je znamy, pre vysoky vyskyt u plemena sa
povazuje za dedi¢né (Rubin, 1989).

Neobvykle vysoky vyskyt kornedlnej endotelidlnej dystrofie u ¢ivav sved¢i o dediCnosti
ochorenia u tohto plemena, ziadny vyskum vSak nebol prevedeny, takze typ dedi¢nosti nie je
znamy (ACVO, 1992).

Chronickd povrchova keratitida nemeckych ovciakov (keratitis superficialis chronica,
KSPCH, degenerativny pannus) je pozorovana najmd u nemeckych ovciakov. Ide o
vaskularizaciu a ndsledni pigmentaciu epitelu a povrchovych vrstiev stromy rohovky,
pravdepodobne sa jednd o autoimunitni reakciu voci proteinom rohovky. Rubin (1989)
predpokladd recesivnu formu dedi¢nosti s variabilnou penetrdciou a expresiou. Je Casto
doprevadzana d’alsim dedi¢nym ochorenim, plazmocytdrnou konjunktivitidou zmurky, ktorej
forma dedi¢nosti nie je znadma (Rubin, 1989).

Uveodermatologicky syndrom (Vogt-Koyanagi-Harada like syndrom, VKH syndrom) bol
zisteny u plemena akita inu, samca, vo veku 4 roky. Je to imunitne mediované dedi¢né
ochorenie, postihujuce kozu a duhovku, kedy sa v tychto tkanivach zvySuji pocty
melanocytov. Spdsob dedi¢nosti nie je znamy (ACVO, 1992).

Tabulka ¢. 6 obsahuje tidaje o ochoreniach SoSovky, ktoré st povazované u zistenych plemien
za dedi¢né. Uvadza postihnuté plemend, pocet jedincov, ich pohlavie, vek, rozsah postihnutia
a vyskyt iné¢ho dedi¢ného ochorenia oka.

Tab. ¢. 4 Dedi¢né ochorenia SoSovky

Diagnoza Plemeno Pocdet | Pohlavie Vekové  |Priemerny| Postihnutie | Iné dedi¢né oéné ochorenie
jedincov | psy |suky | rozpitie vek bilat.| unilat.
luxatio lentis posterior alpsky jazvecikovity duri¢ 1 110 12r. 110 RD unilat.
Ceskoslovensky viciak 1 01 4r. 110

Luxécia SoSovky do zadnej o¢nej komory sa u alpského jazvecikovitého durica zistila ako
dedic¢nd, nebol vsak zisteny typ dedi¢nosti (ACVO, 1992). U ceskoslovenského vi¢iaka ako
relativne nového plemena neboli zatial zaznamenané dedicné o¢né ochorenia. Nemecky
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ovCiak je vSak plemeno predisponované pre toto ochorenie, bez znameho typu dedicnosti,
predpokladé sa familiarny typ (Rubin, 1989).

cataracta americky koker§paniel 5 3|2 4r.-9r. 72r. 32 Distichiasis bilat. - 2
anglicky kokerSpaniel 4 311 10m.-10r. Tr. 01 PRA bilat. -1
a jeho krizenci

bison 1 1|0 Ir 1|0

jazvecik kratkosrsty 1 01 It 110

jorksirsky teriér 1 01 7r. 10

labradorsky retriver 2 11 ,5r.-2r. | 1,751, 210
pekinsky palacovy psik 2 210 8r.-15r. | 11,5 11 PRA unilat. -1
pudel 4 410 6r.-12r. | 8,75r. 410 PRA bilat. - 4

pudel kralovsky 1 01 5. 01

tibetsky teriér 1 110 3r. 01

vel’ky Svajiarsky salasnicky pes 1 01 4,51, 01

Katarakta je u amerického kokerSpaniela povazovand za autozomalne recesivne dedicné
ochorenie (ACVO, 1992), u labradorského retrivra za dominantné s neuplnou penetraciou
genotypu (Curtis, Barnett, 1989). Barnett a Startup (1985) uvadzaju u Standardnych pudlov
dva typy - kortikalnu a polarnu subkapsuldrnu, autozomalne recesivne dedi¢né ochorenia. U
ostatnych uvedenych plemien je katarakta povazovana za dedi¢nu, forma dedi¢nosti vSak nie
je znama. Odporuca sa postihnutych jedincov neuchovnit’ (ACVO, 1992). U niektorych
plemien je katarakta doprevadzana progresivnou atrofiou retiny (Gellat, 1981).

V tabulke ¢. 7 st uvedené dedi¢né ochorenia sietnice, postihnuté plemena a pocet jedincov,
ich vek a pohlavie. TiezZ je uvedené, ¢i sa jedna o bilateralne alebo unilateralne postihnutie a
postihnutie inou o¢nou dedi¢nou chorobou.

Tab. ¢. 5 Deditné ochorenia sietnice

Diagnoza Plemeno Pocet | Pohlavie | Vekové | Priemerny | Postihnutie | Iné dedicné ocné ochorenie
jedincov | psy | suky | rozpétie vek bilat.| unilat.
RD alpsky jazvecikovity duri¢ 1 110 12r. 110
americky kokerSpaniel 8 414 lr.-7r. | 325r. 8]0 distichiasis bilat. - 4
PRA | krizenec anglického kokerSpaniela 1 110 8r. 110 cataracta bilat.
bavorsky farbiar 2 210 5r.-9r. 7r. 210
pekinsky palacovy psik 1 1|0 I5r. 0]1 cataracta unilat.
pudel 4 410 6r.-12r.| 8,75r. 4|0 cataracta bilat. -4

Retindlna dyspldzia (RD) je spOsobena abnormalnou diferenciaciou a proliferaciou jej
fotosenzitivnych vrstiev. U amerického a anglického kokerSpaniela je povazovana za
autozomalne recesivne dedi¢nu (International Veterinary Ophtalmology Meeting, 2007).
Progresivna retinalna atrofia (PRA) je primarne defektom fotoreceptorov - ty¢iniek a ¢apikov.
U pudlov sa objavuje vo vy$Som veku (5- 7 rokov), je autozomalne recesivna. U anglickych
kokerspanielov nastupuje vo veku 4-8 rokov, u americkych vo veku 2 - 3 roky, obe su
autozomalne recesivne. U pekinského paldcového psa typ dedicnosti nebol zatial' zisteny,
predpokladd sa recesivnost’ ako u inych plemien (International Veterinary Ophtalmology
Meeting, 2007).

Vyskyt dvoch dedi¢nych ocnych ochoreni sme zistili u 17,38% z celkového poctu pacientov.
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KVALITA MASOVYCH VYROBKOV V DUCHU TRADICIE
Mikulasova M., Turek P., Korimova L., Pazakova J.
Katedra hygieny a technoldgie potravin, UVL, KoSice

ABSTRAKT

V zaujme spotrebitel’a je kupit’ si zdravotne neskodny misovy vyrobok, ktory by mal spiiat
aj urcité¢ kvalitativne ocakévania. Za zéklad posudenia kvality danej potraviny sluzi
spotrebitel'ovi najmé vzhl'ad, konzistencia, voiia a chut. V dne$nej dobe je ale rozhodujiicim
faktorom aj cena, resp. kiipyschopnost’ obyvatel’stva.

Narodna legislativa Slovenskej republiky vSak naproti tomu preukazuje znacné nedostatky
v definovani kvalitativnych poziadaviek méasovych vyrobkov. Tie sa vyzaduju len
u niektorych druhov mésovych vyrobkov a st postavené len na stanoveni mnozstva mésa vo
vyrobku (najmenej v hmot.%) a mnozstva tuku (najviac v hmot.%)

V predkladanej praci sme stanovovali kvalitativne parametre nami vyrobenych misovych
vyrobkov (obsah vody, tuku, susiny, dusika a hydroxyprolinu) laboratornymi metédami (ISO
1444, 1SO 1442, ISO 937) aprepoctom stanovovali obsah celkovych bielkovin, Eistych
svalovych bielkovin a kolagénu.

Vychodiskom zo situdcie, kde sa vytvara velkd moZznost pre vyrobcov prispdsobovat’ si
zlozenie mésového vyrobku na ukor kvality a v prospech ceny, je vytvorenie korektného
narodného legislativneho predpisu stanovujuceho kritéria kvality médsovych vyrobkov podla
kategorie a nazvu vyrobku - na ukazovateli Cistej svalovej bielkoviny.

UvoD

Treba si uvedomit, ze poziadavka na kvalitny a bezpecny vysledny produkt zahfiia cely
retazec, ktory zacina produkciou krmiva a chovom, pokracuje transportom zvierat, zabitim
zvierat na bitunku a konc¢i produkciou, resp. obchodnou sietou. Kazdy ¢lanok tohto retazca
prispieva svojim podielom.

Pérok je podla Vynosu MP SR a MZ SR z 18.augusta 2005 ¢.1895/2004-100, ktorym sa
vydava hlava PK SR upravujica mésové vyrobky, definovany ako misovy vyrobok z jemne
homogenizovaného médsového diela alebo zo zrneného mésového diela o velkosti Castic do 2
mm spravidla plneného do technologického obalu o priemere najviac 34 mm. Patri do skupiny
mikkych mésovych vyrobkov.

Poziadavky na kvalitu mikkych misovych vyrobkov ateda aj na parky st definované
v paragrafoch druhého oddielu vysSie spominaného legislativneho predpisu.

V prilohe ¢. 1 tohto vynosu najdeme kvalitativne poziadavky pre niektoré druhy parkov,
menovite si to vSak len SpiSské parky, Bratislavské parky a Jemné parky. Definované st
organoleptické poziadavky, mnozstvo médsa vo vyrobku (najmenej v hmot.%) a mnozstvo
tuku (najviac v hmot.%). Pri vyrobe tychto vybranych druhov mésovych vyrobkov je
zakazané pouzivat’ mechanicky separované miso jato¢nych zvierat a hydiny.

Pre ostatné druhy parkov nie su stanovené ziadne Specifické poziadavky, musia spinat’
poziadavky na kvalitu podl'a vnutorného predpisu vyrobcu a podl'a zasad spravnej vyrobnej
praxe. Vybrané parametre musia byt zhodné s parametrami uvadzanymi v prilohe ¢.1.

V paragrafe 2 vynosu nadjdeme medzi definiciami aj definiciu pojmu Cisté svalové bielkoviny
(predstavujii  rozdiel medzi mnozstvom celkovych bielkovin a mnozstvom bielkovin
spojivového tkaniva a pridanych nemésovych bielkovin), nendjdeme vSak definiciu pojmu
mnozstvo mésa vo vyrobku a takisto ani sposob jeho vypoctu ¢i stanovenia. Naopak
zadefinované Cisté svalové bielkoviny v kvalitativnych poziadavkach na mésové vyrobky vo
vynose (priloha €. 1) nendjdete.

Takymito nedostatoénymi legislativnymi kritériami sa vytvara velky priestor pre vyrobcov
misovych vyrobkov prisposobovat si zloZenie ateda recepturu parkovych (a inych)
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masovych vyrobkov, ktori v snahe zefektivnit vyrobu nahradzaji kvalitné chudé maéso
koznymi emulziami, s6jovymi, ceredlnymi a inymi rastlinnymi ¢i Zivo¢iSnymi bielkovinami
a pouzivanim pridavnych latok, ktoré su schopné nahradit’ ucinnost’ svalovych bielkovin.
Takyto postup vedie k zmene vysledného produktu aku spotrebitelovi sa tak dostava
vyrobok, ktory sice nesie rovnaky nazov, ale 1i8i sa svojim zloZenim a samozrejme aj cenou.

MATERIAL A METODIKA

Podrla receptur z Technicko-hospodérskych noriem (1989) vydanych Mésovym priemyslom
GRT v Bratislave sme vyrobili Bratislavské parky, Jemné parky, Debrecinske parky a Spisské
parky. Vo vyrobnom mise a v hotovych vyrobkoch sme stanovili kvalitativne ukazovatele
podl'a zodpovedajucich noriem. A to menovite obsah vody (ISO 1442), obsah vol'ného tuku
(ISO 1444), obsah dusika (ISO 937) a hydroxyprolinu. Prepoctom sme zistili obsah celkovych
bielkovin, svalovych bielkovin a kolagénu. Vypoctom sme tiez stanovili aj kvalitativny
ukazovatel podl'a nemeckej legislativy ato tzv. BEFFE — bindegewebseiweissfreies
Fleischeiweiss.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V predkladanych tabul'kach (Tabulka 1 az 5) st uvddzané jednotlivé kvalitativne ukazovatele
prislichajuce jednotlivym druhom parkov, zaroven st uvadzane aj kvalitativne ukazovatele
vyuzivané v Nemeckej republike.

Tabulka 1 Vyhodnotenie kvalitativnych ukazovatel'ov: SpiSské parky
Pokus €. 6 (03.04.2007)

Vz.|voda |tuk CB siet |sus. |HP |kolagén|CSB |BEFFE |BEFFE
¢ abs. relat.

