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IZOFORMY ADIPONEKTINU A ICH ULOHA V ORGANIZME
Burkus J.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Adiponektin je hormoén tukového tkaniva, ktory je produkovany adipocytmi a vylu¢ovany do
cirkulacie v troch oligomérnych izoformach a to ako trimér, hexamér a HMW (high molecular
weight) komplex. V organizme sprostredkiva Siroku Skalu ucinkov suvisiacich najma
s energetickym metabolizmom buniek, ma priaznivy vplyv na srdcovo-cievny systém, posobi
protizépalovo a vplyva aj na reprodukcny systém a vyvijajiice sa embryo. Vel'ka heterogenita
oligomerickych komplexov adiponektinu komplikuje funkéné Stadie adiponektinu.
Rekombinantné adiponektiny ziskané zrdéznych zdrojov maji odlisnt distribiciu
oligomerickych komplexov. Usudzuje sa, ze rozdielna distribicia oligomérov vyvolava
odli$né biologické ucinky v jednotlivych tkanivach, na ktoré adiponektin pdsobi.

UvOD

Adiponektinovy gén je lokalizovany na chromozéme 3q27 a produkuje protein o velkosti 244
aminokyselin u ¢loveka (MW = 26,413) (Ding a kol., 2004) a u mysi protein o vel'kosti 247
aminokyselin (MW = 26,409) (Scherer a kol. 1995). Adiponektin sa nachadza v I'udskom sére
vo vysokej koncentracii okolo 10 pg/ml (Arita a kol., 1999). Izoformy adiponektinu su
pritomné aj v 'udskej a prasacej folikularnej tekutine a to v podobnej koncentracii ako v sére
(Ledoux a kol.,, 2006). Hladina adiponektinu v plazme je znizena u obéznych alebo
diabetickych mysi a I'udi (Arita a kol., 1999). Koncentracia adiponektinu v sére vykazuje aj
sexualny dimorfizmus, usamic je jeho hladina vysSia ako usamcov, pretoze zvySena
produkcia androgénov znizuje hladinu adiponektinu v cirkulacii. V T'udskom a mySacom sére
vytvara adiponektin Siroku Skalu multimérov, od trimérov (LMW — low-molecular weight)
cez hexaméry (MMW — medium-molecular weight, 180 kDA) az po vysokomolekulové
multiméry ako napriklad dodekaméry alebo oktadekaméry (HMW — high-molecular weight,
>400 kDA) (Tsao a kol., 2003). M6ze byt pritomny v neskratenej forme (full-lenght) alebo
ako maly globularny fragment, avSak v plazme je takmer vyhradne pritomny v neskratenej
forme. V plazme ¢loveka a mysi bolo objavené iba mal¢ mnozstvo globularneho fragmentu
(Fruebis a kol., 2001). Waki a kol. (2003) zistili, ze pritomnost HMW multimérov (ale nie
MMW a LMW multimérov) je signifikantne niz§ia u samcov ako u samic. Z toho mozno
predpokladat’, ze nielen celkovéd koncentracia adiponektinu vykazuje sexudlny dimorfizmus,
ale aj distribucia jeho multimérovych foriem. AdipoR1 je receptor prevazne pre globularny
adiponektin a hojne sa vyskytuje najmé v kostrovom svale, receptor AdipoR2 viaze prevazne
neskrateny (full.lenght) adiponektin a je najviac zastiipeny v peceni. Tieto receptory su
integralne membranové proteiny, obsahuju 7 transmembranovych domén. Ich topologia je
opacna ako u ostatnych heptahelikalnych receptorov (Yamauchi a kol., 2003). Neskor bol
objaveny aj treti receptor odpovedajuci na adiponektin, T-kadherin, ktory pravdepodobne
vystupuje ako koreceptor pre doposial’ neidentifikovany signalny receptor, pomocou ktorého
adiponektin spusta metabolické signaly (Hug a kol., 2004).

UCINKY ADIPONEKTINU A JEHO ULOHA V REPRODUKCII

Adiponektin riadi metabolizmus lipidov a energetickii rovnovahu (Arita a kol., 1999), ma
protizapalové a antiaterogénne ucinky (Matsuda a kol., 2002), znizuje lipogenézu v tukovom
tkanive a hladinu glukézy v krvi a potlaca inzulinovu rezistenciu (Kershaw a Flier, 2004).
Adiponektin ovplyviiuje muzska aj Zensku fertilitu na réznych urovniach a priamo sa
zuCastnuje na reguldcii plodnosti prostrednictvom osi hypotalamus-hypofyza-gonady.
Adiponektin zvySuje syntézu progesteronu a estrogénu v potkanich vaje¢nikoch (Chabrolle a



kol., 2007). Expresia oboch receptorov sa niekol’konasobne zvysuje v Case gastrulacie, ¢o
mdze poukazovat' na vplyv adiponektinu pocas diferenciacie embryonalneho disku pocas
gastrulacie (Schmidt a kol., 2008). Chappaz a kol. (2008) preukazali, Ze aplikacia
adiponektinu urychluje meioticki maturdciu oocytov in vitro a zvySuje tieZ mnozstvo
partenogeneticky aktivovanych oocytov schopnych dosiahnut S$tadium blastocysty.
Predpoklada sa, ze adiponektin moze mat’ velky vplyv na energetické zasobenie embrya a
moze zohravat’ dolezita ulohu pri jeho implantacii, ovplyviiovanim expresie interleukinov a
TNF-o (Takemura a kol.,, 2006). MySi postradajuce adiponektin (Adipo -/-), AdipoRI,
AdipoR2 alebo oba receptory su fertilné, ¢o naznacuje, ze tato signalizdcia nie je absolutne
esencidlna pre funkciu vajecnikov (Yamauchi a kol., 2007), mdze vSak vystupovat’ ako
pridavny komponent pre spravnu funkciu ovarii. Usudzuje sa, Ze adiponektin ma urcita
komplementarnu tlohu pri ovplyviiovani ovulaéného cyklu, maturacii oocytov a implantacii
embrya (Ledoux a kol., 2006).

IZOFORMY ADIPONEKTINU A ICH ODLISNE BILOGICKE FUNKCIE

Stcasné in vitro atakisto in vivo Stadie potvrdzuju, ze HMW (high molecular weight)
oligomér je hlavnou aktivhou formou, ktord sprostredkiiva pocetné metabolické ucinky
v peceni. Tuto ulohu potvrdzuje aj selektivne zvysenie HMW adiponektinu po liecbe TZD
(thiazolidinedione), ktorymi sa lie¢i cukrovka typu II (Pajvani a kol., 2004). Znizuje napriklad
hyperglykémiu u diabetickych mysi inhibiciou produkcie glukozy, priCom neskrateny
rekombinantny adiponektin produkovany baktériami, ktory nemd schopnost’ tvorit HMW
oligomér, nema takrmer Ziadny ucinok na znizenie hyperglykémie (Berg akol., 2001).
Intravendzne podanie HMW adiponektinu mysi postradajucej adiponektin viedlo k zniZeniu
hladiny glukézy v sére, hexamér adiponektinu vSak tento ucinok nesprostredkoval (Pajvani
a kol., 2004). Takisto u diabetickych mysi akttne podanie rekombinantného adiponektinu
obohateného o HMW oligoméry znacne =zvySilo aktivitu AMPK (proteinovd kindza
aktivovana adenozin monofosfitom) v peceni a dlhodobé podédvanie viedlo k zmierneniu
hyperglykémie a inzulinovej rezistencie. Ovel'a miernejsie u€inky boli pozorované po podani
rekombinantného adiponektinu so znizenym obsahom HMW oligoméru a ziadne ucinky sa
neprejavili u adiponektinu bez obsahu HMW oligomérov (Wang a kol., 2006).

Odlisné formy adiponektinu takisto aktivuji roézne signdlne drdhy vo svale. HMW
a hexamérne izofomy adiponektinu aktivuju NF-xB (jadrovy faktor B), na rozdiel od triméru,
ktory vyvolava fosforylaciu AMPKa podjednotky (Tsao a kol., 2003).

U obéznych mysi st hladiny triméru a hexaméru v mozgomiechovom moku zvySené
v porovnani s chudymi mySami. Intracerebroventrikularne podanie hexamérneho
adiponektinu navyse spiista AMPK signalnu drahu v hypotalame, v désledku ¢oho sa zvySuje
prijem potravy u mysi a znizuje s vydaj energie (Kubota a kol., 2007). HMW adiponectin
v mozgomiechovom moku nie je pritomny, pretoze jeho velkost mu neumoziuje prejst’ cez
hematoencefalicku bariéru.

V cievach bol potvrdeny priaznivy vplyv triméru, hexaméru aj HMW formy adiponektinu na
produkciu oxidu dusnatého, potlacenie oxidativneho stresu a tvorby zapalu spdsobenymi
hyperglykémiou (Ouedraogo a kol., 2006). Apoptézu endotelovych buniek potla¢a iba HMW
izoforma (Kobayashi akol.,, 2004). Trimér inhibuje uvolfiovanie IL-6 (interleukin)
a stimuluje sekréciu IL-10 z monocytov, naopak HMW podporuje uvoltiovanie IL-6 z
monocytov (Neumeier a kol., 2006). Tri izoformy adiponektinu viazu s rozli¢nou afinitou aj
rastové faktory podielajuce sa na vzniku ateroskler6zy a tym prispievaju k jej znizeniu (Wang
a kol., 2005).

Bub a kol. (20006) zistili, Ze zastavenie bunkového rastu v nadore prostaty je sprostredkované
vyhradne HMW formou adiponektinu. Naopak obohatenie adiponektinu o rézne izoformy



sposobilo indukciu apoptdzy a potlacenie rastu buniek nadoru prsnika v rovnakej miere, nebol
teda zaznamenany odliSny vplyv tychto izoforiem (Korner a kol., 2007).

Z doterajsich stadii vyplyva, ze adiponektin mé vplyv na Siroké spektrum funkcii v r6znych
tkanivach. Spdsob a miera akou tieto funkcie ovplyviiuje zavisi od jeho oligomérnej formy.
Stadie vplyvu rozliénych oligomérnych foriem adiponektinu na preimplantaény vyvin zatial
eSte neboli publikované, ale da sa predpokladat’, Ze ich vplyv méze byt odlisny.
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DETEKCIA REZISTENCIE PARAZITOV OVIEC REZISTENTNYCH NA
IVERMEKTINY

Dolinska M.

Parazitologicky ustav, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Parazitdzy hospodarskych zvierat negativne vplyvaji na zdravotny stav oviec. V sti¢asnosti sa
proti parazitom pouzivaju Sirokospektralne antihelmintikd, voci ktorym sa uz vyvinula
rezistencia. Cielom tejto prace bolo zistit moznosti vyuzitia in vitro testu vyvinu lariev na
detekciu rezistencie voci makrocyklickym laktonom. V praci sme pouzili dva citlivé a Styri
rezistentné izolaty gastrointestinalneho parazita Haemonchus contortus. Vysledky testu boli
analyzované pomocou logitsového regresného modelu. Zo ziskanych hodnét LDsy/LDgg boli
uréené faktory rezistencie, ktorych rozsah bol vrozmedzi od 0,68 do 60,95 pri pouziti
roznych derivatov ivermektinu. Najvacsi rozdiel medzi citlivymi a rezistentnymi izolatmi sme
ziskali pri pouziti ivermektin aglykénu. Zaverom mozno povedat, ze test vyvinu lariev je
vhodnou, citlivou a spolahlivou metdodou na detekciu rezistencie voci makrocyklickym
laktonom.

UvOoD

Chov oviec na Slovensku sa povaZuje za najstarSie odvetvie Zivo¢isnej vyroby. V poslednych
rokoch sa pocty oviec zvySuju vzhl'adom na ich produkéni ale aj krajinotvorna funkciu bez
negativnych dopadov na Zivotné prostredie. Zdravotny stav oviec ovplyviiuje viacero faktorov
medzi ktoré patria aj ochorenia parazitarneho povodu, ktoré mézu spdsobit’ az ekonomické
straty. Na terapiu aprevenciu parazitdrnych ochoreni pouzivame Sirokospektralne
antihelmintika. Doposial’ st zname tri skupiny antihelmintik — benzimidazoly, imidazotiazoly
a makrocyklické laktony, voci ktorym sa vyvinula rezistencia ato hlavne v krajinach
s rozvinutym chovom hospodarskych zvierat. Rezistencia je definovana ako schopnost’
parazitov prezit' doporucent déavku lieciva, aj ked’ povodne boli na dané lieCivo citlivé.
Rezistencia je dedi¢na (Sangster, 1999). Na Slovensku sa prvy krat zistoval vyskyt
rezistencie parazitov v rokoch 1991 — 1993. Pri tomto prieskume bola zistena rezistencia voci
benzimidazolovym antihelmintikdm v 8% zo 77 vysetrenych fariem (Prasli¢ka a kol., 1994).
V rokoch 2003 - 2004 Cerianska a kol. (2006) detegovali rezistenciu vo¢i benzimidazolom
v 3,7% z 27 vySetrenych fariem a rezistenciu voci ivermektinu v 23,1% z26 vySetrenych
fariem.

Na detekciu rezistencie voci antihelmintikdm sa pouzivaju in vivo a in vitro testy. Rastlci
vyznam antihelmintickej rezistencie viedol k zvySenej potrebe Standardizovanych
a spol'ahlivych detekénych metod (Coles a kol., 1992). In vivo testy su cenovo drahsie, asovo
naro¢nejsie a niekedy charakterizované nizkou preukazatelnostou vysledkov (Varady a Corba,
1999). Na detekciu rezistencie vo¢i makrocyklickym laktonom sa najCastejSie pouzivaju
nasledovné in vitro testy: test vyvinu lariev, modifikovany test migracie lariev, test inhibicie
prijmu potravy, test paralyzy lariev atest pohyblivosti lariev. Nevyhodou vicsiny tychto
testov je, ze vzhl'adom na nizku citlivost nedokézu presne diagnostikovat’ rezistentnu Cast’
populacie parazitov. Nasou tlohou bolo preto vybrat’ najcitlivejSiu a najspolahlivej$iu metddu
na detekciu rezistencie vo¢i makrocyklickym laktonom. Na zaklade naSich predchadzajucich
skusenosti je takouto metddou test vyvinu lariev.
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MATERIAL A METODIKA

Na prevedenie in vitro testu vyvinu lariev je potrebna izoldcia vajicok z trusu zvierat. Vzorky
trusu oviec sme premyvali cez tri na seba ulozené sita s réznym priemerom 6k — 250, 100 a 25
um. Vajicka helmintov, ktoré sa koncentrovali na najspodnejSom site sme splachli vodou do
kadicky anechali sedimentovat. Nasledne sme sediment preniesli do skumaviek. Po
centrifugécii sme opdt odstranili supernatant a sediment sme zmieSali spolu s flotacnym
sol'nym/cukrovym roztokom. Skimavky sme uzatvorili vrchnacikmi a po naslednej
centrifugécii sa ndm na vnutorné Casti vrchnédkov vyflotovali vajicka helmintov. Zachytené
vajicka sme splachli vodou do kadicky, urcili pocet a pouzili v in vitro teste.

V teste vyvinu lariev sme pouzili 12 koncentracii lieiv ivermektinu, eprinomektinu
a ivermektin aglykonu, deionizovanti vodu, vyzivné médium a suspenziu vajicok. Test bol
vykonany v 96 — jamkovych platni¢kach. V kontrolnych jamkéch bol namiesto lie¢iva pouzity
dimetylsulfoxid. Platni¢ky sme inkubovali 7 dni pri teplote 27 °C. Tento proces bol ukonceny
pridanim jodu do kazdej jamky. Nésledne sa urcil pocet vajicok, lariev L., II. a IIl. Stadia
v kazdej z 12 koncentracii lieciva, ako aj v kontrolnych jamkach. Pomocou logaritmického-
kocentraéného logitsového modelu (Waller akol.,, 1985) sme wurcili hodnotu LDsy
( koncentracia antihelmintika, ktord zabrani vyvinu 50% lariev do treticho infekéného Stadia)
a hodnotu LDyy (koncentracia antihelmintika, ktord zabrani vyvinu 99% lariev do treticho
infekéného §tadia). Porovnanim hodndt LDsy / LDgg rezistentného a hodndét LDsy / LDgg
citlivého kmena sme urcili faktory rezistencie. Tato hodnota ndm vyjadruje kolkokrat je
hodnota rezistentného izolatu vaésia v porovnani s hodnotou zistenou pri citlivom izolate.

VYSLEDKY A DISKUSIA
V tabulke 1, 2 a 3 uvadzame priemerné hodnoty LDsy/LDgy pre citlivé a rezistentné izolaty
ziskané po inkubdcii v roznych derivatoch ivermektinu. V tabul’ke 4 st uvedené porovnania
(faktor rezistencie) rezistentnych a citlivych izolatov parazita Haemonchus contortus.
Z dosiahnutych vysledkov je evidentné, ze najvicsie rozdiely medzi izolatmi sme ziskali pri
pouziti ivermektin aglykonu.

Tab. 1 Aritmeticky priemer = SD hodnoty LDso/LDgg pre citlivé a rezistentné izolaty ziskané
pri LDT, liec¢ivo - IVERMEKTIN

kmeii LDsy(pg.ml™) CV (%) LDgo(pg.ml™) CV (%)
+SD + SD

Citlivé izolaty

McMaster 2,322 £1,120 48,22 7,743 £ 4,941 63,82

ISE 2,363 £ 0,827 20,30 15,59 + 14,82 95,10

Rezistentné

izolaty

MOX 9,120 + 5,064 55,52 46,54 + 32,14 69,07

CAVR 4,410 + 3,877 97,91 14,44 +1 3,97 96,75

ISE — SEL. 9,220 £8,110 97,96 26,80 £27,94 104,27

ISE — SEL. L. 17,94 £+ 6,099 34,01 110,2 + 75,19 68,25
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Tab. 2 Aritmeticky priemer = SD hodnoty LDso/LDgg pre citlivé a rezistentné izolaty ziskané

pri LDT, lie¢ivo — IVERMEKTIN AGLYKON

kmeii LDso(pg.ml™) CV (%) LDyo(pg.ml™) CV (%)
+SD +SD

Citlivé izolaty

McMaster 0,941 +0,518 55,07 2,492 + 1,023 41,07

ISE 0,697 0,141 20,30 7,655+ 7,57 98,76

Rezistentné

izolaty

MOX 0,642 +0,131 20,41 7,435 + 6,385 85,87

CAVR 7,188 2,779 39,66 104,1 = 103,5 99,42

ISE — SEL. 15,17 £ 9,028 59,49 73,03 £ 30,0 41,08

ISE— SEL. L. 16,70 + 2,35 14,10 151,9 £ 159,7 105,09

Tab. 3 Aritmeticky priemer = SD hodnoty LDs¢/LDgg pre citlivé a rezistentné izolaty ziskané
pri LDT, lie¢ivo— EPRINOMEKTIN

kmeii LDsy(pg.ml™) CV (%) LDyo(pg.ml™) CV (%)
+ SD +SD
Citlivé izolaty
McMaster 0,787 £ 0,380 48,27 3,638 £2,050 56,36
ISE 0,802 + 0,059 7,4 8,225+ 7,265 88,33
Rezistentné
izolaty
MOX 1,17+0,138 11,87 24,34 + 23,63 97,08
CAVR 4,206 + 0,886 21,9 40,34 +£31,47 78,00
ISE — SEL. 9,192 + 3,479 37,85 34,66 + 21,01 60,61
ISE — SEL. L. 12,66 + 0,654 5,17 41,27 +21,43 51,93
Tab. 4 Faktory rezistencie r6znych kmenov parazita Haemonchus contortus
ivermektin ivermektin aglykon eprinomektin

kmen RF50 RF 99 RF50 RF 99 RF50 RF 99
MOX/McM 3,92 6,01 0,68 2,98 1,48 6,69
CAVR/McM 1,89 1,86 7,63 41,77 5,34 11,08
ISE-S/McM 3,97 3,46 16,12 29,30 11,68 9,53
ISE-S- 7,72 14,23 17,7 60,95 16,09 11,54
L/McM
MOX/ISE 3,85 2,98 0,92 0,97 1,45 2,95
CAVR/ISE 1,86 0,92 10,31 13,58 5,24 4,9
ISE-S/ISE 3.9 1,71 21,76 9,54 11,46 4,21
ISE-S-L/ISE 7,89 7,06 23,95 19,84 15,78 5,02
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Vicsina z testov, ktoré sa pouzivaju na detekciu rezistencie na ML porovnava paralyzu
rezistentnych a citlivych populacii pretoze tieto lieCivd sposobuju paralyzu pazerdka
nematodov (Geary akol., 1993) a maju tiez paralyzujici U¢inok na somaticki svalovinu
tychto parazitov (Gill a kol., 1991). Udaje z doteraz publikovanych prac viak poukazuji na
nizke hodnoty faktora rezistencie (2-4) pri porovnani rezistentnych a citlivych parazitov.
Nami ziskané vysledky poukazuji na skutocnost, ze pri inkubécii parazitov v réznych
derivatoch ivermektinu (ivermektin aglykon, eprinomektin) sa signifikantne zvysi citlivost’
testov, o umozni nielen potvrdit’ rezistenciu, ale aj urcit’ po€iatocntl fazu nastupu rezistencie
u parazitov v terénnych podmienkach. Zistili sme, ze pri pouziti ivermektin aglykoénu bol
faktor rezistencie v rozmedzi od 7,6 do 60,9. Vo vSeobecnosti mozno povedat’, Ze ¢im vyssi je
faktor rezistencie, tym je testovand metdda spolahlivejsia a citlivejSia z pohladu detekcie
rezistentnej Casti populdcie. Preto mdézeme tito metddu povazovat za spolahliva a citliva
nielen v laboratéornych podmienkach, ale aj pri terénnej diagnostike rezistencie.

