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STUDIUM PROTIAGREGACNEHO UCINKU AKRIDINOV NA AMYLOIDNE
STRUKTURY LYZOZYMU

Bellova A", Balogova L. , Gazova 7.2, Daxnerova Z.3, Kristian P.! , Antalik M.
"Ustav chemickych vied, Katedra biochémie, Prirodovedeckd fakulta UPJS, KoSice
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ABSTRAKT

Studovali sme G¢inok roéznych akridinovych derivatov na tvorbu a na depolymerizaciu
lyzozgymovych amyloidnych agregatov in vitro. Inhibi¢né a depolymerizaéné vlastnosti
akridinovych derivatov boli sledované prostrednictvom Specifického viazania tioflavinu T
(ThT) do amyloidnych Struktir lyzozymu. Zistili sme, Ze na antiagregacnu aktivitu
sledovanych derivatov vplyva Struktira a dizka boéného retazca molekuly akridinu. Pre
skupinu akridinov, u ktorych bola pozorovana vysoka inhibi¢na a depolymeriza¢na aktivita
sme pomocou fluorescen¢nej intenzity ThT urcili hodnoty ICsy (koncentracia akridinu pri
50% inhibicii) a DCsg (koncentracia akridinu pri 50% depolymerizécii). Tieto hodnoty sa pre
najviac u¢inné akridinové derivaty pohybovali vrozmedzi od 5-50 pM. Tvorba
lyzozymovych agregatov a ucinok akridinov boli potvrdené elektronovou mikroskopiou.

UvOoD

Tvorba proteinovych amyloidnych agregatov stivisi s mnohymi 'udskymi chorobami, ktoré sa
oznacuju ako amyloidozy. Medzi tieto choroby patria neurodegenerativne choroby
(Alzheimerova, Parkinsonova, Huntingtonova, transmisné spongioformné encefalopatie) ako
aj diabetes typu 2, s dialyzou spojena amyloiddza alebo rozne systémové amyloidozy (Kelly,
2000). Aj ked sa jednotlivé amyloidné choroby prejavuji réznymi klinickymi
a biochemickymi znakmi, ich spolo¢nou vlastnostou je pritomnost” amyloidnych agregatov,
ktoré su lokalizované v roznych castiach tela. Amyloidné depozity su prednostne tvorené
jednym prekurzorovym proteinom, ktory je charakteristicky pre danii amyloidézu. Dodnes je
znamych viac ako 20 réznych proteinov a peptidov (napr. AP -peptid, tau, alfa-synuklein
huntigton, amylin, beta2-mikroglobulin, lyzozym), ktoré st spojené s tvorbou amyloidnych
agregatov v l'udskom tele (Dobson, 2004).

V sucasnosti nie je mozné efektivne liecit’ amyloidné ochorenia, ale vel'mi sI'ubnou stratégiou
sa zda byt blokacia agregacie proteinu, pripadne rozbitie amyloidnych Struktir pomocou
roznych latok napriklad peptidov alebo protilatok (Mason a kol., 2003). Ukazalo sa, ze Siroké
spektrum malych organickych molektl (polyfenoly, porfyriny) je tiez schopné inhibovat
amyloidni agregaciu arozruSovat vytvorené amyloidné¢ filamenty in vitro ako
aj v bunkovych kultarach (Taniguchi a kol., 2005, Khlistunova a kol., 2006).

Experimentdlne wdaje ziskané v poslednych rokoch poukazuji na vyznamni tlohu
aromatickych Struktir v procese inhibicie, pripadne deStrukcie amyloidnych agregatov
(Dolphin a kol., 2008). U akridinov je jadro tvorené troma aromatickymi kruhmi. Vzhl'adom
na tuto skuto¢nost’ by akridinové derivaty mohli byt idedlnou latkou s anti-amyloidnymi
vlastnost’ami. Napriek tomu, existuje len par Studii zaoberajucich sa u¢inkom akridinov na
amyloidni agregaciu. Aitken akol. ukdzali, ze akridinovd oranzova zabrafiuje premene
I'udského amylinu na nerozpustnii amyloidni formu (Aitken 2003). Derivaty bis-akridinov
boli identifikované ako uginné inhibitory replikacie pridnového proteinu PrP* in vitro
(Dollinger a kol., 2006) a v bunkach (May a kol. 2003). Nedavno bolo zistené, Ze quinakrin
a quinakrinova hor¢icova su schopné potlacit’ AP a tau amyloidnu polymerizaciu (Masuda,
2006). Velmi zaujimavym zistenim je fakt, Ze multimérny quinakrinovy konjugat je
efektivnym inhibitorom tvorby AB- amyloidnych fibril (Dolphin a kol., 2008).



Stadium vplyvu planarity zékladného skeletu akridinu na tvorbu amyloidnych agregatov
z lyzozymu ukézalo, ze planarita jadra je jednou z vyznamnych podmienok vysokej inhibi¢ne;j
aktivity (Gazova a kol., 2008). V nadvédznosti na tato pracu sme sledovali vplyv bocného
retazca na anti-amyloidné vlastnosti akridinovych derivatov. Studovali sme in vitro G¢inok
roznych akridinovych derivatov s réznymi bo¢nymi retazcami na vznik a depolymerizaciu
lyzozymovych amyloidnych fibril, ktoré vytvaraji masivne amyloidné depozity v peceni a
oblickach u 'udi trpiacich dedi¢nou systémovou amyloid6zou.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie - Lyzozym z vaje¢ného bielka, tioflavin T (ThT), KonZské ¢ervena (CR) a glycin
boli ziskané od firmy Sigma. Rézne derivaty akridinov poskytla Katedra organickej chémie,
PF UPJS. Chlorid sodny (NaCl) bol z firmy LaChem.

Tvorba lyzozymovych amyloidnych fibril — amyloidné fibrily boli pripravené 2 hodinovou
inkubéciou 10 uM lyzozymu (10 uM) v 70 mM glycinovom tlmivom roztoku, pH 2,7,

v pritomnosti 80 mM NaCl pri teplote 65 °C za staleho miesania (Vieira a kol., 2006). Tvorba
amyloidnych fibril bola sledované prostrednictvom viazania ThT a CR ako aj elektronovou
mikroskopiou.

Viazanie ThT - ThT bol dodany ku proteinovému roztoku tak, aby jeho kone¢nd koncentracia
bola 20 uM. Viazanie ThT do amyloidnych fibril je sprevddzané narastom intenzity
fluorescencie v emisnom spektre, ktora bola merand  spektrofluorimetrom 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 urend posunom absorpcného piku CR z 495 nm na 503 nm a tvorbou pleca pri 540
nm pomocou absorpéného spektrofotometra (Specord S100, Analytik Jena).

Identifikacia inhibitorov lyzozymovej amyloidnej agregacie pomocou viazania ThT —Inhibi¢né
a depolymeriza¢né schopnosti akridinovych derivatov boli detekované prostrednictvom
viazania ThT. V pripade merania inhibiénych schopnosti akridinov bol pridany derivat
akridinu (200 uM koncentracia) do roztoku 10 uM lyzozymu v pritomnosti 80 mM NacCl (70
mM glycinovy tlmivy roztok, pH 2,7). Roztok bol za stdleho mieSania inkubovany 2h pri
teplote 65 °C. Pre meranie depolymerizaénych vlastnosti akridinov bol pridany 200 pM
akridinovy derivat k 10 uM lyzozymovych fibrildm 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 (vysledné koncentracia 20 uM) zmerana fluorescencna intenzita. Pre derivaty s vysokou
inhibicnou a depolymeriza¢nou aktivitou detekovanou pre 200 uM koncentraciu bola
sledovana ich aktivita pre koncentracie akridinov v rozmedzi od 100 pM do 1 mM. Na
zaklade tychto merani sme urcili hodnotu ICsy ( koncentricia akridinu, pre ktorti bola
pozorovana 50% inhibicia tvorby amyloidnych fibril) a DCs, (koncentracia akridinu, pre
ktort bola pozorovana 50% destrukcia amyloidnych fibril). VSetky merania boli uskuto¢nené
minimalne trikrat.

Transmisna elektronova mikroskopia — roztok obsahujuci 10 uM lyzozym alebo lyzozymové
fibrily pred alebo po inkubacii s akridinmi (200 uM) bol naneseny na formvarom potiahnuté
medené alebo niklové mriezky (1 min) a negativne zafarbeny s 2% uranyl acetatom (45s). Po
vysusSeni boli vzorky analyzované na elektronovom mikroskope Tesla BS 500 pracujucim pri
60 kV.



VYSLEDKY A DISKUSIA

Jednou z terapeutickych alternativ pri amyloidnych chorobach je zabranenie vzniku
Specifického agregatu, jeho rastu, pripadne jeho desStrukcia prostrednictvom rdznych
nizkomolekularnych latok. Studovali sme G¢inok akridinovych derivatov s r6znou Struktirou

bo¢ného retazca na formovanie
amyloidnych agregéatov z lyzozymu
in vitro. Vytvorenie lyzozymovych
amyloidnych fibril bolo potvrdené
viacerymi technikami (viazanie ThT
a Konzskej cCervenej, elektronova
transmisna mikroskopia). Studované
latky sme podla ich Struktary
rozdelili do dvoch tried, 1) derivaty
akridinov (P1-P10) a2) derivaty
akridinov s cukornou  zlozkou
v terminalnej  skupine  (C1-C7).
Vsetky tieto derivaty sa vyznacuju
planarnym  zékladnym  skeletom
a alifatickym postrannym ret'azcom
v pozicii C9, ktory méa réznu dizku
atermindlnu  skupinu  (Obr. 1).
Inhibi¢na aktivita akridinovych
derivatov bola rozna, v pripade C1-C7
pozorovand vysoka inhibi¢na aktivita
(Obr.2). Podobny vysledok bol zisteny
sledovani ~ schopnosti  deStruovat’
lyzozymové amyloidné fibrily. Pre

efektivne akridinové derivaty sme
pomocou fluorescencie  ThT
sledovali ich ucinnost’

v zéavislosti od koncentracie. Na
zéklade tychto merani sme urcili
hodnoty ICsp aDCsy. Tieto
hodnoty sa pre viaceré derivaty
(C2, C7, P6, P10) pohybovali v

C2 P6
N
~
() s )
J 7
H—N =N-N" "NH HNL
o\\< NH
o
H.Co
L) b moy
0
0O o }/\
Y \< o
0 o)

Obr. 1. Strukturne vzorce dihydroakridinového C2
a akridinového P6 derivatu
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Obr.2. Utinok akridinovych derivatov na inhibiciu tvorby
lyzozymovych fibril monitorované pomocou fluorescencie
ThT. Kontrola - fluorescencnd intenzita ThT po naviazani do
lyzozymovych amyloidnych fibril bez pritomnosti akridinu
(100%).

mikromolarnej oblasti. Anti-amyloidnd schopnost’

najefektivnejSich derivatov bola potvrdend aj pomocou elektronovej mikroskopie. Po
pdsobeni efektivneho derivatu (P6, P10

Obr. 3. TEM obrazok lyzozymovych
amyloidnych fibril bez akridinu (A)

a v pritomnosti 100 uM akridinového
derivatu P6 (B) a P10 (C). Mierka: ¢iara
predstavuje 500 nm.

, C2) sme videli podstatne mensi pocet fibril, ako aj
ich rozruSenie (Obr.3).

Na zéklade ziskanych vysledkov sme zistili, Ze
antiagrega¢na aktivita akridinovych derivatov je
vyrazne ovplyvnena Strukturou ich bo¢ného retazca.
Z nasich  vysledkov  vyplynulo, Ze cukornata
terminalna skupina vyrazne zvySuje ako inhibi¢nu
tak aj depolymeriza¢nt aktivitu derivatov. Podarilo
sa nam identifikovat’ latky s vysokou inhibi¢nou
a/alebo  antiagregatnou  aktivitou.  Spomedzi
Studovanych akridinovych derivatov sa latky P6, P10,
C2, C7 vyznacuju nizkymi hodnotami ICsy a DCsq (5-
50 uM), ¢o naznacuje ich pripadné pouzitie na
terapeutické ucely. Tieto zliceniny preto poskytuju
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zéaklad pre cieleny vyvoj lie¢iv amyloidnych chorob na baze akridinov.
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ANTIOXIDACNY STATUS A FAGOCYTARNA AKTIVITA V KRVI BROJLEROV
KRMENYCH DIETAMI KONTAMINOVANYMI KOMBINACIOU FUZARIOVYCH
MYKOTOXINOV A ERGOSTEROLU

Borutova R.

Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom pokusu bolo skiimat’ ucinky diét kontaminovanych fuzariovymi mykotoxinmi
deoxynivalenolom (DON) a zearalenonom (ZEA) na fagocytarnu aktivitu leukocytov, aktivitu
glutatién peroxidazy (GPx) v krvi a tkanivach, superoxid dismutazy (SOD) v erytrocytoch,
aktivitu y-glutamyltransferazy (GGT) v plazme a koncentracie malondialdehydu (MDA)
vplazme a tkanivach. Brojlery hybrida Ross boli od prvého dna zivota kfmené
nekontaminovanou diétou HYD-01 BRI1. Vo veku 14 dni boli rozdelené do Styroch
pokusnych skupin. Prvd pokusnd skupina (negativna kontrola) vtadkov bola nad’alej kfmena
nekontaminovanou diétou HYD-01 BR1. Druha pokusna skupina vtakov (pozitivna kontrola)
dostavala nekontaminovant diétu s pridavkom chemicky modifikovaného ligninu
v koncentracii 0,5 % kompletnej diéty. Tretia pokusna skupina brojlerov bola kimena
kontaminovanou diétou na baze psenice s obsahom DON (2,95 mg.kg") a ZEA (1,59 mg.kg’
", zatial’ o §tvrta pokusna skupina dostavala diétu s takym istym obsahom mykotoxinov a
stiCasne bola suplementovana ligninom v koncentracii 0,5% kompletnej diéty. Vysledky
poukazali na signifikantne zvySenu fagocytarnu aktivitu leukocytov vtakov, ktoré dostavali
diétu suplementovanu ligninom (0,5%). Skrmovanie mykotoxinmi kontaminovanych diét
signifikantne zvysilo aktivitu GPx v obli¢ke a peceni, GGT aktivitu v plazme a hladiny MDA
v tkanive obliciek brojlerov. Na druhej strane aktivita GPx a hladiny MDA v tkanive ¢revnej
sliznice, tak ako aj aktivity GPx vkrvi aSOD v erytrocytoch neboli diétami
kontaminovanymi mykotoxinmi ovplyvnené. Ziskané vysledky poukazuju na to, Ze stredne
vysoké hladiny deoxynivalenolu a zearalenénu v diétach zvysili oxida¢ny stres, no nemali
negativny ucinok na fagocytarnu aktivitu krvi. Na druhej strane pritomnost’ ligninu v diéte
mala pozitivny ucinok na fagocytdrnu aktivitu  polymorfonuklearnych buniek v krvi
brojlerov.

UvOoD

Deoxynivalenol (DON) a zearalenoén (ZEA) patria do skupiny trichotecénovych mykotoxinov
produkovanych viacerymi druhmi plesne Fuzarium. DON je zndmym inhibitorom
proteosyntézy, viaze sa na peptidyl transferazu (Feinberg a McLaughlin, 1989), alebo priamo
na ribozom, ¢im inhibuje proteosyntézu, syntézu DNA a RNA. ZEA aj napriek tomu, Ze nemé
steroidn  Struktiru, ma ucinky streroidnych hormoénov estrogénov. DON po absorbcii
v gastrointestindlnom trakte podstupuje de-epoxidéciu 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 -zearalenénu
(beta-ZOL), ktory je niekol'ko krat aktivnejsi ako samotny ZEA (Malakinejad a kol., 2005).
Lignin je jednou zo zdkladnych zloziek dietetickej vlakniny, viaze rozne Skodlivé produkty
metabolizmu a ma vlastnosti skavendzera vol'nych radikalov (Lu a kol., 1998).

Cielom experimentu bolo zistit, ¢ moézu koncentracie do 3 mgkg' deoxynivalenolu
v kombinécii so zearalendnom spdsobit’ zvySeny oxidacny stres organizmu hydiny, ktora je
voci u¢inkom samotného deoxynivalenolu malo citliva.

MATERIAL A METODIKA
Brojlery hybrida Ross 308 boli od prvého dna zivota kimené nekontaminovanou diétou HYD-
01 BR1. Vo veku 14 dni boli brojlery rozdelené do Styroch pokusnych skupin. Prva pokusna
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skupina (negativna kontrola) vtdkov bola kfmena nekontaminovanou diétou HYD-01 BR1 na
baze pSenice (40%). Druhd pokusnd skupina vtadkov (pozitivna kontrola) dostavala
nekontaminovanu diétu s pridavkom chemicky modifikovaného ligninu v koncentracii 0,5 %
kompletnej diéty. Tretia pokusnéd skupina brojlerov bola kimena kontaminovanou diétou na
béaze pienice s obsahom DON 2,95 mg.kg”, ZEA 1,59 mg.kg'a ergosterolu 103,8 mg.kg™,
zatial' ¢o Stvrtd pokusnd skupina dostavala diétu s takym istym obsahom mykotoxinov a
ergosterolu, ale zaroven bola suplementovana ligninom v koncentracii 0,5 % kompletne;j
diéty. Brojlery boli vo veku 4 tyzdiov anestetizované zmesou ketaminu (Narkamon 5%)
a xylazinu (Rometar 2%) pre odber krvi intrakardidlnou punkciou. Vzorky pecene, oblicky
a ¢revnej sliznice boli odobraté po eutanazii. Aktivita GPx (EC 1.11.1.9) bola stanovena
metdédou podla Paglia a Valentine (1967) pouzitim Ransel kitu (Randox, VB). Koncentracie
MDA v tkanivach pecene, oblicky a €revnej sliznice boli stanovené podl'a Jo a Ahn (1998).
Aktivita GGT bola stanovena pouzitim kitu Randox, VB metdédou podl'a Szasza (1969), bol
pouzity Assay kit (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO). Obsah hemoglobinu a aktivita SOD
(EC 1.15.1.1) verytrocytoch boli analyzované metdédou podla Arthur a Boyne (1985)
s pouzitim kitov (Randox, VB). Koncentracia bielkovin v tkanivach bola stanovena podla
Bradforda (1976). Koncentracie ergosterolu v psenici boli stanovené fluorodensitometrickou
metddou podla Bailly a kol., (1999). 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 udavané ako priemer =SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Brojlery hybrida Ross nevykazovali Ziadne viditel'na klinické priznaky toxikozy pocas celej
doby trvania experimentu.

Aktivity GPx ahladiny MDA v tkanive oblicky boli signifikantne zvySené u brojlerov
kfmenych kontaminovanou diétou, ako aj kontaminovanou diétou suplemenovanou ligninom
(0,5 %). Aktivita GPx v peceniovom tkanive bola signifikantne zvySena len v skupine vtakov
kfmenych kontaminovanou diétou s pridavkom 0,5 % ligninu (Tab 1.)

Tab 1. Hladiny malondialdehydu (MDA) a aktivity glutation peroxidazy (GPx) v tkanivach organov
brojlerovych kuréiat kimenych diétou kontaminovanou DONom (2,95 mg.kg™") a ZEA (1,59 mg.kg™)
suplementovanou ligninom (0,5 %). Hodnoty st = SEM. n=8

Pozitivna DON (2,95 mg.kg™)
. DON
Parameter Negativna kontrola kontrola (2,95 mg k _1) +
Lignin (0,5 %) 72 MEKE Lignin (0,5 %)
Duodenalna sliznica
-1
MDA (nmol.g 50,10+7,88 44,67+821 77.37+12,81 77.28+8,35
bielkovin)
-1
GPx (U.g 6374118 3.67+1.23 3.46+0.87 5.68+1.44
bielkovin)
Pecen
-1
MDA (nmol.g 299,9 +50,94 282,7433,35 275,5+29,82 359,5+30,05
bielkovin)
-1
GPx (U.g 13,74+2,08" 17,17 £1,12% 18,811,79% 21.16+2,16°
bielkovin)
Oblicka
-1
MDA (nmol.g 133.2 +8.43° 211,8+23 45% 236.,6:25,88° 246,9+21,73°
bielkovin)
-1
GPx (U;g 9,78+2,65" 10,13+1,07° 56,27+3,68° 44,78+5,70°
bielkovin)

2® Rozdielne horné indexy v ramei riadku oznaduji signifikantné rozdiely medzi skupinami (P<0,05)
DON = deoxynivalenol; ZEA = zearalenon
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Aktivita GGT v plazme bola signifikantne zvySend v obidvoch skupinach brojlerov, ktoré
dostavali diéty kontaminované mykotoxinmi. Aktivita GPx v krvi, SOD v erytrocytoch
a hladiny MDA v plazme neboli u¢inkami mykotoxinov, alebo ligninu signifikantne zmenené
(Tab 2.)

Tab 2. Aktivita glutation peroxidazy (GPx) v krvi, superoxid dizmutazy (SOD) v erytrocytoch,
aktivita y-glutamyl transferazy (GGT) a koncentracia malondialdehydu (MDA) v plazme brojlerov
kfmenych diétou kontaminovanou DONom (2,95 mg.kg") a ZEA (1,59 mg.kg™") a suplementovanou
ligninom (0,5 %). Hodnoty st1 + SEM. n=8

DON (2,95 mg.kg™)

Pozitivna kontrola DON

Parameter Negativna kontrola L N 1 +
Lignin (0,5 %) (2,95 mg.kg™) Lignin (0,5 %)

IGIEE)V krvi (U.g 100,5+10,50 100,6+9,52 113,4+4,61 105,4£5,38
SOD v
erytrocytoch 1028+66,6 1089+90,1 1028+155,8 1119+98,8
(U.g"' Hb)
%GLT_ 1\)/ plazme 47,1943 26" 48,19+3,28" 64,92+2,47° 50,26+4,18°
MDA v pl_:;lzme 0,28+0,04 0,35+0,05 0,44+0,04 0,52+0,10
(nmol. ml™)

*® Rozdielne horné indexy v ramei riadku oznaduju signifikantné rozdiely medzi skupinami (P<0,05)
DON = deoxynivalenol; ZEA = zearalen6n

Fagocytarna aktivita v krvi brojlerov bola signifikantne zvySend v obidvoch skupinach
vtakov, ktoré¢ dostavali diéty suplementované ligninom (0,5 %) (Tab.3)

Tab 3. Uginky diét kontaminovanych DONom (2,95 mgkg') a ZEA (1,59 mgkg') a
suplementovanych ligninom (0,5 %) na fagocytarnu aktivitu* a index fagocytarnej aktivity” v krvi
brojlerov. Hodnoty stt + SEM. n=6

~., -1
Negativna Pozitivna DON DON (2,95 mg.kg™)
Parameter Kontrola kontrola (2,95 mg k _1) +
Lignin (0,5 %) 72 ME.Kg Lignin (0,5 %)
Fagocytarna aktivita (7o) 40+2,21° 66,38+3,68" 45,38+3,04* 61,5+2,29
Index fagocytarnej aktivity 1,96+0,15 2,81+0,44 2,04+0,9 2,14+0,16

% Rozdielne horné indexy v ramei riadku oznaduju signifikantné rozdiely medzi skupinami (P<0,05)
*Pocet leukocytov, ktoré obsahuju minimalne tri pohltené MSHP castice/100 leukocytov (neutrofily,
monocyty)

* Poget pohltenych MSHP &astic/celkovy podet pozorovanych neutrofilov a monocytov

DON = deoxynivalenol; ZEA = zearalen6n

Nase vysledky poukazuji na zvySenu produkciu MDA v obli¢ke a nasledné zvySenie aktivity
GPx vtomto tkanive u brojlerov, ktorym bola skrmovand diéta s obsahom fuzériovych
mykotoxinov DON a ZEA. V skupine tychto vtakov bola zvySend aj aktivita GPx v peceni, aj
ked ku signifikantnému zvySeniu MDA v tomto organe nedoslo. Peceni a oblicka su hlavnym
miestom metabolizacie obidvoch mykotoxinov, ktoré sa do nich dostdvaji priamo z duodéna.
U hydiny pravdepodobne existuje vysoko efektivny tzv. pecCenovy a oblickovy first-pass
efekt, ktory odstrani toxin este pred tym nez dosiahne systémovy krvny obeh (Rotter a kol.,
1996). Z nasich vysledkov vyplyva, ze DON v kombinacii s nizkymi koncentraciami ZEA
v diéte spdsobuje zvysenie lipidovej peroxidacie.

Tento fakt je potvrdeny aj signifikantnym zvySenim aktivity GGT v plazme, kde sérova GGT
je hlavnym ukazovatelom pecenovej dysfunkcie (Reynaud a kol., 2000). Nase zistenia mozZu
byt porovnatel'né¢ s vysledkami Faixova a kol. 2006, ktori zistili, Ze skrmovanie diét
kontaminovanych deoxynivalenolom o koncentracii 3 mg.kg-1 spdsobilo signifikantné
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zvysenie aktivity peceniového enzymu alaninaminotransferazy v plazme brojlerov, ¢o taktiez
pripisali poskodeniu pecene. NajnovSie Studie poukazuju na to, ze zvySené hladiny GGT
v plazme mozu byt povazované za skory ukazovatel’ oxida¢ného stresu (Lim a kol., 2004). Pri
lipidovej peroxidécii sa transformuje velké mnozstvo PUFA na peroxidy (Barber a Harris,
1994). V krvi brojlerov, ktoré dostavali diéty s pridavkom ligninu sme zistili signifikantne
zvySenu fagocytarnu aktivitu. Usudzujeme, Ze hlavna funkcia polymorfonukledrov ako je
pohlcovanie cudzorodych cCastic, destrukcia bakteridlnych, nddorovych a mftvych buniek bola
pridavkom ligninu v objeme 0,5 % kompletnej diéty pozitivne stimulovana.
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ANALYZA UROVNE BACHOROVEJ FERMENTACIE SACHARIDOV U DOJNIiC
Bujnék L., Vajda V.
Ustav vyzZivy, dietetiky a krmovinarstva, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo v sledovanych chovoch uvysokého poctu zvierat vo vzdjomnych
zéavislostiach analyzovat” vplyv rozdielneho obsahu vldknitych a nevlaknitych sacharidov
v kfmnej davke na turoveii bachorového metabolizmu. Urovei vyzivy bola hodnotena cez
sacharidové zlozenie TMR podl'a produkénych faz. Profil bachorovej fermentacie sacharidov
bol sledovany analyzou mnoZstva a vzajomného pomeru UMK. Kvantitativne stanovenie
UMK kyseliny octovej, propionovej a maslovej bolo vykonané metédou izotachoforézy.
Objemovy charakter kfmnych davok so zvySenim hodnét NDV individualne u 60% TMR
ovplyvnil charakter fermentacie s redukciou kyseliny propiénovej u 38% a zvySenim podielu
kyseliny octovej u57% dojnic v priprave na pdrod. Potvrdeny nizky stupei adaptacie
bachorového metabolizmu a prechod na koncentrovany typ TMR po pérode ma za nésledok
posun hodnét analyzovanych markerov bachorovej fermentacie mimo referencné hodnoty pre
tato fazu pri pH u90%, UMK 33%, kyselina octova 50%, kyselina propionova 42%
a nevyvazeny pomer C2:C3 u 60% z individualne vySetrenych vzoriek bachorového obsahu.

UvOD

Profil bachorovej fermentacie sacharidov analyzou hodnét pH, UMK, ako aj pomerného
zastupenia kyseliny octovej, propiénovej a maslovej v bachorovej tekutine ddva obraz o
urovni bachorovej fermentacie a ma vyznamnu diagnosticki hodnotu pre postdenie Grovne
energetického metabolizmu bachora (Vajda a kol., 2004). Uroveii bachorovej fermentacie
sacharidov odraza reakciu mikroflory na prijem kfmnej davky z hl'adiska mnozstva a pomeru
vlaknitych a nevlaknitych sacharidov, ako aj Strukturdlnosti zmesnej kimnej davky - TMR.
Bachorova fermenticia je velmi precizne biologicky anutriCne regulovany systém
spolupdsobenia mikroflory v bachore, krmiva a hostitel'ského zvierat’a.

Cielom prace bolo hodnotit’ a analyzovat’ vplyv sacharidového zloZenia kfmnej davky na
uroveii bachorovej fermentacie u dojnic podl'a produkénych faz.

MATERIAL A METODIKA

V chovatel'skych podmienkach v priebehu dvoch rokov na urovni 5 chovov
vysokoprodukénych dojnic v sérii 20 odberov boli analyzované Zlabové vzorky - TMR
(NDV, NVS) a bachorovy obsah pre analyzu urovne fermentacie (pH, UMK, C2:C3). Vzorky
boli odoberané od skupiny dojnic v priprave na porod, t.j. 2-3 tyzdne pred otelenim; 2-3
tyzdne po porode a pri vrchole laktacie t.j. do 70—-100 dni laktécie.

Nevlaknité sacharidy (NVS) boli vypocitané rovnicou podla analyzovaného obsahu Zivin
v krmivach - NVS = 100% - (%NDV + %NL + %Tuk + %Popol). Predtym boli vo vzorkach
krmiv Zl'abovych vzoriek v sledovanych chovoch analyzované konvenénymi metédami
susina, dusikaté latky (NL), hruby tuk (HT), popol a neutralne-detergentna vlaknina (NDV).
Profil bachorovej fermentacie sacharidov bol sledovany analyzou mnozstva a vzdjomného
pomeru UMK zo vzorky bachorového obsahu odobratého bachorovou sondou 4—6 hodin po
kfmeni. Kvantitativne stanovenie unikavych mastnych kyselin (UMK) kyseliny octove;j,
propidnovej a maslovej bolo vykonané metédou izotachoforézy.

VYSLEDKY A DISKUSIA
V prepartalnej faze — analyzované vztahy su zhrnuté v Tab.1
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Tab. 1: Analyza trovne bachorovej fermentacie u dojnic v priprave na porod
ref.hodnoty priemer £s individualne %

1 !
pocet chovov n=20
TMR NDV% 32-38 41,146,3 60 30
NVS% 30-35 35,5+4,1 45 15
pocet zvierat n=121
Bachor pH 6,4-6,6 6,58+0,33 41 22
UMK mmol/l 80-130 102,8+22,4 15 10
KO% 60-65 66,7+3,6 57 2
KP% 20-25 20,8+3,0 2 38
C2:C3 2,5-3:1 3,30£0,70 53 4

Kfmne davky analyzou nutricného zloZenia tak podla priemernych hodndt, ako aj pri
individudlnych odchylkach vykazuju objemovy charakter TMR so zvySenymi hodnotami
neutralno-detergentnej vlakniny (NDV) v priemere 41,1 + 6,3%, aj individudlne u 60%
sledovanych chovov. Mnozstvo nevlaknitych sacharidov (NVS) nad hornou hranicou 35,5 +
4,1%, s individualnym zvySenim u 45% chovov. Takyto charakter kimnych davok u dojnic
vo faze pripravy na porod vyznamne ovplyviuje adaptaciu metabolizmu bachora na
koncentrovany typ TMR skrmovany po porode.

Bachorova fermentacia s priemernou hodnotou pH 6,58 + 0,33, kde az 41% zvierat vykazuje
zvySené¢ hodnoty pH. Suma UMK v priemere na strednej urovni 102,8 + 22,4 mmol/l.
ZvySeny relativny podiel kyseliny octovej(C2) v priemere 66,7 + 3,6% s individudlnymi
zvySenymi hodnotami u 57% vysetrenych zvierat, s hodnotami kyseliny propiénovej(C3) na
dolnej hranici 20,8 + 3,0% a vyskytom zvySenych hodnot u38% zvierat s pomerom
C2:C3 (3,3 £ 0,7:1), so zvysenim pomerné¢ho zastipenia u 53% zvierat potvrdzuje charakter
fermentacie odpovedajici objemovému typu kfmnej davky s nizkym stupfiom adapticie
bachorovej fermentacie v priprave na porod.

V postpartalnej faze — analyzované vzt'ahy su zhrnuté v Tab.2

Tab. 2 : Analyza tirovne bachorovej fermentécie u dojnic do 21 dni po oteleni
ref.hodnoty priemer +s individualne %

1 l
pocet chovov n=20
TMR NDV% 30-35 36,1+3,6 60 5
NVS% 32-38 38,2+3,7 50 25
pocet zvierat n=121
Bachor pH 6,3-6,5 6,22+0,41 41 50
UMK mmol/l 80-130 117,6+18,8 23 10
KO% 60-65 63,0+4,5 30 20
KP% 20-25 24,4+3,9 31 12
C2:C3 2,5-3:1 2,68+£0,60 37 22

Analyza ukazuje na nahly prechod na koncentrovany typ TMR s hladinami NVS v priemere
na hornej hranici 38,2 + 3,7%, individudlne zvySenymi hladinami u 50% chovov. Nizky
stupen adaptacie bachora pred pérodom ma za nasledok pokles bachorového pH 6,22 + 0,41
v priemere pod dolna hranicu s individudlnym vyskytom acidifikacie bachora u 50% zvierat.
pH v bachore je vysledkom travenia sacharidov (produkcia kyselin), absorpcie a vyuZzitia
UMK a pufracnej kapacity (Beckman a Weiss, 2005). Beauchemin a kol. (2003) zistili, ze
vyskyt subklinickych acidoz sa zvysuje, ked’ pH v bachore klesé pod 5,8.

Systém kfmenia po porode je sprevadzany vzostupom sumarnych UMK v priemere 117,6 +
18,8mmol/l. Relativny podiel kyseliny octovej(C2) v priemere 63,0+4,5% na strednej Grovni s
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kolisanim individualne zvySenych hodndt u 30% a zniZenymi u 20% vySetrenych zvierat.
Analyzovany podiel kyseliny propiénovej(C3) v priemere na hornej Grovni 24,4 + 3,9 %
s vyskytom individudlne zvySenych hodnoét u 31 % zvierat. Pomer C2:C3 (2,68 + 0,60:1) na
optimalnej Urovni s individudlnymi odchylkami u37% resp. 22% zvierat signalizuje
rozdielnu adaptaciu bachorovej fermentacie u dojnic na koncentrovany typ TMR po porode.

Pri vrchole laktacie — analyzované vzt'ahy st zhrnuté v Tab.3

Tab. 3 : Analyza Grovne bachorovej fermentacie u dojnic pri vrchole laktacie
ref.hodnoty priemer+s individudlne %

1 !
pocet chovov n=20
TMR NDV% 28-33 33,6+5,1 40 10
NVS% 36-42 39,8+3,6 30 35
pocet zvierat n=121
Bachor pH 6,0-6,4 6,26+0,40 41 29
UMK mmol/l 80-130 116,6+22,6 23 10
KO% 60-65 63,5+3.9 31 17
KP% 20-25 23,6+3,1 23 9
C2:C3 2,5-3:1 2,75+0,50 28 24

Pretrvavajtlci stav hrani¢nych hodnét NDV v priemere 33,6 + 5,1% s individuédlne zvySenymi
hodnotami 40% TMR vystupuje, ako prejav neskorej vegetacnej fazy zberu objemovych
krmiv. Rozdielne davkovanie jadrovych krmiv ovplyviluje Uroveil obsahu nevldknitych
sacharidov s analyzovanou hodnotou v priemere na strednej urovni odporacanych hodnot.
Individualne zvySeny podiel bol potvrdeny u 30% a zniZeny u 35% TMR.

Bachorova fermentacia — v produkénej faze potvrdzuje vyraznu stabilizaciu analyzovanych
priemernych hodndt s priemernymi hodnotami pH 6,26 + 0,4, celkovych UMK 116,6 + 22,6
mmol/l, ako aj relativnej urovne kyseliny octovej 63,5 = 3,9% a kyseliny propiénovej
23,6 £3,1% vSetko na strednej trovni referenénych hodnot.

Zmena bachorového prostredia v zévislosti od typu krmiva priamo ovplyvituje mikrobialnu
populaciu, profil bachorovej fermentacie a utilizaciu zivin pre zviera a bachorovi mikrofloru
(Van Kessel a Russell, 1996). Mnozstvo a vzdjomny pomer produkovanych UMK je zavisly
od trovne fermentécie a zastipenia sacharidov v kimnej davke. Rozsah a rychlost’ bachorove;j
fermentacie sacharidov je zavisla od zlozenia krmiv a zivin v TMR a priamo ovplyviiuje
mnozstvo a pomer UMK v bachorovej tekutine (Sutton a kol., 2003).

Predlozena analyza urovne bachorovej fermentdcie sacharidov spracovana z vysledkov
u vysokého poctu zvierat achovov v najkritickejSich prechodnych fdzach apri vrchole
laktacie predstavuje mozny model diagnostického hodnotenia Urovne vyzivy v chovoch
dojnic.
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EXPRESIA ADIPOKINOV A ICH RECEPTOROYV POCAS PREIMPLANTACNEHO
VYVINU MYSI

Bukovska A

Ustav fyziolbgie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Tukové tkanivo produkuje mnozstvo rozlicnych bioaktivnych proteinov sthrne nazyvanych
adipokiny. Adipokiny zohravaji dodleziti ulohu pri regulécii celkovej telesnej rovnovahy
ovplyviiovanim mnohych biologickych a fyziologickych procesov. Produkcia vacsiny tychto
proteinov je zvySena napr. pri obezite, pri stave inzulinovej rezistencie, pri vysokom krvnom
tlaku. AvSak koncentrdcia inych adipokinov mdéze byt v rovnakych pripadoch znizena
(adiponektin, leptin). Nedavne vyskumy poukazuji na potencidlnu ulohu adipokinov
v reprodukcii a vyvine embrya. Avsak informacii tykajucich sa tejto problematiky je pomerne
malo, preto v suCasnosti vzrasta zaujem o Studium tejto témy.

UvOD

Obdobie preimplantatného vyvinu embrya je dblezitou periddou rozhodujicou vyraznou
mierou o celkovom uspechu reprodukéného procesu. Vyvin preimplantaéného embrya
charakterizuje intenzivna bunkova proliferacia, bunkova diferenciacia a sporadicky vyskyt
apoptotickej bunkovej smrti (Huppertz a Herrler, 2005). Predchddzajice Stadie aj na naSom
pracovisku preukazali, ze preimplantaéné embryd su vysoko citlivé na podmienky svojho
prostredia (Vesela a kol., 2003; Baran a kol., 2003; Fabian a kol., 2003, 2004, 2005, 2007a,
2007b; ITkova akol., 2004; Ciko§ akol., 2005, 2007; Domaracky a kol., 2007). Vsetky
poruchy zdravotného stavu matky a homeostatickej rovnovéhy jej organizmu teda mozu byt
dolezitymi Cinitel'mi, ovplyvinujucimi kvalitu a prezivate'nost’ preimplantaénych embryi. Na
procesoch komunikicie embrya a matky sa podielaji mnohé signdlne drahy. Iba nedavno
bola medzi tieto faktory zaradena aj skupina cytokinov produkovanych tukovym tkanivom —
adipokinov (Mitchell a kol., 2005).