59,831]25,040]12,800|97,671[40,169/0,37012,960 9,84 19,840 |76,875
65,478 115,038 16,450 96,966 | 34,522 10,399 3,192 | 13,258 13,258 |80,596

A - CSN 577134
C — receptara podla starych majstrov (zakladatel'ov vyroby Spisskych parkov)

ap|e

Tabulka 2 Vyhodnotenie kvalitativnych ukazovatel'ov: Spisské parky

Pokus €. 6x (11.06.2007)

Vz.]voda |tuk CB siet |su$. |HP |kolagén|CSB |BEFFE|BEFFE
¢ abs. relat.
57,405124,390| 13,60 |95,395[42,595]0,527 4,216 9,384 |9,384 |69,000
57,444 122,462 |15,350|95,256 |42,55610,199 1,592 | 13,758 13,758 |89,629
59,147126,477|12,450|98,074 | 40,853 10,215/1,720 |10,730|10,730 |86,185
A -CSN 577134

B — norma z roku 1960

C — receptara podla starych majstrov (zakladatel'ov vyroby Spisskych parkov)

Q|| »>|e

Tabul’ka 3 Vyhodnotenie kvalitativnych ukazovatel'ov: Jemné (4) a Debrecinske parky (15)
Pokus €. 4,15 (23.05.2007)

Vz.|voda |tuk CB stucet |sus. HP |kolagén |CSB |BEFFE | BEFFE
C. abs. relat.
63,578 |18,777|14,850|97,205 36,422 0,613 | 4,904 19,946|9,946 |66,976
15 ]45,184140,811(10,000|95,995|54,816]0,376 3,008 6,992 16,992 |69,920
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Tabul'ka 4 Vyhodnotenie kvalitativnych ukazovatel'ov: Jemné (4x) a Debrecinske parky (15x)
Pokus €. 4x,15x (04.06.2007)

Vz.|voda |tuk CB sifet [su§. |HP |kolagén|CSB |BEFFE | BEFFE
¢. abs. relat.
4x |63,150(18,505 | 14,350 96,005|36,850|0,763 | 6,104 8,246 (8,246 |57,463
15x]49,318 136,774 |11,650|97,742 150,682 0,643 | 5,144 |6,506|6,506 |55845

Tabulka 5 Vyhodnotenie kvalitativnych ukazovatel'ov: Bratislavské parky
Pokus ¢. 9 (23.05.2007)

z.|voda |tuk CB stucet |sus. HP |kolagén|CSB |BEFFE | BEFFE
abs. relat.

53,552 128,529 15,550197,631 46,448 0,309 | 2,472 13,078 13,078 |84,103

\Og‘:<<

CB — celkové bielkoviny

Sus. — suSina

HP — hydroxyprolin

CSB - &isté svalova bielkovina

BEFFE abs. = celkové bielkovina — bielkovina spojivového tkaniva
BEFFE relat. =BEFFE abs.x100/ celkova bielkovina

Ako uz bolo v ivode spominané, nasa legislativa nestanovuje pevne kvalitativne ukazovatele
okrem uz 3 spominanych druhov parkov, kde slizia ako ukazovatele mnozstvo mésa vo
vyrobku (najmenej v hmot.%) a mnozstvo tuku (najviac v hmot.%).

Ako priklad nam moézu posluzit’ legislativne predpisy krajin s dlhou tradiciou mésiarske;j
vyroby, ktoré v podstate ovplyviovali misiarsky stav aj v nasej krajine.

Vychodiskom by mohlo byt stanovenie kritérii kvality mésovych vyrobkov pre jednotlivé
vyrobky alebo kategérie vyrobkov zaloZené predovSetkym na ukazovateli Cistej svalovej
bielkoviny (ako je tomu v Nemeckej republike).

Riesenie ztejto situdcie by sa malo hladat’ spolu s Ceskou republikou, kedze stcasny
problém a historia je spolo¢na.
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KOMPARATIVNA GENOMICKA ANALYZA PLAZMIDOV TREPONEM
Sikorova L.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Organizacia gendmu nepatogénnych treponém predstavuje neprebadanu oblast’ molekularne;j
biologie a genetiky baktérii. Ciel'om tejto prace bola charakterizacia plazmidu pKT o velkosti
7,7 kb izolovaného z nepatogénnej bachorovej treponémy Treponema zioleckii. Tento
plazmid sa porovnal s doteraz charakterizovanymi plazmidmi treponém pTS1 a pTDI,
pochadzajucimi z 7. denticola. Komparativnou genomickou analyzou plazmidov sa nasli
podobnosti a rozdiely v ich gendmovej organizacii, tykajuce sa velkosti plazmidov,
replika¢nych proteinov, lokalizacie priamych a obratenych opakovani, zastiipenia G+C parov
ako aj typu replika¢ného mechanizmu. Porovnania ukazali, ze plazmid pKT z T. zioleckii nie
je pribuzny s doteraz zndmymi plazmidmi treponém a pravdepodobne predstavuje novy typ
plazmidu v treponémach.

UvoD

Treponémy patria k evolucne starym a biologicky zaujimavym baktéridm vyskytujicim sa v
sirokom spektre hostitelov a prostredi. Gendmova organizacia patogénnych treponém sa
doposial’ preskimala u 7. pallidum, baktérie zapriCinujiicej ochorenie syfilis a u ordlnej
treponémy 7. denticola, ktora vyvolava dlhotrvajici zapal d’asien — parodontitidu. U obidvoch
treponém sa zaznamenala pritomnost’ plazmidovej DNA. Plazmid Tp z 7. pallidum o
pribliznej velkosti 7,5.10° Da, nebol doteraz analyzovany a charakterizovany z dévodu jeho
neuspesnej izolacie (Norgard a kol., 1998). Plazmidy pTDI1 a pTSI1 orélnej treponémy T.
denticola su doposial jedinymi izolovanymi a charakterizovanymi plazmidmi rodu
Treponema (Chauhan a kol., 2003; Ivic a kol., 1990).

Zatial' ¢o vyskyt plazmidovej DNA v bachorovych baktériach je bezny (Sprincova a kol.,
2005; Ivan a kol., 2006), doposial’ nie sit zndme plazmidy bachorovych treponém a o genetike
nepatogénnych bachorovych treponém je vel'mi malo poznatkov. V nasom laboratériu sa
izolovali a Ciastocne charakterizovali tri kmene KT, S, T bachorovych treponém, odliSujiice
sa morfologiou, pritomnostou plazmidov (Piknova a kol., 2006) a vyskytom restrik¢no-
modifikaénych systémov (Piknova a kol., 2005). Z bachorového kmena Treponema KT
pochadzajuceho z nepatogénnej 7. zioleckii sa izoloval a Ciastocne charakterizoval plazmid
pKT o velkosti 7,7 kb, u ktorého sa identifikoval Rep modul pozostavajici z rep génu a
opakovania sekvencii dolezitych pre replikaciu plazmidu (Sikorova a kol., zaslané do tlace).
Cielom tejto prace bola komparativna genomicka analyza plazmidov treponém , pTD1, pTS1
z T. denticola a pKT z nepatogénnej 7. zioleckii, odhal'ujuca podobnosti a rozdielnosti medzi
jednotlivymi plazmidmi treponém.

MATERIAL A METODIKA

Komparativna genomicka analyza plazmidov treponém sa uskuto¢nila pouzitim sekvencii
pTS1, pTD1 z T. denticola a pKT z T. zioleckii archivovanych v databdze Genbank
(AF112856, M87856, EU054305 ). Na porovnanie sekvencii plazmidov sa pouzili programy
pre analyzu sekvencii ClustalW alignment a Pairwise alignment z programového balika
BioEdit (Hall, 1999). Pritomnost’ priamych a obratenych opakovani sa analyzovala pomocou
programu OligoRep (Soloviev a kol., 1985).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Cielom tejto prace bolo porovnanie vlastnosti troch doteraz podrobnejsie charakterizovanych
plazmidov treponém. Porovnali sme velkost’ plazmidov a ich replika¢nych proteinov, vel'kost’
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a lokalizaciu priamych a obratenych opakovani ako aj zastipenie G+C parov v ich genomoch
a typ replikacného mechanizmu. Vysledky tohto porovnavania su uvedené v Tab.l. Z
porovnania plazmidov treponém vyplyva, ze plazmid pKT z T. zioleckii je najvac¢§Sim zndmym
plazmidom treponém a od ostatnych plazmidov sa 1isi aj zastapenim G+C parov a velkostou
Rep proteinu.

Tab.1 Porovnanie plazmidov pTS1 a pTD1 z T. denticola a pKT z T. zioleckii

pTS1 pTD1 pKT

Velkost’(bp) 3649 2647 7700

Rep protein(aa) | 481 335 310

ORF1 rep rep rep

ORF2 mob - ?

ORF3 - ? ?

ORF4 - ? ?

DR (bp) 22 10 15-24

IR (bp) 22 10 - 20 16

Replikacia - RC nie RC

GC (%) 34.2 37 56

GenBank AF112856 M87856 EU054305

Citacia Chauhan a kol., | MacDougall a kol., | Sikorova a kol.,
2003 1992 zaslané do tlaCe

Komparativna genomickd analyza, zahriiujlica parové porovnanie medzi jednotlivymi Rep
proteinmi plazmidov treponém poukézala na ich vel'mi nizku pribuznost’. Rep proteiny pTD1
a pTS1 maju 26,6 % podobnost’ a 14,8 % identitu; 27,5 % podobnost’ a 15 % identita je medzi
Rep proteinmi pTD1 a pKT a 20,5 % podobnost’ a 12,2 % identitu maji Rep proteiny pTS1 a
pKT.

V plazmide pTS1 z T. denticola sa zistila pritomnost’ vysoko konzervovanej 70 bp oblasti
(TD) lokalizovanej v smere transkripcie rep génu ORF1, ktorej pritomnost’ sa analyzovala aj
v pTD1 a pKT plazmidoch treponém. Usek sekvencie lokalizovanej v smere transkripcie rep
génu ORF1v pTDI1 plazmide preukdzal 98 % identitu s TD oblastou plazmidu pTSI.
Zaujimavym faktom je, ze otvorené Citacie rdmce obidvoch plazmidov nemaju vyznamnua
homoloégiu (Chauhan a kol., 2003). Parovym porovnanim TD oblasti plazmidu pTS1 sa
preukazala len 44,28 %, pravdepodobne ndhodn4d homologia oblasti lokalizovanej v smere
transkripcie rep génu ORF1 v plazmide pKT. Z analyzy parového porovnania plazmidov
vyplyva, ze TD sekvencia nie je pritomna v plazmide pKT (Obr.1).

TD
pTa1 LEEG LA G I AR ARATCGCG6 66 GTCCAATTGCCOCGCAAGTTTAAT TTATTATGGTGTTTTTTTTRGATTTTGTCTAGT ALRRERRHIH
pTM LT G e CCTTAAARAATCCCGG GG CTAC AATTGCCCCGCAACTTTAATTTATTATGCGTCTTTTTTTTITGATTTTGTC TAGT AREREEAALEIC]
pKT GG AT ARG G AT (N BIGG G GLIG RIAT[HY ACETIRRITT UG TGGLYNAACT G AGLRIIC ~ CLIC AL TGCTCGCCCTRTTA

Obr.1 Parové porovnanie TD oblasti plazmidov pTS1 a pTD1 z T. denticola a pKT z T.
zioleckii

Opakovania sekvencii vytvaraji komplikované sekundéarne Struktiry a zohravaju dolezitu
ulohu pri inicidcii replikacie. Pritomnost’ priamych opakovani je potrebna pri rozpoznavani a
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naviazani Rep proteinov umoziujicich tak iniciaciu replikacie. Obratené opakovania, ktoré
svojou komplementaritou vytvaraju Struktury dolezité pre syntézu primérov st vicSinou
lokalizované v replikacnych pociatkoch (ori) replikonu (del Solar a kol., 1998).

Vo vsetkych porovnavanych plazmidov treponém sa takéto opakovania sekvencii vyskytuji
relativne Casto. V plazmide pTS1 z T. denticola, sa nasli dve priame opakovania o velkosti 22
bp, identické s dvoma rovnako velkymi obratenymi opakovaniami navzajom sa
prekryvajicimi v 150 bp oblasti plazmidu lokalizovanej proti smeru transkripcie rep génu
(Chauhan a kol., 2003). Viaceré opakovania sekvencii sa zistili v plazmide pTD1 z T.
denticola. 10 bp obratené opakovanie, dve priame a obratené opakovania rovnakej vel'kosti
(10 bp), u ktorych sa dokézala 80% homoldgia sa lokalizovali proti smeru transkripcie rep
génu, zatial' ¢o dalSie tri obratené opakovania o pribliznej velkosti 20 bp sa nasli v smere
transkripcie rep génu plazmidu pTD1 (MacDougall a kol., 1992). Pravdepodobna poloha
replika¢ného miesta (ori) plazmidu pKT z T. zioleckii sa zistila v 200 bp tseku plazmidu
obsahujucom tri priame (15 - 24 bp) a jedno obratené opakovanie (16 bp) lokalizované v
smere transkripcie rep génu (Sikorova a kol., zaslané do tlace).

Odlisnosti sa naSli taktiez v zastipeni G+C parov plazmidov treponém. G+C profil pKT Rep
modulu pozostavajici z rep génu a opakovania sekvencii, dolezitych pre replikaciu plazmidu,
poukazal na vyrazne zniZeny obsah G+C parov v oblasti opakovania sekvencii (34 %), ktoré
signalizuji pravdepodobny pociatok replikacie a zvySeny obsah G+C parov (62 %) v oblasti
rep génu (Sikorova a kol., zaslané do tlace). Takyto zniZeny obsah G+C parov sa nepozoroval
u plazmidov pTS1 a pTDI1 z T. denticola. Celkové percentudlne zastupenie G+C parov
plazmidu pKT (56 %) je ovela vysSie v porovnani so zastipenim G+C parov u treponém (37 -
46 %) ako uvadza Canale-Parola a kol. v praci z roku 1977. Zastipenie G+C parov u
plazmidov pTS1 (37,5%; Ivic a kol., 1990) a pTD1 (34,2 %; Chauhan a kol., 2003) z T.
denticola zodpoveda stanovenému zastipeniu G+C parov v genéme treponém.

