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VPLYV ADIPONEKTINU NA PREIMPLANTACNY VYVIN MYSI
Burkué J.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Adiponektin je protein produkovany tukovym tkanivom. Mé4 vplyv na energeticky
metabolizmus, znizuje inzulinovu rezistenciu buniek, stimuluje oxiddciu mastnych kyselin
v peceni a kostrovom svale. Jeho pritomnost’ a pritomnost’ jeho receptorov bola dokazana aj
v endometriu a placente, o poukazuje na jeho potencidlnu ulohu v reprodukénom procese.
Najnovsie vysledky naznacuji aj mozny vplyv adiponektinu na maturdciu oocytov
a na proces implantacie embrya ovplyviiovanim expresie inych biologicky aktivnych latok.

UvoD

Tukové tkanivo ma vyznamnu tlohu nielen pri udrziavani energetickej homeostazy, ale aj ako
endokrinny orgéan, ktory produkuje mnozstvo biologicky aktivnych latok, patriacich do
podskupiny cytokinov, oznacovanych ako adipokiny. Do tejto heterogénnej skupiny
hormoénov patria adipsin (White a kol., 1992), haptoglobin, metalotionein, retinol viazuci
protein (Trayhurn a Wood, 2004), leptin, inhibitor-1 plasminogénového aktivatora (PAI-1),
resistin, TGF-f, TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10, angiotensinogén , adiponektin (Guerre-
Millo, 2004; Pajvani a kol., 2003) a d’alsie.

ADIPONEKTIN

Adiponektin, peptid pozostavajuci z 244 aminokyselin (Arita akol., 1999), je hormodn
produkovany tukovym tkanivom. Zohrava déleziti ulohu v regulécii lipidového metabolizmu
a v energetickej homeostaze (Arita a kol., 1999; Pajvani a kol. 2003). Ma protizapalové a anti-
aterogénne ucinky (Venkatesh a kol. 2009; Bang a kol., 2007), znizuje produkciu glukézy
v peceni a zohrava tlohu pri supresii inzulinovej rezistencie, znizuje lipogenézu v tukovom
tkanive, stimuluje oxidaciu mastnych kyselin a prijem gluk6zy v kostrovom svale (Kershaw
a Flier, 2004). V krvnej plazme cicavcov cirkuluje vo vysokej koncentracii (okolo 10 pug/ml) a
tvori priblizne 0,01 % vSetkych proteinov krvnej plazmy; pri obezite ako aj pri inzulinovej
rezistencii je vSak jeho koncentracia znizena. Vykazuje aj sexudlny dimorfizmus, u Zien je
jeho zastupenie v plazme vysSie ako u muzov (Coppola a kol., 2009).

Adiponektin  vytvara Sirokt Skdlu charakteristickych homomultimérov. V T'udskom
a mySacom sére je pritomny ako trimér, hexamér az po multiméry s velkou molekuldrnou
hnotnostou ako napriklad dodekaméry a oktadekaméry. V krvi modze byt pritomny
v neskratenej forme alebo ako mensi globuldrny fragment. V plazme sa vSak nachddza iba
malé mnozstvo globuldrneho adiponektinu, pritomny je predovsetkym v neskratenej forme.
Globularny fragment vzika proteolytickym Stiepenim adiponetktinu leukocytovou elastazou
(Kadowaki a Yamauchi, 2005).

Adiponektinovy receptor pozostava z dvoch izofoirem, AdipoR1, ktory sa hojne vyskytuje
najmé v kostrovom svale a AdipoR2, ktory je najviac zastiipeny v pe€eni (Yamauchi a kol.,
2003). Bol objaveny aj treti receptor odpovedajuci na adiponektin, T-kadherin, ale na
odhalenie jeho funkcie st potrebné dalSie Studie (Meier a Gressner, 2004). Receptory
aktivované adiponektinom pdsobia cez rézne drahy: AMPK (adenosine 5’-monophosphate-
activated protein kinase), PKA (protein kinase A), MAPK (mitogen-activated protein kinase)
and PPARs (peripheral peroxisome-activated receptors, Kadowaki a kol., 2006).

ULOHA ADIPONEKTINU V REPRODUKCII

Najnovsie vyskumy naznacuji, ze adiponektin zohrava dolezit ulohu aj v reprodukeii
jedinca. Expresia jeho receptorov bola dokazana v potkanich vajeénikoch a oocytoch
(Chabrolle akol., 2007), v I'udskom endometriu s maximom v ¢ase implanticie embrya



(Takemura akol.,, 2006), v endometriu kralika a mys$i (Schmidt akol., 2008) a takisto
v l'udskej a potkanej placente (Chen akol.,, 2006). Expesia receptorov adiponektinu
v prasacich oocytoch a v skorych embryonalnych Stadiach (Whitworth akol., 2005),
v embryoblaste a trofoblaste mysi (Schmidt a kol., 2008) naznacuje moznu ulohu tohto
adipokinu v regulacii preimplantacného vyvinu arozSiruje paletu faktorov schopnych
ovplyvnit' preimplantaéné embryo (Veseld a kol., 2003; Fabian a kol., 2004, 2007; IT’kova
akol., 2004; Ciko$ akol., 2005, 2007). Chappaz akol. (2008) preukazali, ze aplikacia
adiponektinu urychl'uje meiotickii maturadciu oocytov in vitro azvySuje tieZz mnozstvo
partenogeneticky aktivovanych oocytov schopnych dosiahnut S$tadium blastocysty.
Predpoklada sa, Zze adiponektin méze mat’ velky vplyv na energetické zasobenie embrya
a mdze zohravat dolezita tlohu pri jeho implantacii, ovplyviiovanim expresie interleukinov,
TNF-a a TGF-B (Schmitd a kol., 2008; Takemura a kol., 2006). U Zien trpiacich tehotenskou
cukrovkou s nizkou hladinou adiponektinu v plazme bola pozorovand nizSia poérodna
hmotnost’ novorodencov (Ategbo a kol., 2006). Na druhej strane, adiponektin pravdepodobne
nema esencidlnu ulohu v reprodukecii, pretoze mysi deficientné v géne pre adiponectin (Adipo
) st1 fertilné (Ma a kol., 2002). Usudzuje sa, Ze adiponektin mé ur&it komplementarnu tlohu
pri ovplyviiovani ovula¢ného cyklu, maturacii oocytov a implantacii embrya (Ledoux a kol.,
2006).
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BASTA15 AKO POTENCIALNE RIZIKO PRE REPRODUKCNE ZDRAVIE
Bystriansky J.
Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Stiidia bola zamerana na zistenie vplyvu pesticidu BASTA 15 na vyvin preimplantaénych
embryi. U¢inok BASTA 15 sme skumali na modeloch in vitro aj in vivo. Vin vitro
experimentoch sme izolované embrya (2-bunkové a blastocysty) kultivovali v kultivaénom
médiu obsahujicom rozne koncentricie pesticidu. Koncentracia 0,001% a vySSie negativne
ovplyviiovali vyvin embryi z 2-bunkového Stadia do blastocysty (pricom koncentracia 0,01%
avysSie viedli kuplnému zastaveniu vyvinu ak masivnej degeneracii embryi). Pesticid
negativne ovplyvnoval aj kvalitu blastocyst kultivovanych 24 h — od koncentracie 0,0001%
negativne ovplyviioval rast blastocyst a od koncentracie 0,001% signifikantne zvySoval
incidenciu bunkovej smrti v blastocystach. V pokusoch in vivo boli mySiam per os podavané
rozne koncentracie pesticidu v 200 pl vody obdenn pocas jedného tyzdna. Embryd boli
izolované 24 h po poslednom podani pesticidu. Stereomikroskopické vysetrenie embryi
ukazalo, ze koncentracia 29 pl/kg neovplyviiovala vyvin embryi. VSetky koncentracie nad
touto hodnotou signifikantne znizovali percento ziskanych blastocyst a naopak percento
embryi so spomalenym rastom ako aj degenerovanych embryi signifikantne zvySovali. Testy
kvality blastocyst vSak ukézali, Ze aj koncentracia 29 pl/kg mala negativny vplyv na ich rast
a incidenciu bunkovej smrti. Experimenty preukdzali, ze pritomnost’ pesticidu BASTA 15
v tele matky alebo v kultivaénom médiu mdzu silne ovplyviiovat’ kvalitu preimplantacnych
embryi.

uUvoD

Zivotné prostredie je v dne$nej dobe zatazované velkym mnoZstvom odpadov, z ktorych je
vacsina chemického charakteru. Medzi chemické latky najviac zat'azujice Zivotné prostredie
a vplyvom ktorych sa l'udia a ostatné zivocichy len tazko mdézu vyhnut patria hlavne tazké
kovy, rozli¢né polutanty, ¢i pesticidy. Pesticidy sa do tela najcastejSie dostavaji prijatim
potravy (zeleniny, ovocia) obsahujucej este ich zvysky. Ich uc¢inok na organizmus moéze byt
rozny, od poruch reprodukéného traktu (Greenlee a kol., 2003) a kongenitalnych anomalii
(Garry a kol., 2002) az po smrt. Z predchadzajucich studii uz vieme, ze vplyv fungicidov na
embrya v zavislosti od davky je i pri relativne nizkych koncentraciach znacny a ma vplyv na
kvalitu embryi (Domaracky a kol., 2007). Na zaklade aj tychto vedomosti sme sa rozhodli
otestovat’ vplyv herbicidu BASTA 15 na rastové parametre a incidenciu bunkovej smrti
u preimplantacnych embryi. Basta 15 je neselektivny listovy herbicid najmi s kontaktnym a
¢iastocne systémovym ucinkom (tento sa prejavuje najmi na nadzemnych Castiach rastlin).
Jeho hlavnou u¢innou latkou je glufosinate-NH4 (150 g/l). Rastliny prijimaju pripravok
zelenymi nadzemnymi Castami. V zasiahnutej rastline dochddza k poruche metabolizmu
amoniaku, v dosledku ¢oho je silne brzdena fotosyntéza.

Pocas vyvinu preimplantacného embrya sa nepriaznivé alebo Skodlivé vplyvy prostredia
odraZzaji na jeho kvalite. Zakladnymi markermi kvality embrya su jeho rastové parametre
a pritomnost’ mftvych buniek. Pri vyvine embrya vicSina buniek zomiera apoptotickou
bunkovou smrtou. Uloha apoptozy spoéiva v eliminicii abnormalnych, geneticky
poskodenych a nadbyto¢nych buniek a tym napomaha spravnemu embryondlnemu vyvinu. Aj
ked st apoptotické procesy riadené zvnutra bunky, maji len v malo pripadoch striktne
endogénny charakter. To dokazuje, ze na zvySenie vyskytu apoptdzy v preimlantaénych
embryach maji vplyv roézne vonkajSie podnety (vid’ prehlad Fabian a kol., 2005a; Fabian
a kol., 2004). Predchadzajuce Stadie preukazali, ze preimplantacné embrya si vysoko citlivé
na podmienky svojho prostredia (Fabian a kol., 2005b; Fabian a kol., 2007a; Fabian a kol.,
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2007b; Fleming a kol., 2004) a preto vSetky poruchy zdravotného stavu matky mézu byt
dolezitymi €inite'mi, ovplyvilujucimi kvalitu preimplantacnych embryi.

MATERIAL A METODIKA

V experimentoch boli pouzité 4 tyzdiové samice mysi (kmeii ICR, Velaz, Praha, Ceska
Republika), ktoré boli superovulované intraperitonealnym podanim PMSG (pregnant mare's
serum gonadotropin), po ktorom nasledovalo 047 h podanie hCG (human chorionic
gonadotropin). Po podani hCG boli samice pripustené samcami a oplodnenie bolo na druhy
denn potvrdené identifikaciou vaginalnej zatky. Pred izolaciou sa mysSi usmrtili cervikalnou
dislokéciou. Embrya boli vyizolované za pomoci FHM (flushing holding medium) 45 a 96 h
(pri in vitro pokusoch) a 96 h (pri in vivo pokusoch) po aplikacii hCG, ktorym sme preplachli
maternice a vajcovody (Lawits a Biggers, 1993).

Pri pokusoch in vivo sme 1 tyzdent obden per os podavali (celkovo Styri davky) samiciam
pesticid BASTA 15 v 200 pl vody v koncentraciach 575 ul Basta 15/kg (1/5 LD 50), 290 ul
Basta 15/kg (1/10 LD 50), 58 ul Basta 15/kg (1/50 LD 50) a 29 ul Basta 15/kg (1/100 LD 50)
(LD 50 = 436-464 mg glufosinate-NH4/kg) okrem SHAM pokusu, kde sme podavali len Cistu
vodu. Poslednd davka pesticidu bola podana 24 h pred izolaciou embryi. Embrya sme po
zozbierani stereomikroskopicky vyhodnotili a potom rovno fixovali a farbili.

Pri in vitro pokusoch sme po izolacii embryi zo zdravych matiek tieto d’alej kultivovali
v kultivatnom médiu (KSOM) obsahujucom pesticid BASTA 15 v koncentraciach 0,00001%;
0,001%; 0,001%; 0,002%; 0,01%; a 0,05% a fixovali a farbili ich az po uplynuti d’alSich 24 h
pri blastocystach a 72h pri dvojbunkovych Stadidch. Kultivacia prebiehala v 20, 25, alebo 30
pl kvapkadch KSOM v kultivaénom boxe za Standardnych podmienok (5% CO,, 37 °C).

Po kultivacii, resp. izolacii sa embrya 3-krat premyli v KSOM a zafarbili propidium jodidom
(10 pg/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 pouzilo farbenie TUNEL, ktoré je
zalozené na enzymatickom navdzovani oznacené¢ho dUTP na 3'-OH koniec fragmentovane;j
DNA (Gjorret akol., 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 sklicko, prikryli krycim médiom a krycim
sklickom. Pozorovanie embryi prebiehalo pod fluorescenénym mikroskopom. Jadrd embryi
boli roztriedené podla morfologie (M), pritomnosti Specifickej DNA fragmentacie (T)
a pritomnosti PI farbenia na: normalne (M-T-P-; bez morfologickych zmien, TUNEL a PI
oznacenia), apoptotické (M+T#P-; PI negativne s kondenzovanou alebo fragmentovanou
Struktirou, obycajne obsahujicou degradovanu DNA), sekundarne nekrotické (M+T+P+; PI
pozitivne vicSinou s fragmentovanou Strukturou, Casto obsahujucou degradovanii 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 (Studentov t-test, chi-square test).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pri pokuse zameranom na sledovanie vplyvu BASTA 15 na kvalitu preimpalnta¢nych embryi
v in vitro podmienkach sme pri 24 h kultivacii blastocyst zistili, Ze koncetracia 0,00001%
signifikantne neovplyviiovala kvalitu embryi a koncentracia 0,0001% negativne ovplyvnila
len priemerné pocty buniek na embryo (P<0,01). Koncentracie vyssie ako 0,001%
signifikantne ovplyvnili kvalitu embryi vo vSetkych parametroch, tzn. znizli priemerné pocty
buniek na blastocystu (P<0,01) a zvysili po¢et mitvych buniek (P<0,001). Pri koncentracii
0,05% boli vsetky embrya degenerované.
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Koncentracia 0,0001% neovlyviiovala vyvinova schopnost’ dvojbunkovych embryi
kultivovanych do Stadia blastocysty. Koncentracie nad touto hodnotou signifikantne
ovplyviiovali percentualne zastipenie embryi snormalnym aspomalenym vyvinom s
tendenciou k zvySovaniu poctov pomaly rasticich embryi a degeneratov so stupajucou
koncentraciou BASTA 15.

V in vivo pokusoch koncentracia 29 ul/kg neovplyviiovala vyvin embryi. Vyssie koncentracie
signifikantne menili zastpenie embryi snormalnym a spomalenym vyvinom (P<0,001)
oproti kontrole — signifikantne znizovali percento ziskanych blastocyst a naopak percento
embryi so spomalenym rastom ako aj degenerované embryd signifikantne zvySovali. SHAM
pokus preukazal, ze samotna manipuldcia so zvieratami a davkovanie per os nemali vplyv na
vyvinové parametre ziskanych embryi (P>0,05). Aj ked” koncentracia 29 ul/kg vyvin embryi
neovplyvnila, testy kvality blastocyst ukazali, Ze mala negativny vplyv na ich rast a incidenciu
bunkovej smrti (P<0,001).

Na zaver mozno konStatovat, Ze uembryi ovplyvnenych istymi hranicnymi davkami
pesticidu bolo v in vitro 1in vivo podmienkach zaznamenané znizenie priemerného poctu
buniek na blastocystu, zvysend incidecia bunkovej smrti v blastocystach i zvySené zastipenie
embryi so spomalenym a degenerovanym vyvinom. Na zaklade tychto faktov mdzeme
povedat’, Ze pesticid BASTA 15 je pre embrya vysoko toxicky aj pri relativne nizkych
koncentraciach.

PODAKOVANIE
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2/0046/08.
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NO-¢cGMP SIGNALNA DRAHA A JEJ FUNKCNOST PO PORANENIACH KRCNEJ
MIECHY

Capkova L., Davidova A., Schreiberova A., Lukacova N.

Neurobiologicky ustav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Lézie miechy u l'udi a zvierat spdsobuji poSkodenie motorickych a senzitivnych funkcii, coho
nasledkom modze byt aj narusenie respirac¢nej drahy. Z predchadzajicich stadii je zrejmé, ze
tato bulbospinalna descendentna respiracnd drédha spajajlica neurdny respiracnych centier v
predizenej mieche s neurénmi frenického jadra (FJ) je nitrergickd (Margala a kol., 2002). V
nasSej praci sme sa preto sustredili na vyskyt a rozloZenie neurénovej syntazy oxidu dusnatého
(nNOS), ako aj na distribuciu solubilnej guanylat cyklazy (sGC) a cyklického guanozin 3',5'-
monofosfatu (cGMP) v hornej a dolnej Casti dychacej drahy po jej preruSeni na hornej
cervikalnej trovni. Vysledky nasho vyskumu dokumentuji, Ze motoneurény FJ lokalizované
v prednom rohu sivej hmoty v rozmedzi C4-C6 segmentov su slabo [11sGC fluorescentné, ale
nie su sfarbené na nNOS. Po hemisekcii miechy na trovni C3-C4 a nasledovnom 2 ditovom
prezivani sme zaznamenali znizenie denzity tzv. bodkovanej nNOS immunoreaktivity (IR) v
neuropile FJ ipsilateralne k strane poskodenia. Na identifikaciu respira¢nej drahy sme pouzili
retrogradny znackovac¢ Fluorogold (FG). Pat’ dni po vpichnuti FG do FJ na trovni C4 sme
zaznamenali mnozstvo FG fluorescentnych vladkien v laterdlnom a ventralnom funikule, tieto
vlakna boli pozitivne na nNOS. Z naSich doterajSich experimentov mo6zeme usudzovat’, ze
bulbospinalna respira¢né draha je zabezpecovana prostrednictvom NO-cGMP signalizécie.

UvOD

Jednym z chemickych transmiterov v nervovom systéme cicavcov, ktory prechadza cez
bunkové membrany, bez Specifického uvolnenia pdsobiaci rychlo a priamo na jednotlivé
komponenty vo vnutri cielovej bunky je znamy ako oxid dusnaty (NO). Vznika oxido-
redukénou konverziou L-argininu na L-citrulin v reakcii katalyzovanej syntdzou oxidu
dusnatého (NOS). Vzniknuty NO sa zuacastiiuje na mnohych procesoch a v organizme
stimuluje aktivitu solubilnej guanyldt cyklazy (sGC) a tak reguluje syntézu cyklického
guanozin monofosfatu (cGMP), ktory vyvolava vazodilataciu prostrednictvom cGMP-
zavislej proteinkinazy. Je zndme, ze aktivacia sGC a vytvorenie cGMP je hlavna transduk&na
dradha NO v nervovom systéme. Niekol’ko predchadzajucich studii potvrdilo existenciu NO-
cGMP signdlnej transdukénej dradhy v mieche (Lukacova a Pavel, 2000). Sledovali sme
zmeny Vv tejto dréhe za normalnych a patologickych podmienok.

Autori (Allaerts a kol., 1998) potvrdili, ze nNOS a cGMP immunoreaktivne (IR) neurony st
Casto distribuované v blizkosti jeden druhého. Kajana a Goshgarian (2009) sa zamerali na
podanie roliprolinu, ktoré zvysilo hladinu 3',5' cAMP v mieche a prediZenej mieche a tym sa
obnovila funkénost’ motoneurénov frenického jadra po C2 hemisekcii. Vysledky (Boulenquez
a kol., 2007) potvrdzuju, Ze deaferentné motoneurony frenického jadra ispilateralne k strane
mézu byt reaktivované kontralateralne v procese znamom ako CPP (crossed phrenic
phenomenon). Autori taktiez kvantifikovali respiracné neurdny v rosto-ventralnej respiracnej
skupine (rVRG) a Bétzingerovom komlexe predizenej miechy ipsilaterlne a kontraleteralne k
strane poSkodenia pomocou FG. MnoZstvo FG sfarbenych neurdénov na kontra a ipsilateralnej
strane bolo identifikovanych v rVRG a Botzingerovom komlexe. Znizené mnozstvo tychto
neurénov zaznamenali autori po hemiseckii ipsilaterdlne k strane poskodenia v porovnani s
kontrolou.

Ocakavame, Ze experimentalne analyzy nam poskytnu informécie o nNOS-IR o pritomnosti
sGC v respiraénych jadrach prediZzenej miechy, v axénoch descendentnej skrizenej dréhy a v
neuropile frenického jadra.
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MATERIAL A METODIKA

Experimenty boli uskuto¢nené na dospelych potkanoch (samcoch) zrodu Wistar
s hmotnostou 200-300g a kralikoch kmefia Cinéila s hmotnostou 1,5 kg. Zvieratd boli
rozdelené do 3 skupin. Prva skupina bola kontrolna, druha pozostavala zo zvierat (potkanov),
u ktorych bola vykonana hemisekcia miechy na hornej cervikalnej trovni. Tretej skupine
zvierat (krdlikom) sme injekéne vpravili retrogradny znackovac¢ fluorogold (FG) na
identifikaciu respiracnej drahy. Zvieratdm bola pocas hemisekcie a aj poc¢as vpichovania FG
podévand halotdnova anestéza v pomere 1:1 zmes O, a NO, Hemisekcia miechy bola
uskuto¢nend na hornej cervikalnej urovni, zvieratd prezivali 2 dni. Vpichovanie FG sme
vykonali na urovni Cy4 a zvieratd prezivali 5 dni.

V prvej a druhej skupine zvierat boli pre imunocytochemické analyzy experimentalne zvierata
anestetizované tiopentalom (50mg/kg, i.p), transkardidlne preplachnuté fyziologickym
roztokom a nasledovne 4% paraformaldehydom v 0.1 M fosfatovom pufri (PBS; pH 7.4). Po
preseknuti chrbtice prediiené miecha a C4, Cs a C¢ miechové segmenty boli uvolnené z
miechového kanala. Segmenty boli uskladnené vo fixative na 3 hodiny pri 4 °C a potom boli
prelozené do 30% sacharozy pri 4°C na dobu 48 hodin. Po dvoch diioch cervikalne segmenty
a predizena miecha boli krajané kryostatom (Leica) na 30 um hrubé rezy.

Na zobrazenie pritomnosti SGC miechové segmenty boli 3x10 minut preplachované v TBS,
inkubované primarnou protilatkou sGC B1, riedenou v pomere 1:5000 s TBST po dobu 2 dni
pri 4°C, rezy boli preplachnuté 3x TBST a sekundarnou protilatkou anti-mouse
(¢ervend — flourescen¢nd) v pomere Sul/l1 ml v TBST na 2 hodiny pri izbovej teplote. Tato
reakcia prebiehala v tme. Kedze sme pouzili metodu dvojitého farbenia na tych istych rezoch
sme zobrazili aj nNOS. Rezy sme preplachli v TBS na 10 mintt a potom v PBS 2x10 mint,
d’alej sme ponorili rezy do 5% NGST (goat serum) na 2 hodiny pri izbovej teplote, pridali
sme primarnu protilatku nNOS rabbit, riedenie 1:1000 s 5% NGST (goat serum), takto rezy
ostali v chladni¢ke do rana. Dal§i defi sa rezy preplachli PBS 3x10 minut, pridand bola
sekundarna protilatka anti-rabbit (zelena fluorescencnd) riedend v pomere Sul/1 ml v 5%
NGST 2 hodiny pri izbovej teplote. Posledny krat boli rezy preplachnuté v PBS 3x10 minut
a nasledne boli natiahnuté na sklicka a zamontované.

V tretej skupine, kde bola respiracna drdha vizualizovana prostrednictvom retrogradneho
znackovaca FG, boli zvierata prezivajuce 5 dni po vpichnuti FG transkardidlne preplachnuté
rovnako ako zvierata v prvej a druhej skupine. Segmenty uvol'nené z miechového kanala boli
vo fixative na 3 hodiny a nasledovne boli preloZzené do 30% sachar6zy pri 4°C na dobu 24
hodin. Segmenty boli krajané v hrubke 30 pm, natiahnuté rezy boli farbené aj na nNOS,
postupom aky je uvedeny vyssie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto praci sme sa pokusili zistit, ¢i signalizacia bulbospindlnej drahy je realizovana
prostrednictvom NO-cGMP. V naSich predchadzajocich pracach sme dokazali, Ze
bulbospindlnu  draha, spajajuica NOS-IR neurény v predizenej mieche snNOS
immunonegativnymi neurénmi frenického jadra je nNOS-IR.

Expresia neurénovej syntdzy oxidu dusnatého (nNOS) a al podjednotky sGC bola
identifikovana fluorescencne. Vyskyt nNOS bol zaznamenany v neuropile frenického jadra
u vSetkych experimentdlnych zvierat. Motoneurony frenického jadra lokalizované v sivej

hmote v rozmedzi C4-Cs boli sGC al fluorescencné (Fig. 1 A), ale neboli sfarbené na nNOS
(Fig. 1 B).
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Fig. 1 A Fig. 1 B

V skupine potkanov, uktorych bola vykonana hemisekcia sme zaznamenali silné
fluorescenéné nNOS bodkovanie okolo sGC ol motoneurénov vo frenickom jadre
kontralateralne k strane poskodenia (Fig. 2 A). Vyrazné znizenie bodkovanej fluorescencne;j
nNOS v neuropile frenického jadra sme zaznamenali ipsilateralne k strane poskodenia (Fig. 2
B).

Cy

PunctanNOS

™\
7

ipsilateral - contralateral
Fig.2 A ' Fig.2 B

V tretej skupine, kde bol na identifikaciu respiracnej drahy pouZity retrogradny znackovac FG
sme zaznamenali mnozstvo FG sfarbenych fluorescenénych vldkien vo ventralnom
a lateralnom funikule ipsilateralne k strane vpichnutia (Fig. 3 A). Rovnaké vlakna boli nNOS
fluorescenéné (Fig. 3 B).

Ipsilateral

Fig.3B

V praci sme demonstrovali existenciu NOS a sGC al fluorescenénych neurénov v
bulbospinalnej respiracnej drahe, spajajucej respiracné jadra v predlzenej mieche s frenickymi
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motoneurénmi v C4-C¢ segmentoch. NaSe vysledky poukazuja na pritomnost NO-cGMP
dréhy v bulbospinélnej respiracnej drahe.

V nasej dalSej praci by sme sa chceli zamerat’ na eferentni Cast’ tejto respiracnej drahy.
Pokusime sa identifikovat’ hladinu cGMP vo frenickom nerve a v branici, ked’ze kolokalizacia
nNOS a GC v kostrovych svaloch podporuju koncept, ze GC moze byt’ dolnopradovy ciel pre
NO (Abraham a kol., 1998). Autori v praci dokumentuju aj u¢inok cGMP ako sekundarneho
prenasaca, ktorym NO inhibuje kontrakciu branice.
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PREDBEZNA CHARAKTERIZACIA PLAZMIDU PSRD77 Z KMENA
SELENOMONAS RUMINANTIUM

Fecskeova L.

Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

V tejto praci sme Studovali ulohu rekombinacie v evolucii plazmidov Selenomonas
ruminantium. Pomocou Specifickej PCR amplifikacie a naslednej sekvencnej analyze sme
Ciastocne charakterizovali novy krypticky plazmid pochédzajuci z kmena S. ruminantium 77,
nazvany pSRD77. Zistili sme, ze kym gén kodujuci samotny replikacny protein vykazuje
najvyssiu podobnost’ replikaCnym proteinom z Bacillus cereus a replikanym proteinom
ostatnych plazmidov zo S. ruminantium je len vzdialene podobny, oblast’ nachadzajuca sa
downstream od tohto génu zdiela pozoruhodni homologiu s plazmidom pSRDI91
izolovanym z kmefia S. ruminantium 19 (Sprincova a kol., 2005). Okrem toho detegovali sme
limitovanu homologiu aj s viacerymi plazmidmi S. ruminantium na kratkom useku v mieste
lokalizacie SRSR elementov (Selenomonas Ruminantium Sequence Repeats) (Nakamura
a kol., 1999). Tento vysledok poukazuje na vysoktu pravdepodobnost’ vymeny resp. ziskania
funk¢nej rep-génovej kazety mechanizmom rekombindcie.

UvOD

Plazmidy izolované¢ z Gram-negativnej bachorovej baktérie Selenomonas ruminantium sa
vacSinou malé, kryptické plazmidy, replikujiice sa mechanizmom valivej kruznice (rolling
circle replication, RCR) aich replikacné proteiny patria do RepL rodiny replikacnych
proteinov. Ich d’alSou charakteristickou ¢rtou je pritomnost’ kratkych, vysoko konzervovanych
sekvencii na ich genéme, z ktorych tzv. SRSR elementy su najznamejSie a najrozsirenejsie.
KedZe vSetky tieto sekvencie st vysoko konzervované, pripisuje sa im isty biologicky
vyznam, ktory vSak doposial’ nebol experimentalne potvrdeny. Predpoklada sa, Ze tieto oblasti
by mohli predstavovat’ akési ,,rekombina¢né horuce miesta”, prostrednictvom ktorych by
mohlo dojst k vymene resp. presunu kompletnych génovych kaziet rekombinacnymi
mechanizmami. Podobne aj dvojica plazmidov pSRD191(Sprincova a kol., 2005) a pSRD192
(Ivan a kol., 2006), izolovana a Ciastocne charakterizovand na nasom ustave, zdiel'a kratke,
homologické sekvencie obklopujiice gén pre replikacny protein. Takato genetickd organizacia
by mohla umozinovat prenos celych rep-génovych kaziet pomocou rekombindcie.
Vychadzajic ztohto predpokladu navrhli sme PCR priméry na zéklade detegovanej
homologie, ktoré amplifikuji rep gén aprilahlé oblasti a Studovali sme vyznam
homologickych oblasti v procese rekombinéacie.

MATERIAL A METODY

Kultivacia a izolacia DNA. Bakteridlny kmen S. ruminantium 77 sme kultivovali anaerébne
v selektivnom M 10 médiu podla Tiwari a kol. (1969) pri 37 °C. Celkovi DNA sme izolovali
metédou neutrdlnej 1yzy pomocou SDS anaslednej extrakcie chloroformom (Pospiech
a Neumann, 1995). Rekombinantnu plazmidovi DNA sme izolovali metddou alkalickej lyzy.

PCR amplifikacia. Ako templat v PCR reakciach sme pouzili totdlnu DNA kmena S.
ruminantium 77. Teplotno-Casovy profil PCR reakcie pozostaval z inicianej denaturacie pri
95 °C pocas 3 minut, z 35 cyklov s nasledujicimi parametrami: denaturacia (95 °C, 45 s);
annealing (54-60 °C, 45 s); elongacia (72 °C, 45 s) a zaverecnej elongacie 10 min pri 72 °C.
Pouzili sme priméry SRDrecF (5-TCTCGAAAATGGGGCGCAGC-3") a SRDrecR (5'-
TTTGAGAMACTCATAAGTGCGCATTC-3"). Inverzni PCR sme uskuto¢iiovali pomocou
primérov  Sru77INV F (5-AAGACCCTAAGCCTGAAAACG-3') aSru77INV R (5'-
ATTAAAGTCTGTGTATCGGCTCTG-3").
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pBBR1 Bordetella bronchiseptica
pBHRK19 Escherichia coli
pSx-Qyy Sphingomonas xenophaga

pACRY06 Acidiphilium cryptum

pGOX5 Gluconobacter oxydans
pJK21 Gluconacetobacter europaeus

pXCV19 Xanthomonas campestris

pNAH7 Pseudomonas putida

pWWO Pseudomonas putida

pDTG1 Pseudomonas putida

pBMBt1 Bacillus thuringiensis
pAM10.6 Pseudomonas fluorescens

l pSERB2 Escherichia coli

— p9L Histophilus somni

pONE430

-

pSNK6 Staphylococcus

pIM13 Bacillus subtilis

pE33L5 Bacillus cereus
pBMZdX Bacillus mycoides

pONE429 Selenomonas ruminantium
pSRD192 Selenomonas ruminantium

pKL1 Escherichia coli

pHS649 Histophilus somni

pJW1 Selenomonas ruminantium

pOM1 Butyrivibrio fibrisolvens

Selenomonas ruminantium

pSRD77 Selenomonas ruminantium
pTRACA17 uncultured bacterium

pAH1271 Bacillus cereus
pH308197 Bacillus cereus

aureus

pOX1000 Staphylococcus aureus
pSN2 Staphylococcus aureus

pT48 Staphylococcus aureus

pNE131 Staphylococcus epidermidis
pNAK1 Clostridium saccharoperbutylacetonicum

pSRD191 Selenomonas ruminantium

pS86 Enterococcus faecalis

Obr. 1. Fylogenetické porovnanie pribuznosti Rep proteinu plazmidu pSRD77 s ostatnymi

¢lenmi RepL rodiny replikacnych proteinov.
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Reak¢né podmienky inverznej PCR boli nasledujuce: po inicia¢nej denaturacii (95°C, 3 min)
nasledovalo 35 cyklov s parametrami denaturacia (95°C, 2,5 min), annealing (55°C, 2,5 min)
a extenzia (72°C, 2,5 min) a zaverecna extenzia pri 72°C pocas 10 minut.

Molekularne klonovanie. Vybrané PCR amplikony sme ligovali do plazmidového vektora
pTZ57R/T (Fermentas, Litva) a touto rekombinantnou DNA sme transformovali kompetentné
bunky Escherichia coli ER2267. Plazmidovu DNA z rekombinantov sme podrobili
sekvenCnej analyze a ziskané nukleotidové sekvencie sme porovnavali s NCBI (National
Center for Biotechnology Information) databazou algoritmom BLAST (Altschul a kol., 1990).
Parové porovnanie plazmidov sme urobili pomocou mVista servera dostupného cez www
rozhranie (http:/genome.lbl.gov/vista; Frazer a kol., 2004).

VYSLEDKY A DISKUSIA

PCR amplifikdciou a naslednou sekvenc¢nou analyzou sme Studovali mozni ulohu
rekombindcie pri evolicii plazmidov. Na podrobnt charakterizaciu sme vybrali PCR produkt
o velkosti 1160 bp ziskany z kmena S. ruminantium 77 pouzitim SRDrec primérov
amplifikujucich rep gén a obklopujucu oblast. Sekvencnd analyza odhalila pritomnost
jedného otvoreného Citaciecho ramca kodujuceho replikaény protein, ktory vykazoval
najvyssiu podobnost’ s replikaénymy proteinmi z Bacillus cereus (60 %) aplazmidom
pTRACA17 z nekultivovanej baktérie z I'udskych faecaes a bol len vzdialene podobny Rep
proteinom zo S. ruminantium (Obr. 1). Z tohto porovnania vyplyvalo, ze Studovany PCR
amplikon pochadza pravdepodobne z nateraz nezndmeho plazmidu, v d’alSom kroku sme
preto navrhli inverzné PCR priméry na zaklade uz zndmej sekvencie fragmentu DNA, ktoré
amplifikovali zvySok plazmidu. Po PCR reakcii sme ziskali fragment o vel'kosti priblizne 900
bp, ktory sme tiez klonovali apodrobili sekven¢nej analyze. Porovnanie nukleotidovej
sekvencie s GenBank databazou ukazalo, ze tento PCR fragment vykazuje pozoruhodnt
homolégiu s plazmidom pSRDI191 na useku dlhom priblizne 530 bp nachddzajucom sa
downstream od génu pre replikacny protein (Obr. 2). Okrem toho na kratkom tuseku v tejto
oblasti sme detegovali limitovani homoldgiu aj s inymi plazmidmi zo S. ruminantium, a to
konkrétne s pPONE429 a pONE430 (Nakamura a kol., 1999), pSRDI192, pS23 (GenBank
M86247) aplIM1 (Z49917), ktorad sa na tychto plazmidoch nachadzala vacSinou v mieste
lokalizacie SRSR elementov. Jednotlivé Casti ziskanej nukleotidovej sekvencie plazmidu sme
spojili pomocou programu BioEdit (Hall, 1999) a plazmid o velkosti 1470 bp sme nazvali
pSRD77.
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Obr. 2. Parové porovnanie plazmidov pSRD77 a pSRD191. Lokalizéacia génu pre replika¢ny
protein plazmidu pSRD77 je znazornena Sipkou.

Replikédcia RCR plazmidov, akymi su aj malé plazmidy Selenomonad, prebieha cez vysoko
rekombinogénny jednovlaknovy DNA intermediat. Existuju priame dokazy o tom, Ze takato
molekula vyrazne zvysSuje rekombinacnu kapacitu plazmidov (Bron a kol., 1990), tym, ze
predstavuje substrat pre rozne enzymy interagujuce s DNA, ktoré moédzu katalyzovat
homologicku alebo nehomologickl rekombinaciu, v dosledku ktorého ¢asto vznikaju rozne
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typy Strukturdlnej nestability plazmidov. V naSich predchadzajucich experimentoch pri
analyze viacerych rep-génovych kaziet zo S. ruminantium aj my sme zaznamenali vysokl
frekvenciu genetickej nestability pSRD191- resp. pSRD192-podobnych plazmidov (data
neuvedené). Nase vysledky naznacuju, ze SRSR elementy a dalSie vysoko konzervované
sekvencie na gendmoch malych plazmidov S. ruminantium sa mézu podielat na vymene
génov pomocou rekombinacie.
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DETEKCIA FRAGILNYCH MIEST NA CHROMOZOMOCH HOVADZIEHO
DOBYTKA

Galdikova M., Sivikova K.

Katedra biologie a genetiky, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Chromozomové aberacie zistené v bunkach cicavcov st povazované =za jeden
z najvyznamnejSich biologickych markerov pre overenie genotoxického/karcinogénneho
u¢inku chemickych latok. V naSej praci sme sa zamerali na stanovenie spontannej
a indukovanej hladiny chromozémovych aberacii vystavenym pdsobeniu pozitivhym
mutagénov. Konvencnymi cytogenetickymi metédami sme potvrdili signifikantné zvySenie
hladiny chromozomovych aberdcii v bovinnych periférnych lymfocytoch indukovanych
pozitivnymi mutagénmi, etylmetylsulfonaitom (EMS) amitomycinom C (MMC).
Fluorescencna in situ hybridizacia je v porovnani s konvencnou technikou povazZovana za
senzitivnejSiu a menej pracnu metdodu aje obzvlast vhodnd na detekciu stabilnych
chromozoémovych aberécii, ako su translokacie. V naSej praci sa nam doposial’ nepodarilo
detegovat’ ziadne translokacie.

UvOD

Stada pastcich sa hospodarskych zvierat sa pokladaju za obzvlast vhodné biomarkery
celkove] genotoxicity prostredia, pretoze su exponované environmentalnym genotoxinom,
pricom tento kontakt nie je mozné simulovat’ v laboratérnych podmienkach (Catalan a kol.,
1995). Uginky genotoxickych latok sa premietaju na zdravotny stav hospodarskych zvierat
pomaly a nebadatel'ne, o to vSak zdvaznejSie, zniZzenim plodnosti, zvySenim embryonélnej
mortality, potratovosti, perinatdlnej mortality a vy$§im percentom vrodenych vyvinovych
chyb. ZhorSenie reprodukénych ukazovatel'ov v porovnani s rovnakymi kritériami toho istého
plemena v ekologicky dostacujacich podmienkach je jednou znajvhodnejSich metod
hodnotenia environmentalnej genotoxicity (Dianovsky, 1994). Letidlne génové mutacie,
chromozémové prestavby v gamétach, popripade preruSenie embryondlneho, ¢i fetdlneho
vyvinu indukované genotoxinmi spdsobuje mikroaborty atym znizenie reédlnej plodnosti.
Chromozomové aberacie su hlavnou pri¢inou predcasného prerusenia gravidity
u hospodarskych zvierat (Vanroose a kol., 2000).

Zékladom genetickej prevencie je preventivny genotoxicky program, ktory zabranuje Sireniu
genotoxickych zlicenin v pol'nohospodarstve a ich kumuldcii v prostredi. Pre tento zdmer sa
vyuzivaju mnohostupiiové testy zahriiujuce zdkladné kategorie- mutagenitu a karcinogenitu,
popripade teratogenitu (Albertini a kol., 2000).

Poc¢as mnohych rokov sa na overenie genotoxickych, resp. karcinogénnych ucinkov
chemickych latok hodnotia génové mutacie a/alebo chromozémové aberacie. Obidva typy
poskodeni deteguju ireverzibilné zmeny v DNA, t.j. mutagénny, v pripade chromozémovych
aberacii tzv. klastogénny ucinok latky a st potvrdenim skorych ucinkov genotoxickych
karcinogénov.

Fragilné miesta predstavujii normdlnu stcast chromozémovej Struktiry (Glover, 2006)
a prednostne sit miestom vzniku gapov alebo zlomov pri ¢iasto¢nom preruseni syntézy DNA
(Arlt a kol., 2006).

V nasej praci sme sa zamerali na detekciu stabilnych chromozémovych aberacii pouzitim
celochromozémovych sond u hovéddzieho dobytka po expozicii pozitivnymi mutagénmi.

MATERIAL A METODIKA

V experimente bola pouzitd krv dvoch klinicky zdravych donorov hoviddzieho dobytka . Krv
bola odobrata sterilne z vena jugularis do sterilnych heparinizovanych injekénych striekaciek
a kultivovana pocas 72 hodin pri 38 °C v 5 ml kultivacného média RPMI 1640 s obsahom L-
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glutaminu a 15umol HEPES (Sigma, St. Louis, MO, USA). Kultivacné médium bolo
doplnené bovinnym fetdlnym sérom (15%) (BOFES, Sigma, Chemical Co. St. Louis, MO,
USA), antibiotikami (penicilin 250 U/ml a streptomycinom 250 pg.ml™” a fytohemaglutininom
(PHA, 180 pg.ml" Welcome, Dartford, England). Etylmetylsulfonat (Sigma, St. Louis, MO,
USA) v koncentracii 250 pg.ml" a mitomycin 0, 4 pmol.I"" boli pridané na poslednych 48 a
24 hodin kultivacie. Hodinu a pol pred koncom kultivacie bol do média pridany kolchicin o
finalnej koncentracii 5 pg.ml”. Suspenzia buniek bola kvapkana na &isté podlozné sklicka
a preparaty boli ofarbené Giemsom. Struktiirové aberacie boli hodnotené v 100 metafazach
pri 100 nadsobnom zvac¢seni. Ako Struktirové aberacie boli vyhodnocované chromozémové a
chromatidové zlomy, chromatidové a chromozémové vymeny. Gapy boli zaznamenané, ale
nezahrnuté medzi aberacie.

Preparaty na FISH boli pripravené konven¢nou cytogenetickou metédou. DNA chromozdémov
bola pri 72 °C pocas 2 minat (70% formamid/2xSSC, ph=7,0) a dehydratovana v 70%, 80% a
95% etanole. Na vizualizaciu aberacii boli pouzité celochromozémové fluorescenéne znacené
sondy pre bovinné chromozomy 1, 5 a 7(BOS 1-SO, BOS 5-SG a BOS 7-SO, Vyskumny
Ustav  Veterinarniho Lékatstvi, Brno, Ceska republika). Po denaturovani sondy
v hybridiza¢nej zmesi pri 72 °C pocas 10 minut nasledovala predhybridizacia pri 37 °C 90
minut. Po celono¢nej hybridizacii boli preparaty premyté v 2xSSC (2 x 5 min, 37°C), 50%
formamide v 2xSSC (2 x 5 min, 42°C), 0.1xSSC (2 x 5 min, 42°C), a TNT (Tris-NaCIl-Tween
20 buffer) (2 x 5 min, 37°C). Preparaty boli farbené¢ DAPI/Antifade (4’, 6’-diamo-2-
fenolindol, Q-BIOgene, UK). Vysledky hybridizacie boli vyhodnocované pomocou PAINT
systému (Tucker a kol.,, 1995) a zaznamenané pod fluorescenénym mikroskopom Nikon
(Labophot 2A/2) pomocou duélnych filtrov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky konvenénej chromozomovej analyzy st zhrnuté vtabulke 1. V porovnani
s kontrolnou skupinou sme zaznamenali Statisticky vyznamné zvySenie v pripade
chromatidovych aberdcii indukovanych pozitivnymi mutagénmi. V naSom pokuse sme
doposial nezaznamenali translokdcie u ziadnej z exponovanej skupin. Suvisi to s dosial
nedostatocnym poctom vyhodnotenych buniek ako aj so skutoCnostou, Ze v naSom
experimente boli pouzité len 3 sondy.

V laboratérnych podmienkach sa pre overenie experimentdlnych podmienok in vitro
pouzivajii  pozitivne mutagény, mitomycin C a etylmetylsulfonat, ktoré su sucastou
kompletného testovacieho protokolu. Pre porovnanie indukovanych frekvencii po expozicii
pozitivnych mutagénov je potrebné zistit’ spontannu troven translokdcii u zdravych jedincov
vystavenych len beznej davke klastogénnych/mutagénnych substancii z prostredia. Reza¢ova
a kol. (2003) publikovali len predneddvnom tieto udaje u hospodarskych zvierat. Hodnoty
indukovanych translokécii mozu sluzit' ako vhodny marker pri ur€ovani dopadu chronicke;j
expozicie ¢initel'ov vonkajSieho prostredia. Vzhl'adom na to, Ze pre hospodarske zvieratd je
dostupny len limitovany pocet sond, porovnanie ziskanych hodndt translokécii z jednotlivych
laboratorii je naro¢né. Vysledky z kazdého laboratéria vyZaduji korekciu na cely geném a pre
vyhodnocovanie aberacii musia byt zaistené rovnaké kritéria.

Mitomycin C (MMC), ako prirodné antitumorové antibiotikum, patri medzi cytotoxické
lieciva pouzivané v ramci chemoterapie pri lieCbe rozliénych druhov karcindmov. V testoch
genotoxicity je zahrnuty ako pozitivna kontrola pre overenie laboratornych podmienok MN
a SCE in vitro. Cytotoxicita MMC spociva primarne v tvorbe adicii baz a krizovych vézieb
v ramci vldken DNA a indukcii SCE (Schlade-Bartusiak a kol., 2002).
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Tab. 1. Indukcia chromozémovych aberacii v bovinnych periférnych lymfocytoch po
pdsobeni pozitivnych mutagénov.

Dose Types of chromosomal % breaks % aberrat. % Ml
aberration (xSD) cells
G CB IB CE IE

Donor 1

Control 6 1 - - - 1.0+£0.10 1.0+ 0.10 7.8
Treatment for 24 h

EMS ( 250 pg.ml™) 14 12 - 5 2 26.0+£0.64** 16.0£0.37*** 4.6**

MMC 14 5 - - - 50+0.045" 5.0+0.045° 6.9°
Treatment for 48 h

EMS ( 250 pg.ml™) 4 3 - - - 3.0+0.17° 3.0+0.17° 7.2°

MMC 13 12 1 - - 14.0+£0.40"* 12.0+0.32** 4.9*

Donor 2

Control 2 1 - - - 1.0£0.10 1.0+ 0.10 7.7
Treatment for 24 h

EMS( 250 ug.ml™ 7 20 - 9 - 38.0+£0.79*** 24.0+0.43** 3.5

MMC 5 9 - - - 9.0 £ 0.28* 9.0+0.28** 6.6°
Treatment for 48 h

EMS( 250 pg.ml'” 4 7 - - - 7.0 £0.25* 7.0+025* 6.5

MMC 8 16 - 1 - 18.0+043** 16.0+0.37*** 4.4*

* kR ek Statistickd vyznamnost' (P<0.05, P<0.01, P<0.001, xztest)

a- Statisticky nevyznamné udaje

CB, IB- chromatidové, izochromatidové zlomy, CE, IE- chromatidové, izochromatidové
vymeny

G- gapy, nezahrnuté do Statistickych udajov

Etylmetylsulfonat (EMS) je povazovany za genotoxicky karcinogén. EMS ako alkyla¢na
substancia sa znacne pouzivala a stale aj pouziva na Stidium toxicity, vyplyvajucej z etylacie
makromolekul tkaniv, obzvlast DNA. EMS je pouzivany ako pozitivna kontrola pri detekcii
chromozémovych aberdcii in vitro. V literature je vSak popisanych len niekolko prac
zaoberajucich sa detekciou translokécii po expozicii pozitivnymi mutagénmi (Ellard a kol.,
1996, Satoh a kol., 2002; Abdel- Halim a kol., 2005). Udaje u zvierat su eSte zriedkavejSie
alebo uplne chybaju.