ADIPOKINY

Adipokiny su bioaktivne peptidy a proteiny produkované tukovym tkanivom. Predstavuju
podskupinu cytokinov. Diverzita adipokinov je velk4 (Frithbeck a kol., 2001; Trayhurn
a Beattie, 2001). Do tejto skupiny patria: klasické cytokiny (napr.: TNFa, IL-6, IL-8), rastové
faktory (napr.: TGF-B), proteiny alternativneho komplementového systému (napr.: adipsin,
protein stimulujuci acylaciu), proteiny zahrnuté v cievnej homeostaze (napr.. PAI-1),
v regulécii krvného tlaku (angiotenzin), v metabolizme tukov (napr.: retinol viazlci protein),
v homeostaze glukodzy (napr.: adiponektin, eventualne rezistin), v angiogenéze (napr.: VEGF)
a proteiny zahrnuté v akutnej faze a stresovych reakciach (napr.: haptoglobin, metalotionein)
(Trauhurn a Wood, 2004). Tieto faktory produkované tukovym tkanivom zohravaju doélezitu
ulohu pri regulacii celkovej telesnej rovnovadhy ovplyviiovanim mnohych biologickych
a fyziologickych procesov vratane prijmu potravy, reguldcie energetickej rovnovahy,
posobenia inzulinu, metabolizmu tukov a glukdzy, angiogenézy a remodelacie ciev, regulacie
krvného tlaku a krvnej zrazanlivosti (Guerre-Milo, 2004; Trauhurn a Wood, 2004). Nedavne
vyskumy dokonca poukazuji na ulohu adipokinov v reprodukcii. Znamy je vplyv leptinu na
samicie reprodukéné organy a graviditu (Mitchell a kol., 2005). Yang a kol. (2005) zistili, ze
leptin u mySi podporuje adhéziu blastocyst prostrednictvom zvySenia expresie adhezivnych
molekul a integrinov v bunkidch endometria. TaktieZ bolo preukazané, Zze leptin zlepSuje
»hatching®, diferencidciu a bunkovl proliferdciu v mySacich blastocystach (Herrid a kol.,
2006). Avsak o potencianej ulohe d’alSich adipokinov (ako napr. adiponektin, rezistin a iné)
vo vyvoji embrya je mdlo informacii. Adipokiny pdsobia jednak centrdlne, na Urovni
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centralneho nervového systému, ajednak periférne v tkanivach ako kostrova svalovina
a pecen (Whitehead a kol., 2006).

ADIPONEKTIN A JEHO RECEPTORY

Adiponektin je nedavno charakterizovany adipokin, ktory bol identifikovany ako klacovy
regulator citlivosti na inzulin a tkanivového zapalu. Mediatorovd RNA pre adiponektin je
vysoko exprimovana v tukovych bunkach — adipocytoch a protein vo vysokej koncentracii
cirkuluje v krvi (Hu akol., 1996). Vo svojej zakladnej forme je adiponektin trimér, avSak
v cirkulédcii existuje vo viacerych forméach zlozenych zhomotrimérov, odliSujucich sa
molekulovou hmotnostou (Nakano akol., 1996). Nedavne prace svedCia o tom, ze rozne
izoformy adiponektinu aktivuju rozdielne signalne drahy a vykazuju odlisné funkcie (Trujillo
a Scherer, 2005). AvSak o faktoroch regulujucich forméciu oligomérnych komplexov
adiponektinu je v suc¢asnosti malo informacii. Na rozdiel od vicsiny adipokinov, koncentracia
adiponektinu v sére nie je zvySend, ale je znizend urdéznych druhov obezity (Arita a kol.,
1999), uroéznych stavov inzulinovej rezistencie (Weyer a kol., 2001; Kern a kol., 2003)
a ochorenia koronarnej tepny. Boli preukdzané jeho anti-diabetické, anti-aterogénne
a protizapalové vlastnosti (Bang a kol., 2007; Oh a kol., 2007). Adiponektin méze modulovat’
zapalové odpovede indukované TNF-a ato prostrednictvom redukcie sekrécie TNF-a
makrofagmi (Ouchi a kol., 2000). Prostrednictvom tohto negativneho vplyvu adiponektinu na
produkciu TNF-a je mozné Ciastone vysvetlit' jeho protizapalové a anti-aterogénne ucinky.
Na druhej strane vSak TNF-a a IL-6 redukuju expresiu mRNA adiponektinu v adipocytoch
(Bruun a kol., 2003). Naviac sekrécia adiponektinu adipocytmi je zvySovana tiazolidindionmi
(ktoré taktiez posobia proti efektom TNF-a) (Tikkainen a kol., 2004). Adiponektim moéze teda
predstavovat’” spolo¢ny mechanizmus, prostrednictvom ktorého TNF-a podporuje
a tiazolidindiony potlac¢aji inzulinovu rezistenciu a zapal.

Dva adiponektinove receptory, adipoR1 a adipoR2, boli identifikované v roznych tkanivach.
AdipoR1 je najviac exprimovany v kostrovom svalstve a expresia adipoR2 je najvysSia
v peceni. Predpoklada sa, Ze tieto receptory obsahuju 7 transmembranovych domén, ale zda
sa, ze nie su spojené s G-proteinom (Yamauchi a kol., 2003). Oba receptory podsobia cez
fosforylaciu AMP kinazy, ktora je klI'icovym reguldtorom mnohych signalnych drah (Wong
a kol., 2004).

Najnovsie vyskumy poukazuji aj na potencialnu tlohu adiponektinu v reprodukcii. Ategbo
akol. (2006) preukazali, ze nizka koncentracia adiponektinu v plazme u zien trpiacich
tehotenskou cukrovkou signifikantne koreluje s nizkou porodnou véhou ich novorodencov.
Taktiez je dobre zname, ze adiponektin ovplyviiuje expresiu interleukinov a TNF-a, ktoré su
zahrnuté v procese implanticie embrya (Takemura a kol. 2006). Takemura a kol. (2006) d’alej
zistili, ze oba receptory adiponektinu su exprimované v 'udskom endometriu, pricom ich
expresia je najvysSia prave v ¢ase implantacie embrya. TaktieZ bola zistena zvySena expresia
oboch receptorov v trofoblaste blastocysty (Schmidt a kol., 2008). Adiponektinové receptory
st tieZ exprimované v placente I'udi a potkanov (Chen a kol., 2006). Tieto zistenia poukazuju
na moznu ulohu adiponektinu v procese implantacie embrya, v preimplantatnom vyvine
embrya a celkovo v reprodukeii.
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VPLYV MATERSKEHO PROSTREDIA NA KVALITU BLASTOCYST U MYSI
Bystriansky J., Burkus J.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Stadia bola zamerana na zistenie fyziologického stavu rastovych parametrov a bunkovej smrti
uembryi v Stadiu blastocysty a vplyvu neSpecifického zapalu lokalizovaného mimo
reprodukény trakt matky na kvalitu preimplantacnych embryi.

V prvom experimente sme embrya ziskavali zo zdravych gravidnych matiek, v druhom z
gravidnych matiek, u ktorych bol indukovany neSpecificky zapal. Blastocysty boli nasledne
kultivované in vitro v Standardnych podmienkach. Po izolacii, respektive kultivacii boli
embrya fixované a nasledne ofarbené fluorescen¢nymi farbivami, ktoré umoznili vizualizaciu
morfoldgie jadier, Specificky degradovenej DNA a viability buniek.

V prvom experimente sa zistilo, ze priblizne Stvrtina skorych blastocyst obsahuje apoptotické
bunky aich priemerny vyskyt sa pohybuje okolo 1,19%. Pocet blastocyst s jednou a viac
apoptickymi bunkami ako aj celkovy pocet apoptickych buniek u blastocyst sa nasledne
zvysil pocas ich postupujuceho vyvinu in vivo 1 in vitro.

V druhom pokuse sme u gravidnych samic indukovali zapal subkutannym podanim 1%
karagénanu do pravej zadnej labky (24 h pred izolaciou). Morfologické vySetrenie pokusnych
a kontrolnych skupin Cerstvo vyizolovanych embryi neukdzalo negativny vplyv karagénanu
na kvalitu blastocyst. Po 24 h kultivacii in vitro doSlo k miernemu nérastu poctu embryi
s jednou a viac apoptickymi bunkami. Po kultivacii zarovenn neboli zaznamenané Ziadne
rozdiely v priemernom pocte buniek v blastocystach (P>0,05), ale u zapalom ovplyvnenych
embryi napriek tomu doSlo k signifikantnému nérastu percenta umierajicich buniek
(P<0,001), z ktorych prevazna vécsina bola apoptického charakteru.

UvOD

Apoptoza je fyziologicky proces vyskytujici sa vo vacSine bunkovych populécii. Jej uloha
spociva v elimindcii abnormalnych, geneticky poSkodenych a nadbyto¢nych buniek a tym
napoméha spravnemu embryondlnemu vyvinu. Aj ked sa javi, Ze apoptickymi procesmi
bunky zanikaji zvnutra, procesy vedice k programovanej bunkovej smrti maju len v malo
pripadoch striktne endogénny charakter. To dokazuje Ze na zvySenie vyskytu apoptdzy
v preimlantacnych embryach maju vplyv rézne vonkajsie podnety (vid’ prehlad Fabian a kol.,
2005a; Fabian a kol., 2004). Predchadzajtce Studie preukazali, Ze preimplantaéné embrya st
vysoko citlivé na podmienky svojho prostredia (Fabian a kol., 2005b; Fabian a kol., 2007a;
Fabian a kol., 2007b; Fleming a kol., 2004) a preto vSetky poruchy zdravotného stavu matky
mozu byt dolezitymi Cinitel'mi, ovplyviujicimi kvalitu preimplantacnych embryi. Stavislost’
medzi zdpalovymi procesmi lokalizovanymi mimo reprodukény trakt matky a fertilitou krav
a oviec bola preukazana uz davnejSie (Hansen a kol., 2004). Priamy vplyv tychto procesov na
preimplantacné embrya vSak doposial’ preskimany nebol. Aj na zdklade tychto poznatkov
sme sa rozhodli tento stav preskimat’ u mysi tym, Ze u gravidnych matiek sme indukovali
zapal za pouzitia karagénanu. Karagénan je polysachrid, ktory sa ziskava zo zelenych rias
vyuziva sa ako prisada do jedal, zahustovadlo ¢i stabilizator. Na vyvolanie zapalu sa pri
modelovych pokusoch Standardne vyuZiva Lambda forma v 1 az 2 % roztoku (Bukovska
a kol., 2007; Juhas a kol., 2008).

MATERIAL A METODIKA

V experimentoch boli pouzité 4 tyzdiiové samice mysi (kmen ICR, Velaz, Praha, Ceska
Republika), ktoré sme superovulovali peritonealnym podanim PMSG (pregnant mare's serum
gonadotropin), po ktorom nasledovalo 0 47 h podanie hCG (human chorionic gonadotropin).
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Po podani hCG boli samice pripustené samcami a oplodnenie bolo na druhy den potvrdené
identifikaciou vaginalnej zatky. Pred izolaciou sa mySi usmrtili cervikdlnou dislokaciou.
Embrya sme izolovali za pomoci FHM (flushing holding medium) 90 h po aplikacii hCG,
ktorym sme prepladchli maternice a vajcovody (Lavits and Biggers, 1993). Pri pokusoch
testujucich vplyv zapalu na embrya sme 24 h pred izolaciou vpichli gravidnym matkdm do
labiek 1 % karagénan (pokusnym skupindm) alebo fyziologicky roztok (kontrolnym
skupindm). Embrya sa po zozbierani bud’ rovno fixovali a farbili alebo d’alej kultivovali
v kultivatnom médiu (KSOM) a fixovali a farbili az po uplynuti d’alSich 24 h. Kultivacia
prebiehala v 15, 20 alebo 25ul kvapkach KSOM v kultivaénom boxe za Standardnych
podmienok (5% CO2, 37 °C). Po kultivécii, resp. izolacii sa embrya 3-krat premyli v KSOM
a zafarbili propidium jodidom (10ug /ml; farbenie mftvych buniek) 5 min pri 37 °C.
Nasledne sa embrya premyli v PBS (phosphate-buffered saline) obsahujicom BSA (bovine
serum albumin), 1 h fixovali v 4% paraformaldehyde pri izbovej teplote a skladovali v 1%
paraformaldehyde pri 4°C. Na detekciu Specificky degradovanej DNA v jadrach sa pouZzilo
farbenie TUNEL, ktoré je zalozené na enzymatickom navézovani na 3'-OH DNA oznaceny
dUTP (Gjorret a kol., 2003; Fabian a kol., 2007a). Na vizualizdciu morfoldgie jadier sa
pouzilo eSte 5 min farbenie Hoechstom 33342. Po ukonceni farbenia sa embrya premyli
a v zriedenom krycom médiu preniesli na podlozné skli¢ko, prikryli krycim médiom a krycim
sklickom. Pozorovanie embryi prebiehalo pod fluorescenénym mikroskopom. Jadra embryi
boli roztriedené podl'a morfologie (M), pritomnosti Specifickej DNA fragmentécie (T)
a pritomnosti PI farbenia na: normalne (M-T-P-; bez morfologickych zmien, TUNEL a PI
oznacenia), apoptické (M+T+P-; PI negativne s kondenzovanou alebo fragmentovanou
Struktirou, obycajne obsahujicou degradovanu DNA), sekundarne nekrotické (M+T+P+; PI
pozitivne véc¢Sinou s fragmentovanou Strukturou, casto obsahujicou degradovani DNA)
a nekrotické (M-T-P+; PI pozitivne bez morfologickych zmien a TUNEL oznacenia) (Fabian
akol., 2004). Pocty jednotlivych typov buniek boli spocitané, vyhodnotené¢ a navzajom
porovnavané Standardnymi Statistickymi metodami (ANOVA, Dunnett test, chi-square test).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pokus zamerany na zistenie fyziologického stavu rastovych parametrov a bunkovej smrti
u embryi v §tadiu blastocysty vyizolovanych zo zdravych matiek ukazal, ze priblizne Stvrtina
skorych blastocyst obsahuje apoptotické bunky a ich priemerny vyskyt sa pohybuje okolo
1,19%. Pocet blastocyst sjednou aviac apoptickymi bunkami ako aj celkovy pocet
apoptickych buniek u blastocyst sa nasledne zvysil poc€as ich postupujiceho vyvinu in vivo
1in vitro. 68,03% neskorych blastocyst izolovanych 120 h post hCG a 92,52% neskorych
blastocyst izolovanych 90 h post hCG a kultivovanych 24 h in vitro obsahovalo minimalne 1
apoptotickil bunku (P<0.001). U neskorSich blastocyt doslo aj k narastu priemerného poctu
apoptickych buniek. Pri blastocystach izolovanych 120 h post hCG sa pocet apoptickych
buniek zvysil na 4,46% a pri blastocystach izolovanych 90 h post hCG a kultivovanych 24 h
in vitro s kultivaciou to bolo dokonca 4,98% z celkového poctu jadier (P<0.001). K narastu
incidencie apoptozy pri skupine s kultiviciou mohlo ddjst’ nielen vekom, ale aj horSimi
podmienkami nez boli fyziologické.

V druhom experimente sa sice vplyv zapalu na kvalitu Cerstvo vyizolovanych embryi najprv
nepreukdzal (zastipenie blastocyst, morul a embryi s omeSkanym rastom bolo obdobné), ale
nasledna kultivacia prispela k miernemu narastu embryi s jednou a viac apoptickymi bunkami
(97,49% vs. 91,96%; P<0.05) a ksiginifikantnému narastu percenta mritvych buniek,
s ktorych vécsina bola apoptického charakteru: kontrolnd skupina obsahovala 3,16%
umierajucich buniek a pokusnéd 5,26% umierajtcich buniek na celkovy pocet buniek v danej
skupine (P<0,001). Po kultivacii neboli zaznamenané ziadne rozdiely v priemernom pocte
buniek v blastocystach (86.43+19.09 vs. 83.26+21.83; P>0,05).
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Na zaver mozno konStatovat’, Zze incidencia apoptdzy sa u neovplyvnenych blastocyst zvysuje
sich vekom. Na ziklade vysledkov zdruhého pokusu mozeme konStatovat, ze zapal
lokalizovany mimo reprodukéného traktu matky moze mat’ na kvalitu embryi mierne
negativny vplyv, s ktorého ndsledkami sa embryad dokdzu vysporiadat’ autoregulacnymi
mechanizmami ako je apoptotickd bunkova smrt’.
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VPLYV TEPLOTY, AKTIVITY VODY A BIKARBONATU AMONNEHO NA RAST
MIKROMYCETY ASPERGILLUS FLAVUS

Ciconova P., Laciakova A., Maté D.

Katedra hygieny a technolégie potravin, Ustav hygieny a technoldgie mdsa, UVL, KoSice

ABSTRAKT

V praci sme sledovali vplyv teploty, aktivity vody a bikarbonidtu amoénneho na rast
mikromycét Aspergillus flavus. Zistili sme, ze minimalna aktivita vody potrebna pre rast
mikromycét bola 0,80 a optiméalna 0,99. Rast mikromycét bol pozorovany pri minimalnej
teplote 10°C a optimalnej teplote 30°C. Rozne chemické latky vplyvaji na rast mikromycét.
Napriklad bikarbonat amoénny inhibuje rast 4. flavus. Vysledky ukézali, ze ¢im koncentracia
tejto latky bola vysSsia, tym nizs8i pocet mikromycét sa nachadzal vo vzorkach.

UvOD

Mikroskopické vlaknité huby plnia v prirode nezastupitel'ni ulohu desStruentov pri rozklade
rastlinnych a Zivoc¢iSnych zvySkov, lebo su schopné produkovat celtl radu enzymov. Niektoré
z nich su vyuzivané v potravinarskom, farmaceutickom priemysle a d’alSich biotechnolégiach.
Naproti tomu mnohé mozu posobit’ z hl'adiska zdravia ¢loveka nepriaznivo a to rozkladom
potravin uskladnenych za nevhodnych podmienok, produkciou mykotoxinov do potravin
a niektoré moézu byt patogénne pre Cloveka a zvieratd. Urcité mikromycéty s schopné
produkovat’ viac nez jeden mykotoxin, niektory mykotoxin je naopak produkovany viacerymi
druhmi mikromycét. Medzi najznamejSie toxinogénne rody patria Aspergillus, Penicillium,
Fusarium, Alternaria, Cladosporidium a Stachybotris (Hudacek a kol., 2007).

Rod Aspergillus je jeden z najrozSirenejSie sa vyskytujicich rodov mikromycét, jednotlivé
druhy mézu byt izolované z pddy, zo vzduchu, z potravin a z mnoho d’alich zdrojov. Tieto
mikromycéty moézu rast na mnohych polnohospodarskych a potravinarskych komoditach,
nachadzaju sa hlavne na olejovych semenach, orechoch, koreni, ceredliach a susenom ovoci.
Rast mikromycét a produkcia mykotoxinov zavisi na teplote, aktivite vody, pH, chemickom
zlozeni substratu, pristupe kyslika a pritomnosti inych mikroorganizmov. 4. flavus sa
vyskytuje na celom svete a produkuje aflatoxiny, ktoré maji hepatotoxické, mutagénne,
karcinogénne, teratogénne a imunotoxické u¢inky (Malif a kol., 2003).

MATERIAL A METODIKA

Metodicky postup pozostaval z niekol’kych krokov:

1.Z kmenov 4. flavus po 5 diovej inkubacii na GKCH agare bola pripravena suspenzia spor.
2.Substratom bola strihanka, u ktorej bola upravena aktivita vody na 0,75, 0,80, 0,85, 0,90,
0,95 2 0,99. Po naockovani substratu spoérovou suspenziou, bol sledovany rast mikromycét
pri teplote 10°C, 15°C, 25°C a 30°C po dobu 10 dni. Aby sa zistil vplyv bikarbonatu
amonneho, pripravil sa substrat s aktivitou vody 0,98.Bikarbonat amoénny bol pridany v takom
mnozstve, aby jeho koncentracia predstavovala 0,1%, 0,5% a 1%. Kontrolou bol substrat bez
pridavku bikarbonatu amoénneho. Po naockovani substratu spérovou suspenziou, bol
sledovany rast mikromycét pri teplote 25 °C po dobu 15 a 25 dni.

3. Pocet mikromycét sa stanovil zalievanim riedeni substratu GKCH agarom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyv ay, a teploty na rast mikromycét A. flavus je uvedeny v tabul’kach 1 a 2.Minimdlna ay,
potrebna pre rast bola 0,80 a najvyssie mnozstvo mikromycét sa nachadzalo v substrate pri ay,
0,99.Sanchis a Magan (2004) uvadzaju, Ze A. flavus rastie od ay, 0,73.Podl'a Malifa a kol.
(2003) je minimalna a, potrebnd pre rast 0,78 a optimalna a, 0,95.Na zaklade vyskumu
vedeného Pittom a Miscamblem (1995) sa zistilo, Ze minimélna a,, je 0,80-0,83 a optimalna
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ay je 0,99. Rast 4. flavus bol pozorovany pri minimalnej teplote 10°C a optimalnej teplote
30°C. A. flavus rastie od 6-8°C, pri optimalnej teplote 36°C (Malii a kol., 2003).Pitt
a Hocking (1997) uvadzaji minimalny rast pri 10-12°C a optimalny pri 32-33°C.

Tabul’ka 1: Vplyv aktivity vody na rast mikromycét 4. flavus pri 30°C a expozicii 10 dni

Aktivita vody Priemerny pocet
(ay) KTJ/g

0,75 1,0.10°

0,80 7,3.10°

0,85 1,5.10°

0,90 59.10°

0,95 1,4.10°

0,99 1,3.107

Tabulka 2: Vplyv teploty na rast mikromycét A.flavus pri ay 0,99 a expozicii 10 dni

o Priemerny pocet
Teplota (°C) KT/
10 4.6.10°
15 5,1.10%
25 5,7.10°
30 1,3.10

V tabulke 3 je uvedeny inhibi¢ny ucinok bikarbonatu amoénneho o koncentracii 0,1%, 0,5%
a 1% na rast A. flavus. Rast bol hodnoteny po 15 a 25 dnoch inkubacie. Najvyssi pocet
mikromycét bol stanoveny vo vzorkach, ktoré neobsahovali bikarbonat amoénny. Cim
koncentracia tejto latky bola vyssia, tym niz$i pocet mikromycét sa nachadzal vo vzorkach.

Tabul’ka 3: Priemerny pocet mikromycét stanoveny po 15 a 25 dioch kultivécie

Koncentracia bikarbonatu amonneho
Pocetdni | 0% 0,1% 0,5% 1%
15 1,5.10° 8,0.10° 6,5.10° 2,3.10°
25 5,0.10° 4,0.10° 1,0.10° <1,0.10°

Inhibi¢ny ucinok bikarbonatu amoénneho na rast roznych druhov mikromycét bol uvedeny
niekol’kymi autormi.Samapundo a kol. (2007) skimali G¢inok bikarbonatu amoénneho na rast
mikromycét rodu Aspergillus a Fusarium.ZvySovanim koncentracie tejto latky, stupal aj jej
inhibicny u¢inok na rod Aspergillus. Rast bol rychlej$i, ak koncentricia bikarbonétu
amonneho bola vyssia, az do koncentracie 0,2 %, d’alSie zvySovanie koncentracie sposobilo
spomalenie rastu mikromycét rodu Fusarium.Bikarbonat amonny o koncentracii 0,8 % tplne
inhiboval rast F. verticillioides a F. proliferatum a 1 % bikarbonat amoénny bol potrebny na
uplnu inhibiciu rastu 4. flavus pri ay, 0,97 .Vyskumom vedenym De Pasqualem a kol. (1990)
bolo dokazané, ze mikromycéty F. graminearum, F. sporotrichioides, Penicillium
griseofulvum, P. notatum, A. ochraceus, A. flavus a A. niger neréstli, ak koncentracia
bikarbonatu amoénneho bola min. 0,87 %. Mutasa a Magan (1990) uviedli, ze niektoré
mikromycéty mozu metabolizovat’ nizke koncentracie antimikrobidlnych latok.Stimulacny
ucinok bikarbonatu moze byt’ spdsobeny vyuzivanim tejto latky pri jej nizkej koncentrécii ako
zdroj N a C. Existuje niekol’ko teorii o mechanizme inhibicie rastu mikromycét bikarbonatom
amonnym.Punja a Gragon (1982) predpokladali, Ze inhibicia je sposobend neionizovanym
amoniakom so sol'ou.Tito autori tiez uviedli, Ze disociacia iénov NH," , ktorej vysledkom je
vol'ny amoniak zavisi od hodnoty pH. De Pasquale a Montville (1990) skumali schopnost’
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vol'ného amoniaku inhibovat’ rast mikromycét pouzitim sulfitu amonneho.Autori zistili, ze
tato latka mala rovnaky inhibi¢ny U¢inok ako bikarbonat amonny pri hodnote pH > 8,7, ale
bola tplne neucinna pri hodnote pH < 7,8. Bikarbonatové idny majua tiez inhibi¢ny uc¢inok na
rast mikromycét (Montville a Goldstein, 1987).
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PLAZMIDOM KODOVANA PRENOSNA TETRACYKLINOVA REZISTENCIA
U ENTEROBAKTERI{

Fecskeova L.

Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Vtejto praci sme PCR analyzou Studovali determinant prenosnej a neprenosnej
tetracyklinovej rezistencie u vybranych enterobakteridlnych izolatov pochéadzajucich z
traviaceho traktu ovce. Dokézali sme tefB kodovanu tetracyklinovi rezistenciu u vSetkych
testovanych izolatoch. V pripade prenosnej rezistencie je tento gén spojeny s transpozonom.
Zistili sme, ze za samotny prenos tetracyklinovej rezistencie je zodpovedny plazmid, na
ktorom je lokalizovany transpozonom asociovany fefB gén. Izolovali sme nizkokdpiovy,
konjugativny plazmid s pribliznou velkostou >50 kbp, ktory sme sa pokusili Ciastocne
charakterizovat’.

UvOD

Bachor prezuvavcov predstavuje unikatny mikrobialny ekosystém s idedlnymi podmienkami
pre horizontdlny prenos génov medzi rdznymi mikroorganizmami. V prirodzenych
ekosystémoch, ako je bachor, Sirenie génov je sprostredkované horizontalnym prenosom
mobilnych génovych elementov (MGE), ako st plazmidy, transpozény a integrony. Tieto
MGE maji vysoky potencidl S§irit determinanty antibiotickej rezistencie aj medzi
fylogeneticky vzdialenymi bakterialnymi druhmi. Na moZnost horizontdlneho Sirenia
determinantu kanamycinovej rezistencie v bachore poukazuje aj praca Pristasa a kol (2005),
v ktorom popisuje vyskyt tejto rezistencie urdéznych druhov bachorovych baktérii.
V nedavnej dobe sa popisala plazmidom kodovana ampicilinova rezistencia rozsirena
v prirodzenej populdcii enterobaktérii v traviacom trakte ovce (Malik, 2004). Determinanty
tetracyklinovej rezistencie gram-negativnych baktérii — predovsetkym gény kddujuce proteiny
zodpovedné za eflux (triedy tetA az tetE) — sa nachadzaju na velkych, konjugativnych
plazmidoch réznych inkompatibilnych skupin (Jones a kol, 1992; Schnabel a Jones, 1999,
Mendez akol, 1980). terB determinant tetracyklinovej rezistencie bol popisany ako
najbeznejSie sa vyskytujlici tetracyklinovy determinant u zastupcov Enterobacteriaceae
(Marshall a kol, 1983; Aminov a kol, 2002).

V predchadzajucich pracach sa pozorovala vyznamna sezénna dynamika tetracyklinovej
rezistencie u enterobakterialnych izolatov odobratych z bachora a ¢riev ovce domadce;j, pricom
zviera bolo izolované a kfmené rovnakou stravou pocas celej doby experimentu bez pridavku
antibiotik (Malik akol, 2005). Vysledky predoslych stadii poukdzali na prenosnu
tetracyklinovli rezistenciu v niektorych izolatoch. V sérii kokultivaénych experimentov sa
ukédzalo, ze kym neprenosna rezistencia pravdepodobne lokalizovand na chromozome
predstavuje vyznamnu metabolickli zataz pre hostitel'sky organizmus, mobilny génovy
element kddujici prenosnu rezistenciu je schopny tito zdtaz znizit' resp. eliminovat’ istymi
funkciami, ktoré koduje (Seliga, 2006). Ciel'om prace bola identifikédcia mobilného génového
elementu kodujuceho prenosnu Te-rezistenciu a jeho ¢iasto¢na charakterizacia.

MATERIAL A METODIKA

Bakteridlne kmene, kultivacia a izolacia DNA

V préci sme pouzili divoké izolaty enterobaktérii pochédzajtcich z predoslych experimentov
(Malik a kol, 2004), d’alej Escherichia coli DH5a a transkonjugant E. coli DH5a/F1/1. Zdroj
a vlastnosti pouzitych baktérii si uvedené v tabul’ke 1. Bakteridlne bunky sme kultivovali
v LB tekutom médiu pocas 16 hodin pri 37°C s pridavkom tetracyklinu v koncentracii 12,5
pg/ml, resp. nalidixinu v koncentracii 100 pg/ml. Totalnu DNA sme izolovali z 25 ml no¢nej
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kultary podla navodu Pospiech a Neumann (1995). Plazmidovia DNA sme izolovali zo 150
ml nocnej kultary pomocou kitu JETstar Plasmid Purification Midi Kit (Genomed, USA)
a podrobili sme restrik¢nej analyze.

Tabul’ka 1. Zdroj a vlastnosti jednotlivych baktérii pouzitych v praci

kmen rezistencia zdroj
RO/11 Tc(tetB)-Tra’ bachor
R2/30 ziadna bachor
F1/1 Tc(tetB)-Tra" faeces
DH5a/F1/1 | Nal-Tra,, Tc(tefB)-Tra” | transkonjugant
DH5a Nal-Tra’ laboratérny kmen

Tra™ - neprenosna rezistencia, Tra'- prenosna rezistencia

PCR amplifikacia

Ako templat v PCR reakciach sme pouzili totdlnu DNA izolatov R0/11, R2/30, F1/1, totalnu
DNA transkonjugantna E. coli DH5a/F1/1 a ako negativnu kontrolu DNA z E. coli DH5a.
Jednotlivé priméry, ich sekvencie a velkosti ocakdvanych amplikonov su zhrnuté v tabul’ke 2.
Casovo—teplotny profil PCR reakcii pri amplifikacii vietkych génov okrem oblasti te/B-tnp10
pozostaval z iniciacnej denaturacie (94°C, 3 min), z 30 cyklov s parametrami: denaturacia
(94°C 1 min), annealing (55°C 1 min pre tetB gén, 68°C 1 min pre tnp10 gén, 60°C 1 min pre
mobA gén, 57°C 1 min pre frfA gén a oriV oblast’), extenzia (72°C 1 min) a zo zavereénej
extenzie pri 72°C pocas 10 min.

Na amplifikdciu oblasti nachadzajiicej sa medzi génmi terB a tnpl0 sme pouzili Phusion
DNA-polymerdazu (Finnzymes, Finsko) a nasledovny c¢asovo-teplotny profil: iniciacné
denaturacia (98°C 30s), 30 amplifikacnych cyklov s parametrami: denaturacia (98°C 10s),
annealing (59°C 30s), extenzia (72°C 1 min), zaverecnd extenzia (72°C 7 min). Vzniknuté
produkty sme vizualizovali elektroforézou v 1% agar6zovom géli. Na porovnanie
molekulovych hmotnosti sme pouzili 100 bp alebo 1 kb Standard molekulovej hmotnosti
(Invitrogen, USA).

Tabul’ka 2. Sekvencie primérov pouzité¢ v PCR analyzach a velkosti oCakavanych amplikénov

primér sekvencie primérov (5°—3’) velkost zdroj
(amlifikovany gén) amplikénu
tetB F CTCAGTATTCCAAGCCTTTG 430b Aminov a kol

(terB) R CTAAGCACTTGTCTCCTGTT P (2002)

Tnl0trans F TTACCGAACTTGGCCGTAAC 180 b Thto ors
(tnp10) R CCGTAGGCAGGACTTTTCAA p ato praca

pTCmob F CCGGTCTCGAGAAAAATCAG 100 b Thto b
(mobA) R TCTTCCAGGTTCGCCTGTAT P ato praca
tetB- mp10 Vldvig,nigg?ﬁ 2700 bp Této préca
trfA2 F CGAAATTCAGTAGTGGGAGAAGTA a1 h Gtz a kol

(trfA IncP) R CGCTTTGCAATGCACCAGGTC P (1996)
oriV F CTCCCGTACTAACTGTCACG 136 b Gétz a kol

(oriV IncQ) R ATCGACCGAGACAGGCCCTGC P (1996)

VYSLEDKY A DISKUSIA

PCR reakciou sme potvrdili pritomnost’ 430 bp useku génu zefB u vSetkych Tc-rezistentnych
izolatov (Obr. 1A). V dalSom kroku sme Studovali moZnost’ pritomnosti transpozénom
kédovanej tetracyklinovej rezistencie. Znamy transpozon, ktory cCasto sprostredkuje
tetracyklinova rezistenciu u E. coli je Tnl0. Je to zloZeny transpozon na oboch koncoch
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ohraniceny IS elementami. Navrhli sme priméry na amplifikaciu génu kodujuceho enzym
transpozoazu (tnp10), ktory je lokalizovany na sekvencidch IS elementov transpozénu Tnl0.
PCR analyza odhalila pritomnost’ tohto génu vo vsetkych tetrB pozitivnych izolatoch (Obr.
1B). Na potvrdenie toho, ze Tc-rezistencia je skutoéne asociovana s transpozénom TnlO,
v PCR reakcii sme pouzili kombinaciu dvoch rdéznych typov primérov, konkrétne TetBF
a TnlOtransF, ktoré¢ amplifikuju 2700 bp dlha oblast’ ohranic¢ent génmi tefB a tnp10. Vyskyt
tetB-tnp10 regionu sme detegovali v pripade izoldtu F1/1 a transkonjuganta DHSo/F1/1
(Obr.1C).

1234567

A tefB
@ 600 bp —
(B) tnp10
600 bp —
©) 3000 bp — tetB—tnp10
2000 bp —

Obr.1. Elektroforeticky zaznam PCR amplifikécie tefB génu (A), tnp10 génu (B),
tetB-tnp10 regionu (C). Draha 1: 100 bp ladder (A, B), 1 kb ladder (C),
2.RO/11, 3. R2/30, 4. F1/1, 5. DH50/F1/1, 6. DH5a, 7. negativna kontrola

Zistili sme fefB kodovanu tetracyklinovli rezistenciu u vSetkych testovanych izolatoch.
Dokazali sme, ze v pripade prenosnej rezistencie je tento gén lokalizovany na transpozone
Tnl0. Je zname, Ze transpozoény vseobecne nie su schopné sprostredkovat’ prenos génov
medzi jednotlivymi baktériami, teda za prenosni rezistenciu je zodpovedny iny typ
mobilného génového elementu, pravdepodobne plazmid. Z dovodu I'ahSej manipulacie sme
v d’alSom kroku izolovali plazmidovii DNA z transkonjuganta DH5a/F1/1. Priblizna velkost’
vyizolovaného plazmidu sa pohybuje okolo >50 kbp a pravdepodobne ide o nizkokopiovy
plazmid. Vysledky restrikénych analyz potvrdili, Ze sa naozaj jedna o plazmidovi DNA (Obr.
2).

12 34567

Obr.2. Restrikény profil plazmidu pECOF 1
1. 2 DNA/HindlIII ladder, 2. pECOF1/ Sall,
3. pECOF1/Sacl, 4. pPECOF1/Pstl,

5. pECOF1/Aval, 6. nestiepeny plazmid,
7.1 kb ladder

23130 bp —
6557 bp

2027 bp

Plazmid pochadzajtci z fekdlneho enterobakterialneho izolatu F1/1 sme nazvali pECOF1 a
podrobili sme d’al§Sim analyzam zaloZenych na PCR. Pouzili sme dva sady univerzalnych
primérov (trfA2R a trfA2F; oriVR aoriVF) (Gotz akol, 1996), ktoré amplifikuju
charakteristické oblasti pritomné na sekvencidch plazmidov patriacich do IncP alebo IncQ
skupiny inkompatibility. Prvy par primérov amplifikuje 241 bp tsek IncP-Specifickej
sekvencie, druhy par primérov amplifikuje 436 bp oblast’ charakteristickl pre IncQ skupinu
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plazmidov. Vysledky PCR reakcii ukazali, ze nami Studovany plazmid nepatri ani do IncP a
ani do IncQ skupiny plazmidov. Autori Olasz a kol (2005) nedavno objavili novy Tc-
rezistentny plazmid pochddzajuci z E. coli, nazvany pTC, ktory tiez obsahuje gén terB. Na
zaklade ciastocnej sekvencie plazmidu pTC v GenBank databdze navrhli sme priméry na
amplifikaciu Casti génu mobA. Vysledkom PCR amplifikacie vSak bol neSpecificky amplikén
a jeho restrikéna analyza potvrdila, ze sa nejednd o fragment plazmidu pTC. Zhrnutie
vysledkov vSetkych PCR reakcii je uvedeny v tabul’ke 3.

Tabul’ka 3. Vysledky PCR analyz

kmen PCR amplifikacie
tetB | Tnpl0 | tetB-tnpl0 | pTCmob | IncP | IncQ
RO/11 + + - - - -
R2/30 - - - -
F1/1 + + + - - -
DH5a/F1/1 + + + - - -
DH5a - + - -

Plazmid pECOF1 nesuca fefB kodovani transpozonom spojent prenosnu tetracyklinova
rezistenciu pravdepodobne koduje aj d’alSie funkcie zvyhodnujuce hostitel'ski bunku, ako to
naznacuju vysledky predoslych kokultivaénych experimentov (Seliga, 2006). Identifikacia
tychto funkcii ako aj podrobna charakterizacia tohto zatial nezndmeho Tc-rezistentného
plazmidu bude predmetom nasich d’alsich studii.
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VPLYV P (1,3/1,6)D —- GLUKANU NA VYBRANE NESPECIFICKE A SPECIFICKE
IMUNOLOGICKE UKAZOVATELE PSOV

Haladova E., MojziSova J., Smrco P., Hipikova V., Ondrejkova A., Prokes M.

Katedra epizootologie a parazitologie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Tato Studia je zamerand na sledovanie imunostimula¢ného efektu B(1,3/1,6)D glukanu
u imunosuprimovanych psov so su¢asnym ovplyvnenim uc¢innosti vakcinacie proti besnote.
Aplikacia glukdnu vyrazne ovplyvnila v I.G skupine t.j. u Steniat, ktorym sme podavali sirup
Plerasan s obsahom f(1,3/1,6) ) D glukdnu neSpecifické imunologické ukazovatele ako napr.
funkénu aktivitu fagocytov (FALe, FlLe, IMA) a lymfocytov (SIP) v smere zvySenia oproti
0.odberu aj kontrole. U S§teniat s potvrdenou imunosupresiou pri 0.odbere bola na 28. deii po
antirabickej vakcinacii v skupine IL.LK (bez podania glukanu) zistend signifikantne niz$ia
hladina antirabickych protildtok, pricom nedosiahli pozadovant hladinu ani pri jednom
odbere, ¢o je z imunologického pohl'adu zavazné zistenie. Naopak u skupiny Steniat (I.G)
s aplikaciou glukanu sme pozorovali dosiahnutie protekénej hladiny antirabickych protilatok
uz na 14.den po vakcinacii (>1 UE/ml). Najvyssia hladina Ab (P<0.0001) bola dosiahnut4 na
28. po antirabickej vakcinacii u psov osetrovanych glukdnom. Dokézali sme, ze (1,3/1,6) D
glukan ma vyznamné imunostimulaéné vlastnosti v pripade alterovanej imunity u psov a je ho
mozné vyuzit ako imunostimula¢ny preparat v klinickej praxi malych zvierat. V pripade
potvrdenej imunosupresie sa doporucuje opakovat antirabicki vakcindciu, pretoze
primovakcinécia nezabezpeci dostatocnu protekceiu.