Genetickéd Struktira plazmidov tvorena esencidlnymi oblastami obsahujucimi gény alebo
miestami dolezitymi pre ich replikdciu je rozhodujuca pri vybere replikaéného mechanizmu.
Jednovlaknové DNA intermediaty tvoriace sa pri replikacii mechanizmom otacavej kruznice
sa experimentalne dokéazali u plazmidu pTDI1 z T. denticola (MacDougall a kol., 1992), na
rozdiel od plazmidu pKT z T. zioleckii, ktory sa tymto replikacnym mechanizmom
nereplikuje (nepublikované). Aky typ replikaéného mechanizmu vyuziva je predmetom
vyskumu. Replika¢ny mechanizmus pTS1 plazmidu z T. denticola nie je doteraz preskimany.
Komparativna genomicka analyza plazmidov treponém poukazala na podobnosti a rozdiely v
gendmovej organizacii plazmidov a napomohla k zisteniu, ze plazmid pKT z T. zioleckii nie
je pribuzny s plazmidmi pTS1 a pTDI1 pochadzajucimi z T. denticola a pravdepodobne
predstavuje novy typ plazmidu v treponémach.
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LUMBOSAKRALNY PRECHODOVY STAVEC U NIEKTORYCH PLEMIEN PSOV
Skurkova L., Gjengedal, H., Ledecky, V.
Klinika chirurgie, ortopédie a rontgenologie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Medzi ortopedické ochorenia postihujuce oblast’ lumbosakralnej chrbtice u psov zarad'ujeme
aj diagnozu prechodovy stavec. Prechodovy stavec predstavuje zmenu poctu, resp. tvaru
stavcov a vyskytuje sa najCastejSie na rozhrani dvoch anatomickych casti chrbtice
(torakolumbalnej alebo lumbosakralnej). Lumbosakralny prechodovy stavec (LSPS) oznacuje
zmenu na urovni posledného bedrového alebo prvého krizového stavca.

V nasej praci sme hodnotili pritomnost’” LSPS u Styroch plemien psov (nemecky ovciak,
bernsky salaSnicky pes, rodézky ridgeback, bavorsky a hannoversky farbiar), pri¢om
hodnotenie sme uskutocnili z laterdlneho rontgenogramu zhotoveného pre diagnostiku
dysplazie bedrového kibu (DBK) u celkového poétu 1964 psov (rontgenogramy boli
zhotovené pocas rokov 1999 — 2000 a 2004 — 2005). Zamerali sme sa na stanovenie pohlavne;j
a plemennej predispozicie pre vznik LSPS a porovnanie frekvencie vyskytu asymetrickej
a symetrickej formy LSPS. Cielom bolo okrem toho zistit’ vplyv vyskytu LSPS na stiasny
vyskyt syndrému cauda equina (SCE) a dysplazie bedrového kibu u psov.

Z celkového poctu 1964 psov sme zistili pritomnost’ LSPS u 81 psov, z toho najvyssi vyskyt
bol u plemena nemecky ovciak (78 psov z poctu 1767, t.j. 4,44 %). Pohlavnu predispoziciu
sme nepotvrdili, LSPS bol diagnostikovany u 55,55 % stk a 44,45 % psov. Z celkového poctu
s LSPS malo 17, 28 % diagnostikovanii aj DBK, u 35 psov vySetrenych na diagnostiku
krivania bol v roku 2005 zisteny syndrom cauda equina, pricom 8 z nich malo aj LSPS (22,5
%).

UvOoD

Prechodovy lumbosakralny stavec (resp. segment) predstavuje morfologicktl alebo numericku
odchylku v utvarani posledného bedrového alebo prvého krizového stavca. Morfologicka
odchylka moze byt bilateralne symetricka alebo asymetricka.

Podla sposobu pripojenia prechodového lumbosakralneho stavca ku bedrovej kosti
rozliSujeme tri zakladné typy LSPS (Fliickiger et al., 2006):

Typ 1 - lumbélny: bez spojenia s krizovou a bedrovou kostou, ma vzhlad fyziologicky
utvaranych lumbalnych prieénych vybezkov (processus transversus), alebo je baza vybezku
SirSia a kratSia s deformovanou $pickou, resp. hrotom,

Typ 2 — prechodny: baza vybezku je SirSia a kratSia ako pri Type 1, stavec je Ciastocne
pripojeny ku bedrovej kosti, ale hrot vybezku je vzdy volny,

Typ 3 — sakrélny typ: je vytvorené kompletné kridlo kosti krizovej so Sirokym pripojenim ku
bedrovej kosti a casto ku kriZzovej kosti, hrot nie je vol'ny (Fliickiger et al., 2006).

Na zéklade uvedeného rozdelenia (symetricka a asymetricka forma; Typ 1, 2, 3) rozliSujeme
tri formy symetrického prechodového stavca (1/1, 2/2, 3/3) aSest’ foriem asymetrického
prechodového stavca (1/2, 1/3, 2/1, 2/3, 3/1, 3/2).

Morfologické odchylky prechodového stavca st dobre viditeI'né a zvyc€ajne pomerne 'ahko
diagnostikovatel'né na ventrodorzalnom rontgenograme, zatial' o pre stanovenie numerickej
odchylky je vhodnejsie zhotovit lateralnu projekciu lumbosakralnej chrbtice.

Niektori autori uvadzaju, ze pri vyskyte LSPS dochéadza k urychleniu vyvoja degenerativneho
ochorenia medzistavcovych platni¢iek (DMP). Ak by sa tato téza ukazala pravdiva,
pritomnost’ prechodového stavca a ndsledne DMP moze viest' k rozvoju syndromu cauda
equina (SCE) (Morgan et al., 1993). SCE predstavuje komplex neurologickych priznakov
sposobenych kompresiou nervovych kmenov prebiehajicich cez lumbosakralnu oblast’
miechového kandla.
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V nasej stadii sme hodnotili vyskyt prechodového lumbosakralneho stavca v populécii 4
plemien psov scielom zistitt moznli predispoziciu pre LSPS sohladom na pohlavie
a plemeno, a tiez vplyv vyskytu LSPS na vyskyt SCE a DBK.

Obrazok 1. Ventrodorzalny rontgenogram panvy

Lavy obr.: Bez ndlezu — viditelny posledny lumbélny stavec, krizova kost je tvorena
splynutim 3 stavcov, symetricky utvarané bedrovo-krizové spojenie bez znamok
morfologickych deviacii

Pravy obr.: Asymetricky typ prechodového stavca (2/3): Na lavej strane krizovej kosti (na
obrazku na pravej strane) je processus transversus sakralneho typu (typ 3) so Sirokou plochou
kontaktu s bedrovou kost'ou (Cervena SirSia Sipka). Na pravej strane (na obrazku vlavo) mé
vybezok znaky lumbdalnych prie¢nych vybezkov (modra tenka Sipka), ale stale je v urcitom
kontakte s os ilii, na zdklade coho je stanoveny ako typ 2 (prechodny typ)

MATERIAL A METODIKA

V nasom experimente sme vysledky ziskali hodnotenim z rontgenogramov zhotovenych za
Gi¢elom preventivneho skriningu na dysplaziu bedrovych kibov u predisponovanych plemien
psov vo veku od 12 mesiacov vo ventrodorzalnej polohe s panvovymi koncatinami v extenzii.
Hodnotenie sme uskutocnili z celkového poctu 1964 rontgenogramov, pricom sa jednalo
oplemenda nemecky ovciak, rodézky ridgeback, bernsky salaSnicky pes, bavorsky
a hannoversky farbiar. Rontgenologické vySetrenie sme uskutocnili v sedacii (schéma
sedacie: atropin 0,03 mgkg' im., butorfanol 0,2 mgkg"' im. xylazin 1 mgkg' im.).
Hodnotili sme rontgenogramy zhotovené v rokoch 1999 — 2000 a 2004 a 2005.

Statistické hodnotenie sme uskutoénili pomocou x> testu pre nezavislost nahodnych
premennych.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po vyhodnoteni 1964 rontgenogramov zhotovenych vo ventrodorzélnej polohe sme ziskali
nasledovné vysledky:

Z celkového poctu hodnotenych psov (1964) sme zistili u4,21 % (t.j. 81) pritomnost
prechodového stavca. U 81 psov s LSPS sme najcastejSie diagnostikovali naslednti asymetriu
panvy a unilateralne splostenie acetabularnej jamky s posunom hlavice femuru od dorzalneho
acetabuldrneho okraja smerom lateralnym.

Z hl'adiska vztahu vyskytu LSPS vzhl'adom k plemenu sme zistili nasledovné:
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Tab. 1: Vyskyt lumbosakralneho prechodového stavca u sledovanych plemien psov

Plemeno % pritomnosti LSPS podla plemena
Nemecky ovciak 4,44 (1,46 — 7,54)

Rodézsky ridgeback 2,12 (0-3,8)

Bernsky salasnicky pes 2,77 (0-4,34)

Bavorsky a Hannoversky farbiar 0

Pri hodnoteni vyskytu prechodového stavca podla plemien sme zistili najvyssi vyskyt
u plemena nemecky ovciak (4,44 %) (p < 0,001, statisticky vel'mi vyznamné (**)) .

Analyza pohlavnej predispozicie pre vyskyt LSPS ukdazala, Ze z celkového poctu 1964 zvierat,
bolo 992 suk (t.j. 50,5 %) a 972 psov (49,5 %). LSPS bol pritomny u 45 stk (55,55 %) a 36
psov (44,45 %) (p > 0,05, Statisticky nevyznamné — ns).

Vyskyt asymetrickej a symetrickej formy u 81 psov pozitivnych na LSPS bol nasledovny:
u 49 (60,49 %) bol symetricky typ LSPS, u 32 (39,5 %) psov bol asymetricky typ LSPS (p >
0,05, statisticky nevyznamné — ns).

Z celkového poétu psov s LSPS (81 psov) bola dysplazia bedrového kibu diagnostikovana vo
veku 12 mesiacov u 14 psov, ¢o predstavuje zastipenie 17, 28 %. Diagnostikovali sme DBK
so stupniom B a C, podl’a stupnice FCI (p > 0,05, ns). Pritom vyskyt DBK (stupne B azZ E) u
plemena nemecky ov¢iak v rokoch 2004 a 2005 sa pohyboval na urovni 20,3 — 21,55 % bez
ohl'adu na pritomnost’ LSPS.

Na zéklade analyzy krivajucich psov velkych plemien uskutocnenej vroku 2005 sme
stanovili diagnézu syndrom cauda equina u 35 psov, pricom LSPS bol zisteny u 8 pacientov
z tejto skupiny (t.j. zastipenie 22,5 %). V kontrolnej skupine (1964 psov) bez priznakov SCE
bol vyskyt LSPS na urovni 4,12 %.

V stadii Damur-Djuric et al. (2006) bol vyskyt LSPS zisteny u 3,5 % z celkového poctu
vySetrenych psov (hodnotenie bolo uskuto¢nené zo 4000 rontgenogramov zhotovenych za
ucelom diagnostiky DBK). NaSe vysledky (4,12 %) st teda porovnatelné s vysledkami
uvedenej Studie.

Co sa tyka plemennej predispozicie pre vyskyt LSPS, predchadzajuce $tudie popisujii 4,3 %
(Larsen et al., 1977) a 5,7 % (Fluckiger et al., 2003) vyskyt LSPS u plemena nemecky ov¢iak.
V nasej Studii sme zaznamenali vyskyt od 1,46 — 7,54 % (priemerny vyskyt za 4 roky bol 4,44
%). NaSa hodnota je niZSia v porovnani so Stidiou Morgana et al. (1985), ktory hodnotil
rontgenogramy vo ventrodorzalnej aj lateralnej projekcii a ziskal tak hodnotu 8 % vyskytu
LSPS uplemena nemecky ovciak. Tento rozdiel je mozné vysvetlit tym, ze laterdlna
projekcia umozni zachytit' aj numerické odchylky stavcov v lumbosakralnej oblasti, ktoré
nemozno zachytit’ ventrodorzalnou projekciou.

V nasej praci nebola potvrdend pohlavna predispozicia pre vyskyt LSPS. Iné §tadie (Damur-
Djuric et al, 2006) poskytuji vysledky zhodné snaSimi (47,8 % vyskyt upsov, 52,2 %
vyskyt u suk), napriek tomu je nutné podotknit’, Ze niektori autori popisuju mierne vyssi
vyskyt LSPS u psov, alebo naopak u suk (Morgan et al., 1999, Ziegler et al., 1989, Winkler et
al., 1985).

Vyskyt symetrickej a asymetrickej formy v nasej Stadii bol 39,5 % / 60,5 %. Predchadzajice
studie popisuju priblizne rovnaku frekvenciu vyskytu oboch typov LSPS s miernou prevahou
asymetrickej formy: 49 % / 51 % (Damur-Djuric et al., 2006) a 44 % /56 % (Breit et al.,
2003).
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Niektori autori (Lanting, 2001) uvadzaja, Ze u 69 % psov s DBK bol diagnostikovany LSPS,
¢o je dost’ vysoké zastipenie v porovnani s nasSimi vysledkami (iba 17,28 % psov s DBK-
stupen B a C malo zaroven aj LSPS). Toto moéze byt dané tym, ze nasa Stadia bola
uskutociiovana u psov od veku 12 mesiacov, kedy nemusi byt DBK eSte diagnostikovana,
resp. vyvinie sa v neskorSom veku psa.