Chromozomové aberacie predstavuji biologicky marker expozicie klastogénov a nachylnosti
k rozvoju rakovinovych ochoreni. St uznané ako hodnotny cytogeneticky biomarker efektu,
pravdepodobne ako jediny zcytogenetickych biomarkerov, ktory je medzindrodne
Standardizovany a potvrdeny (Carrano a Natarajan, 1988; Albertini a kol., 2000).
Celochromozémové farbenie (WCP) ma vSestranné vyuzitie, ktoré je spojené s jej
schopnostou detekcie chromozémovych aberacii. Uplatiiuje sa v klinickej cytogenetike, kde
sluZi na objasnenie translokacii a inzercii nejednozna¢nych pri bandovacej technike, d’alej
v biodozimetrii po in vivo expozicii (napr. ionizacnym ziarenim) a pri in vitro $tadiach pri
osvetlovani zédkladného biologického mechanizmu indukcie aberacii rozli¢énymi klastogénmi
(Tucker a kol., 1995).
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VYSKYT VZDUSNYCH MIKROORGANIZMOV V BIOAEROSOLE V OKOLI
CISTIARNE ODPADOVYCH VOD

Gregova G., Venglovsky J., Ondrasovi¢ova O., Sasakova N., Lakti¢ova K., KiSova J.
Katedra hygieny chovu zvierat a zivotného prostredia, UVL Kosice

ABSTRAKT

Biologické nebezpecenstvo vo forme inhaladcie vzdusnych mikroorganizmov predstavuju
prevadzky Zivocisnej, rastlinnej vyroby a spracovania odpadov z nich.

Cistiarne odpadovych vod st na jednej strane ddlezitym krokom v ochrane Zivotného
prostredia a zlepSeniu kvality nasich tokov. AvsSak na strane druhej pri ich ¢innosti dochadza
k uvolmovaniu mnozstva mikroorganizmov do okolit¢tho ovzduSia a k tvorbe potencidlne
nebezpecného bioaerosdlu. Cielom naSej prace bolo zistit’ miesta s najvacSou koncentraciou
vzdusnych mikroorganizmov v suvislosti so sezonnymi vplyvmi a identifikovat' zdravotné
rizika v prevadzke Cistiarni odpadovych vad a jej okoli.

UvOD

Bioaerosdl je disperzna sustava pozostavajica z biotickych a abiotickych zloziek, medzi ktoré
patria aj baktérie, virusy, huby, protozod, mykotoxiny, endotoxiny, prachové Castice a iné
(Cox a Wathes, 1995).

Vznik, zanik a rozSirovanie bioaerosdlu su zavislé od biotickych faktorov, ktoré vplyvaju na
zivotaschopnost’ organizmov a od abiotickych faktorov, ktoré riadia uvolfiovanie, transport
a disperziu mikroorganizmov (Chudoba akol., 1991). V pracovnom prostredi cistiarne
odpadovych vod su ovplyvnené mechanickymi, fyzikdlnymi a chemickymi procesmi Cistenia,
pri ktorych dochadza k aeracii, premiestiiovaniu, tvorbe bublin a Spliechaniu vody
(Ondrasovi¢ a kol., 1996). Tieto Cistiace procesy su zamerané na odstrafiovanie, inaktivaciu
patogénov a parazitov, sucasne sa vSak mikroorganizmy mozu dostat’ do vzduchu daného
pracovného prostredia (Michels, 2001).

Podmienky prostredia vyznamne ovplyviiuju koncentrdciu mikroorganizmov v ovzdusi
Cistiarne. Na prezivanie mikroorganizmov vo vzduchu vplyvaja faktory ako teplota, relativna
vlhkost’, pridenie vzduchu, rocné obdobie, Cast’ diia, slne¢né Ziarenie, vel'kost’ Castic a iné
(Handley a Webster, 1995)

MATERIAL A METODIKA

Na meranie bioaerosolu bol v pokuse pouzity pristroj MAS-100 Eco. Je to vysokovykonny
pristroj, vyuZzivajuci princip Andersenovho aeroskopu, ktory nasdva vzduch cez perforovanu
platnicku. Prud vzduchu s ¢asticami je nasmerovany na Standardntl Petriho misku s & 90 mm,
obsahujucu agar. Merany objem vzduchu bol 2, 5,10 a 20 litrov. Po expozicii sa platne dali
inkubovat’. Endoagar, misopeptonovy agar pri teplote 37°C pocas 24 hodin a saboraudov agar
pri izbovej teplote po€as 4 dni. Po uplynuti doby inkubdacie boli od¢itané porastené kolonie,
nasledne upravené pomocou korekénych tabuliek a prepoéitané na m’.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V pokuse sme stanovovali koncentracie mikroorganizmov v prostredi Cistiarne odpadovych
vod pocas zimy aleta. Vysledky boli dané do suvislosti s relativnou vlhkostou
vzduchu, teplotou prostredia a hodnotili sme vplyv tychto fyzikadlnych ukazovatelov
a sezonnych vplyvov na hladinu vzdusného bioaerosoélu.

Vysledky zistené pocas leta boli zna¢ne zvySené oproti zimnému obdobiu, ¢o suvisi so
zvysSenou hodnotou teploty a znizenim relativnej vlhkosti (tab.1, tab.2).

Najvicsia koncentracia mikroorganizmov bola v prvej faze ¢istenia odpadovych vod, ¢ize pri
hrubom predcisteni na hradliciach, jemnom predCisteni na lapacoch piesku a na sitach. Pocty
mikroorganizmov zistené na pritoku su ukazovatel'om znecistenia odpadovych vod v danej
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zbernej lokalite a po¢et vzdusnych mikroorganizmov je vyrazne ovplyvneny smerom vetra
a vzdialenostou odberového miesta od vodnej hladiny na pritoku. ZvySena vlhkost’ vzduchu
(v dosledku zvySenej aeracie, miesania a Spliechania) a dostatok organickych latok v oSetrenej
vode predstavujui idedlne podmienky pre prezivanie mikroorganizmov v bioaeroséle v tomto
prostredi. Pri sedimentacnych, aktivaénych nadrziach a pri odvodiiovani kalov boli hodnoty
mikroorganizmov nizsie, ¢o suvisi sich predchddzajucim spracovanim odpadovych vod.
Merania vo vonkajSom prostredi mozu podstatne ovplyvnit’ aj poveternostné podmienky.

Tab. 1. Hodnoty merani bioaerosélu v ¢istiarni odpadovych vod pocas leta.

Miesto odberu Tenlota Relativna CPM KB Plesne Kvasinky
p vlhkost’ KTJ/m® KTJ/m® KTJ/m® KTJ/m®
Pritok 26°C 40% 5,35-10° 0,45-10° 34,5-10° 0,4:10°
gf)‘:l;’e predistenie 26,5°C 49% 410° 0 30.7-10° 0.2:10°
(}(11; ‘:Se predistenie 25°C 45% 13,7-10° 0.8-10° 17.8-10° 3-10°
Pargalov merny ZPab 26,5°C 45% 6-10° 3,5:10° 44-10° 1,7-10°
‘('gl‘l‘:l‘)'e predistenie 25.3°C 46.2% 22:10° 0.1-10° 22:10° 2.05-10°
Lapa¢ piesku 24,4°C 45,9% 87,5-10° 17,83-10° 52-10° 3,6:10°
Sedimenta&na nadri 27,2°C 44,5% 2,5:10° 0 341-10° 510°
Odvodiiovanie kalov 25,6°C 45,6% 8,5:10° 0,5:10° 50-10° 1,5:10°

CPM - celkovy pocet mikroorganizmov
KB - koliformné baktérie
KTJ — kolénie tvoriace jednotky

V zavislosti od zdroja, disperzného mechanizmu vo vzduchu a prevladajicich podmienok
prostredia sa meni jeho zlozenie, velkost’ a koncentracia mikrobialneho znecistenia. Vyssie
riziko bioaeros6lu je v mensSich miestnostiach, s nedostato¢nou ventilaciou, kde prostredie
poskytuje podmienky pre rast a prezivanie mikroorganizmov v bioaerosole (Seltzer, 1994).

V uzavretych priestoroch Cistiarne boli zistené vysSie hodnoty bioaerosélu, hlavne tam kde
dochadzalo k aeracii alebo premiestiiovaniu vody pri sucasnej nedostatoénej vymene
vzduchu. Existuje tu potencidlne riziko vystavenia pracovnikov zvysenej hladine bioaerosolu.
Bolo zistené, Ze pracovnici Cistiarni maji zvySeny vyskyt ochoreni priamo suvisiacich s ich
vystavovanim sa bioaerosélu (Melbostad a kol.,1994). Jeho pdsobenie na zdravie I'udi a
zvierat zavisi od druhu, rastovych podmienok aod Zzivotaschopnosti vyskytujacich sa
mikroorganizmov, preto predstavuje zdravotné riziko pre osoby, ktoré pracuju v Cistiarni
odpadovych vod, alebo ziju v jej okoli (Brandi a Amagliani, 2000).
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Tab. 2. Hodnoty merani bioaerosélu v ¢istiarni odpadovych vod pocas zimy.

Miesto odberu Tenlota Relativna CPM KB Plesne Kvasinky
p vlhkost’ KTJ/m® KTJ/m® KTJ/m? KTJ/m®
Pritok 0,9°C 68,2% 0,72:10° 0,23-10° 0,3-10° 0,3-10°
gf)‘l‘l‘)’e predistenie 0.3°C 71,5% 1.410° 0 0.1-10° 0.2:10°
(}(Ii;‘:l‘;e predistenie 3.5°C 73.7% 7.7-10° 2,3:10° 0 0.86:10°
Paralov merny ZPab 1,0°C 71,9% 3,6:10° 3,3:10° 0,2-10° 0,6:10°
Lapa¢ piesku 0,3°C 80,5% 12,3:10° 7,1-10° 0 1,45-10°
Sediment. nadr# 1,6°C 69,7% 0,65:10° 0,1-10° 0,2:10° 0,1-10°
Aktivaéna nadri 1,6°C 73,9% 0,3-10° 0 0 0,5-10°
Odvodiiovanie kalov 3,5°C 76,9% 1,2:10° 0,1-10° 0,2:10° 0

CPM - celkovy pocet mikroorganizmov
KB - koliformné baktérie
KTJ — kolénie tvoriace jednotky
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ABSTRAKT

Vplyv polymorfizmov v protein kodujicej oblasti PrP génu na vnimavost’ jedincov voci
prion6zam je zndmy uoviec, mysi aj ludi. Podobnt suvislost uhovéddzieho dobytka
naznacuju len experimentdlne Stadie na transgénnych mySiach. Cielom tejto prace bolo
pomocou metdd molekularnej genetiky (PCR, RFLP) porovnat vyskyt znamych
polymorfizmov v pocte oktapeptidovych repeticii a tichej zameny nukleotidu v kodéne 192 v
skupine BSE postihnutych jedincov oproti kontrolnej skupine zdravych zvierat. Vysledky
analyzy nepreukazali ziadne Statisticky vyznamné rozdiely v distribicii alel alebo
genotypov sledovanych polymorfizmov medzi vySetrenymi skupinami vzoriek.

UvOoD

Bovinna Spongioformna encefalopatia (BSE) patri do skupiny neurodegenerativnych
ochoreni, oznacovanych ako priondzy. Infekénym agensom je konformaéne pozmenena
molekula celularneho proteinu (PrPS), znama tiez ako prién (Prusiner, 1982). Vnimavost
a inkubagna doba prion6z je ovplyviiovand polymorfizmami v géne, kodujucom PrP¢
(Prusiner, 1991) u oviec (Goldmann a kol., 1990), mysi (Westaway a kol., 1994) a l'udi
(Collinge a kol., 1991). U hovidzieho dobytka nebola zistend ziadna suvislost’ medzi doteraz
znamymi polymorfizmami v protein kddujicej Casti tohto génu a vyskytom BSE (Hills a kol.,
2003). Protein kodujuca oblast’ PrP génu hovidzieho dobytka obsahuje pit’ alebo Sest’ kopii
usekov DNA dlhych 24 alebo 27 nukleotidov, ktoré kéduji aminokyseliny Pro-Gln/His-Gly-
(Gly)-Gly-Gly-Trp-Gly-GIn (Goldman a kol., 1991). Mozny vplyv poctu oktapeptidovych
repeticii voc¢i infekcii BSE bol zisteny len pri experimentdlnych Stadiach na mySiach.
Experimentalna infekcia BSE u transgénnych mysi, ktoré niesli o jednu az Styri oktapeptidové
repeticie viac (7-10 namiesto 5 alebo 6), sa prejavila kratSou inkuba¢nou dobou
a intenzivnej$im priebehom oproti mySiam, nesticim alely s piatimi alebo Siestimi repeticiami
(Castilla a kol., 2004, 2005). V inej experimentalnej Studii, Brun a kol. (2007) zaznamenali
slab$iu vnimavost’ vo¢i infekcii BSE u transgénnych mysSi s piatimi repeticiami nez u mys$i so
Siestimi repeticiami. Goldmann a kol. (1991) zaznamenali tichi zdmenu nukleotidu 44C —
AAT vkodoéne 192 protein kodujiicej oblasti PrP génu hovddzieho dobytka, ktora sa
vyskytovala len na alele so Siestimi oktapeptidovymi repeticiami. Cielom prace bolo
porovnat’ variacie v pocte oktapeptidovych repeticii a vyskyt tichej zdmeny nukleotidu
v kodéne 192 medzi kontrolnou skupinou hovidzieho dobytka a skupinou zvierat, u ktorych
bola potvrdend infekcia BSE.

MATERIAL A METODIKA

Pre ucel nasej analyzy sme vysSetrili 18 vzoriek genomickej DNA pochadzajucich zo zvierat,
u ktorych bol Statnym veterindrnym tstavom vo Zvolene potvrdeny vyskyt BSE a 215
vzoriek genomickej DNA pochadzajucich zo zdravych zvierat. Vzorky DNA BSE -
pozitivnych zvierat boli ziskané z tkaniv pomocou High pure PCR template preparation kitu.
Vzorky DNA kontrolnych zvierat boli ziskané metdédou izolacie z krvnych leukocytov podla
Sambrooka a kol. (1989). Sledované polymorfizmy sme analyzovali metédou polymerazove;j
retazovej reakcie (PCR) a Stiepenim produktov pomocou restrikénych enzymov (RFLP). Na
analyzu polymorfizmu v pocte oktapeptidovych repeticii bola pomocou nami navrhnutych
primerov (Tab. 1.) pouzitd metéda nested PCR. V prvej reakcii boli pomocou primerov PrP-
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CDS-F a PrP-CDS-R amplifikované 1256 bp / 1280 bp dlhé produkty, ktoré zahtnali protein
koédujiicu oblast PRNP génu hovéddzieho dobytka. Tieto produkty boli pouzité ako templat
v druhej PCR reakcii, pri ktorej boli pomocou primerov Tokt-F a Tokt-R amplifikované 555 bp /
579 bp dlhé produkty predstavujlice 5, resp. 6 oktapeptidovych repeticii. Obe reakcie prebehli
za podmienok inicidlnej denaturacie (94°C, 5 min), vlastnej amplifikacie (Tab. 1.) a findlne;j
extenzie (72°C, 10 min). Produkty prvej reakcie (1256 bp / 1280 bp) boli pouzité aj pri
analyze pritomnosti tichej zameny nukleotidu v kodéne 192. Na analyzu bola pouzita
reStrikénd endonukleaza Hindll, ked’ze oblast’ kodonu 192 predstavuje Stiepiace miesto pre
tento enzym. Pritomnost’ alely AAC bez zdmeny nukleotidu bola charakterizovana vznikom
reStrikénych fragmentov. V pripade alely so zdmenou nukleotidu (447) k Stiepeniu
nedochddzalo. VSetky PCR produkty areStrikéné fragmenty boli analyzované v2 %
agarézovom gély v Ix TAE tlmivom roztoku po ofarbeni etidium-bromidom a vizualizécii
pod UV lampou. Ako Standard molekulove; hmotnosti bol pouzity 100 bp DNA ladder.
Vysledky analyz sme Statisticky vyhodnotili pomocou Xz — testu a Fisherovho exaktného
testu.

Tab. 1. Primery pouZité pri analyze

Primer Nukleotidova sekvencia 5°-3" Produkt Podmienky PCR
PrP-CDS-F | CTA GGG TCC CCA CAA GAA CAA G 35x: 94°C, 1min.;
1280 bp 61,8°C, Imin.;

PrP-CDS-R | ACG GGG CTG CAG GTA GAT A 72°C, 1min.;
Tokt-F TTT GTG GCC ATG TGG AGT GAC G 35x: 94°C, lmin.;

579 bp / 555 bp 56,6°C, 1min.;
Tokt-R CCC CTT GGT GGT GGT GGT GA 72°C, Imin.;
VYSLEDKY A DISKUSIA

V oboch vySetrovanych skupindch sme zaznamenali prevazny vyskyt homozygotnych
jedincov pre Sest’ oktapeptidovych repeticii. Hoci bol tento genotyp v kontrolnej skupine
zastupeny u 94,4 % jedincov oproti 88,9 % jedincov v skupine BSE postihnutych zvierat,
Statistickou analyzou sme nezaznamenali Ziadne signifikantné rozdiely (Tab. 2.). Podobne pri
analyze distribucie alel sme nezaznamenali Statisticky vyznamné rozdiely. Zo vSetkych
vySetrovanych zvierat ani u jedného jedinca nebol zaznamenany homozygotny genotyp pre
pat’ oktapeptidovych repeticii.

Tab. 2. Frekvencie vyskytov genotypov a alel vySetrenych polymorfizmov

Polymorfizmus . pocet Frekvencia vyskytu genotypov Frekvencia vyskytu alel
n 6/6 6/5 5/5 6 5
Oktapeptidové kontrola 215 0,9442 0,0558 0,0 0,9721 0,0279
repeticie BSE+ 18 0,8889 0,1111 0,0 0,9444 0,0556
ns, p = 0,2952 ns, p = 0,2953
Polymorfizmus pocet Frekvencia vyskytu genotypov Frekvencia vyskytu alel
n aac/aac aac/aat aat/aat aac aat
. kontrola 215 0,8232 0,1442 0,0326 0,8953 0,1047
Kodoén 192
BSE+ 18 0,7222 0,2778 0,0 0,8611 0,1389
¥2 analyza neplatna ns, p =0,7639

ns = nesignifikantné
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Pri analyze vyskytu tichej zameny nukleotidu v kodone 192 sme zaznamenali najvyssi vyskyt
alely AAC a homozygotného genotypu A4C/AAC v oboch vySetrovanych skupindch (Tab. 2.).
Vyskyt homozygotného genotypu so zamenou nukleotidu (447/4AAT) sme zaznamenali len
v kontrolnej skupine zdravych zvierat. Rozdiely v distribucii alel a genotypov neboli
Statisticky vyznamné. Alela AAT v kodone 192 sa vyskytovala len u homozygotnych jedincov
pre Sest’ oktapeptidovych repeticii. VSetky heterozygotné jedince v pocte oktapeptidovych
repeticii mali homozygotny genotyp 44C/AAC v kodoéne 192.

Vysoky vyskyt alely so Siestimi oktapeptidovymi repeticiami bol zaznamenany viacerymi
$tidiami na hoviddzom dobytku chovanom v Eurépe (Walawski a Czarnik, 2003) alebo v Azii
(Jeong akol., 2005; Nakamitsu akol., 2006). Jeong akol. (2005) vo svojej Studii na
korejskom dobytku Hanwoo analyzovali okrem polymorfizmu v pocte oktapeptidovych
repeticii aj vyskyt tichej zameny nukleotidu v kodéne 192. Vysledky boli porovnatelné
snaSimi, ked'Ze vSetky vySetrované jedince tohto plemena boli homozygotné pre Sest’
oktapeptidovych repeticii. Kodon 192 sa genotypovo vyskytoval najcastejSie v homozygotne;j
forme bez zdmeny nukleotidu. Napriek vysledkom experimentdlnych §tadii a mnohym
Stididm na hovddzom dobytku, doposial nebola zistend stvislost medzi poctom
oktapeptidovych repeticii v PrP géne a vhimavostou vo¢i BSE u hovidzieho dobytka.
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ABSTRAKT

Aminokyseliny su doélezitymi stavebnymi jednotkami proteinov atiez sluzia pre syntézu
viacerych biologicky aktivnych zli¢enin. Zmeny vo vylucovani aminokyselin ako aj ich
metabolitov ako napriklad kreatinin, kyselina mocovd, mocovina a amoniak mézu byt
vyvolané aj zmenami v metabolizme proteinov a aminokyselin. V pripade rakovinového
procesu v oblicke mozeme predpokladat’ zasah do aminokyselinovych rezerv ich vyuzivanim
pre svoj metabolizmus ako aj ich derivatov polyaminov, ktoré st takisto nevyhnutné
pre proliferaciu buniek nadoru. Vysetrili sme 71 pacientov s karcinomom obliciek, 53 muzov
a 18 zZien, u ktorych sme sa zamerali na zmeny hladin aminokyselin, vratane zmien pH mocu,
koncentracie kreatininu, kyseliny mocovej, moCoviny a amoniaku v prvom rannom moci
pacientov s karcinomom obli¢ky pred nefrektomiou a 7 dni po nefrektomii. Ako kontrolnt
skupinu sme vysetrili 43 zdravych dobrovolnikov, 29 muzov a 14 zien. Zistili sme Statistickl
vyznamnost’ rozdielu vo vyluCovani glycinu v moci pacientov pred apo nefrektomii.
V porovnani so zdravymi pacienti s karcindmom oblicky vykazovali vyrazné zmeny
vo vyluCovani glycinu, serinu, kyseliny glutdmove;j, valinu, leucinu. V pripade vylucovania
glycinu a serinu dochadza k poklesu hodndét v moc¢i so zvySujucim sa Stadiom karcinomu
oblicky v porovnani s kontrolou. Korelatna analyza zavislosti vylucovania metabolitov
a aminokyselin od pH mocu ukazuje na zmenu transportnych mechanizmov glycinu, serinu,
treoninu, alaninu, kyseliny glutdmovej a ornitinu nasledkom rakovinového procesu.

UvOoD

Karcinom obli¢ky (RCC - Renal Cell Carcinoma) tvori asi 3% zhubnych nadorov a 90-95%
RCC nadorov vyrasta z oblicky. CC sa vyskytuje u muzov priblizne dvojndsobne viac ako u
Zien, najéastej$ie medzi 50 aZ 70 rokom Zivota (Horiidk 2003). Statistika RCC ochoreni je
alarmujuca, pretoze priznaky choroby sa objavujui takmer u tretiny I'udi az v diseminovanom
Stadiu. Priemerné 5 ro¢né preZivanie je 60%, pri metastatickom ochoreni do 10% (Kashyap a
kol., 2005).

Aj ked doteraz bolo velké mnoZstvo potencialnych markerov testovanych na RCC v moci
pacientov, zatial' sa ziaden efektivny marker neuplatnil v rutinnej klinickej praxi. Zmeny
koncentracie aminokyselin a ich metabolitov v mo¢i pred a po nefrektomii u pacientov s
karcinomom obli¢ky dosial’ neboli sledované.

Aminokyseliny su dolezitymi stavebnymi jednotkami proteinov a tiez sluzia pre syntézu
celého radu doélezitych biologicky aktivnych zla€enin. Da sa predpokladat’, Ze rakovinovy
proces mdze zasiahnut' vel'mi podstatne do aminokyselinovych rezerv, ich vyuzivanim pre
svoj metabolizmus alebo zvySenym vyuzivanim ich derivatov, ako polyaminov dblezitych pre
proliferaciu buniek. Tieto zmeny v koncentraciach aminokyselin sa mozu prejavit’ aj v ich
vylucovani oblickami, a obzvlast vtedy, ak karcinogénny proces je pritomny v oblicke.
Podobné zmeny mozeme ocakavat’ aj ovplyvnenim transportnych mechanizmov aminokyselin
pri ich reabsorpcii. Tieto zmeny sa mozu prejavit’ dvoma sposobmi: 1) poklesom vylucovania
aminokyselin do mocu z dévodu zvysenej syntézy nukleovych kyselin (vyuzitie glycinu,
kyseliny asparagovej, kyseliny glutamovej) (John, 2005) a novych proteinov (vSetky zédkladné
aminokyseliny), alebo vyuzitia niektorych aminokyselin pre rast naddorov ako argininu
a asparaginu (John, 2005); 2) negativny alebo pozitivny vplyv na transportéry aminokyselin,
¢o modze viest k vzrastu alebo poklesu ich koncentracii v moci pacientov s RCC.
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MATERIAL A METODIKA

VySetrované subory

Pocas naSej Stadie sme vySetrili 71 pacientov s karcinomom oblicky (53 muzov a 18 zien)
s priemernym vekom 59,5 + 10,7 rokov hospitalizovanych na Urologickej klinike. 36
pacientov malo diagnostikované I. stadium karcinému oblicky, 24 pacientov II. Stddium a 11
pacientov III. S§tddium. V pripade glycinu a serinu sme vyhodnotili Statistické rozdiely
koncentracii v moci zdravych dobrovolnikov v porovnani s pacientmi s karcinomom oblicky
v §tadiach I-III. Prvy ranny mo¢ bol odoberany v den chirurgickej lieCby, d’al§ia vzorka
prvého ranného mocu bola ziskana na 7 deii po chirurgickej liecbe. Vysledky boli porovnané
s kontrolnou skupinou 43 zdravych dobrovolnikov (29 muzov a 14 zien) s priemernym
vekom 39,6 + 12,9 rokov, u ktorych bol odobraty prvy ranny moc¢ jednorazovo.

Material a metodika

Ako materidl sme pouzili prvy ranny mo¢ od pacientov a zdravych l'udi. Zmerali sme pH
kazdej vzorky moca. Nasledne sme moC spracovali na stanovenie koncentracie kyseliny
mocovej (BIO-LA-TEST UA), mocoviny (BIO-LA-TEST UREA 200), kreatininu (BIO-LA-
TEST CREA 200) a amoniaku (BIO-LA-TEST) (vSetky BIO-LA-TESTY z Lachemy, Brno).
Koncentracie aminokyselin boli stanovené v deproteinizovanom moc¢i s 10% kyselinou
sulfosalicylovou (Lachema, Brno) automatickym analyzatorom aminokyselin AAA 339-T
(Miktotechna, Praha). Analyzy aminokyselin sa zakladali na principe deleni latok ionexovou
chromatografiou so spektrofotometrickou detekciou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Analyza aminokyselin pozostavala z detekcie 22 aminokyselin Standardu: kyselina
asparagova, kyselina glutdmova, serin, treonin, prolin, cystein, glycin, alanin, valin, metionin,
izoleucin, leucin, tyrozin, fenylalanin, histidin, tryptofan, lyzin, arginin, citrulin, kyselina
oa-aminomaslova, ornitin a taurin.

Z porovnania skupin pacientov s karcindmom oblicky pred a po nefrektomii (tab.1) vyplyva
Statisticky zniZend hodnota koncentracie glycinu (P<0,05) v predoperacnych vzorkach. Pri
porovnani hodnét u pacientov a zdravych (tab.1) pozorujeme viac Statisticky vyznamnych
rozdielov. Zudajov tabulky mdzeme takisto konStatovat’ Statisticki vyznamnost
pre glycin (P<0,01), ktorého hladina je vyrazne niz$ia u pacientov pred nefrektomiou oproti
zdravym. Na druhej strane pozorujeme Statisticky vysSSie hladiny kyseliny glutdmovej
(P<0,01), valinu a leucinu (P<0,05). Ostatné studované parametre su Statisticky nevyznamné
ku karcinogénnemu procesu v oblicke.

Z rovnakého porovnania skupin, ale pri korekcii latok na vyluCovany kreatinin vyplyva
vyrazne Statisticky znizend hladina serinu/kreatinin (P<0,001) a menej Statisticky znizené
hladiny glycinu/kreatinin a alaninu/kreatinin (P<0,01) v predoperacnych vzorkach oproti
pooperacnym. Hladiny serinu a glycinu (P<0,05) boli Statisticky nizSie u pacientov pred
nefrektomiou v porovnani s kontrolou zdravych. Ostatné Studované parametre su Statisticky
nevyznamné ku karcinogénnemu procesu v oblicke.
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Tab. 1. Priemerné hodnoty (+ Standardna odchylka) aminokyselin (umol/l) u pacientov pred
nefrektomiou Statisticky porovnané s parametrami pacientov 7 dni po nefrektomii a
s parametrami kontrolnej skupiny zdravych l'udi.

Parameter Pred oper. Po operacii état_vyzn, Zdravi §tat.vyzn.
(PR.OP) (PO.OP) (PR.OP-PO.OP) (ZDR) (PR.OP-ZDR)
Glycin 591 £290 710 + 338 P<0,05 758 £ 349 P<0,01
Serin 444 + 248 501 £227 n.s. 555+ 285 n.s.
Kys. glutamova 206 + 138 230+ 152 n.s. 134 + 68 P<0,01
Valin 162+ 108 170 £ 101 n.s. 104 £ 53 P<0,05
Leucin 81,2+42,2 76,4 + 36,0 n.s. 66 + 28 P<0,05

Z porovnania hodnét glycinu a serinu kontrolnej skupiny zdravych l'udi s hodnotami
pacientov pred nefrektomiou so S$tddiami karcindmu oblicky I-IIT (obr.1) vyplyva,
ze v pripade glycinu (P<0,05) aj serinu (Statisticky nevyznamny) dochddza k poklesu hodnot
pri Stddiach I a II u pacientov s karcinomom oblicky v porovnani s kontrolnou skupinou.
Tento efekt sa zvyraziiuje ovela viac pri Stadiu I1I, kde hodnota glycinu klesa so Statistickou
vyznamnost'ou P<0,001 a hodnota serinu klesa s P<0,05 v porovnani s kontrolou. U pacientov
po nefrektomii karcindmu oblicky pri vSetkych Stadiach dochadza ku vzrastu hodndt oboch
latok na uroven Statistickej nevyznamnosti v porovnani s kontrolou.
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Obr. 1. Priemerné hodnoty serinu aglycinu (umol/l) zdravych dobrovolnikov a

pacientov s karcindmom oblicky v Stadiach I, II, III.

Podobny trend poklesu, respektive narastu hodndt (aj po korekcii na kreatinin),
¢1 uz so Statistickym alebo nestatistickym vyznamom, nepozorujeme u ziadnych d’alSich latok
v zé&vislosti od $tadia nadoru.

Pri porovnavani korelaénych zavislosti parametrov od pH medzi vSetkymi skupinami
pozorujeme vyrazny rozdiel v hodnotach korelaénych koeficientov v predoperacnej skupine
pacientov u glycinu (P<0,01), treoninu, serinu a alaninu (P<0,05), ktorych koncentracie
klesaju s pH prvého ranného moca, zatial' Co u pacientov po nefrektémii a kontrdl naopak
narastaji. Rovnaky charakter korelacii u tychto skupin, t.j. sibezny vzrast (alebo pokles)
koncentracie od pH prvého ranného moca sme pozorovali aj u kyseliny glutdmovej a ornitinu,
no s nestatistickou vyznamnost'ou.
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Statisticky vyznamny rozdiel vo vztahu ku karcinogénnemu procesu medzi skupinami
pacientov (tab.1) bol zisteny len pri vylu€ovani glycinu (zniZenie v predoperacnej vzorke). To
potvrdzuje Gcast’ glycinu na metabolizme rakovinovych buniek, ked’ze jeho koncentracia bola
vyrazne niz§ia v moci pacientov pred nefrektomiou v porovnani s pacientmi po odstraneni
nadoru a zdravymi dobrovolnikmi. To koreluje spoznatkom, ze glycin je potrebny
pre syntézu purinovych baz za sti€asnej vyssej syntézy nukleovych kyselin v nadore. Podobne
pozorujeme aj zniZenie serinu v moci pacientov s karcindbmom oblicky no s nestatistickym
vyznamom. Glycin je obli¢kou vychytavany, pricom mdze byt naviac syntetizovany zo serinu
v pripade pritomnosti nadoru (Garibotto a kol., 1999). Naopak, Statisticky zvySené hladiny
kyseliny glutimovej, valinu a leucinu (tab.1) u pacientov pred nefrektoémiou oproti zdravym
vysvetluju zniZzeni schopnost’ tubuldrnej reabsorpcie prostrednictvom ich transportérov
vplyvom nadoru. Po korekcii vylu€ovania latok na kreatinin sa zvyraznil Statisticky vyznam
pre glycin, serin a alanin, kde sa ich koncentracia znizila v predoperacnych vzorkach oproti
pooperaénym. Zaujimavost'ou je, Ze tieto hodnoty boli znizené aj bez prepoctu na kreatinin,
aj ked vpripade serinu aalaninu nestatisticky, o znamena, Ze hlavnym faktorom
zodpovednym za tieto zmeny je tu pritomnost’ nadoru, ktory ovplyviluje vyluovanie
kreatininu, a nie renalna funkcia obliciek.

K zmendm vo vylucovani glycinu aserinu nasledkom rakovinového procesu
dochadza v zavislosti od §tddia nadoru, ¢o sme dokézali aj porovnanim s kontrolnou skupinou
(obr.1). Zistili sme pokles tychto latok v moci so zvySujicim sa Stddiom nadoru.
To potvrdzuje fakt, ze vacsi pocet nadorovych buniek vyuziva viac glycinu pre syntézu
nukleotidov, tym dochadza kjeho poklesu vmoci. K poklesu serinu dochadza
v stechiometrickom vztahu k poklesu glycinu, pretoze serin je vyuzivany na syntézu glycinu
v pritomnosti nadoru (Garibotto a kol., 1999).

Korela¢na analyza zavislosti vylu€ovania metabolitov a aminokyselin od pH mocu ukazuje na
zmenu transportnych mechanizmov nasledkom rakovinového procesu glycinu, serinu,
treoninu, alaninu, kyseliny glutamovej aornitinu. Zmeny sa prejavuju klesajicou
koncentraciou latok od narastajuiceho pH mocu, dochadza k zvySenej reabsorpcii v skupine
pacientov pred odstranenim nadoru oproti kontrole a pacientom po nefrektémii, kde dochadza
k zvySeniu ich koncentracie s pH prvého ranného mocu, teda dochédza k zniZenej reabsorpcii.
Nasa Studia poukazuje na metabolické zmeny vyvolané karcinogénnym procesom,
ktoré sa odrazaju v zmendch koncentrécii vylu€ovanych latok.
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VPLYV ZAHRIEVANIA MEDU NA OBSAH HYDROXYMETHYLFURFURALU
Kasperova J., Nagy J., Dicdkova Z.
Katedra Hygieny a technologie potravin, Ustav hygieny a technologie mdsa, UVL, KoSice

ABSTRAKT

5-hydroxymethylfurfural (HMF) je povazovany za ddlezity kvalitativny parameter pre med
a jeho maximalna hodnota je stanovend Potravinovym kodexom Slovenskej republiky (2004).
Cielom prace bolo sledovat’ zmeny obsahu HMF v mede po jeho zahrievani a naslednom
skladovani. Dva druhy medu kvetovy a medovicovy boli zahrievané vo vodnom kupeli pri
stabilnej teplote na 40, 50, 60, 70, 80, 95 °C po dobu 1, 5, 10, 15, 30, 60 a 90 minut. Nasledne
bol med skladovany pri izbovej teplote asledovany obsah HMF. Z vysledkov merania
vyplyva, Ze obsah HMF v mede rastie imerne s vySkou pouzitej teploty a casom pdsobenia,
pricom pri teplote 95 °C bol nérast od 50 % (1 minuata) do 607 % (90 minut). Pri teplote 40 °C
bol narast obsahu len nepatrny od 1,63 — 5,65 %, pri posobeni tepldt 50 — 70 °C bol narast od
4,01 az do 45,5 % apri teplote 80 °C bol nérast niekol’konisobne vyssi (az 152 %). U
vzoriek medu medovicového bol pozorovany vyssi narast obsahu HMF; pri posobeni teploty
95 °C 90 minut az 652 %, ¢o je dvojnasobok v porovnani s kvetovym medom pri tych istych
podmienkach. Pri skladovani medu po tepelnom spracovani dochadza k d’alSiemu zvySovaniu
obsahu HMF, ato v zavislosti od dizky skladovania, vysky posobiacej teploty a dizky
poOsobenia.

UvOoD

Hydroxymethylfurfural (HMF) je latka, ktora vznika za urcitych podmienok u¢inkom kyselin
nachadzajicich sa v mede na niektoré druhy cukrov. Zahrievanim medu sa tvorba HMF
urychl'uje. Dlhodobym uskladnenim medu pri nevhodne;j teplote (napr. 30 °C) alebo zahriatim
stiipa koncentracia vel'mi rychlo. Z hygienického hl'adiska zvySeny obsah HMF znamena, Ze
ide o med horsej kvality, alebo dokonca falSovany s pridavkom invertného cukru (Toporcéak a
kol., 1999). HMF je ddlezity a spolahlivy indikator znizenia kvality mnohych potravin, ktoré
obsahuju cukry (Rattanathanalerk, 2005). HMF je dobre rozpustny vo vode a organickych
rozpustadlach. Za normalnej teploty je to pevna latka (bod topenia 31,5 °C), vonajliica po
rumanceku. Stanovenie HMF v mede bolo zavedené zaciatkom tohto storocia v suvislosti
s pripadmi narusenia a falSovania medu lacnym invertom pripravovanym obvykle kyslou
hydrolyzou repného cukru (Bohécek, 1994).

Obsah HMF sa zvysuje postupne v kyslom roztoku medu vplyvom vysokej teploty a dizky
skladovania. Viac sa vSak zvySi obsah HMF vplyvom vysokej teploty (White, 1992).
Kratkodoby ohrev je menej skodlivy, ale HMF dosiahne vysoké hodnoty pri vysokej teplote
alebo dlhsom ¢ase (Tosi a kol., 2002).

Podl'a Potravinového kodexu Slovenskej republiky (2004) ma byt obsah HMF vSeobecne
okrem pekarskeho medu najviac 40 mgkg”', medy s deklarovanym pdévodom z regionov
s tropickym podnebim a zmesi z takychto druhov medov najviac 80 mg.kg™.

MATERIAL A METODIKA

V experimentoch boli pouzit¢é dva druhy medu — medovicovy tekuty akvetovy
skrystalizovany s rozdielnym pociatoénym obsahom HMF. Z kazdého druhu medu bolo
navazené do vzorkovnic po 50 g medu. Tieto boli nasledne zahrievané vo vodnom kupeli pri
stabilnej teplote 40, 50, 60, 70, 80 a 95 °C po dobu 1, 5, 15, 30, 45, 60 a 90 mintt. Nasledne
boli tieto vzorky skladované pri izbovej teplote a vo vzorkach bol merany obsah HMF ihned’
po opracovani, po 24 hodinéch, 7 diloch a 1 mesiaci skladovania.

Obsah hydroxymethylfurfuralu bol stanovovany kvapalinovymm chromatografom (HP 1050
S Hewlett Packard), pozostavajlci z kvartérnej pumpy, autosampléra, UV detektora Agillent
1500 a 3396 Integratora. Vzorky boli pripravované podl'a metody IHC (HARMONIZED
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METHOD OF THE INTERNATIONAL HONEY COMMISION, 2002) a analyzované na
kolone Hypersil BDS 100x4 mm, 3um, s upravou v zlozeni mobilnej fazy, kde bola pouzita
zmes voda — acetonitril (90:10) a prietok 1 ml.min-1. Obsah HMF bol stanoveny z hodnoty
absorbancie vzorky pri 285 nm s pouzitim kalibra¢nej krivky zhotovenej zo Standardu HMF.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky hodnot HMF vo vzorkach medu po zahrievani a skladovani st uvedené v tabulkach
1 - 6. Vo vzorkach medu doslo k zvySeniu obsahu HMF vplyvom zahrievania v zavislosti od
vysky pouzitej teploty a Casu zahrievania. Bol pozorovany postupny narast hodnot HMF
v zavislosti na pouzitej vys3ej teplote a dizke zahrievania. Po 1 mintte zahrievania dochadza
pri teplotach 40, 50, 60, 70 °C len k nepatrnym zmenam ale pri teplote 80 °C dochadza
k narastu az 0 50 % (1 minuta). Po 90 minttach zahrievania pri teplote 40 °C bol narast HMF
od 4 - 5,65 %. Pri teplotach 50, 60 a 70 °C sa obsah HMF zvysil maximalne o 20 (med
kvetovy) az 45 % (med medovicovy), ale uz pri teplote 80 °C bol narast HMF od 84 % (med
kvetovy) do 152 % (med medovicovy) a pri teplote 95 °C bol nérast az o0 307 % (med
kvetovy) a 652 % (med medovicovy) oproti povodnej hodnote.

Pri naslednom skladovani medu pri izbovej teplote sa obsah HMF zvySoval imerne s ¢asom
skladovania a vySkou pouzitej teploty. NajvysSi narast nastal po mesiaci skladovania
u vzoriek zahrievanych na 95 °C po dobu 90 mintt, a to u medu kvetového o 31,8 % a u medu
medovicového o0 16,4 % v porovnani s hodnotami nameranymi ihned’ po ohrievani. Pricom
v porovnani s hodnotou vo vzorke medu, ktord nebola zahrievana doslo k narastu az o 534,2
% (med kvetovy) a 872,8 % (med medovicovy). Pri skladovani medu, ktory nebol podrobeny
ziadnemu spracovaniu pri izbovej teplote nedochadza k vyraznému zvySeniu obsahu HMF.
Na zéklade dosiahnutych vysledkov mdézeme usudzovat, ze obsah narast HMF je vyssi
v mede medovicovom s niz§im obsahom HMF. Narast je zjavny hlavne od teplot nad 70 °C.
Pri naslednom skladovani medu po ohriati dochadza k d’alSiemu zvySovaniu obsahu HMF,
ato v zavislosti od dizky skladovania, to znamena, e ¢im je med dlhsie skladovany, tym je
jeho narast HMF vyssi.

Turhan a kol., (2008) zistil, Ze posobenie teploty 90 °C po dobu 90 minut v kvetovom mede
a 75 minat v medovicovom mede nesposobuje signifikantné zvySenie HMF a Ze tvorba HMF
bola vel'mi rozdielna v zavislosti na povode medu. Ohe, ktoré¢ho cituje Bohacek (1994)
zistoval zmeny obsahu HMF v mede repkovom, zmieSanom a medovicovom. Po 24 hodinach
pri teplote 40 °C sa obsah HMF prakticky nezmenil, pri teplote 50 °C sa zvysil 0 20 - 50 %
a pri teplote 60 °C bol narast HMF o 200 - 370 % oproti povodnej hodnote.

Tab. 1. Zmeny obsahu HMF v mede po ohrievani na 40 °C a skladovani

Kvetovy med Medovicovy med
1 1
40°C ihned (24 hod.| 7 dni | mesiac| ihned |24 hod.| 7 dni | mesiac
bez
zahriatia | 20,57 20,58 20,49 20,65 13,46 13,53 13,48 13,5
1min. 21 | 2242 | 2244 | 2257 | 13,68 | 11,77 | 14,38 | 1553

5 min. 21,04 23,46 23,52 23,61 13,75 13,29 14,46 16,21
15 min. 21,09 23,76 23,95 23,58 13,84 14,04 16,24 16,39
30 min. 21,15 23,78 23,9 24,22 13,97 14,15 16,3 16,67
45 min. 21,25 25,23 25,54 26,14 14,05 14,83 16,59 16,83
60 min. 21,36 25,39 25,74 26,21 14,18 15,57 17,25 17,46
90 min. 21,39 26,95 26,98 30 14,22 16,17 17,56 18
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Tab. 2. Zmeny obsahu HMF v mede po ohrievani na 50 °C a skladovani

Kvetovy med Medovicovy med
1 1
50°C ihned (24 hod.| 7 dni | mesiac| ihned |24 hod.| 7 dni | mesiac
bez
zahriatia | 20,57 | 20,58 | 20,49 | 20,45 13,46 13,53 | 13,48 13,5
Imin. 22 22,05 22,33 22,36 14 14,84 15,46 17,19
5 min. 22,3 22,34 23,51 22,54 14,6 14,52 15,73 17,11
15 min. 22,8 22,89 23,69 22,85 15,2 15,8 16,02 21,17
30 min. 22,93 23,6 23,77 22,55 15,4 15,81 16,36 22,49
45 min. 23,16 24,09 25,03 25,21 15,6 16,36 16,77 23,02
60 min. 23,75 24,53 25,04 25,4 15,68 16,48 16,96 27,21
90 min. 23,87 26,13 23,51 31,1 16 16,96 17,31 29,39
Tab. 3. Zmeny obsahu HMF v mede po ohrievani na 60 °C a skladovani
Kvetovy med Medovicovy med
1 1
60°C ihned |24 hod.| 7dni | mesiac| ihned |24 hod.| 7 dni | mesiac
bez
zahriatia | 20,57 | 20,58 | 20,49 | 20,65 13,46 13,53 | 13,48 13,5
Imin. 22,65 23,39 23,83 26,31 14,2 14,72 16,62 18,43
5 min. 22,73 23,23 23,92 27,2 14,32 16,03 16,73 18,71
15 min. 22,85 23,23 23,32 28,13 14,46 16,49 16,99 19,32
30 min. 23,44 23,44 24,06 29,25 15,5 16,53 17,11 19,59
45 min. 23,5 23,55 23,98 31,62 16,6 17,36 17,18 22,06
60 min. 23,67 23,78 24,3 33,56 16,87 17,5 17,71 22,32
90 min. 247 24,92 25 36,08 17,4 19,06 19,36 23,2
Tab. 4 . Zmeny obsahu HMF v mede po ohrievani na 70 °C a skladovani
Kvetovy med Medovicovy med
1 1
70°C ihned |24 hod.| 7dni | mesiac| ihned |24 hod.| 7 dni | mesiac
bez
zahriatia | 20,57 | 20,58 | 20,49 | 20,65 13,46 13,53 | 13,48 13,5
Imin. 22,32 22,48 22,47 23,27 15 15,52 15,72 21,89
5 min. 22,54 23,09 23,18 30,38 15,8 16,2 16,66 23,05
15 min. 22,9 23,39 24,32 30,3 16,4 16,76 16,8 24,24
30 min. 23,56 23,44 24,54 30,5 17,1 17,11 17,8 25,93
45 min. 23,78 23,84 24,52 33,72 17,5 17,53 18,61 26,53
60 min. 23,57 23,59 25,15 34,7 18,56 18,65 18,31 28,98
90 min. 24,76 24,82 25,92 36,56 19,56 19,05 18,5 29,58

Na zéklade dosiahnutych vysledkov mdézeme usudzovat, ze obsah HMF stupa rychlejsie
v mede medovicovom aj napriek tomu, Ze na zaciatku obsahoval nizsie koncentracie HMF
v porovnani s kvetovym medom. Narast hodnét HMF je zjavny hlavne od teploty 70 °C. Pri
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naslednom skladovani medu po ohriati dochadza k d’alSsiemu zvySovaniu obsahu HMF, a to
v zévislosti od dlzky skladovania.

Tab. 5. Zmeny obsahu HMF v mede po ohrievani na 80 °C a skladovani

Kvetovy med Medovicovy med
1 1
80°C ihned (24 hod.| 7 dni | mesiac| ihned |24 hod.| 7 dni | mesiac
bez
zahriatia | 20,57 20,58 20,49 20,65 13,46 13,53 13,48 13,5
1min. 305 | 32,96 | 3249 | 3254 | 204 | 2281 | 2409 | 2542

5 min. 33,24 33,97 33,21 33,51 24,32 24,36 24,85 25,97
15 min. 34,92 34,27 38,79 38,82 25,34 25,31 25,43 26,04
30 min. 35,37 35,23 41,09 41,18 28,12 28,14 28,26 28,41
45 min. 36,34 36,51 41,32 41,38 28,52 28,54 28,63 28,69
60 min. 37,93 38,05 41,58 41,65 30,83 31,08 31,52 31,66
90 min. 37,97 38,68 45,22 45,33 33,96 34,32 35,07 34,99

Tab. 6. Zmeny obsahu HMF v mede po ohrievani na 95 °C a skladovani

Kvetovy med Medovicovy med

1 1
95°C ihned' |24 hod.| 7 dni | mesiac | ihned |24 hod.| 7 dni | mesiac
bez

zahriatia | 20,57 20,58 20,49 20,65 13,46 13,53 13,48 13,5

1min. 31,35 30,18 32,51 33,76 24,6 25,11 25,14 31,15
5 min. 33,56 28,35 33,98 35,28 25,34 26,23 24,49 30,2
15 min. 34,97 34 35,3 38,72 26,28 29,82 28,61 33,7
30 min. 36,82 37,25 39,53 41,59 35,52 31,57 35,89 46
45 min. 51,63 50,42 62,24 67,84 40,16 54,92 56,26 64,76
60 min. 55,71 56,26 68,45 75,31 59,1 67,57 72,74 77,84
90 min. 83,72 87,12 1075 | 150,32 | 101,24 | 1106 | 111,34 | 117,83
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VPLYV DENZITY DIVIACEJ POPULACIE NA VYSKYT JEJ
NAJCASTEJSICH PARAZITOZ

Kis O., Ciberej J., Oberhauserova K., Mal'ova J.