UvOoD

Glukany st polysacharidové substancie izolované z kvasiniek ahub. Hliva ustricova
(Pleurotus ostreatus, Hiratake) spomedzi priemyselne pouzivanych drevokaznych hib ma
najlepsie nutricné hodnoty. Beta glukan izolovany z tejto huby ma vyrazny protirakovinovy a
imunomodula¢ny U¢inok (Mizuno, 1996). Stimuluje humoralnu aj bunkou sprostredkovanu
imunitu a hematopoézu (Tizard, 2004).Dolezitym efektom glukanov je sekrécia IL-1
makrofagmi, t.j. rozhodujiceho cytokinu pre aktivaciu T-lymfocytov v procese prezentacie
antigénu a pre produkciu IL-2 ( Thompson, Forrester 1994). Glukany zvysuju protekciu voci
infekénym, invaznym a neoplastickym ochoreniam. Cielom naSej prace bolo sledovat
Specifické a nesSpecifické imunologické ukazovatele po imunostimulacii  B(1,3/1,6) D
glukanom.

MATERIAL A METODIKA

Zvierata. Skupina I. G :6 psov rézneho plemena, pohlavia vo veku asi 4 mesiace
pochadzajuce z utulku, ktorym po 0. odbere krvi bola podavana per os predpisand davka
imunoglukdnu (sirup Plerasan, PLEURAN, Bratislava) 2ml/5kg po dobu 2 mesiacov
a vykonand vakcinacia proti infekénym chorobdm: psinke, parvovirdze, parainfluenze,
infek¢nej hepatitide, leptospirdze zivou atenuovanou vakcinou a proti besnote inaktivovanou
vakcinou. Vakcindcia bola vykonana podla Standardnej vakcinacnej schémy. U oboch skupin
psov (I. G all .K) bola vykonand primovakcindcia s ndslednou revakcinaciou v
dvojtyZzdilovom intervale. VySetrili sme vybrané nespecifické imunologické parametre a titer
protilatok proti besnote.

Skupina II. K: 6 psov rozneho plemena, pohlavia vo veku asi 4 mesiace pochadzajiice z
utulku, bez podania imunoglukénu, ktoré boli vakcinované v rovnakej vakcinacnej schéme
ako skupina I.G s naslednou detekciou hladiny antirabickych protilatok a hladiny
nespecifickych imunologickych ukazovatel'ov.
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Odber krvi. Psom bola sucasne odobrata krv punkciou v.cephalica a nésledne podrobena
imunologickej analyze, priCom 0.odber nam potvrdil predpokladani imunosupresiu psov.
Dalsie odbery boli vykonané na 14., 28., 42., 56. a 70. defi po podani glukanu a vakcinacii.
Imunologickd analyza: Blastogénna odpoved’ krvnych lymfocytov k mitogénom bola
hodnotend ELISA BrdU (colorimetric) testom, pouzitim 20 pg/ml fytohemaglutininu PHA —
P (Sigma, USA). Urovei blastogénnej odpovede lymfocytov je vyjadrena ako stimulacny
index (SI). Fagocytirna schopnost’ krvnych leukocytov bola stanovend ingesciou 2-
hydroxyethylmetakrylatovych ¢astic (MSHP, priemer 1.2 um, ARTIM Praha, CR), (Vétvicka
a kol., 1982). Fagocytdrna aktivita leukocytov - je vyjadrend ako percento leukocytov
fagocytujucich 3 a viac MSHP Ccastic, a ako fagocytarny index - predstavuje ingescnu
kapacitu leukocytov (pomer poctu fagocytovanych MSHP a poctu vSetkych potencidlnych
fagocytov). Chemotakticka aktivita sa stanovila metédou chemotaxie polymorfonuklearov
(PMNL) pod agar6zou (Prochdzkova a kol., 1986). Ako chemotakticky faktor sme pouzili
zymozan (fy Sigma, USA). Stanovili sme chemotakticky index (CHI) ako podiel dizky
chemotaktickej a spontdnnej migracnej drahy.

Tab. ¢. 1: nespecifické imunologické parametre a titer antirabickych protilatok pred a po aplikacii vakciny

PARAMETER 0.ODBER 1.0ODBER (14. 2.0DBER (28. 3.0DBER 4.0DBER 5.0DBER
SK.1.G PRIMOVAKCIN | DEN) ) DEN) (42.DEN) (56DEN) (70.DEN)
VAKCINACI ACIA (cpv, cpv, REVAKCINACI VAKCINACIA
A+GLUKAN CAVy,, CP) A+(LEPTOSPIR RABIES
OSIS)
FA Le% X 32 ns 35,8 ns 33,66667 ns 35,16667 ns 38,16667 ns 54,33333 ns
SD 7,46 15,78 18,08007 10,73028 9,990273 3,72678
FI Le X 52ns 6,22 ns 5,255 6,543333 ns 7,311667 ns 8,81 ns
*P=0,0486
SD 1,0 1,635 1,139645 0,900845 1,117265 1,901464
IMA X 1,24 ns 1,25 ns 1,376667 ns 1,536667 ns 1,646667 ns 1,956667 ns
SD 0,43 0,244 0,245402 0,297415 0,233928 0,386422
Chl X 146 1,797 1,416667 ns 1,435 ns 1,068333 ns 1,29 ns
*P=0,037 *P=0,0168
SD 0,520 0,238 0,506776 0,233577 0,094 0,155991
SIP X 14ns 3,62 2,116667 ns 1,2 ns 1,45 ns 1,183333 ns
* P=0,029
SD 0,1 1,081 0,566912 0,258199 0,368 0,437
Ab Rabies X 0,627 0,66 ns 1,023667 ns 1,512667 1,7833 1,524
UE/ml *P=0,0194 *P=0,024 *4*p<(),0001 **P=(),006
SD 0,335 0,381 0,21944 0,338486 0,152192 0,392755
Parameter 0.odber 1.odber (14. den) 2.odber (28. deti) 3.odber (42.dem) 4.odber (56der) 5.odber
sk. 1. K Primovakcinacia Revakcinacia Vakcinacia (70.den)
vakcinacia (cCpD)V’ CPV, CAV,, (+Leptospirosis Rabies
i sp.)
FALe% X 293ns 30,17 ns 32,166 ns 36,83333 ns 34,16667 ns 57,83333 ns
SD 6,7 23,92 13,62113 13,37743 15,61865 17,31123
FI Le X 534ns 8,405 ns 7,793333 ns 7,746667 ns 5,62 ns 9,346667 ns
SD 1,5 2,957 2,506578 2,412072 2,073734 2,815318
IMA X 1,18 ns 1,282 ns 1,251667 ns 1,548333 ns 1,586667 ns 2,248333 ns
SD 0,11 0,118 0,347029 0,385225 0,419078 0,630451
Chl X 129ns 1,47 ns 1,365 ns 1,498333 ns 1,043333 ns 1,12 ns
SD 0,155 0,105 0,421212 0,381352 0,261432 0,310392
SIP X 1,43 ns 2,02 ns 2,183333 ns 0,916667 ns 1,433333 ns 1.4 ns
SD 0,85 0,9 0,785137 0,345051 0,820545 0,484728
Ab Rabies X 0,460ns 0,461 ns 0,6952 ns 0,669833 ns 0,641833 ns 0,494167 ns
UE/ml SD 034 0 0.238497 0,547949 0,635 0,627614

FALe — fagocytarna aktivita leukocytov, FILe — fagocytarny index leukocytov, IMA — index metabolickej aktivity fagocytov,

Chl — index chemotaktickej aktivity, SIP — stimula¢ny index lymfocytov pomocou fytohemaglutininu,

Ab Rabies — antirabické protilatky Ab UE/ml, X — priemer, SD- smerodajna odchylka , Statistické porovnanie sk. I.G vs ILK: ***P<0.0001,
**P<0.01, *P<0.05, ns — nesignifikantnost’
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Tab. &. 2: Statistické porovnanie 0. odberu vs ostatnych odberov v jednotlivych skupinich pred a po vakcinacii

Porovnanie FA Le FI Le IMA CHI SIP Ab Rabies
Skupina 0 vs 14 den ns ns ns ns **P=0,0051 ns
LG 0 vs 28 den ns ns ns ns *P=0,0448 ns
0 vs 42 den ns ns ns ns ns **P=0,0058
0 vs 56 den ns *P=0,012 **P=(),0098 ns ns **P=(),0034
0 vs 70 dent **%P<0,0001 **pP=0,0042 **pP=0,0034 ns ns **P=0,0073
Skupina 0vs 14 den ns ns ns ns ns ns
ILK 0 vs 28 den ns ns ns ns ns ns
0 vs 42 den ns ns **%p<0,0001 ns ns ns
0 vs 56 den ns ns **P=(),0059 *P=0,0104 ns ns
0 vs 70 dent **P=0,0041 *P=0,0139 **P=0,0065 ns ns ns

Vysvetlivky vid’ v Tab. ¢. 1

Joédnitrotetrazoliovy (INT ) test sme robili v uprave podl'a autorov Marecek a Prochazkova
(1986). Ako indikator metabolickych dejov sme pouzili 2-(4-jodfenyl)-5-fenyltetrazolium
chlorid — INT (Lachema Brno) a ako stimulujuci faktor zymozan (fy Sigma, USA). Na
posudenie funk¢nej zdatnosti fagocytov je vyznamny podiel medzi spontdnnou aktivitou
a aktivitou po podsobeni stimulancia, tzv. index metabolickej aktivity (IMA). Hladina
Specifickych antirabickych protilatok bola hodnotena ELISA testom. PouZzili sme kontrolné
pozitivne antirabické psie sérum o znamej hodnote antirabickych protilatok (2,5 IU/cm’)
a tiez negativne psie sérum, pricom sme kazdé sérum vySetrili dvakrat.. Pre detekciu a
kvantifik4ciu antirabickych protilatok (Benisek a kol., 1989;Siiliova a kol., 1994) sme pouzili
konjugat anti-dog IgG /Px. Titer protilatok sme vyjadrili v UE/ml (ekvivalentné jednotky
k jednotkdm medzindrodnym) priCom za pozitivny sa povazuje titer nad 1.0 UE/ml.
Statisticka analyza ~ANOVA — test (GraphPad InStat)

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky a Statistické porovnanie medzi skupinou I. G a II. K st uvedené v Tab. €. 1.
Statistické porovnanie 0. odberu a ostatnych odberov v jednotlivych skupinidch pred a po
vakcindcii je uvedené v Tab. ¢.2.

FA Le % mala v porovnani s 0. odberom stpajtci charakter s najvyraznejSou hodnotou pri
poslednom odbere. V skup. 1.G po podani glukanu a vakcinécii dosiahla signifikantny rozdiel
(P<0.0001), v kontrolnej skupine stupla menej vyrazne (P<0.01).

FI Le dosiahol v L.skup. sinifikantnej hodnoty uz 56. deni po vakcinacii (P<0.05), pricom
vrchol (P<0.01) dosiahol 70. deni po aplikécii glukanu. U kontroly bol signifikantny (P<0.05)
az 70. den po vakcinacii. Hodnoty IMA u vakcinovanych zvierat s glukdnom v porovnani
s kontrolou boli nesignifikantné, avSak 0. vs 56.deit a 0. vs 70. deni signifikantne (P<0.01)
stupal u oboch skupin. Index bol vyznamnejSie zmeneny v skup. ¢ ILLK uz pri 3.odbere
(P<0.0001). CHI (P<0.05) je signifikantne vyssi len prvé 2 odbery medzi oboma skupinami.
SIP vyrazne stupol (P<0.05) v Lskup. uz na 14. den oproti skup.lL.K a Statisticky
najvyznamnejSiecho vzostupu P<0.01 dosiahol uSteniat 1. G skupiny 0 vz 14 den.Za
signifikantny povazujeme aj 0 vz 28 denl v tejto skupine. AB Rabies UE/ml - Antirabické
protilatky dosiahli protek¢ni hladinu (>1 UE/ml) pri kazdom odbere v I.G skupine od
zahéjenia imunoprofylaxie, kdezto pri II. skupine nedosiahli pozadovanu hladinu ani pri
jednom odbere. Najvyssia hladina Ab (P<0.0001) bola dosiahnuta 28 dni po podani
antirabickej vakciny u psov oSetrovanych glukidnom oproti kontrole. Statisticky vyznamné
(P<0.01) st aj hodnoty 42., 56., a70. denn oproti 0.ditu skupiny I[.G. Na rozdiel od
predchadzajucich stadii (Van Loveren a kol., 2001., Henry a kol., 2001), ktori nezaznamenali
vyraznej§i rozdiel v protildtkovej] odpovedi po vakcindcii u imunosuprimovanych a
imunokompetentnych zviertat, nase vysledky dokumentujii vyrazny rozdiel v produkcii
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antirabickych protilatok u psov s alterovanymi imunitnymi parametrami. Titer antirabickych
protilatok merany ELISA testom je podl'a (WHO,1996) povazovany za protekény na hladine
> 1,0 EU/ml (Cliquet, 2000). Takyto titer nebol detekovany u imunosuprimovanych psov bez
imunostimulacného podsobenia  glukanu v porovnani so psami, ktorych imunita bola
podporend B(1,3/1,6) D glukanom, ktory mal pozitivny efekt na alterované Specifické aj
nespecifické imunologické parametre u imunosuprimovanych jedincov. Na zaklade nami
dosiahnutych vysledkov mo6zeme konStatovat, ze aplikovanie B(1,3/1,6) D glukanu zvysuje
uroven imunitnej] odpovede vzostupom Specifickych (antirabickych protilatok) aj
neSpecifickych ( IMA, FI, SI) imunologickych parametrov. Je ho mozné vyuzit' v klinicke;j
praxi malych zvierat pri prevencii, ale aj pri imunopotenciacii U€¢inku vakcin. V pripade
potvrdenej imunosupresie sa doporucuje opakovat antirabicki vakcindciu, pretoze
primovakcinacia nezabezpeci dostato¢nt protekciu.
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STUDIUM 23 BP - A 12 BP - INDEL POLYMORFIZMU V PRNP GENE
HOVADZIEHO DOBYTKA

Hresko S., Tkacikova L.

Ustav imunolégie, Katedra mikrobiolégie a imunoldgie, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Polymorfizmy v protein koédujucej casti PRNP génu st vsilnej asociacii s vyskytom
transmisivnych Spongioformnych encefalopatii u oviec a 'udi. U hovidzieho dobytka nebola
doposial’ dokazana podobna suvislost. Predchadzajiicou Studiou (Sander a kol., 2004) bola
zistend mozna suvislost’ polymorfizmov typu inzercia/delécia (indel) v promotorovej oblasti
a oblasti prvého intronu PRNP génu s vyskytom BSE u hoviddzieho dobytka chovaného
v Nemecku. V naSej $tudii bolo vySetrenych 76 vzoriek zdravého hoviddzieho dobytka na
vyskyt 23 bp — a 12 bp — indel polymorfizmov. Alely s inzerciami v oboch sledovanych
polymorfizmoch s spdjané s vySSou rezistenciou vo¢i BSE. Pri analyze 23 bp — indel
polymorfizmu bol zisteny rovnaky pocet heterozygotnych jedincov ako homozygotov s 23 bp
— deléciou, kym homozygoti s 23 bp — inzerciou sa vyskytovali v nizSom pocte. Analyzou 12
bp — indel polymorfizmu bol zaznamenany najvyssi vyskyt heterozygotnych jedincov

cvwr

UvOoD

Transmisivne S$pongioformné encefalopatie (TSE), alebo priondzy, st degenerativne
ochorenia centralneho nervového systému zvierat aj 'udi vedice k motorickym dysfunkciam,
demencii a smrti. K tymto chorobam patri bovinna Spongioformna encefalopatia hovéadzieho
dobytka (BSE), scrapie oviec (klusavka) a Creutzfeldt-Jakobova choroba T'udi (CJD)
(Weissmann a kol., 2002; Aguzzi a kol., 2004). Hlavnu ulohu v prenose tychto chorob ma
infekénd proteinova molekula, tzv. prion (PrP%) (Prusiner, 1982), ktora je konformacne
zmenenou formou celularneho prionového proteinu (PrP®). Bolo zistené, e polymorfizmy
v protein kodujucej cCasti génu, kodujicom celuldrny pridnovy protein (PRNP gén),
ovplyviuji vnimavost’ oviec voci scrapie (Hunter a kol., 1992; Belt a kol., 1995). Podobne
uludi je polymorfizmus vkodone 129 protein kodujlicej Casti PRNP génu spajany
s vaimavostou voci variantu Creutzfeldt-Jakobovej choroby (vCID). Vsetci pacienti
postihnuty vCID boli homozygotni pre metionin v kodéne 129 (Haase a kol., 2007). Ziadny z
doteraz znamych polymorfizmov v protein kodujicej ¢asti PRNP génu hovédzieho dobytka
nie je spajany s vnimavostou vo¢i BSE. Podl'a hypotézy, Ze zmeny v endogénnej expresii
PrP“ mézu ovplyvitovat’ vnimavost vo¢i TSE a/alebo inkubaénu dobu (Bossers a kol., 1996),
Sander akol. (2004) analyzovali polymorfizmy v promotorovej oblasti PRNP génu
hovéddzieho dobytka chovaného v Nemecku. Pri tejto analyze boli zistené dva polymorfizmy
typu inzercia/delécia (indel): 23 bp — indel v promdtorovej oblasti a 12 bp — indel v prvej
intronovej oblasti PRNP génu, ktoré vykazovali zna¢nl spojitost’ s vnimavostou vo¢i BSE.
NajcastejSie sa vyskytujice haplotypy boli typu inzercia — inzercia (I-I) alebo delécia —
delécia (D-D). Stiidie prométorovej oblasti naznacuju, Ze pri haplotype I-I inzerény tsek 23
bp je schopny viazat' represny transkripny faktor RP-58. Tento faktor v interakcii so
Specifickym proteinom SP1, ktorého vdzobné miesto sa nachadza v inzer¢nom useku 12 bp,
znizuje expresiu PRNP génu. Pri haplotype D-D sa takato represia nemoéZe uskutoCnit
a expresia PRNP génu prebieha vo zvysenej miere (Haase a kol., 2007). Uéinok 12 bp - indel
polymorfizmu bol potvrdeny nezdvislymi Stidiami na nemeckom a anglickom dobytku
(Geldermann a kol., 2006; Juling a kol., 2006; Kashkevich a kol., 2007). Ciel'om tejto prace
bolo analyzovat' vyskyt 23 bp — a 12 bp — indel polymorfizmu u hovéidzieho dobytka
chovaného na Slovensku.
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MATERIAL A METODIKA

DNA vzorky: 76 vzoriek genomickej DNA bolo ziskanych z krvi hovddzieho dobytka.
Z krvnych leukocytov bola DNA izolovana pomocou metdédy opisanej Sambrookom a kol.
(1989).

Amplifikacia DNA: Na analyzu 23 bp - indel polymorfizmu bola pouzitda metoda PCR.
Pouzitim primerov 23indel-F a 23indel-R (navrhnutych podl'a Sander a kol. (2004)) (Tab. 1.)
bol amplifikovany usek DNA dlhy 100 bp, resp. 123 bp. Pritomnost’ 123 bp dlhého produktu
predstavovala pritomnost’ inzercie 23 bazovych péarov. V 100 bp dlhom produkte sa tento
usek nenachadzal (delécia). Reakcia prebehla za nasledovnych podmienok: inicidlna
denaturécia (94°C, 5 min), 35 cyklov vlastnej amplifikacie (Tab. 1.) a findlna extenzia (72°C,
5 min). Pre potrebu analyzy 12 bp — indel polymorfizmu bol amplifikovany tsek DNA dlhy
414 bp resp. 426 bp. Amplifikacia prebehla s pouzitim primerov 12indel-F a 12indel-R (podl'a
Nakamitsu a kol.(2006)) (Tab. 1.) za nasledovnych podmienok: inicidlna denaturacia (94°C, 5
min), 35 cyklov vlastnej amplifikacie (Tab. 1.) a finalna extenzia (72°C, 5 min).

Tab. 1. Oligonukleotidové primery pouzité pri PCR

Primer Nukleotidova sekvencia 5°-3" Produkt Podmienky PCR
23indel-F | gtg cca gec atg taa gtg 100 bp /123 bp 35x: 94°C, 45 s,

- 61,9°C, 45 s.;
23indel-R | tgg aca ggc aca atg gg 72°C, 45 5.
12indel-F | ctt ctc tct cge aga agce ag 414 bp / 426 bp 35x: 94°C, 45 s

- 59,3°C, 45 s.;
12indel-R | ccc ttg ttc ttc tga get cc 72°C, 45 s.;

RFLP analyza: Usek DNA 12 bp — inzercie obsahuje rozpoznavacie miesto pre restrikény
enzym Sacll, ktory bol pouzity na analyzu 12 bp — indel polymorfizmu. V pripade pritomnosti
12 bp — inzercie dochadzalo k Stiepeniu PCR produktu za vzniku r6zne velkych restrikénych
fragmentov. V pripade vyskytu delécie tohto tseku k Stiepeniu PCR produktu nedochadzalo.
Detekcia DNA: PCR produkty a reStrikéné fragmenty boli analyzované v 1-2 % agar6zovom
gély v 1x TAE tlmivom roztoku. Gél bol po ofarbeni etidium bromidom vizualizovany pod
UV lampou. Ako standard molekulovej hmotnosti bol pouzity 100 bp DNA ladder.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou PCR reakcie, pouzitej na analyzu 23 bp — indel polymorfizmu, boli amplifikované
useky DNA dlhé 100 bp, resp. 123 bp. Pritomnost’ vysledného produktu 100 bp predstavovala
homozygotného jedinca sdeléciou 23 bp (del/del) v analyzovanom useku, pritomnost
produktu 123 bp homozygotného jedinca sinzerciou 23 bp (in/in). Pritomnost’ oboch
produktov charakterizovala heterozygotného jedinca (in/del) pre analyzovany polymorfizmus
(Obr. 1.). Z celkového poctu 76 vzoriek bolo zistenych 32 (42,1 %) homozygotov s deléciou
23 bp, 12 (15,8 %) s inzerciou a 32 (42,1 %) heterozygotnych jedincov. Za ti€elom analyzy 12
bp — indel polymorfizmu boli pomocou PCR reakcie amplifikované useky DNA dlhé 414 bp
resp. 426 bp (Obr. 2.A). Tieto PCR produkty boli nasledne analyzované pomocou RFLP
metddy (Restriction Fragment Length Polymorphism) s pouzitim enzymu Sacll. V pripade
homozygotného jedinca s inzerciou 12 bp (in/in) dochadzalo k Stiepeniu 426 bp dlhého PCR
produktu  za vzniku reStrikénych fragmentov dlhych 150 bp a276 bp. V pripade
homozygotného jedinca s deléciou 12 bp (del/del) nedochadzalo k Stiepeniu 414 bp dlhého
PCR produktu. Heterozygotny jedinec bol po RFLP analyze charakterizovany pritomnostou
troch fragmentov (150 bp, 276 bp a 414 bp) (Obr. 2.B). Zo 76 analyzovanych vzoriek bolo
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zistenych 24 (31,6 %) homozygotnych jedincov s deléciou 12 bp, 12 (15,8 %) s inzerciou a 40
(52,6 %) heterozygotnych jedincov.

Obr. 1. Analyza 23 bp — indel polymorfizmu: 1. Standarda molekulovych hmotnosti - 100 bp
DNA ladder; 2. homozygot del/del; 3. a 5. heterozygot in/del; 4. homozygot in/in.

Obr. 2. Analyza 12 bp — indel polymorfizmu: A. PCR produkty (414 bp resp. 426 bp); B.
RFLP analyza: 1. Standarda molekulovych hmotnosti - 100 bp DNA ladder; 2. heterozygot
in/del; 3. homozygot del/del; 4. homozygot in/in.

Pre oba sledované polymorfizmy bolo zo vSetkych analyzovanych vzoriek 29 (37 %)
heterozygotnych (23 bp in/del; 12 bp in/del), 24 (32 %) homozygotnych s 23 bp a 12 bp
deléciou (23 bp del/del; 12 bp del/del) a9 (12 %) homozygotnych s inzerciou v oboch
sledovanych polymorfizmoch (23 bp in/in; 12 bp in/in). Vyskyt 23 bp — a 12 bp — indel
polymorfizmu bol sledovany vo viacerych Studiach. Pri analyze genotypu u malej skupiny
zvierat (48 zdravych, 43 BSE postihnutych jedincov), Sander akol. (2004) zaznamenali
vyrazne vyssiu frekvenciu vyskytu 23 — bp inzercie u zdravych jedincov. Pri podobnej stadii
na skupine 449 BSE postihnutych a 431 zdravych zvierat chovanych vo Svajéiarsku
a Nemecku, bola opidt zaznamenana vyrazna spojitost 23 bp — indel polymorfizmu
s vnimavostou vo¢i BSE (Haase a kol., 2007). Seabury a kol. (2004) vykonali analyzu PRNP
génu vo vzorkach semena plemennych bykov r6znych plemien hoviadzieho dobytka. Podobnu
spojitost medzi 23-bp indel polymorfizmom a vyskytom BSE vSak nezaznamenali.
Frekvencia vyskytu 23-bp delécie v skupine zdravych zvierat bola podobnd frekvencii
vyskytu u BSE infikovaného nemeckého dobytka. V nasej Studii sme zaznamenali nizky
vyskyt homozygotnych jedincov s 23 bp — inzerciou a rovnaky vyskyt heterozygotnych
jedincov ako homozygotov s 23 bp — deléciou. Juling a kol. (2006) prezentuju silna spojitost’
predovsetkym 12 bp — indel polymorfizmu s vyskytom BSE uhovéddzieho dobytka.
Heterozygotni jedinci a jedinci s 12 bp — deléciou predstavuji zvySené riziko postihnutia
BSE. Pri analyze 12 bp — indel polymorfizmu sme v naSej §tudii zaznamenali najvyssi vyskyt
heterozygotnych jedincov (40; 52,6 %), 24 (31,6 %) homozygotnych jedincov s deléciou 12
bp alen 12 (15,8 %) homozygotnych jedincov s inzerciou. Pre potreby presnejSej analyzy
distribtcie 23 bp —a 12 bp — indel polymorfizmov v populécii hovédzieho dobytka chovaného

41



na Slovensku a vyhodnotenie ich pripadnej asociacie s vyskytom BSE bude potrebné vysetrit
vzorky od BSE pozitivnych zvierat a vacsi pocet zdravych zvierat, co bude predmetom nasich
d’alsich stadii.
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POROVNANIE VYBI}ANYCH PARAMETROV KVALITY VCELIEHO MEDU
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ABSTRAKT

Bolo vysetrenych 17 vzoriek medu z obchodnej siete (5) a od domacich producentov (12)
z regionov KoSice-okolie, Rozilava a Revuca. Vzorky medu od domacich producentov
pochadzali zo znaSky roku 2007 (10 vzoriek) a zo znasky roku 2006 (2 vzorky). Obsah vody
sa pohyboval v rozsahu od 17 do 21 %, pricom u medu kvetového z obchodnej siete bola
prekrocena max. pripustnd hodnota podl'a Potravinového kddexu Slovenskej republiky (PK
SR). Kyslost medu bola vrozsahu od 6 do 40 milieckvivalentov kyseliny na 1000g™,
elektricka vodivost sa pohybovala od 0,156 (med agitovy) do 1,046 mS.cm™ (med
medovicovy) aobsah cukru bol vrozpiti od 76,5 do 81°Bx. VSetky vzorky vyhovovali
poziadavkam potravinového kodexu na tieto ukazovatele kvality medu, ale oznacenie medu
ako med lesny neumoziuje vyhodnotit’ poziadavku Potravinového kédexu SR na elektricku
vodivost,, pretoze nie je jasny povod medu. Vo vzorkach medu bol stanovovany obsah vody,
kyslost’, elektricka vodivost’ a obsah cukrov. Na stanovenie obsahu hydroxymethylfurfuralu
(HMF) bolo analyzovanych 15 vzoriek medu zobchodnej siete (4) aod domécich
producentov (11) zregionov KoSice - okolie, Roziava, Reviica a Svidnik. Vzorky medu
pochadzali zo znasky roku 2007 (13 vzoriek) a zo zndsky roku 2006 (2 vzorky). Hodnoty
obsahu HMF sa pohybovali v rozsahu 0,17 az 31,86 mg.kg'.Pri¢om priemerna hodnota HMF
vo vzorkach medu od chovatel'ov v¢iel bola takmer trojnasobne niz$ia ako priemerna hodnota
HMF vzoriek z obchodnej siete.

UvOD

Med je prirodnd sladkd latka produkovand vcelami (Apis mellifera) z nektaru rastlin, zo
sekrétov zivych Casti rastlin, alebo z vyluckov hmyzu cicajuceho zivé Casti rastlin, ktory véely
zbieraju, pretvaraju aobohacuju vlastnymi Specifickymi latkami, ukladaju, zahust'uja,
uskladiiuju a ponechavaju v plastoch aby vyzrel (Potravinovy koédex SR, tretia Cast’, deviata
hlava, 2004). Med je produkt, ktory mozno pouzit bez akéhokol'vek predbezného
spracovania, preto je dolezita jeho kvalita a zdravotna bezchybnost’.

Mnozstvo vody v mede koliSe podla druhu kvetov, z ktorych med pochadza, sezony, zrelosti,
sily vCelstva, ako aj spdsobu vytaCania. Pretoze med je hygroskopicky, pri zlom skladovani
pohlcuje vodu z okolia a od povrchu sa zried'uje (Dobrovoda 1986). Obsah vody v mede
moze byt najviac 20 %. Vyssi obsah vody je povoleny pre vres v pekarskom mede vSeobecne
a to najviac 23 % a pre pekarsky med z vresu najviac 25 % (Potravinovy kodex SR, 2004).
Med moze obsahovat’ voI'né kyseliny v mede v§eobecne najviac 50 miliekvivalentov kyseliny
na 1000g a pre pekarsky med najviac 80 miliekvivalentov kyseliny na 1000g (Potravinovy
koédex SR, 2004).

Elektricka vodivost’ v mede je tym vysSia, ¢im viac iénovych Castic med obsahuje, teda ¢im je
obsah mineralnych latok v mede vyssi. Medovicové druhy medu maji vzhladom na svoj
vysoky obsah mineralnych latok vysSiu elektricki vodivost’ ako kvetové medy. Elektricka
vodivost’ vyjadrujeme v simensoch (Dobrovoda, 1986). Podla Potravinového kdédexu SR
(2004) musi byt elektrickd vodivost medovicového a gaStanového medu najmenej 0,8
mS/cm. Pre vSetky ostatné druhy okrem vynimiek (jahodovec oby¢ajny, vresovec, eukalyptus,
lipa, vres obyc¢ajny, manuka alebo kel rosolovity, kustovnica cudzia) musi byt elektricka
vodivost’ najviac 0,8mS/cm.

5-Hydroxymethyl-2-furaldehyd alebo hydroxymethylfurfural (HMF) je cyklicky aldehyd
produkovany pri kyslom rozklade monosacharidov. Dalsia moZnost’ ako HMF vznik4 je cez
kondenzaciu karbohydratov, ktoré maji volné amino skupiny, podla dobre zname;j
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Maillardovej reakcie (Tomlinson a kol., 1993). Zahrievanim medu sa tvorba HMF urychl'uje.
Dlhodobym uskladnenim medu pri nevhodnej teplote napr. 30°C alebo zahriatim stipa
koncentracia vel'mi rychle. Z hygienického hl'adiska zvyseny obsah HMF znamena, ze ide
omed horSej kvality, alebo dokonca falSovany s pridavkom invertného cukru (Toporcak,
1999). Tepelné osSetrenie medu a ¢as musi byt limitované . Kratkodoby ohrev je menej
Skodlivy, ale HMF dosahuje vysoké hodnoty pri vysokej teplote alebo dlhsom case (Tosi
a kol., 2002). Obsah HMF vieobecne okrem pekarskeho medu ma byt najviac 40 mg.kg™ a
pre druhy medu s deklarovanym povodom zregiénov s tropickym podnebim a zmesi
z takychto druhov medov najviac 80 mg.kg" (Potravinovy kédex SR, 2004).

MATERIAL A METODIKA

Pre stanovenie vybranych ukazovatel'ov kvality medu bolo analyzovanych 17 vzoriek medu
z obchodnej siete (5) a od doméacich producentov (12) z regionov Kosice-okolie, Roznava a
Revica. Vzorky medu od domécich producentov pochadzali zo znasky roku 2007 (10
vzoriek) a zo znasky roku 2006 (2 vzorky). Vo vzorkach medu bol stanovovany obsah vody,
kyslost, elektricka vodivost’ a obsah cukrov. Na stanovenie obsahu HMF bolo analyzovanych
15 vzoriek medu z obchodnej siete (4) a od domacich producentov (11) z regiénov Kosice -
okolie, Roznava, Reviica a Svidnik. Vzorky medu pochadzali zo znasky roku 2007 (13
vzoriek) a zo znasky roku 2006 (2 vzorky).

Obsah vody a cukru bol stanoveny refraktometrom. Obsah vody je vyjadreny v %, a obsah
cukru v stupnioch Brix (vahové percento koncentracie cukru vo vode). Kyslost medu bola
stanovovana titracne roztokom NAOH na fenolftalein do ruzového zafarbenia, ktoré vydrzi 10
sekund. Elektrickd vodivost’ bola stanovend podla STN 570190 v 20 %-om vodnom roztoku
medu. Navazku medu volime podl'a vzorca: x = 100x20/S, kde S je refraktometrickd suSina
medu. Takto pripraveny roztok sa vytemperuje na 20 °C a do roztoku sa ponori elektroda
konduktometra. Hodnota elektrickej vodivosti sa odéita z konduktometra v mS.cm™.
Hydroxymethylfurfural bol stanoveny v Cistom, filtrovanom vodnom roztoku medu za
pouzitia HPLC s reverznou fazou a UV detekciou. Vystupny signal vzorky bol zrovnany so
signadlom S$tandardu o znamej koncentracii HMF. HMF bol stanoveny na Stavebnicovom
kvapalinovom chromatografe Breeze (Waters, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky sledovania vybranych ukazovatel'ov kvality medu st uvedené v tabulkach 1 a 2.
Priemernd hodnota obsahu vody v sledovanych vzorkach bola 18,3 %, priCom v mede
z obchodnej siete bola namerand priemerna hodnota obsahu vody mierne vyssia (18,6 %).
V jednej vzorke medu bola namerana hodnota obsahu vody az 21 %, ¢o presahuje najvyssiu
povolenu hodnotu (20 %) podl'a Potravinového kédexu Slovenskej republiky (2004). Obsah
vody vo vzorkach medu od domacich producentov bol v priemere 18 %, dve vzorky mali
nameranu hodnotu pod hranicou najvyssej povolenej normy (Region Revuca).

Priemerna hodnota kyslosti v analyzovanych vzorkach bola 20,65 mekv. kyseliny.1000g™,
ato vo vzorkach zobchodnej siete 20,6 mekv. kyseliny.100g”’ avmede od domacich
producentov bola mierne vyssia (20,9 mekv. kyseliny.100g™). Najvyssia hodnota kyslosti
bola stanovend v medovicovom mede z minuloro¢nej znasky (region Kosice). V ziadnej
vzorke neprekroc€ili hodnoty kyslosti limit stanoveny Potravinovym koédexom SR (50 mekv.
kyseliny.100g™).

Priemerna hodnota elektrickej vodivosti vo vietkych vzorkich medu bola 0,460 mS.cm™. Vo
vzorkach medu z obchodnej siete 0,328 mS.cm™ a od domacich producentov 0,593 mS.cm™.
Najvyssia elektrickd vodivost’ bola namerand v medovicovom mede (region KoSice-okolie,
medovicovy med) 1,046 mS.cm™. Vzorka medu oznageného ako ,lesny med* z obchodnej
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siete a est’ vzoriek od domacich producentov mali hodnotu vodivosti pod 0,8 mS.cm™, jedna
vzorka (okres Revica) mala hodnotu prevysujicu 0,8 mS.cm™ (0,960 mS.cm™).

Obsah cukru bol priemerne 80,1 °Bx, pric¢om hodnoty sa pohybovali v rozpiti od 76,5°Bx do
vody — 21 %). NajvysSie hodnoty (81,5 °Bx) boli namerané v mede medovicovom (region
Kosice-okolie) a v mede lesnom (regién Roznava).

Tabul’ka 1 Vysledky sledovania vybranych ukazovatelov kvality medu z obchodnej siete

Povod Druh medu | Obsah vody Kyslost’ Elektricka Obsah
medu (%) (miliekvivalentov. vodivost’ cukru
kyseliny.1000g™) (mS.cm™) (°Bx)
Lesny 17,5 30 0,647 81
= Kvetovy 21 30 0,164 76,5
E Agatovy 18 12 0,16 80,5
2% Kvetovy 18,5 14 0,225 80
© '@ | Lipovy 18 16 0,442 80
Priemer 18,6 20,4 0,328 79,6
Tabul’ka 2 Vysledky sledovania vybranych ukazovatelov kvality medu od domacich
producentov
Povod Druh medu | Obsah vody Kyslost’ Elektricka Obsah
medu (%) (miliekvivalentov. vodivost’ cukru
kyseliny. IOOOg'l) (mS.cm™) (°Bx)
Kosice- | Agatovy 18 11 0,156 80
okolie Lesny 17,5 24 0,71 81
Kosice | Medovicovy 17 40 1,046 81,5
18 19 0,505 79
17,5 20 0,508 81,5
Roziava | Lesny 18,5 28 0,430 80
17,5 14 0,549 81
17,5 15 0,434 80,5
Svidnik | Kvetovy 18 22 0,589 80,5
Lipovy 19,5 6 0,794 81
Revuca | Kvetovy 19,5 30 0,436 81
Lesny 17,5 22 0,960 80,5
Priemer 18 20,9 0,593 80,6

Vysledky obsahu HMF z r6znych regionov vychodného a stredného Slovenska su uvedené
v tabul’kach 3 a 4. Priemernd hodnota obsahu HMF bola 10,81 mg.kg”, pri¢om priemerna
hodnota vo vzorkach medu z obchodnej siete bola 20,41 mg.kg" a priemernd hodnota vo
vzorkach medu od domécich producentov bola 7,33 mg.kg ™. Najvyssia hodnota HMF bola
chovatelov v¢iel v mede kvetovom z okresu Svidnik. Aj ked vSetky vzorky zodpovedali
poziadavkdm Potravinového kdédexu SR (2004), boli zistené vyrazné rozdiely medzi vzorkami
medu z obchodnej siete avzorkami od chovatelov vc€iel. Priemerna hodnota HMF od
chovatelov vc€iel bola takmer trojndsobne niz$ia ako priemernd hodnota HMF vzoriek
z obchodne;j siete.