Na zaklade dosiahnutych vysledkov povazujeme test vyvinu lariev za vhodny pre detekciu
rezistencie vo¢i ML aplanujeme ho zahrnit do monitoringu zistovania prevalencie
rezistencie na Slovensku.
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VYSKYT VIRULENTNYCH FAKTOROV U ROZNYCH FYLOGENETICKYCH
SKUPIN HYDINOVYCH ESCHERICHIA COLI

Drugdova Z.

Ustav fyziol6gie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om nasho vyskumu bolo odhalenie pritomnosti virulentnych faktorov u hydinovych
E.coli kmenov izolovanych v priebehu jedného roku z kuracieho mésa a fekalii brojlerov pred
porazkou a nasledne zaclenenie kmenov E.coli do jednotlivych fylogenetickych skupin.
Vysetrili sme sto izolatov E.coli metodikou polymerazovej retazovej reakcie (PCR)
s vyuzitim primerov virulentnych génov iutA, iss, cvaC, tsh, papC, kpsil, ibeA. Kmene sme
zatriedili do Styroch fylogenetickych skupin pomocou Clermontovej metodiky a stanovili sme
percentualny vyskyt virulentnych faktorov u komenzalov a patogénov. Vykonali sme tiez
serotypizdciu pomocou monovalentnych a polyvalentnych antisér. Virulentné gény sa
vyskytovali podstatne cCastejSie u masovych izolatov ako u fekalnych izolatov zdravych
brojlerov. Najvicsi vyskyt vykazoval gén iss a najmensi ibe4 u oboch skupin. Fylogeneticka
typizacia ukazala, ze vSetky fekélne izolaty patrili do patogénnej skupiny D a B2, zatial’ ¢o
polovica médsovych izolatov patrila do komenzalnych skupin A a Bl, pricom B2 bola
skupinou s najvacsim vyskytom virulentnych faktorov vobec. Nepreukéazala sa jasna korelacia
medzi vyskytom virulentnych faktorov a fylogenetickymi skupinami. Serotypizacia
preukazala, ze vacsina kmenov patrila do patogénneho sérotypu O78.

UvOoD

So zavedenim syst¢émov manazmentu kvality v hydindrskych zavodoch sa zvySuju
poziadavky na mikrobiologicki analyzu fekdlnej a environmentilnej kontamindcie pri
pordzke hydiny. Baktérie z Criev kuracich brojlerov moézu byt transferované do misovych
produktov, ¢o vedie ku fekalnej kontamindcii pocas roznych faz porazkového procesu
anédsledného spracovania zvierata. Pritomnost’ Escherichie coli ako indikatorového
organizmu indikuje nielen zlu hygienu, ale sama o sebe moze byt patogénna. Avidrne
patogénne E.coli (APEC) su zname ako nositelia vel'kého poctu virulentnych faktorov ako
iutA, iss, cvaC, tsh, papC, kpsll, ibeA. (Delicato a kol., 2003). Rodriguez-Siek (Rodriguez-
Siek a kol., 2005) odhalil, ze uropatogénne E.coli (UPEC) a APEC maji podobnosti v ich
séroskupinach, virulentnych genotypoch a v prislusnosti ku fylogenetickym skupinam, o
podporuje hypotézu, Ze hydina méze byt nositel'om E.coli spésobujiicej humanne urindrne
ochorenia. V odhade kvality potravin je odporucand kvantifikicia poctu E.coli buniek, ale
nevyhnutny je aj odhad pritomnosti virulentnych faktorov.

MATERIAL A METODIKA

V priebehu jedného roku sme vySetrili 175 kmenov E.coli . Tampony z povrchu mésa
mrazenych kurciat zo slovenskych supermarketov a rektdlne tampony z brojlerovych fariem
boli resuscitované v peptonovej vode (Oxoid, Basingstoke, United Kingdom) a nao¢kované
na McConkey agar (Oxoid). Nasledne sme vybrali 28 mésovych a 72 rektalnych kmeiov,
pri¢om identifikaciu sme previedli za pomoci agaru podla Hajna (Imuna, Sari$ské Michal’any,
Slovensko), Uriselect agaru (Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA) a Entero testu
24 (Pliva-Lachema, Brno, Ceska republika). Serotypizaciu sme vykonali u9 mésovych
kmenov aglutiniciu  pomocou polyvalentnych Anti-Coli A (01,02, 0O18,078)
a monovalentnych O78, O1 a O2 antisér (Sifin, Berlin, Nemecko). Skrining izolatov E.coli na
pritomnost APEC virulentnych génov sme vykonali pomocou poymerazovej retazovej
reakcie (PCR) amplifikaciou iutA — receptoru pre aerobaktin (annealingova teplota 63°C,
amplikonova velkost 300bp), cvaC kolicinu V (63°C , 680bp), kpsll — kapsularnej
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polysialicovej kyseliny (63°C, 272bp) (Johnson a kol., 2000), iss — séra zvySené¢ho prezivania
(61°C, 760bp), tsh — teplotne senzitivneho hemaglutininu (55°C, 620bp) (Dozois a kol., 2000),
papC — P fimbridlneho adhezinu (65°C, 328bp) (Le Bouguenec akol., 1992), ibed —
invazivneho faktoru spdsobujuceho neonatilnu meningitidu (55°C, 814bp) (Moulin-
Schouleur a kol., 2006). Kmene E.coli boli pridelené do fylogenetickych skupin A, B1, B2, D
(Clermont a kol., 2000) na ziklade PCR s pouzitim primerov ChuA , YjaA a TspE4C2
(annealingova teplota 59°C,amplikony velkosti 279bp, 211bp, 152bp). PCR bola prevedena
v celkovom objeme 25 pl, pricom obsahovala 1 p DNA vzorky, obidva primery po 20 pmol,
styri deoxynukleotidové trifosfaty kazdy po 200 pmol-I"!, PCR pufor, 1.5 mmol-I" MgCl,, a
1U platinovej Taq DNA polymerazy (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). Teplotny
program pozostaval z dentarudcie pri 94°C na 5 minat, 30 cyklov pri 94°C na 1 minutu,
z annealingove;j teploty Specifickej pre kazdy primer na 1 minttu a z 74°C teploty na zaver po
dobu 1 minuty vtermocykleri MJ Mini (Bio-Rad Laboratories). Amplifikované DNA
fragmenty boli separované na 1% agar6zovom géli a farbené s Gold View farbivom na
nukleové kyseliny (SBS Genetech, Beijing, Cina). Ako $tandard molekularnej hmotnosti sme
pouzili 100bp ladder (Invitrogen).

VYSLEDKY A DISKUSIA
U masovych izolatov sme zaznamenali vyrazne CastejSie vyskyt piatich virulentnych génov
iutA, iss, cvaC, tsh a papC ako u fekalnych izolatov E.coli (Tab.1).

Tab. 1 Frekvencia virulentnych génov u 72 fekélnych a 28 misovych izolatov (Drugdova a
kol., 2010)

Virulentné faktory | Fekdlne E.coli | Mésové E.coli
iss 39/72 (54.1%) | 20/28 (71.4%)
utA 54/72 (75%) 25/28 (89.2%)
cvaC 15/72 (20.8%) | 12/28 (42.8%)
tsh 15/72 (20.8%) | 16/28 (57.4%)
papC 12/72 (16.6%) | 8/28 (28.5%)
kpsll 27/72 (37.5%) | 8/28 (28.5%)
ibeA 6/72 (8.3%) 3/28 (10.7%)

Typicky APEC patotyp obsahuje rozne gény kodujuce Fe transportéri, ako irp2, fyud, iutA,
iroN a sitA ako aj plazmidové gény, vratane cvi/cvaC, tsh a iss (Rodriguez-Siek a kol., 2005).
Takisto pap gény, kddujtiice P fimbrie boli ovela CastejSie pozorované u APEC kmenov ako u
fekalnych kmenov. Vel'mi rozSirenou c¢rtou avidrnych E.coli kmenov je ich rezistencia na
sérum (iss), ¢im sa odliSuju virulentné od nevirulentnych (Foley a kol., 2000). Virulentné
E.coli samozrejme ale nemusia byt typické patogény. Vlastnosti nasich mésovych izolatov
jasne korelujit  z predoSlymi zisteniami, kedze polovica kménov boli komenzali
s virulentnymi faktormi. Fylogeneticka typizacia ukéazala, ze vSetky fekdlne izolaty zdravych
brojlerov patrili do patogénnej skupiny D (62.5%) a B2 (37.5%), zatial’ co 53% méisovych
kmenov patrilo do komenzalnych fylogenetickych skupin A a B1. N&§ vyskum vSak
poukazuje na to, ze izolaty z fylogenetickych skupin A a B1 mézu mat’ virulentné profily
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podobné B2 izolatom (Tab.2). Ako vidno v tabulke 2, iutA, iss a tsh sa vyskytuji rovnako u
komenzalov ako aj u patogénov. Kps a ibeA sa naopak CastejSie vyskytuju u patogénov, zatial’
¢o cvaC dominuje u komenzélov. Z tychto zisteni teda vyplyva, Ze sme nezaznamenali jasnu
korelaciu medzi fylogenetickymi skupinami a vyskytom virulentnych faktorov. Po vykonani
serotypizacie 9 misovych kmenov patrilo do patogénneho sérotypu O78. APEC teda
pravdepodobne sluzia ako rezervoar virulentnych génov pre huméanne ExPEC. U naSich
slovenskych hydinovych vzoriek sme u E.coli objavili virulentné gény pribuzné aviarnym
patogénnym, alebo humannym uropatogénnym E.coli. Predavané potraviny moédzu byt
dodlezitym nositel'om rozsirujicim virulentné E.coli , ako aj Campylobacter jejuni (Josefsen a
kol., 2004) a Salmonella enterica (Krascenicsova a kol., 2006), ktoré mdézu predstavovat
novu skupinu medicinsky vyznamnych patogénov potravinového povodu.

Tab.2 Distribtcia virulentnych génov a fylogenetické skupiny u 28 hydinovych mésovych
E.coli kmenov (Drugdové a kol., 2010).

Virulentné faktory

Pocet Komenzaly/pocet kmetiov Patogény/pocet
kmenov kmenov
ziadny 1 Skupina A/l
lut 1 Skupina A/l
kps, pap 1 Skupina B2/1
iut, iss 3 Skupina A/1  Skupina B/I1 Skupina B2/1
iut, tsh 1 Skupina B2/1
iut, ibe 2 Skupina B2/2
kps, tsh 1 Skupina A/l
iut, iss, cva 2 Skupina A/2
iut, cva, tsh, pap 1 Skupina A/l
iut, iss, kps 2 Skupina B2/2
iut, iss, cva, tsh 3 Skupina A/2 Skupina B2/1
iut, iss, kps, tsh 3 Skupina B2/3
iut,iss,kps, tsh, ibe 1 Skupina B2/1
iut, iss, cva, tsh, pap | 6 Skupina B1/5 Skupina B2/1
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COLV PLAZMIDOM KODOVANA REZISTENCIA NA ORTUT V ESCHERICHIA
COLI POPULACII POCHADZAJUCEJ Z FAECES PRASIAT

Fecskeova L.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Izoloval sa a Ciastocne charakterizoval novy typ ColV plazmidu, oznaceny ako pColV-FI1.
Okrem rezistencie na tetracyklin, produkcie kolicinov, determinantov sprostredkujucich
vlastny prenos a niekol’ko dalSich vlastnosti prispievajicich k patogenite, ktoré sa bezne
nachddzaji na ColV plazmidoch, tento plazmid obsahuje aj merA génom koédovanu
rezistenciu na ortut’, pravdepodobne spojent s génovym elementom patriacim do IS66 rodiny,
doteraz u ColV plazmidov nepozorovanu. Vyskyt ColV plazmidom kodovanej rezistencie na
ortut’ sa Studoval v populacii E. coli zhnackujucich prasiat, kde napriek rozsiahlemu
roz$ireniu pColV-F1 podobnych plazmidov, prenosna rezistencia na ortut’ sa vyskytovala len
vynimocne.

UvOD

Napriek tomu, Ze baktérie Escherichia coli s beznou stcast’ou normalnej mikroflory zvierat
a Cloveka, niektoré patogénne kmene vyvolavaji zadvazné ochorenia. Vo velkej miere st vSak
za ich patogenitu zodpovedné mobilné génové elementy kodujuce rozne faktory virulencie.
Typickymi predstavitelmi takychto elementov su tzv. ColV plazmidy, ktoré tvoria
heterogénnu skupinu velkych, konjugativnych plazmidov patriacich do IncFI skupiny
inkompatibility (Waters aCrosa, 1991). Boli najdene prevazne v patogénnych
enterobaktériach a prave preto sa dlho spéjali s patogenitou E. coli, iked samotna
kolicinogenita k tejto vlastnosti neprispieva. Namiesto toho vSak ColV plazmidy ¢asto kdéduju
Sirokt Skalu réznych determinantov zvySujuicich patogenitu hostitel'skej baktérie. Rozsiahly
vyskyt tychto génov virulencie bol popisany aj u E. coli izolatov pochadzajicich z hydiny
(Drugdova akol., 2010). Tieto gény resp. skupiny génov sa Casto nachadzaji v spojeni
s roznymi mobilnymi génovymi elementami l'ahko pristupnymi v procese horizontalneho
Sirenia a predstavujucimi akési evoluéné medziStadium pri vytvarani chromozomalnych
ostrovov patogenity (tzv. PAIL, pathogenity island) (Johnson a kol., 2006).

Plazmid pColV-F1, pravdepodobne zodpovedny za Sirenie tetracyklinovej rezistencie v E.
coli populacii v traviacom trakte ovce (Malik akol., 2005), bol izolovany a ¢iasto¢ne
charakterizovany na naSom ustave. Je to velky, konjugativny plazmid patriaci do IncFI
skupiny inkompatibility, ktory napriek svojej velkosti nepredstavuje prakticky ziadnu
pridavni metabolicka zataz pre hostitel'sk(i baktériu. Dal§imi analyzami sa odhalilo, Ze
obsahuje niekol'’ko molekularnych determinantov, ktoré by potencialne mohli byt zodpovedné
za kompenzaciu metabolickej zat'aze. Predpokladame, Ze st to predovsetkym tvorba kolicinu
V, ktora zvyhodiiuje prezivanie hostitel'a v jeho prirodzenom prostredi.

V tejto praci sme pokraCovali v charakterizacii tohto nového ¢lena ColV rodiny a zistovali
sme rozsirenie podobnych plazmidov v patogénnej E. coli populacii pochadzajicej z Criev
prasiat.

MATERIAL A METODY

Kultivacia baktérii a izoldacia DNA. V praci sme pouzili divoké kmene E. coli pochadzajice
z faeces hnackujucich prasiat a transkonjuganty divokych kmenov a laboratérneho kmena E.
coli DH50. VSetky kmene boli kultivované v LB médiu pri 37 °C s pridavkom antibiotik
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v koncentracii 16 pg/ml tetracyklinu a 100 pg/ml nalidixinu. Totdlna DNA bola izolovana
metdédou podl'a Pospiecha a Neumanna (1995). Plazmidova DNA bola izolovana alkalickou
lyzou.

Konjugativny prenos. No¢nu kulttru tetracyklin rezistentnych donorovych kmenov a nalidixin
rezistentného recipientného laboratérneho kmenia DHSa sme zmieSali v pomere 1:1 (cfu)
a vysiali na agarové LB platne. Po 5 hodinovej kultivécii pri 37°C sme platne zmyli 5 ml LB
média a desatinnym riedenim sme vysiali na LB platne s obsahom hore uvedenych antibiotik
a kultivovali sme pri 37 °C po dobu 16 hod.

Polymerazova retazova reakcia. Ako templat v PCR reakciach sme pouzili 1-2 ng totélnej
DNA. PCR reakcie boli vykonavané v termocykléry Techne Thermal Cycler (Promega, USA).
Sekvencie pouzitych primérov, teploty annealingu a velkosti o¢akdvanych amplikonov sa
uvedené v tabulke 1. Pouzity program bol nasledujuici: po iniciacnej denaturacii (94°C 3 min)
nasledovalo 35 cyklov s parametrami 94 °C 1 min, t annealingu®* 1 min, 72 °C 1 min a
ukoncena finalnou extenziou pri 72 °C 10 min.

Tab. 1. Popis, sekvencia pouzitych primérov a teploty pouzité pri annealingu

Primér/gén sekvencie primérov Teplota annealingu® | velkost amplikénu
(5°=3%) () (bp)
tetB F ctcagtattccaagcgtttg 55 430
R ctaagcacttgtctcctgtt
cvaB F tccggtataaggctegtgea 56 602
R tgcctctctgaccagttttcttc
iss F cagcaacccgaaccacttgatg 62 329
R agcattgccagagcggcagaa
iucA F atgagaatcattattgacataatt 47 1478
R ctcacgggtgaaaatatttt
iutA F ggctggacatcatgggaactgg 62 301
R cgtcgggaacgggtagaatcg
IS66 tmp F agccgcetcggaaaaagtcte 57,5 734
R tgcggatggatgcecttttct
merA F accatcggcggcacctgegt 64 1237
R accatcgtcaggtaggggaaca
merA — 1S66tnp kombinacie merA a 65 ?
1S66tnp primérov
VYSLEDKY A DISKUSIA

V predchéadzajucich précach sa identifikoval velky, konjugativny ColV plazmid prendsajuci
tetracyklinovih (Tc) rezistenciu. Zistilo sa, Ze obsahuje gén pre transpondzu (tnp)
nachddzajiceho sa na genetickom mobilnom elemente rodiny IS66. Vyskyt kompletného mer
operonu kodujuceho rezistenciu voci ortuti v spojeny s touto rodinou mobilnych elementov
u enterobaktérii bol uz v minulosti dokumentovany (Mindlin a kol., 2005), avSak nie v spojeni
s ColV plazmidom. Potencialna pritomnost’ prenosného determinantu rezistencie na ortut’
bola potvrdena na LB agarovych platniach s obsahom HgCl,, kde transkonjuganty prezivali aj
pri vyssej koncentracie ortuti v porovnani s laboratérnym recipientnym kmeniom. Nasledne
PCR amplifikaciou sa potvrdila pritomnost’ 1200 bp tGseku merA génu. Kolokalizaciu génu
pre transpondzu inzerénej sekvencie IS66 a merA génu sa ndm pomocou PCR reakcie nateraz
nepodarilo dokézat’.
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V dalsich krokoch sme pokracovali s Tc-rezistentnymi, patogénnymi E. coli izolatmi z faeces
hnackujicich prasiat. Zamerali sme sa na variabilitu vyskytu niektorych vlastnosti plazmidu
pColV-F1 vspojeni s prenosnou Tc rezistenciou a rezistenciou voci ortuti. Zo 16 Tc
rezistentnych izoldtov bola tato rezistencia kdédovand tetB génom v 14 pripadoch a
konjugativny prenos tohto génu sme zaznamenali u 11 z nich (Tab. 2). Vo vicSine pripadov
bol tento prenos sprevadzany ziskanim ColV plazmidu, ¢o sme detegovali taktiez pomocou
PCR amplifikacie cvaB génu, jedného zo 4 génov kolicinoveho operonu kédujiceho kolicin
V exportny protein. Vybrané typické faktory virulencie ako napriklad determinant
zodpovedny za zvySené prezivanie v sére (iss) alebo gény kodujice mechanizmus
vychytavania trojmocného Zeleza zo séra (iutA a iucA) boli pritomné priblizne v 50% kmenov.
Pritomnost’ merA génu sa vSak potvrdila v podstatne menSom mnozstve izolatov, ¢i uz
divokych alebo transkonjugantov. Z celkového poctu 6 merA pozitivnych divokych izolatov
(35%) sa javil tento gén prenosny len v 4 pripadoch (23,5%). Kombinaciu prenosného fefB-
merA-cvaB genotypu sme pozorovali len u 17,6% kmenov.