Ustav pre chov a choroby zveri a ryb, Univerzita veterindrskeho lekdrstva v Kosiciach

ABSTRAKT

Denzita diviacej populacie je jednym z najvyznamnejSich faktorov vplyvajucich na
roz§irovanie infekénych ale aj parazitdirnych ochoreni diviacej zveri. Nakol'ko parazitarne
infekcie Casto znizuji kondi¢ny stav a oslabuju imunitny systém jedinca, maja velky vyznam
v patogenéze roznych ochoreni diviakov (najmé klasicky mor oSipanych — KMO). Ciel'om
prace bolo porovnat’ prevalenciu najCastejSich parazitdz diviacej zveri v oblastiach s r6znou
denzitou jej populacie. V priebehu rokov 2007 — 2009 bolo vySetrenych 102 vzoriek pltc
a trusu z diviakov ulovenych vo volnych polovnych reviroch oblasti s réznou hustotou
diviacej zveri. 60 vzoriek pochédzalo z okresov Rimavskd Sobota, Poltar, Lucenec, Zvolen
a Levice, patriacich do infikovanej oblasti vzhl'adom k vyskytu KMO. Z okresov, ktoré
nepatria do infikovanej oblasti (KoSice, PreSov, Humenné, Vranov Nad Topl'ov, TrebiSov) sa
ziskalo 42 vzoriek. Na zaklade helmintologickej pitvy pl'ic a koprologického vySetrenia trusu
sa porovndval parazitostatus u diviaCej zveri v jednotlivych oblastiach. Zistili sa vysSie
hodnoty maximalnej intenzity infekcie plicnych nematdédov rodu Metastrongylus vo
vzorkach z oblasti z vysSou hustotou diviacej zveri. Koprologicky sa v tychto vzorkdch nasli
vajicka parazitov rodu: Metastrongylus sp. (100%), Eimeria sp. (81,1%), Oesophagostomum
sp. (17,9%), druhov: Ascaris suum (5%) a Trichuris suis (3%). V oblastiach s nizSou denzitou
diviagej populacie sa vyskytovali len rody: Metastrongylus sp. (91,2%), Eimeria sp. (67,4%)
a Oesophagostomum sp. (9,6%).

UvOoD

Diviak lesny (Sus scrofa L.) je stallym autochtonnym druhom fauny Slovenska a sucasne aj
hospodarsky vyznamnou a pol'ovnicky vel'mi atraktivnou zverou. V stcasnosti je rozsirend na
celom uzemi Slovenska. Najmenej jej je v otvorenej nizinnej polnohospodarskej krajine
juhozapadného a juhovychodného Slovenska, kde sa zdrzuje len vo vegetatcnom obdobi.
Najvyssiu hustotu dosahuje unds v pdsme listnatych a zmieSanych lesov, ktoré sa tiahnu
v zépadnej a strednej Casti Slovenska medzi odlesnenou krajinou na juhu a ihli¢natymi,
prevazne smrekovymi, lesnymi komplexmi na severe. V bucinach vychodného Slovenska je
jej populacna hustota nizsia (Wolf, 1994; Hell a kol., 2005).

Diviak je vel'mi prispdsobivy zivoc€ich so zna¢nou ekologickou valenciou, to znamena, Ze sa
dokéze uspeSne vyrovnavat' so zmenami jeho Zivotného prostredia (W o1 £,1994). Je vSak
zname, ze diviacia zver najmé pri premnozeni ¢asto hynie na infekéné choroby a trpi na rozne
parazitozy. Savisi to aj s velmi vyhranenym spolo¢enskym, ¢riedovym spdsobom zivota, ako
aj stym, ze oblubuje vlhké abahnité miesta, kde su dobré podmienky pre vyvoj
a zivotaschopnost’ vyvinovych §tadii parazitov alebo ich medzihostitel'ov. Najviac citlivé na
mnohé ochorenia si najmi diviacatd, u ktorych méze dochadzat’ ku znizeniu prirastkov az
k vysokej morbidite a mortalite (Hell a kol. ,2005).

Najvyznamnej$im ochorenim diviacej zveri je klasicky mor oSipanych (KMO). KMO je
virusového povodu, charakteristicky vysokou mortalitou a moznym zanesenim do domacich
chovov osipanych (Hell a kol., 2005). Vyvoj ndkazovej situacie vo vyskyte KMO na nasom
uzemi ale aj v okolitych eurdpskych krajindch poukazuje, Ze diviacia zver je trvalym zdrojom
a rezervoarom virusu v prostredi.

Na rozSirovanie KMO wudiviaej zveri vplyva najmd vysokd denzita aneZiadlce
zmladzovanie diviadej populacie. Dalsimi faktormi su imunitny a kondi¢ny stav jedincov,
ktoré moézu byt znizované vplyvom ochoreni réznej etiolodgie, najmé parazitdoz. Medzi
najCastejSie patri metastrongyloza, sposobena plicnymi nematodami rodu Metastrongylus.
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Vyznacuje sa vysokou prevalenciou, intenzitou invazie, klinickymi priznakmi (najma
u mladych jedincov), nizkymi prirastkami, poruchami presrstovania, oslabenim imunitné¢ho
systému ale aj mortalitou.

MATERIAL A METODIKA

Biologicky materidl na vySetrenia (plica s tracheou a vzorka trusu z rekta) bol ziskavany
v priebehu rokov 2007-2009 z pravidelného odstrelu diviacej zveri v dobe lovu podla
vyhlasky MPVz SSR €.172/75 Zb., v zneni vyhlasky €. 231/97 Z. z. a¢. 230/2001 Z. z.
oochrane a o cCase, sposobe apodmienkach lovu niektorych druhov zveri apodla
schvaleného planu lovu pre jednotlivé roky. Celkovo sa ziskalo 102 vzoriek, pricom 60
pochadzalo z diviakov ulovenych v oblastiach s vysokou denzitou diviacej populéacie (v
okresoch patriacich do infikovanej oblasti vzhI'adom ku KMO). Z okresov mimo infikovanej
oblasti (oblasti s nizSou hustotou diviacej zveri) sa ziskalo 42 vzoriek.

Biologicky materidl bol odoberany priamo, uzivatelmi polovného reviru, zo spolo¢nych ako
aj individudlnych polovacdiek. Nakolko najviac postihnutou skupinou st diviacata,
vySetrované boli len vzorky z juvenilnych jedincov (do 1 roka). Po vykonani vel'kého vyvrhu
boli pl'ica a trachea oddelené od okolitého tkaniva a orgénov, ulozené do silonovych saCkov
a opatrené Stitkom s udajmi: druh zveri, datum odstrelu, vek, pohlavie, poradové ¢islo vzorky.
V niektorych pripadoch boli pl'ica zmrazované za ticelom skladovania a neskorsSej prepravy.
Z prislusného jedinca bola priamo z rekta odobraté vzorka trusu.

Jednotlivé plicne laloky boli vySetrené na pritomnost’ pl'icnych ¢ervov rodu Metastrongylus
neuplnou helmintologickou pitvou podla Skrjabina nasledovne: pl'ica sa rozstrihali podla
lalokov a oddelila sa trachea. Laloky boli rozstrihané po bronchoch a bronchioloch a parazity
sa povyberali, premyli vo fyziologickom roztoku a preniesli pomocou preparacnej ihly do
vopred pripravenych a oznaCenych skumaviek, kde boli fixované roztokom Barbagalu.
Vzorky trusu boli vysetrené koprologicky, konkrétne flotaénou metédou podl'a Brezu (Laciak,
1987; Jurasek,Dubinsky a kol., 1993).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysledky helmintologickej pitvy plic poukazuji na 100% prevalenciu plicnych ¢ervov rodu
Metastrongylus vo vzorkach z oboch sledovanych oblasti (tabulky 1 a2). Rozdiel bol
zaznamenany v hodnotach intenzity infekcie (II). Kym v okresoch s vysSou hustotou diviacej
zveri bola maximalna intenzita infekcie az 1033 exemplarov, v druhej skupine sa zistilo
maximalne 302 metastrongylov. Ak je denzita diviaej populacie vysokd, dochadza
k vylucovaniu vysSieho poctu vajicok do prostredia atym rastie riziko infekcie. Stupen
invadovanosti diviakov je ovplyviiovany aj celym radom ekologickych faktorov, ako su :
geografické, geomorfologické, klimatické a trofické podmienky biotopu, s ktorymi priamo
suvisi aj vyskyt medzihostitelov (dazdoviek). Vysoko 1rodna, prekysli¢ena,
polnohospodarsky vyuzivana pdda a vlhké, bahnité miesta, ktoré diviacia zver oblubuje,
vytvaraji vhodné podmienky pre prezivanie jednak vajicok metastrongylov ale aj ich
medzihostitel'ov. K rozSirovaniu parazitarnych ochoreni prispieva aj neziaduce zmladzovanie
diviacej populécie, ktoré narasa jej socidlnu a vekov Struktaru.

Vo vzorkich zinfikovanych oblasti sa zistili nasledovné druhy metastrongylov:
Metastrongylus pudendotectus (100%), M. elongatus (100%), M. salmi (87,6%), M. confusus
(0,7%). V oblastiach s nizSou hustotou diviacej zveri bola prevalencia M. salmi len 39,4%
a druh M. confusus sa vo vzorkach nenasiel (tabulky 1 a 2).
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Tab. 1. Prevalencia aintenzita infekcie plucnych nematddou rodu Metastrongylus vo
vzorkach z oblasti s vysokou denzitou diviacej populacie (tvoriace infikovanu oblast’)

Okresy Pocet Pocet 1I M. M. M. M.
vzoriek | pozitivhych | (min | pudendotectus | elongatus | salmi | confusus
max)
Rimavska 30 30 115 - 100% 100% 100% 3,3%
Sobota 1033
Poltar 12 12 103 - 100% 100% 66,7% 0%
705
Lucdenec 7 7 225 - 100% 100% 71,4% 0%
437
Zvolen 6 6 93 - 100% 100% 100% 0%
887
Levice 5 5 179 - 100% 100% 100% 0%
623
Celkovo 60 60 93 - 100% 100% 87,6% 0,7%
1033

Tab. 2. Prevalencia a intenzita infekcie metastrongylov vo vzorkéch z oblasti s nizSou
hustotou diviacej zveri (okresy vychodného Slovenska)

Okresy Pocet Pocet II M. M. M. M.
vzoriek | pozitivnych | (min | pudendotectus | elongatus | salmi | confusus

max)

Kosice 16 16 55— 100% 100% 43,7% 0%
252

Presov 12 12 101 100% 100% | 33.3% 0%
302

Humenné 4 4 43 — 100% 100% 0% 0%
117

Vranov 5 5 93 - 100% 100% 80% 0%
nad 269

Toplou

Trebisov 5 5 73— 100% 100% 40% 0%
257

Celkovo 42 42 43 - 100% 100% | 39,4% 0%
302

Tab. 3. Prevalencia najcastejSich parazit6z diviacej zveri stanovena koprologicky

Okresy Metastrongylus | Eimeria sp. | Oesophagostomum Ascaris Trichuris
sp. sp. suum suis
Rimavska 100% 73,3% 30% 16,7% 6,7%

Sobota

Poltar 100% 66,7% 25% 8,3% 8,3%
Ludenec 100% 85,7% 14,3% 0% 0%
Zvolen 100% 100% 0% 0% 0%
Levice 100% 80% 20% 0% 0%
Celkovo 100% 81,10/0 17,90/0 5% 3%
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Tab. 4. Prevalencia najcastejSich parazitoz diviacej zveri stanovena koprologicky

OKkresy Metastrongylus | Eimeria sp. | Oesophagostomum Ascaris Trichuris
sp. sp. suum suis
Kosice 81,2% 43,7% 31,2% 0% 0%
Presov 75% 58,3% 16,7% 0% 0%
Humenné 100% 75% 0% 0% 0%
Vranov nad 100% 60% 0% 0% 0%

Toplou

Trebisov 100% 100% 0% 0% 0%
Celkovo 91,2% 67,4% 9,6% 0% 0%

Koprologickym vySetrenim trusu sa zistilo rozdielne zastipenie parazitov vo vzorkach
(tabul’ky 3 a 4). V okresoch s vysokou hustotou diviacej zveri sa vyskytovali: Metastrongylus
sp. (100%), Eimeria sp. (81,1%), Oesophagostamum sp. (17,9%), Ascaris suum (5%)
a Trichuris suis (3%). Vzorky zokresov vychodného Slovenska boli pozitivne na:
Metastrongylus sp. (91,2%), Eimeria sp. (67,4%) a Oesophagostomum sp. (9,6%). Pritomnost’
vajicok A. suum a T. suis sa nepotvrdila. A. suum sa na uzemi SR vyskytuje skor v domacich
chovoch oSipanych ako u diviakov. Trichuridza je rozSirena kozmopolitne. Na tizemi SR
uvadzaji Hovorka a kol. (1993) 15,5% prevalenciu.

Vysledky parazitologickych vySetreni poukazuju na mozny vplyv denzity diviacej populacie
na jej parazitostatus. Vo vzorkach z oblasti s vysokou hustotou diviacej zveri sa zistili vysSie
percenta celkovej prevalencie parazitov ako aj vysSie hodnoty intenzity infekcie.
Koprologicky sa potvrdila pritomnost’ vaji¢ok viacerych druhov parazitov ako vo vzorkéach
z vybranych okresov vychodného Slovenska. Je dolezité si uvedomit’ ze tak denzita ako aj
parazitarne ochorenia zna¢ne ovplyviiuju Sirenie a patogenitu virusu KMO u diviaej zveri.
Doterajsi polovnicky tlak na jej populaciu reprezentovany odstrelom sa z pohladu vyvoja
pocetnych stavov prejavuje ako malo efektivny. Hlavnym nedostatkom v tomto smere je
predovsetkym nedoceneny odstrel diviacat, o okrem epizootologickych rizik narasa jej
socidlnu, vekovl asexualnu Struktiru (Chramazda akol., 2008). Plan lovu by sa mal
zostavovat’ tak, aby diviacata tvorili okolo 75% ulovenych jedincov. Teda najma
kontrolovany lov a zodpovedny selektivny odstrel prispievaji k regulacii pocetnosti a vekovej
skladby diviacej populacie.
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PRVE SKUSENOSTI SO SURVEILLANCE MODREHO JAZYKA NA FARME
HOVADZIEHO DOBYTKA A OVIEC

Lackova Z.', Bires J.', Kogigova A.”

'Klinika prezivavcov, UVL Kosice

? Ustav parazitolégie, UVL Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo ziskat primarne informécie o ndkazovej situdcii choroby modrého
jazyka na Slovensku, sledovat vyskyt pakomarikov, posudit’ ich ulohu ako vektora a
sledovat’ potencidlny vyskyt ndkazy u prezavavcov. Surveillance BT sa realizoval v obdobi
od maja 2008 do novembra 2008. Entomologické sledovanie pozostavalo z odchytu
pakomarikov a ich zatriedenia podla charakteristickych znakov. Klinické vySetrenie sa u
zvierat robilo na zaklade beznej obhliadky zvierat. Z hematologickych a biochemickych
parametrov sme sledovali hodnoty hemoglobinu, erytrocytov, hematokritu, leukocytov,
diferencidlneho krvného obrazu, aktivitu enzymov, koncentraciu celkového bilirubinu,
celkovych bielkovin, albuminu, kreatininu, celkovych imunoglobulinov, mocoviny, kyseliny
beta-hydroxymaslovej, neesterifikovanych mastnych kyselin, Ca, P, Fe, Cu, Zn. VySetrenie
pritomnosti protilatok proti virusu BT (vp 7 protein) prebiehalo metédou ELISA. Potvrdili
sme pritomnost’ zastupcov pakomarikov rodu Cullicoides, ktoré su povazované za vektorov
BT, pricom dominuje Komplex Obsoletus. 61,1% odchytenych pakomdarikov na farme oviec a
90,1% na farme dojnic patri do skupiny pakomarikov nepodielajicich sa na prenose virusu
BT. Najvyssi pocet pakomarikov bolo odchytenych v druhej polovici juna a zaiatkom jula,
¢omu zodpovedaju priaznivé klimatické podmienky. Pri klinickom a laboratornom sledovani
neboli pozorované klinické symptomy resp. biochemické ukazovatele, ktoré by mali
bezprostredny vzt'ah ku chorobe modrého jazyka. Diagnostikované odchylky poukazovali na
narusenie celkového metabolizmu v stvislosti s vyskytom inych chorob.

UvOoD

Modry jazyk — bluetongue je transmisivna orbivirusova choroba oviec a ostatnych domacich
avolne zijucich prezavavcov. U HD akéz ochorenie prebicha najcastejSie bez zjavnych
klinickych symptomov, preto st Casto vyznamnym zdrojom S§irenia ndkazy. Ochorenie okrem
zdravotnych a ekonomickych strat obmedzuje narodné a medzinarodné obchodovanie so
zivymi zvieratami a ich produktmi. Pri opatrenia pri vyskyte BT sa postupovalo na zéklade
narodnej, europskej a OIE legislativy. Na Slovensku pri surveillance BT sa u domécich
preziivavcov doposial’ nepotvrdila pritomnost’ pdvodcu nékazy (Bires a 1., 2008, 2009a,b).

MATERIAL A METODIKA

Surveillance modrého jazyka sa realizoval v obdobi od mdja 2008 do novembra 2008 na
farme dojnic v Zemplinskej Teplici (202 m n. m.) a farme oviec v Poproci (356 m n. m.).
Entomologicky prieskum sa zabezpecoval odchytom pakomarikov tyZzdenne pomocou lapaca
hmyzu (model JW1212), ktory bol instalovany v deni odchytu medzi 17. az 18. hodinou
a odoberany nasledujuci dent medzi 5. aZ 6. hodinou rano. Samotny zber hmyzu prebiehal do
plastovej nadoby podla ndvodu vyrobcu. Spracovanie vzoriek a samotna diagnostika bola
robena na Ustave parazitologie UVL, metédou podla Goffredo a Meiswinkel (2004), na
druhové urcovanie sa pouzil klI'a¢ podl'a Rawlings (1996).

Klinické vySetrenie hovddzieho dobytka aoviec sa robilo v mesa¢nych intervaloch na
zaklade beznej obhliadky zvierat (klinickd obhliadka stada, klinické vySetrenie chorych
zvierat) a udajov privatneho veterinarneho lekéra a chovatela.

Laboratérne vysetrenie sa realizovalo v mesa¢nych intervaloch od 15 kusov hovédzieho
dobytka (vysoko tel'né jalovice, Ciernostrakaty dobytok) a 15 kusov oviec (10 jariek, 5
plemennych baranov, merino). Z hematologickych a biochemickych parametrov sme
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sledovali hodnoty Hb, Er, Htk, Le, diferencialneho krvného obrazu, aktivitu enzymov,
koncentraciu celkového bilirubinu, celkovych bielkovin, albuminu, kreatininu, celkovych
imunoglobulinov, mocoviny, kyseliny beta-hydroxymaslovej, NEMK, Ca, P, Fe, Cu, Zn.
Vysetrenie na protilatky proti virusu BT (vp 7 protein) prebiehalo v referenénom laboratoriu
Statneho veterinarneho ustavu vo Zvolene ELISA metoédou (ID VET Kit for detection of
anti-VP7 antibodies by competitive ELISA).

VYSLEDKY A DISKUSIA
Na farme Popro€ bolo odchytenych celkove 9754 pakomarikov (25,4 % Komplex Obsoletus,
10,8 % Komplex Pulicaris, 2,6 % Komplex Schultzei a 0,1 % Komplex Nubeculosus, 61,1 %

tzv. ,,iné*“ pakomariky - Culicoides spp.)(obr.1). Najviac potencionalnych vektorov —
pakomarikov bolo odchytenych v 25.-26. tyzdni, t.j. 18.-30. jina (graf 1).

OKomplex Nubeculosus @ Komplex Pulicaris @ Komplex Obsoletus @ Komplex Schultzei mIné Culicoides

nnnnnnnnnnnnnn

Graf 1. Sezénna dynamika pakomarikov Obr. 1. Druhova skladba pakomarikov
na farme Zemplinska Teplica na farme Zemplinska Teplica

Na farme Zemplinska Teplica bolo odchytenych len 141 ks pakomarikov (0 % Komplex
Nubeculosus, 1,4 % Komplex Pulicaris, 1,4 % Komplex Schultzei, 7,1 % Komplex
Obsoletus)(obr.2). Predpokladame, ze vrchol sezony sa pohyboval v 25.-29. tyZdni odchytu,
tj. 16.6.-15.7.2008, avsak tieto zistenia nie st vzhladom na nizky pocet odchytenych
pakomarikov relevantné (graf 2). To bolo pravdepodobne ovplyvnené samotnym umiestnenim
lapa¢a a mozného negativneho podsobenia vzduSnych virov a prievanov. Nepritomnost
vektora sme na oboch farmach sme pozorovali na prelome septembra a oktobra.

~
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Graf 2. Sezénna dynamika pakomarikov Obr. 2. Druhova skladba pakomarikov
na farme Popro¢ na farme Popro¢

Pri klinickom sledovani hovddzieho dobytka a oviec sme nepozorovali klinické symptoémy
charakteristické pre zhubnu katardlnu horucku. Klinické zmeny suviseli udojnic s
poporodnym obdobim (mastitidy, metritidy, syndrom ulahnutia, syndrom negativnej
energetickej bilancie, syndrom stu¢nenia, acidozy, atd’.). U oviec sme zinych chordb
diagnostikovali chronické endo a ektoparazitdozy, ndkazliva krivacku, muSec a mastitidy.
Vysledky biochemickych vysetreni st uvedené v tabul’kach vo forme priemernych hodnoét (x)
a smerodajnej odchylky (sd). U dojnic sme zistili narast NEMK pri 5. odbere (€o je viazané
na popdrodné obdobie), CBi a Clg pri 4. a5. odbere, sideropéniu pri 4. a5. odbere,
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hypokuprémia a hypozinkémia v priebehu celého sledovania (tab. 1). U oviec sme zistili
narast sérovej aktivity CPK a CIg pri 5. odbere a pokles kreatininu pri vSetkych odberoch a
v priecbehu celého pozorovania okrajovd hypozinkémia a hypokuprémia (tab.2). Pri
sérologickom vySetreni sme nezistili pritomnost’ protilatok voci virusu modrého jazyka. Na
zdklade negativnych sérologickych vysledkov sme nepokracovali vo virologickom
vySetrovani.

Mesiac odberu NEMK CBi Clg Fe Cu Zn

mmol/l umol/l UZST pmol/l pmol/l pmol/l

RH 0,10 - 0,35 do 5,13 18-26 21,5- 12,6 - 12,2 -

32,7 18,9 30,0

Maj X 5,053 5,053 25,23 27,17 9,087 11,25
n=15 sd 1,085 1,085 4,558 3,468 2,542 2,269
Jun X 5,397 5,397 30,41 25,69 8,473 10,09
n=15 sd 1,583 1,583 3,064 4,680 1,123 1,250
Jul X 5,491 5,491 27,23 23,51 9,333 12,60
n=15 sd 2,967 2,967 5,032 4,304 0,748 3,053
August X 9,903 9,903 30,25 20,01 9,553 9,733
n=15 sd 4,462 4,462 4,654 2,572 1,803 1,406
September X 8,165 8,165 30,84 18,80 11,27 9,867
n=15 sd 3,461 3,461 5,074 4,487 1,892 0,6976

Tab. 1. Vysledky biochemickych vysSetreni u dojnic

Mesiac odberu CPK Clg Kreatinin Cu Zn
pkat/l UZST pmol/l umol/l umol/l
RH do 5,83 18-26 108 - 168 10-19 12,1 -
24,0
Mij X 4,385 31,33 98,33 10,65 11,01
n=15 sd 1,399 4,793 19,42 1,709 2,327
Jin X 3,569 38,13 85,07 9,953 10,96
n=15 sd 0,6545 3,206 11,30 1,881 1,310
Jul X 4,347 27,55 93,60 9,433 17,33
n=15 sd 1,732 6,017 15,58 0,9147 2,659
August X 3,647 26,10 98,09 10,28 12,19
n=15 sd 0,876 6,040 14,90 2,059 1,855
September X 4,871 29,49 104,9 12,87 11,42
n=15 sd 1,500 6,009 15,87 1,234 1,856

Tab. 2. Vysledky biochemickych vySetreni u oviec

DoterajSie vysledky potvrdzuji pritomnost zéstupcov pakomarikov rodu Cullicoides
povazovanych za vektorov choroby modrého jazyka, pricom dominuje Komplex Obsoletus.
61,1% odchytenych pakomarikov na farme oviec a 90,1% na farme dojnic patri do skupiny,
ktoré sa sa podla Goffredo, M. a Meiswinkel, R., (2004) nepodiel’aju na prenose virusu BT.
Najvyssi pocet pakomarikov bolo odchytenych v druhej polovici juna a zaciatkom jula, comu
zodpovedali priaznivé klimatické podmienky pre aktivitu pakomarikov od méaja do septembra
a pri predpokladanom globalnom otepl'ovani je mozné ocakavat’ predlzovanie transmisivnej
sezony vektora aj na Slovensku.

Pri klinickom vySetrovani hovddzieho dobytka a oviec sme nediagnostikovali symptomy
choroby modrého jazyka (Backx ai., 2007). V pripade vyskytu klinickej manifestacie, tieto
boli u hovéddzieho dobytka viazané vac¢Sinou na produkéné choroby v popérodnom obdobi
a nedostatky vo vyzive a u oviec na chronické parazitdozy a nedostatky vo vyzive. Vzhl'adom
na vyskyt vektorov virusu BT na obidvoch sledovanych farmach sa potvrdila potreba
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klinického sledovania zvierat v chovatel'skych podmienkach ako neodmyslitel'na sucast
surveillance choroby modrého jazyka v ramci vcasnej diagnostiky, ¢o je aj v sulade so
Smernicou Rady ¢. 2000/75/ES stanovujucou $pecifické ustanovenia pre kontrolu a likvidaciu
kataralnej horucky oviec- modrého jazyka a kddexom zdravia OIE pre suchozemské zvierata
(2004).

Pri laboratornej analyze neboli pozorované zmeny charakteristické pre chorobu modrého
jazyka. Diagnostikované odchylky poukazovali na naruSenie celkového metabolizmu
v stvislosti s vyskytom inych chordb (produkéné choroby, parazitdzy, nedostatky vo vyzive,
atd’.). VysSetrované biochemické markery odrazaji naruSenie organovych systémov
postihnutych v priebehu infekcie virusom BT, preto je potrebna ich diagnostika pre postudenie
celkového stavu infikovanych zvierat alebo v ramci v€asnej diagnostiky.

Pri sérologickom vySetrovani nebola potvrdend pocas celého sledovania  pritomnost’
protilatok voci ziadnemu sérotypu virusu BT u hovddzieho dobytka a oviec. Z dovodu
pritomnosti pakomarikov na obidvoch farméach v transmisivnej sezéne je opodstatnené
zabezpeCit’ kontinudlne sérologické analyzy zvierat ako neodmysliteI'ny prvok surveillance
choroby modrého jazyka . Virologické vySetrenia zvierat resp. vektora sa odporica vyuzit’ len
v pripade podozrenia na nakazu (pritomnost’ protilatok, klinické priznaky, biochemické
zmeny poukazujuce na infekciu virusom modrého jazyka alebo v pripade presunu zvierat
z oblasti s vyskytom BT u domacich a vol'ne Zijicich preziivavcov).
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POROVNANIE FERMENTACNYCH A HYDROLYTICKYCH AKTIVIT VO FECES
KONOVITYCH A SIMPANZOV

Laho T.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Tato Stadia je zamerana na porovnanie fermentacnej kapacity féces a hydrolytickej aktivity
protozoalnej frakcie vo féces ukonovitych zvierat — kon Przewalsky (Equus ferus
przewalskii), somar azijsky (Equus hemionus kulan), zebra Chapmanova (Equus quagga
chapmanni) a Simpanzov (Pan troglodytes) v podmienkach in vitro. Ako fermentaéné
substraty sme pouzili amorfni celulozu (AC), la¢ne seno (LS), pSenicnu slamu (PS),
ja¢menny §rot (JS) a xylan (XYL). Merali sme objem vyprodukovaného plynu, koncentraciu
unikavych mastnych kyselin (UMK) a stravitenost’ substraitov (IVDMD) po 72 hod
fermentacie. Zistili sme vyznamné rozdiely medzi zvieratami v produkcii jednotlivych UMK,
IVDMD a produkcii plynov (P<0,001). Najlepsie boli fermentované XYL a JS substraty. PS
a AC boli najhorsie fermentovatel'né az nedegradovatelné substraty pre vSetky druhy zvierat.
Rozdiely vo fermentacii substratov pripisujeme rozdielnemu zloZeniu c¢revnej populacie.
Hydrolytické aktivity sme stanovovali vo fekalnej protozoalnej frakcii Simpanzov a zebier. Na
meranie aktivity karboxymetylceluldzy, xylanazy, a-amylazy a fruktanazy sme pouzili tieto
substraty karboxymetylcelulozu, xylan, $krob a inulin. Simpanzia protozoalna fekalna frakcia
obsahovala iba jeden druh ciliat, Troglodytella abrassarti. V zebrej frakcii sa nachadzala
zmesna protozoalna populécia typicka pre cel'ad” koniovitych. VSetky sledované enzymatické
aktivity boli pozitivne v zebrej frakcii, na rozdiel od Simpanza, kde fruktandzova aktivita
nebola detekovand. Vysledky ukazali, ze fekalna protozoédlna frakcia zebier a Simpanzov sa
podiel’a na traveni rastlinnych Strukturalnych polysacharidov v hrubom ¢reve hostitel’a.

UvOD

Hrubé crevo, ktoré tvori poslednt Cast’ trdviaceho traktu u cicavcov, zohrava hlavne pre
absorpné schopnosti epitelu a mikrobidlnu fermentaciu aj naprieck medzidruhovym
anatomickym rozdielom, dolezita tlohu pri trdveni. Vo vyzive zvierat je dolezité pochopit’
ulohu ¢revnej mikroflory. Vysledkom mikrobialnej fermentacie v hrubom creve su unikavé
mastné kyseliny (UMK) a plyn, ¢o je ve'mi podobné fermentacii v bachore preziivavcov.
Konovité su typické bylinozZravce s travenim v slepom a hrubom creve. Primaty st vo
vSeobecnosti charakterizované ako bylinozravce (Milton, 2003). Potrava volne zijucich
Simpanzov pozostava z 87-98 % rastlinnej potravy (Milton, 1999) a liSi sa medzi
jednotlivymi populdciami, hoci u kazdej dominuju zrelé ovocné plody (Newton-Fisher, 1999).
Napriek tomu, ze fekalne mikroby nereprezentujii uplne mikrobialne spoloc¢enstvo slepého a
hrubého creva, fermentacné techniky s fekdlnym inokulom (Varadyova a kol., 2000; 2005)
predstavuji hodnotnu alternativnu neinvazivnu metédu na aproximaciu fermentacie v slepom
a hrubom creve. Ciel'om bolo porovnanie fermentacnej kapacity féces a hydrolytickej aktivity
protozoalnej frakcie vo féces u konovitych zvierat a Simpanzov v podmienkach in vitro.

MATERIAL A METODIKA

Cerstvé féces pouzité v nasom experimente bolo ziskané zo zoologickych zahrad (Zoo
Kosice, Zoo Liberec) od nasledujucich zvierat: kon Przewalsky (Equus ferus przewalskii),
somar azijsky (Equus hemionus kulan), zebra Chapmanova (Equus quagga chapmanni),
Simpanz ulenlivy (Pan troglodytes). Kone, kulany a zebry boli kimené zimnou kifmnou
davkou pozostavajucou (kg/kus a deil): mrkva 1; granule K (doplnkové kifmna zmes pre konie)
0,65 (kone, kulany), 0,70 (zebry); seno 30 (kon), 18 (kulan), 25 (zebra); silaz ad libitum (kone
a kulany). Simpanzy boli kimené diétou so zvysenou vlakninou (Kisidayova a kol., 2009).
Vzorky cerstvych féces zbierané po rannom kimeni boli transportované do laboratdria
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v McDougallovom pufri a precedené cez Styri vrstvy gazy. Pomocou injekénej striekacky
bolo fekélne inokulum (10 ml) inokulované do predhriatych inkuba¢nych NTS fl'asiek (100
ml) s McDougallovym pufrom (25 ml) a s jednym typom substratu (0,25 g). Boli pouzité tieto
substraty: amorfna celuléza (AC), laéne seno (LS), pSeni¢na slama (PS), jamenny $rot (JS)
a xylan (XYL). LS, PS aJS boli zomleté a preosiate cez sita (0,15 - 0,4 mm). NTS-ky so
substratmi boli ulozené do termostatu a inkubované 72 hodin pri teplote 39 £ 0,5 °C. Sest’
NTS fTasiek bolo pouzitych pre kazdy substrat a Sest’ sluzilo ako kontrola (inokulum bez
substratu). Po 72 hod bol merany objem vyprodukovaného plynu vo fermentaénych fl'aSiach
pomocou manometra (Varadyova a kol., 1998). Koncentracia UMK bola analyzovand na
plynovom chromatografe Perkin — Elmer Clarus 500 (Perkin-Elmer, Inc., Shelton, CN, USA).
Stravitelnost’ substratov (IVDMD) bola vyratana z rozdielu véhy substratu pred a po 72 hod
inkubacii. Namerané hodnoty boli Statisticky vyhodnotené pomocou dvojcestnej analyzy
variancie (GraphPad InStat, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA) ako 6 x 4
faktoridlny dizajn, ktory reprezentoval Sest’ substratovych skupin a fekélne inokulum zo
Styroch druhov zvierat. Hydrolytické aktivity sme stanovovali v bezbunkovom sonikate vo
fekalnej protozoalnej frakcii Simpanzov a zebier. Simpanzia protozoalna fekalna frakcia
obsahovala iba jeden druh ciliat, Troglodytella abrassarti (Profousova a kol., 2007). V zebrej
frakcii sa nachadzala zmesnd protozoalna populdcia typickd pre celad” konovitych.
Polysacharidova depolymerazova aktivita bola merand ako produkcia redukujucich cukrov
uvol'nenych z polysacharidového substratu pri pH 7,0 ateplote 39 °C spektrofotometricky
pomocou dinitrosalicylovej  kyseliny  (Miller, 1959). Na meranie  aktivity
karboxymetylceluldzy, xylanazy, o-amyldzy a fruktandzy sme pouzili ako substraty
karboxymetylcelulozu, xylan, Skrob a inulin. Obsah proteinov v enzymovom preparate bol
stanoveny Bradfordovou metdédou (Bradford, 1976). Vysledky boli spracované v programe
Microsoft Excel.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Fermentacné parametre su prezentované v tabulke ¢.1. Vyznamné rozdiely medzi zvieratami
boli v produkcii individudlnych UMK, IVDMD a produkecii plynov (P<0,001). Najlepsie boli
fermentované XYL alJS substrity. PS aAC boli najhorsie fermentovatelné az
nedegradovatelné substraty pre vSetky Styri druhy zvierat. V porovnani s fermentacnou
kapacitou bachorovej tekutiny a féces oviec bola fermentacnd aktivita féces komovitych
a Simpanzov pri AC podstatne nizSia (Varadyova a kol., 2005). Z testovanych vlédknin fekalne
inokuld lepSie fermentovali hemicelulézu v podobe xylanu ako amorfnil celul6zu.
Fermentacia AC bola sledovana z dovodu zistovania celulolytickej aktivity fermentacného
média. Fermentacia PS ako zdroja hemiceluldzy (16 %), celulozy (46 %) a ligninu (9 %)
oproti kontrole mala maly vplyv na tvorbu jednotlivych UMK. Statisticky vyznamné rozdiely
v UMK sme zaznamenali pri fermentacii JS pri vietkych zvieratich, &o poukazuje na
vyznamnu amylolyticka aktivitu ich ¢revného mikrobiému. Produkcia plynu pri fermentacii
AC aPS bola vel'mi nizka pri vSetkych konovitych inokuldch. Vysoka produkcia plynu
v porovnani s kontrolami bola zaznamenand pri fermentdcii substratov u Simpanzov.
Vysledky ukazali, ze crevny mikrobiom sledovanych zvierat dobre fermentuje
hemicelulolytické¢ (xylan) a Skrobové substraty (jaémenny S$rot). Rozdiely vo fermentacii
substratov medzi jednotlivymi konovitymi zvieratami je mozné pripisat’ ré6znemu zloZeniu
¢revnej mikrobialnej populacie a jej schopnosti adaptovat’ sa na diétu donorového zvierata.
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Tab. 1. Produkcia UMK, plynu a IVDMD z féces po 72 hod fermentacie

Substrat  Féces Mol % Plyn IVDMD
(S) (F) Acetdt Propionat n-Butyrat (ml/g) (%)
Kon 759 146 8,47 0 0
AC Kulan 47,0 476 4,52 0,5 0
Zebra 66,7 18,0 8,23 13,2 0
Simpanz 57,4 18,5 16,2 100 5,1
Kon 76,9 14,6 7,79 12,0 14,0
PS Kulan 742 134 11,8 0 4,78
Zebra N N N N N
Simpanz 583 18,7 15,2 96 5,3
Kon 782 13,7 7,33 34,0 27,7
LS Kulan 69,1 247 3,92 62,0 47,8
Zebra 76,8 14,8 5,88 73,3 43,8
Simpanz 57,6 18,6 16,4 178 25,0
Kon 552 29,8 14,2 98,7 75,5
1S Kulan 51,7 348 8,06 105 78,2
Zebra 58,6 36,5 3,62 146 74,6
Simpanz 51,6 19,7 22,4 375 83,8
XYL Kon N N N N N
Kulan 72,8 16,0 10,5 44,0 26,2
Zebra 70,8 17,6 10,3 101 53,5
Simpanz N N N N N
Kon 76,8 11,0 6,43 0 -
Kontrola  Kulan 76,3 15,8 5,63 7,6 -
Zebra 56,3 125 15,7 11,0 -
Simpanz 58,2 18,5 15,5 100 -
SEM 1,7 0,9 0,6 0,5 0,4
S skeksk sksksk keksk skeksk sksksk
F sksksk skkok skskk skskk kskosk
SXF skeksk ksksk keksk skeksk sksksk

**% P<0.001; N, nemerané

Hydrolytické aktivity si prezentované v tabul'ke ¢.2. VSetky sledované enzymatické aktivity
boli pozitivne v zebrej frakcii, na rozdiel od Simpanza, kde fruktanazova aktivita nebola
detekovana. Vysledky ukazali, Ze fekalna protozoalna frakcia zebier a Simpanzov sa podiel’a
na traveni rastlinnych Strukturdlnych polysacharidov v hrubom c¢reve hostitela. Ked'ze
cilidtova populécia zebry je zlozena z viacerych druhov, je pravdepodobné, Ze niektoré z nich
maju fruktandzovu aktivitu na rozdiel od Simpanzov, ktoré boli monofaunované. Okrem toho
to modéze byt aj prejavom potravinovej Specializdcie arozdielnosti medzi Simpanzmi
a zebrami. Velky podiel potravy zebry tvoria travy, ktoré su bohaté na zasobné polysacharidy
fruktany. Naproti tomu, potrava fruktivornych Simpanzov je chudobnd na fruktany, preto sa
mozno domnievat’, Ze sa nevyselektovala cilidtova populacia schopna fermentovat’ fruktany.
V porovnani s bachorovymi cilidtami je namerana celulolytickd aktivita nizsia (Bera-Maillet a
kol., 2005), podobne bola nizSia aj xylanazova aktivita zebry. Naproti tomu, u Simpanzov
vysokd amyldazova a xylandzovad aktivita je porovnatelna s bachorovymi cilidtami. Tieto
pilotné vysledky pokazuju na to, ze mutualistické ciliaty hrubého ¢reva sa moézu velkou
mierou podiel’at’ na mikrobidlnej fermentécii a prispievat’ tak k vyZzive hostitel’a.
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Tab.2. Hydrolytické aktivity protozodlnej frakcie vo féces u Simpanzov a zebier

Protozoalna frakcia

Simpanz zebra

Proteiny  Produkcia®  Aktivita® |Proteiny Produkcia  Aktivita
Xylandza 6,23 +0,70 21,96 +4,38 3,31+0,601,48+0,06 0,39+0,11 0,26+0,06
Celuldza 6,23+0,70 6,96+0,35 1,04+0,08|1,48+0,06 0,59+0,24 0,40+0,15
Amylaza 6,23 +0,70 26,85+4,06 4,89+0,41|1,48+0,06 0,78+0,001 0,53=+0,01
Fruktandza 6,23+0,70 0 0 1,48+ 0,06 2,62+0,11 1,77+0,01

Hodnoty su priemery + SD;

Proteiny - mg/ml;

*Produkcia redukujucich cukrov - umol/ml min
*Specificka aktivita enzymov - pmol/ml min mg proteinu
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VPLYV ODLUCENIA MLADAT OD MATKY NA NEUROGENEZU V
ROSTRALNEJ MIGRACNEJ DRAHE POTKANA

Lievajova K., Racekova E., Marton¢ikova M., Orendacova J.
Neurobiologicky ustav SAV, Kosice

ABSTRAKT

Napriek tomu, ze pretrvavanie neurogenézy v subventrikularnej zéne a rostralnej migracne;j
dréhe (RMS) cicavcov bolo dokdzané, vonkajSie faktory, ktoré ovplyviuju tento proces su
vacsinou nezname. Ciel'om nasej prace bolo sledovat’ ¢inok odlucenia mlad’at od matky na
proliferaciu, diferenciaciu a odumieranie buniek v RMS potkana. Odluc¢enie mladat od
matky, dobre popisany model ranného postnatilneho stresu u hlodavcov, sme pouzili ako
model ¢uchovej deprivacie. NaSe vysledky naznacuji, Ze stresujlice zazitky pocas ranné¢ho
obdobia zivota vyrazne pozmenuju normalny vyvoj buniek v RMS a sposobuji vyznamny
pokles poctu proliferujiicich buniek, vyznamny nérast odumierania buniek a ovplyviiuju aj
pocet a maturaciu nitrergickych buniek v RMS.

UvOoD

Subventrikularna zéna (SVZ) lateralnych mozgovych komér je jednym z miest, kde dochadza
k neurogenéze aj v postnatdlnom obdobi. Bunky, ktoré¢ vznikaju v SVZ migruji cez siet
tangencidlnej drahy — oznaCovanej ako rostrdlna migracna drdha (RMS) do drenovej Casti
bulbus olfactorius (BO), kde dochadza kich diferenciacii na zrel¢ interneurdny (Luskin,
1993). Migrujuce bunky vytvéraji retazce, ktoré su obalené zvlaStnym typom astrocytov.
Bolo dokazané, ze bunky SVZ si po¢as migracie pozdiz RMS zachovavaju schopnost’ delit’
sa, a tiez Ze urcity pocet tychto buniek pocas migracie zahynie prirodzenou bunkovou smrt’ou
(Brunjes a kol., 1996). Naprick tomu, Ze neurogenéza prebicha v mozgu nepretrzite po cely
zivot, moze byt ovplyviiovand mnozstvom réznych vonkajsich faktorov (ionizujuce Ziarenie,
elektromagnetické ziarenie, ¢uchova deprivacia). Vonkajsie faktory, ktoré su zapojené do
reguldcie postnatdlnej neurogenézy su v sucastnosti predmetom intenzivneho badania.
Proliferacia a migracia neuronalnych prekurzorov st kontrolované aj celym radom signalnych
molekul. NajnovsSie dokazy potvrdzuju, ze velky vplyv na neurogenézu v dospelosti mé
signalna molekula oxidu dusnatého (nitric oxide — NO) (Moreno-Lépez a kol., 2004).

V RMS potkana vprvom mesiaci po narodeni pokracuju vyrazné vyvojové zmeny.
Prelomové obdobie predstavuje koniec prvého postnatalneho tyzdna, kedy v RMS dochadza
k zna¢nym morfologickym zmenam. Na siedmy defi po narodeni pocet proliferujicich buniek
v RMS vel'mi vyrazne poklesne a od Strnasteho postnatdlneho dna si mnozstvo deliacich sa
buniek zachovéava stipajicu tendenciu. U dvadsatosemdnovych potkanov dosiahne pocet
BrdU pozitivnych buniek urovenn novorodenych zvierat (Marton¢ikova akol., 2006).
Astroglia v RMS sa zacina objavovat’ po prvom postnatalnom tyZzdni (Law a kol., 1999).
Prvé, NO produkujuce bunky v RMS boli zachytené na desiaty postnatalny den (Racekova
akol.,, 2003). Na ziklade tychto poznatkov sme sa vnaSom experimente zamerali na
sledovanie ucinku odlu¢enia mlad’at od matky pocas prvého mesiaca po narodeni.

MATERIAL A METODIKA

V experimentoch boli pouzité potkany kmena Wistar albino. Na vyvolanie cuchovej
deprivacie sme pouzili model odlucenia mladat od matky. Mlad’atd boli od prvého
postnatalneho dna (P1) do Strnasteho postnatidlneho dna (P14) alebo do dvadsiatehoprvého
dna (P21) denne oddelené od svojich matiek po dobu 180 minut. Najprv sme vybrali samice a
potom sme prelozili mlad’atd do plastikovej nadoby, ktort sme umiestnili do inkubatora pri
teplote zhodnej s hodnotami nameranymi v hniezde. Po uplynuti 180 minat boli mlad’ata
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vraten¢ do povodnej klietky k samici. Kontrolné zvieratd boli chované v rovnakych
podmienkach bez separacie od matky.

Podl'a trvania odlu¢enia od matky a doby prezivania sme zvieratd rozdelili do Styroch
experimentalnych skupin: 1. skupina — P7 (odlucenie od matky po dobu jeden tyzden), 2.
skupina - P14 (odlucenie od matky po dobu dvoch tyzdiov), 3. skupina — P21 (odlucenie od
matky po dobu troch tyzdnov), 4. skupina — P28 (odlucenie od matky po dobu troch tyzdiov,
nasledované tyzdinovym prezivanim).

Po skonceni oddelovania od matky sme experimentdlnym aj kontrolnym zvieratdm i.p.
injikovali znackovac¢ proliferujicich buniek bromdeoxyuridin — BrdU (50mg/kg telesnej
hmotnosti). Po dvojhodinovom prezivani sme zvieratd v hlbokej narkdze (zmes xylazinu a
ketaminu) transkardidlne preplachli najprv fyziologickym roztokom a nasledne 4%
paraformaldehydom. Nasledujuci deii sme mozgy vybrali z lebiek a prelozili do
kryoprotektivneho roztoku (30% roztok sacharézy). Po skonceni kryoprotekcie sme mozgy
pomocou kryostatu nakrajali na 40 um hrub¢ sagitalne rezy, ktoré sme ulozili do naddobiek s
0.1 M PBS. Tieto rezy sme nasledne spracovali imunohistochemickou metdédou pre znacenie
proliferujucich buniek (vyuzivajucim anti BrdU protilatku). Dalej sme pouzili histochemické
metddy na identifikdciu nitrergickych buniek (NADPH-diaforazové farbenie) a
odumierajicich buniek (fluorescen¢né farbivo Fluoro-Jade C). Mozgy rovnako starych
kontrolnych zvierat boli spracované podobnym spdsobom.