Mnohé stadie podporuju tiez teodriu, ze pritomnost’ LSPS ma vplyv na rozvoj SCE. Podla
Fliickigera et al. (2006) bol 16,3 % vyskyt LSPS u psov s SCE, vysledok naSej stadie bol
o nieco vyssi (22,5 %). Aj podla Bailey a Morgana (1992) moze byt LSPS predispoziciou pre
skoru degeneraciu medzistavcovych platniCiek a nestabilitu stavcov s naslednou kompresiou
spinalnych nervov, ¢o vedie ku rozvoju SCE v mladSom veku u psov s LSPS (priblizne o 1-2
roky skor, ako u psov bez LSPS (Fliickiger et al., 2000).

Na zéklade naSich vysledkov sme dosial’ nepotvrdili pohlavnu predispoziciu pre LSPS, ale
zistili sme predispoziciu plemennu (u nemeckého ovc€iaka). Zaroven sme zistili, ze nie je
dokézatel'ny vplyv LSPS na vyskyt DBK, ale LSPS mdze viest’ k abnormalnej rotacii panvy,
nasledkom ¢oho dochadza k nedostatocnému prekrytiu hlavice stehnovej kosti acetabulom
(zvycajne unilateralne).
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NATURALNE SUBSTANCIE A CHOV KRALIKOV
Szabéové R.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Naturalne substancie predstavuju tzv. inovaéné alternativy v profylaxii pri odchove zvierat.
Ciel'om nasich experimentov bolo testovanie antimikrobidlneho tc¢inku rastlinnych extraktov
oregana aSalvie, komercného pripravku Xtract ako aj bakteriocin-produkujuceho
a probiotického kmena FEnterococcus faecium CCM4231 za in vitro podmienok ako aj
testovanie ich ucinku v chove kralikov. Najvyraznej$i inhibicny uU€inok vin vitro
podmienkach prejavil extrakt oregana. Testovanim naturdlnych substancii vin vivo
podmienkach bola zistena v truse kralikov inhibicia E. coli ako aj inhibicia Clostridium-like
sp. Naviac, pri aplikdcii extraktov oregana aSalvie bola zaznamenana 1 redukcia
pseudomonad; vplyvom kmenta CCM4231 a oregana doSlo tiez k redukcii oocyst eimérii.
Celkové prirastky boli vyssie u zvierat v experimentalnych skupinach.

UvOD

Chov kralikov sa mdze intenzivne rozvijat vdaka biologickym vlastnostiam kralika; kratky
generacny interval, plodnost, intenzivny rast ako aj viacucelové vyuzitie napr. vo
farmakologii, ¢i koziarskom a potravinarskom priemysle. Médso kralika sa vyznacuje nizkym
obsahom tuku a cholesterolu, vysokym zastipenim stravitelnych proteinov; povazuje sa za
stcast’ raciondlnej vyzivy (Simonova, 2006). Preto udrzanie zdravého chovu je v zdujme
vSetkych chovatelov, ktori radi prijimajia nové resp. inovacné metdody pre dosiahnutie uz
spominanych cielov. Medzi takéto inovaéné metédy moZzeme povazovat’ aditiva na prirodne;j
baze (napr. bakteriocin-produkujice mikroorganizmy s probiotickym u¢inkom, prebiotika,
fytoaditiva) pre prevenciu alebo eliminaciu hnackovych ochoreni (klostridiové infekcie,
enterokolitidy, stafylokoko6zy, eimeridzy) vyskytujucich sa v chovoch kralikov hlavne
v obdobi po odstave (Szabdova a kol., 2006). Naviac, Eurdpska komisia pristipila v roku
2006 (1.1.) kredukcii az zdkazu pouzivania antibiotik na prevenciu alebo ako rastovych
stimulatorov v chovoch zvierat (Laukovd akol.,, 2006). Bakteriocin-produkujici kmen
Enterococcus faecium CCM4231 s probiotickym tu¢inkom je izolat nasho laboratoria
(Laukova a kol., 1993). Jeho antimikrobialny efekt bol s priaznivym vysledkom sledovany
v roznych ekosystémoch (Laukova a kol., 1998, 1999, 2001), nie vSak v chove kralikov.
Z rastlinnych extraktov sa vchove kralikov sice vyuziva pripravok Xtract obsahujici
substanciu karvakrol z oregana, cinnamaldehyd zo Skorice a kapsaicin z Cili papriciek
(Cymedika SK, s.r.o., Zvolen), ale Gi€¢inok samotnych extraktov z oregana a Salvie pri odchove
kralikov nie je znamy. Preto cielom nasho experimentu bolo jednak za in vitro podmienok
testovat’ inhibi¢ny efekt rastlinnych extraktov Salvie, oregana a kmena E. faecium CCM4231
na Siroké spektrum indikatorovych kmenov z réznych ekosystémov a jednak sledovat’ za in
vivo podmienok (v chove krélikov) stabilitu, kolonizaciu a antibakteridlny uc¢inok kmena E.
faecium CCM4231 a rastlinnych extraktov Salvie a organa (pre porovnanie i komerc¢ného
fytoaditiva Xtract) ako aj sledovat’ ich vplyv na biochemické, zootechnické, imunologické
parametre a vyskyt oocyst eimérii.

MATERIAL A METODIKA

Na in vitro testovanie tj. v §tandardnych laboratornych podmienkach (teplota a dizka
kultivacie zavisela od indikatorového kmena) bol pouzity agar spot test (De Vuyst a kol.,
1996) a nasledovné kultivacné média - Brain Heart agar (Becton & Dickinson, USA) pre
Gram-pozitivne baktérie (G"); Trypticase Soy agar (Becton & Dickinson) pre Gram-negativne
baktérie (G™). Rastlinné extrakty boli pouZité v davke 5 pl. Inhibi¢né G¢inky oregana a Salvie
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boli sledované na subore 248 indikatorovych izolatov pochddzajucich z r6znych ekosystémov
aizolovanych v Laboratériu Zivoéisnej mikrobiologie na UFHZ SAV v Kogiciach:
Escherichia coli - izolaty z ovCieho mlieka (2), ov¢ieho syra (7), trusu kurciat (9), céka
kurciat (9); enterokoky - izolaty ztrusu koni (27), trusu rodencii (19), trusu kurciat (8);
enterokoky z mésa kralikov (34), klinické izolaty (23); E. faecium CCM4231 - Laukova a kol.
(1993) deponovany v Ceskej zbierke mikroorganizmov, E. faecium 9296-silazny izolat, E.
faecium ALA41; stafylokoky - izolaty zrybieho Salatu (3), midsa kralikov (26), koaguléza-
negativne stafylokoky ztrusu kralikov (7), koagulza-pozitivne stafylokoky z misa
kralikov(18), E. hirae (4); Aeromonas sp. - izolaty zryb, ovCieho mlieka a syrov (35),
Pseudomonas-like sp. - izolaty z ov€ieho syra (13). Kmeni Areomonas hydrophila ATTC7966
je z Americkej zbierky mikroorganizmov ATCC. Do in vivo experimentu (v spolupraci so
Slovenskym centrom polnohospodarskeho vyskumu v Nitre, farma kralikov pri Ustave pre
chov malych hospodarskych zvierat) bolo zaradenych 144 kralikov vo veku 5 tyzdnov,
samcov plemena HyPlus rozdelenych (24 zvierat v kazdej skupine) do 4 experimentalnych
(ES1-ES4) a2 kontrolnych skupin (KS1 - spridavkom antikokcidika robenidin v davke
66mg/kg krmiva; KS2 - bez pridavku antikokcidika). Kmen CCM4231  (rifampicin
rezistentny variant- rif X,10° KTJ/ml) bol podavany prvej experimentalnej skupine (ESI)
v davke 500 pl/zviera/den do vody; kraliky druhej experimentalnej skupiny (ES2) prijimali
rastlinny extrakt oregana-Origanum vulgare (obsahoval 55% ucinnej latky karvakrol;
Calendula Nova Luboviia) v davke 10 pl/zviera/den do vody; tretej experimentalnej skupine
(ES3) bol aplikovany rastlinny extrakt Salvie - Salvia officinalis (s obsahom ucinnych latok
24% tujonu, 18% borneolu a 15% cineolu; Calendula Nova Luboviia) v davke 10
pl/zviera/denn do vody; Stvrtd experimentdlna skupina (ES4) prijimala komercne vyrabany
pripravok Xtract (obsahoval karvakrol z oregana, cinnamaldehyd zo Skorice a kapsaicin z ¢ili
papri¢iek; Cymedika SK, s.r.o., Zvolen) v davke 15g/100 kg krmiva, ato pocas 21 dni.
Experiment trval 42 dni. Zvieratd boli kfmené Standardnou kfmnou zmesou Anpro.Feed
(VKZ Bucany). Pouzité davkovania kmena a extraktov vychadzali z naSich predchédzajucich
experimentov. Vzorky trusu boli odoberané v nulty resp. prvy deit (zaciatok pokusu), na 7.
dent (po tyzdni aplikacie), 21. den (3 tyzdne aplikécie), 35. dent (2 tyzdne od ukoncenia
aplikacie) a 42. dent (koniec pokusu, t.j. 3 tyZdne od ukoncenia aplikécie). Vzorky krvi boli
odoberané v 0/1., 21. a 42. deit. Vzorky obsahu céka boli odoberané po odporazeni 3 zvierat
z kazdej skupiny na 21. a 42. dent experimentu. Sledované skupiny baktérii z trusu a céka boli
izolované S$tandardnou mikrobiologickou metodou po predchadzajucom vyriedeni
v Ringerovom roztoku (pH 7,0 Oxoid, Ltd., Basingstoke, Anglicko) a vysiati na prisluSné
kultiva¢né média podl'a ISO noriem: M-Enterococcus agar pre enterokoky, Baird-Parker agar
pre koaguldza-pozitivne stafylokoky (CPS) a Staphylococcus aureus, Cetrimide agar pre
pseudomonady, MacConkey agar pre Escherichia coli (Becton & Dickinson), Mannitol salt
agar (Merck, Nemecko) pre koagulaza-negativne stafylokoky (CNS) a Clostridium difficile
agar so suplementom (SRO096E) a s obsahom 7% (v/v) defibrinovanej konskej krvi (SR0050)
(Oxoid) pre Clostridium-like sp. pri teplote a dizke kultivacie typickej pre dany bakterialny
druh. Pocty baktérii boli vyjadrené v KTJ/g (kolonie tvorné jednotky na Iml al g).
Biochemické parametre boli stanovené pouzitim komerénych kitov Randox (Anglicko).
Sledované boli celkové bielkoviny a lipidy (g/1), cholesterol, glukéza a vapnik (mmol/l),
alanin-aminotransferaza (pkat/l), glutationperoxidaza (U/ml). Z imunologickych parametrov
bola sledovana fagocytarna aktivita (FA, %) aindex FA modifikobanou metéodou podla
Hrubisku (1981). Zootechnické parametre ako konverzia krmiva, celkové prirastky, mortalita
boli sledované denne. V mése kralikov (Musculus longissimus dorsi) sa sledovalo chemické
zlozenie a kvalita médsa 24 hodin post mortem - obsah celkovej vody, celkové bielkoviny,
celkovy tuk (g/100g) a energeticka hodnota (KJ/100g).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Najvyraznejsi inhibiény G¢inok v in vitro podmienkach prejavil extrakt oregana. Z celkového
poétu 248 izolatov z rdznych ekosystémov (172 G'; 76 G), extrakt oregana inhiboval rast
170 G" baktérii (98,8%) a 76 G~ baktérii (100%). Rastlinny extrakt $alvie inhiboval rast 77 G
baktérii (39,5%) a 23 G baktérii (30,3%). Na antibakteridlne G€inky oregana a Salvie v inych
ekosystémoch poukazuji viaceré vedecké stadie (Sivropoulou a kol., 1996; Lambert a kol.,
2001; Marcin, 2006). Medzi koncentraciou silic podsobiacou na baktérie vin vitro
podmienkach a davkou silic aplikovanou v in vivo podmienkach sa prejavuji znaéné rozdiely.
Napr. pri zvySenej koncentracii silic v krmive sa moze prejavit’ ich toxicita a nasledne
aplikécia silic ma opacny efekt ako je zZiadany (Marcin, 2006). Pri in vivo experimente neboli
signifikantne ovplyvnené pocty sledovanych bakteridlnych skupin v obsahu céka kralikov.
Kment CCM 4231 v céku nebol zachyteny, ale v truse kralikov skupiny ES1 dosahoval na 7.
deit pocty 2,7 £ 0,5 log;o KTJ/g, na 21. den 1,6 + 0,8 log;o KTJ/g, na 35. deni 1,3 + 0,6 log)o
KTJ/g ana42. den < 1,0 log;o KTJ/g. Tento kmeii kolonizoval ekosystém kralikov slabsie nez
kmen E. faecium CCM 7420 (izolat z faeces kralika), pri ktorom na 7. deni boli pocty kolonii
4,32 + 0,34 logjo KTJ/g; na 21. den 4,34 + 0,75 logio KTJ/g; na 42. dent 3,30 + 0,30 logo
KTJ/g (Simonova, 2006). V truse kralikov experimentalnej skupiny ES1 (kmeit CCM4231)
bola na 7. defi zaznamenana redukcia CPS (p< 0,01) oproti KS1 a KS2 ako aj redukcia E. coli
(p< 0,01) oproti KS1. Redukcia CPS (p< 0,01) ako aj Clostridium-like sp. (p< 0,01) oproti
KS2 bola zistena v truse kralikov aj na 35. denn experimentu. V skupine zvierat, ktoré
prijimali oregano (ES2) doslo na 7. den experimentu k redukcii E. coli (o 3,3 log;o KTJ/g) ako
aj k zniZeniu poctu pseudomonad (o 2,6 log;o KTJ/g) oproti kontrolnej skupine KS1; a na 35
dent experimentu bola zistena aj redukcia klostridii (o 1,7 log;o KTJ/g) oproti kontrolnej
skupine KS2. V skupine ES3 (v skupine so Salviou) doslo na 7. denh experimentu k redukcii £.
coli ( rozdiel 3,1 log;o KTJ/g), pseudomonad (o 2,6 log;o KTJ/g) v porovnani s KS1, ako aj
k redukcii CPS na 7. deni (o 1,5 logio KTJ/g) a na 35. deni (o 2,1 log;o KTJ/g) oproti KS2. Na
35. dent bola zaznamenana i redukcia Clostridium-like sp. (o 1,7 log;o KTJ/g) v porovnani
s KS2. V ES4 (v skupine s Xtraktom) bola zaznamenana redukcia E. coli (o 1,2 logo KTJ/g)
na 7. den oproti KS1 a Clostridium-like sp. (o 1,7 log;o KTJ/g) na 35. den oproti KS2. Ako
vyplyva z vysledkov poddvanim naturdlnych substancii (kmeit CCM4231, oregano, Salvia,
Xtrakt) bola zistend v truse kralikov inhibicia E. coli na 7. den experimentu ako aj inhibicia
Clostridium-like sp. na 35. defl experimentu. Naviac, pri aplikacii extraktov oregana a Salvie
bola zaznamenana na 7. defi experimentu i redukcia pseudomonad. Najvyssia redukcia oocyst
Eimeria sp. bola v ES1 (kmefi CCM4231) na 7. deni - 83,3 ks/g, na 21. den - 33,4 ks/g
v porovnani s KS2 (566 ks/g; 1306,7 ks/g). V skupine ES2 (skupina s oreganom) bola
redukcia v pocte oocyst zaznamenana na 21. denn - 250 ks/g, na 42. dent - 183,4 ks/g
v porovnani s KS2 (1306,7 ks/g; 1435,1 ks/g). V skupine zvierat, ktoré prijimali Salviu a
Xtract nedoslo k redukcii oocyst eimérii. Biochemické parametre neboli vplyvom podévanych
naturdlnych substancii ovplyvnené.Avsak, vyrazny imunostimulacny uc¢inok bol
zaznamenany v skupine ES4 (Xtract), kde sa FA zvysSila z 13% (na 21. defl experimentu) na
17% (na 42. den experimentu). Celkové prirastky boli vysSie u zvierat v experimentalnych
skupinach oproti obidvom kontrolnym skupindm (Tab 1). Marcin (2006) uvadza vysSie
celkové prirastky u laboratornych mysi po prijme pamajoranovej a Salviovej silice. Obsah
celkovej vody v krdliCom mise variroval vo vSetkych skupinach v intervale 74,07 - 76,17
g/100g; celkovych bielkovin od 21,23 — 21,80 g/100g. Najnizsi obsah celkového tuku v médse
bol zaznamenany v skupine ES1 (1,2 g/100g) oproti KS1 (2,97 g/100g) a KS2 (1,4 g/100g).
Simonova (2006) uvadza taktiez najniz§i obsah celkového tuku v skupine zvierat
prijimajacich kmen E. faecium 2019 (CCM7420) oproti KS. Pridavok probiotik zvySuje
fermentacnt aktivitu v slepom c¢reve nasledkom coho moéze dochadzat ku kvalitativnym
zmenam v mdse kralikov (Simonova, 2006). NajvysSia energetickd hodnota misa bola
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dosiahnuta v skupine zvierat, ktorym bol podavany rastlinny extrakt Salvie (ES3), a to 491,03