Identifikovali a ¢iastoCne sme charakterizovali novy typ ColV plazmidu (pColV-F1), ktory
koduje aj rezistenciu na ortut’, doteraz u ColV plazmidov nepozorovanu. Stidium frekvencie
vyskytu pColV-F1 podobnych plazmidov a jeho vybranych vlastnosti ukézali, ze kym ColV
plazmidy sa v patogénnych E. coli kmenoch vyskytuju relativne casto; s limitovanou
variabilitou vyskytu faktorov patogenity u jednotlivych kmenoch; pritomnost génov
rezistencie na ortut’ u tychto plazmidov je vSak skor vynimoc¢na.

Tab. 2. Fenotypové a genotypové vlastnosti testovanych divokych kmenov (D) a transkonjugantov (T)

kmen Tc® Hg*® tetB cvaB Iss iucA iutA merA
(fenotyp) (fenotyp)
D T D T D T D T D T D T D T DT
BA + + - - + + + - + + - - + - - -
DEN + NA - NA + NA + NA + NA + NA + NA - NA
HEM + + + + + + + + + + + + + + - -
KE + + - - + + - - - - - - - - - -
KM + + - - + + + + + + + + + + - -
LMK + + - - + + + + + + + + + + - -
NEH + + + + - - + + + + + + + + + +
181 + 4+ + + + + + + + + + + + + + +
201 + 4+ + + + + + + + + - - +/- +/- + +
146 + 4+ + - + + + + + - + - + + + -
192 + NA - NA - NA - NA + NA + NA - NA - NA
351 + 4+ + - + + + + + - + - + + + -
377 + NA + NA + NA - NA - NA - NA + NA - NA
500 + NA - NA + NA + NA + NA + NA + NA - NA
506 + 4+ - - + + + + + - - - + - - -
1652 + + + + + + + + + + + + + + +
Z11 - NA - - - NA + NA - NA - NA - NA - -

NA — neaplikovatel'né
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ABSTRAKT

U Zien v postmenopauzdlnom obdobi je znizend hladina estrogénu jednou z hlavnych pricin
mnohym s vekom spojenych procesov vratane zlého hojenia ran. Z toho dévodu bolo cielom
nasej prace zistit vplyv Specifickej estrogénovej substitucnej terapii (EST) na hojenie
exciznych a inciznych ran na potkanoch in vivo ako aj na diferencialu fibroblastov in vitro. V
praci bola pozorovana vyssia pevnost’ ran u potkanov lieCenych beta agonistom. Len v ranach
lieCenych alfa agonistom bola pozorovand vyrazna diferencidcia fibroblastov na
myofibroblasty ¢o bolo potvrdené aj v naSej in vitro Stadii. Na zdver mézme konstatovat, ze
EST by mala byt aj receptorovo- aj ranovo-Specifickd. Z tohto pohladu tato praca prinasa
nové informacie o EST a m6ze mat’ vyrazny dopad na buducu lieCbu pacientov.

UvOoD

V krajinéch s kvalitnou zdravotnickou starostlivostou sa zvySuje priemerny vek populacie.
U Zien v postmenopauzdlnom obdobi je znizend hladina estrogénu jednou z hlavnych pricin
mnohym s vekom spojenych procesov vratane zlého hojenia ran (Hall et al. 2005).
V predchéadzajicich stadiach bolo preukdzané, ze zeny prijimajuce estrogénovi substitu¢na
liecbu (EST) mali nizsiu incidenciu chronickych ran (Kovacs 2005; Margolis et al. 2002).
Mimoto v Ashcroft a kol. (1999) v klinickej Studii dokazali, ze lokélna aplikacia estrogénov
zlepSuje hojenie koznych ran. V estrogénom liecenej skupine bola popisana signifikantna
redukcia velkosti rany, zvySené mnozstvo kolagénu a zvySend pevnost’ rany. Navyse bolo
dokazané, ze EST znizuje riziko zlomenin, kolorektalneho karcinomu ako aj incidenciu
postmenopauzalnych symptémov (Warren 2004).

Je dobre zname, ze starnutie zdravych Zien je spojené s poklesom hladin transformujiceho
rastového faktora beta 1(TGF-B1). Ashcroft a kol. ukazali, ze estrogén zvySuje produkciu
TGF-B1 koznymi fibroblastami ¢o viedlo k zrychleniu maturdcie rany. V sucasnosti sa vSak
skor predpoklada, Ze jednotlivé podtypy estrogénovych receptorov (ER) hraji r6znu tlohu
v procese hojenia koze Co bolo naznafené v Stadii publikovanej Merlo akol. (2009)
realizovanej na ludskych keratinocytoch. V tejto praci bolo ukézané, Ze agonista ER-a
zvysuje bunkovu proliferaciu a zaroven stimuluje sekréciu TGF-B1, pricom agonista ER-3
sekréciu TGF-B1 neovplyviiuje. Mozno sa domnievat, ze pre zoSité incizne rany cinnost’
myofibroblastov (kontrakcia rany) nie je na rozdiel od ran exciznych rozhodujtica. Na zaklade
uvedeného predpokladu je najdolezitejSou otazkou, na ktoru je potrebné v nasom projekte
odpovedat’ je ¢i ma byt estrogénova substitu¢nad liecba odliSna v zavislosti od typu rany
(excizna vs. incizna) a byt receptorovo-Specificka.

MATERIAL A METODIKA

In vivo

V praci bolo pouzitych 48 samic potkana plemena Sprague-Dawley vo veku 6 mesiacov.
Néhodnym vyberom boli rozdelené do Siestich skupin: C-SO-V — kontrolna falosne
operované liecené nosi¢om, OVX-V — ovariektomizované liecené nosicom, OVX-a —
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ovariektomizované liecené¢ PPT a OVX-B — ovariektomizované liecené DPN.

Tri mesiace pred samotnym pokusom s hojenim ran (Gal et al. 2008), boli potkany zo
vSetkych OVX' skupin ovariektomizované. U potkanov v skupie C-SO-V, boli falosne
operované bez odstranenia ovarii.

Na sledovanie hojenia koZznych ran, boli vSetkym jedincom v pokuse na lavej a pravej
polovici chrbta v celkovej anestézii a za aseptickych podmienok vytvorené 2 paralelné, 40
mm dlhé kozné rany, nasledne suturované intradermdlnym pokracujucim stehom. 1
centimeter nad kazdou ranou bola vytvorena kruhova rana s priemerom 4 mm v celej hrubke
koze.

Zvierata v skupinach OVX-a a OVX- boli liecené (1 krat denne) prisluSnymi modulatormi
ER v davke 1mg/kg subkutanne (Lund et al. 2005; Wegorzewska et al. 2008). Zvieratam v
ostatnych skupinach bol denne v podobnom objeme subkutdnne podavany nosi¢ (1% DMSO).
Zvierata boli utratené éterom po 5 a 10 dnoch od vytvorenie ran. Vzorky ran z chrbta
potkanov boli odobraté za ucelom merania pevnosti ran a histologie. Pevnost’ rany bola
merand na pristroji zhotovenom v nasom laboratériu podla metodiky popisanej v
predchadzajtcej Stadii (Gal et al. 2009). Parafinové rezy z ran boli farbené hematoxilin-
eozinom a Van Giesonom.

Invitro

V in vitro §tadii boli pouzit¢é humdnne dermélne fibroblasty. Bunky boli pestované v
Standardnych médiach a za Standardnych podmienok s nasledovnymi koncetraciami PPT a
DPN: InM, 10nM, 100nM, 1 000nM a 10 000nM.

Imunohistochémia/imunocytochémia

Mrazené rezy z ran a fibroblasty boli imunohistochemicky farbené s nasledovnou
kombindciou protilatok: anti-fibronectin (zeleny kandl), anti-a-smooth muscle actin (Cerveny
kanal) a DAPI (modry kanal). Obraz s jednotlivych fluorescencnich kanalov bol skladany v
programe LUCIA 5.1.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V naSich predoslych Stidiach sme dokézali ze neSpecifickd EST zniZuje pevnost rany a
zaroven zvysSuje formovanie novych ciev v granula¢nom tkanive ovarektomizovanych
potkanov (Gal et al. 2008a). Vo vSeobecnosti je hlavnym rozdielom medzi primarnym a
sekundarnym hojenim rany mnozstvo granula¢ného tkaniva. Kym sa pri primarnom hojeni
tvori len malo, alebo takmer ziadne granula¢né tkanivo pri sekundarnom hojeni dochédza k
podstatne vyraznejSej tvorbe nového tkaniva pricom je potrebnd extenzivna tvorba
granulacného tkaniva (Gal et al. 2008b). Vzhl'adom k tomu Ze estrogénové receptory su
zapojené do odlisnych drah modulujicich hojenie ran, ER-a na rozdiel od ER-B, zvysuje
bunkovt proliferaciu aj cestou sekrécie TGF-B1 (Merlo et al. 2008), existuje tu predpoklad, Ze
pre rozne typy ran sa bude EST liSit. To sa ndm podarilo ¢iasto¢ne potvrdit v nasej
predchadzajtcej 3t[dii, kde sme pozorovali pokles pevnosti, ktory bol sprostredkovany skor
ER-a ako ER-B (Gal et al. 2010).
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Obr. 1: Pevnost’ ran merand po 10 dioch hojenia. NajvysSia pevnost’ namerand v ranach
lieCenych agonistom beta estrogénového receptoru

V tejto praci bola pozorovana vyssia pevnost’ ran u potkanov liecenych beta agonistom
a len v randch liecenych alfa agonistom bola pozorovand vyrazna diferencidcia fibroblastov
na myofibroblasty ¢o bolo potvrdené aj v nasej terajsej in vitro Studii.

C-SO-V OV X-V

Obr. 2: Rany odobraté s potkanov po 10 diloch hojenia. Vyrazna pritomnost’ myofibroblastov
v ranéch liecenych ER-alfa agonistom a minimélna pfitomnost v kontrolach (¢erveny kanal —
farbenie: alfa-smooth muscle actin).

Na zaver mo6zme konStatovat, ze estrogénova suplementacnd terapia by mala byt aj
receptorovo- aj ranovo-Specificka. Z tohto pohladu tato praca prindsa nové informacie o
hormonalnej substitu¢nej terapii a méze mat’ vyrazny dopad na buducu lieCbu pacientov.
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SEZONNE ROZDIELY V KONCENTRACII VZDUSNYCH MIKROORGANIZMOV
A VYSKYT ANTIBIOTIKO - REZISTENTNYCH BAKTERI[ V PROSTREDI
CISTIARNE ODPADOVYCH VOD

Gregova, G.!, Venglovsky, J ! Kmet, V.z, Sasakova, N.!, Lakticova, K.!

'Katedra zivotného prostredia, veterindrnej legislativy a ekonomiky UVLF, KoSice

?Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Uprava odpadovych vod zahftia pouzitie mechanickych, chemickych a biologickych procesov
Cistenia na zabezpeCenie pripustného stupnia znecistenia vypuStanych vod do recipienta.
Pocas tychto Cistiacich procesov dochddza k odstrafiovaniu, inaktivacii patogénov a parazitov,
sucasne sa vSak tieto organizmy mozu dostat’ do vzduchu daného pracovného prostredia a
vytvarat’ nebezpecny bioaerosol (Ondrasovic€ a kol., 1996).

Ciel'om nasej prace bolo zistit’ miesta s najvicSou koncentraciou vzdusnych mikroorganizmov
na identifikdciu zdravotnych rizik v prevadzke Cistiarni odpadovych vod a jej okoli. Pouzitie
pristroja MAS 100 Eco je vtomto pripade velmi vhodné, z dévodu jeho kompaktnosti
a nasledného rychleho spracovania odobratych vzoriek.

Vzhl'adom na vysoku spotrebu antibiotik v humannej aj veterinarnej medicine, je v su¢asnosti
obzvlast’ aktualnou témou zist'ovanie rezistentnych mikroorganizmov v zivotnom prostredi. Je
vel'mi dolezity neustdly vyskum vzniku novych rezistentnych kmenov a nasledné pouzitie
ziskanych vysledkov pri vyvoji novych, t€¢innych farmaceutickych pripravkov boja proti nim.

UuvoD

Bioaeros6l predstavuje rozptyleny biologicky materidl pozostdvajuci z biotickych a
abiotickych zloziek s priemerom 20nm az 100um. Medzi biotické zlozky patria baktérie,
virusy, huby, protozoa a prachové castice, z ktorych je vidcSina usmrcovand v atmosfére.
Abiotické zlozky st mykotoxiny, endotoxiny, anorganicky prach, mftve biotické zlozky a iné
(Cox a Wathes, 1995).

Inhalécia vzduSnych mikroorganizmov v pracovnom prostredi je spojené so Sirokou skalou
zdraviu Skodlivych pdsobeni, ako su infekéné ochorenia (tuberkul6za, legiondrska choroba,
bruceldza, tuberkuldza, Q-horucka, slintacka a krivacka ainé), akutne toxické poOsobenie
(farmarske pltca, syndrom chorych budov, toxicky prasny orgdnovy syndrom a vlhkostna
horucka a iné), alergie, karcinogénne ochorenia a in¢ (Michels, 2001).

Véznou hrozbou pre zdravie I'udi je vznik rezistencie u patogénov spdsobujucich zoondzy.
V pol'nohospodérstve a v huménnej medicine je pouzivanych mnoho podobnych alebo
rovnakych liekov, ¢o by pri vzniku rezistencie mohlo viest’ k ochoreniam s moznymi vaznymi
nasledkami (McEwen a Fedorka-Cray, 2002)

MATERIAL A METODIKA

Na meranie bioaerosolu bol v pokuse pouzity pristroj MAS-100 Eco. Je to vysokovykonny
pristroj, vyuzivajuci princip Andersenovho aeroskopu, ktory nasava vzduch cez perforovanu
platni¢ku. Prud vzduchu s ¢asticami je nasmerovany na Standardnti Petriho misku s & 90 mm,
obsahujucu agar. Po expozicii sa platne dali inkubovat’. Endoagar, mésopepténovy agar pri
teplote 37°C pocas 24 hodin a saboraudov agar pri izbovej teplote pocas 4 dni. Po uplynuti
doby inkubacie boli od¢itané porastené kolonie, nasledne upravené pomocou korekénych
tabuliek a prepo¢itané na m’.

Citlivost (MIC- minimalna inhibi¢nad koncentracia) bolo determinovana kolorimetrickou
mikrodiluénou metdédou podla CLSI prirucky, s pouzZitim ampicillinu, ampicillinu a
sulbactamu, ceftiofuru, ceftriaxonu, ceftazidimu, ceftazidimu a kyseliny klavuldnovej,
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apramycinu, gentamicinu, streptomycinu, neomycinu, spectinomycinu, kyseliny nalidixinovej,
enrofloxacinu, ciprofloxacinu, chloramfenikolu, florfenikolu, tetracyklinu a cotrimoxazolu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V pokuse sme zistovali koncentracie mikroorganizmov v prostredi €istiarne odpadovych vod
pocas celého roka. Vysledky boli dané do suvislosti s relativnou vlhkost'ou vzduchu, teplotou
prostredia a hodnotili sme vplyv tychto fyzikalnych ukazovatel'ov a sezonnych vplyvov na
hladinu vzduS§ného bioaerosolu.

Vysledky zistené pocas leta boli znacne zvySené oproti zimnému obdobiu, ¢o stvisi so
zvySenou hodnotou teploty a znizenim relativnej vlhkosti (tab.1).

Podmienky prostredia vyznamne ovplyviiuju koncentrdciu mikroorganizmov v ovzdusi
Cistiarne. Podl'a Handleyho a Webstera (1995) na prezivanie mikroorganizmov vo vzduchu
vplyvaju hlavne faktory ako teplota, relativna vlhkost,, prudenie vzduchu, ro¢né obdobie, ¢ast’
dna, slne¢né ziarenie, velkost’ Castic a iné

Najvicsia koncentracia mikroorganizmov bola v prvej faze Cistenia odpadovych vod, ¢ize pri
hrubom predcisteni na hradliciach, pri Parshalovom mernom Zzl'abe a pri jemnom predcisteni
na lapacoch piesku a na sitach.

Zvysena vlhkost' vzduchu (v dosledku zvysenej aeracie, mieSania a Spliechania) a dostatok
organickych latok vo vode predstavuju idedlne podmienky pre prezivanie mikroorganizmov

v bioaerosole v tomto prostredi.

Tab.1 Koncentracia mikroorganizmov v bioaerosole v ¢istiarni odpadovych vod

MIESTA ) Hrubé |~ Hrubé | Parshalov| - o | gogiment, | QdVod-
Pritok | predcistenie [ predCistenie | merny . . novanie
MERANIA vis piesku nadrz
(von) (dnu) ZPab kalov
JARNE MERANIE
Teplota 11.5°C 11°C 14°C 13.8°C 11°C 11.6°C 14.6°C
Relativna vlhkost 54% 56.90% 47.70% 57.40% 61.70% 56.70% 49%
CPM (KTJ /m’) 2.15-10° 2.6:10° 5.15-10° 3.35-10° | 3.95-10° 1.0-10° 0.85-10°
KB (KTJ /m®) 1.65-10° 0.2:10° 5.5-10° 1.0-10° 9.8-10° 0 0
Plesne (KTJ /m®) 0.6:10° 0.8:10° 1.8:10° 3.7-10° 2.9-10° 0.8:10° 0.7-10°
LERTNE MERANIE
Teplota 26°C 26.5°C 25°C 26.5°C 24.4°C 27.2°C 25.6°C
Relativna vihkost 40% 45% 43% 45% 45.90% 44.50% 45.60%
CPM (KTJ /m’) 5.35-10° 4-10° 13.7-10° 6:10° 87.5-10° 2.5-10° 8.5-10°
KB (KTJ /m’) 0.45-10° 0 0.8:10° 3.5:10° 17.83-10° 0 0.5:10°
Plesne (KTJ /m®) 34,5-10° 30.7-10° 17.8-10° 44-10° 52-10° 34.1-10° 50-10°
JESENNE MERANIE
Teplota 12.5°C 9.8°C 9.5°C 13.8°C 13.3°C 11.9°C 14.5°C
Relativna vlhkost 59% 61.50% 56.60% 63.40% 64.10% 57.10% 52%
CPM (KTJ /m’) 2.15-10° 2.6:10° 5.15-10° 3.35-10° | 3.95-10° 1.0-10° 0.85-10°
KB (KTJ /m®) 1.65-10° 0.2:10° 5.5-10° 1.0-10° 9.8-10° 0 0
Plesne (KTJ /m®) 0.6:10° 0.8:10° 1.8:10° 3.7-10° 2.9-10° 0.8:10° 0.7-10°
ZIMNE MERANIE
Teplota 0.9°C 0.3°C 3.5°C 1.0°C 0.3°C 1.6°C 3.5°C
Relativna vihkost | 68.20% 71.50% 73.70% 71.90% 80.50% 69.70% 76.90%
CPM (KTJ /m’) 0.72-10° 1.4-10° 7.7-10° 3.6:10° 12.3-10° | 0.65:10° 1.2:10°
KB (KTJ /m’) 0.23-10° 0 2.310° 3.3-10° 7.1-10° 0.1-10° 0.1-10°
Plesne (KTJ /m®) 0.3-10° 0.1-10° 0 0.2:10° 0 0.2:10° 0.2:10°
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Pri sedimenta¢nych, aktivatnych nadrziach apri odvodiovani kalov boli hodnoty
mikroorganizmov niz§ie, ¢o suvisi sich predchadzajucim spracovanim odpadovych vod.
Merania vo vonkajSom prostredi mozu podstatne ovplyvnit’ aj poveternostné podmienky.
Oplinger (2005) zistil, ze sa iba plesne vyskytuji vo vysSej koncentracii v lete, ich
koncentracia bola priblizne osem krat vyssia ako v zime. Tvrdil, Ze koncentracia celkovych
poc¢tov Gram-negativnych baktérii a vzdusnych endotoxinov bola nesignifikantne ovplyvnena
klimatickymi faktormi. Klimatické faktory ovplyviiuja signifikantne iba koncentraciu
vzdusnych plesni. Prezivanie baktérii méze byt spojené s teplotou, vystavenim UV lac¢om,
ochrane zo strany pevnych cCastic a od prudenia.