Tabulka 3 Vysledky obsahu HMF v mede z obchodnej siete
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Povod medu Druh medu Priemerna hodnota obsahu HMF (mg.kg™")
Lesny 31,86
Obchodn4 siet Kvetovy 2,18
Agatovy 27,01
Kvetovy 20,58
Priemer 20,41

Tabul’ka 4 Vysledky obsahu HMF v mede od doméacich producentov

P6vod medu Druh medu Priemerna hodnota obsahu HMF
(mg kg
Kosice-okolie Agatovy 21,65
Kosice Medovicovy 17,03
13,01
Roznava Kvetovy 2,99
2,93
5,74
Svidnik Kvetovy 0,24
Lipovy 0,17
Revuca Kvetovy 0,88
Lesny 4,32
Kvetovy 11,62
Priemer 7,33
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VYHODNOTENIE PORUCH SKUSU U PSOV
Lackova M., Capik I.
Klinika malych zvierat, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Cielom naSej prace bolo sledovat’ vyskyt ortodontickych problémov v populacii psov vo
vztahu k plemennej prislusnosti, pohlaviu a vekovej kategorii osetrenych na Klinike malych
zvierat v obdobi roku 2007 a v prvej polovici roku 2008. Druhou castou tejto Studie bolo
vyhodnotenie dizky ortodontickej terapie, vyskytu komplikacii v priebehu korekcie skusu,
ako aj vyskytu a charakteru recidiv ortodontickych problémov.

Z celkového poctu 299 stomatologickych pacientov bolo diagnostikovanych 53 pripadov
s poruchami skusu, z toho najvyssi vyskyt bol u plemena jorkSirsky teriér 30,2 %. Az u 67,9
% psov boli poruchy okluzie zistené do veku 1 roka. Z hladiska pohlavia bolo 69,8 %
pripadov diagnostikovanych u samcov. DiZka terapie sa pohybovala v rozmedzi 1 tyzden az
10 mesiacov. Recidivy sa vyskytli v 4 pripadoch, ¢o predstavuje 9,8 %.

UvOoD

Normélna oklazia predstavuje normalne postavenie zubov, integritu zubnych oblukov
anormalnu funké&nost’ temporomandibularnych kibov. Normalne postavenie zubov alebo
skus, je u psov charakterizovany anizognatnym vzt'ahom oboch zubnych oblukov (mandibula
je mierne kratSia a uz§ia) a je oznacovany ako noznicovy skus (Johnston, 2001).

Nespravna okliizia moéze byt pric¢inou abrazie, periodontalnej traumy (s vyslednou pred¢asnou
periodontitidou a néslednou stratou zubov), ako i traumatizacie mikkych tkaniv (Harvey
a Emily, 1993). Niektoré ortodontické chyby, hlavne nahromadenie zubov, ale aj otvoreny
skus alebo hlboky skus, zvysSuju nachylnost’ ku vzniku zubného kazu (Jedlickova a Raszka,
1990).

Ortodonticka terapia predstavuje korekciu nespravneho skusu pomocou okluznych tuprav,
fixnych alebo snimatelnych pristrojov. Ortodontickd korekcia skusu upsov je
kontraindikovana v pripade, Ze sa jednd o dedicny problém, ak nie je jedinec sucasne
kastrovany. Dovodom pre tento pristup je zabranit’ Sireniu dedi¢nych chyb v ramci plemena.
Niektoré krajiny uz prijali legislativu tykajucu sa tejto zalezitosti (Gorrel, 2004).

Zvyseny zaujem veterinarnych lekarov, ale aj majitel'ov a chovatel'ov psov prispeli k narastu
pacientov s vyskytom ortodontickych poruch skusu. Preto ciel'om nasSej prace bolo vyhodnotit’
poruchy skusu u jednotlivych plemien psov a uspeSnost’ ortodontickej terapie.

MATERIAL A METODIKA

Na Klinike malych zvierat Univerzity veterinarskeho lekarstva, oddeleni chirurgie, ortopédie
a rontgenologie bol v roku 2007 a prvej polovici roku 2008 sledovany vyskyt ortodontickych
problémov v populacii psov vo vztahu k plemennej prislusnosti, pohlaviu a vekovej kategorii.
Pacienti zahfiiali predovSetkym psov prichddzajicich so stomatologickymi problémami
a v mensej miere psov podstupujucich chirurgicku terapiu z inych dévodov, u ktorych bolo
vykonané posudenie skusu v priebehu celkovej anestézie. V pripade diagnostikovania
dentalnych ortodontickych problémov a zaujmu majitela o terapiu bola sledovana terapia
jednotlivych ortodontickych problémov vo vztahu k dizke terapie, vyskytu komplikacii
v priebehu terapie, ako aj vyskyt a charakter recidiv ortodontickych problémov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V roku 2007 avprvej polovici roku 2008 bolo oSetrenych na Klinike malych zvierat
Univerzity veterinarskeho lekarstva, oddeleni chirurgie, ortopédie a rontgenologie 299
stomatologickych pacientov (193 v roku 2007 a 106 v prvej polovici roka 2008).

48



V danej skupine pacientov bolo diagnostikovanych 53 pripadov s poruchami skusu. 12
ortodontickych pacientov vykazovalo genetické vplyvy skeletdlneho charakteru a 41 dentélne
ortodontické problémy. Vo vztahu k veku u vacSiny pacientov 67,9 % boli poruchy skusu
diagnostikované do veku jedného roka predovSetkym v stvislosti so zadrzanymi mlieCnymi
zubami, alebo zistenim zmien v skuse majitelom v obdobi rastu (Obr. 1). U zvysnych 32,1 %
psov boli poruchy skusu diagnostikované v neskorSom veku v suvislosti ¢i uz so
stomatologickymi vykonmi alebo inym chirugickym oSetrenim.

V sledovanom obdobi sme zaznamenali Castejs$i vyskyt poruch skusu u samcieho pohlavia
69,8 % oproti 30,2 % vyskytu ortodontickych problémov u suk.

Poruchy skusu sme diagnostikovali u 19 plemien psov. V plemennom zastipeni boli poruchy
skusu diagnostikované najcastejsie u jorksirskeho teriéra 30,2 %, bulteriéra 15,1 %, Civavy
9,4 % , labradorského retrivera 7,5 % a Kavalier king charles Spaniela 5,6 %. Ostatné
plemenad psov boli zastipené ojedinele.

Genetické poruchy skusu skeletalneho charakteru boli najcastejSie diagnostikované u plemena
¢ivava s 80 % prevalenciou, nasledované plemenom bulteriér s 50 % vyskytom (Obr. 2).

Pri diagnostike poruch skusu sme zistili, Ze 41,5 % pacientov malo jeden ortodonticky
problém a u 58,5 % pacientov bolo diagnostikovanych dva a viac ortodontickych problémov
(Obr. 3).

Dizka terapie v zavislosti od zloZitosti ortodontického problému sa pohybovala od jedného
tyzdila do 10 mesiacov. NajdlhSiu ortodontickl terapiu si vyzadovali pripady s rostralnym
posunom a smerovanim Spi¢iakov. Z hladiska vyhodnotenia ortodontickej terapie, ktori sme
vykonali u 13 pacientov, sme u vSetkych dosiahli fyziologické postavenie zubov v okluzii.
Z daného poctu u Styroch pacientov doslo k urcitému stupnu recidivy problému v oklazii. Vo
vSetkych tychto pripadoch opakované ortodontické oSetrenie odstranilo vzniknuta
komplikaciu.

Zmeny skusu upsov zaznamenavame relativne cCasto. Literdrne zdroje casto uvadzaja
geneticky povod tychto zmien (Danzi, 2003). Nase vysledky v prevaznej miere poukazuji na
dentdlny charakter zmien v okluzii. Linguélne posunuté mandibuldrne Spiciaky st popisované
primarne ako nasledok zadrzanych mlie¢nych zubov (Oakes a Beard, 1992). Verhaert (1999)
popisuje pri sledovani tohto problému len Styri pripady z 38 oSetrenych psov, ktoré stuviseli so
zadrzanymi mlie¢nymi zubami. Vo viac ako 50 % pripadov uvadza za pri¢inu klinicky zjavné
zmeny v dizke alebo Sirke sanky. Nase vysledky sa viac priklanaju k etiologii stivisiacej so
zadrzanymi mlieCnymi Spiciakmi predovSetkym u malych plemien psov av pripade, Ze sa
jednalo o jediny ortodonticky problém. Naopak u vécsich plemien, predovsetkym u plemena
bulteriér, su tieto problémy vo velkej miere sprevadzané zmenami v rozmeroch sanky.

V nasej Stadii sme pouzivali fixné ortodontické pristroje vyuzivajuce aktivnu ortodonticka
silu prostrednictvom tahovych retiazok kotvenych na plastické ortodontické brekety
a v pripade uzko postavenych Spiciakov Sikmu akrylatova plosku vyuZivajucu oklizne sily.
Nami dosiahnuté vysledky, o sa tyka dizky terapie, potvrdzuju efektivnost terapie.
Komplikacie stvisiace s rizikom uvolnenia fixovanych ortodontickych brekiet na korunky
kotviacich zubov sme eliminovali cirkumdentalnymi cerklazami v krckovej oblasti.

Zaverom mozeme konStatovat, ze ortodontickd terapia okluznych zmien dentalneho
charakteru je efektivna s trvalymi vysledkami.
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Obr. 1. Retencia mliecnych $piciakov veduca k rostralnemu posunu trvalého maxildrneho
Spiciaka a lingualnemu posunu mandibularneho Spiciaka.

Obr. 3. Hypodoncia 104, mandibularna brachygnacia, rostralne
smerujuce 3,404.
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PROBIOTICKE VYZIVOVE DOPLNKY A ZDRAVIE DETI
Lovayova V.!, Majorova E.%, Rimarova K.’

"Ustav hygieny a technolégie mlieka, UVL, Kosice

’II. klinika deti a dorastu , Fakultné nemocnica SNP, Koice

? Ustav hygieny, Lekdrskej fakulty Univerzity P. J. Safirika, KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om pilotnej $tadie bolo zistenie t€inku probiotik u sledovanych skupin deti vo veku od 4
do 18 rokov Zivota s r6znou diagnézou gastroenterologickych ochoreni (celiakia, potravinova
alergia). Do $tadie bolo zahrnutych 35 pacientov (20 chlapcov a 15 dievcat) s priemernym
vekom 11 rokov. Probiotikum v tabletovej forme sa podavalo pocas troch mesiacov. Pred
vstupom do §tdie a po jej ukonceni sa hodnotili imunologické, biochemické a hematologické
parametre. Subjektivne symptomy sa hodnotili pomocou dotaznika. Na zaklade odpovedi
rodi¢ov mozno povedat’, Ze vicSina z nich mé zékladné znalosti o probiotikach. Rodi¢ia maja
tiez dobry nazor o moznostiach pouzitia probiotik v l'udskej vyzive s potenciondlnym
zdravotnym alebo nutricnym prospechom.

Zistené vysledky sice poukazali na fakt, ze vac¢Sina krvnych parametrov sledovanych v stadii
sa Statisticky vyznamne nezmenila, ale bol zisteny Statisticky vyznamny vzostup celkovych
bielkovin a eozinofilovych leukocytov. Doslo k znizeniu cholesterolu v krvi sledovanych
jedincov a k zvySeniu imunoglobulinov triedy IgA a IgM.

UvOD

Probiotické mikroorganizmy vytvaraju v ¢revnom trakte prostredie chraniace pred jeho
poskodenim Skodlivymi mikroorganizmami. S zname niektoré probiotické mikroorganizmy,
predovsetkym zo skupiny laktobacilov a bifidobaktérii, ktoré sa vyznacuju tymito ucinkami.
Laktobacily a bifidobaktérie maju niekol’ko vel'mi podobnych vlastnosti, medzi ktoré patri
schopnost’” produkovat’ metabolity podobné antibiotikdm a organické kyseliny, schopnost’
prezivat arast’ v anaerébnom prostredi a schopnost’ fungovat’ ako konkurencni antagonisti.
Potlacaji rozvoj enteropatogénov, najmi Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Proteus spp. (Hyung, 1988).

Probiotika sa uplatiuju ako podporné vyzivové doplnky aj uvicsiny chronickych
gastrointestindlnych ochoreni, kde Gpravou mikrobidlnej flory mézu priaznivo pdsobit’ na
zdravotny stav a zvySovat’ kvalitu Zivota tychto pacientov (Rimarova a kol. 2005; Rimérova
2006).

Probiotikda moézu pdsobit’ v traviacom trakte protinddorovo, pretoze Uprava rovnovahy
imunitnych a mikrobiologickych pomery v ¢revnom trakte znizuji riziko vzniku nadorov
(Riméarova a Petrilakova 1999).

Vzhl'adom na bezpecnost probiotik, poznavanie ich stdle SirSicho preventivneho
a terapeutického vyuzitia uz v detskom veku, ich dostdva do pozicie stile atraktivnejSich
potravinovych a vyzivovych doplnkov.

MATERIAL A METODIKA

Cielom pilotnej stadie bolo zistenie ucinku podavanych probiotik v tabletovej forme na
vybrané sledované parametre u deti vo veku od 4 do 18 rokov Zivota s roznou diagnézou
ochoreni gastrointestinalneho traktu. Do prospektivnej $tadie bolo zahrnutych 35 pacientov,
z toho 20 chlapcov a 15 dievcat. Boli sledované deti s diagndézou hepatitidy, celiakie,
malabsorpcie, gastroezofagového refluxu, gastritidy, pankreatitidy a potravinovej
hypersenzitivity. Zo Studie boli vyradeni pacienti s imunosupresivnou liecbou, pacienti
v antibiotickej lie¢be a pacienti lieteni liekmi ovplyviiujucimi ¢revnii mikrofléru. Stidia sa
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realizovala v ¢asovom obdobi oktober (2006) - december (2007) na gastroenterologickej
ambulancii Detskej fakultnej nemocnice v Kosiciach.

Detskym pacientom sa podéavalo probiotikum v kapsulovej forme s poctom 30 kapsul
uréenych pre deti od 4 rokov adospelych vdizke 3 mesiacov, pricom davku uréil
gastroenterolog.

Probioticky vyzivovy doplnok obsahoval 9 kmeiiov vitadlnych mikroorganizmov v pocte 9
miliard v dennej davke, t.j. v davke v ktorej st prislusSné mikroorganizmy schopné optimalne
osidlit’ traviaci trakt a harmonizovat’ Crevnii mikrofléru. Komplex neobsahoval Zziadne
konzervacné prisady.

Objektivne parametre ako hematologické, biochemické aimunologické vySetrenia boli
vykonané rutinnym vySetrenim v laboratériach Detskej fakultnej nemocnice v KosSiciach.
Subjektivne parametre v $tadii sa hodnotili pomocou rozsirenej empirickej metddy socidlneho
vyskumu a to dotaznikom s naslednym vyhodnotenim.

Dotaznik bol zostaveny autorom, takze jeho validita nie je overena na vi¢Som pocte osob. Pri
zostavovani dotazniku bolo nutne brat ohlad na cielovl skupinu (rodicia), ktora bola
oslovena a tomu bolo podriadené mnozstvo otazok tak, aby sa zachovala jeho jednoduchost’ a
hlavne kratka doba vyplnovania. Preto dotazniky boli doporu¢ené odbornikmi pracujicimi
s touto cielovou skupinou.

Dotaznikovou metédou sa urodicov zistovalo vyskyt chorobnosti, ich vyvoj azmeny,
zvySujuci ¢i znizujaci sa trend vyskytu chordb aich prejav, postoje a praktické navyky
v oblasti probiotik.

Pre Statisticka analyzu bol pouzity program Microsoft Excel 2007 a Statistica Cz 6.1, firmy
Statsoft Inc., StatsDirect 2.5.2. Vysledky boli hodnotené pomocou popisnej Statistiky,
kontingen¢nych tabuliek a metdéd induktivnej Statistiky - parového t-testu pre testovanie
rovnosti priemerov medzi zavislymi parametrami, korelacny phi koeficient pre zistenie
tesnosti vztahu medzi dvoma nominalnymi premennymi, Fisherov exaktny test resp. y° pre
zistenie rozdielnosti vyskytu vybranych znakov, Goodman - Kruskal gamma pre zistenie
miery suhlasu.

VYSLEDKY

Na zéklade vyhodnotenia ziskanych hodnét veku detskych pacientov zaradenych do studie bol
vekovy priemer deti v Case prebiehajucej Stadie 11 rokov. Z celkového poctu 35 deti bola u 22
% diagnostikovand potravinovd hypersenzitivita, u28 % celiakia au 50 % deti ostatné
sledované ochorenia gastrointestinalneho traktu. Frekvencné rozlozenie najviac vyskytujucich
sa diagn6z u deti v prebiehajlicej probiotickej §tudii je zndzorneny na grafe 1.

Diagnaza

‘ = potea novd Aypersanzitivts

relinia

285 ' = ostatng

Graf. 1 Frekven¢né rozloZenie najviac vyskytujicich sa diagnoz u deti

Pri porovnani vysledkov pred a po aplikécii probiotického vyzivového doplnku sa zistilo
Statisticky vyznamné zvySenie bielkovin z 74,339 g/l na 75,873 g/l (2,06 %), relativnych
eozinofilovych leukocytov z 3,095 % na 4,072 % (31,56 %). Mierne Statisticky vyznamne
stupli aj absolutne hodnoty eozinofilovych leukocytov z 0,200 10x9/1 na 0,231 10x9/1 (15,5
%) v krvi. Z d’al§ich stanovenych hodnot sa zistilo Statisticky nevyznamné zvySenie zinku
z 11,187 umol/l na 11,557 umol/1 (3,3 %).
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Vysledky priemernych hodnot vybranych biochemickych, imunologickych
a hematologickych parametrov sit uvedené v tabulke 1.

Tab. 1 Priemerné hodnoty vybranych biochemickych, imunologickych a hematologickych parametrov
u detskych pacientov pred a po aplikacii probiotického vyzivového doplnku po dobu 3 mesiacov

(n=35)
Sledované smerodajna
M I odber IL. odber oca) p

parametre odchylka
Zinok 11,187 11,557 3,522 P=0,747
(umol/l)
Vitamin D3 42,933 34,586 21,813 P=0,161
(pg/ml)
Neutrofily absolutne

3,245 3,065 1,927 P=0,638
(10x9/1) ’ ’ ’ ’
Absolutne lymfocyty

2 2 P=0,954
(10x9/1) ,365 ,359 0,539 0,95
Absolitne monocyty

0,551 0,520 0,182 P=0,381
(10x9/1) ’ ’ ’ ’
Absolutne eozinofily P<0,05

0,200 0,231 0,086 ’
(10x9/1) ’ ’ ’ *
Relativne eozinofily 3,005 4072 2424 £<0,05
(%)
Bielkoviny P<0,01

4,339 5,873 2,732 ’

@) 74, 75,87 7 e
Cholesterol 4,141 4,109 0,568 P=0,785
(mmol/l)
IgG

9,573 9,861 3,250 P=0,661
(gM
IgA

1,939 1,713 0,839 P=0,201
(€40))
IgM

1,046 1,154 0,335 P=0,166
(4)]

(L. odber - zaciatok studie, II. odber - koniec studie)

Po troch mesiacoch sa zistil pokles hodnoty krvného cholesterolu z 4,141 mmol/l na 4,109
mmol/l (0,7 %). Zistené hodnoty nasvedcuju, Ze probiotikd by mohli pri dlhodobejSom
podavani priaznivo upravovat’ metabolizmus celkového cholesterolu.

U ostatnych vybranych parametrov sa nezistili Statisticky vyznamné rozdiely.

V dotaznikovej Studii sa nasledne zistilo, Ze najcastejSimi priznakmi za posledné 3 mesiace
pred vstupom do Studie boli bolesti brucha (25,71 %), nechutenstvo (14,29 %) a grganie
(11,43 %). Priznaky sa najCastejSie objavovali nezavisle na prijme potravy (40 %) a po jedle
(22,86 %).

Z vlastnych sktsenosti a lie€bou probiotickymi liekmi u svojich deti sa stretlo 65,71 %
rodicov, pricom nezanedbatel'nych je aj 34,29 % uvadzajlcich negativnu odpoved’.

Velmi pozitivne modzeme hodnotit odpovede tykajuce sa uprednostinovania liecby
probiotickymi liekmi, kde az 85,71 % rodiov uviedlo kladnti odpoved’ a v 14,29 % by liecbu
probiotikami uprednostnilo v niektorych pripadoch.

V priebehu uzivania sa podla udania rodi¢ov v 31,43 % pripadoch vyrazne zlepsil zdravotny
stav, v 48,57 % sa mierne zlepsil zdravotny stav a u 20 % deti sa zdravotny stav nezmenil,
pricom tak isto ako pred zacatim §tidie aj pocCas nej sa objavovali problémy nezavislé na
prijme potravy (45,71 %), €o je 05,71 % viac ako pred zacatim Stadie. V grafe 2 vidime
zmeny zdravotného stavu pocas uzivania probiotik.
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Zmeny podas uZivania probiotik
‘ mvyrazne sa zlepsil zdr. stav
17 (48,57%) - _ mierne sa zlepsll zdr. stav
' m zdr. stav sa nezmenil

Graf 2 Zmeny pocas uzivania alebo v priebehu uzivania probiotického pripravku

Kym pred zacatim stadie 82,86% rodicov uviedlo vyskyt chronickych priznakov u dietat’a
(predovsetkym dominoval vyskyt traviacich problémov u potravinovej alergie, p=0,008),
pocas uzivania sa vyskyt priznakov vyplyvajicich z traviaceho traktu znizil v 60% pripadoch.
Co sa tyka formy uZivania probiotik 68,57 % rodi¢ov by uprednostnilo potravinovii formu
a zvySnych 31,43 % by radsej uzivalo kapsulovu formu.

Z hl'adiska subjektivneho hodnotenia na konci Studie az 68,57 % rodicov hodnotilo zdravie
svojho dietata za velmi dobré, 22,86 % za dobré alen 8,57 % za nezmenené. Voci
hodnoteniu zdravotného stavu dietata pred Stidiou ide o mierny Statisticky nevyznamny
suhlas medzi subjektivnym hodnotenim zdravotného stavu dietata, gamma=360. Na zaklade
toho 62,86 % rodi¢ov hodnotilo lie€bu probiotickym doplnkom za tspes$nt a len 37,14 %
nevedelo sa vyjadrit’ resp. nevedelo posudit’, ¢i liecba bola efektivna.

Interpretacia vysledkov ziskanych v pilotnej prospektivnej trojmesacnej nerandomizovanej
klinicko-nutri¢nej $tudii je limitovand pre vyznamnejSie tvrdenia tak pre kratkost’ trvania
Studie, ako aj pre nizky pocet pacientov v stadii.

Ako sa predpokladalo, je znalost’ o probiotickych doplnkoch urodi¢ov rozdielna, aj ked’
vicSina sa v tejto problematike orientuje. Pravidelne uziva probiotické pripravky 54,29 %
deti, anaopak 45,71 % este probiotické pripravky neuzivali. Aj napriek preferujucemu
prisunu vyzivovych doplnkov formou farmaceutickych pripravkov 68,57 % respondentov
uprednostiiuje potravinovu formu. V tomto pripade velkl ulohu zohrévaju prave zdravotnicky
personal a v prvom rade televizna reklama.

Stadie dokazujt, Ze pokial’ sa probiotické baktérie uzivaj pravidelne, mozno ich izolovat’ z
fekalnej flory, ale rychlo mizna kratko po preruSeni uZzivania probiotik. Preto sa pre trvaly
ucinok musi vyzivovy doplnok uZzivat nepretrzite, aby probiotické baktérie zostali trvalou
sucastou crevnej flory. V budicnosti pilotnu Stadiu bude mozné nahradit’ longitudinalnou
dlhodobou nutri¢nou $tudiou, u ktorej predpokladame dosiahnutie vyznamnejsich vysledkov.
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KLINICKA KAZUISTIKA -DIFERENCIALNA DIAGNOSTIKA
NEUROLOGICKEHO PACIENTA S FOKALNOU ENCEFALOPATIOU A S
PRIDRUZENYMI EPILEPTIFORMNYMI PAROXYZMAMI

Madari A.', Skalka J.2

TKlinika malych zvierat, UVL, Kosice

’Katedra vyzivy, dietetiky a chovu zvierat, UVL, KoSice

ABSTRAKT

U 9 ro¢nej suky plemena rhodézsky ridgeback s vel'mi rychlym progredujiicim priebehom ako
aj s klinicky atypicky pestrou multifokdlnou manifestaciou paroxyzmalneho ochorenia sa po
komplexnom vySetreni s akcentom na vysetrenie nervového systému upresiiovala etiologia
ochorenia a skuSali sa mozZnosti terapeutického ovplyvnenia ochorenia. EEG vySetrenie
poukazalo na silne epileptogénne lozisko s typickymi epigrafoelementami, s lokalizaciou v
lavom prefrontalnom laloku a frontdlnu encefalopatiu s paroxyzmalnou generaciou. EEG
nalez bol potvrdeny patologicko-anatomickym vySetrenim mozgu po eutandzii suky so
suhlasom majitel’ky na zdklade redlneho zhodnotenia stavu a prognézy ochorenia. Pripad
poukazuje na délezitost EEG vySetreni pri paroxyzmalnych ochoreniach psov.

UvOD

Klinick4 diagnostika epilepsie a d’alSich zdchvatovych ochoreni skryva v sebe este stale vel'a
diagnostickych problémov a uskali. Popri klinickom prejave - symptomatolégii a hodnote tzv.
“imaging” metod v skupine zachvatovych ochoreni, najmi epilepsie, ma svoje nezastupitel'né
miesto i EEG vysetrenie (Kolar a kol., 2003).

Zachytnost' Specifickych epileptiformnych EEG prejavov po prvom neprovokovanom
epileptickom zachvate sa pri prvom EEG vysetreni udava v 30-40% pripadov (King a kol.,
1998). Opakovanim EEG snimania pravdepodobnost’ zachytenia epileptiformnych abnormalit
narastd (Sabinski a kol., 1987). Elektroencefalografia (EEG) je v epileptologii uplne
suverénna a nenahradite'n4 vySetrovacia metoda, predovsetkym pre jej neinvazivnost’, ahkl
opakovatelnost’ a z ekonomického hl'adiska patri medzi najlacnejSie vySetrovacie metody
(Faber, 1995). I napriek rozvoju neurozobrazovacich metdd a dlhodobého video-EEG je stéle
vel'mi dolezitd a drzi si vysoka hodnotu pri vySetrovani vSetkych typov epilepsii a rade inych
zachvatovych ochoreni, ktoré mozu imitovat’ epilepsie. Z toho dévodu sa naj€astejSie pouziva
pri vysetreni pacientov so zachvatovymi ochoreniami (Vojtéch, 2005).

V epileptologii musime vyuzivat' v zavislosti na klinickej problematike vzdy niekolko
vySetreni a ich vysledky hodnotit’ vo vzajomnej korelacii (Vojtéch, 2005).

Skuto¢nost, Ze diferencidlna diagnostika epileptickych a neepileptickych zachvatov nie je
vzdy lahka, potvrdzuju i literarne udaje, podla ktorych zhruba pétina az Stvrtina pacientov
vedenych pod diagnézou farmakorezistentnd epilepsia, v skutocnosti trpi inymi
(neepileptickymi) zachvatmi (Brazdil a kol., 2004).

Prezentovany pripad atypickej epilepsie u psa s vel'mi rychlym a progredujucim priebehom
ako aj s klinicky atypicky pestrou manifestaciou poukazuje na zlozitost’ diagnostiky ochorenia
a na hodnotu EEG vySetrenia pri etiologickej identifik4cii patologického procesu.

MATERIAL A METODIKA

Biologickym objektom sledovania bola 9 ro¢né suka plemena rhodézsky ridgeback, ktora bola
24.01.2008 privezend na Kliniku malych zvierat UVL v KoSiciach so zachvatovym
ochorenim a vyraznou zmenou spravania sa, po neuspesnej liecbe privolanymi veterinarnymi
lekarmi.

Po ziskani kompletnych anamnestickych udajov boli upacienta prevedené komplexné
neurologické vySetrenie, biochemické vySetrenia krvi v rozsahu: AST, ALT, ALP, CREAT,
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UREA, BilT, GLU, CHOL, TG a K konstantnymi metodikami, pouzivanymi na klinike,
s pouzitim spektrofotometrického analyzatora Reflotron. Okrem toho bolo prevedené
hematologické vysetrenie: EC, LC, Leukogram a Htk, bezne pouzivanymi metodikami.

Na EEG vysetrenie bol pouzity EEG pristroj Bioscript 2000. Priprava psa na EEG vySetrenie
pozostavala z 12 hodinovej hladovky pred EEG vySetrenim, minimalizacie stresu, vylucenia
vSetkych medikamentov suc¢inkom na CNS svynimkou antiepileptik, auskulta¢ného
vySetrenia a vySetrenia kardiovaskularneho systému. Nasledovne sa u pacienta navodila
Clasto¢na anestézia, i.m. aplikaciou Xylazinu v ddvke Img/kg Z.h.(Zivej hmotnosti). Na
pripadni aplikaciu antidota sa zaviedol i.v. katéter. Po 10-15 minuatach, ked bol pacient
dostatone sedovany, ale pri vedomi, boli zavedené do koze lebky ihlové elektrody,
subkutanne, do urcitych bodov podl'a Herrinovej schémy (Fp-frontopolarne, F-frontalne, P-
parietalne, O-okcipitalne, T-temporalne, CP-centroparietdlne, CO-centrookcipitalne). Na EEG
pristroji boli nastavené tieto parametre: Casova konstanta zosilovaca 0,3 s, filter 70 Hz,
amplitddu 50 pm/cm, posun papiera 30 mm/s, citlivost 1 mV/cm. Snimanie EEG zdznamu
trvalo cca. 30 minut. Pes bol pri tom bez telesného pohybu, aby sa vylucili artefakty. Pacient
bol sledovany, vySetreny a oSetrovany denne v neurologickej ambulancii Kliniky malych
zvierat UVL.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pociato¢ny status a chronologicky priebeh ochorenia

20.01.2008

Majitel’ka prvy krat zbadala u suky nervovy zachvat s pomocenim, ktory trval asi 2 minuty.
Privolany veterinarny lekar aplikoval Diazepam. Zachvat sa opakoval na druhy den, dalsi
veterindrny lekar ordinoval Phenemaletten. Zachvat sa znova opakoval, iked snizSou
intenzitou. Na treti deii sa zachvat zopakoval s pomocenim. Suka zacala kiiucat’ a obcas sa
pohybovala do kruhu. Podobna situacia bola 23.01. aj 24.01.2008 rano, kedy sa opédt’ dostavil
nervovy zachvat a suka knucala. Majitelka sa rozhodla priniest’ suku na Kliniku malych
zvierat UVL.

24.01.2008

Po prichode na kliniku v priebehu vysetrenia suka dostala opdt’ tonicky nervovy zéachvat
s opistotonom, ktory bol zvladnuty aplikdciou Apaurinu inj. Po uplynuti zachvatu sa suka
pohybovala po ambulancii v kruhu v protismere hodinovych ruciciek, ostavala stat’ v rohoch
miestnosti s nepritomnym pohladom upretym dopredu. Po vyruseni pokracovala v kruzeni
a knucani. Bola vyslovend diagndéza Grand mal s tonickou zloZkou a opistotonom, so
suspektnou fokalnou etioldgiou.

Pro domo bolo ordinované: Phenaemal tabl. 0,1, 2x 1tabl. denne, vit. E, B-komplex
a diazepam-desitin pri zachvate.

25.01.2008

Suka mala rano o 7.00 hod. nervovy zachvat a preto jej bol aplikovany rektalne Diazepam-
desitin. Po prichode na kliniku bola odobratd krv na vySetrenie a bola jej aplikovana 5%
glukéza, cerebrolyzin, d’alej 2ml Apaurinu. Pro domo: 2x denne 2 tabl. Phenaemal + 2 tabl.
Phenaemaletten. Vecer sa suka opit’ pohybovala v kruhu a knucala.

26.01.2008

Suka nemala zachvat, stale vSak chodila do kruhu aobcas knucala. O 16.30 majitel’ka
spozorovala psychomotoricky nekl'ud, intenzivne a vyrazné kiucanie, bojazlivost’ a celkova
excitaciu. Po telefonickej konzultacii aplikovala suke 10 mg Diazepam-desitin per rectum.
KedZze sa nedostavil U¢inok, po opakovanom telefonickom dohovore davku postupne
zvySovala aZz do 30 mg. Suka stile vykazovala silné podraZzdenie a kiucala, preto s fiou
majitel’ka prisla o 17.30 na Kliniku malych zvierat UVL. Suke bol aplikovany Acepromazin
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v davke 35 mg + 35mg pro domo. Po sedative sa suka ukl'udnila, nekiiuc¢ala. Bola objednana
na druhy den.

27.01.2008

Cez dei sa stav mierne zlepsil, neobjavil sa zachvat a suka nekiiucala. Vecer nastalo celkové
zhorSenie stavu. Po aplikécii tabl. Sedalin forte suka spala asi dve hodiny. Po prebudeni bol
stav opdt’ zhorSeny, silne kitucala a doslo u nej k spontdnnej mikcii, objavili sa kfce, po ich
odzneni suka opét’ zaspala. Po prebudeni bola apaticka, kitucala a spontanne mocila. Tento
stav trval celu noc, preto s fiou rano(28.01.2008) majitel’ka prisla na kliniku.

28.01.2008

Po prichode na kliniku mala suka zastreté vedomie, spontanne mocila, vykazovala celkova
hypersenzitivitu. U suky bolo prevedené EEG vySetrenie.

EEG nalez: silné epileptogénne loZisko s typickymi epigrafoelementami s vysokymi hrotmi
v lavom prefrontalnom laloku, frontalna encefalopatia s paroxyzmalnou generaciou.

Obr. 1 Vysoké a nepravidelna B-aktivita v l'avom prefrontalnom laloku.
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Vzhl'adom na celkovy stav a netispesnost’ lieCby majitel’ka suhlasila s eutanaziou suky.

Po eutanazii (28.01.2008) bola na Ustave patologickej anatémie UVL 29.01.2008 prevedena
pitva a vySetrenie mozgu.

Nélez na mozgu: difizne zrasty dura apia mater na dorzalnej celovej ploche obidvoch
hemisfér-fibrézna loziskova pachymeningitida. Po odstraneni dura mater na l'avej hemisfére
v ¢elovej oblasti boli pritomné postmalaticka cysta a farebné zmeny na kore mozgu, na lavej
hemisfére naviac edém av porovnani s pravou hemisférou zvicsenie. Po narezani lavej
hemisféri encefalomaldcia.
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Obr. 2 Cysta a farebné zmeny pritomné na kére mozgu.

Dobrovzdanie: pitevny nalez potvrdil klinicky zisteny nalez. Lokalizované lozisko a silné
narusenie nervového tkaniva boli pric¢inou epileptickych zachvatov zvierata.

Vysledok EEG vySetrenia ukazal, Ze zachytenie Specifickych epileptiformnych abnormalit,
ako to prezentuju King a kol. (1998) a Salinsky a kol. u I'udi, je redlne i u psov.

Sucasne poukazuje i na diagnostickii hodnotu EEG vySetrenia pri zachvatovych ochoreniach,
ako to zdoraziuje Faber (1995) a Vojtéch (2005). V naSom pripade diagnostickd hodnota
EEG vysetrenia bola prezentovana tym, ze EEG vySetrenim bolo zistené epileptické loZisko,
ktorého lokalizcia bola potvrdend patologicko-anatomickym nalezom v mozgu.

EEG wvySetrenia su dolezit¢ 1ipri diferencidlnych diagnostikdch epileptickych
a neepileptickych poruchach paroxyzmalneho charakteru, ako to uvadzaju Sackellares a kol.
(1985) a Devinski a kol. (2001) u I'udi a Wheeler (1995) u malych zvierat.

EEG vysetrenie je cennou prognostickou pomdckou pri epilepsiach psov.
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URCOVANIE ANTIBIOTICKEJ REZISTENCIE KOAGULAZO-NEGATiIiVNYCH
STAFYLOKOKOV IZOLOVANYCH ZO ZAJACOV A BAZANTOV

Martonova M., Pipova M., Jevinova P.

Katedra hygieny a technologie potravin, UVL, KoSice

ABSTRAKT

V stadii sa zistovala citlivost’ 72 a 25 koaguldzo-negativnych stafylokokov izolovanych zo
zajacov pol'nych (Lepus europaeus) a bazantov (Phasianus colchicus) z farmového chovu na
vybrané antibiotikd diskovou difuznou metdodou. Na zéklade tychto vysledkov sa potom
vytvorila skupina vybranych stafylokokovych izolatov, u ktorych sa zistovali aj minimalne
inhibi¢né koncentracie antibiotik agarovou dilucnou metédou a pritomnost mecAd génu
multiplexnou PCR metddou. Porovnanim vysledkov ziskanych difiznou a dilu¢nou metddou,
sme zistili, ze u koagulazo-negativnych stafylokokovych izolatov zo zajacov sa zaznamenalo
6,2 % aubazantov len 3,1 % pripadov, v ktorych vysledky ziskané oboma metddami neboli
navzajom totozné. Pri urCovani meticilin/oxacilinovej rezistencie stafylokokov dilu¢nou
metddou sa zistil vyssi pocet oxacilin-rezistentnych izolatov ako u zajacov tak aj u bazantov (7
a 11) ako pri pouziti difuznej metddy (5 a 8). PCR metddou sa zistila pritomnost’ mecA génu
len v jednom izolate (5,6%) zo zajacov a v troch izolatoch (12,0%) z bazantov. Vo vSetkych
Styroch pripadoch oxacilinovi rezistenciu odhalili aj diskova difizna a agarova dilu¢na
metoda.

UvoOD

Vznik rezistencie niektorych bakteridlnych druhov na bezne pouzivané antibiotika v humanne;j,
veterindrnej medicine a v pol'nohospodarstve sa Coraz viac stdva nebezpecnym celosvetovym
fenoménom. V poslednom c¢ase sa vela popisalo najmd o MRSA (meticilin-rezistentny
S. aureus) a MRCoNS (meticilin-rezistentné koaguldzo-negativne stafylokoky) (Shopsin
a Kreiswirth, 2001; Normanno a kol., 2007). Koaguldzo-negativne stafylokoky st vicSinou
beZznymi komenzalmi na koZi I'udi a zvierat a vyznacuju sa niZSou patogenitou ako S. aureus
(Livermore, 2000), pre ktorého su vSak neustdlym zdrojom génov rezistencie (Archer, 1988).
Charakter antibiotickej rezistencie sa mdéze menit’ vel'mi rychlo na lokalnej, regiondlnej aj
medzinarodnej Girovni a preto je potrebné robit’ jej neustdle monitorovanie z réznych zdrojov,
ktoré je dolezitym idikdtorom vhodného alebo nevhodného pouZivania antibiotik.