KJ/100g v porovnani s KS1 (467,57 KJ/100g) a KS2 (415,11 KJ/100g).

Tab 1 Vybrané zootechnické parametre

substancii a v kontrolnych skupindch zvierat.

v skupinach kralikov s podavanim naturdlnych

CCM4231 | Oregano | Salvia Xtrakt KS1' KS2*
Konverzia krmiva(kg) | 3,97 3,92 4,04 4,31 4,26 3,83
Prirastky celkom (kg) | 38,1 34,2 32,1 34,8 30,7 29,7
Mortalita (ks / %) 2/8,3 4/16,6 |4/16,6 |5/20,8 |6/250 |5/20,8

' kontrolna skupina zvierat s kokcidiostatikom, * kontrolna skupina zvierat bez kokcidiostatika
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SEROVE PROTEINY A PROTEINY AKUTNEJ FAZY U TELIAT POSTIHNUTYCH
RESPIRACNYM SYNDROMOM

Tothova Cs., Nagy O., Kovac G.

11 interna klinika, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Zémerom prace bolo zistit' vplyv chronickych ochoreni respiracného aparatu u teliat na
koncentraciu vybranych proteinov akttnej fdzy — haptoglobinu (Hp) a sérového amyloidu A
(SAA), ako aj na koncentraciu niektorych ukazovatel'ov bielkovinového profilu — celkovych
bielkovin (CB), albuminu (Alb), urey (U), kreatininu (Kreat) a celkovych imunoglobulinov
(Clg) v krvnom sére. Koncentracie uvedenych parametrov u teliat postihnutych chronickymi
respiraénymi ochoreniami sme porovnali s hodnotami zistenymi u klinicky zdravych teliat.
Sledovali sme 11 teliat s chronickym ochorenim respira¢ného aparatu a 11 klinicky zdravych
teliat plemena Cciernostrakatého ajeho krizencov vo veku 4-6 mesiacov. Hp a SAA sa
stanovovali metddou enzymovej imunoanalyzy. Stanovenie hodnét CB, Alb, U a Kreat bolo
vykondvané na automatickom biochemickom analyzatore. Clg sa analyzovali
spektrofotometricky  turbidimetrickou  metédou  zink-sulfatovym  testom. U teliat
s respiraénym syndromom sme zaznamenali nesignifikantne vysSiu priemernt koncentraciu
Hp, UaClg a statisticky vyznamne vysSiu koncentraciu CB ako u zdravych teliat. Pri
hodnoteni koncentracie SAA sme v skupine teliat s postihnutim respiracného aparatu
nezaznamenali vyznamné rozdiely oproti skupine klinicky zdravych teliat. Koncentracia Alb
bola signifikantne nizSia u chorych teliat v porovnani so zdravymi. NaSe vysledky poukazuju
na to, ze sledovanie koncentracie proteinov akutnej fazy, spolu s ukazovatel'mi
bielkovinového metabolizmu, moéze zohravat doélezitt ulohu v diagnostike ochoreni
respiracného aparatu.

UvOD

Ochorenia dychacieho aparatu patria medzi zakladné pri¢iny morbidity a mortality teliat
v obdobi od narodenia do niekol’kych mesiacov zivota, prevazne vo vekovej skupine 1 az 6
mesiacov (Radostitis a kol., 1994). Vo vicsine pripadov sa jednd o multifaktoridlne
a polyetiologické ochorenia vyvolané patogénnymi a oportinnymi mikroorganizmami, za
spolupdsobenia nepriaznivych faktorov prostredia (nevhodnd mastal'na klima, nizka Groven
osetrovatel'skej starostlivosti, nereSpektovanie zékladnych biologickych potrieb teliat,
stresové faktory, dlhotrvajuce transporty, neplnohodnotna vyziva) a za podmienok zniZenej
odolnosti organizmu. Komplex takychto hromadnych ochoreni dychacich organov u teliat
amladého hovéddzieho dobytka sa nazyva respiratny syndrom, alebo enzooticka
bronchopneumoénia (Slanina, 1991). V klinickej praxi diagnostika ochoreni dychacieho
aparatu a nasledny vyber vhodnej terapie sa zakladd na zhodnoteni lokalnych a systémovych
klinickych priznakov. Klinické vySetrenie kombinované roznymi diagnostickymi testami vSak
subklinické formy ochoreni, zdpalové procesy s miernejSim priebehom alebo skoré Stadia
ochoreni nemusi vzdy odhalit’ (Petersen a kol., 2004). Jednym z moznosti monitorovania
zdravotného stavu zvierat je aj sledovanie zmien koncentracie proteinov akutnej fazy
v roznych telovych tekutinach, predovsetkym v sére (Baumann a Gauldie, 1994; Gruys a kol.,
1994). Ciel'om prace bolo zistit’ vplyv chronickych ochoreni respiraéného aparatu u teliat na
koncentraciu vybranych proteinov akutnej fazy — haptoglobinu a sérového amyloidu A, ako aj
na koncentraciu niektorych ukazovatel'ov bielkovinového profilu v krvnom sére a porovnat’
koncentraciu uvedenych parametrov uteliat postihnutych chronickymi respiraénymi
ochoreniami s hodnotami zistenymi u klinicky zdravych teliat.
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MATERIAL A METODIKA

Do sledovania bolo zahrnutych 11 teliat s chronickym ochorenim respiraéného aparatu. Za
ucelom porovnania koncentracie sledovanych parametrov u chorych a zdravych teliat sme do
hodnotenia zahrnuli aj 11 klinicky zdravych teliat. Telatd boli plemena Ciernostrakatého
a jeho krizencov vo veku 4-6 mesiacov. Zvieratd boli ustajnené vol'ne, kfmené boli senom
a jadrovym krmivom a vodu dostavali ad libitum.

Vybrané proteiny akutnej fazy — haptoglobin (Hp) a sérovy amyloid A (SAA) a vybrané
parametre bielkovinového profilu — celkové bielkoviny (CB), albumin (Alb), urea (U),
kreatinin (Kreat) a celkové imunoglobuliny (Clg) sa hodnotili v krvnom sére. Krv sa
odoberala priamou punkciou v. jugularis. Pred odberom krvi bolo u teliat vykonané klinické
vySetrenie so zameranim na posudenie stavu respiraéného aparatu. Klinické vySetrenie bolo
vykonané beznymi klinickymi vySetrovacimi metdédami (Slanina a kol., 1993).

Hp a SAA sa stanovovali metédou enzymovej imunoanalyzy (ELISA) pouzitim komercnych
ELISA testov firmy Tridelta Development, Ltd., Wicklow, frsko v mikrotitra¢nych platniach.
Odc¢itanie hodnot absorbancie a nasledné vypocitanie koncentracii hodnotenych parametrov sa
vykonalo na automatickom fotometri Opsys MR firmy Dynex Technologies. Stanovenie
hodnét CB, Alb, U aKreat bolo vykondvané¢ komerénymi diagnostickymi testami firmy
Randox automatickym biochemickym analyzatorom Alizé firmy Lisabio. CIg sa analyzovali
spektrofotometricky turbidimetrickou metdédou zink-sulfatovym testom.

Statistické hodnotenie ziskanych vysledkov bolo vykonané stanovenim priemernych hodnot
(x) a smerodajnych odchylok (sd) sledovanych parametrov v jednotlivych skupinach teliat.
Vyznamnost’ rozdielov priemernych hodnoét jednotlivych ukazovatel'ov medzi skupinami sme
hodnotili neparovym t-testom. Statistické hodnotenie bolo vykonané programom GraphPad
Instat V2.04.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dosiahnuté¢ vysledky analyz Hp, SAA asledovanych parametrov bielkovinového profilu
charakterizované¢ priemernymi hodnotami, smerodajnymi odchylkami a Statistickym
vyhodnotenim st zhrnuté v tabul’ke 1.

Tabul’ka 1 Koncentracia Hp, SAA a sledovanych parametrov bielkovinového profilu u teliat
s chronickym ochorenim respiraéného aparatu v porovnani s klinicky zdravymi telatami

(x £sd)
Parameter Skupina teliat P
Klinicky choré Klinicky zdravé
Hp (pg/ml) 693 + 620 436 + 823 n.s.
SAA (ug/ml) 31,0+ 15,8 33,1 £28,6 n.s.
CB (g/) 76,4 £ 10,1 68,0 +3,9 P <0,05
Alb (g/) 36,043 39,9 +2,8 P <0,05
U (mmol/l) 39+1,1 3,3+£0,9 n. s.
Kreat (umol/l) 79,7+ 19,7 93,5+ 15,1 n. s.
Clg (U ZST) 29,0+5,3 252 +5,7 n. s.

Pri hodnoteni koncentracie Hp sme u teliat postihnutych respiraénym syndromom zistili
priblizne o0 250 pg/ml vyssiu priemerni hodnotu v porovnani s klinicky zdravymi tel’atami,
tento rozdiel vSak nebol Statisticky vyznamny. V obidvoch sledovanych skupindch sme zistili
vyssie hodnoty smerodajnej odchylky, Co poukazuje na SirSie rozpéatie individudlnych hodnot
s minimom 100 pg/ml a maximom 2890 pg/ml. Pri hodnoteni koncentracie SAA sme
v skupine teliat s postihnutim respiraéného aparatu nezaznamenali vyznamné rozdiely oproti
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skupine klinicky zdravych teliat, jeho priemerna koncentracia bola nesignifikantne vysSia
u klinicky zdravych teliat.

Statisticky vyznamné rozdiely priemernych hodnét medzi skupinou klinicky zdravych
achorych teliat sme zaznamenali v koncentraciach celkovych bielkovin a albuminu.
Priemerna koncentracia CB u teliat s respiranymi priznakmi bola takmer o 10 g/l vysSia
v porovnani s klinicky zdravymi tel’'atami, tento rozdiel bol aj Statisticky vyznamny (P<0,05).
V koncentracii albuminu sme u teliat s respiraCnymi priznakmi zaznamenali signifikantne
nizsiu priemernu hodnotu v porovnani so zdravymi tel'atami (P<0,05).