V miestach s vysSou koncentradciou mikroorganizmov (Parshalov merny zlab, lapa¢ piesku)
boli zistené antibiotiko rezistentné E.coli (Graf 1), a taktiez antibiotiko rezistentna Escherichia
coli s CTX-M1 betalaktamézou.

Graf 1 Hodnota mikroinhibi¢nej koncentracie a percento rezistencie u E. Coli z Cistiarne
odpadovych vod
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Schroeder a kolektiv (2002) testovali 752 I'udskych a zvieracich izolatov E.coli na rezistenciu
k niektorym antibiotikdm. Priblizne polovica z nich bola rezistentnych k jednému alebo
viacerym antibiotikdm vratane penicilinu, sulfonamidu, cephalosporinu, tetracyclinu
a aminoglykozidu.

V pracovhom  prostredi Cistiarne odpadovych v6d je koncentracia  vzdusnych
mikroorganizmov ovplyvnena procesmi Cistenia, pri ktorych dochadza k aerécii,
premiestiiovaniu, tvorbe bublin a Spliechaniu vody (Michels, 2001).

V uzavretych priestoroch cistiarne odpadovych vod so zvysSenou hladinou bioaerosélu
a nedostatoénou vymenou vzduchu je potencidlne vysSSie riziko ohrozenia zdravia
pracovnikov (Seltzer, 1994).

Rezistentné mikroorganizmy vyskytujliice sa v bioaerosole v prostredi Cistiarni odpadovych
vod, mozu znamenat nebezpecCenstvo poskodenia zdravia v dosledku dlhotrvajucich a
vaznych ochoreni s moznostou nasledného zlyhania lie¢by (Travers and Barza, 2002).

Bolo zistené, ze pracovnici Cistiarni maju zvySeny vyskyt ochoreni priamo suvisiacich
s pobytom v prostredi s vysokou koncentraciou mikroorganizmov vo vzduchu, ztoho
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vyplyva, Ze Cistiarne odpadovych vod predstavuji moznu hrozbu pre osoby, ktoré v nich
pracuju, ako aj pre ich blizke okolie (Rogers and Haines, 2005).
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RADIOGRAFICKE URCENIE VELKOSTI SRDCA PLANIMETRICKOU
METODOU VYUZiVAJUCOU VNUTORNE POMERY HRUDNIKA
Griinermelova L., Sevéik A., Palenik L.

Klinika malych zvierat , UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Radiograficky vieme stanovit' velkost srdca odhadom na zaklade skusenosti, orientac¢ne
podl'a poctu interkostalnych priestorov, ktoré zabera srdce, alebo presne metdédou merania
VHS (Vertebral heart score). VHS metoda je zalozend na merani velkosti srdca, ktoru
prirovndva k thorakdlnym stavcov a je vyjadrend Ciselne vo vertebrdlnych jednotkach(v).
Ciel'om prace bolo porovnat’ tri spdsoby merania VHS a ur¢it’ moznosti v§eobecného pouzitia
VHS metdd aj pre neSpecializovanych radiologov (Student 5.r.,1r., a doktorand UVLF). Pri
Statistickom vyhodnoteni troch VHS metod jednocesnou Anovou testom podla Tuckeyho sme
zistili, Ze rozdiel medzi nimi nie je Statisticky vyznamny (p<0,05). Z vysledkov vyplyva, ze
vSetky tri metddy su rovnocenné a je len na rozhodnuti lekara ktor z nich si vyberie.
Porovnanim vysledkov troch Studentov s réznymi skusenostami v oblasti radiologie sme
dospeli k zaveru, Ze tieto metddy si univerzdlne pouzitelné a nezavislé na praktickych
skusenostiach hodnotitel'a. V dne$nej dobe sa stanovenie VHS rutinne vykonava u kazdého
kardiologického pacienta na Klinike malych zvierat UVLF, kvoli jeho jednoduchosti na
prevedenie a interpretacii. Casto krat nahradza slovny popis, vystiznejsie a presnejsie
vyjadruje progresiu prebiehajiiceho ochorenia pri nasobnych vysetreniach. Dalim vyskumom
sa budeme zaoberat’ korelaciou medzi RTG a USG vySetrenim srdca a mekkych tkaniv.

UvOD

Rédiograficky vzhl'ad hrudnika malych zvierat sa lisi v zavislosti od polohy, respiracnej fazy,
plemennej prisluSnosti a telesnej kondicie. Od roku 1968 kedy bolo stanovené pravidlo, ze
velkost’ srdca by nemala byt vdcsia ako 2,5 — 3,5 interkostalneho priestoru, presla radioldgia
prudkym vyvojom. Vertebral Heart Size (vertebralny index velkosti srdca) predstavuje
metddu, ktorda zohladiuje réznu konformaciu hrudnika plemien psov, pouziva presné body
merania, ktoré si anatomicky oddvodnitelné aje jednoduchou pre pouzitie
a interpretaciu(BAVEGEMS,2005). Vertebral heart size /score /scale /system /sum je réznymi
autormi jednotne oznacované skratkou VHS. VHS predstavuje ¢iselné vyjadrenie porovnania
vel'kosti kardidlnej siluety s velkostou a poctom hrudnych stavcov na latero-laterdlnom
rddiograme a meria sa vo vertebrdlnych jednotkdch (v). Vo vSeobecnosti fyziologickym
rozmedzim pre vacSinu plemien psov predstavuje: 9,7 +/- 0,5v (8,7-10,7) a pre macky 7,5 +/-
0,3v (6,9-8,1). Cielom prace bolo porovnat’ tri sposoby merania VHS a urcit moZznosti
vSeobecného pouzitia VHS metod aj pre neSpecializovanych radiolégov (Student 5.r.,1r., a
doktorand UVLF).

MATERIAL A METODIKA

Tato stidia bola prevedend retrospektivne a pribeznou analyzou radiogramov zvierat
vySetrovanych na Klinike malych zvierat UVLF. Ziskané boli pravé alebo l'avé lateralne,
dorzoventralne alebo ventrodorzalne radiogramy od 190 zvierat. Z toho 17 maciek (7 @,
103) a 173 psov (76 @, 978), , ktoré vykazovali akatne ¢&i chronické dychacie tazkosti,
intoleraciu zataze, boli po traume alebo pre operacne na vylifenie metastdz. Na
vyhodnotenie boli pouzité len radiogramy vysokej kvality a bez evidencie roticie tela
zvierata. Z tohto suboru sme pre necitatelnost’ kardialnej siluety spdsobenej eftiziou hrudnika,
rozsiahlymi metastdzami, alebo chybnymi projekciami vylucili 21 raddiogramov. Spdsob
merania srdca sme uskutocnili tromi spdsobmi.
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1. sposob merania velkosti srdca (VHS,)

Prilozime kancelarsky papier A4 na latero-lateralny radiogram hrudnika tak, aby smeroval od
lavého hlavného bronchu po najdistalnejSiu konturu apexu srdca. Namerana vzdialenost
predstavuje dlhu os srdca (LA- long axis) (obr.1,2). Kratku os srdca (SA- short axis)
meriame v najSirSom mieste strednej tretiny srdca a kolmo na LA. DIha os srdca prechadza
lavou predsieiou akomorou, kym kratka os srdca prebiecha pravou alavou
predsieniou(Obr.2,3). Rovnako ako dlhu, tak aj kratku os srdca prenesieme nad hrudné stavce
zaCinajic  kranidlnym okrajom Thy .V pripade, Ze oznalenie kaudalnej vzdialenosti
neprekryva cely stavec, odhadneme tito vzdialenost’ s presnostou 0,1 vertebralnej jednotky
(v). Obidve ziskané ¢iselné hodnoty (pre kratku a dlhi os srdca) s¢itame, ¢im dostaneme
hodnotu vel’kosti srdca vo v (BUCHANAN,BUCHELER,1995).

.lfl e

N 0

Obr.1 Schéma merania VHS Obr.2 Meranie VHS na radiograme

Obr.2 Dlha os srdca(l'ava predsient a komora)  Obr.3 Kratka os srdca(prava a 'ava predsien)

2. sp6sob merania vel’kosti srdca (VHS,)

DIht a kratku os srdca meriame rovnakym spoésobom ako to bolo popisané v sposobe 1., ale
s tym rozdielom, Ze na meranie vzdialenosti sme na miesto papiera pouzili pravitko. Tak sme
ziskali namerané hodnoty pre LA a SA v mm. Kazdu z tychto hodnét sme vydelili dizkou (od
kranialneho okraja Ths po kaudalny okraj medzistavcového disku) Thy stavca v mm. Sucet
tychto hodndt ndam udava vel’kost’ srdca vo v (SPASOJEVIC A KOL., 2007).

3. sp6sob merania velkosti srdca (VHS;)

Rozdiel medzi druhou a tretou metddou je v tom, ze kratka os srdca ma iné referencné body
merania. Kratka os srdca je, merana medzi dorzadlnym a ventralnym ohrani¢enim Sirky vena
cava caudalis. Dodrziavame pravidlo kolmosti na LA. LA a SA nameriame v mm, vydelime
dizkou Thy stavca a s¢itame, ¢im ziskame hodnotu VHS vo v (SPASOJEVIC A KOL., 2007).
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Statistické vyhodnotenie
Udaje boli statisticky vyhodnotené jednocestnou ANOVOU testom podl'a Tuckeyho.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Thorakalna radiografia je jednou znajdostupnejSich metdéd hodnotenia srdca a pluc pre
veterinarnych lekarov. AvSak problémy s interpretaciou stale existuju pri stanoveni zmien
vel'kosti a tvaru kardialnej siluety (DENNYS,HERRTAGE,1995, DARK A KOL.,1996)

Analyza vysetrovannych zvierat

srdce; 40; 21%

zdravy; 86; 45%

dychaci systém;
34; 18%

srdce"a dychaci

systém; 30; 16%

Graf.1 zobrazuje percentudlne a ¢iselné vyjadrenie chorobnosti zvierat

Analyzovali sme radiogramy 190 vySetrovanych psov a maciek. Radiogramy hrudnika boli
vykonané kvoli akutnym ¢i chronickym dychacim tazkostiam, intoleracii zataze, pre
operacne na vyluCenie metastdz apo traume. 86(45%) pripadov tvorili zvieratd bez
patologického procesu prebiehajuceho v dutine hrudnej. (Jednotlivé diagndzy boli stanovené
po komplexnom vySetreni zvierat nie len na zdklade RTG). 34(18%) pacientov trpelo
ochorenim respiraén¢ho apardtu, 40(21%) kardiologickymi poruchami a30(16%) aj
kardiologickymi aj respiraénymi.

Porovnanie troch metéod merania VHS
20
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Graf 2. Porovnanie troch metéd VHS zvolenej vzorky zvieart

Pri Statistickom vyhodnoteni nameranych veli¢in VHS tromi r6znymi metédami sme zistili,
ze rozdiel medzi nimi nie je Statisticky vyznamny(p<0,05). Z vysledkov vyplyva, Ze vSetky tri
metody su rovnocenné a je len na rozhodnuti lekéra ktoru z nich si vyberie.

Z pedagogického pozorovania sme dospeli k zaveru, ze Studenti istejSie vyjadrovali svoj ndzor
ohladne velkosti srdca po prevedenom merani VHS ako bez neho. Na zédklade tohto
pozorovania usudzujeme, ze meranie VHS slizi ako pomodcka pre neSpecializovanych
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kardiologov na zistenie radiografickej vel’kosti srdca. Radioldgovia Specialisti zvycajne vedia
zhodnotit’ velkost’ srdca empiricky, ale aj oni vyuzivaji VHS préve v hrani¢nych pripadoch
(BUCHANAN,BUCHELER,1997). Na UVLF sa vykonava VHS rutinne u vsetkych
kardiologickych pacientoch. VHS metddy st vhodné na spresnenie radiografickej diagndzy
kardialneho ochorenia. Nasa Studia potvrdzuje aj nazor Hansona (HANSON A KOL.,2005),
Ze tato metoda je nezavisla na praktickych skusenostiach hodnotitel’a.

Graf.3 Porovnanie hodnotitelov (Student5.rocnika UVLF-fialova. al. ro¢nika UVLF-
oranzova a doktorand UVLF-zelend)

Grafické porovnanie hodnotitelov
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Statistickym porovnanim vysledkov (p<0,05) troch Studentov srdéznymi skiisenostami
v oblasti radiologie sme dospeli k zadveru, Ze tieto metddy st nenarocné na Cas a prevedenie,
nezavislé na praktickych skusenostiach a univerzalne pouzitel'né, graf 3.

Kardiomegalia je jednym z pomocnych ukazovatel'ov pri diagnostike kardidlneho ochorenia
(hypertrofickd alebo dilatacnd kardiomyopatia). Vzdy sa odporica porovnanie radiogramu
chorych psov s radiogramami zdravych psov presne toho ist¢ho plemena a velkosti, co vSak
v praxi nie je vZdy mozné (GULANBER,2005). Priemerny vek zvierat pri diagnostikovani
kardiomegalie sa pohyboval od 2rokov do 16 s priemerom 9,5roku. Da sa predpokladat’, ze
kardiomegalia je zvicSa diagnostikovana po prvy krat u zvierat v strednom veku.

Poradie | Plemeno

Krizenec strednych plemien

Kokerspaniel

Pudel

YorkSirsky teriér

Maltéz, Labrador, Civava

Kavalier kingcharles Spaniel, Rhodézky ridbek
Zlaty retriever, Bradac, PPP, Jazvelik, Rotweiler

Al Fall Bl e Fa

Tab.1 zobrazuje najéastejiie postihnuté plemena Kardiomegaliou. Castost vyskytu daného
symptému u urcitého plemena je ovplyvnena obl'ibenost’ou v danom kraji a vysekom vzorky
zvierat z palety veterinarnych lekdrov v KoSiciach.

V dnesnej dobe sa stanovenie VHS rutinne vykonava u kazdého kardiologického pacienta na
Klinike malych zvierat UVLF, kvoli jeho jednoduchosti na prevedenie a interpretacii. Casto
krat nahradza slovny popis, vystiznejSie a presnejSie vyjadruje progresiu prebiehajuceho
ochorenia pri ndsobnych vySetreniach, ale stale je potrebny popis relativnych velkostnych
pomerov jednotlivych odielov srdca a velkych ciev.
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NICENIE HRABOSA POLNEHO A JEHO DOPAD NA VEREJNE ZDRAVIE
Harkabus J., Hromada R., Ondrasovi¢ M. , Ondrasovicova O. , Sasakova N.
Katedra zZivotného prostredia, veterinarskej legislativy a ekonomiky, UVLF, KosSice

ABSTRAKT

V préci bol sledovany vznik rezidui antikoagulacnych rodenticidov po ich aplikacii na pdodu.
Najvyssi obsah rezidui vo vSetkych sledovanych komoditach bol zaznamenany po pouziti
pripravku KUMATOX G s ucinnou latkou warfarin, pricom najvyssi obsah rezidui bol
Intakepre) v porovnani so zistenymi mnozstvami rezidui sa zistilo, Ze u brodifacoumu sa
rovnala 400- 966 nasobnému prekroceniu tejto davky a u bromadiolonu sa rovnala 92- 250
nasobnému prekroceniu tejto davky.

UvOoD

Vyuzivanie pesticidov je sucastou tvorby a ochrany Zivotného prostredia. Ich pouZzitie vSak
musi byt cielené, aby sa nenarusila biologicka rovnovaha ekosystému a cestou potravinového
retazca sa neohrozilo zdravie ¢loveka a zvierat (Ondrasovic a kol., 1996).

V praci boli testované rodenticidne pripravky KUMATOX G s ucinnou latkou warfarin,
BRODER G s uc¢innou latkou brodifacoum a DERATION G s uc¢innou latkou bromadiolon.
Sledované boli rezidud danych rodenticidov v obilninach, ale aj kukurici arepke. Zo
ziskanych vysledkov bola prepocitana akceptovate'nd dennd davka (ADI, Acceptable Daily
Intakepre) (Zapletal a kol., 2001) pre 60kg ¢loveka.

MATERIAL A METODIKA

Nastrahy boli aplikované do nadoby s pddou o rozmere 1x1x0,5 m a nasledovne zapravené do
pddy pri vyseve na polnohospodarske plodiny v mnozstve 100g/m”. Ziadne iné agrotechnické
zasahy neboli vykonané pocas celého vegetaéného obdobia. V obdobi zberu boli ru¢ne
odobraté vzorky celych nadzemnych casti rastlin. Zaroven bola vykonana vysadba kontroly
bez aplikacie rodeticidov. Samotné stanovenie rezidui bolo vykonané pomocou HPLC
chromatografickej analyzy. Vysledky boli nasledne porovnané s hodnotami ADI pre ¢loveka.

VYSLEDKY A DISKUSIA
V grafe 1 st graficky znazornené mnozstva rezidui antikoagulaénych rodenticidov
v obilninach, ako aj kukurici, repke a porovnanie s kontrolou. Poukazuje na rezidua po

cvwr

komodit bol zisteny v repke, zatial’ ¢o ovos vykazoval ich najvyssie hodnoty.
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Rezidud rodenticidov v rastlindch po aplikacii 100g/1m-2
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Graf 1.

Po aplikécii pripravku KUMATOX G sa zistili najvysSie rezidua spomedzi vsetkych
pouzitych antikoagulacnych rodenticidov. NajvyssSie koncentracie warfarinu boli detekované
v pSenici na urovni 0,035ppm. V ostatnych komoditach boli zistené nasloedovné hodnoty, a to
v ja¢meni 0,029 ppm, v razi 0,028ppm, v ovse 0,03 1ppm, v kukurici 0,018 a repke 0,014 ppm.
v repke.

V grafe Cislo 2 st vyhodnotenia mnozstva rezidui brodifacoumu z pripravku BRODER G
v 1.pSenici, 2.jaémeni, 3.razi, 4.ovsi, 5.kukurici a 6.repke v porovnani s ADI (Acceptable
Daily Intakepre) 60kg ¢loveka po aplikacii 100g/Im™ pripravku rodenticidu. Najvyssie
hodnoty boli zistené v ovsi (0,029ppm) a pSenici (0,028ppm), zatial’ ¢o najnizsie hodnoty boli
zisten¢ v repke (0,012 ppm). Hodnota ADI pre Brodifacoum je 0.0000005mg/kg/den.
(http://www.rentokil-initial.com/files/54839Brod_Paste AUS.pdf). Pri prepoCte najvyssej
dennej prijatelnej davky pre 60kg cloveka doSlo v meranych komoditach k 400- 966
nasobnému prekroceniu tejto davky.