MATERIAL A METODIKA

V zmysle pokynov STN EN 6888-1 sa na izolaciu kmenov stafylokokov zo svalového tkaniva
z oblasti dutiny bruSnej zajaca pol'ného (Lepus europaeus) a zo stehennej svaloviny bazantov
(Phasianus colchicus) pouzila arbitrazna selektivno-diagnostickd pdda podl'a Baird-Parkera
(Himedia, India). 132 takto vyizolovanych kmetiov sa podrobilo plazmokoagulazovej skuske
(Staphylo PK, ImunaPharm, Sariiské Michal'any).

Vo vsetkych koaguldzo-negativnych kmetioch bola zistovand ich citlivost’ na penicilin 10ug
(P), ampicilin 10pg (Amp), meticilin Sug (Met), oxacilin 1pg (Ox), streptomycin 10ug (S),
gentamicin 10pg (CN), erytromycin 15ug (E), tetracyklin 30pg (Te) a vankomycin 30pg (Van)
diskovou difiznou metédou podl'a CLSI (2006a), kde sa merali priemery z6n inhibicie rastu
tychto kmetiov. Na zdklade vysledkov diskovej difuznej metddy sa potom vytvorila skupina
vybranych stafylokokovych izoladtov, uktorych sa =zistovali aj minimalne inhibi¢né
koncentracie (MIC) tychto antibiotik (okrem meticilinu) agarovou dilu¢nou metédou podla
postupu CLSI (2006b). V tejto skupine izoldtov sa naviac otestovala aj ich citlivost’ na
novobiocin ako diskovou tak aj diluénou metddou. Rezistencia, intermediarna citlivost’ alebo
citlivost’ vySetrovanych izolatov voc¢i danému antibiotiku sa vyhodnotila podl'a interpretacnych
kritérii CLSI (2006c¢).
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Koagulazo-negativne kmene stafylokokov boli potom testované multiplexnou PCR metédou
podl'a Strommenger a kol. (2003).

Izolacia DNA: 3 ml stafylokokovej kultary pomnozenej v BHI bujone (Oxoid, Velka Britania)
sa zcentrifugovalo (10 min., 2600 g) a premylo so 100 pl 0,5% Tritonu X-100. Centrifugacia
sa zopakovala a sediment bol resuspendovany v 200 pl 0,5% Tritonu X-100. Vzorky boli
potom inkubované pri 95 °C 10 min. a znova zcentrifugované (10 min., 2600 g). Supernatant sa
ako zdroj DNA pouzil v d’alSich reakciach.

PCR amplifikacia: Na PCR reakciu boli pozité primery 16s 1 a 16s 2 amplifikujuce 16S rDNA
gén, ktory je pritomny len u kmenov patriacich do rodu Staphylococcus, primery Saul a Sau2
Specifické iba pre kmene S. aureus a primery mecA 1 a mecA 2 ur€ujice pritomnost’ génu pre
meticilinovu rezistenciu (Tab. 1). Inicia¢né denaturacia pri 94°C 3 min., po ktorej nasledovalo
30 cyklov amplifikacie pri 94 °C 30 s, annealingu pri 55 °C 30 s a extenzie pri 72 °C 30 s. Po
poslednom cykle nasledovala este finalna extenzia pri 72 °C 4 min.

Detekcia amplifikovane] DNA: PCR produkty boli analyzované v 1% agarézovych géloch
(Invitrogen). Gél bol po ofarbeni etidium bromidom vizualizovany pod UV lampou.

Tab. 1 Zoznam primerov pouzitych na multiplexni PCR podl'a Strommenger a kol., 2003

Primer Nukleotidova sekvencia 5" - 37 pro\(ll(:llkkt(l)lssz)
16s 1 CAG CTC GTG TCG TGA GAT GT 420

16s 2 AAT CAT TTG TCC CAC CTT CG

Saul AAT CTT TGT CGG TAC ACG ATATTC TTC ACG 107

Sau2 CGT AAT GAG ATT TCA GTA GAT AAT ACA ACA

mecA1 | AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 532
mecA?2 | AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTG C

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po vyhodnoteni plazmokoagulazového testu sa u72 koagulazo-negativnych kmetiov
stafylokokov izolovanych zo zajacov a 35 koaguldzo-negativnych kmenov stafylokokov
izolovanych z bazantov stanovovala ich citlivost voci vybranym antibiotikim pomocou
diskovej difiznej metody (Tab. 2).

Tab. 2 Vyskyt intermediarnej citlivosti a rezistencie v koagulazo-negativnych stafylokokoch
izolovanych zo zajacov a bazantov podl'a diskovej difliznej metody

Antibiotika Zajace BaZanty
I R I R
[%] [%0] [%] [%]
penicilin 0 52.8 0 314
ampicilin 0 55.6 0 28.6
meticilin 8.3 8.3 5.7 14.3
oxacilin 0 20.8 0 22.9
streptomycin 13.9 2.8 20.0 5.7
gentamicin 0 2.8 0 0
erytromycin 264 23.6 114 48.6
tetracyklin 0 11.1 5.7 28.6
vankomycin 0 1.4% 0 0

I - intemediarna citlivost’, R - rezistencia
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Na zéklade vysledkov ziskanych diskovym difiznym testom sa vytvorila skupina izolatov,
ktort tvorilo 18 izolatov zo zajacov a 25 izolatov z bazantov. U tejto skupiny izolatov sa
zistovali aj MIC pomocou agarovej dilu¢nej metddy, pritomnost mecA génu, ¢i ich
prislusnost’ do rodu Staphylococcus a identita so S. aureus pomocou PCR metody.
Multiplexna PCR metoda potvrdila, Ze vybrané izolaty zo zajacov a bazantov patrili do rodu
Staphylococcus a Ziadny z nich nebol identifikovany ako S. aureus.

Porovnanim vysledkov ziskanych difiznou a dilu¢nou metdédou, sme zistili, ze u koagulézo-
negativnych stafylokokovych izolatov zo zajacov sa zaznamenalo 6,2 % a u bazantov len 3,1
% pripadov, v ktorych vysledky ziskané oboma metdédami neboli navzdjom totoZzné. Najviac
rozdielov vo vysledkoch (3) sa uizolatov zo zajacov zaznamenalo pri NV a ziadna nezhoda
nebola zistena pri ur€ovani citlivosti na P, CN, E a Te. U bazantov najviac problémov robilo
urCovanie citlivosti stafylokokov na Ox (3 pripady nezhod) atiez NV (2 pripady nezhod).
Nezhody sa nezaznamenali pri Amp, S, CN, Te a Van. Vo vSeobecnosti to znamena, ze
Ziadne rozdiely vo vysledkoch ziskanych oboma metédami sa nezistili pri CN a Te.

Existuje mnoho metdéd na urcenie fenotypovej meticilinovej rezistencie u stafylokokov. Jej
presnd detekcia sa komplikuje kvoli heterogénnej expresii rezistencie stafylokokov na B-
laktdmové antibiotikd a kvoli roznej interakcii faktorov ovplyviujicich expresiu rezistencie
ako su testovany agens, médium, koncentracia NaCl, inokulum, teplota a dizka inkubacie
a spravne odc¢itavanie vysledkov (Sakoulas a kol., 2001; Brown, 2001). V stcasnosti sa za
Standardné metddy na odhalenie meticilinovej rezistencie povazuji PCR metddy. Napriek
tomu, ich pouzivanie nie je v beznych laboratériach este stdle mozné, najmi kvoli ich
ekonomickej naro¢nosti. Preto sa na inicidlnu detekciu meticilinovej rezistencie eSte stale
najCastejSie pouzivaju difuzne a diluéné metédy. Kedze faloSne negativny vysledok je
neziaduci, bezne pouZzivané¢ fenotypové metody sa vyznacuji vySSou senzitivitou ako
Specificitou (Midha, 1997).

Diskovou difuznou metddou sa zistilo, ze az 5 z 18 (27,8%) stafylokokovych izolatov zo
zajacov bolo fenotypovo rezistentnych na Ox. Vo vSetkych piatich izolatoch sa pomocou
agarovej dilu¢nej metoddy rezistencia na Ox potvrdila, pri¢om sa u nich fenotypovo prejavila
aj rezistencia na P-Amp a u troch aj na Met. To by mohlo poukazovat’ na pritomnost’ mecA
génu, ktory je wvlastne ,pravym®“ ukazovatelom meticilin/oxacilinovej rezistencie
u stafylokokov a zodpovednym za problémy v lieCbe infekcii spdsobenych takymito
stafylokokovymi kmenimi. PCR metodou sa vSak zistila pritomnost’ mec4 génu len v jednom
kmeni (5,6%), u ktorého sa fenotypovo prejavila vysoka urovei rezistencie na P (16 mg.1™),
Amp (8 mg.l'l), Met, Ox (32 mg.l'l), E (128 mg.l'l) a intermedidrna citlivost’ voci S.
V dalsich dvoch stafylokokovych izolatoch zo zajacov sa zistila hrani¢na Uroven rezistencie
na Ox (0,5 mg.l'l) len dilu¢énou metdodou, ¢o mdze znamenat, ze tieto kmene ani nie s
rezistentné na Ox. Vysvetluje sa to tym, ze u niektorych kmenov stafylokokov (S.
lugdunensis, S. schleiferi a S. saprophyticus) je lepSie urovat’ oxacilinovl rezistenciu podl'a
kritérii uréujicich rezistenciu na Ox u S. aureus, ktoré s vyssie pre MIC (4 mg.1") a niZsie
pre priemery inhibi¢nych zo6n (10 mm) (PHAC, 1998).

U bazantov sa podl'a difuznej metody zistilo, ze az 8 z 25 (32,0%) kmeiov je rezistentnych na
Ox. Vo vSetkych pripadoch sa pomocou diluénej metody potvrdila rezistencia na Ox a v troch
pripadoch sa zaroven fenotypovo prejavila aj na P-Amp (v dvoch pripadoch aj na Met). V
ostatnych piatich pripadoch sa urovefi rezistencie na Ox pohybovala od 0,5-2 mg.I”, ale vogi
d’al$im antibiotikdm penicilinovej rady sa rezistencia fenotypovo neprejavila (okrem
rezistencie na Met v jednom pripade). Okrem toho, sa v d’al§ich troch izolatoch zistila
rezistencia vo&i Ox (0,5-1 mgl") iba dilu¢nou metdédou podobne ako to bolo u zajacov.
Priemery zo6n inhibicie ziskané diskovou difiznou metédou vSak boli od hrani¢nej hodnoty
urcujucej rezistenciu odlisSné iba o1 mm. V jednom pripade sa fenotypovo prejavila aj
rezistencia vo¢i P-Amp. Z vysledkov vyplyva, Ze len Styri stafylokokové izolaty z bazantov sa
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fenotypovo prejavili ako rezistentné na P-Amp-Ox (2 z nich na P-Amp-Met-Ox) a teda by
mohli byt nositel'mi mecA génu. PCR metddou sa zistila pritomnost’ mecA génu az v troch
kmefioch (12,0%). Dva z nich vykazovali vysoku uroveii rezistencie na P (64 mg.l™"), Amp
(64 mg.I'"), Met, Ox (128 mg.1") a Te (32 mg.I"") a jeden izolat bol aj intermediarne citlivy
vo&i S. Treti mecA-pozitivny kmeti bol fenotypovo rezistentny na P (4 mg.1™"), Amp (4 mg.I
h, 0x (2 mg.l'l), Te (64 mg.l'l), NV (16 mg.l'l) a stcasne intermediarne citlivy na Met a E.
Meticilin-oxacilinova rezistencia sa moze fenotypovo prejavit’ aj u stafylokokov, ktoré nie su
mecA-pozitivne kvoli ich hyperprodukcii B-laktamaz, neobvyklym meticilindzam a inym
menej preskimanym mechanizmom. Tieto typy meticilinovej rezistencie sa fenotypovo
prejavuji nizkou alebo hrani¢nou uroviiou rezistencie a ich odliSenie od heterorezistentnych
mecA-pozitivnych kmeiiov je beznymi metodami problematické. Ich klinicky vyznam je vSak
zatial’ dubiozny (Brown, 2001).
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VARIACIE ODSTUPU ARTERIA FACIALIS, ARTERIA LINGUALIS A ARTERIA
THYROIDEA CRANIALIS UKRALIKA (ORYCTOLAGUS FUNICULUS F.
DOMESTICA)

Mazensky D.

Ustav anatémie, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Sledovali sme morfologické variacie arteria lingualis, arteria facialis a arteria thyroidea
cranialis na zaklade ich odstupu na 30 korozivnych preparatoch dospelych kralikov oboch
pohlavi. K priprave preparatov sme pouzili: fyziologicky roztok, nastrekovii hmotu UR 3558,
farbiva, hydroxid draselny, chirurgické nastroje a laboratorne pomdcky. Po preplachnuti
krvného riecista cez 'avli komoru fyziologickym roztokom sme injekovali nami uz vopred
pripraveni nastrekovii hmotu. Vzorky sme nechali dopolymerizovat vo vlaznej vode
a vroztoku 2-4% hydroxidu draselného temperovaného termostatom na teplotu 60-65°C
macerovali. Maceracia miakkych tkaniv trvala 2-3 dni (FleSarova a kol., 2003). Na zéaklade
naSich vysledkov sme dospeli k zaveru, Ze arteria lingualis odstupuje z arteria carotis
externa v 7 % pripadov, arteria lingualis z truncus linguofacialis v 96 % pripadov a arteria
thyroidea cranialis z arteria carotis communis v 97 % pripadov.

UvVOD

Veterinarna morfoldgia sa v sti¢asnosti nezaobide bez zdoraznenia porovnavacej anatomie,
nakolko okruh c¢innosti veterinarnej praxe vyZzaduje anatomické poznatky rozmanitych
druhov stavovcov. Nejednd sa pritom iba hosp. zvierata ako napr; kon, hovidzi dobytok,
ovca, koza, oSipand, ¢i domacich milacikov chovanych pre zdbavu a poteSenie, ale ide aj
o laboratorne zvieratd reprezentujuce cCasto prislusnikov réznych tried. V suvislosti
s rozvojom medicinskeho vyskumu sa v experimentalnej praxi vyuzivaji laboratérne zvierata.
Toto vyzaduje dokonali znalost’ anatomickych udajov tykajtcich sa jednotlivych orgénov
a organovych sustav. V naSej praci sme sa zamerali na variadcie odstupu vybranych tepien
hlavy v krvnom systéme kralika.

MATERIAL A METODIKA

Zamerali sme sa na varidcie odstupu arteria lingualis, arteria facialis, a arteria thyroidea
cranialis u 30 kralikov. Eutanaziu sme vykondvali éterom. Po vypreparovani srdca sme
pristipili k preplachnutiu cievneho riecistia. Ako perfizne médium bol pouzity fyziologicky
roztok NaCl. K dokonalejSiemu odstraneniu krvnych rezidui sa méze pridat’ 0,05 % NaOH.
Perfuzny tlak bol vyvolany a udrziavany peristaltickym cerpadlom s regulaciou tlaku
perfizneho média. Spravny priebeh perfuzie spozndme podl'a vyblednutia tkaniva. Ak roztok
vytekajlci z venozneho systému uz nebol sfarbeny na Cerveno, preplachovanie sme ukonili.
Kanyly sme opatrili midkkou plastovou hadickou, naplnili perfiznym roztokom, hadicku
uzavreli svorkou a zaistili ligatarou (Barta a kol., 2000). Ako néstrekovli hmotu sme pouzili
UR 3558 pripraveny v spolupraci s Ustavom polymérov SAV v Bratislave. Ttito hmotu sme
po priprave zmieSanim oboch zloziek: polyol a izokyanat v stechiometrickom pomere udanom
vyrobcom ofarbili Specidlnym farbivom uréenym pre tento ucel. Nadobu s hmotou sme
uzavreli a pokracovali v premieSavani, ¢im sa zabranuje jej adsorbcii na stenu nadoby. Po 1-2
minutach sme nasali do injekénej strickacky a pristupili k nastreku. Aby sme predisli
prasknutiu a preplneniu ciev, nastrek sa vykonaval pod kontrolou tlakomeru. Odleptanie
mikkych tkaniv prebehlo v 2—4 % roztoku KOH pri teplote 50 °C. Vsetky tkaniva musia byt
v roztoku ponorené. Macericia trvala priblizne 2—3 dni.
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VYSLEDKY
Obr. 1. Odstup arteria lingualis Obr. 2. Odstup arteria lingualis
Z arteria carotis externa z truncus linguofacialis

a. carotis &
externa

runcus
linguofacialis

a. lingualis

Obr. 3. Odstup arteria facialis z Obr. 4. Odstup arteria facialis z
arteria carotis externa truncus linguofacialis

a. facialis

a. carotis
externa

Obr. 5. Odstup arteria thyroidea cranialis Obr. 6. Odstup arteria thyroidea cranialis
Z arteria carotis communis z arteria lingualis
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Na nami pripravenych korozivnych preparatoch sme zistili, ze arteria lingualis odstupuje z
arteria carotis externa v 7 % pripadov a v 93 % pripadov z z truncus linguofacialis, arteria
lingualis z truncus linguofacialis odstupovala v 96 % pripadov a z arteria carotis externa v 4
% pripadov a arteria thyroidea cranialis z arteria carotis communis v 97 % pripadov a v 3 %
pripadov z arteria lingualis. Tieto nami zistené morfologické varidcie odstupu ciev svedcia
o potrebe venovat sa cievnemu systému kralika azachytit jeho vnutrodruhova
interindvidualnu diverzitu. Opisané variacie ciev s jednymi z vel'kého poctu, ktoré boli nami
zistené. Tyka sa to tepien celého arterialneho systému kralika.
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NOVE POZNATKY O PARAZITOCH INVAZNYCH DRUHOV RYB VO VODACH
VYCHODOSLOVENSKEJ NiZINY
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ABSTRAKT

V obdobi oktober 2007 — jul 2008 bolo vysetrenych helmintologickou pitvou 223 vzoriek ryb.
Z toho bolo 164 ks hrazovca sietovaného (Pseudorasbora parva) z lokality Perinske rybniky
na vychodnom Slovensku, 45 ks byckovca amurského (Perccottus glenii), 10 ks sumceka
cierneho (Ameiurus melas) a 4 ks slnecnice pestrej (Lepomis gibbosus) vsetky pochadzajuce
z Vychodoslovenskej niziny. V  predloZzenej praci st prezentované vysledky
helmintologického prieskumu zamerané na prevalenciu a intenzitu invadovanosti
spominaného druhu.

UvOoD

P.tomentosa je holarkticky typ, rozSireny v palearktickej Casti Euroazie a Severnej Amerike,
parazitujici v éreve. Definitivny hostitelia su hlavne z &elade Cyprinidae a Cobitidae. Casto
je najdend aj v Celadiach Percidae, Gadidae, Anguillidae, Esocidae a Siluridae. Tento druh je
Casto najdeny u akvariovych ryb Lebistes reticulatus a Puntius tetrazona, Ancistrus sp.
a inych.

N.mogurndae patriaca do rodu Nippotaenia, rad Nippotaeniidea. Je to maly rad cestdd,
parazitujici u Sest’ druhov sladkovodnych ryb pochadzajicich z Japonska, Ciny, Ruska a
Nového Zélandu.

Postihnuté ryby trpia inapetenciou, poruchami plédvania, maju znizené reflexy, hynu alebo sa
stavaju  koristou predatorov. V pokrocilych Stadiach sa objavuje kachexia, zépalové
a degenerativne zmeny na sliznici ¢reva. PoSkodend ¢revna sliznica moze byt vstupnou
branou pre d’alSich povodcov chorob. SilnejSie napadnutie je doprevadzané nechutenstvom
a poruchami travenia. Ryby chudni, dochddza k porucham rastu a vyskytu deformit, oslabené
ryby maju zniZzenti obranyschopnost’ a znizuji sa ich prirastky. Negativne sa tiez mdzu
uplatnit’ toxické latky produkované tymito helmintami. Terapia nematod6z a cestodéz vo
volnych vodach ale aj v rybni¢nych chovoch sa neprevadza.

MATERIAL A METODIKA

V obdobi oktober 2007 — jul 2008 bolo vysetrenych helmintologickou pitvou 223 vzoriek ryb.
Z toho bolo 164 ks hrizovca sietovaného (Pseudorasbora parva) z lokality Perinske rybniky
na vychodnom Slovensku, 45 ks byckovca amurského (Perccottus glenii), 10 ks sumceka
cierneho (Ameiurus melas) a 4 ks slnecnice pestrej (Lepomis gibbosus) vsetky pochadzajuce
z Vychodoslovenskej niziny. Od kazdej ryby boli zaznamenané pohlavie, celkova a relativna
diZka tela a hmotnost’. Nematody a cestody izolované z éreva ryb boli fixované horticim 4%
formalinom. Pri identifikacii bol pouzity kI'i€ na ur€ovanie helmintov: podl'a Moravec (1994)
a Dubinina (1971).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zaklade uskuto¢nenych merani a pritomnosti typickych znakov prislichajicich danému
druhu, boli ndjdené u P.parva nematddy identifikované ako Pseudocapillaria tomentosa,
celad” Capillaridae. Prevalencia — 42,6 % (70/164). Intenzita invazie — do 9 nematddov
v jednej rybe.

Je to parazit s priamym vyvinovym cyklom. Doposial bola P. tomentosa najdend uryb
patriacich do celade Cyprinidae, Cobitidae, Percidae, Gadidae, Anguillidae, Esocidae
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a Siluridae. Tento druh sa Casto nachddza aj u akvariovych rybach, kde sposobuje znacné
straty.

U P.glenii boli najdené cestddy Nippotaenia mogurndae patriace do radu Nippotaeniidea. Je
to parazit s nepriamym vyvinovym cyklom. MedzihostiteI'mi su cyklopy. Prevalencia — 8,8 %
(4/45). Intenzita invazie — do 12 cestodov v jednej rybe. Je to parazit s nepriamym vyvinovym
cyklom. Doposial’ bola N. mogurndae popisana len u P. glenii na izemi Slovenska.

Tab.¢.1 Prevalencia nematodov v sledovanom obdobi u P.parva
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Tab.¢.2 Pocet vySetrenych vzoriek (N)

Hostitel’ Druh parazita N %

Pseudorasbora Pseudocapillaria 164 42,6
parva tomentosa

Perccottus glenii Nippotaenia 45 8,8
mogurndae

Ameiurus melas — 10 —

Lepomis gibbosus — 4 —

Spolu — 223 33,1

Pseudocapillaria tomentosa je pomerne Castym parazitom rdoznych druhov sladkovodnych
a akvariovych ryb, ktord za urcitych okolnosti je schopna sposobit’ pomerne vazne zdravotné
tazkosti az thyn. Mohli sme sa otom presved¢it aj my, v prvej vySetrovanej skupine
sposobila straty na hmotnosti, stratu inikového reflexu a aj pomerne vel’ky thyn.

Vyskyt N.mogurndae v Eurépe je ocividne spojeny s nedavnou introdukciou rybieho hostitel’a
ryby - Perccottus glenii z jeho povodného teritoria z povodia rieky Amur v Rusku do riek na
Ukrajine, Mad’arsku, Pol'sku a na Slovensku. Vzhl'adom na expanziu tejto ryby spdsobenu
schopnostou  prezit' v extrémnych podmienkach aobyvat rézne typy habitatov sa da
predpokladat’ ze tdto pasomnica bude hlasena aj z ostatnych krajin Europy.
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MNOZSTVO MASA AKO KVALITATIVNY UKAZOVATEL: MASOVYCH
VYROBKOV V SLOVENSKEJ REPUBLIKE
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Katedra hygieny a technologie potravin, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Cielom préce bolo vyrobit’ vybrané¢ mékké misové vyrobky, stanovit’ ich kvalitativne parametre
so zameranim sa na stanovenie Cistej svalovej bielkoviny, vypocitat mnozstva médsa dvoma
spdsobmi (,,nemecka metdda prepoctu” a ,,irska — FSA metoda prepoctu®) a porovnat’ vysledky
vypoctov s legislativne stanovenou hodnotou anavzijom. Rozdiely medzi vypocitanymi
hodnotami a legislativne danou hranicou mnozstva méisa sa javili Statisticky vyznamné (24,45
a 19,36 % rozdiel v priemere), rozdiel medzi vysledkami prepo¢tu medzi metédami navzajom
dosahoval 0-18 %, v priemere 5, 37 %. Ukazovate] mnozstvo misa v hmotnostnych %
povazujeme za orientacny ukazovatel' (rozdiel vo vypoctoch medzi 2 metédami 0-18 %),
tazko kontrolovatelny, vo vécSine pripadov vSak vel'mi nizko postaveny a dolezity
predovsetkym pre spotrebitel'a na rychlu orientaciu na trhu a nie ako legislativne stanoveny
kvalitativny ukazovatel. Preto navrhujeme vytvorenie nového legislativneho predpisu a
stanovenie novych kvalitativnych parametrov, so zameranim sa na ukazovatel’ ¢ista svalovi
bielkovinu.

UvVOD

Za ostatnych 13 rokov mozno konStatovat’ pokles kvality midsovych vyrobkov, ktory bol
sposobeny predovsetkym tlakom na ekonomicky ukazovatel - cenu mésového vyrobku,
realizoval sa formou ndhrady misovej suroviny v receptire vyrobku, ¢im doslo k odklonu
od typickych (,tradi¢nych®) technicko-hospodarskych noriem. V sti¢asnom obdobi slovenski
producenti vyrabajii mdsové vyrobky s rovnakym ndzvom v rdznej kvalite a tym aj v roznej
cene (Lagin a Krocko, 2007; Turek, 2007). Pri hodnoteni kvality médsa st najdolezitejSimi
meratelnymi parametrami pH hodnota, teplota, elektrickd vodivost a intenzita farby
(Schwigele, 1992). Predstavuju dolezité kritéria pri zreni mésa a pre kvalitu vysledného
produktu, medzi inymi uréuyju  chut, méikkost, farbu, schopnost viazat vodu
a skladovatelnost’ (Peters, 1996). Otazne je, aké kvalitativne parametre ateda meratelné
hodnoty su urcujuce (najvystiznejsie) pre misové vyrobky. Tuto otdzku si riesia jednotlivé
krajiny EU samostatne, ked’ze nepatri do harmonizovanej legislativy.

Po vstupe Slovenska do EU bol pre zabezpedenie konkurencieschopnosti nasich vyrobcov
v masopriemysle vytvoreny novy legislativny predpis vychadzajuci z legislativneho predpisu
Ceskej republiky ( Vyhlagka MZ &. 326/2001 Sb. v zneni neskorsich predpisov) ato Vynos
MP SR aMZ SR z 18. augusta 2005 ¢. 1985/2004-100, ktorym sa vydava hlava PK SR
upravujuca mdsové vyrobky. V stcasnosti je pre skupinu mékkych médsovych vyrobkov
stanovena skupina vybranych mésovych vyrobkov, kde s kvalitativne parametre postavené
na ukazovateloch: mnoZstvo mésa najmenej v hmot.% a mnoZstvo tuku najviac v hmot.%,
dalej su stanovené organoleptické poziadavky a poziadavky na zlozenie. Ostatné mikké
misové vyrobky musia spiiiat’ len poziadavky na kvalitu podl'a vnatorného predpisu vyrobcu
apodla zasad spravnej vyrobnej praxe. V tomto predpise chyba definicia pojmu misovy
vyrobok a vynechalo sa ¢lenenie vyrobnych mias, ¢o nebola najStastnejSia vol'ba, ked’ze sa
tym vlastne stratila vizba mésovych vyrobkov na kategorizaciu vyrobnych mias v recepture.
Stratou tejto nadvédznosti zanikla kontinuita medzi receptirou a findlnym vyrobkom, ktory
tym straca o¢akavanu a ziadanu akost’.

Ukazovatel mnozstvo mdsa v %, (ktory vnaSej aaj vceskej legislative predstavuje
kvalitativny ukazovatel’ vo vybranych mésovych vyrobkoch), je Eurdpskou uniou zavedeny
ukazovatel’, ktory mé poskytnut’ spotrebitel'ovi rychle, transparentné a dosledné informécie od
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vyrobcov misovych vyrobkov aje povinnostou vyrobcov uvadzat ho na obale spolu
s oznacenim druhu misa. Ked'Ze si bezny spotrebitel’ pod pojmom méso vzdy predstavoval
sval, resp. kostrovu svalovinu s bezprostredne pril'ahlym spojivovym a tukovym tkanivom, je
za mdsovy vyrobok ztohto dovodu spotrebitelom povazovana potravina, ktord je z tejto
svaloviny vyrobena. Miera zastipenia svaloviny vo vyrobku je do zna¢nej miery urcujuca pre
jeho kvalitu a spolo¢ne s cenou vyrobku patri medzi hlavné parametre, podla ktorych sa
spotrebitel mdze pri ndkupe orientovat. Tieto tézy vSak nardzali na skutoCnost, ze pre
oznac¢ovanie misovych vyrobkov bola vyuzivana definicia médsa prevzana z veterinarno-
hygienickych predpisov, ktord pod pojmom ,,miso* zahrituje vSetky cCasti jato¢nych zvierat,
ktoré st vhodné k l'udskej spotrebe. Midsom pre vyrobu misovych vyrobkov tak bola nielen
kostrova svalovina, ale aj koza, separat, pozivate'né vnutornosti a krv. A tak spotrebitel’ nebol
zrozumitel'ne informovany o skutocnej povahe mésovych vyrobkov, ¢o viedlo v niektorych
¢lenskych krajinach EU k prijatiu svojich vlastnych narodnych pravidiel. Takato rozdielnost’
viak viedla k nepriaznivému vplyvu na fungovanie vnatorného trhu EU (vytvaranie prekazok
volného pohybu tovaru). Snaha Eurdpskej komisie o napravu vzniknutej situdcie viedla
k zavedeniu harmonizovanej definicie mésa prostrednictvom smernice ¢. 2001/101/ES (s
ucinnost’ou od roku 2003) (Katina, 2006).

Implementaciou Smernice Komisie 2001/101 EHS do naSej pravnej Upravy, konkrétne do
Vynosu MP SR a MZ SR z 28. aprila 2004 ¢. 1187/2004 — 100, ktorym sa vydava hlava
Potravinového kddexu SR upravujuca oznaCovanie potravin, vznikla povinnost’ pre vyrobcov
mésovych vyrobkov uvédzat’ na obale mnozstvo misa s oznacenim druhu maésa, ¢o je vSak
vykladovo nejasne legislativne upravené.

MATERIAL A METODIKA

Vyrébali sme mésové vyrobky zo skupiny vybranych mékkych maédsovych vyrobkov
s taxativne udavanymi (,,tradiénymi*) nazvami v zmysle Technicko — hospodarskych noriem
(THN) a stanovovali ich kvalitativne parametre, so zameranim sa na ¢ista svalovl bielkovinu.
Stcasne boli v postupnosti vyroby sledované kvalitativne parametre vyrobného méisa, ktoré sa
podla delenia v THN pouzivaji na vyrobu mésovych vyrobkov a taktiez pripraveného diela
pre vyrabané misové vyrobky. Analyticky sme stanovovali obsah vody (ISO 1442), obsah
volného tuku (ISO 1444), obsah dusika (ISO 937) a hydroxyprolinu (priloha €. 67 Vestnika
MP SR z9. januara 2004, v ktorom sa zverejiiuje zoznam uradnych metdéd laboratornej
diagnostiky potravin a krmiv). Prepoctom sme zistili obsah celkovych bielkovin, ¢istych
svalovych bielkovin a kolagénu. Statisticky vyhodnotené analytické ukazovatele misa sme
vyuzili na vypocet mnoZstva mésa v jednotlivych vyrobkoch-a to podl'a ,,nemeckého systému
prepoctu” (QUID fiir das Fleischerhandwerk, Deutscher Fleischer-Verband) a ,,irskeho
systému prepoctu” (FSA — Labelling and Composition of Meat Products, Guidance Notes,
2003).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabulke 1 je prehlad kvalitativnych parametrov pre jednotlivé vybrané mikké misové
vyrobky so zameranim sa na celkova bielkovinu, tuk a &istd svalovi bielkovinu. Cistl
svalovi bielkovinu sme stanovili odc¢itanim bielkovin spojivového tkaniva od celkovej
bielkoviny, ked’Zze sme pri vyrobe nepouzivali ziadne nemésové bielkoviny. V tabulke je
mozné porovnat nami stanovené mnozstvo tuku s legislativne danym mnoZstvom tuku
najviac v hmotnostnych %, pricom u2 vyrobkov je tato hranica prekro¢end, u Domadcej
klobasy 00,02% au Spekaciek o 1,76%. U ostatnych vyrobkov je analyticky stanovené
mnozstvo tuku pod legislativne uréenou hranicou, u mnohych vyrobkov s vel’kym rozdielom,
napr. u Sunkovej salamy (rozdiel 13,43%) a Jemnych parkov (rozdiel 16,36%).
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Pre vypocet mnozstva masa sme vyuzili Statisticky vyhodnotené analytické ukazovatele mésa,
pricom sme pracovali s nemeckym systémom prepoctu a irskym systémom doporu¢enym
FSA (Food Standard Agency, irsko).

Pri pouziti nemeckého systému prepoctu a po porovnani s legislativne stanovenou hranicou sa
vypocitané mnozstvo méisa pohybuje vrozmedzi 9-38 % nad stanovenym minimalnym
mnozstvom mésa v hmotnostnych %, priCom v priemere je toto mnozstvo presiahnuté o 24,45
%. Pre porovnanie pri irskom systéme prepo¢tu mnoZstva mésa sa toto rozmedzie pohybovalo
medzi 2-33 %, v priemere bola legislativne stanovend hranica mnoZstva mésa prekro¢ena
019,36 %. 24,45 % al9,36 % rozdiel v mnoZstve mésa v priemere navyse (voci legislativne
stanovene] hranici mnoZstva mésa najmenej v hmotnostnych %) predstavuje vysoku hodnotu
a poukazuje na vytvoreny priestor pre vyrobcov misovych vyrobkov na nédhradu tejto
percentualnej hodnoty mnozstva mésa inou surovinou (nemdsovou) voci povodnej recepture.
Tieto hodnoty poukazuju aj na skutocnost’, ze legislativne stanovena hranica mnozstva mésa
(najmenej v hmotnostnych %) je diskutabilné (nizko postavenad).

Najvicsi rozdiel v porovnani s legislativne stanovenou hranicou mnozstva misa a nemeckym
systémom vypoctu (38 %) bol u Sunkovej saldmy (rozdiel pri irskom systéme 25 %)
a najmensi (9 %) sme sledovali u Speka¢iek (rozdiel pri irskom systéme 5 %).

Pri irskom systéme vypoctu a porovnani vysledkov s legislativne danou hranicou mnozstva
mésa bol najvacsi rozdiel sledovany u Liptovskej salamy (33 %) (rozdiel pri nemeckom
systéme 33 %) a najmensi u Jemnych parkov (2 %) (rozdiel pri nemeckom systéme 20 %).

Pri porovnani oboch systémov vypoctu mnozstva mésa najvacsi rozdiel vo vypocte mozno
sledovat u Jemnych parkov (18 %), dalsi vyssi rozdiel 13 % je u Sunkovej salamy,
v priemere je rozdiel 5,37 % (rozmedzie 0-18 %). Mnozstvo mésa bolo v 6 pripadoch
stanovené¢ vysSie unemeckého systému, v 2 vyrobkoch priirskom systéme (Sulovska
a Pohronska klobésa) a v 2 vyrobkoch bolo identické (Liptovska salama, Domaca klobasa).
Rozdiely vo vysledkoch medzi oboma sposobmi vypoctu st pravdepodobne ovplyvnené tym,
ze pri nemeckom systéme sa zohl'adnuje len korekcia na tuk, avSak pri irskom systéme je to
korekcia na tuk a aj bielkoviny spojivového tkaniva a mnozstvo mésa sa pocita pre kazdy
druh mésa zvlast.

V Ceskej republike sa pod méisovym vyrobkom rozumie podla Vyhlasky & 326/2001Sb.
v zneni neskorsich predpisov technologicky opracovany vyrobok obsahujtci ako prevazujucu
zakladna surovinu méso (takato definicia u nds chyba). Kvalitativne parametre sii postavené
rovnako ako v SR (nasa legislativa Cerpala z Ceskej v tejto oblasti) a taktiez maji skupiny
vybranych mésovych vyrobkov i ked’ samotné ¢lenenie misovych vyrobkov je iné.

V Nemecku sa pod mésovymi vyrobkami sa rozumeji vyrobky, ktoré pozostavaji vylucne
alebo prevazne z misa. Pre jednotlivé mdsové vyrobky a skupiny mésovych vyrobkov su
vzdy zadefinované: vychodiskovy material (podl'a kategorizacie vychadzajicej z platnej
legislativy), Specifické znaky a analytické hodnoty. Analytické hodnoty su zaloZzené najmé na
ukazovateli - tzv. ,,BEFFE“ (bindegewebseiweissfreies Fleischeiweiss), teda méisovej
bielkovine bez obsahu bielkovin spojivového tkaniva ana ,BEFFE im FE*
(bindegewebseiweissfreies Fleischeiweiss im Fleischeiweiss), teda misovej bielkovine bez
obsahu bielkovin spojivového tkaniva v misovej bielkovine (Leitsdtze fiir Fleisch und
Fleischerzeugnisse).
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Tab. 1 Stanovené kvalitativne parametre vybranych mékkych misovych vyrobkov
vyrobenych podl'a THN spolu s legislativne stanovenou hranicou mnoZzstva tuku najviac

v hmotnostnych %

CB “SB Tuk Legislativne dl?né
mnozstvo tuku

(7] (7] 7] [najviac v hmotn. %]
Liptovska salama 11,26 £0,36 | 9,66 £0,25 | 33,04 +1,03 35
Parizska salama 11,12+0,74 | 925+1,10 | 36,26 2,21 40
Sunkova salama 20,79 £1,01 | 20,05+1,21 6,57+ 2,51 20
Sliacska salama 1225+ 1,32 | 9,62+0,79 | 41,03 +2,25 45
Sulovska klobasa 1525+ 1,11 | 12,58 +0,84 | 34,34 +2,12 40
Domaca klobasa 16,03 £0,53 | 14,09+ 0,42 | 40,02 + 2,05 40
Spekacky 8,38 £2,05 5,33+1,42 | 46,76 + 3,08 45
Spisské parky 14,13 +£0,32 | 11,39+0,28 | 22,68 + 1,23 35
Jemné parky 14,60 £098 | 9,10+0,83 | 18,64 +1,45 35
Bratislavské parky | 15,55+ 1,65 | 13,08+ 1,25 | 28,53 £ 1,68 35
Pohronska klobasa | 15,60+0,95 | 12,92+0,92 | 32,03 +0,92 35

Tab. 2 Vypocitané mnozstvo mdsa nemeckym a irskym spdsobom prepoctu v porovnani ku
legislativne stanovenej hranici

Obsah misa Obsah misa N ,
, . Obsah misa stanoveny
stanoveny stanoveny ,,irskou legislativne [najmene]
,,hemeckou metdodou* metodou* v hmotn., %]
[%] [%] -
Liptovska salama 83 83 50
Parizska salama 66 61 50
Sunkova salama 93 80 55
Slia¢ska salama 82 75 55
Sul'ovska klobasa 81 &3 55
Domaca klobasa 90 90 60
Spekacky 49 45 40
Spisské parky 77 74 45
Jemné parky 70 52 50
Bratislavské parky 75 77 50
Pohronska klobasa 78 68 65
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KOZIE SYRY VO VYZIVE IUDI A ICH KVALITA Z OBCHODNEJ SIETE
V KOSICIACH

Pol'dkova L.