Zhodnotenim koncentracie urey sme v skupine teliat srespiraénym syndromom
nezaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely oproti skupine zdravych teliat. Priemerna
koncentracia urey u klinicky chorych teliat bola nesignifikantne vysSia v porovnani so
skupinou zdravych teliat. Pri hodnoteni koncentracie kreatininu v krvnom sére sme u klinicky
zdravych teliat zaznamenali takmer o 15 pumol/l vyssiu priemernt koncentraciu ako u teliat
s respiranym syndrémom, tento rozdiel vSak nebol Statisticky vyznamny. Priemerna
koncentracia Clg u teliat s priznakmi postihnutia respiracné¢ho aparatu bola priblizne o 4 U
ZST vyssia ako u zdravych teliat, rozdiely priemernych hodndt medzi sledovanymi skupinami
vSak neboli Statisticky vyznamné.

Casty vyskyt respira¢ného syndromu u teliat vyzaduje neustale zdokonalovanie véasnej
a spravnej diagnostiky. Uvadza sa, Ze sledovanie koncentracie proteinov akutnej fazy, ako je
SAA aHp, poskytuje cenné informacie vramci diagnostiky zépalovych a infekénych
ochoreni u hovidzieho dobytka (Eckersall, 2000). Tvorba proteinov akutnej fazy je jednou zo
skupiny reakcii, k spustaniu ktorych dochddza velmi skoro po akomkol'vek poskodeni
tkaniva v ramci odpovede akutnej fazy zapalu (Petersen a kol., 2004). Na rdzne vonkajSie
a vnutorné impulzy zareaguje organizmus aktiviciou makrofagov, ktoré uvolnuju cely rad
produktov znamych ako cytokiny (Yoshioka a kol., 2002). Novsie literarne udaje poukazuju
na to, Ze cytokiny moézu byt produkované aj inymi bunkami, napr. interleukin-6 mozu
syntetizovat’ aj bunky mukozalneho epitelu (Pritts a kol., 2002). Uvedené¢ mediatory medzi
inymi funkciami podporuju produkciu réznych proteinov v peceni, ako st sérovy amyloid
A a haptoglobin (Erdbrooke a kol., 1993).

Experimentalne Studie poukazuji na to, Ze pri ochoreniach respiraéné¢ho aparatu u teliat,
vyvolanych BHV1 a Mannheimia haemolytica, existuje vzajomny vztah medzi vyskytom
bakteridlnych infekcii a zvySenymi hodnotami Hp (Godson a kol., 1996), kym na virusové
infekcie reaguje organizmus slabou alebo ziadnou odpoved’ou akutnej fazy zapalu (Heegaard
a kol., 2000). Kaepke a kol. (2002) sledovali tel'atd s ochorenim respiracného aparatu a zdravé
telatd, a podobne naSim vysledkom, u teliat s respiracnym syndroémom zaznamenali vysSiu
koncentrdciu Hp ako u zdravych teliat. Nikunen akol. (2007) taktiez sledovali tel'atd
s priznakmi respiraéného ochorenia a zistili u nich zvysené koncentracie Hp, ako aj SAA. My
sme zaznamenali nesignifikantne vyS$Siu koncentraciu SAA v skupine zdravych teliat, co
poukazuje na to, ze aj klinicky zdravé tel'atd mézu vykazovat vyssie hodnoty spominaného
ukazovatela. VysSSie hodnoty proteinov akutnej fazy, aj napriek chybaniu klinickych
priznakov, vSak mézu poukazovat na skoré stadia zapalovych ochoreni, zapalové reakcie
s miernejSim priebehom alebo posobenie silného stresu. Tieto skuto¢nosti podporuju teériu,
ze sledovanie koncentracie proteinov akutnej fazy moze byt uzitocné obzvlast pri skorom
odhal'ovani urcitych zapalovych ochoreni v chovoch teliat. Zaroveit by mohli byt vyuzivané
ako dolezity ukazovatel pri stanoveni prognozy (Speier, 2004).

Albumin patri do skupiny negativnych proteinov akutnej fazy, koncentracia ktorych sa
znizuje pocas odpovede organizmu na zépal (Gruys a kol., 1994). V nasom sledovani sme
zaznamenali vyznamne nizS§iu priemernd koncentraciu tohto ukazovatela u teliat
s respiranym syndromom v porovnani so zdravymi telatami. Signifikantne vysSia
koncentracia celkovych bielkovin u chorych teliat je pravdepodobne spdsobena zvySenou
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tvorbou imunoglobulinov u postihnutych jedincov, ¢o sme zistili aj u naSich klinicky chorych
teliat.

NaSe vysledky naznacuju, ze proteiny akutnej fazy by v budicnosti mohli byt uspesne
vyuzivané pri sledovani zdravotného stavu teliat a pri odhalovani subakutnych foriem
zapalovych ochoreni respira¢ného aparatu. Vcasnd diagnostika méze dopomdct’ pri zacati
spravnej a cielenej terapie a takto zvySovat’ uspesnost’ liecby.

PODAKOVANIE
Praca bola riesena v ramci grantového projektu APVV-20-027905.

POUZITA LITERATURA

Baumann, H., Gauldie, J. The acute phase response. Immunol Today. 1994; 15: 74-80.

Eckersall, P.D. Recent advances and future prospects for the use of acute phase proteins as
markers of disease in animals. Revue Méd Vét. 2000; 151: 577-584.

Erdbrooke, M.R., Foldi, J., Cheshire, J. K., Li, F., Faulkes, D.J., Woo, P. Constitutive and NF-
kappa B-like proteins in the regulation of the serum amyloid A gene by interleukin-1.
Cytokine 1993; 3(5): 380-388.

Godson, D.L., Campos, M., Attah-Poku, S.K., Redmond, M.J., Cordeiro, D.M., Sethi, M.S.,
Harland, R.J., Babiuk, L.A. Serum haptoglobin as an indicator of the acute phase response
in bovine respiratory disease. Vet Immunol Immunopathol. 1996; 51: 277-292.

Gruys, E., Obwolo, M.J., Toussaint, M.J.M. Diagnostic significance of the major acute phase
proteins in veterinary clinical chemistry: a review. Vet Bull. 1994; 64: 1009-1018.

Heegaard, P.M., Godson, D.L., Toussaint, M.J., Toornehooj, K., Larsen, L.E., Viuff, B.,
Roonsholt, L. The acute phase response of haptoglobin and serum amyloid A (SAA) in
cattle undergoing experimental infection with bovine respiratory syncytial virus. Vet
Immunol Immunopathol. 2000; 77: 151-159.

Kaepke, M., Heuwieser, W., tenhagen, B.A. acute-phase-proteins in respiratory tract disease
of calves. XXII World Buiatrics Congress, Hannover, 2002.

Nikunen, S., Hirtel, H., Orro, T., Neuvonen, E., Tanskanen, R., Kiveld, S.-L., Sankari, S.,
Aho, P., Pyorild, S., Saloniemi, H., Soveri, T. Association of bovine respiratory disease
with clinical status and acute phase proteins in calves. Comp Immunol Microbiol Infect Dis.
2007; 30(3): 143-151.

Petersen, H.H., Nielsen, J.P., Heegaard, P.M.H. Application of acute phase protein
measurements in veterinary clinical chemistry. Vet Res. 2004; 35: 163-187.

Pritts, T., Hungnese, E., Wang, Q., Robb, P., Hershko, D., Hasselgren, P.O. Mucosal and
enterocyte IL-6 production during sepsis and endotoxemia — role of transcription factors and
regulation by the stress response. Am J Surg. 2002; 183: 372-383.

Radostitis, O.M., Leslie, K.E., Fetrow, J. Herd Health-Food Animal Production Medicine,
2nd Edition, W.B. Saunders Company, Philadelphia, USA, 1994, 631pp.

Slanina, L. Zdravie a produkcia teliat. Priroda, Bratislava, 1991, 387pp.

Slanina, L., Dvotadk, R. Veterinarna klinickd diagnostika vnutornych chordb. Priroda,
Bratislava, ISBN 80-07-00536-6, 1993, 390pp.

Speier, S. Acute phase responses in veaalves monitored by sequential determination of serum
amyloid A, haptoglobin and Mx protein. Inaugural-Dissertation, Ziirich, 2004, 25pp.

Yoshioka, M., Watanabe, A., Shimada, N., Murata, H., Yokomizo, Y., Nakajima, Y.
Regulation of haptoglobin secretion by recombinant bovine cytokines in primary cultured
bovine hepatocytes. Domest Anim Endocrinol. 2002; 23: 425-433.

111



EUBAKTERIALNY SYMBIONT PODNEHO PRVOKA KAHLIELLA SPP.
Tothova T.
Ustav chemickych vied, UPJS, Kosice

ABSTRAKT

Mikrobialne symbionty spiiiaju rozne tilohy v prospech hostitel'ského organizmu a ich vztahy
mozu byt kategorizované ako obligatne alebo fakultativne, mutualistické alebo parazitické
a ekto- alebo endosymbiotické. Tato praca bola zamerand na Stidium symbiotickych vztahov
medzi pddnym prvokom Kahliella spp. a eubaktérii v in vitro kultirach pod selekénym
tlakom HgCl,. Vyskyt Skodlivych latok v Zivotnom prostredi posobi rizikovo na prirodzenti
populéciu mikroorganizmov. Na sledovanie diverzity baktérii pri rdéznych koncentraciach
HgCl, bola pouzitd denaturacnd gradientova gélova elektroforéza (DGGE) eubakteridlnej 16S
rRNA génu. Vysledky DGGE poukézali na pritomnost’ jedného fragmentu vo vSetkych
testovanych vzorkach, ktorého intenzita sa nemenila s narastajucou koncentraciou HgCl,. Na
zaklade sekvencnych analyz bola uvedend baktéria priradend medzi gram-negativne
a-proteobaktérie. Kultivaéné pokusy potvrdili, Ze sa jedna o obligatneho symbionta, ktory je
uzko spojeny so svojim hostitel'om Kahliella spp.

UvOD

Stidium vzt'ahov medzi prvokmi a ich bakteridlnymi symbiontmi je déleZité nielen z hl'adiska
ekologie, ale moze poskytnut informacie o Sirokom okruhu otdzok tykajicich sa
symbiotickych vztahov, ako napriklad Specificita hostitel'a. Symbidoza je vSeobecné
oznacovanie pre rozne vztahy dvoch rozdielnych organizmov zijucich spolu v tesnom
spojeni. Podl'a povahy ich vzdjomného pdsobenia mozeme ich vzt'ah nazyvat mutualizmom
alebo parazitizmom. Medzi tymito dvoma typmi koexistencie je eSte niekol’ko prechodnych
sposobov  spoluZzitia (napr. komenzalizmus). Symbiotické vztahy medzi urcitymi
organizmami vystihuju terminy: ektobioticky - zijuci na povrchu iného organizmu
a endobioticky - zijuci vo vnutri iného organizmu. Prvoky sami o sebe predstavuju bunkové
mikrobiotopy vhodné pre zivot inych menSich organizmov. Pocet prvokov zijicich
v symbiotickom vztahu s baktériami je daleko vyssi, ako sa vSeobecne predpoklada.
Intracelularne baktérie mézu vniknut’ takmer do kazdého bunkového kompartmentu, bohatého
na metabolity, ako napriklad, cytoplazma, karyoplazma, jadrovy obal, pelikularny priestor.
Vo vol'ne zijuicom prvoku Paramecium je znamych okolo 60 réznych druhov baktérii, ktoré
ziju v jeho intracelularnych priestoroch. Baktérie rodu Holospora 7iji paraziticky v jadre
prvoka Paramecium. Holospora elegans a Holospora undulata infikuji mikrojadro
Paramecium caudatum (Amann a kol., 1991). Medzi d’alSie endosymbionty P. caudatum
zarad'ujeme aj baktériu Caedibacter caryophila vyskytujucu sa v makrojadre. Pre kmene
Paramecium, v ktorych sa tento endosymbiont nevyskytuje je toxicka (Springer a kol., 1993).
V nedavnej minulosti bolo podrobne identifikovanych len niekolko baktérii Zzijicich
symbioticky s prvokmi, ktoré boli spravne fylogeneticky zaradené. Hlavnym problémom
bolo, ze vac¢sina z tychto baktérii nie je schopna rast’ in vitro samostatne a preto ich stidium
pomocou tradi¢nych mikrobiologickych metdd nebolo mozné.

V sucasnosti sa na Studium protozoalnych bakterialnych endosymbiontov pouziva okrem
in¢ho aj denatura¢nd gradientovd gélova elektroforéza, umoznujuca analyzu baktérii bez
kultivacie. Uvedena metéda umoziiuje separaciu dsDNA fragmentov v pritomnosti
chemického denaturantu a na zéklade ich odliSnej sekvencie umoziiuje Stadium geneticke;j
diverzity mikrobialnych spolo¢enstiev. DGGE analyza bola tspesSne pouzita pri detekcii
a klasifikacii anaerébnych bachorovych ciliat (Regensbogenova a kol., 2004a) a pri d’alSich
analyzach roznych mikrobialnych ekosystémov. Archebaktérie asociované s anaer6bnymi
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bachorovymi cilidtmi boli analyzované na zdklade sekven¢nych analyz 16S rRNA génov
(Regensbogenova a kol. 2004b).