Prekroéenie najvyssej dennej prijatel'nej davky pri
reziduach brodifacoumu
0,03
0,025
oite B brodifacoum Mnozstvo
0,015 rezidui (mg.kg-1)
0,01 H ADI pre 60 kg cloveka
(mg.den-1)
0,005
0
1 2 3 4 5 6
Graf 2.
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V grafe Cislo 3 st vyhodnotenia mnoZstva rezidui bromadiolonu z pripravku DERATION G
v 1.pSenici, 2.ja¢meni, 3.razi, 4.ovsi, 5.kukurici a 6.repke v porovnani s ADI (Acceptable
Daily Intakepre) 60kg &loveka po aplikacii 100g/lm™ pripravku rodenticidu. Po pouziti
bromadiolonu boli najvys$Sie hodnoty rezidui spomedzi vSetkych komodit zistené v ovsi

v

0.000002mg/kg/den
(http://www.rentokilproducts.com.au/Downloads/2009UpdatedMSDS/Bromakil%20Super%:2
0Orat%?20Drink.pdf). Pri prepocte najvyssej dennej prijatel'nej davky pre 60kg ¢loveka doslo
v meranych komoditach k 92- 250 nasobnému prekroceniu tejto davky.

Prekroéenie najvyssej dennej prijatel'nej davky pri
reziduach brodmadiolonu
0,03
0,025
0,02 m bromadiolon MnoZstvo
0,015 rezidui (mg.kg-1)
0,01 W ADI pre 60 kg ¢loveka
0,005 (mg.den-1)
0
1 2 3 4 5 6
Graf 3.
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TESTOVANIE FUNGICIDNEJ UCINNOSTI VYBRANYCH CHEMICKYCH
AGENSOV

Kadukova Jana, Laciakova Anna, Mat¢ Dionyz

Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach Katedra hygieny a technologie
potravin

ABSTRAKT

Testovana bola antifugilna uc¢innost vybranych 8 komeréne vyrabanych dezinfekénych
pripravkov, a to Hviezda (novovyvijany viaczlozkovy pripravok na baze peroxidu vodika) v
koncetracii 100%, 10%, 5%, 2,%, Pedox (viaczlozkovy pripravok na béaze kyseliny
peroxyoctovej) v koncentracii 3%, 2%, 1%, 0,5%. Od firmy Ecolab bol testovany P3 -
hypochloran, P3 -oxysan. Fungicidna u¢innost’ bola stanovena aj pre Topax 32 (3%), Topax
56 (3%), Topax 66 (2%), P3 Steril (2%). Z chemickych latok sme sa zamerali na kyselinu
kaprylovt, peroxid vodika z ktorych po overeni ich fungicidnej G¢innosti boli vytvorené
vzajomné kombindcie. Fungicidnd Gc¢innost’ bola overovand na Aspergilus parasiticus. Na
zéklade dosiahnutych vysledkov suspenznou metédou moézme konstatovat, ze najucinnejsi z
testovanych pripravkov vo vsetkych koncentraciach ako aj stanovenych ¢asovych expoziciach
(5, 15, 30 min.) sa javila Hviezda, Pedox. Dobri fungicidnu ucinnost’ potvrdili aj vyssie
spominané¢ komer¢ne vyrdbané dezinfekéné prostriedky. Z chemickych latok v zostupnom
poradi bola najucinnejsia kyselina kaprylova, peroxid vodika. (Keywords: acids, disinfection,
fungicidal)

UvoD

Cielom dezinfekcie je odstranenie mikroorganizmov z plochy, ktord je v kontakte s
potravinami, ¢im sa zabrani sekundéarnej kontamindcii surovin a vyrobkov. Vo vicSine
pripadov nedostato¢nad fungicidna ucinnost je spOsobend nespravnym dodrziavanim
dezinfekéného procesu, a to v désledku ich nespravneho pouzitia ako napr. koncentracia, doba
expozicie. (Langsrud a kol., 2003). Fungicidny u¢inok dezinfekéného prostriedku vyjadruje
aktivitu chemickej latky alebo zmesi latok, ktoré vedie k usmrteniu buniek mikroskopicke;j
huby alebo bakterialnej bunky(Stefkovicova a kol., 2007). Na mikroskopické vlaknité huby a
ich spéry posobi dezinfekény pripravok priamym kontaktom s povrchovymi Strukturami
buniek, prienikom cez bunkovu stenu alebo membranu alebo reakciou s nukleovymi
kyselinami tzv. fungicidne, fungistatické pdsobenie (Melicherc¢ikova, 2003). Ciel'om nasSej
prace bolo zistit' ucinnost nami vybranych chemickych latok v postupne znizujlcich
koncentraciach a vplyvu ¢asovej expozicie.

MATERIAL A METODY
Material:
Pouzité dezinfekéné prostriedky:

e Pedox PAA/50:30 (na baze ucinnej latky kyselina peroctova, 20% H202, Polychem,
s.r.0.), bol pripraveny na obsah ¢innej latky v koncentraciach 3%, 2%, 1%, 0,5%,

e Hviezda (dezinfekény pripravok vo vyvoji, i€¢inna zlozka H202, dvojzlozkovy
pripravok pripraveny podl’a pokynov Laboratéria Decomkovu s.r.o., pracovisko
Hradec Kralové) pouzité v koncentracii 100%, 10%, 5%, 2%,

e kyselina kaprylova (20%, 15%, 8%, 5%),

e peroxid vodika (30%, 15%, 8%, 5%).

Od firmy Ecolab bol testovany:
e P3 - hypochloran s obsahom (chlornan sodny, hydroxid sodny),
e P3 - oxysan (kyselina octova, peroctova, oktdnova, peroxyoktanova, peroxid vodika).
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Fungicidna uc¢innost’ bola stanovena aj pre:
e Topax 32 (3%), (hydroxid sodny D-glukopyranodza, oligoméry,
decyloktylglykozidy,Dekan-1-ol)
e Topax 56 (3%), (kyselina trihydrogénfosforecna 2- (2-butoxyetoxy)etanol)
e Topax 66 (2%), (chléornan sodny, hydroxid sodny, N-alkyl-N,N-dimetylaminy, N-
oxidy)
e P3 Steril (2%).

Metodiky:

Fungicidna ucinnost’ v laboratérnych podmienkach bola hodnotend na zéklade suspenzného
testu a potvrdena vyockovanim na povrch Sabouraudovho ziného agaru. Na testovanie bol
pouzity Standartny kmen plesni Aspergillus parasiticus (CCM F-108) ziskany z Ceskej
zbierky mikroorganizmov z Masarykovej univerzity v Brne. Pre suspenzny test bolo z
testovanych dezinfekény prostriedkov pripravenych 25 ml réznych riedeni.

Suspenzny test:

Do skiimaviek sa napipetuje 0,1 ml 72 hod. plesiiovej kultiry a prida sa 9,9 ml pripravenych
roztokov. Po 5, 15, 30 minutovych expoziciach sa prenieslo 0,1 ml z jednotlivych suspenzii
do pripravenych skimaviek s 9,9 ml Saboradouvho bujonu. Po ukonceni sa inkubuje pri cca
22°C, 72 hodin. Fungicidna t¢innost’ bola vyhodnotena na zéklade zakalenosti bujonu . Na
potvrdenie fungicidnej uc¢innosti boli jednotlivé riedenia a expozicie vyockovavané na povrch
Petriho misky s Sabouraudovym zivnym agarom a inkubované pri teplote 22°C, 72 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na cistenie a dezinfekciu v potravinarskej vyrobe sa okrem klasickych pripravkov ako su luhy
a kyseliny stdle viac pouzivaji komercne vyrabané dezinfekéné prostriedky, ktoré obsahuju
viacero dezinfekénych ucinnych latok. Takéto kombinacie pripravkov by sa mali vyznacovat
vysSou fungicidnou ucinnost’ou a sucasne vel'mi nizkou toxicitou pre l'udi a zvierata (Kaskova,

2005).

Tab 1: Fungicidny t¢inok po testacii dezinfekénych pripravkov na Aspergillus parasiticus

Koncentracia 100% 10% 5% 3% 2% 1% 0,5%

%

Expozicia

(min) 5115|130 |5|15|30 5|15 |30 |5|15|30|5| 15|30 5|15 |30|5|15|30
HVIEZDA S S S ) N| N |N|N|N|N
PEDOX N|N|N|N|N|N|N|N|[N|-| - - |+ - -+ - -+ + ] -

Vysvetlivky: - u€inna koncentracia; + - neuc¢inna koncentracia; N - netestovana koncentracia
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Tab 2: Fungicidny t¢inok po testacii dezinfekénych pripravkov na Aspergillus parasiticus

Koncentracia 30% 20% 15% 8,0% 5%
%

Expozicia

! 5|15 |30|5| 15 |[30|5| 15 |30|5 |[15|30|5| 15|30
(min)

KYS.

KAPRYLOVA | N N INJ-| = | - - ||| |-

PEROXID

VODIKA NN N Y

Vysvetlivky: - G¢inna koncentracia; + - net¢inna koncentracia; N - netestovana koncentracia

Tab 3: Fungicidny G¢inok po testacii dezinfekénych pripravkov na Aspergillus parasiticus

Koncentracia % 2% 3%

Expozicia (min) 5 1530 | 5 | 15 | 30

P3 -STERIL N

TOPAX 56 -7 - -1 -7 -

TOPAX 66 N

TOPAX 32 -

Vysvetlivky: - u€inna koncentracia; + - net¢inna koncentracia

Z uvedenych vysledkov testovania suspenznou metdédou mozme konstatovat’, ze najucinnejsi
z testovanych pripravkov vo vSetkych koncentraciach ako aj stanovenych casovych
expoziciach (5, 15, 30 min.) sa javila Hviezda a Pedox. Dobrt fungicidnu u¢innost’ potvrdili
aj vysSSie spominané komeréne vyrdbané dezinfekéné prostriedky v odporacanych
koncentraciach vyrobcov. Z chemickych latok v zostupnom poradi bola najucinnejsia kyselina
kaprylova, peroxid vodika.
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SURVEILLANCE LYSSAVIRUSOVEJ INFEKCIE V SYNANTROPNEJ POPULACII
VYBRANYCH DRUHOV NETOPIEROV V SLOVENSKEJ REPUBLIKE

Korytar L’.l, Ondrejka R.l, Ondrejkova A.l, Pokes M.l, Slepecka E.l, Benisek Z.!, Cel'uch M.2,
Fulin M.’

"Ustav epizootolégie a preventivnej veterindrskej mediciny, UVLF v Kosiciach, Kosice
Spolocnost pre ochranu netopierov na Slovensku, Bardejov

3Vych0doslovenské muzeum v KoSiciach, KoSice

ABSTRAKT

Praca sumarizuje vysledky vySetrenia netopierov druhu raniak hrdzavy (Nyctalus noctula)
vecernica mala (Pipistrellus pipistrellus) a veCernica pestra (Vespertilio murinus) metédou
imunofluorescencnej mikroskopie za ucelom detekcie infekcie eurdpskym netopierim
lyssavirusom. Vsetky vySetrované jedince pochadzali z kolonii ndjdenych pocas vegetaéného
obdobia, alebo pocas hybernacnej periody v obytnych budoviach v mestdich KoSice
a Ruzomberok. Ani v jednom pripade nebola zistena pritomnost’ lyssavirusovej infekcie.

UvoD

Postupnd urbanizicia krajiny spOsobuje environmentdlne zmeny ovplyviiujice druhova
Struktiru populdcie netopierov, ich ukrytova a potravnu ekoldgiu (Johnson et al., 2008).
Netopiere obsadzuju na uzemi miest jednak prirodzené¢ ukryty (napr. stromové dutiny,
priestory pod uvolnenou koérou, staré duté vetvy, dutiny po datloch), avSak vécSina
synantropnych druhov je z dovodu nedostku prirodzenych tkrytov Gizko naviazand na tkryty
poskytované Tudskymi stavbami (Reiter & Zahn, 2006). Vyznamnym fenoménom je aj
zimovanie netopierov v panelovych domoch (Horacek, 2004). Ako druhy najcastejSie
osidlujice vysSkové panelové domy na tizemi SR sa uvadzaju vecernica mala (Pipistrellus
pipistrellus), veCernica pozdna (Eptesicus serotinus) a raniak hrdzavy (Nyctalus noctula)
(Lehotskd & Lehotsky, 2000). Najmad pocas zimného obdobia sa spomina vyskyt druhu
vecernica pestrd (Vespertilio murinus) (Matis & Dittel, 1997).

Europske insektivorné netopiere su rezervoarmi dvoch Eurdpskych netopierich lyssavirusov:
EBL-1 a EBL-2 (European bat Lyssavirus 1 a 2). Prenos virusu bol dokédzany medzi r6znymi
druhmi insektivornych netopierov (Ondrejkova 2004).

EBL-1 vytvara v Eurépe dve genetické linie, EBL-1a a EBL-1b. Existuje predpoklad, ze
variant la bol iba nedavno introdukovany do eurdpskeho priestoru zo severnej Afriky cez
juzné Spanielsko a postupne sa §iri zdpado-vychodnym smerom. Priestorova distribucia
variantu 1b vykazuje Sirenie v mere sever-juh. Vyskyt oboch variantov sicasne bol potvrdeny
iba v Holandsku a vo Franctzsku. VySe 95%-né incidencia EBL-1 v Eurdpe bola potvrdena
u vecernice pozdnej (E. serotinus) (Harris a kol., 2006).

EBL-1 infekcia bola tiez identifikovand dvakrat u oviec v Dansku r. 1998 a 2002, raz u kuny
skalnej v Nemecku r. 2001, u domacej macky v Dansku r. 2004 (Harris a kol. 2006) a u dvoch
domacich maciek vo Francuzsku r. 2003 a 2007 (Dacheux a kol., 2009).

EBL-2 bol prvykrat izolovany zhumanneho pripadu, kedy sa infikoval S$vajCiarsky
chiropterolég od netopierov pravdepodobne vo Finsku. Roku 1986 bol virus izolovany
v Dansku a Nemecku z M. daubentonii a v Dansku z M. dasycneme. Celkovo bol tento variant
hlaseny 18-krat z Holandska, Nemecka, Danska, Finska, Svajéiarska, Ukrajiny a z Velkej
Britanie (Harris a kol., 2006). EBL-2 bol izolovany z netopierov rodu Myotis aj v Skotsku
(Aegerter 2004).

Cielom nasej prace bola detekcia moznej pritomnosti lyssavirusového antigénu v tkanivach
cerstvych kadaverov netopierov viacerych druhov najdenych v blizkosti I'udskych obydli,
respektive priamo v nich. Pri va¢$ine uhynutych jedicncov pric¢ina tthynu nebola jednoznacne
znama.
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MATERIAL A METODIKA

Stadia bola vykonavana na zaklade povolenia a rozhodnutia MZP SR, ktorym sa udelila pre
UVLF v Kosiciach vynimka z § 35 ods. 1 pism. a), b) zédkona ¢. 543/2002 Z.z. o ochrane
prirody a krajiny na odchyt insektivornych netopierov na tizemi SR.

Vysetreniu bolo podrobenych 25 jedincov insektivornych netopierov troch beznych
synantropnych druhov. Jednotlivé zvieratd pochadzali z uviaznutych kolonii, ndjdenych najma
v obytnych panelovych budovach. Vzdy iSlo o Cerstvé kadavery. Z kazdého vySetrovaného
netopiera bol odobraty mozog, slinné zl'azy a hnedy tuk. Tento material slazil na detekciu
lyssavirusového antigénu. Z mozgu, slinnych zliaz a hnedého tuku boli pripravené otlackové
preparaty. Otlatkové preparaty boli ofarbené avySetrované priamou metddou
imunofluorescencie (PMIF).

VYSLEDKY

Bolo vySetrenych 20 raniakov hrdzavych (N. noctula) 4 ve€ernice malé (P. pipistrellus) a 1
vecernica pestra (Tab. ¢. 1). Vo vySetrovanych tkanivach nebola potvrdend pritomnost
virusovych partikul.

Tab. €. 1: Prehl’ad vySetrenych jedincov

Druh | Pohlavie Datum Lokalita Pri¢ina uhynu Vysledok
nalezu nalezu vySetrenia

Nnoc. 34 april 2010 RuZzomberok neznama negativny
Nnoc. QQ april 2010 RuZomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZzomberok neznama negativny
Nnoc. QQ april 2010 RuZomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZomberok neznima negativny
Nnoc. QQ april 2010 RuZomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZomberok nezniama negativny
Nnoc. QQ april 2010 Ruzomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZzomberok neznama negativny
Nnoc. 33 april 2010 Ruzomberok neznadma negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZomberok neznima negativny
Nnoc. 33 april 2010 Ruzomberok neznadma negativny
Nnoc. QQ april 2010 RuZomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZzomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZomberok neznima negativny
Nnoc. QQ april 2010 RuZomberok neznama negativny
Nnoc. 34 april 2010 RuZomberok nezniama negativny
Nnoc. QQ april 2010 Ruzomberok neznama negativny
Ppip. 34 11.9.2009 Kosice predacia mackou negativny

Ppip. 33 2009 Kosice dehydratacia negativny
Ppip. QQ 2009 Kosice dehydratacia negativny
Ppip. QQ januar 2010 Kosice preruSenie negativny

hibernécie
Vmur. 34 4.4.2009 Kosice mechanicky inzult negativny

Vysvetlivky: &3 — samec, Q9 — samica, Nnoc. — Nyctalus noctula, Ppip. — Pipistrellus
pipistrellus, Vmur. — Vespertilio murinus
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DISKUSIA

Podla dostupnej literatury patria nami skumané druhy netopierov ku najcastejSie
nachadzanym v priestoroch panelovych budov na Slovensku (Lehotskd & Lehotsky, 2000,
Celuch & Kanuch, 2002, Matis & Dittel, 1997). Zaujimava je absencia druhu vecernica
pozdna (E. serotinus).

Na uzemi Slovenskej republiky boli doteraz izolované dva kmene eurdpskeho netopieriecho
lyssavirusu. Prvy kmen bol vroku 1991 izolovany z mozgu druhovo nedeterminovaného
netopiera, ktory exponoval ¢loveka v okr. Ziar nad Hronom. Lyssavirusovy kmeii bol
pomocou monoklonalnych protilatok determinovany ako EBL-1 (Svréek a kol., 2007). Druhy
kmeni bol izolovany z veCernice pozdnej (E.serotinus), ktord r. 2000 exponovala cloveka
v meste PreSov (Ondrejkova a kol., 2004).

V celoeurépskom meradle bola infekcia EBL-1 popisana utychto druhov: Epftesicus
serotinus, Nyctalus noctula, Vespertilio murinus, Myotis myotis, Myotis dasycneme, Myotis
daubentonii, Myotis natterreri, Pipistrellus pipistrellus, Pipistrellus nathusii, Rhinolophus
ferrumequinum, Miniopterus schreibersii (Kuzmin & Rupprecht 2007). Virus bol taktiez
potvrdeny aj u druhov Plecotus auritus, Barbastella barbastellus a Tadarida teniotis (Miiller
a kol., 2007).

EBL-2 bol izolovany z druhov M.daubentonii a M.dasycneme (Harris a kol., 2006).
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KERATITIS SUPERFICIALIS PIGMENTOSA CHRONICA U PLEMENA
NEMECKY OVCIAK, POROVNANIE TERAPIE

Kovacova Z.", Trbolova A.'

Klinika malych zvierat, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Chronické povrchova keratitida (iné nazvy - Pannus nemeckych ovc€iakov), je autoimunitne
sposobeny, obojstranny, c¢asto nesymetricky zéapal rohovky. Ku klinickym prejavom
ochorenia patri neovaskularizacia, ukladanie pigmentu na zmenenom povrchu rohovky
(zmeny postupuju od spodného okraja do centra rohovky) a edém rohovky. Postihnuti jedinci
boli rozdeleni do 2 skupin podla terapie, ktora im bola nasadena. V prvej skupine bola
ucinnou latkou kortikosteroid (5 ) a v skupine druhej bol nasadeny cyklosporin A (4), obe
lie¢iva maju silné imunosupresivne vlastnosti. Pacienti chodili na mesa¢né kontroly spojené
s fotodokumentéciou a naslednym porovndvanim predchadzajuceho stavu na rohovke.