Ustav hygieny a technoldgie mlieka, UVL, Kosice

ABSTRAKT

V syroch vyrobenych z kozieho pasterizovaného mlieka boli sledované senzorické vlastnosti
(vzhlad, chutnost’, vona, textara, doznievanie chute, celkova kvalita a intenzita chute a vone),
fyzikélno-chemické parametre (suSina, voda v beztukovej suSine, tuk vsuSine) a
mikrobiologicka kvalita syrov (E. coli, S. areus, L. monocytogenes). Na zéklade obsahu vody
v beztukovej susine (68,6 % - 81,0 %) boli kozie syry zadelené do skupiny Cerstvych syrov.
Podl'a mnoZstva tuku v suSine (40,4 — 62,26 %) syry patrili do kategorie stredne tu¢nych
(1 vzorka) a plnotu¢nych syrov (9 vzorky). Rozdiel v obsahu suSiny a tuku v suSine (tvs) v
nami vySetrenych vzorkdch syrov sa vyrazne neliSil od hodndt deklarovanych na obale
jednotlivymi vyrobcami syrov. Obsah susiny sa v kozich syroch pohyboval od 28,0 % do 50,8
% verzus 27,0 — 54,0 % (originalne balenie syrov), resp. 40,4 — 62,26 % oproti 40,0 — 50 %
pre obsah tvs. Mnozstvo tvs mdze byt nizSie o2 hmotnostné percentd v porovnani
s deklarovanou hodnotou. Obsah tvs u mékkych syrov kolise od 40 — 65 % a rovnako obsah
tvs deklarovany vyrobcami kozich syrov sa pohyboval v tomto rozpiti. Koncentracia NaCl
v nami vySetrenych o vzorkéch sa pohybovala od 0,6 % do 3,0 %.

Stanovené pocty koliformnych baktérii sa u Cerstvych prirodnych kozich syrov pohybovali
vrozpiti od < 1 KTJ. g’ do 10° KTJ. g, resp. vrozpiti < 1 KTJ . g’ — 10* KTJ. g
u prirodnych kozich syrov zrejucich. E. coli nebola izolovana ani v jednom pripade. Pocty
stafylokokov sa pohybovali v priemere 10° KTJ. g' u&erstvych kozich syrov, resp.
10* KTJ. g u syrov zrejucich. Listérie rovnako ako L. monocytogenes neboli izolované ani
v jednom pripade. Medzi jednotlivymi druhmi kozich syrov v senzorickom komisiondlnom
hodnoteni boli Statisticky vyznamné rozdiely, ato v hodnoteni vone (4 — 8), textura,
doznievanie chuti, celkova kvalita (5 — 8 ), s hodnotou P < 0, 05. Respondentom sa chutnost’
kozich syrov pacila az mimoriadne pacila (7 — 8). Na otazku ¢i by si kupili kozie vyrobky
respondenti odpovedali “ano”.

UvOD

V poslednej dekade v zapadnej spolo¢nosti klesd konzumacia mlieka a mliecnych vyrobkov
(Anonymus, 2003). Insel a kol (2004) tento trend ¢iastocne vysvetluju tvrdenim negativneho
zdravotného ucinku mlieka a mlie¢nych vyrobkov, ktoré vzniklo domnienkou, ze mliecny tuk
s vysokou frakciou nasytenych mastnych kyselin prispieva k vzniku srdcovych ochoreni, k
zvySovaniu hmotnosti a k vzniku obezity. Niekol'ko interven¢nych $tudii ukazalo, ze diéta
obsahujuca nizkotuéné mlie¢ne produkty ma priaznivé zmeny na sérovy cholesterol
(Sanstrom a kol., 1992; Seidel a kol., 2005). AvSak konzuméacia mlie¢neho tuku ma mene;j
vyrazné UCinky na sérové lipidy ako sa predpokladd zobsahu tuku (Bosaeus, 1991;
Eichholzer akol.,, 1993). Elwood akol. (2004) nezistili korelaciu u osdb s vysokou
konzumaciou mlie¢neho tuku a rizikom kardiovaskuldrneho ochorenia. Lipidové zloZenie
kozieho mlieka je jednou z najddlezitejSich zloziek jeho technologickej a nutri¢nej kvality. Je
spojené s vytaznostou syrov ajeho senzorickymi vlastnostami, ako je konzistencia, farba
a vona (Delacroix - Buchet a Lamberet, 2000).

Syry sa vyznacuju relativne vysokou koncentraciou esencidlnych Zivin v porovnani sich
energetickou hodnotou. Vyzivova hodnota syrov koliSe od mlieka pouzit¢tho na vyrobu
syrov, od pouzitej Startovacej kultiry a nakoniec aj od podmienok zretia syrov. Bielkoviny
syrov, najmi kazein maju nizky obsah aminokyselin s obsahom siry, preto ich vyzivova
hodnota je nizsia ako je celkovy obsah bielkovin v mlieku. Ultrafiltracia mlieka vyuzivana
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v mliekarstve pred vlastnou technologickou vyrobou syrov sa méze vyuzivat na vychytavanie
srvatkovych bielkovin, ¢im sa zvysit vyzivova hodnota bielkovin syra. Progresivna
degradacia kazeinov pocas zrenia eSte zvySuje ich straviteInost. Obsah tuku v syroch je
rovnako esencialny. ZniZzovanie obsahu tuku v syroch ma ale nepriaznivy vplyv na vonu
a reologické vlastnosti syrov (Henning a kol., 2006).

Cielom prace bolo zistit’ zdujem konzumentov o syry vyrobené z kozieho mlieka z obchodnej
sieti v KoSiciach, ako aj senzorické vlastnosti, fyzikdlno - chemické parametre a
mikrobiologicku kvalitu kozich syrov zakipenych v obchodne;j sieti v KoSiciach.

MATERIAL A METODIKA

V obdobi méj — jun 2008 bolo v obchodnej sieti v KoSiciach zakupenych 10 vzoriek syrov
vyrobenych z kozieho mlieka (EU) v originalnom baleni (2 - 3 ks v zavislosti od hmotnosti
balenia, alebo v pripade predaja na hmotnost, boli zakipené vzorky kozich syrov o hmotnosti
200 g). V syroch sa sledovali senzorické vlastnosti kozich syrov (vzhl'ad, chutnost’, vona,
textura, doznievanie chute, celkova kvalita a intenzita chute a vone), fyzikalno-chemické
parametre (suSina, voda v beztukovej suSine, tuk v suSine) a mikrobiologické kvalita syrov (£.
coli, S. areus, L. monocytogenes). Senzorickej analyzy sa zc¢astnili siedmi Studenti denne;j
formy doktorandského Stiidia na UVL v KoSiciach, ktori suhlasili s i€astou na experimente.
Vzorky kozich syrov sa servirovali o velkosti 2 x 4 cm, v pripade makkych syrov sa jednalo
o vzorky o hmotnosti 10 g. Na neutralizaciu chuti medzi jednotlivymi vzorkami kozich syrov
mali hodnotitelia k dispozicii biele pefivo. Vo vzorkach sa hodnotili vybrané senzorické
vlastnosti kozich syrov (vzhl'ad, chutnost’, vona, textlra, doznievanie chute, celkova kvalita),
a to hedonickou stupnicou od mimoriadne sa mi nepaci (0) az do mimoriadne sa mi paci (9).
Péatbodovou stupnicou sa hodnotila intenzita vone a chuti od nevnimatel'na (0) do vel'mi silno
vnimatel'na (5).

Fyzikalno-chemické parametre kozich syrov boli stanovené nasledovne: stanovenie suSiny
metddou susenim do konStantnej hmotnosti, tuk v suSine (tvs) vypoctom podla vztahu
s:t=100 : x, kde x je obsah tvs v %, s =suSina v % at=tuk v %. Stanovenie chloridu
sodného bolo prevedené prevadzkovou metéodou, a to extrakciou vodou a titraciou
dusi¢nanom striebornym. VSetky uvedené fyzikélno-chemické parametre boli stanovené
paralelne a vysledky sl uvedené ako aritmeticky priemer.

Pri mikrobiologickom vySetreni vzoriek kozich syrov boli z kazdej vzorky kozieho syra
urobené prislusné desatnasobné riedenia, ktoré boli ockované na povrch selektivnych agarov
a inkubované podla druhu sledovaného mikrobiologického ukazovatela. Na izolaciu
koliformnych baktérii ako indikdtorov moznej pritomnosti ¢revnych patogénov, resp.
indikatorov znecistenia fekalneho pdvodu sme pouzili Endov agar (Hi Media) metddou
rozterom, inkubdaciou za aerobnych podmienok pri 37 °C 24 — 48 hod. Suspektné kolonie E.
coli charakteristické svojim sfarbenim a kovovym leskom azmenou Endovej pddy boli
konfirmované pouzitim biochemickych testov (schopnost’ vytvarat’ z tryptofanu indol a dokaz
aktivity enzymu 3 - d - glukuronid4zy) a rozterom na krvnom agare na dokaz pripadnych
hemolytickych kmenov E. coli. Na izolaciu S. aureus sme pouzili 0,1 ml vzorky syrov
prislusného desatnasobného riedenia, ktoré sme rozotreli na povrch Baird-Parker agaru
s vaje¢nou emulziou a teluri¢itanom draselnym (Hi media) a inkubovali aerobne pri 37 °C po
dobu 24 — 48 hod. Nésledne sme previedli konfirmaciu vybranych typickych a atypickych
kolonii koaguldzovym testom (Imuna Sariiské Michal'any) a upravili podet kolonii na
miskach podl'a vysledkov konfirmdcie. Na izolaciu listérii (L. monocytogenes) vo vzorkach
kozich syrov bol pouzity PALCAM agar (Hi Media). Prvé riedenie z kazdej vysetrovanej
vzorky kozieho syra bolo inkubované 48 hod. pri teplote 35 °C za mikroaerofilnych
podmienok.

Na Statistické spracovanie vysledkov bol pouZity program Graph Pad Prism 5 Demo.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Celkovo bolo vysetrenych 10 druhov kozich syrov vyrobenych z pasterizovaného mlieka. Na
zéklade obsahu vody v beztukovej susine (68,6 % - 81,0 %) boli kozie syry zadelené do
skupiny cerstvych syrov. Podl'a mnoZstva tuku v suSine (40,4 — 62,26 %) syry patrili do
kategorie stredne tuénych (1 vzorka) a plnotu¢nych syrov (9 vzorky). Rozdiel v obsahu susiny
atuku v suSine (tvs) v nami vySetrenych vzorkach syrov sa vyrazne neliSil od hodnot
deklarovanych na obale jednotlivymi vyrobcami syrov.

Obsah suSiny sa v kozich syroch pohyboval od 28,0 % do 50,8 % verzus 27,0 — 54,0 %
(originalne balenie syrov), resp. 40,4 — 62,26 % oproti 40,0 — 50 % pre obsah tvs. MnoZstvo
tvs moze byt nizSie o 2 hmotnostné percentd v porovnani s deklarovanou hodnotou. Obsah tvs
u mikkych syrov koliSe od 40 — 65 % (JanStova a kol., 2007), rovnako obsah tvs deklarovany
vyrobcami kozich syrov sa pohyboval v tomto rozpiti. Nami zistené vysledky rovnako viac
alebo menej korelovali s idajmi uvedenymi na etikete syrov.

Koncentracia NaCl v syroch sa méze pohybovat’ v rozmedzi 0,7 — 4,5 % zavislosti od druhu
syra. Vo vzorkach sa koncentracia chloridu sodného pohybovala od 0,6 % do 3,0 %.
Koncentracia NaCl v jednotlivych vzorkach kozich syrov nebola uvedena na etiketach ani
v jednom pripade. V Styroch pripadoch vyrobca uviedol v zloZeni, Ze vyrobok obsahuje jedlu
sol. Podobné vysledky uvadzaju aj Janstova a kol. (2007). Solenie je nevyhnutnym krokom
pri vyrobe syrov. Sol’ je zékladnou zloZkou syrov s ohl'adom na jeho trvanlivost’, chutnost,
konzistenciu atd’.. Obsah soli m6ze byt Statisticky rozdielny nielen medzi druhmi syra, ale aj
medzi syrmi jednej Sarze. Vela druhov syrov obsahuje priblizne 2 % soli (Walstra a kol.,
1999).

Stanovené pocty koliformnych baktérii sa u Cerstvych prirodnych kozich syrov pohybovali
vrozpiti od < 1 KTJ. g' do 10° KTJ. g, resp. vrozpiti < 1 KTJ . g’ — 10* KTJ. g’
u prirodnych kozich syrov zrejicich. E. coli nebola izolovana ani v jednom pripade. Pocty
stafylokokov sa pohybovali v priemere 10° KTJ. g’ u&erstvych kozich syrov, resp.
10° KTJ. g u syrov zrejucich. Listérie rovnako ako L. monocytogenes neboli izolované ani
v jednom pripade.

Medzi jednotlivymi druhmi kozich syrov v senzorickom komisiondlnom hodnoteni boli
Statisticky vyznamné rozdiely, ato v hodnoteni vone (4 — 8), textira, doznievanie chuti,
celkova kvalita (5 — 8 ), s hodnotou P < 0, 05. Respondentom sa chutnost’ kozich syrov pacila
az mimoriadne pacila (7 — 8). Na otazku ¢i by si kupili kozie vyrobky respondenti odpovedali
"ano”. Na zlepSovanie senzorickych vlastnosti kozich syrov moZzno vyuzivat rdzne
technologické postupy. Prikladom moze byt vyuzitie ohmického sposobu vyroby kozich
syrov portugalskej proveniencie (doposial’ vyrobné tajomstvo), ktoré nemalo vplyv na vznik
signifikantnych rozdielov v senzorickom hodnoteni kozich syrov vyrobenych tymto
sposobom oproti kozim syrom vyrobenych tradi¢nou technoldgiou (Staruch a kol., 2007).
Alvarez akol. (2006) uvadzaju, 7e na zlepsenie fyzikalnych, chemickych a senzorickych
vlastnosti kozich syrov mé vplyv aj spravne zlozenie kfmnej davky dojnych koéz, nakolko
zlozenie kifmnej davky ma vyznamny vplyv na zloZenie mastnych kyselin so strednym
retazcom tuku v syroch (Cs aZ C4), obsahom ktorych vzniké v kozich syroch vyhladdvany
typicky ,,kozi flavour®.

Z vysledkov porovnania odpovedi respondentov pre ukazovatele chuti avdne syrov
vyplynulo, ze najvyraznejSou chutou bola typickd mlie¢na chut avona kozich syrov
s typickym ,kozim flavourom®. Na typickej voni achuti kozieho mlieka a vyrobkov sa
podiela predovsetkym obsah mastnych kyselin so strednym retazcom (Ha a Lindsay, 1993),
ktoré moézu vel'mi menit’ obsah volnych mastnych kyselin, ktoré maji hlavna tlohu prave
v tomto vyraznom ,,kozom flavoure (Chilliard a kol., 2003, Alvarez a kol., 20006).
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Zéaverom mozno konStatovat, Zze nami vySetrené syry vyrobené zkozieho mlieka boli
respondentmi hodnotené kladne, rovnako, ako chemické parametre kvality, ktoré korelovali
s udajmi uvedenymi na etiketach vySetrenych druhov syrov. To znamena, Ze syry vyrobené
z kozieho mlieka mézu v blizkej buducnosti predstavovat’ obohatenie jedalneho listka aj
slovenskych spotrebitelov, hoci na zdklade naSich vysledkov senzorického hodnotenia,
niektoré typické senzorické vlastnosti (,,kozi flavour) boli nasimi respondentmi hodnotené
skor ako negativne.
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STANOVENIE STRAVITEECNOSTI VYBRANYCH KRMIV DVOJSTUPNOVOU
METODOU IN VITRO

Samudovska A., Demeterova M.

Katedra vyzivy, dietetiky a chovu zvierat, UVL, KoSice

ABSTRAKT

V laboratérnych podmienkach bola stanovend stravitenost’ suSiny, organickej hmoty
a dusikatych latok deviatich r6znych krmiv a dvoch kompletnych kimnych zmesi pouzitim
dvojstupniovej] metdédy in vitro simulujicej travenie v zaludku avtenkom Creve
monogastrickych zvierat. Koeficienty stravitelnosti Zivin vybranych krmiv stanovené po 6
hodinovej inkubacii vzoriek v roztoku pepsinu apo 18 hodinovej inkubécii v roztoku
pankreatinu v inkubatore Daisy II pri 39 °C boli porovnatené s literarnymi udajmi.
V hodnoteni vztahu stravitelnosti organickej hmoty a dusikatych latok k obsahu
neutrdlnodetergentnej vlakniny bola zistena negativna korelacia (r = 0,97; r = 0,46).

UvOD

Pri vybere kimnych komponentov do kfmnych davok pre hospodarske zvierata je potrebné
zohladnit’ nielen zloZenie jednotlivych krmiv, ale aj mnozstvo stravitelnych Zivin. Na urcenie
stravitelnosti  zivin sa moézu pouzit metddy in vivo alebo menej c¢asovo narocné
a ekonomickejSie metddy in vitro (Boisen a Ferndndez, 1997). VicSina metdd in vitro
simulujicich trdvenie v traviacom trakte monogastrickych zvierat je zalozend na fakte, Ci
vysledkom procesu trdvenia je rozpustny (pripadne aj neprecipitovatelny) alebo
dialyzovatelny produkt. V zavislosti od toho su tieto produkty oddelené od nestravenych
zvyskov filtraciou, ultrafitraciou, centrifugaciou alebo dialyzou (Boisen a Eggum, 1991). Pre
stanovenie ilealnej stravitelnosti zivin sa moéze pouzit' jednostupniova alebo dvojstupnova
metdda s pouzitim purifikovanych enzymov, pankreatinu alebo intestindlnej tekutiny
(Lowgren akol., 1989; Babinszky akol.,, 1990) apre stanovenie celkovej stravitenosti
trojstupiiovd metdda, v ktorej je mikrobidlna fermentdcia prebiehajuca v hrubom Ccreve
simulovana pouzitim zivych baktérii z intestindlnej alebo bachorovej tekutiny alebo pouzitim
mikrobidlnych enzymov (Vervaeke a kol., 1989; Boisen a Ferndndez, 1997; Wilfart a kol.
2007). Stravitenost’ in vitro moze byt ovplyvnena Specifickostou a aktivitou enzymov,
mnozZstvom vzorky a velkostou &astic vzorky. Aktivitu enzymov ovplyviiuje dizka inkubacie,
teplota, pH a pritomnost’ aktivatorov a inhibitorov v krmive (Boisen a Eggum, 1991). Na
zéklade hodnotenia viacerych Studii stravitelnosti in vitro Boisen a Eggum (1991) odporucaja
6 hodinovu inkubaciu v roztoku pepsinu a 18 hodinova inkubaciu v roztoku pankreatinu pre
stanovenie iledlnej stravitelnosti.

Cielom prace bolo stanovenie stravitenosti suSiny, organickej hmoty a dusikatych latok
vybranych kfmnych komponentov advoch kompletnych kimnych zmesi pouzitim
dvojstupiiovej metody in vitro (pepsin-pankreatin) simulujicej travenie v zaludku a v tenkom
¢reve monogastrickych zvierat na pristroji Daisy II inkubator a zistenie vzt'ahu stravite'nosti
organickej hmoty a dusikatych latok k obsahu neutradlnodetergentnej vldkniny v sledovanych
krmivach.

MATERIAL A METODIKA

165 vzoriek deviatich vybranych krmiv (pSenica, kukurica, ja¢men, tritikale, pSeni¢né otruby,
sojovy extrahovany $rot (SES), plnotu¢na soja (FFSB), hrach, slne¢nicovy extrahovany srot)
a dvoch kompletnych kimnych zmesi pre brojlerové kurcatd (bez a s obsahom tepelne
osetrenej FFSB) (n = 15) bolo analyzovanych in vitro na pristroji Daisy II inkubator pre
stanovenie stravitelnosti susiny (S), organickej hmoty (OH) a dusikatych latok (NL) (metdda
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podla Boisena a Egguma, 1991) a pre vyjadrenie zavislosti stravitelnosti organickej hmoty
a dusikatych latok od obsahu neutralnodetergentnej vlakniny (NDF) v krmivéch.
Z kazdého krmiva, pomletého na velkost Castic 1 mm, bolo navdzenych po 5 g do 15
nyléonovych vrecusok (5 x 10 cm, Ankom Technology), ktoré boli po zataveni vlozené do
inkubacnej flase s objemom 2 L. Celkovo do jednej inkubacnej fl'aSe bolo vlozenych 30
vrecusok. K vzorkam vo fT'asi boli pridané 2 L roztoku 0,1 N HCI upraveného na hodnotu pH
2,0,a2 g pepsinu (P-7000) a teplota roztoku bola upravena na 39 °C. Flase boli po uzavreti
vlozené do inkubdtora Daisy II a obsah bol inkubovany 6 hodin pri 39 °C za konStantnej
rotacie. Po inkubdcii boli vrecuSka premyté studenou tecucou vodou, vlozené opdt do
inkubacnej flase s 2 L roztoku pankreatinu (2 L M KH,PO4 pufru s pH upravenym na
hodnotu 6-8 a 6 g pankreatinu (P-7545) obsahujuceho amylazu, trypsin, lipazu, ribonukleazu,
protedzu) predhriateho na 39 °C a inkubované 18 hodin pri uvedenej teplote za konStantne;j
rotacie. Po inkubdacii boli vrectiska premyvané studenou te¢ucou vodou, pokial’ odtekajiica
voda nebola ¢ira, suSené 4-5 hodin v suSiarni pri 65 °C a odvaZené.
Obsah zivin vo vybranych krmivach, kompletnych kfmnych zmesiach a vo zvyskoch po
inkubacii bol stanoveny analytickymi metédami podla Vynosu MP SR ¢&. 2145/2004-100
a koeficienty stravitelnosti (KS) boli vypocitané podl'a vztahu:
B (AxN)—(BxZ)

KS = AxN) x 100
A — obsah suSiny, organickej hmoty alebo dusikatych latok v navazke [g]; N — hmotnost’
navazky [g]; B — obsah suSiny, organickej hmoty alebo dusikatych latok vo zvysku [g]; Z —
hmotnost’ zvysku [g]

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obsah zivin v analyzovanych krmivach, kompletnych kfmnych zmesiach a vo zvySkoch po
inkubécii, ktorych stravitelnost’” bola stanovend, aobsah NDF v krmivach je uvedeny
v tabulke 1.

Tabul’ka 1. Obsah Zivin vo vzorkach a vo zvySkoch po straveni jednotlivych krmiv

a kfmnych zmesi
Vzorka ZvysSok
Susina  Popol NL NDF SuSina  Popol NL
(g] [ekgS] [gkegS] [g/kgS] [g] [e’kg S] [g/kg S]

PSenica 879,8 17,3 99,3 1242 9349 15,9 46,7
Kukurica 891,9 13,1 78,9 110,7 925,7 8,9 41,0
Jaémen 898.,4 20,3 83,9 162,7 947.8 19,4 44,6
Tritikale 893,0 17,3 112,6 120,3 908.3 13,9 42,2
PSenicné otruby 892,0 50,9 150,5 413,2 938.,7 16,7 50,0
SES 931,7 69,8 457,9 78,1 917,0 46,6 79,5
FFSB 928.9 53,1 350,8 208,1 9449 27,8 162,8
Hrach 888.,6 28,2 174,7 130,1 924,1 21,4 46,1
Slne¢nicovy ES 9124 56,9 301,6 428,9 938.,3 33,7 41,2
KZ bez FFSB 889,8 62,0 195,1 - 910,9 38,9 63,8
KZ s FFSB 886,9 64,2 197,1 - 916,6 36,5 122,8

Pri hodnoteni iledlnej stravitelnosti susiny, popola a dusikatych latok vybranych krmiv sme
zistili najvyssi KS suSiny a organickej hmoty u psenice (85,72 %; 85,68 %) a najvyssi KS
dusikatych latok u s6jového extrahovaného Srotu (97,28 %) (Tab. 2.). Najnizsi KS suSiny,
organickej hmoty a dusikatych latok bol zaznamenany u pSeni¢nych otrub (50,05 %; 47,97 %;
84,23 %). Nami zistené hodnoty koeficientov straviteInosti su porovnatelné s literarnymi
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udajmi, ktoré st uvedené v tabulke 3. VysSie rozdiely v niektorych hodnotich mézu byt

sposobené pouzitim inej odrody krmiva a inymi podmienkami stanovenia.

Tabul’ka 2. Koeficienty straviteI'nosti susiny, organickej hmoty a dusikatych latok [%]

(£STD)
Susina OH NL
Pienica 85,72 + 0,82 85,68 % 0,83 93,68 + 0,36
Kukurica 77,30 + 1,70 77,18 + 1,70 88,64 + 0,85
Jaémeii 75,91 + 0,54 75,85 + 0,54 87,86 + 0,27
Tritikale 84,20 + 0,50 84,13 + 0,50 94,18 + 0,18
Pieniéné otruby 50,05 + 0,85 47,97 + 0,89 84,23 + 0,27
SES 84,08 + 0,48 84,21 + 0,50 97,28 + 0,09
FFSB 73,09 + 0,63 72,30 + 0,65 87,72 + 0,29
Hrach 74,28 + 0,55 74,05 + 0,56 93,47 + 0,14
Slne¢nicovy ES 50,33 + 1,95 48,93 + 2,00 93,40 + 0,26
KZ bez FFSB 64,53 + 1,38 63,50 + 1,42 88,67 + 0,44
KZ s FFSB 63,97 + 1,24 62,70 + 1,28 78,28 + 0,75

Tabul’ka 3. Literarne tdaje straviteInosti organickej hmoty a dusikatych latok [%]

Krmivo KS Literarny zdroj Metoda
OH: 77 Wilfart a kol. (2007) In vitro
Plenica NL: 79,9 Ravindran a kol. (1999) In vivo — hydina
95,8 Jondreville a kol. (2001) In vivo — oSipané
92 Taverner a Farrell (1981) In vitro
NL: 74,4 Ravindran a kol. (1999) In vivo — hydina
Kukurica 94,8 Jondreville a kol. (2001) In vivo — osipané
90 Monforte-Braga a kol. (2006) | In vivo — hydina
OH: 73 Wilfart a kol. (2007) In vitro
Jac¢men NL: 88,2 Jondreville a kol. (2001) In vivo — oSipané
88 Taverner a Farrell (1981) In vitro
Tritikale NL: 97,7 Jondreville a kol. (2001) In vivo — oSipané
PSenicné otruby OH: 56 Wilfart a kol. (2007) In vitro
NL: 60 Monforte-Braga a kol. (2006) | In vivo — hydina
OH: 76 Wilfart a kol. (2007) In vitro
SES NL: 79,3 Ravindran a kol. (1999) In vivo — hydina
94 Monforte-Braga a kol. (2006) | In vivo — hydina

KS Zivin plnotuc¢nej soje bol nizsi v porovnani s KS zivin s6jového extrahovaného Srotu, co
predstavuje 13,07 % rozdiel pre suSinu, 14,14 % rozdiel pre organicktl hmotu a 9,83 % rozdiel
pre dusikaté latky. Nizsie KS boli zistené aj u kompletnej kfmnej zmesi s obsahom tepelne
oSetrene] plnotu¢nej sdje (S — 63,97 %; OH — 62,70 %; NL — 78,28 %) v porovnani
s kompletnou kfmnou zmesou, ktord ju neobsahovala (S — 64,53 %; OH — 63,50 %; NL —
88,67 %). Nizsiu ilealnu stravitelnost’ suSiny a dusikatych latok kfmnej zmesi obsahujlcej
plnotu¢nu s6ju v porovnani s kfmnou zmesou obsahujicou sbéjovy extrahovany Srot
zaznamenali aj Fan akol. (1995), ktori stanovovali stravitelnost metdédou in vivo na
osipanych pouzitim oxidu chromitého ako markera.

V hodnoteni vztahu stravitelnosti organickej hmoty k obsahu neutralnodetergentnej vlakniny
krmiva bola zistena vysoka regresna zavislost’ (r = 0,97), o vyjadruje zavislost’ stravitelI'nosti
organickej hmoty od obsahu vldkniny (Graf 1.). So zvySujucim sa obsahom vldkniny v

82



krmive sa znizila straviteI'nost” organickej hmoty - negativna korelacia. Aj pri hodnoteni
vztahu stravitelnosti dusikatych latok k NDF bola zistend negativna korelacia, ale nizSia
regresna zavislost’ (r = 0,46) (Graf 2.).

Graf 1. Vztah medzi straviteInostou Graf 2. Vztah medzi straviteInostou
OH a obgahom NDF v krmivach NL a obgahom NDF v krmivach
90 100
» x
80 y=-0,9527x + 93,094 _ 9 * X
—_ ; )
= 85
% 60 2 = X
b 2 s0 y=-0,1311x+ 94,03
™ 50 75 r= 0,46
40 70
0 20 40 60 0 20 40
NDF [g/100 g absolatnej susiny] NDF [g/100 g absolatnej susiny]

V praci uvedené vysledky su predbezné apre potvrdenie ich spravnosti bude potrebné
odskusat’ aj iné postupy a takto ziskané vysledky porovnat’ s hodnotami in vivo, ¢o bude
cielom naSej d’alSej prace.

PODAKOVANIE
Praca vznikla za podpory vyskumného zameru ¢.1/0677/08 — Nutricno-dietetické hodnotenie
krmiv vo vztahu k metabolizmu Zivin a produkcénym ukazovatelom u monogastrickych zvierat

POUZITA LITERATURA

Babinszky L, van der Meer JM, Boer H, den Hartog LA. An in-vitro method for prediction of
the digestible crude protein content in pig feeds. Journal of the Science of Food and
Agriculture 1990; 50: 173-178.

Boisen S, Eggum BO. Critical evaluation of in vitro methods for estimating digestibility in
simple-stomach animals. Nutrition Research Reviews 1991; 4: 141-162.

Boisen S, Ferndndez JA. Prediction of the total tract digestibility of energy in feedstuffs and
pig diets by in vitro analyses. Animal Feed Science Technology 1997; 68: 277-286.

Fan MZ, Sauer WC, de Lange CFM. Amino acid digestibility in soybean meal, extruded
soybean and full-fat canola for early-weaned pigs. Animal Feed Science and Technology
1995; 52: 189-203.

Jondreville C, van den Broecke J, Gatel F, Grosjean F, van Cauwenberghe S, Se¢ve B. Ileal
digestibility of amino acids and estimates of endogenous amino acid losses in pigs fed
wheat, triticale, rye, barley, maize and sorghum. Anim. Res. 2001; 50: 119-134.

Lowgren W, Graham H, Aman P. An in vitro method for studying digestion in the pig. 1.
Simulating digestion in the different compartments of the intestine. British Journal of
Nutrition 1989; 61: 673-687.

Monforte-Braga G, Sarmiento-Franco L, Capetillo-Leal C, Santos-Ricalde R, Segura-Correa
J. Comparison of two dietary markers in the determination of amino acid digestibility in
some foodstuffs for growing broiler chickens. 2006, dostupné na internete
<http://www.scielo.org.ve/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0378-
18442006001200009&In g=es&nrm=iso>

Ravindran V, Cabahug S, Ravindran G, Bryden WL. Influence of microbial phytase on
apparent ileal amino acid digestibility of feedstuffs for broilers. Poultry Science 1999; 78:
699-706.

&3



Taverner MR, Farrell DJ. Availability to pigs of amino acids in cereal grains. Br. J. Nut.
1981; 46: 181-192.

Vervaeke I J, Dierick NA, Demeyer DI, Decuypere JA. Approach to the energetic importance
of fibre digestion in pigs. II. An experimental approach to hindgut digestion. Animal Feed
Science and Technology 1989; 23: 169-194.

Vynos Ministerstva pddohospodarstva Slovenskej republiky z 23.augusta 2004 ¢. 2145/2004-
100, ktorym sa meni a dopliia vynos Ministerstva pddohospodarstva Slovenskej republiky
zo 7. oktdbra 1997 ¢. 1497/4/1997 — 100 o Gradnom odbere vzoriek a o laboratérnom
skiSani a hodnoteni krmiv v zneni vynosu Ministerstva podohospodarstva Slovenske;j
republiky z 12. februédra 2003 ¢.149/2/2003-100

Wilfart A, Joguelin-Peyraud Y, Simmins H, Noblet J, van Milgen J, Montagne L. A step-wise
in vitro method to estimate kinetics of hydrolysis of feeds. Livestock Science 2007; 109:
179-181.

84



VYZNAM CWB DOMENY PRE CIELOVU SPECIFICITU ENTEROLYZINU A
Serenéové L.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Enterolyzin A je bakteriocin, produkovany kmenom Enterococcus faecalis 11/1, s pomerne
Sirokym spektrom aktivity. Jeho Struktura pozostava z dvoch domén: N-termindlnej, ktora
zaistuje katalyticka aktivitu a C-termindlnej, ktord je sekvencne pribuznd niekolkym
fagovym lyzinom a predpokladd sa, ze zodpoveda za vézbu bakteriocinu na povrch
senzitivnych baktérii. Cielom naSej prace bolo potvrdit’ tento predpoklad, prostrednictvom
pripravy fuzneho proteinu GFP-CWB(EnlA), pozostavajiceho zo zelené¢ho fluorescencného
proteinu (Green Fluorescent Protein; GFP) a C-terminéalnej domény (predpokladana Cell Wall
Binding; CWB doména) enterolyzinu A. Testovali sme schopnost’ tohto fuzneho proteinu,
viazat’ sa na povrch bakteridlnych buniek, voc¢i ktorym bol enterolyzin A aktivny. NaSe
vysledky potvrdzuju predpokladanu funkciu C-terminédlnej domény ako CWB a jej vyznam
pre cielovu Specificitu enterolyzinu A.

UvOoD

Enterolyzin A je tepelne labilny bakteriocin, produkovany kmenom Enterococcus faecalis 11/1
(Nigutova a kol., 2007). Patri do skupiny hydroldz bakteridlnych bunkovych stien s relativne
Sirokym spektrom ucinku, zahfhiajucim viaceré kmene Enterococcus faecalis, Enterococcus
faecium 1 niektoré patogénne kmene rodov Streptococcus, Listeria a Lactobacillus. Sekven¢na
analyza enterolyzinu A odhalila dvojdoménovu Strukturu tohto enzymu. Zatial ¢o N-
termindlna doména, pribuznd metalopeptiddzam z rodiny M37, zaist'uje katalyticka funkciu
enzymu, ktora spociva v Stiepeni peptidoglykanu, sekvencia C-terminalnej domény vykazuje
homologiu s niekol’kymi fadgovymi lyzinmi. Predpoklada sa, Ze prave C-terminalna doména
zaistuje vizbu tohto bakteriocinu na bunkové steny senzitivnych baktérii (Nilsen a kol.,
2003). Na nasom ustave sa podarilo exprimovat a purifikovat’ rekombinantny enterolyzin A
aj obe jeho samostatné domény. Tieto proteiny boli nasledne testované na biologicku aktivitu
voci indikatorovému kmenu Enterococcus malodoratus NDCO846, ktord sa vSak potvrdila
iba v pripade kompletného bakteriocinu. Samostatné domény neboli biologicky aktivne
(Nigutova akol., 2008). NasSim cielom bolo overit, ¢i je C-termindlna doména skutocne
CWB, kedze tento predpoklad dosial’ nebol v ziadnej praci potvrdeny. Zarovenn sme chceli
dokazat’ vyznam tejto domény pre ciel'ovu Specificitu enterolyzinu A.

MATERIAL A METODIKA

KONSTRUKCIA FUZNEHO PROTEINU GFP-CWB(EnlA)

Pomocou PCR sme amplifikovali gén gfp (green fluorescent protein) a C-terminalnu (CWB)
doménu enterolyzinu A. PouZité primery obsahovali restrikéné miesta pre endonukledzy Sacl
a Sall. Amplikén gfp sme klonovali do expresného vektora pQE-30 UA (Qiagen Co.). Vektor
s inzerovanym gfp génom a amplifikovant CWB doménu sme postiepili restrikénymi
endonukledzami Sacl a Sall a nasledne spolu ligovali. Vyslednym rekombinantnym vektorom
sme transformovali bunky hostitel'ského kmena E. coli ER 2566 (New England Biolabs).
Klony exprimujuce rekombinantny fuzny protein GFP-CWB(EnlA) sme identifikovali pod
UV svetlom a pomocou SDS-PAGE analyzy.

TESTOVANIE VAZBY FUZNEHO PROTEINU GFP-CWB(Enld) NA POVRCH
BAKTERIALNYCH BUNIEK
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Rekombinanty exprimujuce GFP-CWB(EnlA) rastli na LB agarovych platniach
s ampicilinom cez noc, pri 37°C. Nasledne sme ich z platni zmyli pomocou fyziologického
roztoku, homogenizovali a scentrifugovali. Supernatant sme pouzili na otestovanie vizby
fazneho proteinu na povrch buniek viacerych enterokokovych a streptokokovych kmenov:
bakteridlne bunky z 3 ml noc¢nej kultary jednotlivych testovanych kmetiov sme
scentrifugovali, pelet sme premyli fyziologickym roztokom a takto pripravené bunky sme
inkubovali priblizne 40 minut so supernatantom obsahujicim GFP-CWB(EnlA). Bunky sme
nasledne scentrifugovali, opdtovne premyli fyziologickym roztokom a pripadnu fluorescenciu
(v dosledku naviazania GFP-CWB(EnlA)) sme pozorovali fluorescenénym mikroskopom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na overenie predpokladu, Ze C-termindlna doména enterolyzinu A je zodpovedna za vizbu
tohto bakteriocinu na bunkové steny senzitivnych baktérii, sme skonstruovali fuzny protein
GFP-CWB(EnlA), ktorého naviazanie na bakterialny povrch je 'ahko detekovate'né pod UV
svetlom. Podobny postup bol uz viackrat pouzity v pracach, zameranych na s§tidium CWB
domén peptidoglykdnovych hydrolaz (Loessner a kol., 2002; Low a kol., 2005; Ahmed a kol.,
2007). Prvym testovanym bakteridlnym kmetiom bol Enterococcus malodoratus NCDO846,
ktory sa v predoslych pracach ukézal ako vhodny indik4torovy kmen pre biologicku aktivitu
bakteriocinov (Morovsky a kol., 2001; Laukova a kol.,, 2003). Po inkubdcii buniek so
supernatantom obsahujucim GFP-CWB(EnlA), sme pozorovali vyrazni fluorescenciu
bunkovych povrchov (obr. 1), o sved¢i o naviazani proteinu na bunkové steny.

Obrazok 1: Enterococcus malodoratus NCDO846 po 40 min. inkubacii s GFP-CWB(EnlA).