Pomocou svetelného  mikroskopu (Olympus BX51) sme zhotovili mikrofotografie
jednotlivych rezov a pocet apoptotickych a nitrergickych buniek sme analyzovali programom
Image Tool. Proliferujice bunky sme pocitali pomocou programu Disector individudlne v
jednotlivych anatomickych Castiach RMS (vertikdlne rameno, ohyb a horizontalne rameno).
Rozdiely v poctoch proliferujucich, nitrergickych ako aj apoptotickych buniek medzi
experimentalnymi a kontrolnymi zvieratami sme Statisticky hodnotili pomocou Tukey —
Kramer testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Viaceré experimenty potvrdili, ze opakované odlic¢enie od matky pocas prvych dvoch - troch
tyzdiov Zivota ma za nasledok dlhotrvajiice zmeny tykajice sa endokrinného, behavioralneho
a mozgového vyvoja (Francis a Meaney, 1999). Nase vysledky naznacuju, ze relativne kratky
interval pdsobenia Cuchovej deprivacie (jeden tyzden), ako aj dlhodobejSia cuchova
deprivacia (dva az tri tyzdne) mdézu vyrazne ovplyvnit jednotlivé procesy neurogenézy.
Predchéadzajuca Stidia z nasho pracoviska ukazala, Ze intenzita proliferacie bunieck v RMS
intaktného potkana sa pocas prvého postnatilneho mesiaca vyrazne meni (Marton¢ikova
akol.,, 2006). V naSom experimente sme, po ukonceni odlucenia mléd’at od matky
zaznamenali signifikantny pokles poctu BrdU pozitivnych buniek vo vsetkych castiach RMS
u vSetkych Styroch experimentalnych skupin.

Aby sme ziskali detailnejsie informécie o rozsahu diferenciacie, rozdelili sme RMS pozdiz
kaudalno-rostralnej osi na tri Casti: vertikdlne rameno, ohyb a horizontdlne rameno. Je
zaujimavé, ze pokles poctu proliferujucich buniek bol najvyraznejsi v kaudalnej casti RMS
(vo vertikdlnom ramene a ohybe), teda v tych castiach RMS, kde je pri fyziologickych
podmienkach pocet proliferujicich buniek najvyssi. V horizontdlnom ramene bol pocet
deliacich sa buniek tiez redukovany v porovnani s kontrolami, ale tento pokles nebol
signifikantny. Predpokladdme, Ze r6zna odpoved’ jednotlivych anatomickych ¢asti RMS na
cuchovu deprivaciu je sposobend vyssou citlivostou tych €asti RMS, kde je za fyziologickych
podmienok najvyssia proliferacia.

Oddelovanie mlad’at od matky spdsobilo vyrazné zmeny aj v odumierani buniek. Po
sedemdnovej cuchovej deprivacii, pocet Fluoro Jade-C pozitivnych buniek u P7 zvierat sa
v porovnani s kontrolami $tatisticky signifikantne zvysil v priebehu celej RMS. Dvojtyzditova
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separacia (P14 potkany) nesposobila signifikantny narast po¢tu Fluoro Jade-C pozitivnych
buniek, no trojtyzdnova separacia (P21 potkany) indukovala vyrazné zvySenie mnoZzstva
odumierajicich buniek v porovnani s kontrolami a tento signifikantny narast pretrvaval aj
tyzden po skonceni separacie (P28 potkany). Tieto nalezy naznacuju, Ze ¢uchové vnemy
mozu modulovat’ aj rovnovadhu medzi tvorbou a eliminaciou progenitorovyvh buniek.

V nasej predchadzajucej praci sme ukézali, ze v RMS kontrolnych zvierat sa prvé NADPH-d-
pozitivne bunky objavili az po prvom postnatadlnom tyzdni, konkrétne na desiaty deii po
narodeni (Ragekova akol., 2003). Cuchova deprivacia indukovala skorsi vyskyt buniek
produkujucich NO v migracnej drahe. Bipolarne NADPH-d-pozitivne bunky s kratkymi
vybezkami sme sledovali v RMS P7 experimentalnych potkanov. Morfologicky obraz a pocet
tychto buniek boli podobné ako u P10 kontrolnych zvierat. Analyzou mozgov kontrolnych
zvierat sme zistili, Ze pocet buniek produkujicich NO v RMS vekom postupne narastd. Po
¢uchovej deprivacii bola distribucia nitrergickych buniek v priebehu RMS podobna ako
u kontrolnych zvierat, avSak pocet tychto buniek u experimentalnych zvierat narastol u P14,
P21 ako aj u P28 potkanov. Tento rozdiel bol Statisticky vyznamny na konci senzorickej
deprivacie (P21) v porovnani srovnako starymi kontrolnymi potkanmi. Uloha NO
v neurogenéze vyplyva najmid zjeho antiproliferaéného u¢inku na mnohé typy buniek.
Negativny vplyv NO na proliferaciu bol potvrdeny v neuroproliferativnych oblastiach mozgu
dospelych cicavcov in vivo (Moreno-Lopez a kol., 2004) aj in vitro (Matarredona a kol.,
2004). Nase pozorovania ukdzali, Ze ranna senzorickd deprivacia indukuje zvySenu tvorbu
NO, ¢o sekundarne moze pdsobit’ antiproliferacne.
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PREZIVANIE VYBRANYCH PROBIOTICKYCH MIKROORGANIZMOV V
JOGURTOCH POCAS SKLADOVANIA

Lovayova V., Burdova O.

Univerzita veterindrskeho lekdrstva Kosice, Ustav hygieny a technoldgie mlicka

ABSTRAKT

Stadia hodnotila preZivanie Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis ssp. lactis
v jogurtoch pocas ich skladovania. Jogurty boli inkubované pri 43 °C 3,5 h. a skladované pri
teplote 4 °C. Vo vzorkdch sa sledovali zmeny kyslosti (pH a °SH) a mikrobiologické
vlastnosti  jogurtov, ktoré sa vyhodnocovali na 1, 3, 7, 14 a 21 denn skladovania.
Experimenty boli vykonavané od aprila 2008 do januara 2009. Vysledky poukazuju na
podstatné rozdiely medzi ré6znymi typmi probiotickych baktérii. Pouzitd technoldgie vyroby
jogurtov v laboratornych podmienkach sa ukazala ako spravna a vhodna pre rozmnozovanie
probiotickych mikroorganizmov. Pri mikrobiologickej analyze sa zistilo, ze doSlo k narastu
poctov pouzitych probiotickych kmenov baktérii. Pocty Bifidobacterium animalis ssp. lactis
sa zvySovali z 0,3x10° KTJ / g na 1,7x10° KTJ / g v prvych 7 diioch nezéavisle na roénom
obdobi. Poéty baktérii Lactobacillus acidophilus sa zvy$ovali z 0,8x10° KTJ / g na 5,5x10°
KTJ / g po¢as 7 dni skladovania v priebehu $tyroch roénych obdobi. Statisticka vyznamnost
bola medzi klesajucim pH a zvySujucimi sa poctami jednotlivych druhov baktérii v
sledovanych vzorkach.

UvOD

V poslednych rokoch je venovana zna¢na pozornost moznosti zlepSenia zdravotného stavu
cloveka tpravou crevnej mikroflory. VSeobecnym trendom je priklon k zdravej vyzive.
Probiotické potraviny, vratane mlie¢nych vyrobkov, hraju vyznamnu tlohu v l'udskej vyzive.
Najskor boli probiotické potraviny definované ako ,potraviny obsahujice Zzivé
mikroorganizmy, ktoré aktivne zlepSuju zdravie a udrzuji v rovnovahe mikrofléru creva“
(Fuller, 1991). V stcasnej dobe su probiotické potraviny vymedzené ako ,,produkty, ktoré
obsahuju mikrobialne bunky, alebo ich ¢asti, a maju blahodarny vplyv na zdravie hostitel'a®.
Pri vyrobe sa osvedcili najmé baktérie rodu Lactobacillus, Bifidobacterium a Enterococcus.
Celosvetovo je predavanych viac nez 100 roznych probiotickych vyrobkov. Spotreba potravin
obsahujucich Lactobacillus acidophilus a bifidobaktérii je pozorne sledovana. K zaisteniu
zlepSenia zdravia je podstatné, aby probiotické potraviny vyhovovali narokom minimalnej
koncentracie probiotik 10° KTJ/ g produktu aj na konci doby spotreby. Na Zivotnost
probiotickych kultir vo fermentovanom mlieku pdsobi rada faktorov, najmi vysledna kyslost’
produktu, dostupnost’ Zivin, rozpustnost a moznost permedcie kyslika cez obal vyrobku.
Stabilita probiotickych kultir vo vyrobkoch je délezitym problémom, na ktory je zamerana
hlavna pozornost’.

MATERIAL A METODIKA

V praci sa analyzovalo 320 vzoriek bielych jogurtov vyrobenych zkravského mlicka
s rozdielnym poctom somatickych buniek. Analyzovali sa vzorky bieleho jogurtu
technologicky vyrobeného v laboratéornych podmienkach. Vzorky sa hodnotili po dobu
jedného mesiaca, pét’ krat v danom mesiaci. Analyzovana bola vzdy trojica vzoriek u kazdého
typu vzoriek.

V surovom kravskom mlieku sa stanovovali nasledovné parametre: tuk, beztukova suSina,
hustota, bielkoviny, obsah vody, teplota (°C), pH a vodivost pomocou infra¢erveného
analyzatora - Ekomilk (Bulharsko). Pocty somatickych buniek boli stanovené na Fossomaticu
90. Rezidua inhibi¢nych latok boli zistované pomocou DELVO testu, ktorého principom je
rast mikrobidlneho kmena Bacillus stearothermophilus var. calidolactus.
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Kultivacia celkového poctu mikroorganizmov v surovom kravskom mlieku sa previedla na
Standardnom agare PCA - Plate Count Agar (Hi Media) pricom bola pouzitd metoda pocitania
kolénii na tuhom kultivaénom médiu pri teplote 30°C po dobu 72 hod.

Na vySetrenie koliformnych baktérii sa pouzil Endov agar (Hi Media). Pouzitd bola metdda
pocitania kolénii na tuhom kultivaénom médiu po inkubdcii vzoriek pri teplote 37°C po dobu
24-48 hod.

Pre stanovenie poctu mikroorganizmov rodu Lactobacillus acidophilus bola pouzitd péda M
641 Lactobacillus MRS Agar (Hi Media) so selektivnym ¢&inidlom. Zivné pody boli
inokulovane pri teplote 37 °C po dobu 3 dni za anaerobnych podmienok.

Pre stanovenie poctu mikroorganizmov rodu Bifidobacterium bola pouzitd péoda M 1396
Bifidobacterium Agar (Hi Media). Vzorky boli inokulované v termostate za pridania vyvijaca
a indikatora anaerobidézy obratené hore dnom. Po uzavreti anaerostatu sa inkubovalo
v termostate pri 37 °C po dobu 3 dni za anaerébnych podmienok.

Pri mikrobiologickom hodnoteni vzoriek experimentdlne vyrobenych jogurtov (vzorka A,
vzorka B) sa v tyzdennych intervaloch sledovalo prezivanie zivotaschopnych probiotickych
baktérii.

Zistené hodnoty boli spracované do tabuliek a grafov pomocou programu Microsoft Excel.
Pre zistenie Statistickej vyznamnosti bol pouzity parovy T-test presnych pravdepodobnosti
(GaphPad Prism 5).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocty somatickych buniek a mikroorganizmov v surovom kravskom mlieku pouzitom na
vyrobu jogurtov st uvedené v Tab. 1. Najvyssie pocty somatickych buniek boli pozorované v
surovom mlieku v letnom obdobi (1 633 00/ml). Koliformné baktérie boli zistené v
minimalnej hodnote 6280/ml v surovom mlieku po¢as zimného obdobia.

Tab. 1. Somatické bunky a mikroorganizmy v surovom kravskom mlieku pouzitom na
vyrobu jogurtov

Rocne. Somatické bunky/ml Ce.blkovy poc.et Koliformné baktérie/ml
obdobie mikroorganizmov/ml

Jar 286 000 45 000 19 600

Leto 1 633 000 65 900 10 000

Jesen 360 000 32 600 8300

Zima 156 000 51200 6 280

Rezidua inhibiénych latok neboli zistené v ziadnej vzorke surového kravského mlieka
odobratej z mlieka pouzivaného na vyrobu jogurtov za laboratérnych podmienok.

V priebehu skladovania jogurtov doslo k celkovému poklesu pH. Pociatoéné pH (den 0) sa
pohybovalo medzi 4,1 a 4,75 s priemerom 4,45 a kone¢né pH sa pohybovalo v rozmedzi 3,8
az 4,6, s priemerom 4,25. Vyznamny rozdiel bol zisteny (p < 0,05) pri pH medzi jogurtmi
obsahujucimi Lactobacillus acidophilus (vzorka A) a Bifidobacterium animalis ssp. lactis
(vzorka B).

Zivotaschopnost Lactobacillus acidophilus bola vys§ia, ked pH jogurtov sa pohybovala
medzi 4,1 a 4,8 pocas skladovania pri teplote 4 ° C.

Titratna kyslost’ sa vyznamne zvySovala (p < 0,05) na 21 denl skladovania. Pri porovnani
vzoriek jogurtov s Lactobacillus acidophilus medzi sezonami boli zistené vyrazné rozdiely
medzi jarnym vs. letnym obdobim (p < 0,05), jarnym vs. jesennym (p < 0,01) a jarnym vs.
zimnym (p < 0,01). V jogurtoch s Bifidobacterium animalis ssp. lactis boli zistené vyznamné
rozdiely len medzi letom vs. zima (p <0,05). Zd4 sa, ze tieto zmeny mohli byt spojené s
kvalitou surového kravského mlieka, a to najmi s po¢tom somatickych buniek.
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V jarnom obdobi v priebehu skladovania priemerné pocty zivotaschopnych buniek
Lactobacillus acidophilus klesli z 2,3 x 10° KTJ / g (0 deft) na 2,2 x 10° KTJ / g (21 den),
zatial' Go Bifidobacterium animalis ssp. lactis sa znizil z 0,4 x 10° KTJ / g ( 0 defi) na 0,1 x
10° KTJ / g (21 dei) (Tab. 2). Mozno konitatovat, ze vietky skladované jogurty
s probiotickou kultarou Lactobacillus acidophilus obsahovali na konci experimentu (21 den)
Zivotaschopné mikroorganizmy radovo 10° KTJ / g Maximalny priemerny podet
zivotaschopnych mikroorganizmov Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis ssp.
lactis bol pozorovany na 7 def skladovania (5,5 x 10°KTJ /g, 1,7 x 10° KTJ/ g,) (Tab. 2).

Tab. 2. Pocty probiotickych kultarna 1, 3, 7, 14 a 21 deii skladovania, pocas Styroch ro¢nych

obdobi

Jogurty

Dni LS Lactobacillus acidophilus s Bifidobacterium animalis ssp. lactis
jar leto jesen zima jar leto jesen zima

1 2.3x10° | 1.6x10° | 0.8x10° | 0.1x10° | 0.4x10° | 0.3x10° | 0.7x10° | 0.3x10’

3 5.2x10° | 1.8x10° | 1.1x10° | 0.4x10° | 0.8x10° | 0.4x10° | 1.1x10° | 0.6x10°
5.5x10° | 2.5x10° | 3.4x10° | 1.1x10° | 1.7x10° | 0.6x10° | 1.2x10° | 1.1x10°

14 4.1x10° | 0.5x10° | 1.6x10° | 0.9x10° ] 0.8x10° | 0.5x10° | 0.5x10° | 0.8x10’

21 2.2x10° | 0.4x10° | 0.8x10° | 0.6x10° | 0.1x10° | 0.1x10° | 0.2x10° | 0.4x10’

Cielom prace bolo zistovanie prezivania vybranych probiotickych mikroorganizmov u
technologicky vyrobenych jogurtov v laboratornych podmienkach pocas skladovania.
Vo vzorkach jogurtov sa sledovali zmeny mikrobiologickej kvality so zameranim na rody
Lactobacillus acidophilus a Bifidobacterium animalis ssp. lactic, acidita formou titracnej
a aktivnej kyslosti. V priebehu skladovania aktivna kyslost’ u vSetkych vzoriek mala mierne
klesajucu tendenciu. Titraéna kyslost’ sa zvySovala, ale na 7. a 14. defi boli zaznamenané
vykyvy v priemere 0 9,5 “SH.

Z mikrobiologického hladiska sme zaznamenali vyS$i narast baktérii rodu Lactobacillus
acidophilus pocas sledovanych obdobi. Kvantitativne zastipenie Lactobacillus acidophilus na
konci skladovania odpovedalo mnozstvo probiotickych baktérii pre dosiahnutie
terapeutického minima. PriCom pocty rodu Bifidobacterium animalis ssp. lactic boli radovo
02,0.10° v 1/g nizsie oproti po&tom rodu Lactobacillus acidophilus.
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FYZIKALNO-CHEMICKE ZMENY V MASE BAZANTOV POCOVNYCH
(PHASIANUS COLCHICUS) POCAS ZRECIEHO PROCESU

Macanga J., Korénekova B., Nagy J.

Katedra hygieny a technolégie potravin, Ustav hygieny a technolégie mésa, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Cielom nasej prace bolo sledovat’ aporovnat dynamiku kyseliny mliecnej, kyseliny
fosfore¢nej a hodnoty pH pocas 14-dilového zrecieho procesu v prsnej a stehennej svalovine
bazantov polovnych (Phasianus colchicus), ktoré boli zabité¢ vykrvenim, vyhackované a do
analyzy skladované v chladni¢ke pri 4°C. Koncentracie jednotlivych kyselin sme
monitorovali pomocou Elektroforetického analyzatora EA102 (Villa Labeco, SR) a pH sme
merali na pH-metri (InoLab WTW 720). Vysledky ziskane elektroforetickou analyzou sme
vyhodnocovali v programe ITPPpro 32. Zistili sme, ze hodnoty pH sa pocas zrecieho procesu
vyrazne nemenili. V prsnej svalovine bola hodnota pH v 1. deti 5,77; v 7. deti 5,80 a v 14. deni
5,83. Hodnoty pH v stehennej svalovine boli nasledovné: v 1. deii 5,93; v 7. den 5,99 av 14.
deit 6,03. Koncentracia kyseliny mlie¢nej do 7. dna zrecieho procesu stlipala, pricom
vyraznejsi vzostup bol v prsnej svalovine. Aj u kyseliny fosfore¢nej sme do 7. diia pozorovali
narast mnoZzstva v oboch svalovinach, pricom Statisticky vyznamny vzostup koncentracie bol
v stehennej svalovine (p<0,01). Nasledne do 14. dna zrecieho procesu koncentracie oboch
kyselin klesali. Statisticky vyznamny pokles sme zaznamenali u kyseliny mlie¢nej v prsnej
svalovine (p<0,05). Pri porovnani mnozstva jednotlivych kyselin a hodnoty pH v prsnej
a stehennej svalovine sme pozorovali vyrazné rozdiely. VysSie koncentracie kyselin pocas
zrecicho procesu boli v prsnej svalovine, kym hodnota pH bola vyssia v stehennej svalovine.

UvOoD

Zrenie mdsa je dlhodoby biochemicky proces po zabiti zvierat, ktorého sucastou je
pokracovanie enzymatickej aktivity svaloviny bez pristupu vzduchu a premena samotnej
svaloviny na miso. Metabolické produkty latkovej premeny pri procese zrenia mésa zostavaji
vo svalovine a podiel'aju sa na formovani senzorickych vlastnosti misa (Cuboti a kol., 2004).
Jedna sa hlavne o kyselinu mlie¢nu a kyselinu fosfore¢nt, pripadne iné kyseliny, ktoré
sposobujii znizenie hodnoty pH (Simek a kol., 2002). Mnoho mikroorganizmov pri nizkych
hodnotdch pH nepreziva alebo asponn dochadza k vyraznému spomaleniu ich delenia.
Dostatocné okyslenie mésa poskytuje ur€iti ochranu pred baktériami (Winkelmayer a kol.,
2005). KedZe zreci proces je dolezity pre vysledni kvalitu zveriny, sledovali sme
koncentraciu kyseliny mlie¢nej, kyseliny fosfore¢nej a hodnotu pH pocas jeho priebehu.

MATERIAL A METODIKA

V Utelovom zariadeni pre chov a choroby zveri, ryb a véiel v Rozhanovciach bolo 9 kusov
bazantov polovnych (Phasianus colchicus) zabitych vykrvenim. Po vyhackovani boli
rozdelené do 3 skupin po 3 kusoch a nasledne bez odstranenia peria skladované v chladnicke
pri 4°C. Teplota pocas experimentu bola monitorovand pomocou pristroja testo 175.
Z jednotlivych skupin bazantov boli odoberané vzorky prsnej a stehennej svaloviny (z prvej
skupiny 24 hodin po zabiti, z druhej skupiny v 7. deni a z tretej skupiny v 14. deni po zabiti).
Vzorky sme zhomogenizovali a na analyzu sme navazili 10g. Sledované analyty sme ziskali
extrakciou z vodného vyluhu. Po zmerani pH pomocou pH-metra (InoLab WTW 720) sme
vyluh 100 nasobne zriedili. Takto nariedené vzorky sme aplikovali do Elektroforetického
analyzatora EA102 (Villa Labeco, SR) s vodivostnym detektorom. Ako vodiaci elektrolyt bol
pouzity 10mM HCL, B-alanin a 0,1% mHEC a zakoncujuci elektrolyt 5SmM kyselina
kapronova a SmM TRIS. Vysledky z elektroforetického analyzatora boli vyhodnotené
pomocou pocitacového programu ITPPpro 32 a Statisticky analyzované v programe Microsoft
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Excel 2007 pouzitim Studentovho #-testu, korelaéného koeficientu a d’alSich variacno-
Statistickych charakteristik: aritmeticky priemer, smerodajna odchylka.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocas 14-dinového zrecieho procesu sa koncentracia kyseliny mlie¢nej menila nasledovne
(graf 1). V prsnej svalovine 24 hodin po zabiti bola koncentracia kyseliny mlie¢nej 1,379 +
0,406 g/100g vzorky. Pocas siedmych dni stupla na hodnotu 2,713 + 1,381 g/100g vzorky.
V 14. den zrecieho procesu sme zaznamenali Statisticky vyznamné znizenie koncentracie
kyseliny mlie¢nej p<0,05 (1,237 + 0,482 g/100g vzorky). Hodnota korelacné¢ho koeficientu
bola -0,906.

Rovnakt dynamiku sme pozorovali aj v stehennej svalovine, kde koncentracia kyseliny
mliecnej dosiahla nasledovné hodnoty: 1. deii 1,094 + 0,128; 7. dent 1,341 + 0,327; 14. den
1,281 + 0,298.

Dynamika kyseliny mlie¢nej v celom ¢asovom intervale zreciecho procesu v mise odraza
kvantitativnu premenu glykogénu na kyselinu mliecnu. V pociato¢nej faze je jej ndrast
najvyraznej$i (KOPRIVA a kol., 1992).

Z dosiahnutych vysledkov je zrejmé, ze medzi prsnou a stehennou svalovinou su rozdiely
v koncentrécii kyseliny mlie¢nej. Statisticky vyznamny rozdiel sme zaznamenali v 7. defi
zrecieho procesu (p<0,05). Vyssie hodnoty a vyraznejSiu dynamiku tvorby kyseliny mlie¢nej
v prsnej svalovine nez v stehennej je mozné vysvetlit' tym, Ze prsna svalovina obsahuje vicsie
mnozstvo glykogénu (Balsyte a kol., 1998).

Graf 1. Dynamika kyseliny mlie¢nej v prsnej a stehennej svalovine bazantov pocas zrecicho
procesu
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Mnozstvo kyseliny fosfore¢nej v prsnej aj v stehennej svalovine, podobne ako u kyseliny
mlieénej, do 7. diia zrecieho procesu stipalo (graf 2). Statisticky vyznamny vzostup
koncentracie sme pozorovali v stehennej svalovine (p<0,01). Nésledne do 14. diia mnozstvo
kyseliny fosfore¢nej v oboch svalovinach mierne klesalo. Kyselina fosfore¢na vo svalovine
vznikd z energeticky bohatych fosfatov pri odblravani glykogénu na kyselinu mliecnu
(Winkelmayer a kol., 2005), preto je mozné, Ze jej obsah zavisi od mnozstva glykogénu pred
zabitim zvierata.
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Koncentracia kyseliny fosfore¢nej v prsnej svalovine je pocas celého obdobia zrecieho
procesu vicsia nez v stehennej svalovine. Statisticky vyznamny rozdiel sme zaznamenali v 1.
dent (p<0.05) a v 7. den (p<0,01).

Graf 2. Dynamika kyseliny fosfore¢nej v prsnej a stehennej svalovine baZzantov pocas
zrecieho procesu
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Pri sledovani hodnoty pH pocas zrecieho procesu (tab. 1) sme medzi jednotlivymi dnami
nezaznamenali vyrazné rozdiely ¢o sa zhoduje s vysledkami Paulsena a kol., (2008). Naproti
tomu sme vSak zistili Statisticky vyznamné rozdiely medzi jednotlivymi svalovinami.
V stehennej svalovine boli pocas celého monitorovaného obdobia vyssie hodnoty pH nez
v prsnej svalovine (1. deii - p<0,001; 7. denn - p<0,001). NaSe vysledky st porovnatelné
s vysledkami Richtera a kol. (1992) a Paulsena a kol. (2008).

Tab. 1. Hodnoty pH v prsnej a stehennej svalovine bazantov pocas zrecieho procesu

Deil experimentu
1. 7. 14.
Prsna 5,77+0,07 | 5,80+0,04 | 5,83+0,23
Stehenna | 5,93+0,04 | 5,99+0,08 | 6,03+0,18

Svalovina

Pocas zrecieho procesu svalovina podlieha rade biochemickych zmien a meni sa na maéso.
Vysledkom tychto zmien su zlepSené organoleptické a technologické vlastnosti mésa a taktiez
je zabezpecena urCitd ochrana pred mikroogranizmami, ¢im sa predlzuje udrznost mésa.
Medzi najdodlezitejSie biochemické zmeny, ktoré prebiehaju po zabiti zvierat radime
odburavanie glykogénu a energeticky bohatych fostatov, vysledkom ¢oho je vznik kyseliny
mlieCnej, kyseliny fosforecnej a s tym stivisiaca zmena hodnoty pH. Na zaklade naSich merani
mdzeme skonstatovat’, ze dynamika oboch kyselin mala charakteristicky priebeh. Hodnota pH
sa pocas zreciecho procesu vyrazne nemenila. Je to sposobené pravdepodobne tym, ze
svalovina bazantov obsahuje relativne malo glykogénu a tak mnoZzstvo vzniknutej kyseliny
mlieCnej, ktora ovplyviiuje pH v najvdcSej miere, nebolo postacujuce na to, aby zmeny pH
boli vyraznejsie.
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DETEKCIA KOMPLEMENT BLOKUJUCICH PROTEINOV FRANCISELLA SPP.
Mad’ar M., Bhide M.

Katedra mikrobiolégie a imunoldgie, Ustav imunoldgie, Laboratérium biomedicinskej
mikrobiologie a imunologie

ABSTRAKT

Prezivanie franciselly v krvnom rie¢isku po ustipnuti infikovanym kliestom je podmienené
schopnostou baktérie odolavat’ imunitnym mechanizmom hostitel'a. Vel'a mechanizmov s
ktorymi  Francisella bojuje proti vrodenému imunitnému systému je neznamych.
Komplementovy systém patri k mechanizmom vrodenej imunity a pozostadva z mnozstva
zloziek ktorych interakciou sa spustaju jednotlivé komplementové kaskady, ktorych
vysledkom je lyza bakteridlnych patogénov. Cielom prace je detailnejSie Stadium protein -
protein interakcii medzi hostitelI'skym komplementovym systémom a proteinmi Franciscella
LVS, holarctica, novicida. Pomocou proteomickych metdod vieme urcit’ konkrétne proteiny
ktorymi vie Francisella viazat' faktory ktoré reguluji az zastavuju komplementové kaskady.
Medzi tieto regulacné faktory patria aj C4BP a Clinhibitor. V tejto praci sme dokazali vizbu
tychto regulaénych proteinov na proteiny franciselly troch poddruhov atym schopnost
franciselly za pomoci tychto faktorov odolédvat” komplementom sprostredkovanému zabitiu a
lyze.

UvOoD

Francisella tularesis (Ft) je vysoko infekénd Gram-negativna, fakultativne intracelularna
baktéria, ktord je pdvodcom tularémie. Tularémia je transmisivne zoondzne ochorenie, ktoré
prenasaju klieSte rodu Ixodes, Dermacentor, Haemaphysalis a muchy Chrysops discalis.
NajvyraznejSim symptomom pre tularémiu je lymfadenopathia, ale vyskytuje sa aj v inych
formach v zavislosti na mieste vstupu a infek¢énosti jednotlivych poddruhov. Invadujuce
mechanizmy Francislelly nie su tuplne znime (Mariathasan a kol., 2005). Stadie o Ft
vonkajSich  membranovych  proteinoch  ukazuji mnozstvo proteinov ztoho 16
imunogénnych proteinov na jej povrchu (Pal, TolC-A, PilQ, SilC, FtaG, TolC-B, FopA, Mip,
YapH-LVS, Chtl, Tul4-A, Tul4-B, LamB (Hubalek a kol., 2003). SrfA, SecY, LolC su
vnutorné membranové proteiny Fr. EF-Tu a IglA st Ft cytoplazmatické proteiny (Huntley a
kol., 2007). O-$pecificky polysacharid chrani bakteridlne bunky pred komplementovou lyzou
(Cowley a kol., 2000). Cielom prace je prostrednictvom hladania proteinov, ktoré sa
podielaji na viazani regula¢nych faktorov, docielit definovanie faktorov virulencie
s neskor§im vyuzitim pri tvorbe vakcin.

MATERIAL METODIKA

Priprava proteinov

Izolaty Francisella tularensis LVS a novicida boli ziskané z Chorvatska a kmenn Francisella
holarctica bol ziskany z Mad’arska. 1zolaty boli kultivovane na ¢okoladovom agare pri teplote
33°C po dobu 3-5 dni. Baktérie boli zozbierane do PBS, potom boli premyte dva krat,
sonifikované a nasledne boli lyzaty precistené pomocou 2D Clean Up kitu (Invitrogen).
Vzorky boli separované na 12% polyakrylamidovom gély (Invitrogen) pomocou
neredukujucej] PAGE (120 V, 2 h). Proteiny boli prenesené na nitrocelul6zovii membranu
(30V, 1 hod) (Invitrogen).

Far-Western blotting

Nitrocelul6zové membrany boli blokovane 2 hod v TBS pufri obsahujicom 3% skim milk.
Nasledne boli membrany inkubované v l'udskom sére (ako zdroj C4BP a Clinh.) riedenom
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1:4 v TBS s 0,5% skim milk po dobu 1:30 hod. Membrany boli premyte dva krat TTBS
s 0.05% Tween. Nasledne boli membrany inkubovane s primarnymi protilatkami proti C4bp
(Santa-cruz biotechnologie) alebo Clinh (Santa-cruz biotechnologie) obe v riedeni 1:500
v TBS s 1,5% TBS skim milk 2hod pri izbovej teplote. Membrany boli premyte dva krat
TTBS 5 0.05% Tween. Nasledne boli membrany inkubované so sekundarnou protiladtkou
protein G-HRP riedenou 1:30000 (v TBS + 1,5% skim milk) po dobu lhod. Dalej boli
membrany premyte v TTBS Skim milk 7x po 5min anasledne boli inkubované 7min
v chemiluminiscen¢nom substrate (ECL substrate, Pierce). Chemiluminiscenéné signély boli
detegované na RTG film s expozicnym ¢asom 2-20 min. Pocas Far-western blottingu boli
pripravené relevantné negativne kontroly pre sérum , primdrnu protilatku a sekundarnu
protilatku.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Podarilo sa ndm detegovat’” skupinu proteinov ktoré sa liSia v rédmci izolatov svojou
molekulovou hmotnostou a mnozstvom (Obr. 1, 2). Proteiny Francisella tularensis
LVS velkosti ~191,~59,~45 a~14 kDa maji vyraznu afinitu k C4BP. Proteiny Francisella
novicida o velkosti ~64,~57a ~42, kDa aprotein Francisella holarctica o velkosti
191KDa ma tiez afinitu k tomuto regulacnému faktoru. Proteiny Francisella tularensis
LVS velkosti ~60,~49 a ~14kDa maju vyraznu afinitu k Clinh, Proteiny Francisella novicida
o velkosti ~64,~60,~19 a ~ 14, kDa a protein Francisella holarctica o velkosti ~51,~19 a~14,
kDa ma tiez afinitu k tomuto regulacnému faktoru. Pomocou negativnych kontrol sme urcili
ze nedochddza k nesSpecifickym vézbam v ramci Far-western blottingu v pripade naviazania
sa sekundarnej znacenej protilatky priamo na proteiny Franciselly alebo naviazanie primarnej
na membrany u ktoré neboli proteiny v kontakte so sérovymi regulaénymi faktormi
komplementu. Vysledok mozno povazovat’ za vysoko $pecificky s novym prinosom v ramci
vysvetlenia faktorov patogenity zo strany Franciselly. Francisella vyuziva mechanizmus na
naviazanie faktoru H atym k formovaniu inaktivnej formy C3b, tiez zvanej iC3b ktora
blokuje tvorbu MAC (Ben Nasr a Klimpel, 2008). Avsak konkrétny protein ktory viaze tento
Faktor H nebol urceny. Pravdepodobne je expresovanych aj vela d’alSich proteinov so
schopnostou viazat' iné regula¢né faktory komplementu. Z naSich vysledkov vyplyva, ze
Francisella tularensis LVS, holarctica, novicida disponuji proteinmi ktoré im napomahaju
v invadovani do organizmu, aké Struktiry a vlastnosti maju tieto proteiny ndm ukdze az
detailnejSia analyza na MALDI TOF a d’alSie potrebné proteomické Studie.

Obr. 1. Proteiny Francisella LVS, novicida, holarctica interagujuce s C4ABP
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I-negatyvna kontrola bez primarnej protilatky, 2-negatyvna kontrola bez sekundarnej
protilatky, 3-pozityvna kontrola , 4-negatyvna kontrola bez séra, 5-proteiny Francisella LVS,
6- proteiny Francisella novicida , 7-proteiny Francisella holarctica, 8-marker

Obr. 2. Proteiny Francisella LVS, novicida, holarctica interagujuce s Clinh
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protilatky, 4-proteiny Francisella holarctica, 5-proteiny Francisella LVS, 6-proteiny
Francisella novicida, 7-marker
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DETEKCIA ENCEPHALITOZOON CUNICULI UNOVEHO HOSTITEI’A SOKOLA
LOVECKEHO (FALCO RUSTICOLUS)

Mal&ekova B.', Valen&akova, A.', Luptakova L.", Molnar L.
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’Klinika vtakov, exotickych a volne Zijucich zvierat, UVL, KoSice

ABSTRAKT

V ostatnych rokoch sa vo vicSej miere objavuju patogénne druhy rodu Encephalitozoon aj
u zastupcov triedy vtdkov. V nasSej praci je opisany laboratorny dokaz FEncephalitozoon
cuniculi unového hostitela sokola loveckého (Falco rusticolus) so suspektnou
mikrosporidiézou. Vzorky trusu piatich sokolov sme vySetrili na pritomnost
mikrosporididlnych spor mikroskopickymi a molekulovymi analyzami. U vSetkych piatich
sokolov sa mikroskopicky dokazala pritomnost’ spor v truse v roznej koncentracii. VSetky
vzorky sme analyzovali pomocou polymerazovej retazovej reakcie na priamy dokaz parazita
s pouzitim nespecifickych aj Specifickych primerov. U dvoch sokolov sa potvrdil druh
Encephalitozoon cuniculi, ¢o predstavuje objavenie nového hostitel'ského druhu tohto
parazita.

UvOoD

Mikrosporidie st jednobunkové, oportinne parazity, ktoré su blizke riSi hub (Fungi).
Predstavuju mimoriadne rozmaniti skupinu, zahffiajucu viac ako 1200 druhov, parazitujucu v
Sirokom spektre stavovcov a bezstavovcov vratane I'udi. Zo Styroch najbeznejSich huméannych
mikrosporididlnych druhov sa najéastejSie u vtakov vyskytuje Encephalitozoon hellem (E.
hellem; Haro a kol., 2005; Slodkowicz-Kowalska a kol., 2006) a v ojedinelych pripadoch sa
objavili Enterocytozoon bieneusi (Ent. bieneusi; Haro akol., 2005) a Encephalitozoon
intestinalis (E. intestinalis; Haro akol., 2005; Slodkowicz-Kowalska a kol., 2006).
Pritomnost’ spor Encephalitzoon cuniculi (E. cuniculi) u vtdkov sa potvrdila len v troch
zaznamenanych pripadoch, ato dva pripady u kurCiat (Gallus gallus;, Rettz, 1993; Rettz,
1994) a jeden u korely chochlatej (Nymphicus hollandicus, Kasi¢kova a kol., 2008).

E. cuniculi je jeden znajcastejSie diagnostikovanych druhov mikrosporidii prevazne
u cicaveov (Stefkovié a kol., 1999). Je povodcom encephalitozoondzy, chronického, zvyéajne
asymptomaticky prebiehajuceho ochorenia, ktoré postihuje hlavne centralny nervovy systém,
traviacu, dychaciu a vyluovaciu sustavu. Ak je mnoZenie parazita a imunitnad odpoved
hostitel’'a v rovnovahe nedochadza k manifestacii ochorenia a klinické priznaky sa objavuji az
v pripade imunosupresie hostitel'ského organizmu (Bélent a kol., 1995).

Nasim cielom bolo laboratorne vysetrit’ 5 sokolov loveckych so suspektnou mikrosporidiézou
a to priamou vizualizaciou spér v truse vtakov a potvrdenie infekéného agens metoédou PCR
pouzitim neSpecifickych primerov pre kmen Microsporidia a aj Specifickych primerov pre
druhy rodu Encephalitozoon (E. cuniculi, E. intestinalis, E. hellem) a rodu Enterocytozoon
(Ent. bieneusi).

MATERIAL A METODIKA

Zvierata: Vzorky trusu sa ziskali na Klinike vtakov, exotickych a volne zijicich zvierat
UVM v Kosiciach, kde bol trus odobraty piatim sokolom loveckym (Falco rusticolus)
s klinickymi priznakmi poukazujicimi na mikrosporidiézu, ktori pochadzali zo sukromného
chovu. Trus bol do doby vySetrenia uloZeny v chladnicke pri 4°C.

Spracovanie trusu: Trus bol spracovany éterovou extrakciou podla postupu publikovaného
Van Goolom a kol. (1990). Takto spracované vzorky boli uloZené v chladnicke pri 4°C.
Mikroskopické analyzy: Na detekciu mikrosporidiovych spor sa pouzila metodika farbenia
spor optickym zjasiiovacom Rylux (Vavra akol., 1993) snaslednou mikroskopickou
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analyzou na fluorescencnom mikroskope ZEISS JENALUMAR s 405-490 nm excitacnym
filtrom, 510 nm farebnymi 11¢mi a 550 nm bariérovym filtrom pre zelenu fluorescenciu.
Molekulové analyzy: DNA izolacia: Spory suspendované v Iml destilovanej vody boli
podrobené mechanickej mikrovinnej disrupcii 3 krat po 20 sekiind (Valencakova a kol.,
2005). Pre extrakciu DNA sa pouzil komer¢ny izola¢ny kit QIAamp® DNA Stool Mini Kit
(QIAGEN) a postup bol dodrzany podla instrukcii vyrobcu.

PCR amplifikacia: Na amplifikaciu oblasti TRNA génov velkej (LSU rRNA) a malej
ribozomovej podjednotky RNA (SSU rRNA) a ITS oblasti sme pouzili nespecifické primery:
forward primer 530F (5'-GTG CCA GCA GCC GCG G-3") v SSU rRNA a reverse primer
580R (5-GGT CCG TGT TTC AAG ACG G-3") v LSU rRNA (Weiss a kol., 1994).

Na celkovy objem 50 pl sa napipetovalo 5 ul 10 x PCR Buffru, 1,5 pl MgCl, (50 mM), 1 ul
dNTP (10 mM), 1 ul z kazdého z primerov (25 pmol/ul), 0,25 ul Taqg DNA polymeradzy (5
U/ul) a 5 pl templatu. PCR reakcia prebehla v termocykleri Techne Genius v programe:
inicialna denaturéacia 5 min pri 95°C, potom nasledovalo 29 cyklov, 95°C 1 min, 55°C Imin a
72°C 1 min a findlna terminécia trvala 10 min pri 72°C.

Na druhové urcenie mikrosporidii sa postupovalo podl'a publikicie Valencakova a kol. (2005)
so $pecifickymi primerovymi parmi ECUNF a ECUNR, SINTF a SINTR, EHELF a EHELR
na druhy rodu Encephalitozoon (E. cuniculi, E. intestinalis, E. hellem) a primerovy par
EBIEF1 a EBIERI1 pre Ent. bieneusi.

PCR produkty boli analyzované pouzitim elektroforézy v 1% agarézovom géle ofarbenom
etidium-bromidom a pozorované pod UV lampou. Velkosti fragmentov amplifikovanych
produktov sme porovnali so Standardom 100 bp DN Ladder, ktory obsahoval fragmenty
znamej velkosti.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky trusu ziskané od sokolov loveckych boli mikroskopickou a molekulovou analyzou
vySetrené na pritomnost’ mikrosporidii.

Mikroskopickou analyzou sa vo vSetkych piatich vzorkdch dokazala pritomnost’ jasne
fluoreskujucich ovalnych utvarov velkosti 1,5 x 3 pum, ktoré su charakteristické pre kmen
Microsporidia. Po vykonani klasickej PCR metody s pouzitim neSpecifickych a Specifickych
primerov sa potvrdila pritomnost’ spor E. cuniculi v dvoch vzorkéach, ¢o mohlo byt spésobené
nizkou koncentraciou spor v ostatnych vzorkach trusu (Notermans a kol., 2005). Primerovy
par vytvoril fragment velkosti okolo 1350 bp charakteristicky pre E. intestinalis, E. cuniculi
aE. hellem. Pozitivna reakcia bola zaznamenana pri druhovo-Specifickych primeroch
ECUNR a ECUNF (E. cuniculi), kde sa vizualizoval fragment o velkosti 550 bp.

Na zéklade dostupnych informacii sa doteraz u vtakov objavil vo viacerych pripadoch len E.
hellem, ale v ostatnych rokoch sa ojedinele zaznamenala pritomnost’ aj E. intestinalis a Ent.
bieneusi. V devitdesiatych rokoch Reetz zachytil pritomnost’ spér E. cuniculi u kurciat
(Gallus  gallus). Pocas kratkeho obdobia, u Styroch 10-mesacnych kurciat sa rozvinuli
nespecifické klinické priznaky zahfiiajice apatiu, mierne hnacky a stratu hmotnosti.
Imunohistochemickymi metédami bola zistend pritomnost’ mikrosporidii, pravdepodobne E.
cuniculi. Dal§imi vySetreniami sa potvrdila pritomnost’ mikrosporidii aj vo vzorkach od
kohtta a deviatich sliepok (Reetz, 1993).

V roku 1994 Reetz vySetroval 100 embryi kurciat na pritomnost’ prirodzene sa vyskytujicej
infekcie E. cuniculi. Dve embrya boli mftve a d’alSie sa utratili v osemnéastom dni Zivota. E.
cuniculi sa nasiel asi v40% embryi, avSak aj toto vySetrenic bolo zalozené na
imunohistochemickych metodach, pricom problém tychto metdd je, Ze st nedostacujlice pri
druhovej diferenciacii, ked’ze spory rodu Encephalitozoon spp. st morfologicky rozlisiteI'né
iba elektrénovou mikroskopiou alebo analyzou DNA (Reetz, 1994).
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V roku 2008 sa Kasickova a kol. zamerali na skriningové vysetrenie pritomnosti huméannych
mikrosporidii u réznych druhov vtakov chovanych v zajati a vtakov volne Zijiicich v Ceskej
republike (n=123). Polymerazovou retazovou reakciou a naslednym sekvenovanim zistili vo
vzorkach trusu patogén E. cuniculi genotypu III u korely chochlatej (Nymphicus hollandicus),
ktora predstavuje novy vtaci hostitel'sky druh dokazany PCR metodou.

Na zéklade doterajSich udajov sa u dravcov, konkrétne sokolov identifikoval jedine Ent.
bieneusi. V tomto pripade zo 137 sokolov sa u 6 vtakov dokézali spory Ent. bieneusi PCR
metddou a naslednym sekvenovanim sa urcil genotyp D. Miiller a kol. (2008) sa domnievali,
ze sokoly sa infikovali od holubov Zijucich v rovnakej farme, kde sa holuby pouzivali ako
potrava pre sokolov. Pritomnost’ spor Ent. bieneusi u holubov potvrdili viaceri autori (Haro
a kol., 2005; Bart a kol., 2008). Jednou z d’al$ich zdrojov infekcie modze byt aj voda vodnych
nadrzi a jazier, ktord je zneCistend trusom vodného vtictva bohatého na mikrosporidiové
spory Co opisal kolektiv Slodkowicz-Kowalska a kol. (2006).

Spory E. cuniculi su vysoko odolné v environmentalnom prostredi hlavne vo vode a dokazu
prezit’ aj niekol’ko mesiacov az rokov, takze priamy kontakt zvierat alebo I'udi nie je potrebny
na infikovanie nového hostitel'a. Okrem vodného zdroja infekcie sa sokoly mdzu infikovat’ aj
vzduchom prostrednictvom spor pritomnych v aerosélovej forme z vysuSeného trusu vo
voliérach.

Encefalitozoondza spdsobend E. cuniculi predstavuje nové parazitarne ochorenie u sokolov.
Zoonoticky potencidl E. cuniculi bol potvrdeny viacerymi autormi (Mathis a kol., 2005), ¢o
by malo byt brané do uvahy u sokoliarov Zzijicich v izkom kontakte so svojimi sokolmi,
ked’Ze je tu riziko prenosu infekcie.

V nasej praci sme prvy krat usokola loveckého (Falco rusticolus) dokézali pritomnost
mikrosporidie E. cuniculi pouzitim neSpecificych primerov a Specifickych primerov.
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VYSKYT RIZIKOVYCH PRVKOV U VOINE ZIJUCEJ ZVERI
Mal’ova J., Ciberej J., Oberhauserova K., Kis O.

Ustav pre chov a choroby zveri a ryb, UVL, Kosice

Katedra vyzivy, dietetiky a chovu zvierat, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Tazké kovy su environmentilne polutanty, ktoré majii nebezpeny toxicky wcinok na
organizmus zvierata a Cloveka. Cirkuluji medzi biotickymi a abiotickymi zlozkami
v prirodnom prostredi ako su napriklad aj niektoré oblasti Slovenska. Cielom prace bolo
stanovenie koncentracii rizikovych prvkov (ortut’, kadmium, olovo, arzén, chrém, nikel, med’)
v parenchymat6znych organoch zajacov pol'nych (Lepus europaeus) a diviakov lesnych (Sus
scrofa) a porovnat’ ich s platnymi limitmi uvedenymi v Potravinovom kdédexe SR, aby sme
ziskali vicsi prehlad o hladinach cudzorodych latok a prieniku kontaminantov u vybranych
druhov pol'ovnej a vol'ne zijucej zveri. Okrem ziskanych podkladov sa ziska aj SirSia databaza
udajov o produktoch zivoc¢isneho pdvodu.

Organy (pecen, pluca, sval) sme ziskavali z polovaciek v sezone r. 2007, 2008, pripadne
z uhynutych zvierat v oblasti juzného Zemplina. Obsahy sledovanych prvkov boli
analyzované na atdbmovom absorpénom spektrometri vykonané v akreditovanom laboratoriu
SVPU v Kosiciach. Najvyssie koncentracie boli stanovené v dvoch vzorkach zajacov —
v pl'icach (olovo - 2,414 mg/kg) a v srdcovom svale (nikel - 1,083 mg/kg) a v troch vzorkach
diviakov — v peceni (kadmium - 0,574 mg/kg; 0,503 mg/kg a nikel - 0,872 mg/kg).

UvOD

Monitoring rizikovych prvkov kazdy rok zahfiia sledovanie moznej kontaminacie potravin,
krmiv a surovin uréenych kich vyrobe, vratane biomonitoringu. Zaroven su sledované
i zlozky prostredia, ktoré tito kontamindciu moézu sposobit’ alebo ovplyvnit' a ktora rastie
umerne s intenzifikéciou a chemizaciou priemyslovej a pol'nohospodarskej vyroby.

Volne zijuca zver na rozdiel od hospodarskych zvierat je vystavena vplyvom vonkajSicho
prostredia pocas celého roka. Respiracnou cestou zo vzduchu a jednak prijmom
kontaminovaného krmiva dochédza k zvySenej kumulacii rizikovych prvkov v organoch a
tkanivach (Kovac¢ a kol. 2005). Na minimalizovanie ich vyskytu v potravinach su potrebné
osobitné opatrenia v celom potravinovom retazci. K uspeSnému postdeniu senzorickej
kvality mésa je potrebna tiez urcita skisenost’ poznania vlastnosti skimaného objektu, ktora
moézeme hodnotit’ z dvoch pohl'adov - z pohladu legislativy a z pohl'adu spotrebitel’ského,
pricom vSak vacsi doraz sa kladie na zistovanie malych rozdielov organoleptickych vlastnosti
(Pribela a kol., 2001).