UvOD

Pannus moéze iniciovat’ ultrafialové ziarenie, ktoré spdsobuje modifikaciu Specifickych
antigénov nachadzajucich sa vrohovke, proti ktorym ndsledne dochddza k imunitnej
odpovedi. Priebeh ochorenia je postupny, od niekol’kych mesiacov az po niekolko rokov.
Pokial’ sa neza¢ne so spravnou terapiou, ochorenie konci slepotou.

Predisponované plemena: nemecky ovciak 82% pripadov (Stacy E. A., 2008), americky
kokersSpaniel, airedale terier, australsky pastiersky pes, belgicky malinois, belgicky ov¢iarsky
- Groenendael, belgicky tervuren, borderkélia, myvali pes, Coton de Tulear, jazvecik,
dalmatin, anglicky buldog, anglicky SpringerSpaniel, chrt, japonsky ¢in, miniatirny ping,
Ochorenie postihuje nacastejsSie psy plemena nemecky ovciak a jeho krizencov, vo veku 1-5
rokov. U ostatnych plemien je diagnostikovana medzi 4-6 rokom Zivota.

Pannus casto prebicha s d’al'Sim autoimunitnym ochorenim, prejavujucim sa depigmentaciou
okraju treticho viecka — plazmoma. Ide o autoimunitne spdsobené ochorenie. Dochadza ku
zhrubnutiu, depigmentacii a tvarovani folikulov na okraji spojovky treticho viecka. Terapia je
v tomto pripade rovnaka.

Diagnostika je zalozena na zéklade klinickych priznakov, plemennej predispozicie a vo
vyliceni ostatnych moZnych ochoreni. K pomocnym diagnostickym testom patri STT
(Schirmer tear test — Schirmerov slzny test) na vylucenie syndromu suchého oka
a fluoresceinovy test na vylucenie vredu rohovky.

Cielom prace je porovnavanie stiCasne pouzivanej terapie, kde sa zameriavame na sledovanie
ucinnosti a  elimindciu  vedlajSich  ucinkov  dlhodobého lokdlneho podévania
imunosupresivnych liekov.

MATERIAL A METODIKA

Majitelia zvierat prichddzali na prvé oftalmologické vySetrenie od septembra 2009 do juna
2010 na Kliniku malych zvierat UVLF. Kde boli postupne zaradeni do skupin. Boli
obozndmeni s diagnézou svojho psa a pouceni o naslednych krokoch. Dochadzali na mesa¢né
kontroly, ktoré zahriali oftlamologické vysetrenia, fotodokumentaciu oboch oci, ako aj
zabezbecenie liekov na d’al’'si mesiac. Terapia u tychto jedincov je dozivotna. Toto ochorenie
sa neda vyliecit’, daju sa len tlmit’ jeho priznaky.

V prvej skupine opocte 5 psov sa lokalne aplikoval 0.1% dexamethason (3xdenne)
a v skupine ¢islo 2. sa aplikoval 1 % cyklosporin A (2xdenne) tiez lokalne.

Pocas dlhodobého podavania imunosupresivnych liekov lokalnou aplikdciou do oka sa
znizuje imunita, kde nasledne hrozi bakteridlna, alebo virusové infekcia. Dalii z vedlajsich
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ucinkov je zniZena regeneracna schopnost’ epitelu rohovky ako aj ukladanie cholesterolu
a mineralnych latok v rohovke.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Spolupraca a vzdjomna dévera medzi majitelom postihnutého psa a doktorom je v tomto
pripade nevyhnuta. Jedine spravna terapia poddvana pravidelne, moze zabezpecit' pozitivne
vysledky.

U vSetkych pacientov boli vysledky na prvej kontrole markantné a majitelia spokojni, ¢o
zarucilo d’al’Siu spolupracu.

Pacienti prichddzali do ambulancie s rozsiahlou vaskularizaciou postupujicou od spodného
okraja rohovky, edémom a postupnym ukladanim pigmentu. U 8 z 9 pacientov sa vyskytlo
d’al$ie ochorenie nazyvané plazmoma, ktoré je pri pannuse ¢astym sprievodnym javom.

Po mesacnej terapii nastal vyrazny ustup vaskularizacie, edém rohovky takmer vymizol.
Pigment, ktory sa ukladal na rohovke sa v pripade zjavného znizenia priehl'adnosti rohovky
mdze odstranit’ povrchovou keratektdmiou, alebo kryochirurgickym osetrenim rohovky. Tieto
chirurgické metody neboli pouZité.

Lieciva, ktoré sme lokalne aplikovali maju silné imunosupresivne vlastnosti. Cyklosporin A
(CyA) je cyklicky polypeptid, ktory predstavuje prvi prirodnt latku so selektivhym
imunosupresivnym ucinkom. Hlavnym mechanizmom ucinku je potlacenie aktivacie
lymfocytov.Cyklosporiny st produkované vlaknitymi pddnymi hubami Typocladiumum
inflatum.

Dexamethason je vel'mi u¢inny liek patriaci do skupiny syntetickych glukokortikosteroidov.
Posobi protizapalovo a imunosupresivne.

Vysledky terapie u oboch skupin boli takmer zhodné. V skupine s pouZitim kortikosteroidov
sa u2 psov z5 vyskytlo ukladanie cholesterolu a minerdlnych latok do rohovky, c¢o
minimdlne ovplyviluje vizus jedincov.

V celkom hodnoteni porovnania tychto 2 terapii je uz len na zvaZzeni doktora ako aj
dostupnosti liekov, ktort z tychto metod pouZzije.

PODAKOVANIE

Tato praca bola podporovana grantom VEGA Ministerstva Skolstva a vedy SR a Slovenskou
akadémiou vied (€. 1/0559/09: ,Klinické a experimentalne Stadium patogenézy niektorych
chordb psov, ich terapia a rieSenie hypotermie pri celkovej anestézii u zvierat®).

POUZITA LITERATURA

Gelatt K.N. Veterinary Ophtalmology. 2007; 654-657

Maggs D.J., Miller P.E., Ofri R. Slatter’s Fundamentals of Veterinary Ophthalmology. 2008; 194-5

Andrew S. E. Ophthalmic Immunology and Immune-mediated Disease; Veterinary Clinics of North
America: Small Animal Practice, Volume 38, Issue 2, Marec 2008, 269-290

Ledecky V., Trbolova A., Janda J., Tkac J., Sevéik A., Capik 1. Oftalmolégia zvierat. 1997; 68

Svoboda M., Senior D.F., Doubek J.,Klimes J. a kol. Nemoci psa a koc¢ky, 11.dil. 2001; 572-3

48



Obr.¢.1. Vaskularizacia postupujiica Obr.&.3. Rozsiahli edém rohovky,

od spodného okraja rohovky, edém pigmentacia epitelu, plazoma rozsirena aj do
rohovky a plazmoma 3.viecka na lateralneho a medialneho kutika. 11 ro¢ny

pravom oku u Sro¢n¢ho samca toho Casu prakticky slepy samec nemeckého
nemeckého oveiaka. 1 navsteva. ovc¢iaka, ktorému bola dlhodobo podavana

nespravna terapia.

. _ / LR, et
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Obr.¢.2. Pacient z obrazku ¢.1. po 6 Obr.¢.4 Pacient z obrazku ¢.3. po 3 mesiacoch
mesiacoch od zaciatku terapie. Ustup od zaciatku terapie

klinickych prejavov pannusu a

plazmomy a prevaj jedného z

vedlajSich uc¢inkov dlhodobého

podavania imunosupresiv —
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KOZNY FLAP AKO MOZNOST TERAPIE PRI POSKODENI KOZE U VOINE
Z1JUCICH ZVIERAT

Kozar M.', Molnar L., Trbolovéa A.'

Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach

"Klinika malych zvierat, *Klinika exotickych a volne Zijiicich zvierat

ABSTRAKT

V klinickej praxi sa uvolne, ale aj doma Zzijicich vtdkov sa Casto stretdvame s rozsiahlymi
poSkodeniami koze, alebo poSkodenim koZze na tazko pristupnych miestach. Na zvladnutie
tychto defektov doposial’ neboli vyvinuté presné postupy manazmentu. V praxi sa vyuZzivajl
moderné metddy ziskané z huméannej mediciny a veterinarnej mediciny u malych zvierat, ktoré
su prisposobené na kozné modifikacie vyskytujuce sa u vtakov. V nasej praci sme pouzili jednu
z tychto metdd a to metddu terapie koznych rdn za pomoci vaskularizovaného kozného flapu.
OSetrenych bolo 6 pacientov, pricom u piatich bol vysledok pozitivny s plnym funkénym
vyuzitim postihnutého miesta do dvoch mesiacov od vykonania zakroku.

Osvojenim postupu metody aplikécie vaskularizovaného kozného flapu sme odobrili jej vyuZitie
v klinickej praxi pri tazko hojacich a rozsiahlych koznych defektoch vtakov.

UvOD

Kozné defekty su castym problémom vyskytujucim sa u volne, ale i doma Zijicich vtakov.
Vznikaju ako nasledok poskodenia koze pri traume, koznych zapaloch (pododermatitis),
omrzlinach, popéleninach, poSkodeni mikkych tkaniv pri otvorenych zlomeninach, ale aj pri
nevhodnom sposobe chovu. Ich zvladnutie znamena velka vyzvu pre veterinarneho lekara
(Ferell, 2002, Stroud a kol., 2003).

Vtacia koza ma rovnaké zékladné Struktary ako koza cicavcov, avSak vystupuje s mnozstvom
modifikécii a odliSnosti oproti kozi cicavcov (Pass, 1995). Tieto evolucné adaptécie, ako st
hrubka koze, nedostato¢né mnozstvo podkozného tkaniva aslabé krvné zasobenie, hlavne
v periférnych Castiach koncatin (Ferell, 2002), zhorSuji vyuzitie metodik manazmentu koznych
defektov vyuzivanych u cicavcov s pozitivnym vysledkom. Dal§im problémom u vtakov je Gasta
absencia vol'nej koze v oblasti kozného defektu, s ktorou by bolo mozné ranu uzavriet'. Tieto
limitacie si vyzaduju poznatky novych metéd zvladnutia poSkodenia koze. K tymto metodam
terapie koZe sa radi vyuzitie kozného flapu, koZnych graftov a extracelularnych matric (Stroud
a kol., 2003).

Kozny flap je definovany ako Ciastocne oddeleny segment koze apodkozného tkaniva so
zachovanym krvnym zésobenim prelozeny na nové recipientné 16zko. Na vytvorenie zivého
kozného flapu musia chirurgovia vediet’ anatomiu koznych zvlaStnosti a ciev na zachovanie
cirkulacie krvi (Ferell, 2002). Avsak vicsina jednoduchych flapov je zaloZend na neSpecifickom
alebo ndhodnom zésobeni subdermalnym plexom (Nesbit a Laub, 2009). Proces jeho vytvorenia
zahfia incizie koZze odpovedajuce velkosti kozného defektu s odstupujucou béazou pri
zachovalom krvnom zasobeni.

Pri aplikécii kozného flapu musi byt postudena vel'kost” defektu koze, stav koze v okoli defektu
potrebnej na vytvorenie kozného flapu a samotny typ flapu. Medzi tri najcastejSie typy flapov
patria jednoduchy kozny flap, pri ktorom dochédza k natiahnutiu segmentu koze, rotacia flapu
a transpozicia flapu. Dodlezité je taktiez brat’ do ivahy natiahnutie segmentu koZze, ktoré je
najvacsie u jednoduchého flapu, stredné pri rotacii a najmensie pri transpozicii kozného flapu.
Na dostatocné prekrytie kozného defektu a zabezpecenie idedlnej adapticie vaskularizovaného
kozného flapu do recipientného 16zka koze v oblasti defektu mdzeme kombinovat’ techniku
prenosu s vytvorenim uvolfiovacich rezov. Uvolfiovacie rezy maji vyhodu zvdcSenia povrchu
pokrytia s vytvorenim mnozstva Startovacich bodov pre epitelizaciu, ale sluzia aj ako drenaz pri
odtekani sekrétu z rany (Stroud a kol., 2003).
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Po zvazeni postupu odpovedajicemu miestu lokalizacie a velkosti defektu je segment koze
jemne oddeleny a uvol'neny od podkozia a preneseny na miesto defektu, ktoré je nim prekryté
a prichytené¢ suturou (Ferell, 2002). Doposial’ neexistuje ziadna literatira popisujica presné
postupy prevedenia kozného flapu u vtakov s jasnym popisom cievneho modelu.

Cielom tejto Studie je osvojenie si postupu metddy rieSenia defektov koze za pomoci
vaskularizovaného kozného flapu ako aj jej vyuzitie a prinos v klinickej praxi.

MATERIAL A METODIKA

Experimentalna Stidia prebiehala na Klinike exotickych a volne Zzijucich zvierat Univerzity
veterindrskeho lekéarstva a farmacie v KoSiciach od oktobra 2009 do marca 2010.
K chirurgickému rieseniu oSetrenia velkych koznych defektov, alebo poskodeni koze na tazsie
dostupnych miestach u vtdkov bola pouzitda metoda aplikicie jednoduchého a rotovaného
kozného flapu. Pouzitim tejto metddy bolo osetrenych Sest’ pacientov. Skupinu pacientov tvorili:
orol kralovsky (Aquila heliaca), my$iak lesny (Buteo buteo), jastrab krahulec (Accipiter nisus),
prepelica pol'na (Coturnix coturnix) a korela chochlatd (Nymphicus hollandicus). Pri prehliadke
pacienta boli postidené velkost arozsah defektu so zameranim na moZnost vyuZitia tejto
alternativnej metody terapie poskodenia koze. TaktiezZ bol posudeny zdravotny stav pacienta
pred zakrokom a jeho spolocenské postavenie.

Pacienti boli prvotne podrobeni medikamentéznej terapii na potlacenie bakteridlnej infekcie
a zapalu. Ako antibioticka clona bol podavany enrofloxacin v pripravku Enroxil (KRKA)
vdavke 7 mgkg' Zivej hmotnosti. Lokéalne bol aplikovany 1 % tanin-alkoholovy zabal
s antimikrobidlnym a adstringen¢nym terapeutickym U¢inkom, ako aj oxytetracyklin
s polymyxinom vo forme maste (Pfizer) (Obr. 1). Nasledne bola rana opdtovne posudena pre
aplikéciu kozného flapu, pripadne boli odstranené nekrotické Casti tkaniva a koze.

Pred vykonanim zakroku boli pacienti uvedeni do anestézy bud’ injekéne za pomoci ketaminu
v davke 20 mgkg" Zivej hmotnosti v pripravku Ketamidor (Richter pharma ag) a xylazin 2
mg.kg” Zivej hmotnosti v pripravku Rometar (BIOVETA), alebo za pomoci inhalagnej anestézy
s isoflurdnom.

Samotny zakrok pozostdval z vyrezania segmentu zdravej koze odpovedajuceho velkosti
kozného defektu. Segment koZe bol umiestneny na recipientné 16zko rany jednoduchymi (Obr.
2), alebo odl'ahcenymi U- stehmi za pomoci Sijaciecho materialu Prolene 3/0 (ETHICON). Po
vykonani samotného zékroku na mieste defektu bol pouzity 20 % Solcoseryl gél (VALEANT) na
podporenie granulacie epitelu a ako ochranna bariéra bakteridlnej infekcie bola pouzita Betadine
mast’ (EGIS). Rana bola prekrytd hydrokoloidnym dressingom vo forme naplaste (Hydrocoll,
HARTMANN), obvdzovym materidlom a vrchnou vrstvou adhezivneho samolepiaceho
obvizového materialu (CoPoly).
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Obr. 1 Lokalna aplikacia lieCiv Or 2 PriSitie Vaskulrizoaného kozného flapu
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Indikédciami pre pouzitie kozného flapu, ako metddy terapie poskodenia koze, bolo nasledovné.
Pri troch pacientoch (mySiak lesny /2 ks/, prepelica pol'nd) bolo pritomné poSkodenie koze na
prstovych vankusSikoch z dévodu traumy, otlakov a omrzlin (Obr. 3), u jedného pacienta (orol
kral'ovsky) bolo pritomné poSkodenie ¢lankov tretich prstov (Obr. 4) s rozsiahlou nekrozou koze
po poraneni elektrickym pradom, u jedného pacienta (korela chochlatd) bolo poskodenie koze
nohy zarezanim krazku au jedného pacienta (jastrab krahulec) bolo pritomné potrhanie koze
kridla z dovodu otvorenej zlomeniny laktového kibu.

U pacientov bola po vykonani zdkroku sledovana kontrola hojenia rany a samotny stav rany z
dovodu moznej pritomnosti vysychania okrajov rany, ¢o je Castou komplikdciou spésobenou
tenkou kozou u vtakov. Previzy boli vykondvané po zékroku raz tyzdenne, neskor raz za dva az
tri tyzdne.

U vacsiny pacientov bolo do obdobia dvoch mesiacov pozorované uplné vyhojenie defektu koze.
Vaskularizovany koZny flap bol prijaty na recipientnom 16Zku na celej ploche (Obr. 5). Jedince
boli plne schopné vyuzivat a zatazovat' koncatinu a celu plochu chodidla. AvSak u jedného
pacienta (jastrab krahulec) doSlo k thynu z dévodu zlého kondi¢ného stavu a pooperacnych
komplikécii sprevadzanych tazkym zapalom a vysychanim koze a svaloviny v okoli rany.

K dosiahnutiu  dobrych vysledkov a tspeSnosti terapie nam vyrazne napomohlo pouZzitie
hydrokoloidnej bandaze (Obr. 6), ktord podporila vytvorenie idealneho prostredia pre hojenie
rany za vzniku adekvatnej bariéry voc¢i vonkajSiemu prostrediu a zabraneniu infekcie.

Obr. 5 Prijatie kozného flapu na koznom defekte | Obr. 6 NaloZenie hydrokoloidnej bandaze

Publikovanych prac na vyuzitie chirurgickej terapie poskodenia koze koznym flapom je pomerne
malo. Hannon a Mc Gehee (1995) uviedli vyuzitie vaskularizovaného kozného flapu na
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zvladnutie velkej koznej rany na kridle usovy. Po sedemnastich diioch od vykonania
operaného zakroku vSak pozorovali nekrotizaciu distalnej Casti flapu. Nekrotické tkanivo bolo
odstranené a rana vycistena s nalezom nového epitelizacného tkaniva. Po mesiaci od zakroku sa
miesto defektu prekryté koznym flapom uplne zahojilo. Malley a Whitbread (1996) popisali
vyuzitie vaskularizovaného kozného flapu na defekte hlavy u jastraba. Autori kladli doraz
predovsetkym na pooperacnu starostlivost’ o pacienta z dovodu vysychania kozného flapu po
chirurgickom zékroku.. Pri pouziti vaskularizovaného kozného flapu Gentzom a Linom (2000)
u sokola doslo k primdrnemu manazovaniu rany v prvom tyzdni terapie a po tomto obdobi bol
kozny defekt prekryty koznym flapom. V Strnasty dent od vykonania zakroku bolo hojenie rany
ukoncené. Pri vykonani opera¢ného zdkroku je dolezité brat’ do ivahy na operenych castiach
koze zmenu uhlov perovych folikulov pri premiestneni vaskularizovaného kozného flapu na
recipientné 16zko (Ferell, 2002).

Vyuzitie vaskularizovaného kozného flapu v klinickej praxi u vtdkov je pomerne mladou
metddou, ale o to viac uc€innejSou pri rozsiahlych poskodeniach koze a na miestach s taz§im
pristupom. Pozitivne vysledky si vyzaduji zasvitenie chirurga do anatomie koze, krvného
zasobenia a fyziologie vtakov.
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VYSLEDKY DVOJROCNEHO SURVEILLANCE BLUE TONGUE NA FARME
DOJNIC

Lackova Z.', Bires J.', Ko¢isova A.?