Nasledne sme testovali vdzbu GFP-CWB(EnlA) na bunkovy povrch viacerych
enterokokovych a streptokokovych kmenov, zaroven sme tieto kmene testovali na
senzitivitu/rezistenciu voci enterolyzinu A a vysledky porovnavali s predoSlymi pracami
(Nigutova akol.,, 2005). Pozorovali sme jednozna¢nu korelaciu medzi védzbou GFP-
CWB(EnlA) a senzitivitou voc¢i enterolyzinu A (tab. 1). Tieto vysledky potvrdzuju, ze C-
terminalna doména enterolyzinu A je skutocne Cell Wall Binding doménou a zodpoveda za
cielovll $pecificitu bakteriocinu. Otdzkou nateraz zostava, aky je charakter vizby CWB
domény na bakteridlne bunkové steny. RieSeniu tohto problému sa budeme d’alej venovat'.
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Vysledky naSej prace naznacuji, ze hlavnym mechanizmom rezistencie baktérii voci
enterolyzinu A je neschopnost’ tohto bakteriocinu viazat’ sa na povrch rezistentnych buniek.

Tabul’ka 1: Porovnanie vyskytu senzitivity vybranych enterokokovych a streptokokovych
kmenov na enterolyzin A a detekcie vazby fizneho proteinu GFP-CWB(EnlA) na ich
bunkové steny.

Bakterialny kme | SenzitivitanaEnlA | Vézba s GFP-CWB(EnIA)

E. faecium 1A + +
E. faecium 1C + +
E. faecium 1D + +
E. faecium 1F + +
E. faecium 1H + +
E. sp. 3A + +
E. mundtii 3B + +
E. mundtii 3E + +
E. casseliflavus 3F + +
E. durans 5A + +
E. hirae 6A + +
E. hirae 8E + +
E. durans 8H + +
S. bovis 44/9 + +
S. bovis 46/2 - -
S. bovis 47/3 - -
S. bovis 59/2 - -
S. gallolyticus LRC0253 + +
S. gallolyticus LRC0255 - -
E. malodoratus NCDO 846 + +
E. faecalis Il/1 - -
E. hirae 3B-1 + +
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DGGE ANALYZA VARIABILITY TREPONEM
Sikorova L.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Treponémy patria medzi gram-negativne anaerdbne baktérie Celade Spirochetae, ktoré sa
nasSli v Sirokom spektre hostitelov a prostredi. Jednym ztychto prostredi je aj
gastrointestinalny trakt (GIT) teplokrvnych Zivocichov, vratane ¢loveka. V tejto praci sme sa
venovali $tadiu variability bachorovych a fekdlnych druhov treponém pochadzajicich GIT
teplokrvnych Zivocichov. Variabilita treponém sa Studovala pomocou DGGE (Denaturated
Gradient Gel Electrophoresis - denatura¢na gradientova gélova elektroforéza) a ARDRA
(Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis - restrikénd analyza amplifikovanej rDNA)
metddy. Pri PCR amplifikacii 16S rRNA génov treponém sa pouzili treponema-Specifické
primery TrepC90R a Trep1500F pomocou, ktorych sa podarilo dokadzat’ pritomnost’ treponém
v polovici z23 vzoriek celkovej DNA z GIT teplokrvnych zivocichov, a univerzélne
bakteridlne priméry 968f-GC a 1401r. PCR amplikony 16S rRNA génov sa taktieZ
analyzovali ARDRA metddou, pri ktorej sa pouzili Haelll, Hinfl, Hpal a Rsal restrikc¢né
endonukledzy. Obidve pouzité metdody (DGGE a ARDRA) potvrdili vyrazni medzidruhova
a vnutrodruhovu variabilitu treponém pochadzajucich z GIT teplokrvnych zivoéichov
a preukdzali porovnatel'nu rozliSovaciu schopnost’.

UvOoD

Treponémy su anaerobne baktérie, ktoré podla vyskytu mozno klasifikovat’ na oralne,
dermalne, bachorové, intestinalne, genitalne a fekalne druhy treponém. Variabilita treponém
sa nateraz Studovala len u oralnych druhov treponém pomocou druhovo $pecifickych PCR
primerov pouzitych v DGGE metode (Siqueira a kol., 2005). DGGE metdda patri medzi
spolahlivé metody schopné analyzovat’ a identifikovat’ blizko pribuzné druhy baktérii,
pripadne asociované druhy mikrobidlneho spolocenstva ako dokazuju niektoré prace (Tothova
akol.,, 2008), (Regensbogenova akol., 2006). Vyuziva sa aj pri Studiu ekoldgie
mikroorganizmov v rozliénych prostrediach ako napriklad S§tddium bakterialnych
a protozoalnych populécii v bachore (Regensbogenova akol., 2004a). Jednou z dalSich
molekularnych technik, ktoré sa uspeSne pouZzivaju pri analyze bakteridlnych komunit je
ARDRA analyza. Pomocou tejto metody sa aj v pripade troch novo- objavenych bachorovych
kmenov treponém KT, SaT potvrdilo, ze kazdy ztychto kmenov reprezentuje odliSny
bakteridlnych druh treponém (Piknova a kol., 2006).

MATERIAL A METODIKA
Izolacia totalnejf DNA
Totalna DNA sa ziskala izolaciou ¢istych kmenov treponém metédou popisanou Pospiechom

a Neumannom (1995), ako aj z fekalnych vzoriek uvedenych v Tab.l pomocou QIAamp ®
DNA Stool Mini Kit Handbook (2001).

PCR amplifikacia totdlnej DNA

PCR amplifikécia totalnej DNA pozostavala z dvoch na seba nadvizujicich 16S rDNA PCR
reakcii. V prvej PCR reakcii sa amplifikoval ~ 500bp PCR produkt pouzitim Specifickych
primerov pre treponémy, a to reverse primerom TrepCI90R
(5’-GTTACGACTTCACCCTCCT-3"), a forward primerom Trep1500F

(5'- AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -37), (Dewhirst, 2000). PCR amplifikdcia sa robila
v Standardnom termocykléri (Techne TC-300, ChemosCz) za nasledujucich podmienok:
inicidlna denaturdcia (2 min., 94°C), 30 amplifikaénych cyklov: denaturdcia (45s, 94°C),
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annealing (45s, 60°C ), extenzia (90s, 72°C) a findlna extenzia (15 min., 72°C ); 1 ul PCR
produktu z prvej PCR reakcii sa pouzil ako templat v nasledujiucej 16S rDNA PCR reakcii.
Pouzitim univerzalnych bakteridlnych primerov 968f-GC
(5'CGCCCGCCGCGCGCGGCGGGCGGEEGLCGGGGGCACGGGGGGAACGCGAAGAAC
CTTAC-3") a 140Ir (5'- CGGTGTGTACAAGACCC-3"), (Nubel a kol, 1996)
sa amplifikoval PCR produkt o vel'kosti ~ 1500bp. Amplifikacia druhej PCR reakcii sa robila
za tychto podmienok: inicialna denaturdcia (2 min., 94°C), 28 amplifikacnych cyklov:
denaturdcia (1 min., 94°C), annealing (I min., 55°C), extenzia (2 min., 72°C) a finalna
extenzia (10 min.,72°C). PCR Master Mix obsahoval 40 pmol z kazdého primera v prvej PCR
reakcii a 25 pmol z kazdého primera v druhej PCR reakcii, 5 pl 10x PCR pufru (Znvitrogen,
Brazilia), 2 mM MgCl, (Invitrogen, Brazilia), 1.25 U Platinum Taqg ® DNA polymerazy
(Invitrogen, Brazilia), 0.2 mM z kazdého dNTP (Invitrogen, Brazilia). PCR zmes sa doplnila
sterilnou vodou (Biotika, Slovensko) na findlny objem 50 pl. Ako templat pre negativnu
kontrolu sa pouzil 1 pl sterilnej vody (Biotika, Slovensko).

Detekcia amplifikovanej DNA
PCR produkty sa analyzovali v 0.8 % agarovom gély v5 x TAE tlmivom roztoku. Gél sa
farbil etidiom bromidom (0,5ng/ml) a vizualizoval pod UV lampou.

DGGE analyza PCR produktov

DGGE analyza sa robila pouzitim DCode Universal Mutation Detection System (Bio-Rad,
USA) pri 50 V, po dobu 18 hodin v 0.5 x TAE tlmivom pufri (20 mM tris-acetat, 10 mM
acetat sodny, 0,5 mM EDTA disodny, pH = 8) pri 60°C. PCR produkty (40 pl), ktoré sa
ziskali v druhej PCR reakcii sa pouzili na DGGE analyzu v 6 % (w/v) polyakrylamidovom
gély obsahujucom linearny gradient mocoviny a formamidu v rozmedzi 20 % - 70 %. Gél sa
farbil etidiom bromidom (0,5ug/ml) po dobu 30 min.. Vysledok DGGE analyzy sa
zaznamenal pouzitim MiniBis Pro User Guide (Bio-Imaging Systems, Izrael).

Extrakcia DGGE fragmentov

DGGE fragmenty sa extrahovali z polyakrylamidového gélu, sterilne premiestnili do 50 pl TE
roztoku (10 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, pH = 8), vortexovali a nasledne centrifugovali 1
min. pri 10 000 rpm a izbovej teplote.

Reamplifikacia DNA z extrahovanych DGGE fragmentov

Reamplifikdcia DNA z extrahovanych DGGE fragmentov sa robila za rovnakych PCR
podmienok ako v druhej PCR reakcii. Ako templat bol pouzity 1 ul DNA extrahovanej z
DGGE fragmentov jednotlivych vzoriek. Reamplifikované vzorky sa purifikovali pouzitim
MicroElute Gel Extraction Kitu (Omega, USA).

ARDRA analyza

PCR amplikony 16S rRNA génov sa analyzovali ARDRA metédou pouzitim Haelll
(Takara,), Hinfl (Takara), Hpal (Fermentas) a Rsal (Fermentas) restrikénych endonukleaz.
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VYSLEDKY A DISKUSIA
Cielom tejto prace bolo §tidium variability treponém pochadzajiucich z GIT teplokrvnych
zivo¢ichov, vratane Cloveka uvedenych v Tab.l. V experimente sa testovalo 23 vzoriek.
Pouzitim treponema-Specifickych primerov TrepC90R a Trep1500F v 16S rDNA PCR reakcii
sa v 48 % pripadoch dokézala pritomnost’ treponém. Pomocou DGGE a ARDRA analyzy sa
pozorovala vyrazna vnutrodruhovéd a medzidruhova variabilita bachorovych a fekalnych

druhov treponém z GIT teplokrvnych Zivoc¢ichov (Obr.1, Tab.1)

Tab.1 ARDRA analyza bachorovych a fekalnych druhov treponém

Vzorka Hostitel’ Druh Haelll Hinfl Hpall Rsal
GG/CC G/ANTC | C/CGG | GT/AC
tDNA KT Treponema zioleckii | bachorova | 300,150,50 | 300,100 250 250,150
Ovca'
tDNA S Ovca! bachorova | 300,200 400,50 - -
tDNA T Ovca' bachorova | 300,150,50 | 400,50 - 250,150
tDNA TB Treponema bryantii ' | bachorova | 300,200 250,200 | 250,150 | 400,200
50
tDNA TS T. saccharophiluml bachorova | 300,200 250,200 | 250,150 | 400,200
50
tDNA LM Laboratorna myé2 fekalna 200,150 500,250, | 250,150 -
150
tDNA PS Pes? fekalna 200,150 500,250 150 400,200
tDNA RE Skredok? fekalna 300,150 400,50 250,150 -
tDNA LS Clovek? fekalna 200,150 500,250 | 250,150 -
tDNA MS Clovek? fekalna 200,150 500,250 | 250,150 | 300,200
tDNA TN Clovek? fekalna 200,150 300,200, 150 300,200
100

! Pospiech a Neumann (1995); * QIAamp ® DNA Stool Mini Kit Handbook (2001)

T2 34567 8 910N

Obr.1 DGGE analyza 16S rRNA génov amplifikovanych
z totalnej DNA bachorovych a fekalnych druhov
treponém: 1- tDNA TN, 2- tDNA RE, 3- tDNA PS, 4-
tDNA MS, 5- tDNA LS, 6- tDNA LM, 7- tDNA TS, 8-
tDNA TB, 9- tDNA T, 10- tDNA S, 11- tDNA KT
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Vnutrodruhova variabilita, ktora je charakteristickd medzi jedincami toho ist¢ho druhu sa
zaznamenala v pripade fekalnych treponém pochéadzajucich z rozli¢nych zvieracich hostitel'ov
ako laboratorna mys, pes a SkreCok. Menej vyrazna vnutrodruhova variabilita sa zaznamenala
u troch fekalnych druhov T'udskych treponém. NajvyraznejSia vnutrodruhové variabilita sa
potvrdila medzi bachorovymi kmenmi KT z 7. zioleckii , S, a T, ¢im sa potvrdilo zistenie
dokumentované v praci Piknovej a kolektivu (2006), ktoré tvrdi, ze vSetky spominané kmene
predstavuju rozlicné bakteridlne druhy bachorovych treponém. Na druhej strane medzi
bachorovymi kmenmi pochadzajucimi z 7. bryantii a T. saccharophilum sa nepreukézala
ziadna vnuatrodruhova variabilita. Medzi testovanymi bachorovymi a fekalnymi druhmi
treponém pochadzajucimi z GIT teplokrvnych Zivocichov sa zaznamenala taktieZ vyrazna
medzidruhova variabilita, ktora poukazuje na zjavnu odlisSnost medzi bachorovymi a
fekdlnymi druhmi treponém, ako aj na medzidruhov variabilitu fekalnych druhov rozli¢nych
teplokrvnych zivocichov, akymi su clovek a Skrecok.
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VCASNA DIAGNOSTIKA DYSPLAZIE BEDROVEHO KIi.BU
Skurkova L., Ledecky V.
Klinika malych zvierat, UVL KoSice

ABSTRAKT

Zistovali sme efektivnost a moznosti vyuzitia véasnej diagnostiky dysplazie bedrového kibu
u psov plemena nemecky ovc¢iak pomocou rontgenologického vySetrenia, a to porovnanim
klasickej extenznej polohy I s kompresno-distrakénou metddou upravenou podla Vezzoniho
(2004). Okrem toho sme pouzili aj palpacnu Ortolaniho techniku a rontgenologické vySetrenie
bedrového kibu za uéelom ziskania pohladu na jeho dorzalny acetabulirny okraj (DAO)
a uhla DAO s hlavicou femuru (Slocum, Devine, 1990). Vysetrenia sme uskuto¢nili vo veku 4
- 6 mesiacov psa a opakovane vo veku 12 mesiacov.

Stanovili sme hodnoty Norbergovho uhla (NA), distrakéného indexu (DI), kazdy kib sme
obodovali podl'a stupnice FCI (Fliickiger, 1996).

Zistili sme vyznamnu korelaciu medzi DII12/FCI12 a DI4/FCI12 (0,86 a 0,78). Pri
vyslovovani v€asnej prognoézy na zéklade hodndét DI a UDAO (uhol dorzéalneho
acetabularneho okraja) vo veku 4 mesiacov, sme v porovnani s kone¢nou diagndzou
vyslovenou na zdklade hodnét NA a bodovania FCI vo veku 12 mesiacov, dosiahli zhodu u
80% hodnotenych psov.

UvOD

Dysplazia bedrového kibu je vyvojové ortopedické ochorenie s polygénnou dedi¢nostou,
ktoré sa prejavuje zniZzenim kongruentnosti medzi hlavicou stehnovej kosti a acetabulom, a
vyustuje do degenerativneho poskodenia kibu (Lust, 1997). Dysplazia vznika na ziklade
inkongruity kibovych ploch a nadmernej volnosti kibu (laxity). Thto je mozné vySetrit
palpacne alebo rontgenologicky od 16-teho tyzdina veku psa.

Z palpacnych metdd bol z huméannej mediciny prebraty Ortolaniho test (Ortolani, 1937) a
Barlowov test (Barlow, 1962), a v roku 1968 popisal Bardens palpa¢nii metddu Specidlne pre
bedrovy kib u psov (Bardens, 1968). Jednou z rontgenologickych pozicii pre hodnotenie
pasivnej laxity je kompresno-distrakénd metdda (PennHIP) popisana Smithom a kol. (1990) .
Vysledkom tejto metddy je Ciselné vyjadrenie laxity vo forme indexov, distrakéného (DI) a
kompresného (CI), nadobuidajucich hodnoty 0 az 1. Laxita v kibe je pritomna ako
predispozicia pre neskor$i vyvoj DBK. DalSou moZnostou je vyuzitie polohy poskytujice;
pohl'ad na jej dorzélny acetabularny okraj (Slocum, Devine, 1990), pri ktorom sa zistuji
hodnoty tangencidlneho uhla a uhla dorzalneho acetabularneho okraja (UDAO).

Nasim cielom bolo zhodnotit’, nakolko je mozné pouzit' v€asné vySetrenie kompresno-
distrakénou metddou upravenou podla Vezzoniho (2004), meranim dorzalneho
acetabularneho okraja a Ortolaniho palpacnym testom pre vyslovenie progndzy vyvoja
bedrového kibu ajeho laxity u rasticeho $tefiata, a pre véasn@ chirurgicka terapiu, v
porovnani s metodami klasickej rontgenologickej diagnostiky dysplazie bedrového kibu
u psov vykonavanej vo veku 12 mesiacov.

MATERIAL A METODIKA
Experiment sa uskutocnil na vzorke 25 psov plemena nemecky ovciak. Rontgenologické
vySetrenie sme previedli v sedacii (atropinizacia, xylazin, butomidor).

Polohy pri rontgenologickom vySetreni

Najprv sme psa ulozili do ventrodorzalnej polohy s koncatinami v extenzii, ¢im sme ziskali
klasicky extenzny rontgenogram bedrovych kibov. Nasledne sme postupovali podla
kompresno-distrakénej metddy. Pes lezal s konCatinami natiahnutymi smerom dozadu v
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dorzalnej polohe, pricom distrakciu bedrovych kibov sme zabezpedili pouzitim talianskeho
distraktora FSA (Fondazione Salute Animale). Postavenie femurov vzhl'adom ku stolu bolo
45 - 90 ° a holenné kosti boli paralelné s rovinou stola. Kompresny snimok sme zhotovili vo
ventrodorzalnej polohe, s panvovymi kon¢atinami v extenzii, a na oblast’ bedrovych kibov
sme nasadili nastavitelny textilny pas (dizka cca 40 cm), ktory sme pevne utiahli. Tym sa
hlavice stehnovych kosti pevnejsie zasunuli do acetabularnych jamiek.

Napokon bol pes ulozeny do sterndlnej polohy a bol zhotoveny pohlad na dorzalny
acetabularny okraj. Panvové kon¢atiny boli ulozené pozdiz trupu smerom kranialnym tak, ze
bol vytvoreny uhol 90° medzi femurom a holennymi kost’ami.

Na rontgenograme musia byt viditelné Struktury panvy. Na zaver bola u niektorych psov
prevedend aj palpac¢na Ortolaniho technika. Pes bol ulozeny do lateralnej polohy, pricom bol
vyvijany tlak na femur smerom dorzdlnym a nasledne boli abdukované koncatiny a bola
zistovana pritomnost’ pocutel'ného lupnutia (Ortolaniho priznak).

Hodnotenie rontgenogramov

Pri klasickej ventrodorzalnej polohe sme hodnotili 6 ukazovatel'ov na urcenie stupiia DBK,
pri bodovani sme pouzili metodiku podla Fliickigera (1996). Body sme scitali a urcili
vysledny stupen dysplazie (A, B, C, D, E) podla medzinarodnej klasifikacie FCI. Na
distrakénom rontgenograme sme stanovili distrakény index, ktory je pomerom vzdialenosti
stredu hlavice femuru a stredu acetabula ku polomeru hlavice stehnovej kosti (DI =d /1; d je
vzdialenost’ stredov, r je polomer hlavice femuru)(Obr. 1). DI méze mat hodnotu od 0 do 1.
Kompresny snimok sme posudili iba vizudlne, hodnotili sme zapadnutie hlavice femuru do
acetabula, t. j. kongruentnost’ kibu. Pri pohlade na dorzalny acetabularny okraj sme odmerali
hodnotu uhla dorzalneho acetabuldrneho okraja (UDAO) a tangencidlneho uhla. UDAO
ziskame tak, e vedieme liniu pozdiznou osou chrbtice, druhi liniu vedieme cez miesto
kontaktu dorzdlneho acetabuldrneho okraja s hlavicou femuru a na uhlomere od¢itame
vysledna hodnotu uhla pre dany kib (Obr. 2). Tangencialny uhol sme ziskali ako uhol medzi
dvoma liniami prechddzajucimi cez miesto kontaktu femoralnej hlavice a DAO.

Obr. 1, 2: Meranie distrakéného indexu (DI) a uhla dorzalneho acetabuldrneho okraja
(UDAO)

Kazdy kib bol posudeny 3 rozli¢nymi metoédami. Tieto sme vzajomne porovnali, vypoditali
sme korela¢né koeficienty a Statisticki vyznamnost’ pre jednotlivé dvojice merani.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade vysledkov ziskanych po vyhotoveni rontgenogramov vo veku 4 mesiacov sme sa
zamerali na vyslovenie prognozy vyvoja bedrového kibu. Po réntgenologickom vysetreni vo
veku 12 mesiacov sme na zéklade metodiky podl'a FCI vyslovili kone¢nt diagnézu. Nasledne
sme porovnali prognozu s diagnézou, a pripady, ked’ sa tieto zhodovali, boli oznacené ako
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pozitivne (preukazala sa zhoda medzi hodnotenim na zaklade v¢asnych metdd diagnostiky
DBK s hodnotenim pouzivanym od veku 12 mesiacov). Zistili sme zhodu v 80% pripadov.

V dalSom kroku sme urobili Statistické vyhodnotenie celého experimentu. Zistili sme, ze
najvysSia miera koreldcie bola dosiahnutd medzi hodnotami DI12/FCI12 a DI4/FCI2.
Najnizsie hodnoty korelacie boli zaznamenané medzi parametrami NA12/DI12 a NA12/DI4
(-0,18; -0,38) (Tab. 1).

Tab.1: Pearsonov korelacny koeficient pre jednotlivé dvojice merani

4 mesiace 12 mesiacov
FCI NA DI FCI NA DI
4 FCI 1 0,67 042 0,45 050 044
mesiace  \jo ; I 20,52 20,52 0.71 20,49
DI ; i 1 0,78 20,38 0,82
12 FCI ; ; ; 1 20,42 0,86
mesiacov i ) i i 1 0.18
DI ; i ; ] i 1

Vcasna diagnostika DBK predstavuje novi moznost’ v rdmci programov snaziacich sa o
odhalenie a eradikaciu DBK u psov. Nevyhodou doterajSej metodiky hodnotenia klasicke;j
ventrodorzalnej projekcie je to, Zze nemozno vylucit’ urcity stupeint subjektivity hodnotenia.
Urcity stupen subjektivity v pripade hodnotenia na zéklade v¢asnej diagnostiky je taktiez
zrejmy. Podstatna je v prvom rade skusenost’ fixatora a rontgenologa, pretoze je dolezité
vytvorenie rontgenogramu urc¢itého Standardu, ktory by bolo mozné objektivne zhodnotit'.
Dalsim stupiiom je hodnotenie réntgenogramov, ktoré musi vykonavat skiiseny odbornik.
Okrem toho, niektori odbornici povazuji PennHIP za nie prili§ Specificka. V rozmedzi DI
0,3-0,7 je az 47% Sanca falo$ne pozitivnych vysledkov, pretoze nie vietky kiby postihnuté
pasivnou laxitou budu postihnuté dysplaziou (Charette et al., 2001).

Pohlad na dorzalny acetabularny lem je vyuzitelnym doplnkom ku S$tandardnej
ventrodorzalnej polohe, pretoze nam referuje o nosnej, tj. najviac zatazenej Gasti kibu.
Klacovym pri polohovani je dosiahnutie superimpozicie 4 Struktur panvy, smerom kranio-
kaudalnym su to ala ossis ilii, corpus ossis ilii, acetabulum a tuber ischii. Oproti palpacnému
vySetreniu je mozné tito metodu povazovat’ za objektivnejSiu. Niektori autori uvadzaji, ze pri
pozorovani zvySenej laxity, nedostatocnej hladkosti chrupky, ¢i inych priznakov miernej
dysplazie, tato nebola zistitelna na Standardnom rontgenograme, ale 35% tychto pripadov,
DAO rontgenogram ukazoval znaky poSkodenia dorzalneho acetabuldrneho okraja (Slocum,
Devine, 1990). Opit’ sa vSak stretdvame s problémom subjektivity hodnotenia, pretoze bola
zistena signifikantnd odchylka medzi meraniami dorzalneho acetabularneho sklonu medzi
hodnotitel'mi (Charette et al., 2001).

Palpac¢na Ortolaniho metdda bola v naSom pokuse pouzita len sporadicky, preto nie je mozné
udaje o jej spolahlivosti potvrdit, ani vyvratit. Existuje vSak Stadia, ktord popisuje, ze
Ortolaniho metoda je najspolahlivejSia vo veku 16 - 18 tyzdiov, priCom najvyssia
spolahlivost’ hodnotenia na zaklade DI a NA je vo veku 6 - 10 a 16 - 18 tyzdnov (Adams et
al., 1998).

Z hladiska vyuzitia metdd vEasnej diagnostiky DBK sa ndm jednoznacne najspolahlivejSou
ukdzala metdda zistovania distrakéného indexu. Zo Statistického vyhodnotenia nésho
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experimentu pri porovnavani koreldcie dvoch metéd sme dosiahli vysoku mieru korelacie
medzi DI4/FCI12 (r=0,78) a DI12/FCI12 (r=0,82). To znamen4, ze na zaklade hodnét DI z
merania vo veku 4 mesiace je mozné so 78% pravdepodobnost'ou zhody urcit’ vysledné
hodnotenie podl'a FCI vo veku 12 mesiacov. Pre porovnanie, podl'a inej Stadie (Smith et al.,
1993), korelacné koeficienty pre DI4/DI12 boli 0,82 (v naSom experimente r=0,86, t.j. rozdiel
+4%), DI4/OFA12 bolo r=0,52 (rozdiel +26%) a DI12/OFA12 bolo r=0,67 (rozdiel +15%).
Pokial’ ale zistujeme hodnotu DI v mladSom veku ako 16 tyzdiiov, vysledok sa stava
nespolahlivym (napr. §tadia na nemeckych ovciakoch vo veku 2 mesiacov (Smith et al.,
1988)).

Véasnou rontgenologickou diagnostikou dysplazie bedrového kibu sme zistili, ze metody
vCasnej diagnostiky maju svoje opodstatnenie v komplexe opatreni zameranych na
odhal'ovanie a eradikaciu DBK v chove psov.
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ZMENY IMUNITNEJ REAKTIVITY PRI HERPESVIRUSOVEJ CHOROBE PSOV
IMMUNOLOGIC CHANGES DURING HERPESVIRAL INFECTION OF DOGS
Smr&o P.!, Mojzisova J.', Haladové E.', Hresko S.%, Lehotska M?

Katedra epizootolégie a parazitologie, UVL, Kosice
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ABSTRAKT

Vysetrili sme 81 psov rdoznych plemien, pohlavia a veku u ktorych majitelia uvadzali
reprodukéné problémy. VySetrenie sme vykonali ELISA testom na dokaz Specifickych
protilatok v krvnom sére (37,03 % pozitivnych vzoriek), kultivaciou vzoriek z vyterov na
bunkovych kultirach (MDCK) sledovanim typického cytopatického efektu (40,74 %
pozitivnych vzoriek). V niektorych pripadoch vysledky virologického a sérologického
vySetrenia spolu nekoreSpondovali. U pozitivnych jedincov bola potvrdend imunosupresia.

UvoD

Herpesvirusova choroba psov je ochorenie, ktoré sposobuje vysoké straty v chovoch psov
abortami a Uuhynmi novorodenych S$teniat. U dospelych jedincov spdsobuje mierne
laryngotracheitidy pripadne vaginitidy alebo balanopostitidy.

Povodcom ochorenia je Canid herpesvirus 1 (CaHV-1) obaleny virus, ktory patri do ¢elade
Herpesviridae, a ma afinitu k epitéliam hornych dychacich ciest a reprodukénych organov, je
patogénny len pre psovité Selmy, vyznacuje sa fenoménom latencie a jeho vylucovanie zavisi
od sucasnej miery imunosupresie organizmu.

MATERIAL A METODIKA

Vysetrili sme 81 psov (69 - @ = 85,18%; & - 12 = 14,81%) rdznych plemien vo veku od 8
tyzdilov do 8 rokov. Tieto jedince boli vySetrované bud’ preventivne, alebo na zdklade
anamnézy udanej majitelom (u stk poruchy gravidity, porody mitvych a thyny Steniat
spravidla do 2 tyzdiov po porode; upsov neplodnost pripadne moznost’ kontaktu
s pozitivnym jedincom).

Od zvierat boli odoberané vzorky krvi punkciou v. cephalica antebrachii, a stery z bukélne;j,
nazélnej a vaginalnej, pripadne prepucialnej sliznice. Z krvi bolo centrifugaciou izolované
sérum.

Protilatky v sére boli zistované Canine Herpes Virus antibody ELISA testom, (EVL,
Holandsko).

Po odobrati slizni¢ného steru, bol tento prechovavany v transportnom médiu RPMI 1640,
(SEVAC, Praha, CR). Izol4cia a identifikacia virusu bola vykonavana na stabilnej bunkovej
kultare psich oblickovych bunieck MDCK.

U 25 pozitivnych a 16 negativnych jedincov bola vykonanéd imunologicka analyza.
Blastogénna odpoved’ krvnych lymfocytov k mitogénom bola hodnotena ELISA BrdU
(colorimetric) testom, pouzitim 20 pg/ml fytohemaglutininu PHA — P (Sigma, USA). Uroveii
blastogénnej odpovede lymfocytov je vyjadrend ako stimulacny index (SI). Fagocytdrna
schopnost’ krvnych leukocytov bola stanovend ingesciou 2-hydroxyethylmetakrylatovych
Zastic (MSHP, priemer 1.2 um, ARTIM Praha, CR), (Vétvicka a kol., 1982). Fagocytarna
aktivita leukocytov (FA)- je vyjadrend ako percento leukocytov fagocytujucich 3 a viac
MSHP c¢astic a ako fagocytarny index (FI)- predstavuje inges¢nt kapacitu leukocytov (pomer
poctu fagocytovanych MSHP a poctu vsetkych potencialnych fagocytov).

Statisticka analyza: Na stanovenie signifikantnych rozdielov bol pouzity ANOVA-tst
(GraphPad InStat).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivaciou slizni¢nych sterov na bunkovej kultire sme z celkového poc¢tu n = 81 psov zistili
40,74 % pozitivnych, 32,09% negativnych jedincov. 27,16% vySetrovanych vzoriek bolo
vyhodnotenych ako dubidézne. VySetrenim tych istych jedincov ELISA testom na ddkaz
protilatok v krvnom sére sme zistili 37,03 % pozitivnych, 59,25 % negativnych a 3,7 %
dubiéznych vzoriek.

Za pozitivnu bola povazovana vzorka, ktora vykazovala pozitivitu aspon v jednom teste.

U 25 pozitivnych jedincov bolo vykonané imunologické vySetrenie, ktorého vysledky sme
porovnali s parametrami 16 negativnych jedincov.

U sledovanych zvierat, pozitivnych na pritomnost psieho herpesvirusu, bola dok4zana vo
vacsine pripadov vyraznd imunosupresia, potvrdend zniZzenim stimulaéného indexu
lymfocytov na hladine vyznamnosti p<0,001 a zniZzenim fagocytarnej aktivity a indexu
(p<0,005) oproti hodnotam zistenych u negativnych psov (Tab.1).

Tab.1: Parametre nesSpecifickej imunity u psov postihnutych herpesvirusovou infekciou
v porovnani s negativnymi zvieratami

zvierata FA (%) FI SI

Pozitivne na 24,5+£7,1%* 5,6£2,1%* 1,14+0,6%**
pritomnost CHV-1

(n=25)

Negativne na 38,249,1 8,2+£3,4 2,21+0,9
pritomnost’ CHV-1

(n=16)

% = p<0,005, ***p<0,001

Titer neutralizaénych protilatok narastd po infikovani a udrzuje sa na vysokych hladinach len
1 az 2 mesiace. Nizke titre protilatok mézu byt detekované az dva roky od infekcie. Detekcia
protilatok potvrdzuje exponovanie organizmu virusom, nemusi znamenat’ aktivnu infekciu aj
ked’ do uvahy musi byt brana moznost’ latentnej infekcie. Hladina neutralizacnych protilatok
v sére narasta po terapii dexametazonom, pravdepodobne kvoli reaktivacii virusu.(Miyoshi a
kol., 1999)

Pocas latentnej fazy infekcie virus perzistuje v réznych tkanivach, epidemiologicky
najdolezitejSimi miestami lokalizacie latentného virusu su trigemindlne a lumbosakralne
gangli,(Ronsse a kol., 2002) tonzily a slinné zl'azy infikovanych psov. (Svréek a kol., 2001)
Pocas latentnej infekcie moze byt virus detekovany v lymfocytoch. (Chester a kol., 1997 )
Greene (2006), uvadza, Ze izolacia virusu je mozna 2 — 3 tyzdne po infikovani.

Pri porovnani vysledkov kultivacie na bunkovej kultare a ELISA testu sa tieto v niektorych
pripadoch nezhoduji. Dovodom absencie protildtok moze byt ich rychly pol€as rozpadu,
pripadne v ¢ase odberu vzorky nebol este titer protildtok dostatocny.

Ronsse uvadza, Ze sérologickd diagnostika moéze byt zmito¢na, z dovodu slabej
imunogénnosti virusu.(Ronsse a kol., 2002)

Vyrobca ELISA testu udava za pozitivny nalez titra protilatok vicSieho ako 90. Klinicky
zdravé zvierata s titrom protilatok v rozmedzi 90 — 270 mdzu byt virusonosi¢mi, a je potrebné
opitovné vySetrenie po 3 mesiacoch. Tieto vySetrenia boli z dovodu neochoty majitel'ov
vykonané len na niekol’kych jedincoch.

Morresey povazuje za signifikantné porovnanie parovych vzoriek sér odobratych v rozmedzi
2 tyzdiov kde Stvornasobny,(Morresey, 2004) podl'a Svobodu (1996) dvoj az osemndsobny
narast titra protilatok poukazuje na aktivnu infekciu.

Z naSich vysledkov vyplyva ze herpesvirusova choroba psov je rozSirend aj v naSich
podmienkach.
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U pozitivnych jedincov je zjavna korelacia medzi imunosupresiou a nalezom postinfekénych
protilatok pripadne detekciou virusu zo slizni¢nych vyterov. Vylucovanie virusu moze byt
navodené imunosupresiou organizmu — terapiou glukokortikoidmi, stresom apod. Okuda
(2003) uvadza reaktivaciu virusu podavanim prednisolonu v davke 600mg/dent pocas piatich
dni u Styroch z piatich pokusne infikovanych suk. Pocas gravidity je kvoli ochrane plodu
fyziologicky potlatovand reaktivita matkinho imunitného systému.(Toman a kol., 2000)
Predpokladame, ze tento mechanizmus moze mat’ vplyv na reaktivaciu virusu. Nase vysledky
potvrdzujii imunosupresiu vysetrovanych jedincov pozitivhych na pritomnost’ psieho
herpesvirusu. Urcitd tlohu z imunitného hl'adiska moze zohravat’ plemennd prisluSnost’. Napr.
po experimentalnom intravenéznom infikovani lisSky hrdzavej (Vulpes vulpes) celenzou
virusu, ktord u dospelych domacich psov sposobila mierne priznaky choroby, doslo
k rozvinutiu systémovych a dychacich priznakov ochorenia. Pri infikovani liSok rovnakou
¢elenzou peroralnou cestou, nedoslo k rozvinutiu klinickych priznakov, aj ked’ infikované
jedince boli séropozitivne. Tato skuto¢nost’ poukazuje na vyznamnu tlohu lokalnej slizni¢nej
imunity (Reubel a kol., 2001).

Experimentalne Studie dokazali vyznam spdsobu infikovania pri Sireni virusu v organizme.
Pri intranazdlnom a intraven6znom podani virusu bol virus izolovany len z nazalnych
sekrétov, pri intravagindlnom infikovani bol virus detekovany ako vo vagindlnom, tak aj
v nazalnom sekréte. Po 2 az 4 mesiacoch sa virus nepodarilo izolovat’ zo zZiadnej sliznice. Po
vykonani pitvy nebol virus izolovany zo ziadneho tkaniva, ale pouzitim PCR virus zisteny
v trigemindlnom gangliu a retrofaryngealnych lymfatickych uzlinach, bez ohl'adu na cestu
infikovania. U uzdravujucich sa jedincov bola virusovd DNA detekovana tiez
v lumbosakralnom gangliu, tonzilach, mediastinalnych a hypogastrickych lymfatickych
uzlinach (Miyoshi, a kol., 1999).

Chovatelia, ktori o tejto chorobe eSte nemaju potrebné vedomosti problémy v chove casto
pripisyju inym agensom — nedostatocnej starostlivosti matky o Stenatd, neplodnosti, zlej
volby terminu krytia a podobne.

Stratdm spdsobenych psim herpesvirusom je mozné uspesne predchadzat’ imunizaciou matky
v Case gravidity vakcinou Eurican Herpes 205 od firmy Merial, ktord je registrovanad na
europskom trhu. Vakcina sa aplikuje v dvoch davkach podla vopred zvolenej schémy.
Vyrobca vakciny doporucuje aplikaciu prvej vakcinacnej davky suke v rozmedzi od zaciatku
proestra do desiateho dina po nakryti, druhej dva tyzdne pred predpokladanym poérodom.
Vakcina neinterferuje s PCR diagnostikou a virus neutralizatnym testom.(Morresey, 2004)
Vakcinéacia s inaktivovanou vakcinou navodi S$tvorndsobny nérast virusneutralizacnych
protilatok, ktoré ale nemaju dlhodoby protektivny t¢inok.(Greene a kol., 2006) Zahrani¢né
Stdie udavaju 93,5 % prezivatelnost’ Steniat infikovanych matiek, ktoré boli vakcinované
lyofilizovanou purifikovanou vakcinou CHV kmena F 205 obohatenou o glykoproteiny na 10
deni po nakryti a o 6 tyzdnov neskor bola vykonana revakcinacia kvoli navySeniu titra rychlo
sa rozpadavajucich protilatok proti CHV.(Poulet a kol., 2001)

Pred vypuknutim klinickych priznakov je moZzné jednorazova aplikacia hyperimunneho séra
ziskaného od senzibilizovaného jedinca, najlepSie matky Steniat. Sérum aplikujeme
intraperitonealne v mnozstve 1 — 2 ml pro toto. Uspech tejto terapie zavisi od koncentracie
protilatok v sére a od rozvinutia choroby.(Svoboda akol., 1996), (Greene a kol., 2006).
Terapia s pouzitim antivirotik priniesla kontroverzné vysledky.(Greene a kol., 2006).

Ked’ze vylucovanie CHV-1 je zavislé na sucasnom statuse imunitného systému jedinca je
mozné toto ovplyvnit’ imunostimuldciou organizmu.