Nasim ciel'om je ziskanie prehl'adu o hladinach cudzorodych latok a prieniku kontaminantov
u vybranych druhov polovnej a vol'ne zijucej zveri. Okrem ziskanych podkladov sa ziska aj
SirSia databaza udajov o produktoch zivocisneho povodu.

MATERIAL A METODIKA

V préci sme sa zamerali na sledovanie pritomnosti koncentracie ortute, kadmia, arzénu, olova,
chromu, niklu a medi kumulovanych v organizme zajaca polného a diviaka lesného v
odobratych parenchymat6znych organoch - peceni, pl'icach a vo svalovine srdca v oblasti
juzného Zemplina. Organy zajacov a diviakov sme ziskavali z pol'ovaciek v sezone r. 2007,
2008, pripadne z uhynutych zvierat. Vybraté boli organy bez patologickych zmien, ktoré
neboli zasiahnuté brokmi. Obsahy sledovanych prvkov boli analyzované na atémovom
absorpénom spektrometri na priame stanovenie ortute (AMA), s grafitovou kyvetou na
stanovenie kadmia, olova, arzénu, chromu, niklu (AASG) a s plamefiom na stanovenie medi
(AASF), vykonané v akreditovanom laboratoriu SVPU v Kogiciach.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Zisten¢ hodnoty obsahu rizikovych prvkov (chemickych prvkov) sme porovnali s platnymi
limitmi, ktoré su uvedené v 10. hlave, druhej Casti Potravinového kédexu SR ( PK SR, 1995,
Vynos 18558/2006). Stanovené koncentracie vo vzorkach st uvedené v tabulke 1, 2.

Tab. 1. Prehlad hladin stanovovanych rizikovych prvkov u vol'ne zijacich
zajacov v oblasti juzného Zemplina

Stanovovany prvok (mg/kg)

Vzorka ¢./material ortut’ kadmium olovo arzén chrom nikel med’
1 srdce <0,002 0,001 0,044 <0,030 0,120 0,059 2,200
2 srdce <0,002 0,001 0,026 <0,030 0,087 0,059 2,086
3 srdce <0,002 0,003 0,044 <0,030 0,147 0,293 2,396
4 srdce <0,002 0,004 0,038 <0,030 0,143 0,062 2,382
5 srdce <0,002 0,002 0,047 <0,030 0,182 11,083 2,460
6 srdce <0,002 0,003 0,046 <0,030 0,168 0,106 2,399
7 srdce 0,001 0,001 0,049 0,004 0,048 0,091 1,332
8 srdce 0,001 0,001 0,011 <0,002 0,055 0,059 1,223
9 srdce 0,001 0,001 0,017 0,002 0,028 0,127 0,918
10 pecen <0,002 0,151 0,109 <0,030 0,109 0,340 2,429
11 pecen <0,002 0,089 0,062 <0,030 0,177 0,087 2,069
12 pecen 0,002 0,019 0,088 <0,030 0,176 0,095 2,310
13 pecen 0,003 0,240 0,060 <0,030 0,105 0,034 1,845
14 pecen <0,002 0,033 0,045 <0,030 0,076 0,050 2,378
15 pecen 0,005 0,029 0,065 <0,030 0,146 0,069 2,227
16 pecen 0,027 0,026 0,051 <0,001 - - 1,897
17 pecen 0,030 0,032 0,057 0,008 - - 2,283
18 pecen 0,066 0,128 0,088 <0,001 - - 3,433
19 pecen 0,012 0,053 0,044 <0,001 - - 1,840
20 pecen 0,060 0,230 0,028 <0,001 - - 1,553
21 pecen 0,012 0,015 0,087 <0,001 - - 2,087
22 pecen 0,035 0,184 0,064 <0,001 - - 1,573
23 pecen 0,003 0,018 0,067 <0,001 - - 1,398
24 pluca - - 0,043 - - - -
25 pluca - - 0,060 - - - -
26 placa - - 0,052 - - - -
27 placa - - 0,119 - - - -
28 plica - - 12,414 - - - -
29 plica - - 0,036 - - - -
30 pluca - - 0,056 - - - -
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Tab. 2. Prehl'ad hladin stanovovanych rizikovych prvkov u diviakov v oblasti
juzného Zemplina

Rok 2008
Vzorka ¢/
materidl
Stanovovany 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
prvok sval sval sval sval sval | peleii | peceii | peceii | peleii | peceri
(mg/kg)
Cd 0,030 0,026 0,025 0,032 0,024 10,574 0,456 0,451 0,398 10,503
Pb 0,058 <0,001 0,054 0,049 0,056 0,149 0,106 0,122 0,110 0,136
Cu 0,220 0,102 0,276 0,229 0,175 1,294 0,937 0,524 0,474 0,881
Hg 0,002 0,002 0,010 0,002 0,002 0,008 0,008 0,034 0,005 0,028
As <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001
Cr 0,101 0,081 0,011 0,094 0,040 0,404 0,113 0,138 0,122 0,205
Ni 0,118 0,145 0,115 0,117 0,113 0,349 0,191 10,872 0,170 0,241

Pri porovnani zistenych vysledkov s platnymi limitmi sme zistili u zajacov prekrocenie
v dvoch pripadoch. ZvySend hladina olova bola v pl'icach (2,414 mg/kg) u vzorky cislo 28
aniklu vsrdei (1,083 mg/kg) uvzorky Ccislo 5, vktorej bol limit mierne prekroceny.
Stanovené koncentracie v ostatnych vzorkach su uvedené v tabul’ke 1.

U diviakov sme zistili prekroCenie v troch pripadoch. bola zvySena hladina Cd v peceni
u vzorky ¢islo 6 (0,574 mg/kg) a u vzorky cislo 10 (0,503 mg/kg), v ktorej bol limit mierne
prekroceny a tiez hladina Ni v pe¢eni u vzorky ¢islo 8 (0,872 mg/kg).

Uvadzané vysledky za r. 2008 nesignalizuju zIi situdciu a nebol preukdzany vzostupny trend
v danej oblasti. Vysledky poukazujt, Ze koncentracie rizikovych prvkov u zajacov a diviakov
v sledovanej oblasti sa pohybuji v ramci noriem.

Z vysledkov analyz vyplyva, Zze pdt’ vzoriek zo Styridsat vykazali hladiny nad povoleny
hygienicky limit. Vyrazne sa znizil obsah kadmia, olova, medi oproti predchadzajucim
rokom. Predpokladdme, Ze pokles intenzivnej polnohospodarskej vyroby a pouZzivanie
bezolovnatych pohonnych hmoét prispeli k znizeniu cudzorodych latok v orgénoch diviacej
zveri, ¢o mdze priaznivo vplyvat na ich zdravotny stav a reprodukciu.
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JE TOTALNA ISCHEMIA MOZGU SKUTOCNE TOTALNOU ISCHEMIOU?
Mazensky D.', Petrovova E.!, Luptakova L.2

TUstav anatomie, UVL, KoSice

Ustav bioldgie, zooldgie a radiobiolégie, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo zistit, ¢i ligaciou velkych ciev sa dokaze skutocne navodit’ totdlna
ischémia mozgu. Sledovali sme morfologické variacie v odstupe a priebehu a. vertebralis ako
jednej z ciev podielajiicich sa na krvnom zasobovani mozgu. Stidium sme vykonavali na
patdesiatich dospelych kralikoch plemena novozélandsky biely kralik. Pripravili sme
korozivne preparaty arteridlneho systému pomocou Duracrylu Dental®. Zistili sme
nepravidelnost’ v odstupe a priebehu a. vertebralis. Celkovo obojstranne variabilny odstup a.
vertebralis sme zaznamenali v 12 % pripadov. Na zaklade naSich vysledkov moézeme
konstatovat’, ze ligaciou velkych ciev t.j. truncus brachiocephalicus a a. subclavia sinistra
nemusi byt navodena Uplna ischémia mozgu.

UvOoD

Ischémia je miestna nedokrvenost’ tkaniva alebo organu, ktora vedie k ich poSkodeniu az
odumretiu. Jej podstatou je nedostatok kyslika a zivin v tkanive spojeny s hromadenim
odpadovych produktov (Vokurka a Hugo, 2006). Chirurgicky navodena totalna ischémia
mozgu je objektom sktimania vzniknutych patologickych zmien nervového tkaniva CNS ako
aj ucinku r6znych latok na takto zmenené tkanivo.

Truncus brachiocephalicus a a. subclavia sinistra si samostatnymi vetvami vznikajicimi
z arcus aortae. Truncus brachiocephalicus sa konci rozdelenim na truncus bicaroticus, ktory
tvori v podstate jeho priame pokra¢ovanie a na a. subclavia dextra. Z truncus bicaroticus
odstupuju obojstranné aa. carotes communes, ktoré si hlavnymi tepnami zasobujicimi krvou
podstatnu ¢ast’ hlavy.

Druhou tepnou podielajucou sa na krveni mozgu je a. vertebralis, ktord je vetvou a.
subclavia. Z hrudnikovej dutiny vychadza cez apertura thoracis cranialis. Nasledne cez
foramen transversarium Siesteho kréného stavca vstupuje do canalis transversarius krénych
stavcov, v ktorom pokracuje kranialnym smerom. Jej rr. spinales vyzivuju kréni miechu. Cez
foramen vertebrale laterale atlantis sa dostavaju obojstranné aa. vertebrales do miechového
kanala, na dne ktorého sa spajaju do jednotnej a. basilaris. A. basilaris sa zicastiiuje na
formovani circulus arteriosus cerebri.

V nasej praci sme sa Studovali odstup a. vertebralis na korozivnych preparatoch ako jednej
z ciev podiel’ajucich sa na krvnom zdsobovani mozgu.

MATERIAL A METODY

Na stadium bolo pouzitych pat'desiat zdravych kralikov plemena novozélandsky biely kralik
oboch pohlavi vaziacich 2.5-3 kg. Zvierata boli anestezované inhalacne pomocou éteru.
Nasledne po vypreparovani lavej srdcovej komory bol perfizovany arteridlny systém
fyziologickym roztokom. Za ucelom prevedenia kvalitného néstreku a odtoku perfizneho
média bola otvorend prava predsiefi. Ako nastrekové latka bol pouzity Duracryl Dental®.
Maceracia bola vykonana v 2-4 % roztoku KOH po dobu 2-3 dni. V préci bola pouZita
posledna veterinarna anatomicka nomenklatura.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V 86 % odstupovala a. vertebralis sinistra priamo z a. subclavia sinistra. V 10 % odstupovala
z arcus aortae ako samostatnd vetva a v4 % odstupovala spoloénym odstupovym kmeniom
s a. scapularis descendens z arcus aortae. A. vertebralis dextra v 98 % odstupovala z a.
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subclavia dextra. V jednom pripade sme zistili a. vertebralis dextra v dvojnasobnom pocte
s dvoma roznymi odstupmi. A. vertebralis dextra Iodstupuje z a. subclavia dextra a a.
vertebralis dextra Il zo spolo¢ného odstupového kmena s a. cervicalis superficialis, ktory
odstupuje z a. carotis communis dextra. Po kratkom priebehu sa spajaji do jednotnej cievy
medzi piatym a Siestym krénym stavcom, ktord vstupuje do canalis transversarius krénych
stavcov v urovni piateho kréného stavca. Celkovo variabilny odstup a. vertebralis sme
zaznamenali v 12 % pripadov.

Obr. 1. Typicky odstup aa. vertebrales z aa. subclaviae

Obr. 2. Odstup a. vertebralis sinistra z arcus aortae

A -~
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Obr. 3. Dva aa. vertebrales dextrae s dvoma roznymi odstupmi a ich spojenie do jedne;j
cievy

a, vetrtebralis deg#s 11

=

a. vertebralis g

a, cervicalis gWfierficialis dextra

a, carotis commutis dextra

Doposial’ bolo v literatire zmieniované len o takmer uniformnom odstupe a. vertebralis z a.
subclavia (Nejedly, 1967; Popesko a kol., 1990). Bola publikovana len jedna praca opisujlca
variabilitu v odstupe a. vertebralis dextra, ktora odstupovala spolonym kmenom s a.
cervicalis superficialis z a. carotis communis dextra az v 7 % pripadov (Vdoviakova, 2007).
Prac zaoberajucich sa totdlnou ischémiou mozgu u kralika a inych laboratornych zvierat s
naslednym patologickymi a patofyziologickymi zmenami, ako aj vplyvu roznych chemickych
latok bolo publikovanych mnohonasobne viac.

Vynéara sa tu vSak otazka o sprdvnom sposobe vykonavanie totilnej ischémie mozgu.
NajcastejSie  bola vykondvana ligaciou velkych ciev: truncus brachiocephalicus a a.
subclavia sinistra v mieste ich odstupu (Pluta, 1987; Hossmann, 1998; Iwama a kol., 2000).
Harukuni akol. (2006) taktiez uvadza ligaciu truncus brachiocephalicus a a. subclavia
sinistra ako jednu z moznosti navodenia totalnej ischémie u mozgu. Avsak takyto spdsob
navodenia totdlnej ischémie vedie k dosiahnutiu nie Uplnej, ale iba ciastocnej ischémie
mozgu. Aj ked tieto prace boli vykondvané na urcitom Statistickom stibore mdze to viest’
k skreslenym vysledkom, ktorych pravdepodobnost’ je asponi 12 %, €o je zhodné s atypickym
odstupom a. vertebralis. Z toho vyplyva potreba vykondvat’ tato ligaciu pred termindlnym
vstupom magistralnej cievy alebo ciev do cieleného organu v tomto pripade mozgu. Druhym
sposobom je detailna preparacia uvedenych ciev za Ucelom vyliucenia abnormalit v ich
odstupe ak sa vykonava ligacia v mieste ich odstupu.

Tymto sme sa snazili poukazat’ na potrebu detailnych znalosti krvenia u laboratdrnych zvierat.
To napomédze k dosiahnutiu objektivnejSich vysledkov pri vykonavani nespocetného
mnozstva pokusov na laboratoérnych zvieratach.
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KOMPARACIA HOMOLOGICKYCH USEKOV GENOMU ZVIERAT METODOU
FISH A G-PRUZKOVANIA

Mesar¢ M., Dianovsky J.

Katedra biologie a genetiky, UVL, KoSice

ABSTRAKT

Standardna analyza chromozémov doméacich zvierat bola vo veobecnosti velmi tazka a
naro¢na. Napr. vSetky autozémy hovédzieho dobytka, kozy a psa, ako aj vdcSina autozémov u
oviec a 36 autozoOmov u kona ¢i 12 autozémov u oSipanej su akrocentrické, su podobne;j
velkosti, a tak konvenénymi metédami je obtiazne ich medzi sebou rozoznat. Téato
skutoc¢nost’ limitovala vyuzitie veterinarnej cytogenetiky az do zavedenia prazkovacich metdd
a hlavne fluorescencnej in situ hybridizacie — FISH. Ciel'om tohoto experimentu je porovnat’
homologické useky gendmu pribuznych zvierat pomocou fluorescenéne znacenych sond po
predchadzajlicom opracovani preparatov trypsinom.

UvOD

Informacie o vzadjomnych vzt'ahoch karyotypov réznych druhov su zakladnym predpokladom
pre poznanie ich fylogenézy a rekonstrukciu karyotypu ich spolo¢ného predka (Chowdary a
kol., 1998). Pre tento ucel boli v minulosti pouzivané prazkovacie techniky chromozémov
v roznom Stadiu ich kondenzécie. Tieto metdédy umoznili vizualizovat’ jasné a jednoznacné
karyotypy, ktoré boli nasledne Standardizované (Ford a kol., 1980; CSKDP, 1988; ISCNDA,
1990; CSKBB, 1994; Switonski a kol., 1996; Texas Nomenclature, 1996; ISCNH, 1997,
ISCNDB, 2001; Hayes a kol., 2002).

Pruzkovacie techniky boli najskor vyvinuté na identifikdciu I'udskych chromozémov a neskor
adaptované na d’alSie druhy cicavcov. Prvé porovnanie chromozémovych G pruhov medzi
prezavavcami boli prezentované Evansom a kol. (1973). Tento autor nasiel za pomoci pruhov
homologické tseky medzi chromozémami hovéddzieho dobytka, ovce a kozy a potvrdil tak
Waursterovu a Benirschkého hypotézu (1968) o spolo¢nom predkovi vSetkych prezavavcov
(Iannuzzi a kol., 1995). Niektoré chromozémy su malé a pri Standardnom postupe
prazkovania nedavaju dostatoény pocet pruhov pre ich identifikaciu. Z toho dévodu boli
vyvinuté tzv. vysoko rozliSovacie pruzkovacie techniky, ktoré umoznuji v karyotype
identifikovat od 400 az do 1260 pruhov. Takéto rozliSenie viedlo ku vzniku
mikrocytogenetiky.

V 80-tych rokoch minulého storocia bola vyvinutd d’alSia dokonalejSia metdda identifikécie
chromozomov - fluorescencnd in situ hybridizcia. Zatial ¢o beznymi pruzkovacimi
technikami mdzno identifikovat’ oblasti o velkosti 2000-3000kb, pri pouziti flourescencnych
sond detekujeme oblasti mensie ako 0,5kb (McNeil a kol., 2000). Principom FISH techniky
pozostavajucej z niekol’kych krokov je hybridizacia fluorescencne znacenej sondy s cielovym
miestom na chromozéme. Sondy pouzivané pri FISH st vysoko $pecifické pre uréitt DNA
sekvenciu a podla cielového miesta ich naviazania rozliSujeme Styri zédkladné typy sond:
satelitné, celochromozémové, gendmové a sondy pre unikatne sekvencie.

V priebehu evolucie sa od spolocného predka na jeho potomkov a pribuzné druhy prenédsaja
Casti genomu v podobe homologickych sekvencii genetického materidlu. Medzidruhova in
situ hybridizacia umoznuje Studovat’ evoluciu karyotypu a gendmu. Tato technika sa oznacuje
ako ZOO FISH. Pouzitie ZOO FISH odhalilo nasledujtice skuto¢nosti. Vo filogenéze doslo
k zachovaniu celych chromozémov, velkych chromozomovych blokov alebo k zachovaniu
synténnych spojeni u pribuznych druhov (Robinson a kol., 2006).

Tato praca prinasa pohlad na techniky, ktorymi moZzno odhalovat’ u pribuznych druhov
homologické c¢asti chromozémov. Medzi takéto techniky patri flourescenénd in situ
hybridizécia a prizkovacie techniky.
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MATERIAL A METODIKA

K pokusu bola pouzitd krv mladého hovéddzieho dobytka (Bos taurus, 2n=60), ktora bola
kultivovana pri 37°C pocas 72 hodin. 90 minut pred ukonCenim kultivacie bol do média
pridany kolchicin, ¢im stupol v bunkovej kultire pocet buniek zablokovanych v stadiu
metafazy. Pred G-pruhovanym sa vopred pripravené preparaty nechali tyzden stat’ pri izbove;j
teplote. Na pruhovanie sa pouzil 4°C, 0,01% trypsin po dobu 90 sekind. Nésledne sa preparat
premyl v Sérensovom pufri (pH 6,8) a bol ofarbeny 5% roztokom Giemsovho farbiva po
dobu 8 minut. G-pruzky na vybranych metafazach boli potom odfotografované pri
stonasobnom zvacseni.

Po odfarbeni preparatu v alkoholovej rade bola vykonana fluorescen¢na in situ hybridi-zacia
podla modifikovaného protokolu. Pod fluorescenénym mikroskopom boli opidtovne
odfotografované metafazy, na ktorych boli predtym G-pruhy.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na metafazickych chromozémoch hovidzieho dobytka (Bos taurus, 2n=60) sme vykonali G-
prazkovanie (obr.1). Metafazy dobrej kvality boli odfotografované a nasledne po odfarbeni
preparatov bola vykonana fluorescen¢na in situ hybridizacia (obr.2) podla upraveného
protokolu, pretoze je vel'a kritickych bodov, ktoré sa vyskytnu pocas aplikécie sondy na pred-

Obr.1.
G-pruhy na metafazickych chromozomoch
: ' . hovidzieho dobytka.
Fe e
" 4 e
re” W (=~
r - ~ -‘
Obr.2.

FISH na na metafazickych chromozémoch
hovidzieho dobytka. Cervenou je oznadeny
chromozém ¢.1 (biela Sipka), zelenou je
oznaceny chromozom ¢.2 (Cierna Sipka).
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tym pruhované chromozémy (Gerdes a kol.,1997). Hybridiza¢nd zmes pozostavala z dvoch
sond na prvy a piaty chromozom. Na§ ZOO-FISH experiment je vSak zatial obmedzeny len
na jeden druh zvierata, preto mame len minimum informécii tykajucich sa homologickych
usekov s inymi pribuznymi druhmi. Experiment bude rozsireny o d’alSie vybrané prezuvavce,
ovce a kozy, na chromozémy ktorych budu hybridizované sondy hovédzieho dobytka a
nasledne sa porovnaju homologické Casti gendému u tychto zvierat.

FISH technika a klasické pruzkovacie techniky su vyhodnymi a presnymi metddami pri
mapovani génov a budl aj nad’alej zakladnymi nastrojmi cytogenetickej analyzy.
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DIVERZITA CREVNYCH HELMINTOV SLIiZA SEVERNEHO (BARBATULA
BARBATULA) NA RIEKE OLSAVA

Mihok T.', Kosuthové L., Koguth P.', Kos¢o J.%, Kogisova A.', Sevc J.>

Katedra vyzivy, dietetiky a chovu zvierat, Ustav pre chov a choroby zveri a ryb, Univerzita
veterinarskeho lekarstva, Komenského 73, 041 81 Kosice

’Katedra ekolégie, Fakulta humanitnych a prirodnych vied PreSovskej univerzity v Presove,

Ul. 17. novembra, 080 16 Presov

ABSTRAKT

Cielom prace bolo zistitt pomocou Standardnych parazitologickych vySetreni prehl'ad
o druhovej diverzite helmintov a zdokumentovat mozny vyskyt novych parazito-
hostitel'skych vzt'ahov sliza severného (Barbatula barbatula).

V obdobi od januara do decembra 2008 bolo vySetrenych z rieky OlSava helmintologickou
pitvou 177 ryb sliza severného ztroch lokalit (Opina, Bidovce a Nizna Mysla) a bolo
ziskanych 552 ¢revnych helmintov, ktoré patria k piatim druhom a trom triedam.

UvOD

Sliz severny uprednostiiuje chladnejSie, CistejSie prostredie, vyhyba sa kalnym vodam, je
vel'mi citlivy na znecistenie a nizku hladinu kyslika vo vode, preto ich pritomnost’ v riekach
méze byt chapana ako naznak dobrej kvality vody. Zivi sa malymi kérovcami, larvami
hmyzu a bentosom. Dorasta do velkosti 10-16 cm. Telo ma hladké, kozovité, bez Supin, tvar
pretiahnuty, smerom k chvostu sa zuzuje, pri konci je lateralne sploStené. Na rozdiel od inych
plzovitych rybiek, nema na hlave pod okom vzty&eny tffi. M4 3 pary ustnych fizov, 2 pary
hornych, 1 par na dolnej cel'usti. Typické je pigmentéacia po celom povrchu tela. Na hlave st
Skvrnky mensie, neurcitych tvarov, akoby zliate dokopy. Na tele su pigmentové kresby
vyrazné, vicsie, v podobe Specifickych, miestami preruSovanych pasikov (Barus a kol., 1995).
U sliza severného bolo doposial’ zistenych a popisanych 32 druhov helmintov. Najvicsie
zastipenie maju podtrieda Digenea atrieda Nematoda s 10 druhmi, nasleduje podtrieda
Monogena so 7 druhmi, trieda Acantocephala so 4 druhmi a trieda Cestdda s 1 druhom.
Rieka OlSava je posledny vicsi pritok Hornadu na naSom tzemi, pred jeho Ustim do
Mad’arska. Do Hornadu Wsti z lavej strany, medzi Niznou Myslou a Zdatiou. Odvodiiuje
zapadné svahy Slanskych vrchov. Do Hornadu sa vlieva po 52 km toku v nadmorskej vyske
180 m n. m. Na lokalite Opina (r. km 39,5) teCie Olsava ako prirodzeny Clenity tok v pasme
listnatého lesa. Lokalita Bidovce (r. km 22,5) sa vyznacuje pocetnymi meandrami. V mieste
lovu do Olsavy usti pravostranny pritok Trstianka a odtokovy kanal z blizkeho rybnika.
Lokalita Niznd Mysla (r. km 0,5) bola prelovena pri cestnom moste za obcou Nizna
Mysla(Kosco a Kosuth 2002).

V predlozenej praci st prezentované vysledky helmintologického prieskumu zamerané na
druhovt skladbu helmintov, prevalenciu a intenzitu invadovanosti spominaného druhu.

MATERIAL A METODIKA

Vroku 2008 sa uskutocnili na rieke OlSava tri ichtyologické prieskumy (jarny, letny
a jesenny). Ryby sliza severného boli nasledne transportované v 15 litrovych vedrach s vodou
z miesta odlovu. Pocas transportu bola voda prevzdusiovana. Po prevoze sa uskutocnila
parazitologickd pitva zamerand na Crevné helminty. Celkovo bolo vySetrenych
helmintologickou pitvou 177 ryb sliza severného z troch lokalit (Opina, Bidovce a NiZzna
Mysla). Ryby boli omracené uderom do hlavy a usmrtené prerusenim miechy. Od kazdej
ryby sa zaznamenala celkova dizka, dizka tela, hmotnost, odobrali sa gonady, Supiny,
zaznamenalo sa pohlavie. Izolacia parazitov z ¢reva hostitel'a sa uskutoc¢nila pri miernom
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zviacSeni (pod preparaénym mikroskopom) za pouzitia preparacnych ihiel a pinziet. Po
izolacii endohelmintov nasledovala ich fixacia.

Plathelminty, pasomnice (Cestoda) a motolice (Digenea), izolované z ¢reva ryb boli fixované
hortcim 4% formaldehydom. Po 2-3 tyzdiioch sa helminty prekladali do 70 % etylalkoholu,
v ktorom boli dlhodobo uskladnené. Hlistovce (Nematoda) sa spracovavali podl'a postupov
tak, ako ich uvddza Moravec (1994). Nematddy sa po izolacii z €reva hostitel’a ocistili a
ponechali niekol’ko mintt vo fyziologickom roztoku relaxovat’. Na ich konzervaciu sa pouzil
hortci 4% formaldehyd. Po niekol’kotyzdiiovej fixazi sa nematddy, rovnako ako plathelminty,
prekladali do 70 % etylalkoholu. Ha€ikohlavce (Acanthocephala) po vypreparovani z ¢revnej
steny boli ponechané cez noc vo vode pri teplote 4 °C anasledne boli fixované v 70 %
etylalkohole. Na determinaciu helmintov sa pouzil kI'u¢ podl'a Moravec (2004) a Ergens
a Lom (1970).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysetrenim hostitela bolo najdenych a determinovanych 5 druhov c¢revnych parazitov
a celkove bolo ziskanych 552 crevnych endohelmintov. Na zdklade uskuto¢nenych merani
a pritomnosti typickych znakov prislichajucich danému druhu, boli determinované u sliza
severného nematdda: Rabdochona sp. sprevalenciou 27,8% (51/177) s maximalnou
intenzitou infekcie 16 parazitov. Trematddy Allocreadium isoporum s prevalenciou 0,57%
(1/177), Crepidostomum farionis s prevalenciou 10,7% (19/177) s maximalnou intenzitou
infekcie do 14 parazitov. Akantocefaly Pomphorhynchus laevis s prevalenciou 45,7%
(81/177) s maximalnou intenzitou infekcie do 17 parazitov a Acanthocephalus anguillae
s prevalenciou 2,25% (4/177). Zoznam ¢revnych parazitov sliza severného je uvedeny v tab.c.
1.

Tab.1. Prehl'ad ¢revnych helmintov sliza severného z vySetrovanych lokalit

Opina Bidovce NiZna Mysla Spolu
Trematoda 27,5 % - 1,6 % 11,3 %
Allocreadium - - 1,6 % 0,57 %
isoporum
Crepidostomum 27,5 % - - 10,7 %
farionis
Nematoda 73,9 % - - 28,8 %
Rhabdochona sp. 73,9 % - - 27,8 %
Acantocephala 8,7 % 69,5 % 69,3 % 45,7 %
Pomphorhynchus 8,7 69,5 % 69,3 % 45,7 %
laevis
Acanthocephalus - 2,2 % 4,8 % 2,25 %
anguillae

Vyskum parazitofauny sliza severného na rieke OlSava sa uskutocnil na jar, v lete a na jeseni
v roku 2008. Celkovo bolo odlovenych a vySetrenych helmintologickou pitvou 177 jedincov a
najdenych 552 ¢revnych helmintov ktoré patria k 5 druhom a 3 triedam. Predkladana praca
bola zamerana na druhova skladbu helmintov, prevalenciu a intenzitu invadovanosti
spominaného druhu.
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TREMATODOZ (¢. Fasciolidae) V BIOTOPOCH SLOVENSKA V ROKOCH 2008 -
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ABSTRAKT

PeCeniové trematody C. Fasciolidae st na Slovensku aktudlnou témou najmd z dévodu
recentného vyskytu Fascioloides magna u jelenovitych (€. Cervidae) v podunajskej oblasti.
Aktualny prehl'ad vyskytu Fasciola hepatica na naSom uzemi chyba, a preto nasim cielom je
vam v tejto praci priblizit' sledovanie vyskytu aktudlnych (rok 2008 - 2009) ohnisk
pecenovych trematodoz (€. Fasciolidae) v nasich prirodnych podmienkach. Na tento ucel bola
pouzitd helmintologickd pitva peceni prezuvavcov zdielajucich spolo¢né pastviny (jelenia
zver ahovidzi dobytok). Vysledky pitiev potvrdili existujuce, uz popisané, ohnisko
fascioloid6zy v okrese Dunajské Streda s prevalenciou 80 % (stredna II = 8). Fasciol6za bola
zistend v hornatych oblastiach okresov Namestovo, Tvrdo$in, Brezno a Bardejov (stredna II =
20,9). Predpokladame, Ze tento vyskyt je dovodom stipajicej tendencie tvorby zamokrenych
ploch v tychto oblastiach v désledku globalnych klimatickych zmien.

UvOD

Peceniové trematoddzy su parazitozy, ktoré sa tykaju prednostne preziivavcov, ale aj inych
druhov zvierat a Cloveka. Konkrétne motolice celade Fasciolidae zahfnaju v naSich
prirodnych podmienkach druhy Fasciola hepatica Linnaeus, 1758 a Fascioloides magna
(Bassi, 1875). Na naSom Uzemi je peCeniovd trematoddza aktudlnou témou najmi
u jelenovitych (€. Cervidae) z dovodu recentného vyskytu trematdda F. magna na juZnom
Slovensku. Ten je v sucCasnosti hrozbou pre populdcie najmé srncej zveri. Je schopny pri
nekontrolovanom S$ireni redukovat’” populdcie tychto cervidov nad tUnosni mieru.
Problematika vyskytu F. magna je unas uz skoro dve desatroCia podrobne skimana
a popisovana (Rajsky a kol., 1994; Spakulova a kol., 2003; Rajsky a kol., 2002 a 2006). Ide
o druh parazita obligitne sa vyskytujici u jelenovitych, ku ndm introdukovany, povodne
americky, priCom invazie nepdvodnych druhov parazitov su pri sucasnych globalnych
klimatickych zmenach velkym problémom. Ina situdcia je u nés s peCenovymi trematdédami
F. hepatica. 1de o parazita primarne doméacich preziivavcov. F. hepatica sa vyskytuje
a zaznamendva najma u hovidzieho dobytka a oviec. Moznost’ jej vyskytu vSak existuje aj
u vol'ne zijucich preziivavcov a na nasom Uzemi bola v minulosti len sporadicky popisovana.
V poslednej dobe nebol podobny prieskum vykonavany.

Peceniové trematdody ako biohelminty st zavislé na ucasti medzihostitelov vo svojom
vyvinovom cykle. V naSich podmienkach je medzihostitelom celade Fasciolidae
sladkovodny ulitnik Galba truncatula z celade Lymaeidae (Chroust, 2001). Galba truncatula
zije predovietkym v plytkych vodach, do 10 — 15 cm hibky, aj ked’ sa najde aj v 30 cm
hlbokej tecticej vode. Podl'a Muirsona (2004) su najvhodnejSie biotopy pre mnozenie sa
medzihostitel'skych ulitnikov celade Lymnaeidae habitaty jazier, rybnikov, kandlov
a priesakov podzemnych vdd. Vyskyt prirodnych ohnisk pecenovych trematdédov je teda
priamo viazany na biotopy sladkovodnych ulitnikov. Cringoli a Rinaldi (2003) potvrdili, ze
pritomnost’ vodného prostredia v aredloch chovov preziivavcov predstavuje rizikovy faktor
v prenose pecenovych motolic.

Tato praca bola realizovana ako prva etapa monitoringu vyskytu pecenovych trematodoz
u jelenovitych na Slovensku. V ramci jeho cielov je primarnym krokom vytypovat’ a overit
ohniskd vyskytu pecenovych motolic upreziivavej raticovej zveri na Slovensku,
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s prihliadnutim na geomorfologické, klimatické a ekologicko-hospodarske podmienky
jednotlivych oblasti a na doterajSie udaje o vyskyte tychto parazitov v SR. Po vySetreni 385
vzoriek trusu jelenovitych zrdéznych lokalit Slovenska s negativhym nalezom bola pre
spresnenie vysledkov zvolena metoda uplnej helmintologickej pitvy peceni. Pre vysledovanie
ohnisk vyskytu ulitnikov G. truncatula infikovanych pecenovymi trematodmi boli
vySetrované¢ pecene tych druhov prezuvavcov, ktoré st pre dané motolice primarnym
hostitel'om.

MATERIAL A METODIKA

Na parazitologické vySetrenie boli pouzit¢é pecCene volne zijucich a hospodarskych
prezavavcov (jelenia zver a hoviddzi dobytok). Desat’ kusov peceni jelenov (Cervus elaphus
L.) boli ziskané ihned’ po selektivnom odstrele v polovnom reviri PZ ,,Sulany Bodiky a PZ
,Maly Ostrov* Vojka nad Vahom pocas pol'ovnickej sezony (september 2008), nasledne boli
priamo v terénnych podmienkach v Cerstvom stave vypitvané orgdnovou helmintologickou
pitvou. Pecene hovédzieho dobytka boli ziskané ako suspektne pozitivne na fasciolozu priamo
z bittinkov  (okresy Bardejov, Namestovo, TvrdoSin, Brezno), v chladenom stave
transportované na pracovisko Ustavu pre chov a choroby zveri a ryb, kde boli nasledne v &o
najkratSom c¢ase vypitvané helmintologickou pitvou. Celkovo to bolo 8 kusov peceni
hovidzieho dobytka. Pocas helmintologickych pitiev boli vedené pitevné protokoly pod
evidenénymi Cislami. Podrobne boli zaznamenané patologické 1ézie. Ziskané jedince motolic
(F. magna, F. hepatica) boli druhovo identifikované podla typickych morfologickych znakov,
preplachnuté vo fyziologickom roztoku, zafixované v 96%-nom etanole pre d’alSie pouZitie na
DNA analyzu (biogeografické stidie) a zich poctu bola stanovena intenzita infekcie (II)
jednotlivych peceni. Nalez jednotlivych potvrdenych ohnisk bol zaznamenany do mapy
Slovenska. Tiez bola pouzitd metdoda opakovaného premyvania pec¢enovych cyst a zIcovodov
fyziologickym roztokom kvoli ziskaniu koncentratu fasciolidnych vaji¢ok. Ten bude nasledne
pouzity na experimentalne porovnanie citlivosti réznych odpublikovanych koprologickych
technik za ucelom Co najviac zefektivnit' cielovy koprologicky skrining peceniovych
trematoddz u jelenovitych. Koncentrat ziskanych vajicok bude tiez pozity na experimentalnu
druhovti diferencidciu morfologicky identickych fasciolidnych vaji€ok pomocou PCR
analyzy.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Helmintologickou pitvou peceni jelenej zveri ulovenej v povodi Dunaja bola zistena 80 %-na
prevalencia fascioloidézy (F. magna) s minimalnou intenzitou infekcie 2 ¢ervy a maximalnou
intenzitou infekcie 28 Cervov. Stredna intenzita infekcie bola 8 (tab. 1 a 2).

Tab. 1. Vysledky helmintologickej pitvy peceni jelenej zveri z okresu Dunajska Streda

(rok 2008)

Protokolarne Cislo pecene | Nalez pecefiovych trematédov | Intenzita infekcie (II)
1/08 Fascioloides magna 4
2/08 Fascioloides magna 2
3/08 Fascioloides magna 28
4/08 Fascioloides magna 5
5/08 Fascioloides magna 15
6/08 negativne -
7/08 Fascioloides magna 2
8/08 Fascioloides magna -
9/08 Fascioloides magna 2
10/08 negativne 6
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Tab. 2. Prevalencia a intenzita infekcie fascioloidozy (F. magna) v okresoch Dunajska

Streda v roku 2008
Pocet Potet Prevalencia
Vy§et1v'en§'fch pozitllvn}’fch (%) I in.-max. Stredna I1
peceni peceni
10 8 &80 2-28 8

Vysledky helmintologickej pitvy peceni hoviddzieho dobytka zréznych okresov dokézali
pritomnost’ prirodného ohniska fasciolézy (F. hepatica) v okresoch Bardejov, Namestovo,
Tvrdosin a Brezno (tab. 3). Minimalna intenzita infekcie bola 10, maximalna 44, stredna 20,9.

Tab. 3. Vysledky helmintologickej pitvy peceni hovéddzieho dobytka z cielene
vytypovanych lokalit Slovenska (rok 2009

Protokolarne Lokalita Nalez peceniovych Intenzita
¢islo pecene trematodov infekcie (I)
1/009 PD Malcov, okr. Bardejov Fasciola hepatica 10
2/09 PD Malcov, okr. Bardejov Fasciola hepatica 44
3/09 PD Dumbier, okr. Brezno Fasciola hepatica 20
4/09 PD Dumbier, okr. Brezno Fasciola hepatica 28
5/09 PD Cimhov4, okr. Tvrdosin Fasciola hepatica 14
6/09 PD Zakamenné, okr. Namestovo Fasciola hepatica 10
7/09 PD Zakamenné, okr. Namestovo Fasciola hepatica 23
8/09 PD Zékamenné, okr. Namestovo | Fasciola hepatica 18

1. P2 Sulany Badiky = F. magna
2. PD Dumbier Brezna - F. hepatica

3. PD Zikamenne, Cimhovi - F. hepatica
4. PD Malcov - F. hepatica

Obr.1. Prehl'ad aktualnych (1.- 4.) a doteraz publikovanych (A, B, C) prirodnych ohnisk
vyskytu pecenovych trematodoz (¢. Fasciolidae) v okresoch SR

V okresoch Prievidza, Ziar nad Hronom, Zvolen, Banska Bystrica a Lu¢enec Farka$ (1990)
parazitologicky vysSetril spolu 287 kusov jelenej zveri, priCom vyskyt motolic Celade
Fasciolidae nepotvrdil. Taktiez Mituch a kol. (1992) prieskumom helmintofauny raticove;j
zveri vo Vysokych Tatrdch nepreukdzal pritomnost tejto peceflovej trematodozy.
V Banskobystrickom kraji, konkrétne v chranenej polovnej oblasti Sitno (obr.1, B), vSak uz
bola potvrdena fascioloza u jelenej zveri (Farkas a kol., 1993), ¢im moZeme predpokladat
vyskyt tohto ochorenia vo viacerych okresoch kraja ako len v okrese Brezno. Statna
veterinarna a potravinova sprava SR v roku 2002 realizovala monitoring polovnej zveri a ryb
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v Slovenskej republike, sucastou ktorého bolo aj koprologické vySetrenie srnéej a jelenej
zveri vo vybranych lokalitach (okres Dunajska Streda, Topol'¢any, Trnava, Ziar nad Hronom,
Poprad, TrebiSov, Michalovce, SpiSska Nova Ves). Vyskyt pecenovej trematodozy sa vSak
ani vjednom pripade uspominanych cervidov nezaznamenal (KoSutzky a kol.,, 2002).
Rovnako vo Vyroénych spravach SVPU od roku 2004 sa neuvadza ani jedna pozitivna
vzorka.

Vysledky tejto prace potvrdili zndme ohnisko fascioloidozy (F. magna) v okrese Dunajska
Streda (obr.1, A), ktoré bolo prvykrat popisané v roku 1988 po tthyne jelenice na stavenisku
privodného kanala Vodného diela Gabcikovo (Rajsky a kol., 1994). Rajsky a kol. (2006) vSak
uz publikovali aj nové ohnisko fascioloidézy v okresoch pozdiz toku rieky Moravy (obr.1, C).

Vysledky tejto prace su Ciastkové apre jej komplexnost je potrebné pokracovat
v systematickom monitoringu ohnisk pecenovych trematod6z na Slovensku. Tato praca
potvrdila uz od roku 1988 evidované ohnisko fascioloidézy v povodi Dunaja (okres Dunajska
Streda). Je zaujimavé, Ze aktudlne zistené ohniskéd fascioldzy boli potvrdené v lokalitach,
ktoré su charakteristické ako oblasti s hornatym reli¢fom, ¢o sa nezhoduje so znamym
poznatkom o zvySenom vyskyte fascioldzy v nizinatych oblastiach, najmé v povodiach tokov
a na brehoch vodnych ploch. Vyskyt fasciolozy v tychto oblastiach je mozné pripisat’ sucasne
stale frekventovanejSim zaplavovym situdcidm aj v horskych a podhorskych oblastiach
v dosledku globalnych klimatickych zmien. To spdsobuje zvySenu Urovent zamokrenosti
biotopov, ¢o prispieva k zvysenému vyskytu medzihostitel'skych slimakov Galba truncatula
v danych lokalitdch a moZnosti prenosu pecenovych trematodoz.
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SYNTEZA A SEPARACIA STRIEBORNYCH NANOCASTIC POKRYTYCH
GLUTATIONOM

Peregrinovéa A.', Antalik M."?

"Katedra biochémie, UPJS, Kosice

Ustav experimentdlnej fyziky, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Uslachtilé kovové nanomaterialy s priemerom 1 — 100 nm s tvorené anorganickym
krystalovym jadrom, ktoré je zvyCajne obalené vrstvou organickych ligandov. Tieto
ligandové molekuly reguluju rast Castic pocas syntézy a tiez stabilizuju Castice v roztoku proti
agregacii. Vlastnosti Castic urcuje okrem jadra nanoobjektu aj ich povrch. Pri hocijakom type
pouzitom na pripravu nanocastic vznikaji viac menej heterogénne objekty, u ktorych st
rozdielne atomarne zlozenia ako aj geometrické usporiadania jednotlivych atdbmov. Nasim
cielom bolo nasyntetizovat’ strieborné Castice pokryté s glutationom, aby sme dosiahli ¢o
najniz§iu disperzitu nasyntetizovanych nanoobjektov. Syntéza striebornych nanocastic
prebiechala v metanolovom roztoku v 'adovom vodnom kupeli. Pri syntéze sme pouzivali
rézne pomery GSH ku striebru. Vlastnosti nanocastic vyrazne zavisia od velkosti, tvaru
a zloZenia, tak dodlezitou ulohou pri charakterizicii ale aj pri aplikdcii, je separacia zmesi
nanocastic (Negishi a kol., 2005). Ako sme ukdzali pomocou PAGE (Obr. 1), pomer GSH
k striebru ovplyviiuje velkost a disperzitu pripravenych nanoobjektov. Tymto Stidiom
chceme prispiet’ k pochopeniu vplyvu velkosti a tvaru jadra striebornych nanocastic
pokrytych glutationom a d’alej determinovat’ ich presni chemicku Struktiru za u¢elom Studia
interakcii tychto nanocastic s biomakromolekulami.

UvOoD

Chémia kovovych nanocastic, hlavne u$lachtilych kovov, sa intenzivne Studuje. Prvym
krokom je priprava kvalitnych a stabilnych nanocastic. Zvycajne su pripravené redukciou
odpovedajucej kovovej soli v pritomnosti vhodnej ochrannej skupiny, ktorda predchadza
agregacii. Uslachtilé kovové nanomateridly boli nasyntetizované pouzitim rdéznych metod
zahfnajuc tvrdy templat, tzv. suchou cestou a syntézu v roztoku, tzv. mokrou cestou (Goia
a kol., 1998).

Napriek obrovskému poctu publikacii v oblasti nanocCastic v sicasnosti, syntéze
monodisperznych castic bola v predchadzajucom obdobi venovana relativne mala pozornost’.
Vo vicsine pripadov sa charakterizacia nasyntetizovaného nanobjektu zastavila na definovani
jeho velkosti v uréitom rozmerovom pasme pomocou elektronového mikroskopu. Tato
urovenn je vSak v sucasnosti nedostatocnd. Preto niektoré vedecké timy pouzili separacné
metddy na izolovanie Cistych frakcii nanocastic ako st chromatografia, centrifugécia, dialyza
a elektroforéza. Ako najperspektivnejSia sa ukézala elektroforéza nanocastic obsahujucich
kovaletne modifikovany povrch s latkami obsahujicimi skupiny snabojom. Takto sa
napriklad Negishimu a kol. podarilo u nanocastic obsahujucich na povrchu glutation izolovat’
objekty liSiace sa o jeden atom zlata, pripadne jeden povrchovo naviazany glutation (Negishi
Y, 2005). Jednou zo zaujimavych vlastnosti uslachtilych nanocastic pokrytych tiolmi je ich
vysoka farebnost’ a fluorescencia, vyuzivaji sa ako nahrady fluorescenénych sond v roznych
biologickych aplikéaciach (Schultz a kol., 2000). Velkost a tvar tychto nanocastic je dolezita,
pretoze biocidny ucinok sa zda byt zavisly prave od velkosti nanoobjektu. Schmid nedavno
ukézal, ze klastre Au55 (1nm) efektivne interaguju s DNA a maju potencidl vyuZzitia ako
protirakovinové ¢inidla (Schmid a kol., 2003). Kvalitnad syntéza, ¢o najmenej dispérznych
nanocastic, separacia pomocou PAGE a elucia a naslednd dialyza, to su techniky ktorymi
mdzeme ziskat’ monodisperzné nanocastice.
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MATERIAL A METODIKA

Na pripravu nanocastic boli pouzitie tieto chemikalie: Glutation v redukovanej forme (GSH
M,, = 307), Metanol (99.9 %) a Diethyléter boli zakupené od Sigma-Aldrich. Dusi¢nan
strieborny bol dodany z Acros a Borohydrid sodny bol zakupeny od Fluka. Chemikalie na
PAGE elektroforézu: Akrylamid, Bis-akrylamid, glycerol, glycin a Tris boli zakapené od
Sigma-Aldrich.

Redukciou AgNOs s Cerstvo pripravenym NaBHy v pritomnosti glutationu sme pripravili
strieborné nanocastice velkosti 1-2 nm. Nanocastice boli syntetizované v tychto pomeroch
GSH k Ag: 0,5:1; 2:1; 3:1. Syntéza striebornych nanocastic pokrytych molekulami glutationu
sa uskutocnila v jednofazovom systéme nasledovne: Do metanolového roztoku (27 ml)
AgNO; (8,8 mM) bol pridany GSH (v rdéznych pomeroch k AgNO;). Zmes bola chladena
v l'adovom kupeli. Zmes za mierneho sa mieSania v priebehu 30 mintt sa zmeni na zakalent
bielu suspenziu. Potom sa rychlo prida cerstvo pripraveny vodny roztok NaBHy (7,5 ml, 0,2
M) za silného mieSania. Suspenzia sa nechéd reagovat’ d’al§iu hodinu. Vysledny precipitat je
zozbierany a premyva sa metanolom nasledne sa centrifuguje, aby sa odstranili zvysky
reaktantov. Nakoniec je precipitdt usuSeny a ziskané Ag nanocCastice maju podobu
tmavohnedého prasku.