'Klinika prezivavcov, UVLF Kosice, * Ustav parazitolégie, UVLF Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo ziskat' pocas dvojro¢ného sledovania na farme dojnic prvotné informacie
o vyskyte a ndkazovej situacii choroby modrého jazyka. Surveillance zhubnej kataralnej horucky
pozostavajuci z klimatickych, entomologickych sledovani, klinicko — biochemickych vySetreni
zvierat a sérologickej diagnostiky sa realizoval v obdobi od mdja 2008 do decembra 2009 na
farme dojnic (202 m n. m.). Entomologické sledovanie pozostavalo z odchytu pakomarikov a ich
diferenciécii podla charakteristickych znakov. Klinické vySetrenie sa u zvierat robilo na zdklade
beznej obhliadky zvierat. Z hematologickych a biochemickych parametrov sme sledovali
hemoglobin (Hb), erytrocyty (Er), hematokrit (Ht), leukocyty (Le), diferencidlny krvny obraz
(Ly-lymfocyty, Mo-monocyty, Ba-bazofily, Ty-tyCinky, Seg-segmenty, Eo-eozinofily), aktivitu
enzymov — alkalicka fosfatdza (ALP), aspartataminotransferaza (AST), gamaglutamyltransferaza
(GGT), kreatinkinaza (CPK), koncentraciu celkového bilirubinu (CBi), celkovych bielkovin
(CB), albuminu (Alb), kreatininu (Kreat), celkovych imunoglobulinov (Clg), mocoviny (U),
neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA), vapnik (Ca), fosfor (P), zelezo (Fe), med (Cu),
zinok (Zn). VySetrenie pritomnosti protilatok proti virusu bluetongue (BTV) (vp 7 protein)
prebiehalo metédou ELISA. Potvrdili sme pritomnost’ zastupcov pakomarikov rodu Culicoides,
ktoré su povazované za vektorov bluetongue (BT), priCom v prvom roku sledovania dominuje
Komplex Obsoletus a v druhom roku st to zastupcovia Komplexu Pulicaris. 90,1% odchytenych
pakomarikov v roku 2008 a 21,1 % v roku 2009 patri do skupiny pakomarikov nepodiel’ajiicich
sa na prenose virusu BT. Najvyssi pocet pakomarikov bolo v roku 2008 odchytenych v druhe;j
polovici jina azaiatkom jula. Vroku 2009, vzhladom na nizky pocet odchytenych
pakomarikov nebolo mozné sezonnu dynamiku vyhodnotit. Pri klinickom a laboratornom
sledovani neboli pozorované klinické symptémy resp. biochemické zmeny, ktoré by mali
bezprostredny vztah ku chorobe modrého jazyka. Diagnostikované odchylky poukazovali na
naruSenie celkového metabolizmu v stvislosti s vyskytom inych choréb a nedostatkami vo
vyZzive.

UvOD

Kataralna horucka oviec je transmisivna orbivirusovéa choroba hlavne doméacich (ovce, dobytok,
kozy) a volne zijucich prezuvavcov (jelenovité). Aj ked bol virus izolovany aj u inych druhov
prezavavcov, ide predovSetkym o ochorenie oviec. Povodne bola choroba modry jazyk
povazovana za ochorenie afrického kontinentu. Do Eurdpy na ostrov Cyprus sa prvykrat
preniesla v roku 1943. Hlavné ndkazové prepuknutia v krajinach strednej a zdpadnej Eurdpy
nastali vroku 2006. Od tohto obdobia zacala byt nakaza zdravotnym a ekonomickym
problémom chovatel'ov hovédzieho dobytka, oviec a k6z. Cielom prace bolo ziskat' prvotné
informdacie o vyskyte katardlnej horacky oviec na farme dojnic. Taktiez sledovat’ potencionalny
vyskyt vektora ndkazy a posudit’ jeho ulohu pri prenose ochorenia. V rdmci sledovanych
laboratornych a klinickych vySetreni sa zamerat’ na tie zmeny, ktoré maju bezprostredny vzt'ah k
chorobe modrého jazyka.

MATERIAL A METODIKA

Surveillance zhubnej katardlnej horucky pozostavajuci z klimatickych, entomologickych
sledovani, klinicko — biochemickych vySetreni zvierat a sérologickej diagnostiky sa realizoval
v obdobi od maja 2008 do decembra 2009 na farme dojnic (202 m n. m.). Meteorologické udaje
(teplota vzduchu, relativna vlhkost’ vzduchu, rychlost’ vetra, smer vetra, oblac¢nost’) pre oblast’
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TrebiSova  sa  zaznamenavali denne  zinternetovych strinok ~ www.shmu.sk.,
www.onlinepocasie.sk. Entomologicky prieskum sa zabezpecoval odchytom vektora tyzdenne
pomocou lapaca hmyzu (model JW1212), ktory bol instalovany v defi odchytu medzi 17. az 18.
hodinou a odoberany nasledujiici deft medzi 5. az 6. hodinou rano. Samotny zber hmyzu
prebiehal do plastovej nadoby podla navodu vyrobcu. Spracovanie vzoriek a samotna
diagnostika bola robena na Ustave parazitologie UVL, metédou podla Goffredo a Meiswinkel
(2004), na druhové urCovanie sa pouzil kI'ai¢ podla Rawlings (1996). Klinické vySetrenie
hovéddzieho dobytka sa robilo v mesacnych intervaloch na zaklade beznej obhliadky zvierat
(klinicka obhliadka stada, klinické vySetrenie chorych zvierat) a tidajov privatneho veterinarneho
lekéra a chovatel’a. Laboratdrne vySetrenie sa realizovalo v mesa¢nych intervaloch od tych istych
15 kusov hoviddzieho dobytka (Ciernostrakaty dobytok). V prvom roku sledovania to bola
skupina vysokogravidnych jalovic, v druhom skupina dojnic po prvej resp. druhej laktacii. Z
hematologickych a biochemickych parametrov sme sledovali hemoglobin (Hb), erytrocyty (Er),
hematokrit (Ht), leukocyty (Le), diferencidlny krvny obraz (Ly-lymfocyty, Mo-monocyty, Ba-
bazofily, Ty-tyCinky, Seg-segmenty, Eo-eozinofily), aktivitu enzymov — alkalickd fosfataza
(ALP), aspartataminotransferaza (AST), gamaglutamyltransferdza (GGT), kreatinkindza (CPK),
koncentraciu celkového bilirubinu (CBi), celkovych bielkovin (CB), albuminu (Alb), kreatininu
(Kreat), celkovych imunoglobulinov (CIg), mocoviny (U), neesterifikovanych mastnych kyselin
(NEFA), vapnik (Ca), fosfor (P), zelezo (Fe), med’ (Cu), zinok (Zn). VySetrenie na protilatky
proti virusu BT (vp 7 protein) prebichalo v Referenénom laboratériu pre BT v Stitnom
veterindrnom ustave vo Zvolene ELISA metédou (ID VET Kit for detection of anti-VP7
antibodies by competitive ELISA).

VYSLEDKY

Na farme Zemplinska Teplica bolo v roku 2008 odchytenych 141 ks pakomarikov (1,4 %
Komplex Pulicaris, 1,4 % Komplex Schultzei, 7,1 % Komplex Obsoletus, 90,1% iné
Culicoides)(obr.2). Predpokladame, ze vrchol sezény sa pohyboval v obdobi od 16.6. do
15.7.2008, avSak tieto zistenia nie st vzhladom na nizky pocet odchytenych pakomarikov
relevantné (obr. 1). V roku 2009 bolo odchytenych len 19 ks pakomarikov (26,3% Komplex
Obsoletus, 52,6% Komlpex Pulicaris 21,1% iné Culicoides)(obr.4). Sezonna dynamika vyskytu
vektora pocas roku 2009 je zndzornena na obr. 3.

1°/o 7°/o1%

91%

Potet adhytanjeh pakomdrikov

N 0 KomplexPulicaris @ Komplex Obsoletus
T s ? - 7 * 0O Komplex Schultzei @ Iné Culicoides
Obr. 1. Sezonna dynamika pakomarikov Obr. 2. Druhova skladba pakomarikov
na sledovanej farme v roku 2008 na sledovanej farme v roku 2008
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Obr. 3. Sezoénna dynamika
pakomarikov na sledovanej farme

v roku 2009

Pri klinickom sledovani hovéddzieho dobytka sme pocas dvojrocného sledovania nepozorovali
klinické symptdmy charakteristické pre zhubnt kataralnu horti€ku. Klinické zmeny stviseli s

21%

26%

53%

@ Komplex Obsoletus @ Komplex Pulicaris

O Iné Culicoides

Obr. 4. Druhové skladba pakomérikov na
sledovanej farme v roku 2009

popoérodnym obdobim (mastitidy, metritidy, syndrom ul'ahnutia, syndrém negativne;j

energetickej bilancie, syndrom stucnenia, acidozy, atd’.). V prvom roku sledovania sme pri
laboratornych testoch zistili narast NEMK, CBi a Clg (¢o je viazané na poporodné obdobie),
okrajovu sideropéniu, hypokuprémia a hypozinkémia v priebehu celého sledovania (tab. 1).

Mesiac odberu NEMK CBi Clg Fe Cu Zn

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

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
Juan 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
Jal 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
Oktéber X 0,1257 7,133 31,16 18,03 11,65 10,12
n=15 sd 0,06155 2,329 4,226 2,632 2,676 3,089
November X 0,09933 3,939 33,06 20,42 12,85 14,43
n=15 sd 0,06387 1,467 3,338 2,870 1,833 3,830

Tab. 1. Vysledky vybranych biochemickych parametrov pocas roku 2008 u dojnic

V druhom roku sledovania analyzované indexy energetick¢ého metabolizmu poukazuju zvySenie
hodnét TL a pokles TG (tab. 2). Pri parametroch hepatalneho metabolizmu sa tendencia narastu
priemernych koncentracii zistovala u sérovej aktivity enzymov AST, GGT a CPK, taktiez aj pri
CBi a U. Pokles hodnot sa zaznamenal pri CIg. Pri posudzovani mineralneho profilu sa zistila

v priebehu celého pozorovania okrajova sideropénia, hypozinkémia a hypokuprémia.
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Mesiac odberu TL TG AST GGT CPK CBi U Clg
g/l mmol/l pkat/l pkat/l pkat/l pmol/l mmol/l UZST

Januar X 5,759 0,0920 1,675 0,5253 3,710 2,042 4,276 33,03
n=15 sd 1,000 0,06868 0,5172 0,1920 1,149 0,9655 0,9669 3,807
Marec X 5,962 0,08533 2,589 0,6320 4,177 2,888 3,887 33,26
n=15 sd 1,444 0,07482 0,09602 0,1783 1,192 1,357 0,5826 3,603
April X 4,881 0,1153 1,857 0,5647 3,953 3,765 4,195 30,78
n=15 sd 2,162 0,04224 0,3746 0,1407 1,186 0,8100 0,7066 5,019
Maj X 6,342 0,2267 1,908 0,5260 4,875 5,009 3,593 33,26
n=15 sd 1,630 0,07584 0,3964 0,1358 1,591 2,157 0,6341 4,442
Jin X 5,130 0,2347 2,189 0,5060 6,791 4,921 3,758 32,05
n=15 sd 1,322 0,1108 0,7216 0,4085 5,774 1,212 0,4606 2,479
Jul X 4,985 0,1567 2,210 0,5007 8,215 6,229 3,451 35,08
n=15 sd 1,207 0,07575 0,5640 0,1074 5,892 0,8825 0,7822 2,243
August X 4,872 0,2600 1,981 0,4593 5,08 4,615 3,422 32,65
n=15 sd 1,248 0,08192 0,4977 0,1198 2,0513 0,8088 0,8663 5,374
September X 4,539 0,1913 1,656 0,4727 5,195 5,182 2,545 28,66
n=15 sd 1,297 0,06346 0,2926 0,1088 2,325 1,154 0,6269 5,064
Oktober X 4,241 0,2240 1,976 0,4960 4,023 4,552 3,355 32,15
n=15 sd 1,269 0,07169 0,5407 0,1483 1,613 1,276 0,8336 4,645
November X 4,484 0,2320 1,872 0,5233 3,919 3,963 3,971 33,15
n=15 sd 1,264 0,09096 0,3811 0,1397 1,009 0,9325 0,9348 3,441

Tab. 2. Vysledky vybranych biochemickych parametrov poc¢as roku 2009 u dojnic
Pri sérologickom vySetreni sme nezistili pritomnost’ protildtok voci virusu modrého jazyka. Na
zaklade negativnych sérologickych vysledkov sme nepokracovali vo virologickom vySetrovani.

DISKUSIA

Pocas dvojro¢ného sledovania na farme dobytka sme potvrdili pritomnost’ pakomarikov rodu
Culicoides povazovanych za vektorov choroby modrého jazyka, pricom v prvom roku
sledovania dominoval Komplex Obsoletus a v druhom Komplex Pulicaris. 90,1% odchytenych
pakomarikov v roku 2008 a 21,1 % v roku 2009 patri do skupiny tzv. inych pakomarikov, ktoré
sa podl'a Goffredo, M. a Meiswinkel, R., (2004) nepodiel’aju na prenose virusu BT. Najviac
pakomarikov bolo odchytenych v obdobi najpriaznivejSich klimatickych podmienok pre zivot
vektora, v roku 2008 to bolo v druhej polovici juna a zaciatkom jula a v roku 2009 pocas jula.
Z tohto dbévodu pre stanovenie transmisivnej periody vektora je potrebné sledovat’ aj
meteorologické udaje.

Pri klinickom vySetrovani hovéddzieho dobytka aoviec sme nediagnostikovali symptomy
choroby modrého jazyka (Backx a i., 2007). V pripade vyskytu klinickych symptémov, tieto boli
u hovddzieho dobytka viazané vac¢Sinou na produkéné choroby v peripartdlnom obdobi
a nedostatky vo vyzive. Vzhl'adom na vyskyt vektorov virusu BT sa potvrdila potreba klinického
sledovania zvierat v chovatel'skych podmienkach ako neodmyslitelnd sucast’ surveillance
choroby modrého jazyka v ramci v€asnej diagnostiky, ¢o je aj v sulade so Smernicou Rady ¢.
2000/75/ES a kédexom zdravia OIE pre suchozemskeé zvieratd (2004).

Pri laboratornej analyze neboli pozorované zmeny charakteristické pre chorobu modrého jazyka.
Diagnostikované odchylky poukazovali na narusSenie celkového metabolizmu v stvislosti
s vyskytom inych chordb (produkéné choroby, nedostatky vo vyzive, atd.). VySetrované
biochemické markery odrdzaju narusenie tych organovych systémov, ktoré su postihnuté
v priebehu infekcie virusom BT, preto je potrebnd ich diagnostika pre posudenie celkového
zdravotného stavu infikovanych zvierat alebo v ramci vcasnej diagnostiky. Pri sérologickom
vySetrovani nebola potvrdend pocas celého sledovania pritomnost’ protilatok voci ziadnemu
sérotypu  virusu BT. Kontinualne sérologické analyzy zvierat ako neodmyslitelny prvok
surveillance choroby modrého jazyka su opodstatnené, nakol'ko sa zistila pritomnost’ vektora
pocas transmisivnej sezony. Virologické vySetrenia zvierat resp. vektora sa odporaca vyuzit' len
v pripade podozrenia na nakazu.
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VPLYV JACMENA A RAZNYCH OTRUB OBOHATENYCH y-LINOLENOVOU
KYSELINOU NA LIPIDOVY METABOLIZMUS V UMELOM BACHORE (RUSITEC)
Laho T.

Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

V experimentoch sme skimali vplyv substratov pozostavajucich z la¢neho sena (LS; 12,8 g
suSiny (DM)/dent) a mletého jacmena (MJ; 3,2 g DM/deil) a LS a raznych otrub (RO; 3,2 g
DM/den) na bachorovy lipidovy metabolizmsu in vitro. Na in vitro pokusy sme pouzili bachor-
simulujuce fermentacné zariadenie RUSITEC a bachorovi tekutinu fistulovanych oviec. V
experimentalnych skupinach boli pouzité ceredlie obohatené o nizSiu hubu Thamnidium elegans
(LS+MJ-TE; LS+RO-TE), zastupcu radu Zygomycetes, produkujicu y-linolénovu kyselinu. Ako
kontrola boli pouzité¢ ceredlie neobohatené hubou (LS+MJ; LS+RO). LS+MJ-TE substrat
signifikantne nezvysil denny vystup Ziadnej mastnej kyseliny (MK) v efluente, avSak oproti
kontrole znizil denné vystupy kyseliny linolovej (C18:2; P<0,05) a konjugovanej kyseliny
linolovej (CLA; cis9 transl1l C18:2). LS+RO-TE substrat zvysil denny vystup kyseliny y-
linolénovej (C18:3n-6, GLA; P<0,05) a kyseliny cis9 olejovej (C18:1; P<0,01) v efluente oproti
kontrole. LS+RO-TE substrat zaroven zniZzil koncentraciu CLA (P<0.001) akyseliny o-
linolénovej (C18:3n-3, ALA; P<0.05) v efluente. Vysledky ukézali, Ze razné otruby obohatené
hubou Thamnidium elegans pozitivne ovplyvnili denné vystupy GLA in vitro, avSak ani
obohateny ja¢men ani razné otruby signifikantne neovplyvnili biohydrogenaciu C18
nenasytenych mastnych kyselin.

UvOoD

V sucasnosti sa kladi poziadavky na potraviny zivocisSneho pdvodu, aby zabezpecovali nielen
vyzivu l'udskej populécie, ale aby boli stale kvalitnejSie. Jednou z moZnosti ovplyviiovania ich
kvality, je zniZovanie obsahu nasytenych a zvySovanie obsahu zdraviu prospesnych mono-
a polynenasytenych mastnych kyselin. Stufasny trend sa zameriava na diéty obohatené
o esencidlne polynenasytené mastné kyseliny, medzi ktoré patri aj kyselina y-linolénova (GLA).
GLA je intermediarny metabolit premeny kyseliny linolénovej na kyselinu arachidonovi. Je
zname, ze jej deficit v 'udskom organizme vedie k porucham koze, nervového, imunitného
systému a inych organovych systémov (Fan and Chapkin, 1998). Primarnym zdrojom GLA su
rastlinné oleje, ale aktivne v tvorbe mikrobialneho oleja s obsahom GLA su aj huby patriace do
radu Zygomycetes (Certik a Adamechova, 2009). Cielom naSej prace bolo zistit vplyv
niektorych cerealii (mlety jaCmen arazné otruby) obohatenych hubou Thamnidium elegans
produkujucou GLA na lipidovy metabolizmus a biohydrogenaciu (BH) jednotlivych mastnych
kyselin in vitro v umelom bachore.

MATERIAL A METODY

Jaément mlety (MJ) arazné otruby (RO) inokulované hubou Thamnidium elegans (TE) CCF
1456 (Karlova Univerzita, Praha, CZ) doplnené la¢nym senom (LS) v mnozstve 12,8 g lu¢neho
sena (12,8 g suSiny (DM)/den) a 3,2 g cerealie (LS+MIJ-TE; LS+RO-TE) boli pouzité ako
substraty v experimentoch in vitro. Kontrola nebola obohatend hubou (LS+MJ; LS+RO). Aby
diéty mali 12% hrubého proteinu (CP; 1,92 g) dodali sme pridavok moc¢oviny. Ako fermenta¢ny
in vitro systém bol pouzity umely bachor (RUSITEC). Bachorové inokulum bolo odobraté
fistulovanym ovciam pred rannym kifmenim. V RUSITECu bol zabezpeceny kontinualny privod
McDougallovho pufru s pH 8.4 obohateného o mikroelementy (Jal¢ a kol., 2010). Adaptacna
faza trvala 5 dni a merania sa uskutocnili na 6. a 12. defl. V lyofilizovanych vzorkach efluentu
sme stanovili koncentracie vyssich mastnych kyselin na plynovom chromatografe Perkin-Elmer
Clarus 500 (Perkin-Elmer, Inc. Shelton, CN, USA). Hodnota biohydrogenacie jednotlivych MK
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bola vypoé¢itana podla vzorca (Loor a kol., 2003). Statistickd analyza bola urobena analyzou
variancie (GraphPad Instat, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Lipidy v diétach podliehaji hydrolyze a st biohydrogenované bachorovymi mikroorganizmami
na viac saturované produkty stvorbou intermedidrnych metabolitov ako kyselina trans-
vakcénova (TVA) a konjugovana kyselina linolova (CLA). Z nasich vysledkov v Tabulke €.1 je
zrejmé, ze LS+MIJ-TE substrat signifikantne nezvysil vystup ziadnej mastnej kyseliny, avSak

oproti kontrole znizil vystupy kyseliny linolovej (P<0,05) a CLA.