PODAKOVANIE
Praca vznikla za podpory VEGA 1/3506/06 Slovenskej Republiky
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ANTIOXIDACNA AKTIVITA A OBSAH POLYFENOLOV EXTRAKTOV
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ABSTRAKT

V experimente bola pozorovand antioxidacnd aktivita a obsah polyfenolov metanolovych
extraktov 10 vybranych rastlin aktudlne dostupnych v naSom regione. ISlo o Agrimonia
eupatoria L, Melissa officinalis L, Salvia officinalis L, Origanum vulgare L, Thymus
serpyllum vulgaris L, Geranium pratense L, Polygonum aviculare L, Achillea millefolium L,
Satureja hortensis L a Crataegus oxyacantha L. Najvys§i antioxidany efekt bol
zaznamenany u extraktov oregana, medovky a repika. U tychto troch extraktov sme
zaznamenali najvyssi obsah celkovych fenolov a tieto rastliny mézu byt preto buda pouZzité

vvvvvvvv

zaznamenali u extraktu z rebricka obyc€ajného, a preto jeho pouzitie nemé vyznam.

UvoOD

Antioxidanty st latky, ktoré potlacaju destruktivnu Cinnost’ volnych radikdlov. Ochraiuju
tukové zlozky pred devastacnymi ti€inkami kyslika. Niekol’ko mélo molekul antioxidantov je
schopnych neutralizovat’ mnoho molekul vol'nych radikalov. Antioxidanty brania samovolnej
oxidacii potravin, ¢im prispievaju k zachovaniu ich pdvodnych fyzikdlnych a chemickych
vlastnosti. Z tohto doévodu sa pridavaju do potravin (Marcincdk a kol., 2008), ktoré su
oxidaciou nadpriemerne poSkodzované (miso améisové vyrobky, rastlinné oleje).
Antioxidanty sa daji delit’ na prirodzené (v prirode alebo v danej potravine sa prirodzene
vyskytuju) a syntetické. V poslednych rokoch sa prejavil zvySeny zaujem v pouZzivani
prirodnych antioxidantov ziskanych z tokoferolovych, flavonoidovych a rozmarinovych
extraktov (Rosmarinus officinalis L.) na konzervaciu potravin (Bruni a kol., 2004; Frutos
a Hernandez-Herrero, 2005; Hras a kol., 2000), pretoze pri ich pouzivani nedochadza ku
problémom s toxicitou, ku ktorej moéze dojst’ pri pouzivani syntetickych antioxidantov, ako
su butylhydroxyanizol, butylhydroxytoluén a propylgalaty (Amarowicz a kol., 2000; Aruoma
akol., 1992). Rastliny, vratane bylin a korenin, maji mnozstvo komponentov, ktoré¢ su
prirodzenymi zdrojmi prirodzenych antioxidantov, napr. fenolické diterpény, flavonoidy,
taniny a fenolové kyseliny (Dawidowicz a kol., 2006). Tieto komponenty maju antioxidacné,
protizapalové a protirakovinové ucinky (Lee a kol., 2004). Medzi rastlinami a koreninami ako
zdrojmi  antioxidantov bola najvédc¢Sia pozornost zamerand na rozmarin. V predoslych
studiach sa Salvia (Salvia officinalis L.) a rozmarin ukézali ako rastliny s podobnou skladbou
fenolickych komponentov a ich antioxida¢na aktivita je pripisovana hlavne kyseline
karnozovej, karnozolu a kyseline rozmarinovej (Frankel a kol., 1996; Thorsen a Hildebrandt,
2003).

Cielom prace bolo stanovit' antioxida¢nu aktivitu a mnozstvo celkovych fenolov v nami
pripravenych metanolovych extraktoch rastlin.

MATERIAL A METODIKA

Vyroba alkoholovych extraktov

Extrakcia rastlin metanolom bola vykonana podl'a Miliauskas a kol. (2003). 30 g vysusenych
rastlin (medovka lekarska, repik lekarsky, klincekovec vonavy, Salvia lekarska, pamajoran
obyc¢ajny, materina duska — tymian, pakost lu¢ny, hloh obyc¢ajny, stavikrv vtaci, saturejka
zahradnd a rebricek obycajny) sme pomleli v mixéry na praSok. Extrakcia bola vykonana
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v dvoch krokoch. Do 250 ml banky s normovanym zabrusom sme k 10 g rastlinného prasku
pridali 50 ml metanolu a extrahovali 2 hodiny za stileho mieSania. Po 2 hodindch sme
odobrali metanolovt Cast' do pripravenej banky, k rastlinnej vzorke pridali d’alSich 50 ml
metanolu a extrahovali d’alSie 2 hodiny. Nésledne sme extrakty zmieSali, prefiltrovali
a odparili vo véakuovej odparke pri teplote 40 °C. Po zvéazeni vyextrahovanej Ccasti
a vypocCitani vytaznosti sme pripravili zdsobné roztoky jednotlivych bylinnych extraktov
o koncentracii 10 mg.ml™.

Stanovenie antioxidacnej aktivity
Schopnost’ rastlinnych extraktov zachytavat’" volné radikaly oproti stabilite DPPH- radikéalu
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) bola merana spektrofotometricky (Heilerova a kol., 2003).
Reakciou DPPH- radikdlu s antioxidaénymi zlozkami, ktoré st donormi vodika dochadza
k jeho redukcii. Touto reakciou dochadza k zmene farby (z tmavo-fialovej na svetlo-zIta).
Zmena farby bola merana pri 515 nm na UV-spektrofotometri (Heiios 7y v 4.6,
Thermospectronic, Velkd Britania). Jednotlivé extrakty rastlin boli kazdy den pred
stanovenim rozriedené metanolom v pomere 1:25 zo zasobného roztoku. Roztok DPPH-
v metanole (0,1 pM) bol pripraveny kazdy denn pred stanovenim cerstvy. 3,9 ml takto
pripraveného roztoku sme napipetovali do 1 cm hrubej kyvety azmerali extinkciu
(absorbanciu) pri 515 nm (Ay). Nasledne sme pridali 100 pl rastlinného extraktu, premiesali
a merali absorbanciu pri 515 nm v 1 minatovych intervaloch az do 10 min. stanovenia (Aa).
Schopnost’ rastlinnych extraktov zachytavat’ voI'né radikaly bola vypocitana podl'a vzorca:

% inhibicie = [(Ag — Ax) / Ao] x 100

kde : Ay — je absorbancia blanku (t = 0 min.)
A — je absorbancia testovanej vzorky (t = 10 min)

Spektrofotometrické stanovenie mnozstva celkovych fenolov

Koncentracia celkovych fenolov bola stanovena testom Folin-Ciocalteu (Singleton a kol.,
1999). Pred stanovenim mnozstva celkovych polyfenolov boli jednotlivé zadsobné roztoky
riedené¢ 1:25 alebo 1:50 (klinéekovec vonavy) destilovanou vodou, v zavislosti od
predpokladaného mnozstva pritomnych polyfenolov.

I ml pripravené¢ho extraktu sme v 25 ml odmernej banke zmiesali s 5 ml FC-reagentu
(zriedeného 1:10 destilovanou vodou) a 4 ml Na,CO; (75 g.l'l). Po 30 min inkubécii pri
izbovej teplote sme zmerali absorbanciu na UV-spektrofotometri (Helios vy v 4.6,
Thermospectronic, Velkd Britdnia) pri 765 nm oproti slepej vzorke. Vysledky su
prezentované ako mmnozstvo kyseliny galikovej (mg.g"), ktora bola pouZitd na pripravu
kalibra¢nej krivky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky stanovenia antioxidacnej aktivity udava tabulka 1. Zo vsetkych metanolovych
extraktov najvysSie percento inhibicie vykazovali extrakty oregana, medovky a pakostu
lu¢neho (95,2; 91,2, 88,30 %). Vel'mi dobrt zachytavaciu aktivitu vykazuje aj repik a hloh.
Tymian, saturejka, Salvia a stavikrv majii nizS§iu antioxida¢ni aktivitu, ale ich hodnoty
mnozstva celkovych fenolov (tabul'ka), najvyssi obsah bol zaznamenany v extrakte oregana
(262,1 mg.g™). Vysoky obsah fenolov bol stanoveny aj u extraktov medovky, hlohu a repika
oby&ajného (25,3 mg.g™). K podobnym vysledkom doli aj Ivanova a kol. (2005), ktory pri
hodnoteni 21 rastlin taktiez stanovili najvy$Sie mnozstvd celkovych fenolov u extraktov
oregana. Taktiez konStatujii, ze medovka arepik su rastliny s vysokym antioxidacnym
potencidlom. Heilerova a kol. (2004) uvadza signifikantne vys$Siu antioxidacnu aktivitu
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oregana a medovky oproti repiku a timianu. AvSak na stanovenie pouzila vodné extrakty
rastlin. NizSie mnozstvo antioxidacne poOsobiacich zloziek je pravdepodobne spdsobené
extrakénym ¢inidlom (voda).

Tabulka 1 Stanovenie antioxida¢nej aktivity vyjadrend ako DPPH inhibicia (%) a mnozstva
celkovych fenolov (mg.g™") v metanolovych extraktoch rastlin.

Rastlinny extrakt Antioxida¢nd aktivita Mnozstvo celkovych
(%) fenolov (mg. g'l)
Repik lekarsky 85,20 179,2 £ 2,4
Medovka lekarska 91,20 249.85+5.3
Salvia lekarska 52,30 79,3 +1,1
Pamajoran obycajny 95,20 262,1 £33
Materina daska - tymianova 56,60 115,1 £3,2
Pakost lu¢ny 88,30 138,6 £ 5,4
Stavikrv vtaci 40,30 43,0+£0,5
Rebricek obycajny 14,30 25,3+0,2
Saturejka zdhradna 50,30 94,7+ 1,5
Hloh obycajny 78,90 2443 +1,2
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PREHI’AD STANOVENI KOKCIDIOSTATIK S VYUZITIM KVAPALINOVEJ
CHROMATOGRAFIE S ROZNYMI TYPMI DETEKTOROV
Tkagikova S.', Kozarova 1.*, Maté D.
1 &, 7 . . .y v,
Statny veterindrny a potravinovy ustav, Kosice
? Katedra hygieny a technolégie potravin, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Kokcidiostatikd patria ku skupine lie¢iv, ktoré sa pouzivaji na kontrolu kokcidiézy nielen v
chovoch hydiny. Nakol'ko ich u¢inky maji dosah aj na zdravie l'udi, je nevyhnutné mat’ k
dispozicii univerzéalnu, rychlu a spolahlivii metddu, ktorou sa daju stanovit. Cielom mojej
prace bolo navrhnut’ takuto metddu, ktora by sa dala pouzit’ pri stanovovani kokcidiostatik v
potravinach aj krmivach.

UvOoD

Kokcidiostatika patria do skupiny lieCiv, ktoré sa denne pouzivaju v chovoch hospodarskych
zvierat. Ich pouZitie nie je obmedzené len na samotnt liecbu kokcididzy, ale pouzivaji sa
rutinne na zabranenie vypuknutia choroby. Vzhl'adom na dlhodobé podévanie tychto lieCiv
pocas Zivota zvieratdim produkujucim potraviny je nutné kontrolovat hladinu ich rezidui.
Maximalne limity rezidui pre vacSinu lieCiv pouzivanych na terapiu zvierat su stanovené v
nariadeni Rady (EHS) €. 2377/90 z 26. jina 1990 [1] v zneni neskorSich predpisov. Aj ked’ v
tomto nariadeni sG zakomponované skoro vietky povolené liediva v EU, prave
kokcidiostatika boli aZz doneddvna mimo zaujmu. Od roku 2006 stanovuje toto nariadenie
maximalny rezidualny limit pre lasalocid v svalovine, tuku, peceni a oblicke hydiny a
vajciach a od januara roku 2008 monenzin pre v svalovine, tuku, peceni a oblicke hovidzieho
dobytka a v mlieku. Vo Vestniku MP SR Ro¢nik ¢.15/2007 z 31. augusta 2007 [2], st ako
povolené kokcidiostatikd v zozname kfmnych doplnkovych latok okrem uZz spominanych
uvedené aj salinomycin, narazin, maduramycin, semduramycin, nikarbazin, robenidin,
diklazuril, halofuginéon a dekochinat. Z toho vyplyva, Ze ich rezidud budu pritomné v
zivocisnych produktoch zvierat kimenych krmivom s obsahom kokcidiostatik.

MATERIAL A METODIKA

Na stanovovanie obsahu kokcidiostatik v krmivach sa v 90 - tych rokoch minulého storocia
pouzivala tenkovrstvova chromatografia. AvSak bez udania ocCakavanej koncentracie
kokcidiostatika v krmive bolo tito hladinu touto metédou priam nemozné stanovit. D4 sa fiou
potvrdit’ nepritomnost’ vopred vytypovaného kokcidiostatika neobjavenim sa Skvrny na
pozicii nanesené¢ho zndmeho Standardu. Ako presnou inStrumentilnou metdédou sa javi
vysokoucinna kvapalinova chromatografia pracujica pri teplotach v rozsahu 20 — 60 °C. Tieto
podmienky su vhodné pre stanovovanie lieCiv, nakol’ko napr. pri plynovej chromatografii,
pracujucej pri teplotach okolo 200 °C, nastava problém s degradaciou lie¢iva uz v samotnom
davkovaci. Pri stanovovani hladiny v krmiviach sa dd uspeSne na detekciu pouzit
refraktometricky detektor, merajici index lomu mobilnej fazy, ktord don vstupuje. Vdaka
tomuto detektoru je mozné stanovit' kazdé kokcidiostatikum, avSak prekdzkou je nizka
citlivost’ takéhoto detektora. Na nasom ustave bol testovany refraktometricky detektor
Shodex a citlivost’ pre stanovenie monenzinu bola 5 mg.kg". Z toho vyplyva, Ze pouzitie
tohto detektora v stanovovani rezidui je nevhodné. Dal§im volenym detektorom bol UV
detektor. Vzhl'adom na r6znu chemicku Struktiru povolenych kokcidiostatik nebolo mozné
pouzit’ jedinu metddu, ktorou by sa stanovili vSetky pozadované lieciva vedl'a seba. Nakol'ko
robenidin, diklazuril a nikarbazin vykazuju absobanciu v UV oblasti (280 nm, pri 390 nm len
nikarbazin a robenidin), podarilo sa ich odseparovat’ na kolone Li - Chrospher RP select - B,
125x4 mm, 5 pm od firmy Merck, vyuzijuc polarnost’ ich molektl. Problém nastdva u
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polyéterickych kokcidiostatik (monenzin, lasalocid, salinomycin, narazin, maduramycin,
semduramycin), pretoze ich molekuly neabsorbuji UV Ziarenie. Ak chceme takéto analyty
stanovovat’ UV detektorom, musime do ich Struktary vniest’ chromofor, vdaka ktorému budta
v UV oblasti vykazovat’ absorbanciu. Takyto proces sa nazyva derivatizécia.

V literature sa uvadza niekol’ko moznosti. NajznamejSou je Komarowského derivatizacia s
pouzitim vanilinu ( 4 — hydroxy — 3 — metoxybenzaldehyd) v kyslom prostredi kyseliny
sirovej pri 99° C [3, 4], pri ktorej niektoré ionoféry poskytuji produkty absorbujuce pri
vlnovej dizke 520 nm. Tato reakcia sa dia v kvapalinovej chromatografii pouzit ako
postkolénova derivatizacia, t.j. po prejdeni analytov analytickou koléonou sa pomocnou
pumpou dodéva derivatiza¢né ¢inidlo, ktoré kontinualne reaguje s odseparovanymi analytmi v
mobilnej faze. Vyhodou tejto formy derivatizacie je, ze aj ked’ pri reakcii moze vzniknut’ viac
derivatizacnych produktov, budi analyzované ako jeden pik. Nevyhodou tejto rekcie sa
ukazala jej nizka senzitivita a to 500 pg.kg™'. Velkym problémom sa ukazalo, Ze tato reakcia
neposkytovala odozvu pre maduramycin, semduramycin a lasalocid. Vyhodou samotného
lasalocidu je, Ze ho je mozné detekovat’ bez derivatizacie pri 250 nm alebo fluorescencnym
detektorom pri excitaénej vlnovej dizke 300 nm a emisnej vinovej dizke 420 nm. Vyhodou je
aj citlivost’ takéhoto detektora, ktory je v priemere 10-krat citlivej§i ako UV detektor. Dalej
bola testovana derivatizacia s 2, 4-dinitrofenylhydrazinom, vychadzajic z prac Dusiho a
Gambu [5] a Gerhardta a kol. [6]. Jej vyhodou je vyssia citlivost, ako u derivatizacie
vanilinom. Porovnanie cilivosti jednotlivych typov detekcii je uvedeny v tabul’ke 1. AvSak ani
touto derivatizaciou sa  nepodarilo v naSich podmienkach stanovit maduramycin a
semduramycin.

Technika, ktorou je mozné stanovit' vSetky tieto kokcidiostatikd jednou analyzou, je
kvapalinova chromatografia s hmotnostnym detektorom, ktora sa v dneSnej dobe tlaci do
popredia v analyzach vSetkych, nielen veterinarnych lieCiv pre svoju univerzalnost’. Takymto
typom detektora je mozné detekovat kazdu molekulu, ktora je schopna tvorit’ idény, ¢i uz
kationy alebo anidony. Na naSom pracovisku v stcasnosti analyzujeme 10 kokcidiostatik:
vSetky povolené ionoférové antikokcidika, robenidin a halofuginon v pozitivnom ionizatnom
mode a diklazuril a nikarbazin v negativhom mode, kedZe ochotnejSie tvoria anidny.
Vychadzali sme z metodiky vyvinutej Komunitnym referenénym pracoviskom pre detekciu
veterindrnych lie¢iv BVL v Berline, ktort sme upravili na nase podmienky. Analyzu
uskutoc¢iiujeme na kvapalinovom chromatografe Alliance a hmotnostnom detektore Quattro
Micro od firmy Waters . Hmotnostny analyzator tohto detektora je tandemovy hmotnostny
spektrometer zloZzeny z dvoch hmotnostnych analyzatorov typu quadrupol a koliznej cely —
tzv. triple quadrupol. Prvy analyzator slizi ako hmotnostny filter, ktory do koliznej cely
vpusta len i6ny s vySpecifikovanou hmotnostou - prekurzorové (rodicovské) iony, v
zavislosti od stanovovaného kokcidiostatika a jeho molekulovej hmotnosti. V koliznej
hexapolovej cele su vyspecifikované i6ny bombardované atbmami argoénu a fragmentuji na
produktové (dcérske) iony. Druhy hmotnostny analyzator odfiltruje nezelané idony a do
detektora vpusti len dcérske i6ny s analytikom presne vySpecifikovanou hmotnostou. V
detektore i6ny atakuju konverznii dynddu, ktord d’alSimi fyzikdlnymi procesmi konvertuje
16ny az na fotony, ktoré su fotomultiplierom v detektore spocitané [7]. Ako mobilni fazu
pouzivame zmes metanol / voda / kyselina octova v pomere 900 / 99 / 1 v/ v / v pri prietoku
0,4 mlmin”. Pri stanoveni neionoférov pouZivame gradientova eliciu, s po&iatoénym
zlozenim metanol / voda / kyselina octova v pomere 700 / 299 / 1 v / v / v. Separacia sa
uskutociiuje pomocou dvoch kolon vyuzivajuc atuomaticky prepina¢ medzi nimi. Na
stanovenie ionoférov koléonu Luna , Phenomenex ( C-18, 150 x 2 mm, 3 um) a koloénu
Symmetry, Waters (C-18, 75 x 4,6 mm, 3,5 um) pre stanovenie robenidinu, halofuginoénu,
diklazurilu a nikarbazinu. Teplota ionového zdroja je 450° C a prietok nebuliza¢ného plynu —
dusika 600 Lhod’'. Limity detekcie a kvantifikacie pri stanovovani kokcidiostatik touto
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metodou st uvedené v tabulke €.1. Tieto limity je mozné znizit' pouzitim vySSej navazky
matrice, z ktorej sa rezidua analytov budu extrahovat, pripadne odparenim findlneho diluenta
pred samotnou injektazou do separaéného modulu. Naopak v pripade stanovovania
kokcidiostatik v krmivéach technikou LC/MS/MS, vzhl'adom na jej vysoku citlivost’, je nutné
vyextrahovany analyt niekol'’kondsobne riedit’ (napr. v pripade ionoférovych kokcidiostatik az
500 — krat). Preto je nutné venovat’ vel'ku pozornost’ pouzitému odmernému sklu a odmernym
davkovacim striekackam.

Tab.1 Limity detekcie a kvantifikacie jednotlivych kokcidiostatik uvedené na tri platné ¢islice
v mg.dm™ separovanych kvapalinovou chromatografiou v zavislosti od pouzitej detekénej
techniky

Kokcid | LOD | LOQ | LOD | LOQ | LOD LOQ LOD LOQ | LOD LOQ
FLD FLD | DNF | DNF | vanilin | vanilin | UV uv LC/MS | LC/MS
/MS /MS

MON ND | ND [ 118. ] 198 | 70.9 | 89.7 | ND | ND | 0.49 1.48

SAL ND | ND [90.1 | 152 | 188 | 281. | ND | ND | 2.15 6.47

LAS 9.53 120.1 | NR | NR | NR NR ND | ND | 0.86 2.59

NAR ND | ND [ 56.8 | 109.| 562 | 840 | ND | ND | 0.33 1.00

MAD ND | ND | ND | ND | ND ND ND | ND | 047 1.42

SEM ND | ND | ND | ND | ND ND | ND | ND | 0.62 1.87

ROB ND | ND | ND | ND | ND ND | 334 | 926 | 082 | 245

HAL ND | ND | ND | ND | ND ND NA | NA | 0.81 242

NIC ND | ND | ND | ND | ND ND | 43.1 | 69.8 | 0.56 1.68

DIK ND | ND | ND | ND | ND ND | 804 | 197 | 096 | 2.90

Kokeid — kokcidiostatikum, MON — monenzin, SAL — salinomycin, LAS — lasalocid, NAR —
narazin, MAD — maduramycin, SEM — semduramycin, ROB — robenidin, HAL — halofuginon,
NIC - nikarbazin, DIK — diklazuril, LOD — limit detekcie, LOQ - limit kvantifikacie, ND —
not detected (nedetekované, t.j. touto technikou sa neda analyt stanovit’), NA — not analysed
(neanalyzované, technika nebola testovand), NR — no reaction (nereaguje s prisluSnym
derivatizacnym c¢inidlom, DNF — derivatizdcia 2,4-dinitrofenylhydra-zinom, vanilin —
derivatizacia vanilinom, FLD — detekcia fluorescencnym detektorom, UV — detekcia UV
detektorom v ultrafialovej oblasti spektra, LC/MS/MS — detekcia tandemovym hmotnostnym
spektrometrom

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zaklade testovanych detekénych technik a preStudovanej literatiry na stanovenie
kokcidiostatik v rutinnej laboratdérnej praxi odporiame pouzit v pripade moznosti
jednoznacne techniku LC/MS/MS pre jej univerzalnost’ a rychlost’ (jednotlivé analyty nie je
potrebné rozdelit’ az na baselinu — zakladnua liniu, &o vyrazne skrati ¢as analyzy). DalSou
prednost’ou je jednoznacnost’ stanovenia jednotlivych analytov, nakolko st identifikované na
zéklade svojich molekulovych hmotnosti a na zaklade svojej Struktary, podla ktorej sa
spravaju pri Stiepeni na dcérske 16ny v ionovom zdroji.
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STANOVENIE CITLIVOSTI MALASSEZIA PACHYDERMATIS NA VYBRANE
DRUHY ANTIMYKOTIK POMOCOU METODY ETESTU

Vantrubova J., Conkova E., Vaczi P.
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ABSTRAKT

Bola testovana ucinnost’ vybranych antimykotik voc¢i kvasinke Malassezia pachydermatis.
Vzorky Malassezia pachydermatis boli izolované z vyterov vonkajSiecho zvukovodu a koze
psov s potvrdenou malaseziézou. Na stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC)
daného antimykotika bola pouzitda metdda Etestu. Z vysledkov vyplyva, Ze najucinnejSim
antimykotikom na terapiu tejto kvasinkovej infekcie je ketokonazol. Vel'mi dobru Gc¢innost’
vykazuje aj amfotericin B a flukonazol. Kaspofungin patri knajmenej ucinnym
antifungélnym latkam na terapiu malaseziozy.

UvoD

Malassezia pachydermatis (Pityrosporum canis) je sucastou prirodzenej mikroflory koze
psov a maciek (Dorogi, 2002).

Je to lipofilnd kvasinka, najCastejSie sa vyskytujuca v oblasti vonkajSieho zvukovodu,
v oblasti pyskov, v interdigitalnej a v analnej oblasti (www. utskinvet.org).

Priblizne 50% klinicky zdravych psov je nositelom tejto kvasinky. Faktory, ktoré ovplyviiuji
premenu malasézie znormdlneho mikroorganizmu pritomného na kozi, na pdvodcu
ochorenia, nie su celkom zndme. Pravdepodobne sa jedna o zmeny, ovplyviujice fyzikalne,
chemické alebo imunologické mechanizmy, ktoré obmedzuji normdlne bakteriologické
zlozenie koze (Dorogi, 2002). Ochorenia ako diabetes mellitus, atopia, bakteridlne kozné
infekcie, poruchy  keratinizacie (seborrhoea), endokrinopatie (hypotyreoza,
hyperadrenokorticizmus), imunologické dysfunkcie a kozné neopldzie podmienuji vznik
ochorenia (Mauldin, 2002). K plemenam psov, ktoré maju predispoziciu k dermatitidam
sposobenych malaséziami patria: west highland biely teriér, kokerSpaniel, boxer, nemecky
ovCiak, maltézsky pin¢, Civava, kélia, pudel (Bond, 1994; White a Bordeau, 1995; Larson
a kol., 1998; Scott a kol., 2001).

Na liecbu malaseziézy sa pouzivaji rozne lokadlne antifungdlne pripravky na baze
ketokonazolu (Evans, 1991), mikonazolu, klotrimazolu a chlorhexidinu (Sampoény, krémy,
gély, kupele, spreje) v kombinacii so systémovymi azolovymi antimykotikami (ketokonazol,
itrakonazol, flukonazol) (Paterson a Frank, 1992). Pri otitidach sa uplatnili usné kvapky
s antimykotickou aj antibakteridlnou zlozkou. Pri lie¢be generalizovanej alebo chronicke;j
formy je lieckom prvej volby ketokonazol a itrakonazol (Svoboda, 2000). Malassezia
pachydermatis je citlivd na azolové derivaty, nystatin, amfotericin B a 5-fluorocytozin.
Griseofulvin a alylaminové derivaty nie st pri liecbe malaseziozy efektivne (White
a Bourdeau, 1995).

Jednou z dostupnych a pomerne ¢asto pouZivanych metdd na stanovenie citlivosti patogénov
a minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) antifungéalnych pripravkov je Etest. Princip testu
spofiva vo vyuziti diftznej agarovej metddy a stripov s koncentranym gradientom
antifungélnych latok, ktory umoziuje stanovenie MIC, ktord urCuje efektivitu vybraného
lieciva.

Cielom naSej prace bolo pomocou tejto metddy stanovit’ in vitro citlivost’ kvasinky
Malassezia pachydermatis na polyénové makrolidové antibiotikum - amfotericin B,
echinokandin - kaspofungin a vybrané druhy azolovych derivatov.

109



MATERIAL A METODIKA

Etestom bola stanovena citlivost patogénnych kmenov Malassezia pachydermatis a
minimalna inhibi¢na koncentracia (MIC) antifungalnych latok na béze itrakonazolu (IT),
ketokonazolu (KE), flukonazolu (FL), flucytozinu (FC), amfotericinu B (AP), vorikonazolu
(VOR), posakonazolu (POS) a kaspofunginu (CS).

Kvasinky Malassezia pachydermatis boli izolované z vyterov vonkajSieho zvukovodu
a koznych sterov psov s potvrdenou dermatitidou, resp. otitidou. Z Cistych kultar ziskanych
pasazovanim na Sabouradovom dextrozovom agare s chloramfenikolom bola podla
McFarlandovej stupnice 1 pripravend suspenzia s koncentraciou 10° cfu/ml. Sterilnym
tamponom bolo inokulum nana$ané na 90 mm platne agaru, zloZzeného z RPMI 1640, 2%
glukézy, MOPS-u (3-(N- morfolino propan sulféonova kyselina) a 1,5% Bacto agaru v 3
smeroch 2-krat. Po 15 minutach boli pomocou aplikatora na kazdu platitu rozmiestené po 2
prazky Etestu, impregnované odstupiiovanou koncentraciou antifungalneho pripravku.
Kultivacia prebiehala pri 37°C a po 72 hodinach boli od¢itané hodnoty MIC, ktoré urc¢ené
priesecnikom rastovej inhibi¢nej tény a kalibrovaného prazku Etestu. Vysledky boli
vyhodnotené podla interpretacnych kritérii pre Malassezia pachydermatis, stanovenych 3
meraniami kontrolného kmena IHEM 19215 (Liege, Belgicko)

VYSLEDKY A DISKUSIA

Interpretacné kritéria MIC vybranych druhy antimykotik (ATM) st uvedené v tabulke 1.
Tabul’ka 2 dokumentuje rozpitie, priemerné hodnoty MIC ako aj modus, ktory poukazuje na
koncentraciu s najCastejSim vyskytom. Malassezia pachydermatis bola najviac citlivd na
ketokonazol, ktorého hodnoty MIC boli v rozpiti od 0,004 do 32 pg/ml (modus (M) = 0,032).
Velmi dobra ucinnost’ bola pozorovana aj pri amfotericine B (0,002-1,5 pg/ml, M= 0,121 a
flukonazole (MIC sa pohybovala od 0,016 do 256 pg/ml, M= 0,016). Pri novsich azolovych
derivatoch, posakonazole, bola hodnota MIC 0,016-2 pg/ml a hodnota modusu 0,064, pri
vorikonazole bola MIC od 0,016 do 4 pg/ml, s modusom 0,032 pg/ml. Obr.1 — 4 ilustruja
od¢itanie hodnét MIC.

Tabul'ka 3 vyhodnocuje stupen citlivost’ citlivosti Malassezia pachydermatis na jednotlivé
ATM. Izolaty boli najviac citlivé na ketokonazol (70,6%). Prave ketokonazol je najucinnejSim
a najviac pouzivanym antifungélnym pripravkom na liecbu malaseziézy (Odds a kol., 2003,
Rosales a kol., 2005). Vel'mi dobra ucinnost’ bola pozorovand aj pri flucytozine (64,7%),
flukonazole a amfotericine B (58,8%). Posakonazol a vorikonazol vykazuju rovnaké percento
ucinnosti (47,1%). Kaspofungin sa ukazal ako antimykotikum s najnizSou antifungélnou
aktivitou vo¢i tomuto patogénu (17,6%).

Vysledky testovania poukazuji na dolezitost’ stanovenia citlivosti mikromycét — dolezitého
faktora pre vykonavanie cielenej antimykotickej terapie.

Tab. 1 Interpretacné kritéria pre Malassezia pachydematis

ATM C I R
AP 0,125 0,25-1 1
KE 0,125 0,25-0,5 1
IT 0, 125 0,25-0,5 1
CS 1 2 4
FC 0,125 0,25-0,5 1
FL 8 16-32 32

POS 0,125 0,25-0,5 1

VOR 0,125 0,25-0,5 1

ATM — antimykotikum, C — citlivy, I — intermediarny, R — rezistentny kmen
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Tab.2 Hodnoty MIC (pg/ml) testovanych ATM pre Malassezia pachydematis

MIC (pg/ml)

ATM Min - Max o Modus
AP 0,002-1,5 0,12 0,125
KE 0.004-32 0,05 0,032
IT 0,002-32 0,24 0,25
CS 0,25-32 1,53 2
FC 0,012-3 0,03 0,016
FL 0,016-256 1,02 0,016

POS 0,016-2 0,13 0,064

VOR 0,016-4 0,07 0,032

ATM — antimykotikum, MIC — minimalna inhibi¢na koncentracia, o — geometricky priemer

Tab.3 Citlivost’ (%) Malassezia pachydermatis na ATM podl’a interpretacnych kritérii

C | R

ATM n % n % n %
AP 10 58.8 6 353 1 5,9
KE 12 70,6 2 11,8 3 17,6
IT 5 29,4 7 41,3 5 29.4
CS 3 17,6 9 52,94 5 29,4
FC 11 64,7 1 5,88 5 29.4
FL 10 58,8 2 11,8 5 29.4
POS 8 47,1 3 17,6 6 35,3
VOR 8 47,1 1 5,9 8 47,1

ATM — antimykotikum, C — citlivy, I — intermediarny, R — rezistentny kmen

Obr. 1 MIC: Itrakonazol — 0,5ug/ml Obr. 2 MIC: Flukonazol - 8 pg/ml
Ketokonazol — 0,064 pg/ml Flucytozin — 0,032 pg/ml

Obr. 3 MIC: Kasf)ofungl’n - 0,75 pug/ml Obr. 4 MIC: Amfotericin B — 0,064 pg/ml
Vorikonazol — 0,125 pg/ml Posakonazol — 0,5 pg/ml
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VARIACIE V ODSTUPE AA. INTERCOSTALES DORSALES U POTKANA
OBYCAJNEHO

Vdoviakova K.

Ustav anatémie, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo poukazat’ na morfologické variacie v odstupe aa. intercostales
dorsales, ktoré st vetvami z aorta thoracica. V praci sme pouzili potkana obyc¢ajného (Rattus
norvegicus f. domestica) plemena Wistar oboch pohlavi. Eutanazia bola vykonana éterom a
nasledne kanyldciou l'avej komory sme preplachli celé telo fyziologickym roztokom. Ako
nastrekovii hmotu sme pouzili Duracryl Dental® na baze polymetylmetakrylatu (PMMA),
ktort sme zmieSali v pomere stanovenom vyrobcom. Po néstreku sme celé telo opatrne
preniesli do nadoby s vlaznou vodou, kde hmota dopolymerizovala. Maceraciu mékkych
tkaniv sme uskuto¢nili v 2 — 4% roztoku KOH pri teplote 60 - 70°C po dobu 2 — 3 dni (Barta
A., Demcisak L., 2000).

Na zaklade naSich zisteni sme dospeli k zaveru, Ze aa. intercostales dorsales odstupuju
z aorty spolocnym odstupovym kmenom v 7,14%, samostatnym odstupom v 71,42% a
v 21,43% aa. intercostales dorsales odstupuju v kranidlnej Casti aorta thoracica samostatne,
v kaudalnej ¢asti spolocnym kmetniom.

UvoOD

Potkan obycajny  (Rattus norvegicus f. domestica) je jednym z Casto pouzivanych
laboratornych zvierat, ktoré slizi pre Stddium miechy, ako aj okolitého tkaniva. Oblast’
hrudnikovej aorty je velmi castym miestom  roznych  biomedicinskych pokusov
a chirurgickych zakrokov na mieche a v jej blizkosti. Krvenie hrudnikovej ¢asti miechy, ale
1 okolit¢ho svalstva u tohto druhu zvierat je rozpracované len vel'mi malo, preto sme sa
rozhodli poukézat’ na varidcie odstupu tychto ciev.

MATERIAL A METODY

V experimente sme pouzili 14 potkanov plemena Wistar, oboch pohlavi. Eutanazia bola
vykonand éterom. Na takto pripravenom materidli sme pristapili k priprave na perfuziu.
Vel'mi délezité je zvolit’ si spravnu cievu na nastrek.V nasom pripade sme kanylaciou lavej
komory preplachli celé¢ telo. Nesmieme vSak zabudnut na uvolnenie niektorej Ccasti
venozneho systému pre odtok perfuzneho média. Na dany ucel moézeme pouzit’ v. femoralis,
v. jugularis externa alebo auricula dextra cordis. Zvolili sme uSko pravej predsiene. Samotnu
perfiziu sme vykonali pomocou perfuzneho média, ktorym bol fyziologicky roztok NaCl. Na
dokonalejSie odstrdnenie krvnych zrazenin z ciev moZeme pridat’ k perfiznemu médiu cca
0,05% NaOH (Flesarova a kol., 2003). Preplach ciev musi byt dokonaly. Vel'mi délezitym
faktorom je nepritomnost’ vzduchu v cievach. Preto sme perfizne kanyly opatrili mikkou
plastovou alebo silikénovou hadickou naplnenou perfuznym roztokom, ktori sme uzavreli
svorkou. Az potom sme ju zaviedli do cievy a zaistili ligatirou. Hadi¢ku sme pripojili na
perfuzne zariadenie, uvolnili svorku a zacali s preplachom (Barta a kol.,2000). Spravny
priebeh perfuzie sme spoznali podl’a rovnomerného vyblednutia tkaniv. Preplach sme ukoncili
vtedy, ked” vytekajuci roztok z venozneho systému bol bezfarebny. Na nastreky sme pouzili
hmotu Duracryl Dental®. Je to dvojzlozkova, metakrylatova Zivica obsahujuca praskovy
kopolymér atekuty monomér. Zakladni hmotu sme pripravili zmieSanim 1,5 az 2
objemovych dielov polyméru s 1 dielom monoméru. Na pripravu farebnych odtietiov
preparatov sme pridali k tekutému monoméru farbivo olejova ¢erven O. Po zmieSani vSetkych
zloziek sme nadobu s hmotou uzavreli a pokracovali v opatrnom premiesavani, ¢im sme
zabranili adsorbcii na stenu nadoby. Po 1 — 2 minutach sme hmotu nasali do injekénej
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strickacky a jej nakldpanim zabranili sedimentacii polyméru. Akondhle mala zmes
v striekacke vhodnu konzistenciu (hustota redSieho sirupu), pristipili sme k nastreku. Ak sme
pocitili zvySeny odpor, tlak na piest striekacky sme na chvil'u uvol’nili a nasledne pokracovali.
V pripade, ze odpor neklesal, privodnu hadicku sme stlacili svorkou a odstranili striekacku.
Vhodné je cely objekt opatrne preniest do nadoby s vlaznou vodou, kde hmota
dopolymerizuje, zaroven nadl'ah¢enie tkaniva vodou zabrani deformadcii. Maceraciu mikkych
tkaniv sme uskutoCnili v 2 — 4% roztoku KOH pri teplote 60 - 70°C. VSetky casti tkaniva
musia byt v roztoku ponorené. Cely proces maceracie trva priblizne 2 — 3 dni (MazZensky
akol., 2007).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obr. ¢. 1 Samostatny odstup aa. intercostales dorsales z aorta thoracica

Obr. ¢. 2 Spolocny odstup aa. intercostales dorsales z aorta thoracica

114



Obr. ¢. 3 Samostatny odstup aa. intercostales dorsales kranialne, spolo¢ny odstup kaudalne
Z aorta thoracica

Na korozivnych preparatoch sme zistili tieto variacie. V 7,14% pripadov aa. intercostales
dorsales odstupuju z aorta thoracica spoloénym odstupovym kmetiom. Samostatné odstupy
aa. intercostales dorsales su pritomné v 71,42% pripadov. V 21,43% pripadov
aa.intercostales dorsales odstupuji samostatne v kranidlnej ¢asti aorta thoracica a pomocou
spolo¢ného odstupového kmena v jej kaudalnej Casti.
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