PAGE experiment bol uskuto¢neny pomocou vertikalnej elektroforéznej jednotky. Separacny
polyakrylamidovy gél bol 30% a bol pufrovany na pH = 8,8 pomocou Tris-HCI. Elu¢ny
tlmivy roztok pozostaval z roztoku glycinu a Tris. Pripravené Ag:GSH klastre boli rozpustené
v 5% vodnom roztoku glycerolu v koncentracii 3 mg/ml. Vzorky boli eluované 8 hodin pri
konS§tantnom napéti 150 V.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pripravené nanocastice v prasku uchovavané pri teplote 4°C su stabilné aj nickol’ko mesiacov.
Strieborné nanocastice pokryté GSH st vyborne rozpustné vo vodnych roztokoch. Strieborné
nanocastice pokryté glutationom su v alkalickom pH zdporne nabité a preto moézu byt
separované podla ich velkosti a naboja pomocou PAGE. Obr. 1. ukazuje fotografiu gélu po
separacii. Obr 1.a ukazuje oddelené frakcie nanocCastic GSH:Ag 0,5:1. Tieto Castice ukazali
najvyssiu disperzitu (9 okom viditelnych frakcii) ako aj najvacSiu velkost' nanocastic. Obr.
1.b je fotografia nanocastic GSH:Ag 2:1. Na tomto obrazku mozno jasne odlisit’ 7 réznych
frakcii, pricom dve z nich st dominantné a to oranzova (1) a hneda (2).

a b C

N)

Obr. 1. Fotografia PAGE gélu Ag nanocastic pokrytych GSH v pomere GSH:Ag a) 0,5:1; b)
2:1,¢) 3:1.
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Obr. 1.c poskytuje fotografiu Ag nanocCastic pripravenych v pomere GSH:Ag 3:1. Tieto
Castice su najmenej disperzné, daju sa rozlisit’ 4 okom vidite'né frakcie, z ktorych st takisto
dve dominantné, oranzova (1) ahnedd (2). Tieto nanocastice vykazuju podobnost
s nanocasticami GSH:Ag 2:1 vo farbe aj v rozlozeni prvych Styroch frakcii. Ako je vidiet' na
Obr. 1 vSetky pripravené nanocastice obsahuju hnedu frakciu (v riadku ozna¢enom 2), ale iba
nanocastice GSH:Ag 2:1 a 3:1 obsahuju aj dominantnt oranzovu frakciu. Najmenej disperzné
Castice su nanocastice nasyntetizované v pomere GSH:Ag 3:1. Takisto tieto nanocCastice maju
ostro ohrani¢ené frakcie, o mozno vyuzit pri d’alSom skimani tychto striebornych
nanocastic, napr. skimanie optickych vlastnosti jednotlivych frakcii. Z vysSie uvedeného
vyplyva, Ze na nasledné skumanie a pouzivanie v aplikdciach s najvhodnejSie strieborné
nanocastice nasyntetizované v pomere GSH:Ag 3:1, no ak chceme pracovat’ s vybranymi
frakciami, moZno pouZit’ aj syntézu nanocastic, kde GSH:Ag st v pomere 2:1.
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ENTEROKOKY AKO POTENCIALNI TVORCOVIA BIOGENNYCH AMINOV
V OVCiCH SYROCH
Pol akova L., Trivedi K. >
Ustav hygleny a technologie mlieka, Univerzita veterinarskeho lekarstva KoSice
?Ustav hygieny a technoldgie mlieka, Veterindrni a farmaceutickd univerzita Brno

ABSTRAKT

V tejto Studii sa skiumali Enterococci rastuce na Slanetz-Bartley agare pochadzajuce zo syrov
vyrobenych z ovCieho mlieka. Identifikované Gram pozitivne, katalozo-negativne bacily
patrili k dvom druhom Enterococcus spp. (Enterococcus faecalis, Enterococcus faucium).
Celkovo sa izolovalo 17 kmenov rodu Enterococcus spp., ktoré sa identifikovali pouzitim
multiplexovej PCR metddy. U izolovanych a identifikovanych kmenoch (88,24 % E. faecalis,
5,88 % E. faucium, 5,88 % Enterococcus spp.: E. faecalis (70,58 %), E. faucium (5,88 %) a
Enterococcus spp. (5,88 %) izolované zo syrov z ov€ieho mlieka a 17, 64 % kmenov E.
faecalis (17,65 %) izolovanych z bryndze) sa dalej Studovala pritomnost tyrdc-génu
kodujuceho tvorbu tyraminu. Pritomnost’ tyrdc-génu bola potvrdend u 16 izolatov zo 17
Enterococcus spp.. Tj. E. faecalis 68,75 %, E. faucium 6,25 %, Enterococcus spp. 6,25 % zo
syrov vyrobenych z ov€ieho mlieka a E. faecalis 18,75 % z bryndze. Rovnaké vysledky sa
dosiahli aj pri dokaze produkcii tyraminu u izolovanych kmetioch v médiu podl'a Maijala
(1993).

UvOD

Foulqui¢ Moreno a kol. (2006), Ogier a Serror (2009) uvadzaju, ze enterokoky tvoria
dominantni mikroflérou v tradiénych fermentovanych syroch vyrobenych zo surového
mlieka. V tychto vyrobkoch zohravaju dolezitd ulohu v rozvoji charakteristickych
organoleptickych vlastnosti findlnych vyrobkov, a to pésobenim svojej proteolytickej aktivity
atvorbou diacetylu v priebehu citradtového metabolizmu (Centeno akol., 1999;
Sarantinopoulous a kol., 2001a; Sarantinopoulous a kol., 2001b; Foulqui¢ Moreno a kol.,
2006). Na druhej strane, ale negativnym aspektom enterokokov pritomnych v syroch je ich
mozna schopnost’ produkovat’ biogénne aminy (Gardin a kol, 2001; Connil, 2002; Giraffa,
2002; Roig-Sagués akol., 2002;Komprda a kol., 2008). Toxikologicky najvyznamnejSimi
biogénnymi aminmi su histamin, tyramin, putrescin a kadaverin (Silla-Santos, 1996).
Zakladnymi podmienkami pre vznik tyraminu je pritomnost’ vol'nej aminokyseliny tyrozinu v
substrate (potravine), pritomnost’” mikroorganizmov s dekarboxyldzovou aktivitou a vhodné
podmienky pre rast a mnozenie mikroorganizmov (Shalaby, 1996).

Vzhl'adom na zvySujucu sa popularitu konzumécie syrov vyrobenych z ovéieho mlieka
vratane bryndze, cielom nasej prace bolo izolovat ztychto vyrobkov kmene rodu
Enterococcus, prostrednictvom multiplexovej PCR metddy previest rodova, druhovi
identifikaciu, pritomnost f#yrdc- génu kédujuceho tvorbu tyraminu au potvrdenych
a izolovanych kmenov zistit'” produkciu tyraminu v médiu podl'a Maijala (1993).

MATERIAL A METODIKA

Na mikrobiologické vySetrenie sa pouzilo 10 vzoriek syrov vyrobenych z ov¢ieho mlieka, a to
8 druhov nezrejucich ov¢€ich syrov od troch réznych vyrobcov a 2 druhov bryndze od dvoch
r6znych vyrobcov. Vzorky syrov boli zakupené v obchodnej sieti v KoSiciach. Vzorky sa
spracovali Standardnymi mikrobiologickymi metédami.

Baktérie rodu Enterococcus spp. izolované zo vzoriek ov€ich syrov abryndze boli

kultivované na selektivnom diagnostickom médiu Slanetz—Bartley (Himedia,) pri teplote
37°C po dobu 24 hod. Prislusnost’ k rodu Enterococcus spp. sa potvrdzovala rastom na Bile
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Esculine agar (Himedia) pri teplote 37°C po 24 hod., na krvnom agare a pozitivnym PYRA-
testom (Pliva-Lachema). Izolaty z krvného agaru boli konzervované v glycerinovom médiu.
Z izolovanych kmenov sa izolovala DNA pomocou CHELEXU 100%. Pomocou
multiplexovej PCR metoédy podl'a Coton and Coton (2005) sa previedla rodova, druhova
identifikacia a pritomnost’ fyrdc- génu kodujuceho tvorbu tyraminu. Nasledne sa uskutocnila
produkcia tyraminu v médiu podla Maijala (1993) pri teplote 15°C a 6°C. Produkcia
tyraminu sa hodnotila po 24, 72 a 94 hod. inkubacie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zistenie schopnosti produkcie tyraminu sa pouzilo 20 izolovanych kmetov, t..
Styri kmene z bryndze a 16 kmenov zovc€ich syrov. Pomocou multiplexovej PCR bolo
identifikovanych 17 izolatov ako Enterococcus spp., ato E. faecalis 70,58% (n =12 ), E.
faecium 5,88% (n = 1), Enterococcus spp. 5,88 % (n = 1) z ov¢ich syroch a z bryndze sa
identifikoval E. faecalis (17,65%, n = 3). Z celkového poctu izolatov enterokokov, bolo 16
kmenov (94,11 %) pozitivnych na pritomnost’ tyrdc-génu kodujiceho tvorbu tyraminu, a to v
ovcich syrov E. faecalis 68,75% (n = 11), E. faecium 6,25% (n = 1), Enterococcus spp. 6,25%
(n = 1) vbryndziach E. faecalis 18,75 % (n = 3) a 1 kmen (6,25 %) bol oznaceny negativne,
konkrétne E. feacalis pochadzajuci z ov€ieho syra. Rovnaké vysledky sa dosiahli pri dokaze
produkcie tyraminu v médiu podla  Maijala (1993). Tyraminova produkcia bola
detegovatelnd uz po 24 hod. pri teplote 15°C rovnako, ako aj pri teplote 6°C, ¢o predstavuje
teplotu skladovatel'nosti vyrobkov vyrobenych z ov¢ieho mlieka. Podobné vysledky uvadzaja
Trivedi a Karpiskova (2008), ktori zistili, Ze 90% kmenov enterokokov izolovanych
z mlie¢nych vyrobkov malo schopnost’ produkovat’ tyramin, pricom dominantnu Cast’ tvorili
kmene E. faecalis (85,7 %).

Uvedené vysledky poukazuji na vysoku aktivitu enterokokov pri produkeii tyraminu.
Netreba zabudat, Ze v syroch sa mozu vyskytovat’ okrem ziaducich mikroorganizmov, ktoré
pozitivne ovplyviiuju vlastnosti syra a hraju vyznamnou ulohu pri vyrobe a zreni syrov, aj
neziaduce mikroorganizmy, ktoré mézu negativne ovplyvnit’ vlastnosti syra popripade ho
uplne znehodnotit’ (Beresford a kol., 2001). Medzi ziaduce mikroorganizmy patria baktérie
mliecneho kvasenia (BMK), tvoriacu dominantnti mikrofloru u vSetkych typoch syrov a hraja
vyznamnu ulohu pri vytvarani pozadovanych vlastnosti syra. Zvlastnu skupinu BMK tvoria
tzv. NSLAB (non-starter lactic acid bacteria = nezakysové baktérie mliecneho kvasenia),
ktoré sa do syra dostavaju z inych zdrojov nez zo zakysovych kultar (Depouilly a kol., 2004).
Do tejto skupiny patria aj enterokoky, ktoré sa vyznacuji tepelnou rezistenciou, co
vysvetluje ich pritomnost’ v syroch vyrobenych z pasterizovaného mlieka, do ktorého sa
mozu dostat’ ako pridavna mikroflora ak sa pouziva napr. ,,artisan cheese* Startovacia kultira
alebo ako ndhodnd mikrofléra z prostredia, ktord kontaminuje post-pasterizacny proces
(Giraffa , 2003).

Na Slovensku st najvyssie pripustné limity stanovené len pre histamin v rybach, apre
tyramin v tvrdych syroch (200 mg . kg') (Potravinovy kodex SR, 2004). Obsahy biogénnych
aminov v inych potravinach nie su limitované.

Vzhl'adom na zistené skutocnosti, je potrebné venovat’ tejto problematike naleziti pozornost’.
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VLASTNOSTI DIMETYLAMINOCHALKONOV A ICH SYNTETICKYCH
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ABSTRAKT

V nasej praci sme Studovali dimetylaminochalkén, jeho absorpéné a fluorescenéné spektralne
vlastnosti. Tato znamu fluorescenénu latku —chalkén (1) sme porovnavali s vlastnost'ami
novosyntetizovanych chalkénovych cyklickych analdégov s rasticim retazcom (-indanénom
(2), -tetralénom (3) a —benzosuberonom (4) s dimetylamino skupinou (a) v para polohe v
rdzne polarnych rozptstadlach, ktora dava tymto latkam fluorescencné vlastnosti.

Zistili sme, Ze s rasticim retazcom danych latok klesa ich rozpustnost v polarnych
rozpustadlach, ako sa aj znizuju ich fluorescencné schopnosti. Vo vodnom prostredi su tieto
latky zle rozpustné, nestabilné, vplyvom vody dochddza k zhaSaniu ich fluorescencie.

Zistili sme, Ze tieto latky st vo vodnom prostredi stabilizované v pritomnosti proteinov a
lipidov, a preto sme ich aplikovali na model mitochondrii izolovanych z pecene potkana.
Ked’ze skimané latky st zname aj svojou protirakovinovou aktivitou, ktord rastie v poradi
rastuceho retazca, skumali sme vplyv tychto latok aj na respirdciu a fosforylaciu
mitochondrii. NaSe predbezné vysledky ukazuji mozny protirakovinovy mechanizmus
cyklickeho analogu (4a), ktory sucasne zvysSuje mitochondridlnu respirdciu a fosforylaciu.
Pozoruhodny je aj protikladny uc¢inok cyklického analéogu (2a), ktory inhiboval
mitochondridlnu respiraciu a fosforyldciu a indukuje apoptézu tumorovych buniek
pravdepodobne pomocou vycerpania energie vo forme ATP.

UvOD

Chalkony su prirodné medziprodukty biosyntetickej cesty flavonoidov (Perjési a kol., 2000),
polyfenolovych latok, ktoré su velkej miere rozSirené v rastlinnej risi (Middleton a kol.,
2000). V sucasnosti existuje aj mnoho syntetickych chalkonov, ktoré maji protirakovinové
vlastnosti. Cielom organickych chemikov je vytvorit’ taky derivat alebo cyklicky analdg,
ktory bude mat najlepsie protirakovinové vlastnosti.

Cytotoxicita jednotlivych derivatov chalkonov sa meni v zavislosti od funkénej povahy a
polohy substituentov, ktoré majii zna¢ny vplyv na priestorova a elektronovu Struktiru tychto
derivatov (Perjesi a kol.,, 1999). Zmeny v Struktare, hlavne zmena vo velkosti
cykloalifatického kruhu a zavedenie substituentov do orto poléh arylovych kruhov mé velky
vplyv na ich biologicku aktivitu.

Protirakovinové vlastnosti u syntetickych latok na zaklade chemickej Strukttry skeletu rasta v
poradi chalkony (1), indanény (2), tetralony (3) a benzosuberony (4). Toto rozdelenie je
zalozené na odliSnej velkosti cyklického kruhu vo vnutri molekuly. Chalkony predstavuji
zakladnt Struktaru. Indanony maju jednu - CH, - skupinu v cykle (n = 1), tetralony dve (n =
2) a benzosuberdny tri skupiny (n = 3) (Dimmock a kol., 1999).

N(CH3),

)n=0,2)n=1,3)n=2,4)n=3
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Tieto zlaceniny su konjugované molekuly, dostatocne flexibilné na to, aby mohli vytvarat
mnozstvo konformdcii (Baas a Cerfontain, 1977). Experimentidlne bolo dokazané, ze
benzosuberony maji vyssiu cytotoxitu ako ostatné derivaty (Dimmock a kol., 1999).

Pri biologickom testovani prirodnych i syntetickych chalkénov bolo u réznych derivatoch
zistené Siroké spektrum biologickych ucinkov, napriklad antioxidacné, antibakteridlne
(Prasad a kol., 2008), antituberkulézne (Lin a kol., 2002), antineoplastické (Perjési a kol.,
2000) ucinky.

Ciel'om tejto prace bolo zistit' zdkladné spektralne a fluorescenéné vlastnosti tychto latok v
rozne polarnych rozpustadlach, ako aj vo vodnom prostredi. Po vybere vhodného rozptstadla
sme sa zmerali na aplikéciu tychto latok na model mitochondrii izolovanych z pecene potkana
vo vodnom prostredi respiraéného média a sukcinatu, kde sme sledovali biologicky vplyv (E-
2-(4’-dimethylamino)-1-chalkénu (la) a jeho syntetickych cyklickych analdogov (E-2-(4'-
dimethylamino)-1-indanénu  (2a), E-2-(4’-dimethylamino)-1-tetraléonu  (3a), E-2-(4'-
dimethylamino)-1-benzosuberonu (4a).

MATERIAL A METODIKA

V praci sme pouzili peCene potkanov - samiiek rodu Wistar. Z pecene sme izolovali
mitochondrie podl'a Johnsona a Lardyho (1967), ktoré boli chladené v rozdrvenom lade.
Izolované¢ mitochondrie sme rozdelili do dvoch skupin (kontrolnej a experimentalnej).
Proteiny sme stanovili podl'a Lowryho v modifikécii Hartreeho (1972).

Priprava vzoriek chalkonov a ich cyklickych syntetickych analogov

Jednotlivé skumané latky (la — 4a) boli rozpustené v toluéne, chloroforme, dimetylsulfoxide
(DMSO), etanole na vyslednii koncentraciu (10) mol / 1 tesne pred pouzitim a boli uloZené v
tme. Zmes vybraného rozpustadla s vodou (DMSO/voda) bola pripravena vzdy tesne pred
meranim.

Absorpcna a fluorescencna spektroskopia

Absorpcné spektra sme namerali na Bio UV spektrofotometri Varian Carry 50. Fluorescencné
emisné spektrd boli merané na spektrofotometri POLYTEC SIM Aminco Bowman , Séria 2,
za pouzitia vhodnej excitaénej vlnovej dizky, ktort sme uréili s prisluchajiiceho maxima
absorp¢ného spektra. Vplyv vody bol merany pri konstantnom nastaveni excitacnej a emisnej
vinovej dizky. Vsetky merania sme uskutoénili v kremennej kyvete s hribkou 10 mm, pri
teplote t = 20°C.

Respiracia mitochondrii

Spotrebu kyslika v mitochondridch sme sledovali v respiraénom médiu, ktoré obsahovalo
(K;HPOy4, ¢ = 0,3 mol/l; KH,POy4, ¢ = 0,3 mol/l; KCI, ¢ = 0,08 mol/l; TRIS HCI, ¢ = 0,015
mol/l; MgCl,, ¢ = 6 mmol/l; EDTA, ¢ = 0,78 mol/l; redestilovand voda) po pridani substratu
(sukcinat, ¢ = 0,5 mol/l).

V mitochondriach sme sledovali respiraciu (stav 4, bez pridavku ADP) a fosforylaciu (stav 3,
s pridavkom ADP, ¢ = 0,01 mol/l) potenciometricky za pouZitia elektrody Clarkovho typu
(WTW OXI 325, Germany). Zo stavu 4 a 3 sme vypocitali respiracny kontrolny pomer
(RKP).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Sktimané chalkdny (1a - 4a) st zIté krystaly s nizkou rozpustnost'ou vo vode. Nasim zdmerom
bolo ukazat' zékladny spektralny charakter novych syntetickych analogov chalkonov v
porovnani s jednoduchou molekulou uz znameho dimetylaminochalkénu.

Nami skimané latky maju Siroké absorpéné spektrd v ultrafialovej a vidite'nej oblasti.
Absorpéné maxima vsetkych skimanych zlucenin mali batochromny posun v polarnych
rozpustadlach. Najviac fluorescencné boli latky (1a) a (2a) v chloroforme a DMSO, ¢o
potvrdili aj merania kvantovych vytazkov (Gularyan a kol.,2005).

Najviacsi Stokesov posun (rozdiel medzi emisnym a excitatnym maximom) mali skimané
latky v DMSO, ako aj kvantovy vytazok, takze v d'alSom experimente sme sa rozhodli
skamat’ vplyv vody na latky rozpustené¢ v DMSO. Zistili sme, Ze fluorescencia molekuly (1a),
znamej ako chemiluminiscentny senzor detekujuci vodu (Urano a kol., 1999; Kuznetsov a
kol., 2003), bola najviac zhdSana v pritomnosti vody v porovnani s latkami (2a - 4a).

Zhésanie fluorescencie skimanych molekul v pritomnosti vody by mohlo byt’ aj vysledkom
tvorby intramolekularnych vodikovych vizieb medzi atbmami dusika a kyslika dimetylamino
skupiny (Sorokovoi a kol., 1972; Dobretsov a kol., 1977).

Po tychto zisteniach sme sa rozhodli rozpustat’ dané latky v DMSO, tesne pred meranim ich
pridavat’ do respiracného média so substratom sukcindtom a aplikovat’ dané latky na model
mitochondrii.

Porovnanim experimentalnej skupiny mitochondrii s kontrolnou, sme zistili zvySenie
respiracného kontrolného pomeru (RKP) po aplikacii latky (4a), kym latky (1a), (2a), (3a)
RKP znizovali (Obr.1). Po pridani (3a) sme zistili signifikantny narast v respiracnom stave 4,
ale pokles fosforylacie v stave 3. Mitochondridlna respiracia a fosforylacia (stav 4 a 3) sa
signifikantne zvySovali po pridani (la), (4a), ale oba tieto stavy boli po pridani (2a)
signifikantne znizené (Obr. 1).
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Obr. 1. Mitochondridlna respiracia (stav 4) a fosforylacia (stav 3)

Predpokladdme signifikantny efekt niektorych syntetickych analégov chalkénov na
mitochondrialnu funkciu.

Nase predbezné vysledky ukazuju mozny protirakovinovy mechanizmus cyklického analdégu
(4a), ktory sti¢asne zvysuje mitochondridlnu respiraciu a fosforylaciu, kym naopak cyklicky
analog (2a) inhibuje mitochondrialnu respiraciu a fosforylaciu pomocou indukcie apoptdzy v
tumorovych bunkéch, pravdepodobne pomocou vycerpania energie vo forme ATP ako
pozoroval Xu a kol., (2005).
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PROTEOMICKA CHARAKTERIZACIA RECEPTOR-LIGANDOV, KTORE
UMOZNUJU PRESTUP PATOGENOV CEZ HEMATOENCEFALICKU BARIERU
SO ZAMERANIM NA NEUROBORELIOZU

Pulzova L., Bhide M.

Katedra mikrobiolégie a imunoldgie, Ustav imunoldgie, Laboratérium biomedicinskej
mikrobiologie a imunologie

ABSTRAKT

Borrelia burgdorferi (B.b.) je povodcom Lymskej choroby (LCh), najcastejSej kliestami
prenasanej zoondzy na severnej pologuli. Neurologickd manifesticia LCh u Tudi je
pripisovana penetracii hematoencefalickej bariéry (HEB) a naslednej invazii spirochét do
centralneho nervového systému. Poznanie protein-protein interakcii medzi HEB proteinmi a
proteinmi borélii je nevyhnutné pre pochopenie mechanizmu prechodu borélii do mozgu.
Cielom predkladanej prace je izolacia tychto proteinov (zo strany HEB aj zo strany patogéna)
aich nasledna charakterizacia. Proteiny z celobunkovych lyzatov Borrelia garinii (PBi,
neuroinvazivny kmen) a Borrelia burgdorferi sensu stricto (SKT2, kmen spdsobujlci koznt
formu LCh) sme rozdelili na polyakrylamidovom géli na zaklade ich velkosti pomocou
metody SDS PAGE. V dalSom kroku sme ich preniesli na nitrocelul6zovi membranu a
hybridizovali s lyzatom endotelidlnych buniek HEB. Naviazané proteiny sme z membrany
odstranili pomocou Stripping pufru a tieto proteiny sme podrobili d’alsej SDS PAGE. Po
ofarbeni striebrom sme pozorovali, ze PBi ma schopnost’ viazat’ proteiny HEB, ¢o potvrdzuje
jej neuroinvazivny charakter. Pri SKT2 sme touto metédou schopnost’ viazat’ proteiny
nepotvrdili, Co vSak tito schopnost’ nevylucuje.

UvOoD

Lymska choroba je zoondznym ochorenim, ktoré prendSaji klieSte rodu Ixodes (vSetky
vyvojové Stadia) (Matuschka a kol., 1992). Pévodcom je Borrelia burgdorferi sensu lato (B.b.
s. 1), ktord bola prvykrat popisana v roku 1982 Burgdorferom a kol. (Burgdorfer a kol.,
1984). B. b. s. 1. mézeme rozdelit’ na tri pre I'udi patogénne genospecies: Borrelia garinii,
Borrelia sensu stricto a Borrelia afzelii (van Dam a kol., 1993). Klinické priznaky LCh
zavisia od lokalizacie spirochét v hostiteI'skom organizme (Balmelli a Piffaretti, 1995).
Borrelia burgdorferi sensu stricto (SKT2) vyvolava artritidy (Balmelli a Piffaretti, 1995).
Borrelia garinii (PBi1) je dobre znama svojim neuroinvazivnym charakterom (Buscha kol.,
1996).

Borelidlna infekcia je komplexnym procesom, ktory zacina presunom spirochét z creva
kliest'a do jeho slinnych zliaz pocas sania krvi na hostitel'ovi (Rupprecht a kol., 2008). B.b.
nasledne prenika do koze, kde sposobuje lokalnu infekciu — erythema migrans a d’alej sa Siri
z miesta vniknutia do mnohych organov (srdce, kiby, centralny nervovy systém) pomocou
krvného toku alebo pozdiz inych $truktir ako st napriklad periférne nervy a lymfatické cievy.
Neurologické priznaky moézeme pripisat’ penetracii HEB a invézii centrdlneho nervového
systému neuroinvazivnymi spirochétami (Grab a kol., 2005). Je stale vecou debat ako borélia
prechaddza cez hematoencefalicki bariéru (HEB). Niektori autori predpokladaju, Ze prechod
spirochét prebiecha paracelularne (medzi endotelidlnymi  bunkami) na miestach
medzibunkovych spojeni (Grab a kol., 2005), zatial’ ¢o ostatni st nakloneni transcelularnemu
sposobu prechodu (Comstock a kol., 1989). Mechanizmus prestupu nie je dodnes do detailov
objasneny, avSak pritomnost’ borélii v cerebrospinalnej tekutine bola potvrdena pomocou
kultivacnych metdd aj PCR (Pfister a kol., 1994, Wilske a kol., 2007).
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MATERIAL A METODIKA

Kmen PBi a SKT2 sme kultivovali v BSK II médiu pri 37°C. Proteiny borélii boli ziskané
sonikaciou celych buniek. Nasledne boli lyzaty precistené pomocou 2D Clean Up kitu
(Invitrogen), separované na jednojamkovom 12% polyakrylamidovom gély (Invitrogen)
pomocou neredukujucej SDS PAGE elektroforézy (120 V) a prenesené na nitrocelulézova
membranu (70 V, 1 hod) (Invitrogen) (Obr. 1). NeSpecificky viazuce miesta na membrane
sme blokovali albuminom (frakcia V.) (Sigma-Aldrich) v TBS (Tris Buffer Saline) po dobu 1
hod pri izbovej teplote. Membrany boli inkubované spolu s lyzatom bunieck HEB v TBS po
dobu 2 hod pri izbovej teplote a za neustaleho premieSavania. Nenaviazané proteiny HEB sme
vymyli roztokom TTBS (Tris buffer saline plus Tween 20) 3x po dobu 1 min. Naviazané
proteiny sme odstranili z proteinov borélii viazanych na membrany pomocou Stripping pufru
(Thermo) po dobu 15 min pri izbovej teplote za neustdleho premiesavania. Tento postup sme
opakovali 4x. Proteiny v Striping pufri sme uchovali a skoncentrovali 5x na objem 500 pl.
Nésledne sme ich precistili metddou TCA/Acetén (Trichloroacetic acid) a dalej sme ich
separovali pomocou neredukujucej SDS PAGE. Gél sme pre zvidite'nenie proteinov ofarbili
striebrom (Bio-Rad) (Obr. 2) po dobu 15 minut. Ziskané pruzky sme vyrezali z gélu
a uskladnili v -80°C pre d’alSiu analyzu (MALDI TOF TOF).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Borélia disponuje r6znymi mechanizmami, ktoré jej umoziuji uniknut’ pred hostitel'skym
imunitnym systémom, vratane regulacie imunogénnych povrchovych proteinov, inaktivacie
efektorovych mechanizmov a ukryvanie sa v menej dostupnych kompartmentoch ako je
napriklad extracelularna matrix, ktora je imunologicky privilegovanym miestom (Rupprecht a
kol., 2008). Sucasné Stidie objasiiuju prestup borélii cez vrstvu endotelidlnych buniek
periférnej vaskulatiry. Spirochéty adherujii na endotélium na medzibunkovych spojeniach
pri¢om interaguji s endotéliom po celej svojej dizke (Norman a kol., 2008). Medzibunkové
spojenia sa preto javia ako hlavné miesto, kde prebieha extravazacia borelii.

Dodnes bolo identifikovanych 18 kandidatskych adhezivnych molekul u spirochéty Borrelia
burgdorferi sensu lato zacastiiujucich sa na adhézii v periférnej vaskulature (Norman a kol.,
2008). Pravdepodobne je expresovanych aj vela d’alSich proteinov s takouto schopnostou.
Taktiez bolo identifikovanych aj pat’ CRASP proteinov, ktoré interaguju s komplementovu
kaskadu regulujicim proteinom faktorom H, s faktor H podobnym proteinom a s faktor H
pribuznym proteinom (Haupt a kol., 2007). Ich pripadnd spoluticast’ na adhézii v periférne;j
vaskulatare a ani pri prechode HEB nie je potvrdena. Dodnes nie je popisany presny proces
penetracie HEB boréliami. Predpokladame, ze d’alSie protein : protein interakcie ako tie, ktoré
sa podiel’ajil na penetracii periférnou vaskulatirou, st potrebné a hraju vyznamnu tlohu pocas
penetracie HEB.

Adhézia spirochét ku vrstve endotelidlnych buniek je doélezitym krokom pri prechode HEB
(Szczepanski a Benach, 1991). Nase vysledky poukazuju na schopnost’ PBi viazat’ proteiny
expresované na povrchu tychto buniek. Podarilo sa ndm detegovat’ Sest’ takychto proteinov
(Obr. 2), pricom vsak ich pocet mdze byt vyssi ( low abundant proteins). Z naSich vysledkov
vyplyva, ze PBi dokéze adherovat’ k endotéliu HEB, z ¢oho mdZeme usudzovat, Zze PBi je
schopna penetrovat’ cez HEB.

SKT2 je schopnd prechadzat’ cez vrstvu endotelidlnych buniek v periférnej vaskulatire
(Comstock a Thomas, 1989). Napriek podobnosti tychto buniek s bunkami HEB sme nezistili
schopnost’ viazat’ barierové proteiny. Z ¢oho moézeme usudzovat’, ze SKT2 nie je schopna
adherovat’ na endotélium a penetrovat’ cez HEB.
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Obr. 1. Proteiny B. garinii (PB1) po SDS PAGE a transfere na nitrocelul6zovli membranu

Obr. 2. Proteiny separované na polyakrylamidovom gély pomocou neredukujucej SDS
PAGE a ofarbené striebrom
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STANOVENIE CITLIVOSTI STAFYLOKOKOV IZOLOVANYCH Z MASA RYB
VOCI VYBRANYM ANTIBIOTIKAM POMOCOU DVOCH
MIKROBIOLOGICKYCH METOD

Regecova 1., Pipova M., Jevinova P., Popelka P., Maté D.

Katedra hygieny potravin, Ustav hygieny a technolégie mésa, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om préce bolo stanovit’ citlivost’ koaguldzo-negativnych stafylokokovych izolatov z mésa
dvoch druhov morskych ryb (Theragra chalcogramma a Scomber scombrus) voci Styrom
antibiotikdm (erytromycin, tetracyklin, ampicilin,gentamicin), a to s pouZitim diskovej
difuznej metody podla Kirby-Bauera a agarovej diluénej metddy. Pri diftiznej metdde sa
pouzili komeréne vyradbané disky so znamymi koncentraciami antibiotik (OXOID, Velka
Britania). Pri stanoveni minimalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) boli pouzité testovacie
platne s vyslednymi koncentrdciami erytromycinu 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; mg.l'l;
tetracyklinu 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 mg.l'l; ampicilinu 0,25; 0,5; 1,0 mg.l'] a gentamicinu 2,0; 4,0;
8,0; 16,0 mg.l". Ziskané vysledky boli vyhodnotené podFa kritérii stanovenych CLSI
(NCCLS) pre diskovy diftizny test a pre mikrodilu¢nt metodu (CLSI, 2006b). Zo sumarizacie
dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze u stafylokokovych izolatov bola obidvomi
mikrobiologickymi metédami najCastejSie potvrdend rezistencia voci ampicilinu a naopak
najvicsia citlivost’ bola zaznamenand voci gentamicinu. Takmer u polovice stafylokokovych
1zolatov bola obidvomi metédami preukazana sucasna rezistencia na viac ako jedno testované
antibiotikum.

UvVOD

Rezistencia voci pouzivanym antibiotikdm sa stava v poslednom obdobi vel'kym problémom
tak v humannej ako aj vo veterindrnej medicine. Pravidelny narast antibiotickej rezistencie sa
kazdorocne zaznamenava u mnohych bakteridlnych druhov, vratane zastupcov rodu
Staphylococcus. Rezistentné baktérie sa mozu bez problémov $irit’ priamo alebo nepriamo zo
zvierat na l'udi anaopak. Jednou z vyznamnych ciest prenosu bakteridlnej antibiotickej
rezistencie medzi zivoc¢iSnou a l'udskou populaciou je potravinovy retazec. Baktérie
rezistentné na niektoré antibiotika sa s potravou dostavaju do zazivacieho traktu konzumenta,
kde moZu tato vlastnost’ prenaSat’ na cely rad doposial citlivych baktérii.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky na mikrobiologické vysetrenie boli odobraté zo svaloviny 9 vzoriek mrazenych filiet z
Mraziarni Poprad s.r.o. — z toho 5 filiet pochadzalo z mrazenej aljasskej tresky (Theragra
chalcogramma) a 4 z mrazenej atlantickej makrely (Scomber scombrus). Odber vzoriek na
mikrobiologické vySetrenie sa vykonal v stilade s poZiadavkami STN ISO 3100-2; zékladna
suspenzia a d’alSie desatnasobné riedenia sa pripravili podla pokynov STN ISO 6887.
Z odobratych vzoriek sa stafylokoky izolovali v zmysle pokynov STN ISO 6888-1. Vsetky
1zolaty stafylokokov sa podrobili skimavkovej plazmokoaguldzovej skuske (STAFYLO PK,
IMUNA, Sarigské Michalany).

Citlivost’ jednotlivych izoaltov stafylokokov na vybrané antibiotikd sa zistovala diskovou
difiznou metddou podla Kirby-Bauera (CLSI, 2006a), pricom sa pouzili komer¢ne vyrabané
disky (OXOID, Velka Britdnia) so zndmymi koncentraciami antibiotik. Pri stanoveni
miniméalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) agarovou dilu¢nou metddou boli pouzité
testovacie platne s nasledovnymi vyslednymi koncentraciami erytromycinu 0,25; 0,5; 1,0; 2,0;
4,0; 8,0; mg.l'l; tetracyklinu 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 mg.l'l; ampicilinu 0,25; 0,5; 1,0 mg.l'1 a
gentamicinu 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 mg.l'l. Vysledky boli vyhodnotené podla interpretacnych
kritérii stanovenych CLSI (NCCLS) pre diskovy difuzny test a pre mikrodiluéni metodu
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(CLSI, 2006b), na zaklade ktorych boli jednotlivé izolaty zaradené¢ medzi citlivé (C),
intermediarne citlivé (I) alebo rezistentné (R).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivaénym mikrobiologickym vySetrenim vzoriek mrazenych filiet dvoch druhov morskych
ryb sa ziskalo spolu 55 izolatov stafylokokov. VSetky izolaty boli na zaklade vysledkov
skimavkovej plazmokoaguldzovej skusky koagulazo-negativne.

Tab. 1. Prehl’'ad poctu citlivych (C), intermedidrne citlivych (I) a rezistentnych (R) izolatov
stafylokokov z mrazenych filiet aliasskej tresky voci vybranym antibiotikam

Diskovy diflizny test | Agarova diluénd metéda
Antibiotikum| R 1 C R 1 C
Tetracyklin 12 1 17 4 3 13
Erytromycin 12 10 8 22 8 0
Ampicilin 10 0 20 27 0 3
Gentamicin 0 3 27 0 3 27

Ako vyplyva z tabul’ky 1, pri stanoveni citlivosti 30 stafylokokovych izoldtov z mrazenych
filiet alijasskej tresky pomocou diskového difuzneho testu bola potvrdend rezistencia na
tetracyklin a erytromycin u 12 kmenov, na ampicilin u 10 kmenov. Pri stanoveni citlivosti
pomocou agarove] dilunej metddy bola potvrdena rezistencia na erytromycin u 22 kmenov,
na tetracyklin u 4 kmenov a na ampicilin u 27 kmeniov. Rezistencia voc¢i gentamicinu nebola
u uvedenej skupiny stafylokokovych izolatov potvrdend ani v jednom pripade.

Tab. 2. Prehl’ad poctu citlivych (C), intermediarne citlivych (I) a rezistentnych (R) izolatov
stafylokokov z mrazenych filiet atlantickej makrely vo¢i vybranym antibiotikam

Diskovy diflizny test | Agarova diluénd metéda
Antibiotikum| R | C R | C
Tetracyklin 0 1 24 1 5 19
Erytromycin 8 7 10 18 6 1
Ampicilin 13 0 12 20 0 5
Gentamicin 0 0 25 0 0 25

Pri stanoveni citlivosti 25 stafylokokovych izolatov z misa mrazenej atlantickej makrely
pomocou diskového difuzneho testu bola potvrdend rezistencia na erytromycin u 8
kmenov, na ampicilin u 13 kmenov, ale ani v jednom pripade sa nepotrvdila rezistencia voci
ampicilinu a gentamicinu. Pri stanoveni citlivosti pomocou agarovej dilu¢nej metddy bola
potvrdend rezistencia na erytromycin u 18 kmenov, na tetracyklin u 1 kmena a na ampicilin
u 20 kmeniov. Ani v jednom pripade sa nepotvrdila rezistencia voc¢i gentamicinu (Tab. 2).

Na =zaklade uvedenych vysledkov mozno konstatovat, Zze zcelkového poctu 55
stafylokokovych izolatov z mésa dvoch druhov mrazenych morskych ryb bola diskovou
difiznou metddou povrdend rezistencia na ampicilin u 23 kmenov, na tetracyklin u 27
kmenov, na erytromycin u 10 kmetiov. Pri stanoveni citlivosti pomocou agarovej dilu¢nej
metody, bola potvrdend rezistencia na ampicilin u 47 kmetiov, na erytromycin u 39 kmenov a
na tetracyklin u 5 kmeniov (Graf 1). Okrem uvedenych vysledkov, u 24 kmenov testovanych
diskovou difiznou metdédou au 31 kmenov testovanych dilucnou metdédou bola potvrdena
rezistencia na viac ako jedno testované antibiotikum.
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Graf 1 Pocty stafylokokovych izolatov z mrazenych filiet
morskych ryb rezistentnych vo¢i vybranym antibiotikam (n =
55)
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Na zéklade sumarizacie dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat’, ze u stafylokokovych
izolatov z mrazenych filiet dvoch druhov morskych ryb bola diskovou difuznou metédou
a tiez agarovou dilu¢nou metddou najcastejSie zaznamenana rezistencia na ampicilin a naopak
ani ujedného izoatu nebola potvrdena rezistencia na gentamicin. Priblizne u polovice
stafylokokovych izolatov bola taktiez obidvoma mikrobiologickymi metéodami preukdzana
stiCasna rezistencia na viac ako jedno testované antibiotikum.

Ako vyplyva z vysledkov ziskanych pouzitim dvoch mikrobiologickych metdd,
u stafylokokovych izolatov zo vzoriek mésa dvoch druhov morskych ryb hodnotenych v
zmysle kritérii CLSI (2006b) sa prejavila najvacsia rezistencia na ampicilin a bola preukdzana
aj suasna rezistencia na viac ako jedno antibiotikum. Na uvedené skutocnosti poukazuju
viaceri autori, podl'a ktorych percentudlny podiel vyskytu rezistencie a multirezistencie na
uvedené antibiotika je na poprednom mieste, hoci testované stafylokokové izolaty pochadzaja
z inych komodit, ako tie, ktoré boli predmetom tejto Studie.

KASZANYITZKY akol. (2001) testovali v Madarsku 806 stafylokokovych kmenov
izolovanych z ¢loveka, potravin a roznych druhov zvierat. Vo svojej praci uvadzaju, ze zo 428
stafylokokovych kmeniov izolovanych zpotravin ZivociSneho pdvodu 7 % vykazovalo
rezistenciu na erytromycin a 13 % na tetracyklin.

V stadii BARDONA a kol. (2007) sa u kmefiov Staphylococcus spp. izolovanych z potravin
zivociSneho povodu a z potravinovych zvierat potvrdila zna¢nd rezistencia na tetracyklin
(22,6 %) a erytromycin (19 %). U jedného koaguldzo-negativneho kmena Staphylococcus
spp. s rezistenciou voc€i erytromycinu bol zaroven preukdzany inducibilny typ rezistencie aj
vo¢i klyndamicinu.

Na zéklade dosiahnutych vysledkov mozeme konStatovat, ze rezistencia bakterialnych
kmenov voci antibiotikdm bola a stale je aktudlnym problémom. Preto pre zamedzenie jej
Sirenia je potrebné dodrziavat’ preventivne opatrenia v hygiene prostredia, dbat’ na racionalne
uzivanie antibiotik a antibioticku rezistenciu neustale monitorovat’.
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BIOINFORMATICKA ANALYZA PROFAGOVYCH ENDOLYZINOV A IM
PODOBNYCH PROTEINOV Z RADU LACTOBACILLALES

Serencova L.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Endolyziny, ako hydrolazy bakteridlnych bunkovych stien fagového pdvodu, schopné
degradovat’ peptidoglykdn v bakteridlnych bunkovych stenach, su v sucasnosti znacne
Studovanou triedou enzymov. Vd’aka ich uzkej cielovej Specificite a nizkej pravdepodobnosti
vzniku rezistencie sa uvazuje o moznostiach ich terapeutického vyuzitia, ako alternativy
klasickych antibiotik.

Vnasej praci sme Studovali vyskyt endolyzinovych a im podobnych génov v
genomoch baktérii patriacich do radu Lactobacillales. S vyuzitim bioinformatickych
programov sme porovnavali a analyzovali proteinové sekvencie katalytickych a cell wall
binding (CWB) domén tychto enzymov, ich fylogenetickii pribuznost’ a sledovali sme
preferencie ich konkrétnych kombinécii a pripadny vyskyt prirodzeného ,,domain shufflingu®.
Existencia tohto javu sa vo vybranej skupine enzymov potvrdila len v obmedzenej miere,
z coho wusudzujeme, Ze trendom v prirode je distribucia ,,0svedCenych® kombinacii
katalytickych a CWB domén endolyzinovych génov ako celkov.

UvOoD

Hydrolazy bakteridlnych bunkovych stien predstavuji rozsiahlu skupinu enzymov rdzneho
povodu, ktorych substrdtom je najdolezitejSia zlozka bunkovych stien baktérii —
peptidoglykéan. Prirodzenym dosledkom ich posobenia je rozruSenie bunkovej steny a lyza
bakterialnych buniek. Jednym zo zdrojov tychto enzymov je gendém bakteriofagov, ktoré ich
exprimuju v hostitel'skej bunke za i¢elom uvolnenia fagového potomstva (Nigutova a kol.,
2008). Podskupina hydrolaz kodovana fagmi nesie nazov endolyziny. Tieto enzymy — ako aj
vécsina ostatnych peptidoglykdnovych hydrolaz — pozostavajii z miniméalne dvoch domén. N-
terminalna doména je vicSinou katalytickd, zabezpecuje enzymaticku aktivitu, zatial’ co C-
terminalna doména umoziuje viazbu enzymu k bunkovej stene (,,cell wall binding domain®,
CWB doména) (Loessner, 2005). Endolyzinové a im podobné gény mozno najst aj
v genomoch baktérii, ¢i uz ako dosledok pritomnosti profagov, alebo ako ich pozostatok.
Jednou zvlastnosti endolyzinov je ich tuzka cielova Specificita. Uz malé mnozstva
purifikovanych rekombinantnych endolyzinov pridané do bakteridlnej kultary sposobuju
bezprostredntt 1yzu buniek (Fischetti, 2005). Spravne zvoleny endolyzin tak dokaze
eliminovat’ patogény, bez naruSenia normalnej bakteridlnej mikrofléry. V naSej praci sme sa
zamerali na $tadium endolyzinov z radu Lactobacillales — skupinu Gram-pozitivnych, laktat
produkujicich a v prirode vSadepritomnych baktérii (Laukova, 1993). Tieto baktérie su
beznou sucastou prirodzenej mikroflory sliznic Zivocichov a ¢loveka, no kvoli nadmernému
pouzivaniu antibiotik dochadza v poslednej dobe k vzrastu poctu antibioticky-rezistentnych
kmenov, sposobujucich zavazné infekcie (Stovéik a kol., 2007), potencialne zvladnutelné
prave pomocou peptidoglykdnovych hydroldz, vratane endolyzinov. Bioinformatickou
analyzou dostupnych proteinovych sekvencii endolyzinov sme sledovali prirodzené trendy vo
vzdjomnych kombinaciach jednotlivych domén a pripadnu existenciu prirodzeného ,,domain
shufflingu®.

MATERIAL A METODIKA

V databaze http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ sme vyhladali dostupné proteinové sekvencie
endolyzinov a im podobnych génov z radu Lactobacillales. Algoritmom blastp sme sekvencie
porovnali s ostatnymi sekvenciami dostupnymi v databaze a ur€ili ich doménovu Strukturu.

105



Zo vsetkych sekvencii sme vybrali tie, u ktorych bol znamy typ katalytickej, ako aj CWB
domény. Fylogenetickou analyzou pomocou programu MEGA 4 (Tamura a kol., 2007),
metodou maximum parsimony, sme skonStruovali dva fylogenetické stromy vybranych
endolyzinov, zvlast podla sekvencii ich katalytickych a CWB domén. Tieto stromy sme
nasledne porovnali, s cielom overit’ mieru odliSnosti, ktord je imerna intenzite prirodzené¢ho
,domain shufflingu®.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Doménova struktara peptidoglykanovych hydrolaz predstavuje potencial pre konStruovanie
novych rekombinantnych enzymov s umelo vytvorenymi kombindciami katalytickych a CWB
domén (umely ,,domain shuffling®). Tymto spésobom mozZno pripravit enzymy so Zelanou
cielovou $pecificitou (zabezpecovanou CWB doménou) a s konkrétnym typom enzymaticke;j
aktivity, zacielenej na vybrany typ chemickych vézieb v peptidoglykane (Croux a kol., 1993;
Sanz a kol., 1996). V naSej praci sme analyzovali vybrané proteinové sekvencie endolyzinov
a im podobnych génov z radu Lactobacillales (data dostupné k 17.2.2009), sledovali sme typ
katalytickej a CWB domény (tabulka 1). Nasledne sme sekvencie samostatnych domén
podrobili fylogenetickej analyze. Vysledné fylogenetické stromy sme vzajomne porovnali
pospéjanim katalytickych a CWB domén spolocne reprezentujucich jeden protein (obrazok 1).
Vysledky naznacujt, Zze miera pribuznosti katalytickych domén jednotlivych proteinov vo
vicSine pripadov zodpovedd miere pribuznosti ich CWB domén (priblizne rovnobezné
spojnice clusterov jednotlivych stromov), aj ked’ existuja vynimky. Mozno teda povedat, ze
trendom v prirode je distribucia endolyzinovych génov ako celkov a prirodzeny ,,domain
shuffling® sa vich pripade vyskytuje len v obmedzenej miere. Napriek tomu vSak umely
,»domain shuffling* mozno pokladat’ za nepostradatelni metddu v enzymovom inZinierstve.
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_ doménv

Amidase 5
Glucosaminidase
Glucosaminidase
CHAP (amidase)
Glucosaminidase
CHAP (amidase)
Glucosaminidase
CHAP (amidase)
CHAP (amidase)
Glucosaminidase
CHAP (amidase)

Amidase 5
Glucosaminidase
Glucosaminidase
CHAP (amidase)
Glucosaminidase
CHAP (amidase)
CHAP (amidase)
CHAP (amidase)
CHAP (amidase)
Glucosaminidase
CHAP (amidase)

Amidase 5
Glucosaminidase
CHAP (amidase)

SCP bacterial (peptidase)

endopeptidase

SCP bacterial (peptidase)
CHAP (amidase)
Glucosaminidase

endopeptidase

Amidase_2

Amidase 3
CHAP (amidase)
GH25 muramidase
CHAP (amidase)
Glucosaminidase
Amidase 3

Amidase_3

PG

PG
GH25_muramidase

GH25 muramidase
Glucosaminidase
Glucosaminidase
endopeptidase
GH25 muramidase
GH25 muramidase
GH25 muramidase
Glucosaminidase
endopeptidase
endopeptidase
endopeptidase
endopeptidase
SCP bacterial (peptidase)
endopeptidase
endopeptidase
endopeptidase
GH25 muramidase
GH25 muramidase
endopeptidase
endopeptidase
GH25 muramidase
GH25 muramidase
Glucosaminidase
endopeptidase
CHAP (amidase)
GH25 muramidase
endopeptidase
CHAP (amidase)
GH25 muramidase
CHAP (amidase)

Tab. 1. Doménova Struktara peptidoglykanovych hydrolaz z radu Lactobacillales.
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Obr. 1. Vz4jomné porovnanie fylogenetickych stromov katalytickych a CWB domén
vybranych endolyzinov z radu Lactobacillales.
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PREKVAPUJUCO VYSOKA VARIABILITA TREPONEM V BACHORE
PREZUVAVCOV

Sikorova L.