V naSich experimentoch sme sa zamerali na Stadium vplyvu réznych koncentracii HgCl, na
protozoalnu populdciu Kahliella spp. a tiez na dynamiku zmien mikrobiadlnej komunity
pritomnej v protozoalnej kulture. V tejto praci uvadzame vysledky dosiahnuté pri identifikacii
a fylogentickej analyze bakteridlnej populacie asociovanej s poddnym prvokom Kahliella spp.

MATERIAL A METODIKA

Mikroorganizmy a kultivacné podmienky prvoka

Protozoalne bunky sme ziskali z eluatu pody a kultivované staticky v sterilnom Ochromonas
médiu (Lauhlin, 1993) pri laboratérnej teplote. Kultiry prvokov boli pravidelne kimené
zmesou baktérii izolovanych z pody, odkial' pochadzali aj samotné prvoky. Vplyv ortuti na
protozoalnu populaciu sme testovali pridanim HgCl, v koncentraciach 0,5 a 1 pg/ml. Vzorky
kultar na izolaciu DNA boli odobraté po 7, 24 a 48 hodinovom pdsobeni ortuti.

Zachyt bakterii z protozoalnej kultury

Na zachyt gram-negativnych baktérii bol pouzity MacConkey agar. Gram-pozitivne baktérie
boli izolované na Todd Hewitt agarovych platniach obsahujucich fenyletanol (2,5 g.I" média).
Platne boli kultivované pri 37°C 16 hodin.

Izolacia totalnej DNA a PCR amplifikacia

Na izolaciu totalnej] DNA sme pouzili pelet z 1,5 ml protozodlnej kultary (10 minut, 10 000
r.p.m.,20°C), zktorého sme vyizolovali celkovi DNA pomocou kitu Bactozol™ Kit
(Molecular Research Center, USA). Konzervovana oblast’ eubakteridlneho 16S rRNA
génu bola amplifikovana pomocou univerzalnych primérov fD1 rP2 (Wood a kol., 1998). Na
amplifikaciu sekvencie 16S rDNA génu (~ 450 bp) pre DGGE analyzu boli pouzité priméry
1401R a 968F s GC svorkou (Heuer a Smalla, 1997).

DGGE analyza

DGGE analyzu sme realizovali na aparatire DCode Universal Mutation Detection System
(BioRad). PCR produkty (40 pul) boli nanesené do 8% polyakrylamidového gélu obsahujuceho
denatura¢ny gradient v rozsahu od 35 do 60% (100% denaturant obsahuje 7 M mocovinu a
40% formamid). Elektroforéza prebiehala 17 hodin pri napiti 50 V a teplote 60 °C v timivom
roztoku 1xTAE. Po skonceni elektroforézy bol gél zafarbeny v roztoku etidiumbromidu (0.5
ng/ml) a dokumentovany pomocou MiniBis UV Vis documentation system(Micro Photonics,
USA).

Klonovanie a sekvencnd analyza

Identifikovany DGGE fragment bol vyrezany z gélu a premiestneny do 50 ul TE pufru. Zmes
bola 5 s intenzivne mieSand a centrifugovand 1 minttu pri maximalnych otackach. Ziskany
supernatant bol pouzity na reamplifikdciu s primérmi 1401R a 968F s GC svorkou. Ziskané
produkty reamplifikdcie ako aj PCR amplikény 16S rRNA génu boli klonované do
plazmidového vektora (pTZ57R/T) pouzitim klonovacieho kitu InsTAclone™ (Fermentas).
Ziskané rekombinanty boli sekvencne analyzované. Kompletné sekvencie boli vyhodnotené
porovnanim s GenBank databazou.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Protozodlny kmen pouzivany v tejto praci bol povazovany za nalevnik patriaci do rodu
Halteria kvoli niektorym morfologickym podobnostiam a sekvencnej analyze 18S rDNA.
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Podrobné mikroskopické pozorovania a popis infraciliatiry (data neuvadzame) poskytli
dovod pre nové systematické zaradenie tejto ciliaty do druhu Kahliella sp. V nasej praci sme
na detekciu eubakteridlnych druhov symbioticky zijacich s pddnym nalevnikom Kahliella
spp. pouzili metodu DGGE. 16S rRNA gén eubakterialnych symbiontov bol amplifikovany
pomocou PCR z totalnej bakterialnej DNA, ktort sme ziskali z kultir prvokov obsahujtcich
rozne koncentracie HgCl,. Pomocou Specifickych primérov sme amplifikovali gén o velkosti
450 bp, ktory sme nasledne pouZzili na DGGE analyzu v 8% polyakrylamidovom géli. Ziskany
DGGE profil je zndzorneny na obr. 1. Nepozorovali sme rozdiely v DGGE profiloch DNA
s narastajucou koncentraciou HgCl,. Z toho mdzeme usudit, ze nedochddzalo k zmenam

zloZzenia eubakteridlnej populédcie v protozoalnych kulturach pocas kratkodobého pdsobenia
ortuti (24 hod.).

Obr. 1.

DGGE analyza eubakterialneho 16S rRNA génu amplifikovaného z totalne;j
DNA izolovanej z protozoalnej kultury po 24 hodinovom pdsobeni HgCl,
v koncentraciach: A- 0 pg/ml; B-0,5 pg/ml a C-1 pg/ml HgCl,, DGGE
fragment, ktory sa pouzil na d’alSie analyzy je oznaceny Sipkou.

Kvantitativne najviac zastipeny DGGE fragment, pritomny v kazdej vzorke DNA, sme d’alej
sekvencne analyzovali. Fragment bol najprv vyrezany z gélu, reamplifikovany a klonovany
do plazmidového vektora pTZ57R/T. Tri ndhodne vybraté klony boli sekvenované a ziskané
sekvencie boli porovnané so sekvenciami v GenBank databaze. Zo sekvencnych analyz
vyplyva, Ze endosymbiont Kahliella spp. patri do a skupiny proteobaktérii a je umiestneny do
rodu Brevundimonas, s 99% podobnostou k Brevundimonas diminuta (obr. 2).
>E]enb|AJ227779.1|BDJ227779 Erevundimonas diminuta DINAL for 162 ribosomal BRMAL, strain LEG

2337
Length=141%

Score = 737 bit= (3992, Expect o.o

Identities = 407/411 (93%), Gaps 07411 (0%

Strand=Flus/Flus
duery =14 ARG GARGA A  C TTACCAC C TTTTGRACATGCC TGGAC GO C A GEAGACGTGFCTTTCC 145
Shsct 883 AACOCGCAGAACCTTACCACETTTTOACATOECTEEAECEEEREEEAGALETEELTTTEE o4z
Juery 146 CTTCGGGGACTAGGACACAGSTGCTGCATGGCTGTCGTC AGC TCGTGTCGTGAGATGTTS 205
Shict 943 CTTCGGOGACTAGGACACAGOTEETOEATCECTETEETE A6 TEETETEE TEAGATETTE 1002

ouery Z06 GETTAAGTCCCGC AL GAGCGCAMCCCTCGCCATTAGTTGCCATCATTTAGTTGGGALCT 265
Shict 1003 GOTTAAGTEECEEAAEGAGEEEAAEEETEEEEATTASTITECEATEATTITASITOEEAAET 1062
Duery  Z6E6 CTAATGGGACTGCCGETGC TARGCCGGAGGAAGETGEGEFATGACGTCAAGTCCTCATGEC 325
Shict 1083 CTAATGGGALTOCEGETCETAAGEEEEASERAGETEEEEATEACSTERAGTEETERTESE 1122
ouery 326 CCTTACAGGGTEGEC TACAC ACGTGC TACALRTGGC TAC TACAGAGZGTTAATCCTTALRLE 385
Spct 1123 COTTACAGGOTGGOCTACAEACHTECTAL AR TEGLAACTACAGAGSETIAATEC I TARRL 1152
Duery 386 GTAGTCTCAGTTCGGATTGTCC TCTGCAAC TOGAGGGCATGRAAGTTGGAATCGCTAGTRL 445
Shict 1193 GTTOTETEASTTCGEATTETCETETE At TEEAEESE AT ACTTOEATESCTAET ML 1242
ouery 446 TCGCGEATCAGCATGCCGCGETGARTACGTTCCCGGETCTTGTACACACCG 496

Lrrrrerrerrerrrererrrrrrrrrrrrtrrer i el
Shijct 1243 TCGCGEATCAGCATGCCGCGETGARTACGTTCCCGGECCTTGTACACACCGE 1293

Obr. 2. Blastn analyza. Porovnanie parcialnej sekvencie 16S rRNA génu s GenBank databazou.

Na zéklade ziskanych DGGE profilov mdézeme predpokladat’, Ze baktéria reprezentovana
intenzivnym fragmentom predstavuje znac¢ni Cast’ bakteridlnej populdcie v protozoalnej
kultre. Priama kultivacia tejto baktérie nebola uspesna. Z naSich vysledkov moézeme
usudzovat, ze identifikovany endosymbiont prvoku Kahliella spp. je Uzko spojeny
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s hostitel'skou bunkou. V symbiotickom vztahu sa baktérie a prvoky obycCajne vzdjomne
dopliiaji vo vyuzivani potravy a pripadnych vznikajiicich metabolickych produktov.
Dlhodoba adaptacia bakteridlnych symbiontov na takyto sposob Zivota mdze byt jednym
z dovodov, ktory spdsobuje problém pri ich kultivacii pomocou tradicnych metdd.
Fylogenetickd analyza, pravdepodobne obligatneho symbionta Kahliella spp., poukazuje na
pribuznost’ k rodu Brevundimonas, ktory sa ¢asto pouziva na testovanie priepustnosti vodnych
filtrov a podiel'a sa tiez na degradacii niektorych herbicidov, napr. trifluralinu (Bellinaso
a kol., 2003).

Pri analyze d’alSich izolatov ztestovane] protozoalnej kultiry sme kultivaciou na tuhych
agarovych médiach ziskali jeden gram-negativny izolat, ktory bol schopny rast’ v pritomnosti
HgCl,. Sekvencna analyza 16S rRNA génu ukazala, Ze sa jedna o bakterialny rod Citrobacter.
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AKA JE UROVEN POZNANIA SENZORICKYCH KVALIT?
Vaclavova A., Mal’a P., Baranova M.
Ustav hygieny a technologie mlieka, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Cielom nasSej $tadie bolo zistit’ uroven senzorickych schopnosti v skupinach posudzovatel'ov
— Studentov klasifikovanych ako informovani laici a ich otestovanie prostrednictvom testu
spdsobilosti. Test bol vykonavany Studentmi v pocte 30 0sdb s rozdielnou dobou hodnotenia
(rano — skupina A, predpoludnim — skupina B, popoludni — skupina C) v Specializovanom
senzorickom laboratériu. Testovanie pozostavalo zabsolvovania Specidlneho testu,
zalozeného na principe poznania jednotlivych senzorickych kvalit a Grovni. Pri urovani
zakladnych druhov chuti Studenti najlepSie rozoznavali sladkt chut’ (A — 100%, B —91,6%, C
— 75%). Pri hodnoteni chutovej a ¢uchovej paméti skupina A — 66,7% a skupina C — 75%
dosiahli lepSie vysledky neZ skupina B — 37,6%. Poradie vzoriek podla intenzity farby urcili
vSetky tri skupiny priblizne rovnako (A — 91,1%, B — 91,2%, C — 87,5%). Pri hodnoteni
zakalu bola Gspesnost’ mensia v rozmedzi 42,5 — 67,5%.

UvoD

Potravina ma dobru senzoricku kvalitu vtedy, ked’ s plnou intenzitou a harmonicky obsahuje
vSetky vlastnosti, ktoré vyZaduje véacSina konzumentov anema neZiaduce vlastnosti
(Neumann akol., 1990). Senzoricka kvalita a znalost’ faktorov, ktoré ju ovplyviiuji su
dolezitou informaciou o skuto¢nej konzumnej hodnote, ktord mozno spravne urcit’ len nasimi
zmyslami (Kucerova, 2002). Na zaklade urcitych senzorickych vlastnosti potravin moze
Clovek zistit’ ich neznesitelnost” alebo az ohrozenie svojho zdravia (Neumann a kol., 1990).
Skusajuce osoby ustanovené pre senzorické sktiSanie potravin musia mat’ zdravé zmyslové
organy a dobru senzoricku rozliSovaciu schopnost’. Od dobrého posudzovatela sa okrem toho
vyzaduje, aby mal odborné Specifické tovaroznalecké znalosti a praktické skusenosti v oblasti
vyroby, skladovania a dopravy potravin ako aj v oblasti senzorického posudzovania
vyrobkov.

Na InStitate vzdelavania veterindrnych lekarov v KoSiciach (IVVL) bolo zriadené na zéklade
dohody medzi Statnou veterinarnou a potravinovou spravou Slovenskej republiky
a Univerzitou veterinarskeho lekarstva v Kogiciach —spoloéné pracovisko Specializované
senzorické laboratorium (SSL).

Vnutorné zariadenie SSL spiia vsetky poziadavky Smernice pre usporiadanie senzorického
pracoviska STN ISO 8589. SSL mé akreditovany Certifikaény organ (CO) pre oblast
personalnej certifikdcie v kompatibilite s normou ISO 45 013 ako jediny organ tohto druhu
v ramci SR, v sucasnosti akreditovany Slovenskou narodnou akredita¢nou sluzbou (SNAS)
podl'a EN /ISO/ IEC 17024:2003 ako Certifikacny organ pre personalnu akreditaciu osob pre
oblast’ systémov zabezpecenia kontroly potravin (systémov HACCP) a oblast’ senzorického
posudzovania potravin.