Ustav fyziolgie hospoddrskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Variabilita treponém sa Studovala analyzou sekvencii ziskanych z 16S rRNA génovych bank
z celkovej DNA z bachorovej §tavy ovce a kravy. Fylogenetickou analyzou pribuznosti sa
ziskané 16S rRNA sekvencie treponém klasifikovali do 15 fylotypov, z ktorych len jediny je
pribuzny doteraz zndmemu druhu bachorovych treponém 7. bryanti. VSetky ostatné ziskané
sekvencie predstavujii pravdepodobne nové, doteraz nepopisané druhy treponém z bachora
preziivavcov. Pozorovala sa vyznamna druhova $pecificita treponém, ked’ len dva fylotypy sa
pozorovali u oboch druhov prezivavcov.

UvOoD

Bachorovy ekosystém, ktory je tvoreny populdciou roznorodych mikroorganizmov sa dostal
do popredia vedeckého zdujmu hlavne z hladiska ziskavania poznatkov o jednotlivych
mikroorganizmoch, s moZnostou ich vyuZitia v pol'nohospodarskom vyrobe. K doteraz
znamym bachorovym treponémam ako 7. bryantii (Stanton a Canale-Parola, 1980) a T.
saccharophilum (Paster a Canale-Parola, 1985) pribudli v poslednom c¢ase nové druhy
bachorovych treponém ako 7. ziolecki (Piknova a kol., 2008), Treponema S a T (Piknova
a kol., 2006), ktorych uloha ani vyskyt v bachore preziivavcov nie je podrobne znama.
Spomenuté druhy bachorovych treponém disponuju siedmimi typmi restri¢no- modifika¢nych
systémov II typu, ktoré plnia obrannt funkciu proti bakteriofagovej infekcii (Piknova a kol.,
2005).

Cielom tejto prace bolo rozsirit' poznatky o vyskyte a zastupeni jednotlivych treponém
v bachorovom ekosystéme.

MATERIAL A METODIKA

Priprava 16S rDNA génovychj bank

Z totadlnych DNA, ktoré sa ziskali izolaciou z bachorovej §tavy ovce a kravy (Pospiech a
Neumann, 1995) sa amplifikovali 16S rRNA amplikdny pomocou treponema Specifickych
primerov TrepCO90R (5’-GTTACGACTTCACCCTCCT-3") a Trep1500F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG -3") (Siqueira a kol., 2005) za nasledujicich podmienok:
uvodna denaturécia (2 min., 94°C), 30 amplifika¢nych cyklov pozostadvajucich z denaturacie
(45 s, 94°C), annealingu (45 s, 60°C ), extenzie (90 s, 72°C) a zaverecnej extenzie (15 min.,
72°C ). PCR produkty o velkosti 1500 bp sa klonovali do pTZ57R/T vektora (Fermentas).
Ziskané rekombinantné plazmidy sa izolovali (Miniprep, Sigma) a sekven¢ne analyzovali.
Fylogeneticka analyza 16S rRNA sekvencii treponém.

Ziskané 16S rRNA sekvencie sa identifikovali pomocou RDP databazy (Maidak a kol., 1997)
anasledne analyzovali algoritmom BlastN NCBI databazy (http://www.ncbi.nih.gov/).
Fylogeneticky strom 16S rRNA sekvencii treponém sa konstruoval pouzitim NJ (Neighbour-
Joining) metddy zo softwarového programu MEGA4 (Tamura a kol., 2007).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Variabilita treponém sa Studovala fylogenetickou analyzou 16S rRNA sekvencii treponém
ziskanych pripravou génovych bank zbachorovej Stavy ovce akravy, teda s pouzitim
nekultivaéného pristupu. PouZzitim treponema Specifickych primerov sa z totalnej DNA ovce
a kravy amplifikovali PCR amplikény o velkosti 1500 bp a nésledne klonovali. Z celkového
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poctu viac nez 300 analyzovanych klonov 24 obsahovalo 16S rRNA sekvencie, pricom 13
sekvencii pochadzalo zbachorového obsahu ovce a1l sekvencii z bachorového obsahu
kravy. Pomocou RDP databazy bolo 19 sekvencii klasifikovanych do rodu Treponema a5
sekvencii do rodu Spirochaeta. Pri Studiu fylogenetickej pribuznosti sa na zaclenenie do
fylotypu pouzila hranica podobnosti 97 %. Fylogenetickd pribuznost’ ziskanych sekvencii
s doteraz znamymi sekvenciami treponém je uvedend v Tab.1 a Obr. 1.

Tab.1. BlastN analyza 16S rRNA sekvencii treponém ziskanych zo 16S rDNA génovych
bank prezavavcov.

Hostitel’ (celkovy pocet
Fylotyp | BlastN 16S rRNA sekvencii treponém sekvencii)
(% podobnost’) ovca(13) | krava (11)
pocet sekvencii vo fylotype
1 Treponema bryantii (92 %) - 1

11 Treponema bryantii (91 %) - 1

111 Treponema bryantii (96 %) - 1

v Treponema bryantii (93 %) - 2

\Y Treponema bryantii (97 %) 1 1
VI Treponema bryantii (96 %) - 2
VII Treponema bryantii (92 %) 1 -
VIII Treponema bryantii (91 %) 2 -

IX Treponema bryantii (91 %) 1 -

X Treponema zioleckii (90 %) 2 -

X1 Treponema bryantii (91 %) - 1
XII Treponema socranskii (85 %) 1 -
XIII Treponema zioleckii (89 %) 1 -
X1V Treponema zioleckii (87 %) - 1
XV Spirochaeta sp. Grapes TMA14 (90 %) 4 1

Prevazna vicSina nami ziskanych sekvencii (58,3 %) sa vzdialene podoba najdlhsie znamemu
druhu bachorovych treponém T. bryantii. Vyskyt T. bryantii podobnych sekvencii je vSak
vyznamne vy$§i u kravy (81 %) ako u ovee (38 %). Ci je tento rozdiel sposobeny hostitel'skou
Specificitou, alebo rozdielmi v type prijimanej potravy, pripadne kombinaciou oboch javov
nie je v tejto chvili zrejmé. Vo vSeobecnosti sa pozorovala vyznamna hostitel'ska Specificita
treponém, ked z 15 fylotypov st len dva spolocné pre oba druhy Studované druhy
prezuvavcov (Tab. 1). Vyznamné rozdiely sa pozorovali aj vo vyskyte organizmov
podobnych spirochéte Spirochaeta sp. Grapes TMA14, ktoré sa vyskytuji ovela cCastejSie
uovce (31 %) ako ukravy (9 %). V bachorovom obsahu ovce predstavuji tieto
mikroorganizmy dokonca najcastejsie sa vyskytujice treponémam podobné organizmy.

Aj ked prevazna Cast’ ziskanych sekvencii je viac alebo menej pribuznd sekvencii 7. bryantii,
len jediny z 15 fylotypov vykazuje podobnost’ 16S rRNA sekvencii na urovni minimalne 97%
a teda pravdepodobne patri do druhu 7. bryanti. VSetky ostatné ziskané sekvencie predstavuju
pravdepodobne nové, doteraz nepopisané druhy treponém z bachora prezivavcov.

Druhova $pecificita, ktord bola zaznamena u vacsiny ziskanych sekvencii treponém poukazuje
na fakt, ze variabilita treponém v bachore preziivavcov je ovela vac¢sia ako sa predpokladalo.
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Obr. 1. Fylogenetické porovnanie
pribuznosti 16S rRNA sekvencii
treponém ziskanych v tejto praci.
Jednotlivé fylotypy st zvyraznené
farebnymi obdiZnikmi. Oznaéenie
fylotypov zodpoveda Tab. 1.
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Jednym z vysvetleni tohto javu méze byt aj pouzitie treponema Specifickych primérov v PCR
reakcii. Vo vsetkych doteraz existujucich pracach analyzujicich zlozenie mikrobidlneho
ekosystému bachora sa totiz pouzili univerzalne eubakterialne priméry (Ozutsumi a kol.,
2005). Bertc do tvahy pozorovanu hostitel'skll Specificitu treponém a celkovy pocet druhov
preziivavcov, moze byt mnozstvo treponém vyskytujucich sa v bachore neocakavane vysoké.
Pre overenie tohto javu su vSak potrebné dalSie Studie o variabilite, vyskyte a zastipeni
treponém v bachorovom ekosystéme preziivavcov.
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SLEDOVANIE VPLYVU ZEARALENONU A ADSORBENTOV NA IMUNITNE
PARAMETRE V PERIFERNEJ KRVI BROJLEROVYCH KURCIAT
Slaminkova Z.l, Revajova V.l, Leng L’.z, Levkut M. st.!

"Ustav patologickej anatémie, UVL, Kosice

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

V pokuse bol studovany efekt pridavku adsorbentov ligninu a B-D glukanu v diéte kurciat
s obsahom a bez obsahu mykotoxinov, predstavujucich potencialny risk pre zdravie zvierat
a l'udi. Do pokusu bolo zahrnutych 60 kusov brojlerovych kurciat, rozdelenych do 6 skupin.
Kurcata boli pocas 4 tyzdiiov kimené diétou s pridavkom mykotoxinov a adsorbentov. Vo
veku 4 tyzdiiov boli odoberané vzorky krvi na vySetrenie bieleho krvného obrazu, funkciu
fagocytov a fenotypizaciu lymfocytov.

uUvoD

Zearalenon s jeho uterotropnym a estrogénnym ucinkom, produkovany F. graminearum, F.
culorum, F. crookwellence, F. equiseti aF. semitecum, je najrozsirenejSim fuzariovym
mykotoxinom v pol'nohospodarskych produktoch. Casto sa nachadza v kukurici vo vysokych
koncentraciach, s ¢im suvisi jeho zvySend pritomnost v kfimnych zmesiach skrmovanych
hydine. Na Slovensku sledovany vyskyt v kimnych zmesiach pre kurcatd preukazal jeho
najcastejSiu pritomnost’ v kombindcii s DON, T- 2 A HT-2 toxinmi. Za uc¢elom obmedzenia
alebo eliminacie u¢inku mykotoxinov su Studované aplikdcie réznych adsorbentov, ¢i uz
organického alebo anorganického povodu.

Medzi ¢asto pouzivané adsorbenty okrem aktivneho uhlia patri tiez lignin a B-D glukén.
Lignin je chemicka zlucenina, pochadzajica z dreva. Je integralnou sucastou sekundarnych
bunkovych stien rastlin. Nie je natravovany enzymami cicavcov a inych zvierat. Bolo zistené,
ze lignin moéze odstranit az 60% chromu zvodného roztokov. Popisané su aj jeho
antibakterialne vlastnosti v ¢reve (Kosikova a Slavikova, 1998) a taktiez ¢iasto¢na absorbcia
trichotecénov  (Kosikova a Slavikova, 2009). B-D glukan je Strukturalny komplex
homopolymérov glukozy, obycajne izolovany z hub, pSenice, chaluh a kvasnic (Vetvicka
a kol., 2008). Ma vysoku biologicku aktivitu, stimuluje fagocytdzu, syntézu a uvolnovanie
IL-1, IL-6 TNF-a (Vetvicka a kol., 2007), zvySuje hodnoty B lymfocytov produkujucich IgM
algG protilatky, zvySuje hematopoézu, d’alej zohrdava ulohu v prevencii poSkodenia
histiocytov, inhibicii mySacich al'udskych nadorov prsnika, vratane karcindmu pecene
a melanomu (Chen a kol., 2009).

MATERIAL A METODIKA

Zvierata a diéty. Brojlerové kurcata plemena Ross 308, oboch pohlavi, v pocte 60 kusov, boli
rozdelené do 6 skupin po 10 kusov: NK — negativna kontrola, PK+D — pozitivna kontrola s 3-
D-glukdnom, PK+L — pozitivna kontrola s ligninom, Zea — kontaminovana diéta, Zea+D —
kontaminovana diéta s B-D-glukdnom, Zea + L - kontaminovana diéta s ligninom. Brojlerové
kurcata boli kimené kfmnou zmesou HYD 01 BR1 s obsahom mykotoxinov (Tab. 1) pocas 4
tyzdnov.

Odber vzoriek. Vo veku 4 tyzdhov boli kurcatd usmrtené anestézou a intrakardidlnou
punkciou krvi odobratej do heparinu.

Biely krvny obraz. Pocitanie celkového poctu leukocytov bolo vykonané rutinnou
laboratornou metddou. Diferencialny krvny obraz bol hodnoteny svetelnym mikroskopom po
ofarbeni krvnych naterov Hemacolorom (Merck, Nemecko).
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Funkcia fagocytov. Komercny kit pre stanovenie fagocytarnej aktivity (PHAGOTEST) fy
ORPEGENPharma (Nemecko) bol pouzity pre meranie prietokovou cytometriou.
Fenotipizacia lymfocytov. Priama imunoflorescencnd metdda a prietokova cytometria boli
pouzité pre meranie subpopuldcii lymfocytov v periférnej krvi. Znacené monoklonové
mySacie antikuracie protilatky CD4, CD8 a IgG firmy SouthernBiotech (USA) boli pouzité
pre fenotypizéaciu lymfocytov.

Tab. 1. Obsah mykotoxinov a ergosterolu v kontrolnej a experimentalnych skupinach
brojlerov (koncentracie v mg.kg™)

Celkové
Experimentalne skupiny DON | ZEA | aflatoxiny | OTA |Ergosterol
Negativna kontrola 0,28 |0,005]|0,00 0,0003 | 8,6
Pozitivna kontrola (Lignin, 0,5%) 0,28 |0,005|0,00 0,0003 | 8,6
Pozitivna kontrola (8-D-glukan, 0,2%) 0,28 |0,005|0,00 0,0003 [ 8,6
Kontaminovana diéta 0,27 |79 0,00 0,0003 36,9
Kontaminovana diéta + doplnok Lignin 0,5% | 0,27 |7,9 0,00 0,0003 | 36,9
Kontaminovana diéta + 3-D-glukan, 0,2% 0,27 7,9 10,00 0,0003 | 36,9

DON = deoxynivalenol; ZEA = zearalenon; OTA = ochratoxin A

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vysetrenie celkového poétu leukocytov (1.10°.1") preukazalo najvyssie hodnoty v skupine
Zea (27,2) so signifikanciou P<0,05 oproti NK (20,7) skupine. NajnizSie hodnoty boli
v skupine PK+L so signifikanciou oproti Zea+L P<0,05. Pri absolitnom pocte heterofilov
boli najvyssie hodnoty zistené v skupine Zea+D (3,3) so signifikanciou P<0,05 oproti NK
(2,0). Hodnoty v skupine Zea (2,9) boli signifikantné P<0,001 oproti skupine Zea+L (1,8).
Najvyssie hodnoty absolutnych poc¢tov lymfocytov boli determinované v skupine Zea (23,8)
so signifikanciou P<0,05 oproti NK skupine (18,2). VysSie hodnoty boli pozorované aj
v skupine PK+D (20,9) so signifikanciou P<0,05 oproti skupine PK+L (15,5). Podobna
situdcia bola zaznamenana v skupine Zea+L (22,7) so signifikanciou P<0,001 oproti skupine
PK+L (15,5).

Pri merani absolutneho poctu monocytov doslo k nesignifikantnému poklesu hodnot
v skupinach PK+L (0,2) a Zea+D (0,2) v porovnani s NK.

V hodnotach absolutneho poctu eozinofilov doslo k nesignifikantnému zvySeniu hodnot
u vSetkych pokusnych skupin (0,3, 0,3, 0,4, 0,4, 0,3) oproti NK (0,2).

V absolutnom pocte CD4 lymfocytov boli najvyssie hodnoty zistené v skupinach Zea (5,8)
a Zea+L (5,7), bez signifikancie.

Hodnoty pri absolitnom pocte CDS8 lymfocytov boli najvyssie v skupine Zea (4,0).
Signifikantné zvysenie (P<0,05) bolo zistené v skupine Zea+L (3,7) oproti skupine PK+L
(2,4).

Podobna situdcia bola zaznamenand aj v hodnotach absolutneho poctu IgG lymfocytov, kde
doslo k statisticky vyznamnému (P<0,05) zvySeniu hodnot v skupine Zea (1,2) oproti skupine
Zea+D (0,5). ZvysSené hodnoty skupiny Zea boli zistené aj oproti NK, avSak bez Statisticke;j
vyznamnosti. V skupine Zea+L (0,8) boli zistené zvySené, aj ked’ nesignifikantné hodnoty
oproti skupine PK+L (0,3).

Hodnoty percenta fagocytarnej aktivity a indexu fagocytarnej aktivity preukézali Statisticky
nevyznamné zvysenie hodndt v skupine Zea oproti NK a nesignifikantny pokles hodndt
v skupinach PK+D, PK+L a Zea+L v porovnani s NK.

Kontaminacia diéty kurciat mykotoxinmi viedla v periférnej krvi k vyraznejSim zmenam
v skupine Zea, kde doslo ku zvySeniu hodndt absoltutnych poctov Le, He, a Ly. V absoltitnom
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pocte eozinofilov hodnoty preukazali Statisticky nevyznamny nérast vo vSetkych pokusnych
skupinach oproti NK (0,2), taktiez nesignifikantny néarast hodnot bol zaznamenany v skupine
Zea (0,4) oproti skupine Zea+L (0,3). Statisticky nevyznamny narast hodnot bol zaznamenany
aj v skupine Zea+D (0,4) oproti PK+D (0,3). Trichotecény stimuluju alebo supresuju imunitné
funkcie v zavislosti na davke, frekvencii expozicie a nacasovani funkénych imunitnych testov
(Pestka a kol., 2004).

V merani funkcie fagocytov bolo zaznamenané Statisticky nevyznamné zvySenie v skupine
Zea s obsahom 7,9 mg.kg™ tohto mykotoxinu oproti kontrolnej skupine, z oho vyplyva, Ze
pri takejto davke doslo k aktivovaniu fagocytarnej aktivity. Rovnakd situacia nastala aj pri
indexe fagocytarnej aktivity. B-D-glukén a jeho derivaty su zndme ako imunostimulatory,
stimuluji hematopoetické bunky, aktivuja Ly, makrofagy, NK bunky, Tc a B bunky (Lin
a kol., 2004). Podl'a Vetvicku a kol.(2007) B-Dglukdn ma efekt na slezinové Ly, zatial' ¢o
slezinové makrofagy nepreukazuju zmeny. Hodnoty CD4 a CDS preukazali narast uz v 1. a 2.
del poddvania tohto adsorbentu, kym hodnoty CDI19 pozitivnych buniek sa signifikantne
zvySili na 3. a4. den. Vnasom pokuse nedoSlo k Statisticky vyznamnym zmenidm
v pokusnych skupinach oproti negativnej kontrole. Taktiez Vetvicka a kol. (2008) popisal
vyrazné zvysenie poctu IgM a IgG protilatok u mysi 28 dni po poddvani diéty s obsahom [3-
D-glukanu, v naSom pokuse vSak doslo k zniZeniu tychto protilatok.
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PRODUKCIA A VYUZITIE ZIVIN U BROJLEROVYCH KURCIAT PRI POUZITI
ROZNYCH ADITIV

Samudovska A., Demeterova M.

Katedra vyzivy, dietetiky a chovu zvierat, UVL, KoSice

ABSTRAKT

V pokuse bol sledovany vplyv pridavku prirodnych huminovych latok (skupina HL) a humatu
sodného (skupina HNa) v mnozstve 5 g/kg (1. — 2. tyzden) a 7 g/kg krmiva (3. — 6. tyzden)
a vplyv pridavku 0,2 % acidifikujuceho pripravku (skupina AL) do pitnej vody na produkéné
ukazovatele, vyuzitie Zivin aexkréciu dusikatych latok. Vo finadlnej hmotnosti neboli
zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely medzi skupinami, pricom najvysSia bola
v skupine HL (K 2476.6 g, AL 2465.5 g, HL 2527.6 g, HNa 2481.5 g). V skupine AL a HNa
boli zistené signifikantne vyssie (P < 0.01, P < 0.001) a v skupine HL signifikantne niZSie (P
< 0.001) hodnoty konverzie krmiva, dusikatych latok a metabolizovatelnej energie ako
v kontrolnej skupine. NajvysSia hodnota indexu efektivnosti vykrmu bola zaznamenana
v 5. tyzdni zisteny signifikantne nizs§i obsah dusikatych latok v suSine trusu (P < 0.001, P <
0.05) a v skupine HL aj signifikantne vyss§i obsah suSiny v truse ako v kontrolnej skupine (P <
0.001).

UvOoD

Acidifikatory a huminové latky patria do skupiny Specificky uc¢innych latok, ktoré sa
pridavaju do krmiva alebo vody za ucelom zvySenia stravitel'nosti zivin, Gizitkovosti zvierat,
kvality Zivoc¢iSnych produktov a znizenia negativneho dopadu chovu hospodarskych zvierat
na zivotné prostredie, pricom nesmu mat’ Skodlivy G€¢inok na zdravie zvierat a l'udi, Zivotné
prostredie a pozmenovat’ vlastnosti zivo¢isSnych produktov (Regulation (EC) No 1831/2003).
Vyuzitie Specificky u€innych latok vo vyzive zvierat vzrastlo hlavne po zédkaze pouzivania
antibiotik ako stimuldtorov rastu v roku 2006. Ako acidifikatory sa najCastejSie pouzivaju
organické kyseliny a ich soli, ktorych hlavnym U¢inkom je zniZenie pH krmiva, Zalido¢ného
obsahu a inhibicia patogénnych mikroorganizmov v tradviacom trakte (Dhawale, 2005).
V mnohych s$tadidch bolo zistené po pridavku acidifikujacich latok do diéty kurciat
a o$ipanych zvysenie produkcie (Overland a kol., 2000; Liickstidt a kol., 2004; Abdel-Fattah
a kol., 2008) a znizenie mortality (Daskiran a kol., 2004). Produkciu stimulujici u¢inok bol
zaznamenany aj u huminovych latok (Kocabagli a kol., 2002; El-Husseiny a kol., 2008). St to
prirodné organické zluceniny vznikajice rozkladom rastlinnych a Zivoc¢iSnych zvySkov
(Stevenson, 1994). Aj ked’ nie je eSte presne zndme ako podporuju rast, predpoklada sa, ze
zvySuju vyuzitie zivin prostrednictvom svojich chelatovych vlastnosti (Kocabagli a kol.,
2002). Cielom tejto prace bolo v experimentalnych podmienkach pri modelovom kfmnom
pokuse na brojlerovych kurcatach sledovat’ vplyv pridavku prirodnych huminovych latok a
humatu sodného do kimnych zmesi a acidifikujuceho pripravku do pitnej vody na produkéné
ukazovatele, vyuzitie zivin a exkréciu dusikatych latok.

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 200 jednodiovych nesexovanych kurciat GZitkového hybridu
ROSS 308, ktor¢ boli ndhodne rozdelené do Styroch skupin (kontrolnej a troch pokusnych, n
= 50) a umiestnené na hlbokej podstielke pri dodrZani Standardnych podmienok prostredia.
Kurcata boli v priebehu pokusu kfmené kompletnymi kfmnymi zmesami na baze kukurice,
sojového extrahovaného Srotu a pSenice podla rastovych faz (HYD-01 1. — 2. tyzden, HYD-
02 3. — 5. tyzden aHYD-03 6. tyzdeil) ad libitum. Tieto kfmne zmesi neobsahovali
antibiotické stimulatory rastu a kokcidiostatika. V prvej pokusnej skupine (AL) bola do pitne;j
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vody pridand acidifikujuca latka (Schaumacid Drink — zmes: kyselina askorbova,
lignosulfénova, mlie¢na, mravcan a propionat aménny) v koncentracii 0,2 % pocas celého
pokusného obdobia. V druhej pokusnej skupine (HL) boli k uvedenym kfmnym zmesiam
pridané na ukor pSenice prirodné huminové latky (organické kyseliny 68 %, huminové
kyseliny 48 %, minerdlne latky 17 %) av tretej pokusnej skupine (HNa) humat sodny
v mnozstve 5 g/kg krmiva v prvej a 7 g/kg krmiva v druhej a tretej faze vykrmu. Hmotnost’
kurciat a spotreba krmiva boli zaznamenavané v tyzdiiovych intervaloch. Trus na stanovenie
obsahu suSiny a dusikatych latok bol odobraty v 2. a 5. tyzdni pokusu. Index efektivnosti
vykrmu (IEV) bol vypocitany podl'a vzorca: IEV = ((Hmotnost’ v kg x (100 - % thynu))/(Vek
v diioch  konverzia krmiva)) x 100

Obsah zivin v jednotlivych kfmnych zmesiach (suSina (S), dusikaté latky (NL), tuk, hruba
vlaknina (HV) a popoloviny) a obsah susiny a dusikatych latok v truse bol stanoveny priamo
analytickymi metédami podl'a Vynosu MP SR ¢. 2145/2004-100 a obsah metabolizovatel'nej
energie (ME) v kimnych zmesiach bol vypocitany podl'a Vynosu MP SR ¢. 39/1/2002-100
(Tab. 1.). Ziskané vysledky boli zhodnotené Statisticky (ANOVA).

Tab. 1. Obsah zivin v kfmnych zmesiach pouzitych v jednotlivych fazach pokusu.

1. — 2. tyZdeit 3.— 5. tyZdei 6.tyzdett
K+AL HL HNa K+AL HL HNa K+AL HL HNa
Sugina (g) 896,9 8956 8983 9002 8980 8970 8939 896,6 905,83

NL (gkg'S) 2499 2512 2494  230,5 2256 232,1 2187 214,6 2219
Tuk (gkg'S) 70,1 69,5 723 71,9 69,7 69,0 80,3 81,8 783
HV (gkg'S) 36,7 37,1 402 443 423 372 42,6 363 383

{’S")I’Ol(g'kg_ 83 81,7 737 669 689 663 660 708 686
-1

lg/;E(MJ-kg 13,3 133 133 133 13,3 134 135 13,5 135

VYSLEDKY A DISKUSIA

Udaje o hmotnosti kuréiat, prirastkoch hmotnosti, konverzii krmiva, dusikatych latok
a metabolizovatel'nej energie su uvedené v tabulke 2. Na zaciatku tohto pokusu neboli
zaznamenané vyznamné rozdiely v pociatonej hmotnosti kurciat medzi skupinami. Na 42.
deil pokusu bola zaznamenana v skupine s pridavkom prirodnych huminovych latok a humatu
sodného vyssia (0 2.06 %, 0.20 %) a v skupine s pridavkom acidifikujicej latky niZsia findlna
hmotnost’ (o 0.45 %) ako v kontrolnej skupine (K). Rozdiely medzi skupinami neboli
Statisticky vyznamné. Podobné vysledky boli zaznamenané aj pri hodnoteni prirastkov
hmotnosti za celé sledované obdobie. V skupine HL a HNa boli zistené vyssie a v skupine AL
niz8ie prirastky ako v kontrolnej skupine. Najvyssi prirastok bol zaznamenany v skupine HL,
¢o predstavuje 2.12 %, 2.62 % a 1.88 % rozdiel oproti kontrolnej, AL a HNa skupine. Za celé
sledované obdobie boli zistené v skupine AL a HNa signifikantne vyssie (P <0.01, P <0.001)
a v skupine HL signifikantne nizsie (P < 0.001) hodnoty konverzie krmiva, NL a ME ako
v kontrolnej skupine. Vyssi prirastok s lepSou konverziou krmiva, NL a ME v skupine HL
poukazuju na lepSie vyuzitie zivin.

Podobne ako v nasej Studii, ovplyvnenie produkcie acidifikujucim pripravkom nebolo zistené
aj v Stadiach inych autorov (Watkins akol., 2004; Abd El-Hakim akol., 2009; Biggs
a Parsons, 2008). Vieira a kol. (2008), ktori podavali brojlerovym kurc¢atam diétu obohatenu
o zmes kyseliny mlie¢nej, octovej, fosforecnej a maslovej, zaznamenali zvySenie hmotnosti
kurciat na 21. den pokusu, ale na 42. den rozdiely oproti kontrolnej skupine neboli vyznamné.
VysSie prirastky a lepSiu konverziu krmiva po pridavku huminovy latok (Farmagulator) do
diéty kurciat (v 0.25 % a 0.125 % koncentracii) zaznamenali aj El-Husseiny a kol. (2008).
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Tab. 2. Priemernd findlna hmotnost’ (g/ks), prirastoky hmotnosti (g/ks), konverzia krmiva
(kg/kg prirastku), dusikatych latok (NL) (g/kg prirastku) a metabolizovatel'nej energie (ME)
(MJ/kg prirastku) a index efektivnosti vykrmu (IEV) po 42 diioch pokusu (:SEM).

Kontrola AL HL HNa
Fin. hmotnost’ 2476.6 +74.7 2465.5+57.0 2527.6 + 68.8 2481.5 + 80.6
Prirastky 2435.1 2423.3 2486.8 2440.8
Konverzia krmiva 1.77 £0.010° 1.82 +0.003° 1.69 £ 0.006° 1.86 £ 0.006°
Konverzia NL 363.2+2.2% 372.3+0.6° 3402+ 1.2° 385.4+1.3°
Konverzia ME 21.2+0.13% 21.8 +0.04° 20.2 £0.07° 22.5+0.07°
IEV 319.7+1.9% 323.2+0.6 3427+ 1.2° 3174+ 1.0

®p<0.01; *P<0.001

V priebehu celého pokusu bola v skupine AL a HNa zaznamenana niZSia mortalita (0 %) ako
v kontrolnej (4.08 %) a HL skupine (4.00 %). V dosledku nizSej mortality v AL skupine
a intenzivnejSieho rastu alepSej konverzii krmiva v HL skupine bola v oboch tychto
skupinach zaznamenana vysS$ia technicka uzitkovost’ vyjadrena IEV ako v kontrolnej skupine
(Tabulka 2.). Statisticky vyznamny rozdiel bol zaznamenany medzi kontrolnou a HL

e

sodného.

Graf 1. Obsah suSiny v truse v 2. a 5. tyZdni
pokusu (***P < 0.001).
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Graf 2. Obsah dusikatych latok v truse v 2.
a 5. tyzdni pokusu (***P < 0.001; *P < 0.05).
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V 2. tyzdni pokusu bol obsah susiny v truse kurciat skupiny AL (173.3 g) a HNa (178.0 g)
signifikantne niz§i (P < 0.001) av HL signifikantne vyssi (183.3 g, P < 0.001) ako
v kontrolnej skupine (179.2 g) (Graf 1.). Signifikantne vyssi obsah suSiny v skupine HL bol
zisteny aj v 5. tyzdni pokusu (175.6 g, P < 0.001) a v skupine AL (165.6 g) a HNa (169.9 g)
bol porovnatel'ny s kontrolnou skupinou (166.9 g). Kym v 2. tyzdni pokusu bola koncentracia
NL v su$ine trusu vo vsetkych pokusnych skupinach signifikantne vysSsia nez v kontrolnej
skupine (AL 311.9 g/kg S, HL 319.7 g/kg S, HNa 308.3 g/kg S, K 298.0 g/kg S, P < 0.001),
v 5. tyzdni bola vo vSetkych pokusnych skupinach signifikantne nizsia (AL 288.2 g/kg S, HL
301.1 g/kg S, HNa 280.5 g/kg S, K 309.5 g/kg S, P < 0.001, P < 0.05) (Graf 2.). Najnizsi
obsah bol zaznamenany v suSine trusu kurciat s pridavkom huméatu sodného, ¢o predstavuje
9.37 %, 2.67 % a 6.84 % pokles oproti kontrolnej, AL a HL skupine. Niz§i obsah dusika
v truse, aj ked’ nie signifikantne, zaznamenali aj Abd El-Hakim akol. (2009) u kur¢iat,
ktorym podéavali diétu okyslent kyselinou citronovou v 0,2 % koncentracii alebo
v kombinacii s fytoaditivami (Thymus vulgaris alebo Cutcuma longa). ZnizZenie obsahu
dusika v truse vedie k znizeniu tvorby prchavého amoniaku mikrobidlnou fermentaciou v
podstielke.

zmesi ma lepsi vplyv na produkciu brojlerovych kurciat nez pridavok humatu sodného alebo
acidifikujucej latky. VSetky sledované aditiva sa mézu podielat’ na zniZzeni zét'aze na Zivotné
prostredie z chovov hydiny prostrednictvom zniZenia obsahu dusikatych latok v truse.
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VCASNA DIAGNOSTIKA RAKOVINY U ZIEN PROFILOVOU
FLUORESCENCNOU ANALYZOU

Stefekova Z.l, Birkova A.l, Ostro A.l, Marekova M.?

"Ustav lekdrskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LF UPJS a Labmed a.s. v KoSiciach
’II. Gynekologicko pérodnicka klinika LF UPJS v KoSiciach

ABSTRAKT

Rakovina je jednym s najzavaznejSich ochoreni sucasnosti. Skriningové testy st spdsob
skorého zistenia malignit, pred prepuknutim choroby do symptomatického Stddia. Na vCasnt
diagnostiku rakoviny sme aplikovali novl stratégiu vyhladdvania Specifickych
biochemickych markerov, tzv. metabolicki profildiciu krvi amocu fluorescencnymi
technikami. Fluorescenéné matrice krvného séra ¢i mocu definuju ich zlozenie ako jedného
celku a citlivo reaguji na zmeny. Ked'Zze odhalia pritomnost’ aj nepredvidanych metabolitov,
su perspektivnym ndstrojom v diagnostike nddorovych procesov, ako naznacuju aj nami
dosiahnuté vysledky. Na zaklade kombinacie vysledkov jednotlivych analyz bude postupne
tvoreny algoritmus pre v€asnu detekciu karcindmov zien s moznym praktickym vystupom pri

rutinnom skriningu v priebehu Standardnych odberov pocas preventivnych gynekologickych
prehliadok.

UvOD

Rakovina vaje¢nikov a prsnika patri medzi najzhubnejsie a najzékernejSie nadorové ochorenia
zien. Malignita ovaridlnych nadorov je vel'mi vysoka, viac ako 80 % karcindmov metastazuje
skor ako su diagnostikované. Pri¢iny vzniku rakoviny vaje¢nikov nie su zname. Dnes$né
metody diagnostiky tohto druhu rakoviny nie su dostacujice najmé pri v€asnej diagnostike,
pretoze priznaky nie su Specifické. Maligny tumor je va¢Sinou diagnostikovany konvenénymi
metddami, az ked’ je jeho vel'kost’ dostato¢na na sposobenie klinickych priznakov. Stanovenie
biomarkerov v krvnom sére, plazme, alebo moci, sa javi ako vhodna metoda skriningu aj
vd’aka minimélne invazivnemu odberu tychto vzoriek. Problémy s vyuzivanim stcasnych
tumorovych markerov spocivaji v nedostato¢nosti ich senzitivity a Specificity, co do istej
miery obmedzuje ich klinické vyuZzitie pri populacnom skriningu. Preto je ziaduca
identifikacia novych biologickych markerov, ktoré¢ by boli schopné tento problém vyriesit
a zlepsit’ tak kvalitu liecby a prezivanie pacientov. V stcasnej dobe sa venuje pozornost
identifikacii  novych  onkomarkerov  prostrednictvom  techniky  fluorescencnej
spektrofotometrie (Masilamania V. a kol., 2004, Kalaivani R. a kol., 2008).

Zlozenie krvi, mocu a inych biologickych tekutin je vysledkom metabolickych procesov v
organizme a dobre koreSponduje s jeho celkovym stavom. Fluorescencné metody zaloZené na
snimani a matematickom spracovani fluorescenéného signalu nativnych fluoroférov
biomolekul pontikaji  perspektivny a doteraz plne nevyuzity potencidl pre Stadium
komplikovanych biologickych systémov. Spektralna charakteristika zmesi fluoroforov nie je
jednoduchd, lebo ich vzdjomnym ovplyvilovanim dochddza k zmene ich individudlnych
spektier (Grubina L.A., Zenkevich E.I., 1997). Spektralne vyhodnotenie ststavy fluoroférov
vytvara pre kazdy materidl jedinecnll spektrdlnu mapu, ktora je typickd pre dany systém
a jeho fyziologicky resp. patologicky stav (Birkova A . a kol., 2008).

Mo¢ ako viac zloZkova biologickd tekutina, obsahuje mnoho prirodzenych fluoroférov,
pricom najvacSmi st zastipené metabolity tryptofanu (Bertazzo A. akol., 2001). Celkova
nativna fluorescencia jednotlivych fluoroférov vzorky mocu je vyjadrend tzv. fluorescenénou
spektralnou matricou. Je jednozna¢ne preukdzané, Ze fluorescencnd spektralna matrica mocu
zdravého ¢loveka ma obraz charakteristicky a len malo variabilny (Birkova A . a kol., 2006).
Vyznamné postavenie v oblasti diagnostiky metabolickych a kancerogénnych procesov maja
v sticasnej dobe techniky autofluorescenénej spektroskopie. V porovnani s inymi, su vyhodné
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najmi pre ich rychlost, bezpecnost’, vysoku senzitivitu a neinvazivny charakter. Vyuzivaja
charakteristicku vlastnost’” tumorového tkaniva, ktoré v porovnani so zdravym tkanivom vo
viacse] miere akumuluje urCité chemické latky s charakterom fluoroférov (napr. derivaty
porfyrinov). Porovnanie autofluorescencie proteinového extraktu krvnych elementov skupiny
zdravych l'udi a pacientov trpiacich réznymi typmi rakoviny ukazalo vyrazny rozdiel nie len
medzi chorymi a zdravymi, ale aj v ramci samotnej skupiny rakovinou postihnutych
pacientov. Intenzita fluorescencie, a to najmé vo fluorescenc¢nej emisnej oblasti porfyrinovych
fluoroférov (excitaéna vinova dizka okolo 630 nm), sa u jednotlivych typov rakoviny
markantne neliSila, ale odli$na bola u toho istého typu rakoviny v rdéznych Stadiach jej vyvoja.
Fluoroféry teda predstavuju jeden z potencidlnych markerov, ktory by mohol sluzit’ na rychlu
a nenarocnu detekciu a skrining karcinomov, ale aj na SpecifickejSie urCenie typu a Stadia
ochorenia bez potreby odberu nddorového tkaniva (Kravéukova P. a kol., 2008).

VysSie uvedené skutocnosti je mozné vyuzit pri rozliSeni fyziologickych a vybranych
patologickych stavov. V experimentoch sme vyuzili fluorescenéni spektroskopiu na
monitorovanie nadorového procesu prostrednictvom zmien zloZenia biologickych tekutin.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky moca boli ziskané od onkogynekologickych pacientiek. Vo vSetkych vySetrovanych
vzorkach boli stanovené Standardné biochemické parametre. Pred fluorescenénym meranim
bola vzorka centrifugovand a postupne riedend deionizovanou vodou do dvandstich
skimaviek. Prva skumavka - riedenie 0 obsahovala neriedenu (Cistt vzorku moca),
nasledovali riedenia 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512 a 1:1024.

Na fluorescen¢né meranie bol pouzity luminiscenény spektrofotometer Perkin Elmer LS 55
(USA) a kyveta hrabky 10 mm s objemom 3,5 ml. Z kazdého riedenia boli skenované
synchronne fluorescenéné spektra. Matrica pozostava z dvanéstich skenov meranych
vrozsahu vlnovych dizok 250 - 550 nm, rozdiel vinovych dizok medzi excitaénym
a emisnym monochromatorom AA = 30 nm (Dubayovad K. a kol.,, 2003). Nastavenie
excitacnych/emisnych $trbin bolo 5/5 nm a rychlost’ skenovania 1200 nm/min. Ziskané udaje
boli spracované pomocou softvéru FL. WinLab.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prirodzena fluorescencia viacerych metabolitov umoZziuje aplikovat’ na monitorovanie
zlozenia telovych tekutin (napr. krvi, mocu ¢i likvoru) trojrozmernu fluorescencnii
spektroskopiu. Fluorescen¢na exita¢no-emisna matrica (Obr. 1) je grafické definovanie mocu
pomocou jeho nativnej fluorescencie a je dana fluorescenénymi parametrami jednotlivych
fluoroforov (excitaéné a emisné vinové dizky). Vyhodnej$ou moznostou zobrazenia je
synchronna matrica (Obr. 2). Koncentratnad matrica (fingerprint) je vytvorend pomocou
synchroénnych fluorescenénych spektier. Trojrozmerny graf vytvoreny z fingerprintu vyjadruje
vztah medzi intenzitou fluorescencie, vinovou dizkou a riedenim vzorky (Kusnir J. a kol.,
2005).
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Obr. 1. Exita¢no emisna matrica Obr. 2. Synchréonna matrica

Kedze mo¢ ako celok je komplikovana zmes so znacne variabilnym zlozenim, vysoka
senzitivita fluorescencie a dostatoény pocet prirodzenych fluoroférov su vhodnymi
vlastnostami na jeho celkovl analyzu. Pri vyhodnocovani je potrebné zohladnit’ aj znacnu
fyziologickii koncentra¢nt variabilitu mocu jednotlivca (Li Y.Q. akol., 2001). Intenzita
fluorescencie jednotlivych fluoroférov zavisi napr. od vyzivy jedinca, stavu hydratacie, pH
mocu atd. Kedze fluorescenna spektralna matrica je vlastne ,,sumarny snimok® nativnej
fluorescencie vsetkych fluoroférov nachadzajiucich sa v moci, tak podiel zmien intenzity
jednotlivych fluoroférov napriek premenlivym zavislostiam pri vhodne zvolenej snimacej
technike nemeni podstatne vysledny obraz.

Z doposial’ sledovanych karcinomov zien (ale aj inych patologickych stavov) boli tymito
technikami pozorované vyrazne zmeny oproti kontrolnym skupinam. Fluorescencna
diagnostika nadorov sa opiera o zmenené metabolické procesy v nddorovych bunkach, ktoré
sa prejavia zmenou intenzity fluorescencie nativnych fluoroférov, najmd NADH, flavinov,
porfyrinov, pripadne kolagénu. Porovnanie fluorescencnej matrice s matricou Standardu —
zdravym pacientom, okamzite indikuje zmeny v dosledku patologického procesu (Obr. 3).
Fluorescen¢na emisna spektrosopia krvnych komponentov méze byt vyuzita pri réznych
druhoch tumorov (Kalaivani R. a kol., 2008).
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Obr. 3. Porovnanie synchronnych matric kontrolnej (a) a patologickej vzorky (b)
Vyuzitie fluorescenénych technik pri diagnostike rakoviny zien zo vzoriek telesnych tekutin

sa javi ako slubnd metoda skriningu. Boli dosiahnuté dobré vysledky pri odliSeni
onkologickych pacientov a predstavuje aj prostriedok rozliSenia réznych §tadii rakoviny,
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navyse fluorescen¢na detekcia ma ako nastroj skriningu tri velké vyhody: vysokl senzitivitu,
rychlost’ a bezpec¢nost’ (Masilamania V. a kol., 2004).

Zostavovanim matric mocov s roznymi onkologickymi diagndézami Zien, ich porovnavanim s
matricou zdravého cloveka a porovnavanim so zdravotnou dokumentaciou pacientov sme sa
snazili najst urcitd korelaciu medzi jednoznacne patologickym nalezom v matrici,
anamnestickymi udajmi, fyzikdlnym vySetrenim a validnymi klinicko-biochemickymi
vysledkami tychto pacientov. Vysledok tohto porovnavania by mal sluzit na priamu
diagnostiku, ale aj na sledovanie priebehu vybranych onkologickych ochoreni.
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CIASTOCNA CHARAKTERIZACIA GENOMU ENTEROCOCCUS FAECALIS
BAKTERIOFAGA F4

Sulak M., Hrehova Z.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bakteriofag F4 patri medzi bakteriofagy Enterococcus faecalis. Bol izolovany ako druhy
bakteriofdg tohto bakteridlneho druhu. Jeho genom (dsDNA, =60,4 kb) sa uz ciatocne
charakterizoval a aj esencidlne gény sa charakterizovali. (Nigutova akol., 2008). Pre
podrobnejsiu charakterizdciu genému sa pripravili génové banky F4 fagovej DNA
v hostitel'skom organizme Escherichia coli. Fragmenty DNA (>600 kbp) sa klonovali
v klonovacom vektorovom systéme pUCI18/EcoRI apUC118/Hincll. Ciastoéne sa
sekvenovalo 5 Casti fagovej DNA s celkovou velkost'ou 3976 bp a obsahom GC parov 41,2%
a z Casti sa ocharakterizoval gén kddujuci hydrolazu bunkovych stien.

UvOoD

Bakteriofagy (prokaryotické virusy) su virusy napadajiice baktérie. Ich vyskyt je podmieneny
pritomnost'ou baktérii a teda mézeme ich ndjst’ v kazdom prostredi. Najbohat§im zdrojom je
more, kde sa vyskytuji fagové Gastice v poctoch az 10* - 10’ na ml (Wichels a kol., 1998).
Najviac preskimané su fagy ¢revnych baktérii Escherichia coli a Salmonella typhimurium.
Vysokéd koncentracia bakteriofigov sa pozorovala aj v bachore preziivavcov. Bachorové
bakteriofagy sa vyznacuju morfologickou diverzitou a patria do troch virusovych rodin
Mpyoviridae, Siphoviridae a Podoviridae (Klieve a Bauchop, 1988). Svojimi vlastnostami su
fagy dolezitym faktorom pre kontrolu dynamiky bakteridlnej populdcie v bachore
preziivavcov. V stucasnosti st bachorové bakteriofagy len malo preskimané. Kompletne
preskimany je len jeden bachorovy bakteriofag — M1 lyzogénny fag zo Selenomonas
runinantium ML12 (Cheong a Brooker, 1998).

Bakteriofag F4 bol izolovany zbachorovej §tavy telata (Styriak akol., 1994). Gendém
bakteriofaga F4 je tvoreny cirkularnou dsDNA o velkosti priblizne 60,4 kbp. Fag F4 ma
pretiahnutt hlavu 75 nm dlha a 33 nm Siroku s nekontraktilnym flexibilnym chvostom. Ma
relativne tzke hostitel'ské spektrum (Styriak a kol., 1994).

V sucasnosti su bakteriofagy zaujimavé z medicinskeho hladiska. Uz v roku 1920 sa zacali
vyuzivat’ ich antibakterialne tc¢inky. Pre fagovua terapiu si vhodné iba lytické bakteriofagy,
pretoze lyzogénne fagy nemusia vyvolavat’ okamziti deStrukciu bakteridlnych buniek a mézu
niest’ virulentné gény, ktoré sprostredkuji rezistenciu voci antibiotikdm k inym baktériam.
Fagova terapia sa osvedCila pri liecbe sepsi (otrave krvi), gastroenterologickych ako aj
nozokomialnych infekcii. V sucasnosti je progresivnejsSie vyuzivat’ v boji proti baktériam
génové produkty (fagmi kdédované enzymy - hydroldzy) ako samotné virulentné fagy, z
doévodu vysokej ucinnosti, vysokej hostitel'skej Specificity a minimalnych vedlajSich
ucinkov.

Hoci st baktérie E. faecalis prirodzenou stcastou 'udského gastrointestinalneho traktu, je to
zaroven najrozSirenej$i druh spomedzi enterokokov spdsobujucich infekcie u cloveka.
Patogénom sa stava pri vyskyte mimo traviaci trakt a v dneSnej dobe su baktérie E. faecalis
hlavnou pri¢inou nozokomialnych infekcii.

MATERIAL A METODIKA
Bakteridalne kmene a Zivné pody (média):.

Kmene E. coli K12 ER2267 a K12 ER1821 sa kultivovali v médiu Luria-Bertani (LB) pri
teplote 37 °C. Agarové platne boli pripravené pridanim 1,5 % agaru do zivného média.
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Kmen 47/3 povodne klasifikovany ako Streptococcus bovis, sa na zaklade 16S rRNA analyzy
preklasifikoval na kmen Enterococcus faecalis 47/3 (Nigutova akol., 2008). Kmen E.
faecalis 47/3 sa kultivoval na zivnom médiu Todd-Hewitt pri teplote 37 °C.

Izolacia fagovej DNA:

Po kultivacii sa kmen E. faecalis 47/3 (hostitel'sky organizmus) infikoval bakteriofagom F4 a
pomnozil sa v Todd-Hewitt médiu. Po centrifugacii (10000/g, 4°C,10 min) a odstraneni
bakterialnych zvyskov sa supernatant zrazal s PEG a NaCl. Fagovy roztok sa scentrifugoval a
pridali sa nukledzy (DNasel a RNaseA). Nasledne sa fagova DNA precistovala
chloroformom, centrifugovala, zrdzala etanolom a takto purifikovand fagovda DNA sa
rozpustila v TE roztoku.

Klonovanie a sekvencna analyza:

Génova banka bakteriofaga F4 sa pripravila z celkovej DNA bakteriofaga F4, ktord sa
parcialne postiepila restrikénymi endonukledzami Hindlll, EcoRV a Rsal. Fragmenty DNA s
velkostou nad 600 kbp sa vyextrahovali z gélu a ligovali do vektorového systému
pUCI118/EcoRl v pripade F4 DNA postiepenej Hindlll a pUC118/Hincll pri F4 DNA
Stiepenej EcoRV a Rsal. Liga¢né zmesi sa pouzili na transformaciu kompetentnych buniek E.
coli ER 1821 a E. coli ER 2267. Transformacné zmesi sa vysiali na LB platne s obsahom
antibiotika ampicilinu (100 pg.ml™). Individualne kolonie ziskané po 18 hodinovej inkubacii
pri 37°C sa podrobili d’alSej analyze. Koldnie sa preockovali do tekutého LB média s
obsahom ampicilinu a nasledujuci den sa izolovala plazmidovd DNA alkalickou lyzou.
Ziskané plazmidy sa podrobili restrikénej analyze pouZzitim restriktdz Hindlll, BamHI pre
overenie pritomnosti inzertu a analyza restriktizami Dral a Asel umoZnila rozliSenie
jednotlivych fragmentov. Rekombinantné klony sa sekvencne analyzovali pouzitim BLAST
algoritmu (Altschul a kol., 1997) dostupny na webovej stranke
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (National Centre for Biotechnology Information).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pripravila sa génovéa banka bakteriofaga F4, ktord obsahovala klonované gény. Celkovo sa
analyzovalo 80 kolonii na pritomnost’ inzertov bakteriofagovej DNA. Vybrané rekombinanty
(11) obsahujuce inzerty o vhodnej velkosti sa sekvencne analyzovali. Bioinformaticka
analyza sa vykonala BLAST algoritmom (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), v ktorej
boli preloZzené poradia nukleotidov do poradia aminokyselin. Bioinformaticka analyza bola
robena ku dnu 20. aprila 2009. Na zaklade tejto analyzy sme pozorovali podobnost
nukleotidovych sekvencii nami pripravenych rekombinantov s Castami inych bakteriofagov
u piatich klonov (3F4-7F4). Ziskané rekombinanty 3F4 a 7F4 na zadklade blastx analyzy
koduji gény pre portalne proteiny. Tieto gény st prirodzenou sicastou bakteriofagov a maji
funkciu pri infekcii fdgovej nukleovej kyseliny do hostitel'ského organizmu. Nukleotidova
sekvencia rekombinanta 4F4 vykazuje najviacSiu podobnost s fagovou termindzou
z Clostridium perfringens. Rekombinant 5F4 na zéklade blastx analyzy obsahuje gén kodujtci
hypoteticky protein. Nakol’ko ide o protein neznamej funkcie, podrobil sa dany rekombinant
d’alSej analyze. Velkost' rekombinanta 5F4 bola 950 bp s obsahom 41,8% GC parov. Na
zaklade porovnania obsahu GC parov nami pripravenych rekombinantov s obsahom
u enterokokov (37 - 45%) (Gilmore a kol., 2002) sa potvrdilo, ze ide naozaj o fagovy protein.
Najzaujimavej$im sa zda byt rekombinant 6F4, ktory porovnanim s GenBank databazou
vykazoval podobnost s  N-acetylmuramoyl-L-alanin amidazou FEnterococcus faecalis.
Vyzna¢nl podobnost’ u tohto rekombinanta mézeme pozorovat’ aj s hydroldzami bunkovych
stien stafylokokovych fagov. Rekombinant 6F4 obsahuje ¢ast’ génu koédujuceho hydrolazu.
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Celkova priemerna vel'kost’ takychto hydrolaz predstavuje 250 aminokyselin, pricom nami
pripraveny rekombinant 6F4 obsahoval 137 aminokyselin, ¢o predstavuje priblizne 55% génu.
V tabulke 1 je znazorneny prehlad rekombinantov, porovnanie velkosti jednotlivych
inzertov v rozmedzi 658 - 950 bp, percentualna podobnost’ rekombinanta s prislusnou
GenBank sekvenciou, sekvencia v GenBank databaze vykazujica najvyssiu podobnost
(blastx best hit) a percentudlny obsah GC parov. Podla blastx analyzy st rekombinanty 3F4,
4F4, 7F4 fagové a rekombinant 6F4 ma podla databazy profagovy povod.

Tab. 1. Charakterizacia vybranych rekombinantov

Velkost’ Obsah

Rekombinant Blastx best hit Podobnost’ inzertu GC parov
(bp) (%0)
reflZP_00602934.1| Fagovy portalny
3F4 protein, HK97 [Enterococcus faecium 40/154 (25%) 658 39,1
DO]

ref]lZP_02865357.1| fagova terminaza,
4F4 vel’ka podjednotka, pbsx rodina 127/260(48%) 950 40,7
[Clostridium perfringens C str. JGS1495]

reflZZP_02093315.1| hypoteticky protein
5F4 PEPMIC_00050 [Peptostreptococcus 58/104 (55%) 950 41,8
micros ATCC 33270]

gb|EEI10842.1| possible N-
6F4 acetylmuramoyl-L-alanine amidase 94/137 (68%) 659 45,4
[Enterococcus faecalis TX0104]

reflZP_00144817.1| fagovy portalny
7F4 protein [Fusobacterium nucleatum subsp. 63/227 (27%) 759 38,9
vincentii ATCC 49256]

Podrobnejsie stadium fylogenetickych vlastnosti sekvencie E. faecalis F4 hydrolazy, je
znazornené fylogenetickym stromom (obrazok 1), ktory porovnava sekvencie E. faecalis F4
hydroldzy a rodinu stafylokokovych a streptokokovych hydrolaz. Tento fylogeneticky strom
poukazuje na skutocnost, Ze E. faecalis F4 hydrolaza je evolu¢ne bliz§ia hydrolazam
stafylokokovych fagov, pricom by mala byt hydrolaza F4 fylogeneticky podobnejsia so
streptokokovymi fagmi, ktorym je baktéria E. faecalis evolu¢ne pribuznejsia.
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Obr. 1. Fylogeneticka analyza pribuznosti hydrolazy bakteriofaga F4.
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VPLYV THYMUS VULGARIS PRIJATEHO KRMIVOM NA ANTIOXIDACNY
STATUS A INTEGRITU DUODENALNEJ STENY U KURCIAT

Takéacova J.

Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, SAV, Soltésovej 4, Kosice, Slovensko

ABSTRAKT

Thymus vulgaris je jednym z najsilnejSich rastlinnych antiseptickych drog, G¢inny proti
baktériam, pliesiam, ¢revnym prvokom a parazitom. M4 antioxidacné, antimikrobialne,
antiseptické, antireumatické a iné vlastnosti. Cielom prace bolo sledovat’ vplyv éterického
oleja Thymus vulgaris prijatého v krmive na ¢revny epitel kurciat, (stanovenie elektrického
odporu v duodene pomocou Ussing chamber), sledovat’ vplyv éterického oleja na niektoré
parametre antioxida¢ného statusu a na niektoré biochemické ukazovatele v mukédze tenkého
¢reva, krvi, plazme a peceni kurciat. Nosnice ISA BROWN vo veku 6 mesiacov s priemernou
zivou hmotnostou 1,50-1,75 kg boli rozdelené do troch skupin. Kontrolnd skupina bola
kfmend Standardnou diétou pre nosnice, doplnenou slnecnicovym olejom v koncentracii 1%.
Dve pokusné skupiny boli kimené kfmnou zmesou pre nosnice obohatenou tymidnovou
silicou v koncentracii 0,025% a 0,05%. Vzorky krvi a tkaniv boli odobraté po 5 tyzdinoch
kfmenia. Koncentracia malondialdehydu v plazme bola vysSia uskupiny s pridavkom
tymianovej silice v koncentracii 0,025%, oproti skupine s 0,05% pridavkom tymidnove;j silice
(1,08+0,19 vs 0,4040,03 umol.l'l, P<0,05). Koncentréacia alanin aminotransferazy v plazme
bola signifikantne vyssia v skupine s pridavkom 0,05% tymidnovej silice oproti skupine s
0,025% pridavkom a oproti kontrole (5,41+0,06 vs 1,77+£0,47; 0,94+0,23 ukat.l'l, P<0,05).
Koncentracia glutation peroxidazy v peceni bola signifikantne vyssia v skupine s pridavkom
0,05% tymianovej silice oproti 0,025% pridavku (44,63£8,56 vs 17,23+6,15 U.g'1 bielkovin,
P<0,05). Pri 0,05% koncentracii tymianu bol namerany nizsi elektricky odpor steny duodena
v porovnani s kontrolnou skupinou. Vysledky ukazuji, Ze pridavok tymidnovej silice v 0,05%
koncentracii do krmiva zvySuje antioxida¢nl ochranu organizmu kurciat.

UvOoD

LCudia pouzivali tymidn mnoho storo¢i pre jeho liecivé ucinky aaromu. Prvé zaznamy
o tymiane su z prvého storocia nasho letopoctu. Vela autorov uvadza antimikrobidlny (Fabian
a kol., 2007), antioxidacny uc¢inok éterickych olejov (Faix a kol., 2007), pdsobi protizapalovo
(Juhés akol., 2008) aich schopnost vychytavat volné radikdly. Antimikrobialny uc¢inok
tymidnu sprostredkujii tymol, karvakrol a fenolové zlozky oleja (Bhaskara a kol.,1998).
Obsahuje velké mnoZstvo G€innych latok (silice, triesloviny, hor¢iny, flavony), aromatické
kyseliny, triterpenické kyseliny. Pouziva sa vo farmaceutickom a potravinarskom priemysle.
Integrita ¢revnej steny tvori bariéru, ktora je dolezitd pre zabranenie prechodu poévodnych
baktérii (¢revnej mikroflory) a exogénnych baktérii a tieZ endotoxinov z gastrointestinalneho
priestoru do extraintestinalneho priestoru (pecene, sleziny, krvného riecista). Zabezpecuje
antioxidacni ochranu organizmu. Volné radikdly mdézu poskodit’ bunky crevnej steny a
spoOsobit’ poruchu absorbcie a transportu Zivin. Integrita (celistvost’) Crevnej steny moze byt
vyjadrend elektrickou rezistenciou — transepitelidlnou elektrickou rezistenciou (TEER).
Cielom experimentu bolo Studovat vplyv diét obohatenych rozlicnou koncentraciou
tymidnove] silice na crevny trakt, stanovenie elektrického odporu duodendlnej steny,
antioxida¢ny status a fagocytarnu aktivitu u kurciat.

MATERIAL A METODY
15 kurciat plemena ISA BROWN vo veku 6 mesiacov s priemernou zivou hmotnostou 1,50-
1,75 kg bolo rozdelenych do 3 skupin. V kaZzdej skupine bolo 5 kurciat. Boli chované v
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klietkach s drevenymi pilinami. Teplota a svetelny rezim boli upravené pre poziadavky
dan¢ho plemena kurciat. VSetky kurcatd mali volny pristup k vode a krmivu. Kontrolna
skupina bola kfmena zakladnou diétou (BIOFER, Presov, Slovensko). Druhd a tretia skupina
boli kimené zékladnou diétou doplnenou tymidnovou silicou o koncentracii 0,025% a 0,05%.
Tymianova silica bola kipena z Calenduly (Calendula a.s., Nova Luboviia, Slovenska
republika). Silica bola zriedend so slne¢nicovym olejom, pricom vysledna koncentracia
slne¢nicového oleja v diéte bola 1%. Po 5 tyZzdiloch kfmenia boli kurcatd eutanazované
dekapitaciou a boli odobraté vzorky krvi atkaniv. 5 cm kiisok duodena bol odobraty do
kadicky s Thyrodeho roztokom. Elektricky odpor (TEER) duodenélneho tkaniva bol merany
v modifikovanom komoérkovom systéme, zalozenom na principe Ussing Chambers. Stena
duodena o ploche 0,71cm? bola vlozend do komdrky s obsahom Thyrodeho roztoku (12.5 ml
na mukdznej a serdznej strane) prebublaného medicindlnym plynom (95% O, a 5% COy).
TEER bol merany v 3 minutovych intervaloch po dobu 30 minut multimetrom (Metex, MXD-
5040).

Vzorky krvi, plazmy, tkaniva pecene a epitelu duodena boli ulozené do mraziaceho boxu pri -
70°C do doby ich analyzovania. Aktivita glutation peroxiddzy (GPx) v peceni a epiteli
duodena bola merana podla Paglia a Valentine (1967). Koncentracia malondialdehydu
(MDA) vo vzorkach pe€ene a epitelu duodena bola po homogenizécii s deionizovanou vodou
merand modifikovanou fluorometrickou metéodou (Jo a Ann 1998). Celkovy antioxidacny
status (TAS) vplazme, hemoglobin (Hb) a aktivita GPx vkrvi boli merané
spektrofotometricky kitmi firmy Randox. Koncentracia bielkovin v tkanivach bola merana
spektrofotometrickou metédou podla Bradforda (1976). V plazme boli merané celkové
bielkoviny, alanin  aminotransferdza (ALT), triglyceridy avolny cholesterol
spektrofotometricky kitmi firmy Randox. Koncentracie alkalickej fosfatazy (ALP), fosforu
(P), véapnika (Ca), celkového cholesterolu a glukézy vplazme boli merané
spektrofotometricky podl'a diagnostiky Pliva — Lachema (Brno, CZ). Fagocytarna aktivita
bola merana podl'a Hrubiska (1981).

Na Sstatistické vyhodnotenie vysledkov bola pouzitd jednocestna ANOVA s Tukey post-
testom a pouzitim GraphPad Software (USA). Vysledky su uvedené ako priemernd hodnota +
SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kurcata pocas celej doby kfmenia boli culé anevykazovali ziadne klinické priznaky
ochorenia. Pri  0,05% Kkoncentracii
tymianu bol namerany nizsi elektricky

107 odpor bunkovej steny v 21.(6,09+0,49
vs 7,75+£0,27), 24. (6,26+£0,53 vs
8+ 7,92+0,27),  27.  (6,34+£0,57  vs
8,07£0,26) a v30. (6,47+0,59 vs
6- 8,09£0,27) minute v porovnani s
G kontrolnou skupinou (Graf 1.).
=
44 - K
-+ 0,025% Graf 1. Hodnoty elektrického odporu
2 duodena v kontrole a pokusnych skupinach
= 0,05% v jednotlivych minttach
c L L L
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Nizsie hodnoty TEER pre skupinu
s 0,05% koncentraciou Thymus vulgaris
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v diéte oproti kontrole si vysvetlujeme naruSenim integrity duodendlneho tkaniva a tym
zvysenim prestupu idnov. Dékazom nasej hypotézy moze byt histologické vysetrenie ¢revnej
steny.

Koncentracia GPx v peceni bola signifikantne vyssia v skupine s pridavkom tymidnove;j silice
v koncentracii 0,05%, oproti koncentracii 0,025% (Tab. 2). VSeobecne sa dokazala vysoka
aktivita GPx v peceni, strednd v srdci, pl'icach a mozgu, mald aktivita vo svaloch. GPx patri
medzi enzymové antioxidanty, ktoré maji vyznamné zastupenie v intracelularnom priestore.
Antioxidacnd ochrana je aktivne odstrafiovanie reaktivnych volnych radikalov pomocou
antioxidantov, ¢ize latok chraniacich biologicky dolezit¢é molekuly pred oxidativnym
poskodenim (Durackov4,1997). Hlavna tuloha GPx je katalyzicia redukcie H,0,
a organickych hydroperoxidov na prislusny alkohol alebo prislusny alkohol alebo vodu
a oxidovany tripeptid glutationu. Plazmova GPx zabezpefuje antioxidacnii ochranu
v extracelularnych tekutinach. Z nameranych vysledkov vyplyva, ze tymidnova silica pridana
do krmiva v koncentracii 0,05% zvySuje antioxida¢nu ochranu organizmu u kurciat nosivého
plemena v porovnani s 0,025% koncentraciou tymianu.

Koncentracia MDA v plazme pri pridavku tymidnovej silice v koncentracii 0,025% bola
vyssSia oproti 0,05% koncentracii (Tab 2). Z nameranych hodndt vyplyva, ze pri 0,05%
koncentracii tymidnu je lepSie zabezpecend antioxidacnd ochrana buniek, kedZze MDA je
ukazovatelom intenzity lipidovej peroxidacie. Lipidova peroxidacia je pokladanad za hlavny
ukazovatel Urovne oxidacného stresu (Leféure,1998; Yagi,1998) ameranie  tvorby
reaktivnych substancii kyseliny tiobarbitirovej (TBARS — thiobarbituric acid reactive
substances), ako su hydroperoxidy a aldehydy, je najrozsirenej$im pouzivanym hodnotenim
intenzity lipidovej peroxidacie (Armstrong a Browne, 1994).

Koncentracia ALT v plazme bola vysSia v skupine s 0,05% pridavkom tymidnove;j silice,
oproti kurcatam s 0,025% pridavkom a tiez oproti kontrole (Tab. 2). ALT je intracelularny
cytoplazmaticky enzym, ktory sa nachddza v mikrozomovej ¢asti hepatocytu a podiel’a sa na
metabolizme aminokyselin a sacharidov. Koncentracia ALT v plazme pri 0,05% koncentracii
tymidnovej silice bola vyssia ¢o moze poukazovat’ na to, ze 0,05% pridavok nie je vhodny
z hl'adiska hepatalnych funkcii (Tab. 2).

Tab. 2. Koncentracie glutation peroxidazy (GPx), malondialdehydu (MDA), alanin aminotransferazy

(ALT)
Parameter Kontrola 0,025% 0,05%
ALT [pkat.l"] 0,94+0,23° 1,77+0,47° 5,41+0,06™
GPx peceti [U.g"' bielkovin] 32,8945,15 17,2346,15° 44,63+8,56"
MDA plazma [pmol.l"] 0,73+0,09 1,08+0,19° 0,40+0,03°

Rovnaké pismena horného indexu P<0,05; priemer + SEM, n=5.

Fagocytarna aktivita bola signifikantne zvySena pri 0,05% pridavku tymidnove;j silice ako aj
pri 0,025% pridavku oproti kontrole (Tab.3). Index fagocytarnej aktivity bol signififikantne
zvySeny pri 0,05% a 0,025% pridavku tymianovej silice oproti kontrole (Tab.3). Fagocytdza
je proces typicky pre bunky, ktoré oznacujeme ako fagocyty, medzi ktoré patria neutrofily,
eozinofily, monocyty a tkanivové makrofagy. Makrofagy st neoddelitelnou sucastou
imunitného systému, posobia ako mikrobicidne a tumoricidne efektory buniek. Podavanie
tymidnového éterického oleja stimulovalo fagocytarnu aktivitu leukocytov u nosnic. Ked'ze
fagocytarna aktivita je len jednym z imunitnych parametrov, méZzeme iba predpokladat’, Ze
tymidn moze zlepSovat’ imunitné funkcie organizmu.
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Tab. 3. Fagocytarna aktivita a index fagocytarnej aktivity — nosnice kfmené 0,05%
a 0,025% tymidnom

Parameter Kontrola 0,025% 0,05%
Fagocytarna aktivita (%) 32,20+0,58"  37,60£0,51°  42,40+0,40
Index fagocytarnej aktivity 1,44+0,04% 2,78+0,05° 2,60+ 0,03°

Rovnaké pismena horného indexu P<0,05; priemer + SEM, n=5.

Z naSich vysledkov vyplyva, ze tymianova silica pridand do krmiva zvySuje antioxidacnu
ochranu kurciat nosivého plemena, pri podavani v dospelom veku, a tiez pozitivne vplyva na
imunitny systém kur¢iat. Zaroven vSak nami pouZita 0,05% koncentracia tymidnove;j silice sa
ukazuje ako vysoka a nevhodne ovplyviiujica hepatilne funkcie kurciat. Z toho dévodu je
potrebné v d’alSich pokusoch presne vymedzit' rozsah koncentracii éterickych olejov
pridavanych do krmiva.
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VYBRANE SEROVE PROTEINY AKUTNEJ FAZY A MLIECNY AMYLOID A
U DOJNIC POSTIHNUTYCH ZAPALOVYMI OCHORENIAMI MLIECNEJ ZUAZY
Tothova Cs., Nagy O., Seidel H., Kovac G.

Klinika prezuvavcov, UVL, Kosice

ABSTRAKT

Zamerom prace bolo hodnotenie vplyvu zdpalovych ochoreni mlie¢nej zl'azy na koncentraciu
Specifického proteinu akutnej fazy produkovaného mlie¢nou zl'azou, tzv. mlie¢neho amyloidu
A (MAA) v mlieku, ako aj na koncentraciu vybranych proteinov akutnej fazy v krvnom sére
dojnic s klinickou a subklinickou mastitidou. Zarovent sme hodnotili vzajomny vzt'ah medzi
koncentraciou MAA v mlieku a stupfiom postihnutia mlie¢nej zl'azy. Do sledovania bolo
zahrnutych 41 dojnic s r6znymi klinickymi nalezmi na mlie¢nej Zl'aze. Dojnice boli rozdelené
do skupin na zdklade vysledkov klinického vySetrenia mlie¢nej zlazy a vykonanej rychlej
mastal'nej skusky (NK-test). Mlie¢ny amyloid A bol stanoveny v zmesnych a individualnych
Stvrtovych vzorkach mlieka. V krvnom sére sa hodnotili haptoglobin (Hp) a sérovy amyloid
A (SAA). Najvyssiu priemerni koncentraciu MAA sme zaznamenali v zmesnych vzorkach
mlieka u dojnic s klinicky zjavnymi zmenami na mlie¢nej zl'aze. Analyzy preukézali vyssie
hodnoty MAA aj v mlieku dojnic bez klinickych zmien na mlie¢nej Zl'aze, ale s vyrazne
pozitivnym NK-testom. Pri hodnoteni individualnych Stvrtovych vzoriek mlieka sme zistili
podobny trend zvySujtcich sa hodnot so zvySujicim sa stupfiom postihnutia mlie¢nej zl'azy (P
< 0,001). Koncentracie MAA zistené v zmesnych, ako aj Stvrtovych vzorkach mlieka
vyznamne korelovali so zavaznost'ou ochorenia (R = 0,657, P <0,001; R = 0,735, P <0,001).
Kym pri hodnoteni Hp v krvnom sére sme zaznamenali len trend nevyznamne vyssich hodnot
u dojnic s priznakmi mastitidy, priemerna koncentracia SAA u dojnic s klinickou mastitidou
bola vyznamne vyssia (P < 0,05). Dosiahnuté vysledky poukazuju na zvySenu produkciu
MAA u dojnic s klinicky zjavnymi zmenami na mlie¢nej zl'aze, ako aj u zvierat postihnutych
subklinickymi formami ochorenia. Ukazuje sa, Ze hodnotenie MAA priamo v mlieku by bolo
vhodnej$im nastrojom pri rozliSovani zvierat s roznymi priznakmi mastitidy ako stanovenie
urcitych proteinov akutnej fdzy v krvnom sére.

UvOoD

Zapaly mliec¢nej Zl'azy patria medzi najdoleZitejSie a najCastejSie sa vyskytujice ochorenia
v chovoch hovéddzieho dobytka. Maji nepriaznivy vplyv na ekonomiku chovu v dosledku
znizeného mnozstva a kvality mlieka vhodného na l'udsky konzum, ako aj zvySenych
nakladov na liecbu a veterinarnu starostlivost’ (Bradley, 2002). Zatial’ ¢o klinickd mastitida je
na zaklade klinicky zjavnych zmien na mlie¢nej zl'aze a zmyslovo zmeneného mlieka I'ahko
postrehnutel'na, subklinickd mastitida predstavuje vaznejsi problém pre chovatel’a, ako aj pre
mlie¢ny priemysel, ked’ze dojnice postihnuté subklinickou formou mastitidy nejavia zretelI'né
zmeny ani na vemene, ani v zmyslovych vlastnostiach mlieka. Mlieko od takychto dojnic tak
nasledne moze znehodnotit’ celt doddvku mlieka. Zapal mliecnej zl'azy, spolu s fyzikalnymi,
chemickymi a mikrobiologickymi zmenami, je charakterizovany zvySenim poc¢tu somatickych
buniek v mlieku a patologickymi zmenami v parenchyme mlie¢nej Zl'azy (Pydrild, 2003).
Okrem toho, postihnuté mlie¢ne Stvrte mozu produkovat zapalové proteiny, akymi su
proteiny akutnej fazy (Eckersall akol., 2001). Predpokladalo sa, ze vysSie koncentracie
hlavnych proteinov akutnej fazy u hovddzieho dobytka, haptoglobinu (Hp) a sérového
amyloidu A (SAA), zaznamenané v mlieku mastitidnych krav, su dosledkom ich prestupu
zkrvi do mlieka. Ztohto dovodu aj laboratorne testy uréené na analyzu uvedenych
zapalovych proteinov v krvi boli prispdsobené k stanoveniu aj vo vzorkach mlieka. Dalgie
vyskumy preukézali extrahepatalnu syntézu Specifickej izoformy amyloidu A v epitelidlnych
bunkach mlie¢nej zl'azy, tzv. mliecneho amyloidu A (MAA) (McDonald a kol., 2001).
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Zéamerom prace preto bolo posudenie mozného vplyvu zépalovych ochoreni mliecnej zl'azy
na koncentraciu MAA v zmesnych a individualnych Stvrtovych vzorkach mlieka, ako aj na
koncentraciu vybranych proteinov akutnej fazy — Hp a SAA v krvi dojnic postihnutych
klinickou a subklinickou mastitidou. Hodnotili sme tiez vzdjomné vztahy medzi
koncentraciou MAA v zmesnych a Stvrtovych vzorkach mlieka a medzi stupiiom postihnutia
mliecnej zlazy.

MATERIAL A METODIKA

Do sledovania bolo zahrnutych 41 dojnic plemena Ciernostrakatého a jeho krizencov s réznym
stupiom postihnutia mlie¢nej Zl'azy. Klinické vySetrenie mlieCnej Zl'azy bolo vykonané
adspekciou a palpaciou vemena. K ureniu subklinickej mastitidy bola vykonana rychla
mastalnd skuSka (NK-test). Zvierata boli rozdelené do 4 skupin na zdklade vysledkov
klinického vySetrenia vemena a vykonaného NK-testu: skupina I — dojnice s klinicky zdravou
mlie¢nou zl'azou a negativnym NK-testom, skupina II — dojnice s klinicky zdravou mlie¢nou
zlazou a mierne pozitivnym NK-testom, skupina III — dojnice s klinicky zdravou mlie¢nou
zl'azou a vyrazne pozitivnym NK-testom, skupina IV — dojnice s klinicky zjavnymi zmenami
na mlie¢nej Zl'aze a zmyslovo zmenenym mliekom.

Laboratorne analyzy boli vykonané vo vzorkach mlieka a krvi. Vzorky mlieka boli odoberané
ruénym dojenim. Vzorky krvi boli odoberané priamou punkciou v. jugularis. Vo vzorkach
mlieka bol analyzovany mlie¢ny amyloid A (MAA, ng/ml) a v krvnom sére boli hodnotené
vybrané proteiny akutnej fazy — haptoglobin (Hp, mg/ml) a sérovy amyloid A (SAA, pg/ml).
Koncentracia MAA bola stanovend v 41 zmesnych vzorkach mlieka a v 145 individualnych
vzorkach mlieka odoberanych jednotlivo zkazdej laktujucej mliecnej Stvrtky. Vysledky
ziskané vySetrenim individudlnych Stvrtovych vzoriek mlieka boli rozdelené do skupin na
zéklade rovnakych poziadaviek ako dojnice vyuzité v sledovani (skupina I — IV). Z celkového
poctu 164 mliecnych Stvrti bolo 19 nelaktujucich. Koncentracia MAA bola stanovena
metodou enzymove] imunoanalyzy vyuzitim komerénych diagnostickych testov (Tridelta
Development, Irsko). Odéitanie hodnot absorbancie s naslednym vypoéitanim koncentrécii
MAA bolo vykonané na automatickom fotometri pre mikrotitracné platne Opsys MR (Dynex
Technologies, USA). Rychla mastal'na sktska bola vykonand zmieSanim rovnakého objemu
mlieka a roztoku alkyl-aryl-sulfonatu.

Koncentracia Hp v sére bola stanovena kolorimetrickou metdodou vyuZitim komerénych
diagnostickych testov (Tridelta Development, Irsko). Sérovy amyloid A bol analyzovany
metodou enzymovej imunoanalyzy pouzitim komercne vyrdbanych ELISA testov (Tridelta
development, Irsko). Odgitanie hodndt absorbancie a vypoéitanie koncentracii obidvoch
proteinov akutnej fazy hodnotenych v krvnom sére bolo vykonané na automatickom fotometri
pre mikrotitracné platne Opsys MR (Dynex Technologies, USA).

Hodnotenie ziskanych vysledkov bolo vykonané stanovenim priemernych hodnot (x)
a smerodajnych odchylok (sd) pre kazdy sledovany ukazovatel. Vyznamnost' rozdielov
priemernych hodndt medzi skupinami dojnic pre ukazovatele stanovené v mlieku aj krvi bola
hodnotend  jednofaktorovou analyzou rozptylov (ANOVA) a Tukey-Kramerovym
porovnavacim testom. Rovnaké $tatistické postupy boli vyuzité aj pri hodnoteni vyznamnosti
rozdielov priemernych hodndt MAA medzi Stvrtovymi vzorkami mlieka. Korelaéné vztahy
medzi koncentraciou MAA v zmesnych, ako aj individudlnych Stvrtovych vzorkach mlieka a
zmenami na mliecnej zl'aze a v mlieku boli hodnotené vypocitanim Pearsonovho korelacného
koeficienta (R), vratane uréenia vyznamnosti korelacie. Statistické hodnotenie ziskanych
vysledkov bolo vykonané v programe GraphPad Instat V2.04.

134



VYSLEDKY A DISKUSIA

Ziskané vysledky charakterizované priemernymi hodnotami, smerodajnymi odchylkami
a hodnotenim vyznamnosti rozdielov priemernych hodndt st zhrnuté v tabulkach 1 az 3.
Hodnotenie korela¢nych vztahov medzi koncentraciou MAA v zmesnych vzorkdch mlieka
a stupnom postihnutia mlie¢nej zlazy, ako aj medzi koncentraciou MAA v Stvrtovych
vzorkach mlieka a zmenami na mliecnej zl'aze a v mlieku su uvedené v tabul’ke 4.

Tab. 1. Koncentracie MAA (ng/ml) v zmesnych vzorkdch mlieka od dojnic s réznym
stupiiom postihnutia mliecnej zl'azy

Parameter Skupina dojnic ANOVA
L 1L 111 IV. P
MAA  x 325,7%" 1433,17 3910,4° 6073.8™ 001
ngml  +sd 173,8 949,2 21458 44140 ;

Rovnaké indexy v riadkoch znamenaju Statistickll vyznamnost’ rozdielov priemernych hodnét medzi
skupinami: a— P <0,05; A, B—P <0,001

Tab. 2. Koncentracie MAA (ng/ml) v individudlnych vzorkach mlieka z jednotlivych
mlie¢nych §tvrti s roznymi ndlezmi na mlie¢nej zl'aze a v mlieku

Parameter Skupina vzoriek mlieka ANOVA
I IL IIL. Iv. P
MAA X 473,748 1431,0<° 6528,6™F 10476,0%°F <0.001
ng/ml  +sd 548.6 1347.6 3823,2 54472 ’

Rovnaké indexy v riadkoch znamenaju Statistickit vyznamnost’ rozdielov priemernych hodnot medzi
skupinami: A, B, C, D, E— P < 0,001

NajvysSia priemernd koncentrdcia MAA bola zaznamenand v skupine dojnic s klinicky
zjavnymi zmenami na mliecnej zl'aze. Analyzy preukazali vyssiu priemerni hodnotu MAA aj
vo vzorkdch mlieka dojnic bez klinickych zmien na mlie¢nej Zl'aze, ale s vyrazne pozitivnym
NK-testom. Tieto hodnoty boli vyznamne vys$Sie v porovnani s priemernou koncentraciou
MAA zistenou u dojnic s klinicky zdravou mlie¢nou Zl'azou a negativnym NK-testom (P <
0,001 aP < 0,05). Pri hodnoteni koncentracii MAA v Stvrtovych vzorkdch mlieka sme
zaznamenali podobny trend vyznamne sa zvySujicich hodndt (P < 0,001). Okrem toho,
koncentracie mliecneho amyloidu A v zmesnych vzorkadch mlieka, ako aj v individualnych
Stvrtovych vzorkach mlieka vyznamne korelovali so zmenami na mlienej Zl'aze a v mlieku
(R = 0,657, P < 0,001; R = 0,735, P < 0,001). Koncentracie MAA vo vzorkiach mlieka
odoberanych separovane z jednotlivych mlie¢nych Stvrti, ale aj v zmesnych vzorkach mlieka
sa vyznamne zvySovali so zvySujucou sa pozitivitou NK-testu.

Tab. 3. Koncentracie Hp a SAA v krvnom sére dojnic s roznymi klinickymi priznakmi na
mlieCnej zl'aze a vysledkami NK-testu

Parameter Skupina dojnic ANOVA
I. 11. I11. IV. P
Hp X 0,046 0,122 0,299 0,329 0 s
mg/ml  +sd 0,053 0,263 0,314 0,339 ’
SAA X 29,7 27,6 48,2 71,5° <0.05
pg/ml  +sd 27,6 28,0 42,5 31,5 ’

Rovnaké indexy v riadkoch znamenaju Statistickit vyznamnost’ rozdielov priemernych hodnot medzi
skupinami: a— P <0,05
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Sérové koncentracie Hp preukézali tendenciu postupného nevyznamného zvySovania sa
hodnét so zvySujucim sa stupniom postihnutia mliecnej Zlazy. Najvys$Sia priemerna
koncentracia Hp bola zistena u dojnic s klinickymi zmenami na mlie¢nej zl'aze. Rozdiely
priemernych hodnot Hp v krvnom sére medzi dojnicami s réznymi priznakmi na mliecne;j
zl'aze vSak neboli vyznamné. Podobny trend bol zaznamenany aj v sérovych koncentraciach
SAA, pricom najvysSia priemernd hodnota uvedeného ukazovatela bola zistend u dojnic
s klinickou mastitidou. Priemerné sérové koncentracie SAA zistené u dojnic s klinicky
zdravou mlie¢nou zl'azou a negativnym NK-testom au dojnic bez klinického nalezu na
vemene, ale s mierne pozitivnym NK-testom boli priblizne rovnaké. Rozdiely v priemernych
koncentracidch SAA medzi hodnotenymi skupinami dojnic boli vyznamné (P < 0,05).

Tab. 4. Koreladcie medzi koncentraciou MAA a klinickymi zmenami na mlie¢nej zl'aze

MAA v zmesnych vzorkach MAA v stvrtovych vzorkach
Parameter mlieka mlieka
R P< R P<

0,657 0,001 0,735 0,001

Stupeii postihnutia
mliecnej ZPazy
R — korelacny koeficient, P — vyznamnost’ korelacie

VysSie koncentracie Hp a SAA v mlieku dojnic s klinickou mastitidou boli zaznamenané
viacerymi autormi ako ndsledok prestupu uvedenych proteinov z krvi do mlieka (Eckersall
a kol., 2001, Cho, 2002, Kova¢ a kol., 2007). O vplyve zapalovych ochoreni mlie¢nej zl'azy
na koncentraciu MAA v mlieku je vSak k dispozicii iba malo informacii, hoci uvedeny protein
by mohol byt senzitivnej$im indikdtorom mastitid, pretoze sa tvori priamo v mliecnej zl'aze
ako odpoved’ na rozne infekcie. Petersen a kol. (2005) uvadzaj, ze koncentrdcie MAA su
vysSie v mlieku z mlie¢nych $tvrti s mastitidou v porovnani so zdravymi Stvrtami. Podla
Berryho akol. (2005) koncentracia MAA v neinfikovanych Stvrtiach je vel'mi nizka az
nedetekovatel'nd a hodnoty vysSie ako 500 ng/ml uz poukazuji na zépalovy proces vo
vemene. Nami ziskané vysledky preukézali vyznamne vyssie koncentracie MAA vo vzorkach
mlieka zo Stvrti s klinickou mastitidou, ako aj zo Stvrti bez klinickych zmien na mliecnej
7laze, ale s vyrazne pozitivnym NK-testom. Na druhej strane, priemerna hodnota MAA
zistena v mlieku z klinicky zdravych mlie¢nych Stvrti (473,7 ng/ml) bola tiez relativne vysoka
v porovnani s koncentraciou 500 ng/ml, ktoru Berry a kol. (2005) uvadzaji ako hranic¢nu
hodnotu pre zapalovy proces. Uvedené vysledky naznacuji, ze mlieCne Stvrte s vySSimi
hodnotami MAA uz mohli byt subklinicky postihnuté zapalovym procesom, ktory sa vsak
eSte neprejavil vo forme pozitivnej reakcie na NK-test.

Stadie vykonané Salonenom a kol (1996) a Eckersallom a kol. (2001) poukazali na zvysené
koncentracie Hp a SAA vkrvi dojnic s klinickou mastitidou.. Na druhej strane, podla
Heegaarda akol. (2000) je otazne vyuzitie uvedenych proteinov v diagnostike mastitid,
pretoze ich zvySené koncentracie moézu byt zapri¢inené aj inymi faktormi, napr. stresom.
Priklaiiame sa k nézoru, Ze sérové koncentracie Hp a SAA st menej vhodnym ukazovatelom
pri hodnoteni stupnia postihnutia mlie¢nej zl'azy, ked’Ze nami ziskané vysledky sice preukazali
trend vysSich hodnét Hp a SAA vkrvnom sére dojnic so zvySujucou sa pozitivitou
vykonaného NK-testu a objavenim sa klinickych priznakov, rozdiely v priemernych
hodnotach uvedenych proteinov vSak boli menej vyznamné ako rozdiely zaznamenané
v hodnotach MAA.

Prezentované vysledky naznacuju potencidlnu ulohu mlie¢neho amyloidu A v laboratornej
diagnostike klinickej, ako aj subklinickej mastitidy, kde by mohol poskytovat” dopliujtce
diagnostické informacie pri urovani stupna postihnutia mlie¢nej zl'azy.
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POROVNANIE MIKRODILUCNEJ METODY A ETESTU PRI STANOVENI
CITLIVOSTI CANDIDA ALBICANS NA ITRAKONAZOL, KETOKONAZOL
A FLUKONAZOL

Vantrubova J., Conkova E., Vaczi P.

Ustav farmdcie a farmakologie, UVL KoSice

ABSTRAKT

Testovana bola ucinnost’ itrakonazolu, ketokonazolu a flukonazolu vo¢i kvasinkam rodu
Candida spp. Vzorky Candida albicans boli izolované z vyterov vonkajSieho zvukovodu
akoZe psov spotvrdenou kandidéozou. Na stanovenie citlivosti testovanych kmenov a
minimdalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) boli pouzité a porovnané dve metddy: Etest
a mikrodilu¢énd metdéda (CLSI — M27A). Testovanie a vyhodnocovanie vysledkov bolo
vykonané podl'a poziadaviek pre jednotlivé metody.

Citlivost’ testovanych kmeniov metdodou Etestu predstavovala pri itrakonazole 42,8 %, pri
ketokonazole a flukonazole 85, 7%. CLSI metédou bola zistena 100 % citlivost’ v zavislosti
od davky pre itrakonazol a 71,4 % pre ketokonazol.

Percentudlna zhoda medzi porovnavanymi metédami bola pre kmene citlivé na ketokonazol
33 %, pri itrakonazole 0 % a pri flukonazole 85,7 %.

Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze Etest je vhodnd rutinnd metéda pre testovanie
citlivosti, avSak tieto metddy nie st porovnatené vzhladom k tomu, Ze je potrebné
Standardizovat’ médium a inkuba¢né podmienky.

UvOoD

Candida albicans je dimorfnd kvasinka najCastejSie sa vyskytujiica priteplokrvnych
zivoc¢ichoch. Kolonizuje sliznicu ustnej dutiny, traviaceho traktu a mocopohlavného systému
zdravych jedincov (Basma a kol., 2008). Ak je zniZena obranyschopnost’ organizmu, pdsobi
ako oportunny patogén a spdsobuje lokdlne alebo systémové invazie vnutornych organov.
Predispoziciou vzniku ochorenia je naruSenie integrity sliznice, prolongovana liecba
antibiotikami, kortikosteroidmi, cytostatikami a endokrinopatie (diabetes mellitus, poruchy
funkecie Stitnej zl'azy) (Moretti a kol., 2004).

Na liecbu kandidovych infekcii sa pouzivaju predovsetkym azolové derivaty a polyénové
antifungélne latky (Calderone, 2002).

Citlivost vo¢i antimykotikd sa testuje réznymi metédami. K in vitro kvantitativnym
metddam patria Etest a mikrodilu¢nd metoda, ktoré hodnotia nielen citlivost’ patogéna, ale
umoziuju zaroven aj stanovenie minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC) antifungalnych
pripravkov. Phaller a kol. (2000) na zaklade vyskumov a Standardizacii technik povazuju
Etest za najvhodnejsi pre hodnotenie citlivosti Candida albicans a antifungélnej ucinnosti
azolovych pripravkov.

Vzhl'adom na stipajici vyskyt kandidovych infekcii cielom tejto prace bolo stanovit' a
porovnat  in vitro antifungdlnu aktivitu = vybranych druhov antimykotik uvedenymi
metodami.

MATERIAL A METODIKA

Kvasinky Candida albicans izolované z vyterov vonkajSieho zvukovodu a koZnych sterov,
pochadzali od psov s potvrdenou dermatitidou, resp. otitidou. Cisté kultury boli ziskané
pasdzovanim na Sabouraudovom dextrozovom agare s chloramfenikolom (Hi-Media).
Z tychto kultur bola pripravena suspenzia zodpovedajica stupnici 0,5 McFarlanda (1.10°
h.j./ml).

Pomocou Etestu (AB Biodisk, Solna, Svédsko) a mikrodiluénej metody (CLSI-M27-A2,
2002) bola stanovena citlivost’ patogénnych kmefiov a minimélna inhibi¢na koncentracia
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(MIC) azolovych antifungalnych latok na baze itrakonazolu (IT), ketokonazolu (KE) a
flukonazolu (FL).

Pri testovani metodou Etestu boli pouzité platne s agarom obsahujucim RPMI 1640, 2 %
glukézu, MOPS (3-(N- morfolino propan sulfénova kyselina) a 1,5 % bakteriologicky agar.
Na povrch agaru boli asepticky nanesené Etest pruzky s odstupiiovanou koncentraciou
antifungélnej latky. Rozsah MIC pri itrakonazole a ketokonazole bol v rozpiati 0,002 — 32
ug/ml, pri flukonazole 0,016 — 256 pg/ml. Vysledky boli vyhodnotené podla interpretacnych
kritérii pre Candida albicans.

Pri mikrodilu¢nej metdde boli pouzité Standardné antifungalne latky flukonazol, ketokonazol
a itrakonazol (Sigma, Aldrich). Zasobné roztoky boli pripravené rozpustenim ketokonazolu
a itrakonazolu v dimethylsulfoxide (DMSO) (Lach-ner, Ceska republika) a flukonazolu
v sterilnej destilovanej vode. Koncentracia uvedenych antifungélnych latok sa pohybovala od
32 pg/ml do 0,0625 pg/ml.

Postup testovania a vyhodnotenie vysledkov boli vykonané podl'a metédy CLSI-M27-A
(2002).

Ako kontrola bol pouzity referenény kmen Candida albicans CCM 8320 (Ceska zbierka
mikroorganizmov, Brno). Po 48 hodinovej inkubacii pri teplote 37 °C bola od¢itand hodnota
MIC.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabul’ka 1 uvddza  MIC testovanych antimykotik —  itrakonazolu, ketokonazolu
a flukonazolu. Etestom bola zistend hodnota MIC pri itrakonazole v rozpiti >0,002 pg/ml do
2,0 pg/ml, podl'a CLSI metoédy dosahovala 0,25 — 0,5 pg/ml. Na itrakonazol boli podl'a Etestu
citlivé 3 kmene, 2 kmene boli citlivé v zavislosti od davky a2 boli rezistentné. MIC
ketokonazolu sa pohybovala od >0,002 ug/ml do 0,75 pg/ml pri Eteste. CLSI metdodou bola
zistena hodnota od 0,125 pg/ml do 0,25 pg/ml. Mikrodilu¢nou metddou boli vyhodnotené 2
izolaty ako citlivé a 5 testovanych kmeniov bolo citlivych v zavislosti od davky. MIC
flukonazolu bola podl'a Etestu v rozpiti od >0,002 do 48 pg/ml a CLSI metddou od 0,0625
pg/ml do 4 pg/ml. Citlivych na flukonazol bolo 6 kmenov Candida albicans a 1 kmen bol
citlivy v zavislosti od davky.

Tabul’ka 2 vyhodnocuje stupen citlivosti  patogénu Candida albicans na jednotlivé
antimykotika. Etestom bola zistena najvysSia uc¢innost’ pri flukonazole a ketokonazole (85,7
%), itrakonazol bol uc¢inny na 42,8 %. Mikrodilu¢nou metédou boli izolaty najviac citlivé na
flukonazol (100%).

Etestom bolo zistenych 28 % izolatov citlivych na itrakonazol v zavislosti od davky a rovnaky
pocet kmenov bol rezistentny. Pri ketokonazole a flukonazole bola zistené citlivost’
v zavislosti od davky 14,3 %. Podl'a CLSI metody boli v zavislosti od davky na itrakonazol
citlivé vSetky testované kmene (100 %) a na ketokonazol 71,4 % izolatov.

Porovnavanim Etestu a mikrodilu¢nej metddy sa zaoberali viaceri autori. Niektoré Stadie
vykazuji zhodu medzi referen¢nou CLSI metddou a Etestom pri pouZiti azolovych derivatov
Colombo a kol. (1995) a Koc a kol. (2000) uvadzaji percentualnu zhodu od 71 % do 85,2 %
pre ketokonazol. Podl'a Sewella a kol. (1994), Espinel- Ingoffa a kol. (1996) a van Eldera
a kol., (1996) percentudlna zhoda pre flukonazol predstavuje 80 — 96 % a pre itrakonazol 80
— 84 %. Dalsie $tudie poukazujii na mensiu percentualnu zhodu pri pouZiti tychto dvoch
metod. Martin- Mazuelos a kol. (1999) udava pri flukonazole zhodu medzi 71 — 74 % a pre
itrakonazol 61,4 %. Koga- Ito a kol. (2008) uvadzaji pre obidve metdody percentualnu zhodu
pre flukonazol 53,33 % a pre itrakonazol 45 %.

Nami zistena percentudlna zhoda vykazovala pre kmene citlivé na ketokonazol 33 %, pri
itrakonazole 0 % a pri flukonazole 85,7 %. Na zéklade dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze
pri stanoventi citlivosti Candida albicans na antimykotik4 je vhodné metddu Etestu pouZit’ ako
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rutinnu vd’aka jej jednoduchosti. Stotoziiujeme sa ale s nazorom Koga-Ito a kol. (2008), ktori
poznamendvaju, ze tieto dve metddy nie su porovnatelné, pretoze nie je Standardizované
médium, ani inkubacné podmienky.

Tab. 1. MIC testovanych antimykotik a stanovenie citlivosti podl'a interpretacnych kritérii.

MIC (pg/ml)

ATM Metoda Min - Max S S-DD R
IT Etest >(0,002-2,0 3 2 2
CLSI 0,25-0,5 0 7 0

KE Etest >0,002-0,75 6 1 -
CLSI 0,125-0,25 2 5 0

FL Etest >(0,002-48 6 1 0
CLSI 0,0625-4 7 0 0

ATM- antimykotikum, IT- Itrakonazol, KE- ketokonazol, Fl- flukonazol, MIC- minimalna
inhibi¢nd koncentracia, S- citlivy kmen, S-DD- kmen citlivy v zavislosti od davky, R-
rezistentny kmen.

Tab. 2. Citlivost’ (%) Candida albicans na ATM

ATM Metoda S S-DD R
IT Etest 42.8 28 28
CLSI 0 100 0

Etest 85,7 14,3 -

KE CLSI 28,6 71,4 0
FL Etest 85,7 14,3 0
CLSI 100 0 0

ATM- antimykotikum, IT- Itrakonazol, KE- ketokonazol, Fl- flukonazol, MIC- minimalna
inhibi¢na koncentracia, S- citlivy kmen, S-DD- kmen citlivy v zavislosti od davky, R-
rezistentny kmer.
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