Program SSL pre vzdeldvanie o0s6b na IVVL v Kosiciach v oblasti senzorického
posudzovania potravin je zostaveny ako trojdielny takto:

/ Zakladné vzdelavanie \

Specialne vzdelavanie Specifické vzdelavanie pre komodity

MATERIAL A METODIKA
V studii boli porovnavané 3 hodnotitel'ské panely, ktoré tvorili Studenti v pocte 30 0sdb
s rozdielnou dobou hodnotenia (rano — skupina A, predpoludnim — skupina B, popoludni —
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skupina C). Prva skupinu reprezentovalo 10 Studentov, druht skupinu 10 Studentov a tretiu 10
Studentov III. ro¢nika Studijného odboru Hygiena potravin UVL v KoSiciach s minimalnymi
znalostami o systéme a spdsobe hodnotenia potravin. Testy boli vykonavané v SSL na IVVL
v Kogiciach. Po naslednej intruktazi v SSL sa podrobili vlastnému testovaniu v &asovom
limite do 60 min. Vykonanie praktickej skuSky spdsobilosti v oblasti senzorického
posudzovania potravin prebiehalo v zmysle STN 56 0110.

Testovanie pozostavalo z absolvovania Speciadlneho testu, zalozeného na principe poznania
jednotlivych senzorickych kvalit a rovni. Test pozostaval z tychto skusok:

Skuska na rozoznavanie Styroch zakladnych druhov chuti

Skuska rozozndvania prahovych koncentrécii chutovych latok

Pérova skaska schopnosti uréenia prahovych rozdielov chuti

Skuska overenia chutovej a cuchovej pamiiti

Skuska schopnosti urcenia poradia podl'a intenzity vone

Skuska schopnosti uréenia poradia podla intenzity farby

Péarova skaska schopnosti uréenia prahovych rozdielov vone

Skuska na urovanie charakteru vone

e B e

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky z protokolov testovanych o0s6b boli spracované a vyhodnotené oproti
vyhodnocovacej metodike uvadzanej v Prirucke kvality Certifika¢ného organu pre personalnu
certifikdciu pracovnikov vykonavajicich senzorické posudzovanie potravin na IVVL
v KoSiciach. Sumarne ich uvddzame v tabul’kovej forme takto:

Tab. 1 Sktiska na rozoznavanie $tyroch zakladnych druhov chuti

Charakter chuti A B C SPOLU
% % % %
SLADKA 100 91,6 75 89,3
KYSLA 38,9 0 37,5 26,0
HORKA 38,9 43,7 18,75 34,0
SLANA 77,7 62,5 75,0 72,0
VODNATA 33,3 37,5 62,5 44,0
Tab. 2 Sktiska rozozndvania prahovych koncentracii chutovych latok
Charakter chuti A B C SPOLU
% % % %
SLADKA 88,9 62,5 75,0 76,0
SLANA 66,6 25,0 50,0 48,0
KYSLA 55,5 25,0 37,5 40,0
HORKA 44 4 25,0 62,5 44,0
SLADKA 77,7 50,0 87,5 72,0
SLANA 33,3 25,0 50,5 36,0
Tab. 3 Parova skuska schopnosti uréenia prahovych rozdielov chuti
A B C SPOLU
Par % % % %
&,
1 77,7 87,5 100,0 88,0
2 66,6 62,5 87,5 72,0
3 222 25,0 75,0 40,0
4 222 25,0 37,5 28,0
5 66,6 87,5 100,0 84,0
6 88,9 50,0 75,0 72,0
7 88,9 50,0 75,0 72,0
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Tab. 4 Skaska overenia chut'ovej a cuchovej paméti

A B C SPOLU
Par % % % %
¢
1 66,7 37,7 75,0 60,0
2 88,9 50,0 75,0 72,0
Tab. 5 Skuska schopnosti uréenia poradia podl'a intenzity vone
A B C SPOLU
Vzorka %o Yo % %
¢.
1 55,5 100,0 100,0 84,0
2 333 75,0 87,5 64,0
3 22,2 37,7 75,0 44,0
4 55,5 25,0 50,0 44,0
5 88,9 62,5 62,5 72,0
6 88,9 62,5 50,1 68,0
Tab. 6 Skuska schopnosti urCenia poradia podla intenzity farby
A B C SPOLU
Farba % % % %
Cervend 91,1 91,2 87,5 90,0
Oranzova 86,6 93,7 85,0 88,4
Zakal 61,1 42,5 67,5 57,2
Tab. 7 Parova skuska schopnosti uréenia prahovych rozdielov vone
A B C SPOLU
Par % % % %
¢.
1 77,7 62,5 75,0 72,0
2 100,0 87,5 100,0 96,0
3 100,0 87,7 100,0 96,0
4 88,9 100,0 75,0 88,0
5 88,9 87,7 100,0 92,0
6 100,0 50,0 75,0 76,0
7 100,0 75,0 87,7 88,0
Tab. 8 Skuska na urCovanie charakteru vone
A B C SPOLU
Vzorka % % % %
¢.
Paprika 55,5 37,5 25,0 40,0
C. korenie 100,0 100,0 100,0 100,0
Skorica 100,0 100,0 87,5 96,0
Udiva 11,1 37,5 50,0 32,0
Klin¢ek 88,9 100,0 87,5 92,0
Rasca 100,0 100,0 87,5 69,0
Fenykel 66,6 50,0 50,0 56,0
Majoranka 44 4 25,0 37,5 36,0
Kéva 100,0 100,0 100,0 100,0
Etanol 100,0 87,5 62,5 84,0

Z vysledkov uvadzanych v tabul’ke €. 1 vyplyva, Ze Studenti najlepSie rozoznévali sladka chut’
(100 % uspesnost’ pre skupinu A, skupinu B 91,6 % a 75 % v skupine C). Kyslu, horku
a vodnatt chut’ doké4zala rozoznat’ menej nez polovica Studentov.

Pri rozoznavani prahovych koncentracii (tab.2) do tolerovatel'nej koncentracie vzoriek
v jednotlivych radoch Studenti najlepSie registrovali sladkt chut’ 88,9% skupina A a 87,5% v
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skupine B. Slanu, kysla ahorkt chut' rozoznavali priblizne rovnako v rdmci medznych
noriem.

Urcovanie prahovych koncentracii v parovej skuske (tab. 3) bolo najuspesnejsie v skupine C
(100% v paroch 1 a 5).

Vysledky uvadzané v tabulke €. 4 potvrdzuju, ze skupina A a skupina C hodnotili vzorky
priblizne rovnako (skupina A 66,7%, skupina C 75%) len predpoludiajSia skupina B mala
ovel'a mensiu Uspesnost’ (37,7%).

Z tabulky €. 5 vyplyva uspesnost’ poradia skusky v jednotlivych skupindch, pricom vyssia
uspesnost’ bola dosiahnutd v skupine B (100%) a v skupine C (100%), ktoré spravne urcili
vzorky s vySSou intenzitou vone. Skupina A (88,9%) lepSie urcila vzorky s niZSou intenzitou
vone.

Ako uvédza tabul’ka 6 vSetky tri skupiny urcili poradie vzoriek podla intenzity farby priblizne
rovnako (Cervend farba vzoriek - 91,1% A, 91,2% B, 87,5% C). Pri hodnoteni zakalu bola
uspesnost’ mensia v rozmedzi 42,5 - 67,5 %.

Pri urCovani prahovych rozdielov vone (tab. 7) najviac uspesné boli skupiny A a C, ktoré
dosiahli 100% spravnych odpovedi.

V zaverec¢nej skuske testu (tab. 8) sme zistili, Ze najlepSie urcili charakter jednotlivych voni
vzoriek Studenti zo skupiny A, ktori hodnotili rdno azo skupiny B, ktori hodnotili
predpoludnim. Menej spravne uréenych vonovych kvalit bolo v popoludnajsej skupine C.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov testu a celkového hodnotenia mézeme konstatovat, ze je
potrebné neustale nielen vychovavat’ novych posudzovatel'ov, ale formou udrziavacich testov
na roznych urovniach zdokonalovat okrem teoretickych znalosti aj  fyziologicko-
psychologické parametre senzorickych orgdnov posudzovatelov. Naleziti pozornost’ je
potrebné venovat’ aj vzdeldvaniu v oblasti pojmov senzorickych vlastnosti vyrobkov, ktoré
Casto- krat moézu skresl'ovat’ objektivitu vysledkov.
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MORFOLOGICKE VARIACIE TRUNCUS COSTOCERVICALIS SINISTER,
ARTERIA INTERCOSTALIS SUPREMA SINISTRA, ARTERIA CERVICALIS
SUPERFICIALIS DEXTRA U KRALIKA

Vdoviakova K.

Ustav anatémie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Cielom naSej prace je poukdzat' na niektoré anatomické zvlaStnosti v cievnom systéme
kralika (Oryctolagus cuniculus f. domestica). V praci sme pouzili 30 kralikov plemena
novozélandsky biely kralik. Kraliky boli utratené inhalacnou metédou pomocou éteru.
Nasledne sme cievny systém preplachli fyziologickym roztokom NaCl. Takto pripraveny
material sme nastrekovali hmotou Duracryl Dental® na baze polymetylmetakrylatu (PMMA)).
Nastrekova hmotu sme pripravili zmieSanim 1,5 — 2 objemovych dielov polyméru s 1 dielom
monomeéru. Na farebné zvyraznenie sme pouZili farbivo olejova cerven O primieSané k tekutej
zlozke Duracrylu. Po premieSani sme hmotu nasali do injek¢énej striekacky a aplikovali do
cievného systému kralika. Maceraciu mékkych tkaniv sme previedli v 2 — 3% roztoku KOH,
pri teplote 60 — 70°C. V nasej praci sme zistili, Ze truncus costocervicalis sinister odstupuje
z arcus aortae v 18 % pripadov a z arteria subclavia sinistra v 82 % pripadov. Arteria
intercostalis suprema sinistra je vetvou z arteria subclavia sinistra v20 % pripadov a
spolo¢nym kmeilom s arteria thoracica interna sinistra v 80 % pripadov. Arteria cervicalis
superficialis dextra odstupuje spolocnym kmenom s arteria vertebralis dextra z arteria
carotis communis dextra v 7% pripadov a ako vetva od arteria subclavia dextra v 93 %
pripadov.

UVOD
Kralik (Oryctolagus cuniculus f. domestica) je jedno znajCastejSie pouzivanych
laboratornych zvierat. Vzhladom nato, ze cievny systém tohto druhu je velmi malo

rozpracovany, v nasej praci sme sa rozhodli poukdzat’ na jeho zvlastnosti. (FleSarova a kol.,
2003).

MATERIAL A METODY

Pri vyskume morfologickych varidcii cievneho systému sme pouzili 30 kralikov plemena
novozélandsky kralik. Eutanazia bola vykonand pomocou éteru inhala¢nou metdédou. Ako
perfuzne médium sme pouzili fyziologicky roztok NaCl. Na vyvolanie perfuzneho tlaku sme
pouzili peristaltické Cerpadlo s regulaciou tlaku perfizneho média. Spravny priebeh perfuzie
sme zistili podl'a vyblednutia tkaniv. Preplachovanie sme ukoncili potom, ako fyziologicky
roztok NaCl vytekajuci z venozneho systému bol priehl'adny, nie sfarbeny na cCerveno.
Perfizne kanyly sme opatrili mikkou plastovou hadickou naplnenou perfiznym roztokom.
Hadic¢ku sme uzavreli svorkou a zaistili ligaturou. Na néstreky sme pouzili hmotu Duracryl
Dental, na béaze polymetylmetakrylatu (PMMA). Dodédva sa v baleni 100g praskového
polyméru a 50 ml tekutého monoméru, pripadne v baleni 500g a 250 ml. Zakladni hmotu sme
pripravili zmieSanim 1,5 az 2 objemovych dielov polyméru s 1 dielom monoméru. Na
pripravu farebnych odtieniov preparatov sme pridali k tekutému monoméru farbivo olejova
cervenn O. Po 1 - 2 minttach sme zmes nasali do injek¢nej striekacky a pristapili k nastreku.
Maceraciu mékkych tkaniv sme previedli v 2 - 3% roztoku KOH, pri teplote 60 - 70°C tak,
aby tkaniva boli ponorené v roztoku. Macerdcia trvala priblizne 2 — 3 dni (Barta a kol.,
2002).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Obr.1 Odstup truncus costocervicalis Obr. 2 Odstup truncus costocervicalis
sinister z a. subclavia sinistra sinister z arcus aortae

Obr. 3 Odstup a. cervicalis superficialis Obr. 4 Odstup a. cervicalis superficialis
dextra spolu s a. vertebralis dextra dextra z a. subclavia dextra
Z a. carotis communis dextra

Obr. 5 Odstup a. intercostalis suprema Obr. 6 Odstup a. intercostalis suprema
sinistra z a . subclavia sinistra spolo¢nym kmeniom s a. thoracica interna
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Na korozivnych preparatech sme zistili, Ze truncus costocervicalis sinister odstupuje z arcus
aortae v 18 % pripadov a z arteria subclavia sinistra v 82 % pripadov. Arteria intercostalis
suprema sinistra je vetvou z arteria subclavia sinistra v20 % pripadov, a spoloénym
kmeniom s arteria thoracica interna sinistra v 80 % pripadov. Arteria cervicalis superficialis
dextra odstupuje spolocnym kmeniom s arteria vertebralis dextra z arteria carotis communis
dextra v 7% pripadov ako vetva od arteria subclavia dextra v 93 % pripadov.
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