Tabulka ¢é.1

Denny vystup mastnych kyselin (mg/deii) a biohydrogendcia (%) jaémenného substratu in vitro

LS-+MJ LS+MIJ-TE SEM P - hodnoty

C18:1 trans9 0,021 0,03 0,006 Ns
TVA 11,5 10,3 2,07 Ns
C18:1 cis9 8,30 9,03 1,23 Ns
CLA 0,52 0,16 0,11 *
C18:2 4,05 2,36 0,48 *
C18:3n-3 (ALA) 0,78 0,49 0,12 Ns
C18:3n-6 (GLA) 0,01 0,02 0,006 Ns
Biohydrogenacia mastnych kyselin

C18:1 cis9 91,8 91,3 0,642 Ns
C18:2 94,8 95,1 0,321 Ns
C18:3n-3 (ALA) 91,5 91,0 0,682 Ns

TVA: trans1l olejova; CLA: cis9 transll linolovéa; C18:3n-3 a-linolénova; C18:3n-6 v-
linolénova; LS: lucne seno; MJ: mlety ja¢men; TE: Thamnidium elegans; NS: nesignifikantné;

*P<0.05

Tabul’ka ¢.2

Denny vystup mastnych kyselin (mg/deti) and biohydrogenacia (%) razného substratu in vitro
LS+RO LS+RO-TE SEM P —hodnoty

C18:1 trans9 0,008 0,04 0,013 Ns

TVA 16,0 14,2 2,1 Ns

C18:1 cis9 5,70 10,2 1,06 *x

CLA 0,59 0,23 0,06 roxk

C18:2 3,63 3,44 0,35 Ns

C18:3n-3 (ALA) 1,27 0,97 0,09 *

C18:3n-6 (GLA) 0,007 0,037 0,008 *

Biohydrogendcia mastnych kyselin

C18:1 cis9 92,0 91,5 0,702 Ns

C18:2 94,6 94,5 0,546 Ns

C18:3n-3 (ALA) 82,8 83,4 0,682 Ns

TVA: trans1l olejova; CLA: cis9 transll linolova; C18:3n-3 a-linolénova; C18:3n-6 v-
linolénova; LS: lu¢ne seno; RO: razné otruby; TE: Thamnidium elegans; NS: nesignifikantné;
*P<(.05; **P<0.01; ***P<0.001

Z nasich vysledkov z Tabulky ¢.2 vyplyva, Zze LS+RO-TE substrat zvysil koncentraciu kyseliny
y-linolénovej (P<0,05) a kyseliny cis9 olejovej (P<0,01) oproti kontrole. LS+RO-TE substrat
znizil koncentraciu CLA (P<0,001) a kyseliny a-linolénovej (P<0,05).
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Pouzitie cerealii obohatenych hubami produkujucimi mikrobiadlny olej v naSom experimente
neovplyvnilo hodnoty BH na rozdiel od inych prac skimajucich priamy vplyv mikrobialneho
oleja na BH in vitro (Jal¢ akol., 2009). NaSe predchadzajuce vysledky (Laho akol., 2010)
ukazali, ze podobne pSenicné substraty obohatené hubou Thamnidium elegans nemali vplyv na
zvysenie koncentracii TVA a CLA in vitro a neovplyvnili hodnotu BH, avSak na druhej strane
kukuriény substrat ovplyvnil denné vystupy mastnych kyselin, ale neovplyvnil BH. Hubou
obohatené razné otruby v naSom experimente zvysili denné vystupy GLA podobne ako pSeni¢né
a kukuri¢né substraty obohatené o mikrobidlnu GLA v nasSich predchddzajicich pokusoch (Laho
a kol., 2010).

Vsetky doteraz ziskané vysledky so substratmi obohatenymi hubou Thamnidium elegans by
mohli poukazovat’ na to, ze ceredlie obohatené o mikrobialnu GLA moézu pozitivne ovplyvnit
vystupy GLA in vitro, ale nemusia mat’ vplyv na BH mastnych kyselin.
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POLYMORFIZMUS DGAT-1 V CHOVE DOJNIC SLOVENSKEHO STRAKATEHO
DOBYTKA

Leskova L. ', Bauer M.”

"Klinika prezivavcov UVLF, Kosice, *Ustav genetiky a reprodukcie HZ, Centrum vyskumu

Zivocisnej vyroby, Nitra

ABSTRAKT

V naSej praci sme sa zaoberali polymorfizmom K232A v géne DGAT-1, jeho identifikaciou
v stbore 42 dojnic plemena SSD ajeho krizencov a zhodnotenim jeho vplyvu na vybrané
biochemické parametre v krvnom sére v popdrodnom obdobi. Bolo identifikovanych 38
homozygotov genotypu AA, 4 heterozygoti (AK) a ani jeden homozygot genotypu KK. U dojnic
oboch skupin bola zaznamenanad zvySena koncentracia neesterifikovanych mastnych kyselin,
celkového bilirubinu a celkovych imunoglobulinov a u skupiny s variantom AA aj pokles hodnot
triglyceridov. Zistené rozdiely medzi oboma skupinami neboli Statisticky vyznamné. Vzhl'adom
na zisteny nizky pocet zvierat s genotypom AK nie st dané zistenia smerodajné aje preto
potrebné v stadii tejto problematiky pokracovat'.

UvOoD

Vicsina biologickych ciest je zlozitym komplexom, t. j. je pod kontrolou siete navzijom
spolupracujucich génov, z ktorych kazdy osamote ma len maly efekt a takisto je pod vplyvom
environmentalnych faktorov, ako je napriklad vyziva (Wu a Lin, 2006). V poslednom desatroci
lepsia dostupnost’ molekularno-biologickych technik pridala pri chove a §achteni dobytka d’alSie
vyberoveé kritérium — genomické idaje, ktoré mézu byt pouzité na selekciu zalozenl na génoch,
¢i markeroch. Tento druh selekcie méa zaklad v identifikdcii génov/markerov, ktoré¢ moézu
ovplyviiovat’ ekonomicky vyznamné znaky u dojnic (Oikonomou a kol., 2008).

O géne DGATI, ktory sa nachadza na centromérovom konci bovinného chromozému 14 (BTA14)
(Boichard a kol., 2003) je zname, Ze koduje acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferazu, enzym
katalyzujtici posledny krok pri syntéze triglyceridov. Nekonzervativna substitucia lyzinu na
alanin (p.Lys232Ala) vtomto géne ma dokazate'ne vplyv na metabolické cesty suvisiace
s produkciou mlieka a zvlast’ na obsah tuku v mlieku (Grisart a kol., 2002; Gautier a kol., 2007).
Ashwell akol. (2004) takisto popisuje mozné pleiotropné efekty tohto polymorfizmu aj na
reprodukéné parametre, ¢o je v sulade aj so zisteniami Kaupeho a kol. (2007). Aj podla stadie
Oikonomou a kol. (2008) nimi skiimané polymorfizmy génov DGATI a receptora pre rastovy
hormén (GHR) mdézu signifikantne ovplyvnit' urcité energetické metabolické cesty, krvné
ukazovatele a reprodukcné parametre dojnic.

Cielom prace bolo zaoberat’ sa polymorfizmom K232A v géne DGAT-1, jeho identifikaciou v
stibore 42 dojnic plemena SSD a jeho kriZzencov a zhodnotenim jeho vplyvu na vybrané
biochemické parametre v krvnom sére v poporodnom obdobi.

MATERIAL A METODIKA

V praci boli vyuzité vzorky krvi odoberané punkciou v. jugularis od 42 dojnic plemena
slovensky strakaty dobytok a ich krizencov na farme PD Nova Bodva. Priemerné produkcia
mlieka bola 5 600 kg mlieka s priemernou tukovostou 4% a obsahom bielkovin 3,5%. Dojnice
boli v stadiu ranej laktacie (do 3 tyzdinov po oteleni). Vybrané biochemické parametre boli
stanovované v krvnom sére. Koncentracia celkovych bielkovin (CB), albuminu, kreatininu,
mocoviny, glukoézy, B-hyroxybutyratu (BHB), neesterifikovanych mastnych kyselin (NEFA),
triglyceridov (TG) boli stanovované komerc¢ne dostupnymi kitmi spolo¢nosti Randox na
automatickom analyzéri Alizé (sp. Lisabio); celkové imunoglobuliny (ClIg) boli stanovované
spektrofotometricky vyuzitim zink-sulfatového testu; stanovenie hladiny bilirubinu a TL bolo
realizované klasickou metédou. DNA bola izolovand zcelej krvi konzervovanej EDTA
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komerénym kitom QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen). DNA bola genotypizovana pomocou
RFLP na identifikdciu polymorfizmu K232A (Winter, 2002). Primery na amplifikaciu
fragmentov DNA boli navrhnuté na zaklade Stidie Thallera a kol. (2003). Na Stiepenie PCR
produktu velkosti 352 bp bola pouzita Cfr/ (MBI Fermentas); lyzinovy variant zostal nestiepeny,
pri alaninovom variante boli vysledkom fragmenty s velkostou 198 a 154 bp. Na separaciu bol
pouzity gél s 2% agardzou a vizualizaciu SYBR Green (Invitrogen Life Technologies).

V oboch skupinach, t. j. v skupine homozygotov (AA) aj heterozygotov (AK) boli vypocitané
priemerné hodnoty (x) a smerodajné odchylky (sd). Na vyhodnotenie vysledkov bol pouzity
Studentov t-test pri hladine vyznamnosti p < 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zo 42 dojnic iba 4 boli heterozygotné pre variant K232A, pri¢om neboli detekovani homozygoti
pre lyzinovy variant KK. Ostatné dojnice boli homozygotné pre alaninovy variant (AA). Tento
genotyp vyrazne prevazuje aj podla zistenia Gautiera akol. (2007) ubykov plemien
montbeliarde a normandského dobytka, kde takisto nebol detekovany genotyp KK.
U holsteinského dobytka zaznamenali rovnomernejSiu distribuciu alel, kde 43% zvierat bolo
heterozygotnych a u 10% bol zisteny variant KK.

U oboch skupin bola zaznamenana zvySend koncentracia neesterifikovanych mastnych kyselin,
celkového bilirubinu a celkovych imunoglobulinov a u skupiny s variantom AA aj pokles hodnot
triglyceridov. Sérova koncentracia NEFA a BHB po oteleni odraZa stupeni lipomobilizacie
(Pullen, 1990). Djokovic a kol. (2007) popisuji pozitivhu koreladciu medzi hladinou lipidov
v peceni a NEFA v krvi a negativnu koreldciu medzi obsahom lipidov v peceni a koncentraciou
glukézy, TG acelkového cholesterolu v krvi. Oikawa a kol. (1997) popisuji zvySenu
koncentraciu NEFA a zniZzent koncentraciu TG a celkového cholesterolu spolu s dalSimi
zmenami pri vyskyte syndrému ulahnutia kradv a pri mlie¢nej hortcke. Koncentracie vybranych
parametrov vnaitorného prostredia spolu s referenénymi hodnotami st uvedené v Tab.1.

Podla Studentovho t-testu neboli rozdiely medzi oboma skupinami pri hladine vyznamnosti p <
0,05 statisticky vyznamné, ¢o nepotvrdzuje zistenia Oikonomou a kol. (2008), ktori popisali
vplyv dané¢ho polymorfizmu o. i. aj na koncentraciu glukézy v sére dojnic po oteleni. Avsak
vzhl'adom na maly pocet zvierat v skupine heterozygotov nie je mozné nami zistené vysledky
hodnotit’ ako smerodajné.

parameter | Glu | TL TG |NEMK | BHB | Bi Clg | CB | Alb | Kreat | Ur

ref.h 2,5- 1,5- 0,17- 0,10-0,35 | do 1,0 do 18-26 | 70-90 | 30-45 | 88-177 3,6-
o 4,2 52 0,51 5,13 10,7

jednotky mmol/l | mmol/l | mmol/l mmol/l mmol/l umol/l | USZT g/l g/l umol/l mmol/l

AA X 4,09 | 342 | 0,16 0,42 0,62 | 8,8 |26,7 74,7 40,0 | 115,8 | 3,78
sd | 0,758 | 1,631 | 0,116 0,292 0,269 | 5,441 | 4,769 | 6,353 | 3,774 | 17,173 | 1,089
AK X 3,79 1 2,92 | 0,17 0,44 0,60 | 10,1 | 27,2 1743 | 37,6 | 98,0 | 4,05
sd | 0,210 | 1,004 | 0,184 0,132 0,297 | 2,764 | 3,912 | 3,729 | 2,674 | 10,756 | 1,380

Tab.1. Koncentracie vybranych parametrov vnutorné¢ho prostredia;
AA —homozygoti, AK - heterozygoti, x — priemerna hodnota, sd — smerodajna odchylka

Markermi asistovana selekcia je trendom v selekcii zvierat na produkéné a reprodukéné znaky.
Je vSak dolezité zamerat’ sa takisto na znaky zdravotné (negativna energeticka bilancia po
porode, ketoza, steatdoza peCene, a pod.). Je potrebné identifikovat’ jednotlivé klaCové gény
regulujice procesy, ktoré sa podiel’aju na vzniku a vyvoji danych zdravotnych portch. V nasej
préaci sa nepotvrdil suvis polymorfizmu K232A v géne DGAT-1 na biochemické ukazovatele,
avSak dané vysledky nie st relevantné vzhl'adom na maly stbor zvierat. Takisto bolo takmer
nemozné porovnat’ naSe vysledky so zavermi inych autorov, nakolko je dand problematika len
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okrajovo rieSena v minime Studii. Preto je podla naSho nazoru potrebné dalej sa tejto téme
venovat’ a tym rozsirovat’ poznatky v tejto oblasti.
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IDENTIFIKACIA A GENETICKA CHARAKTERIZACIA PRVEHO PESTIVIRUSU Z
OVIEC NA SLOVENSKU

Leskova V., Vlasakova M., Jackova A., Viléek S.

Ustav epizootoldgie a preventivnej veterindrskej mediciny

ABSTRAKT

Ciel'om tejto prace bolo identifikovat’ a na molekulovo-genetickej urovni charakterizovat’ prvy
slovensky pestivirusovy izolat z oviec. Osekvenovany bol 5480 nukleotidov dlhy fragment, ktory
predstavuje kompletni sekvenciu 5'NTR—-NS2 oblasti pestivirusového genému. Analyzovana
bola 5 nekoddujica oblast, gén pre autoprotedzu NP, Struktarne gény (C, E™, El, E2) a
nestrukturny NS2 protein. Genetickd analyza neodhalila ziadne inzercie/delécie v oblasti NS2,
ani vo zvysnej ¢asti osekvenovaného genomu. Dizka sekvencii jednotlivych génov sa zhodovala
s dizkou sekvencii u referenéného BDV kmetia X818. Analyza aminokyselinovych sekvencii
v oblasti Stiepnych miest medzi jednotlivymi proteinmi, ktoré st u pestivirusov pomerne
konzervované, aj u slovenského izolatu odhalila len niekol’ko mutacii. Na zaklade
fylogenetickych analyz 5'NTR, N”° a E2 oblasti bol slovensky izolat zaradeny do genotypu
BDV-3, kam spadajii aj izolaty zo Svajiarska, Raktiska, Franctizska a izolat Gifhorn z Nemecka.

UvoD

Do rodu Pestivirus z celade Flaviviridae si zaradované 4 schvalené druhy: virus hnacky
hovidzieho dobytka typu 1 (BVDV-1) a typu 2 (BVDV-2), virus klasického moru oSipanych
(CSFV) a virus border choroby oviec (BDV) a jeden predbezny druh ,,Giraffe* (Fauquet a kol.,
2005). Pestivirusy nie st striktne druhovo Specifické (Paton, 1995) a infikuji hospodarske ako aj
divo Zijice zvierata (Vilcek a Nettleton, 2006). VSetky pestivirusy st ekonomicky vyznamné
patogény, ktoré sposobuji znaéné straty v chovoch hovidzieho dobytka, oSipanych a oviec
(Moennig a Plagemann, 1992).

BDV sposobuje border chorobu u oviec a koéz. Klinické priznaky u oviec zahffiaju aborty,
narodenie mftvych alebo malo Zivotaschopnych jahniat, neurologické priznaky, poruchy
ovlnenia, netypicku pigmentaciu koze, abnormalne anatomické znaky a perzistentnu infekciu
potomkov (Nettleton a kol., 1998).

Genom pestivirusov tvori jednovlaknova RNA pozitivnej polarity s dizkou v rozmedzi 12,3 —
12,5 kb. Jediny otvoreny ¢&itaci ramec koduje polyprotein okolo 4000 aminokyselin dlhy,
ohrani¢eny 5" a 3’ nekodujicou oblastou (NTR). Polyprotein je Stiepeny virusovymi a
bunkovymi protedzami na 11-12 $truktarnych a nestruktirnych proteinov (N*°, C, E™, E1, E2,
p7, NS2-3, NS4A, NS4B, NS5A a NS5B) (Meyers a Thiel, 1996).

Na zéklade sucasnych poznatkov boli BDV izolaty rozdelené najmenej do Siestich genotypov
(Arnal a kol., 2004; Becher a kol., 2003; Dubois a kol., 2008). Osobitné fylogenetické skupiny
tvoria izolaty z Talianska (De Mia a kol., 2005), Tuniska (Thabti a kol., 2005) a z Turecka
(Oguzoglu a kol., 2009). Rozsirenie jednotlivych BDV genotypov je z geografického hl'adiska
pomerne dobre preskimané v zapadnej Eurdpe. Malo informadcii je vSak zo Statov strednej a
vychodnej Eurdpy. V ramci strednej Europy su informacie zatial' dostupné len z Nemecka,
Svajéiarska a Rakuska, zatial' ¢o zo Slovenska a jeho okolitych $titov neboli na geneticke;
urovni analyzované ziadne BDV izolaty.

Ciel'om tejto prace bolo na genetickej urovni charakterizovat’ prvy slovensky pestivirusovy izolat
z oviec a zistit’ jeho fylogeneticky vzt'ah k ostatnym pestivirusom, ktoré boli doteraz izolované z
roznych druhov zvierat po celom svete.

65



MATERIAL A METODIKA

Povod vzorky: Virusovy kmen (izolat ¢. 297) analyzovany v tejto $tadii, bol izolovany zo séra
ovce zo stredného Slovenska v roku 2007 SVU vo Zvolene. Po predchadzajicej detekcii
pestivirusu sérologickymi a molekulovo-genetickymi metédami nam bol virusovy kmen
poskytnuty za ucelom podrobnejsej analyzy na genetickej tirovni.

Izolacia celkovej RNA a syntéza cDNA: Celkovda RNA bola izolovand TRIzol™ reagenciou
(Invitrogen, San Diego, CA, USA) podla pokynov vyrobcu. Na syntézu cDNA boli pouzité
nahodné hexaméry a transkriptaza SuperScript II RT (Invitrogen).

Amplifikacnd stratégia: 5’NTR — NS2 oblast’ bola amplifikovana pomocou klasickej, nested
alebo semi-nested PCR s vyuZitim pestivirus-Specifickych a BDV-§pecifickych primerov,
vybranych na zdklade udajov ziskanych z parcidlnych sekvencii izolatu 297 a zo sekvencii
pestivirusovych kmenov dostupnych v databaze GenBank.

Podmienky amplifikacie: Mix (50 pl) pre prvii PCR obsahoval 10 pl reakéného pufru
(Finnzymes), 0,2 nM dNTP, 300 nM z kazdého primeru, 0,5 U Phusion High-Fidelity DNA
polymerazy (Finnzymes, Finland) a 4 pl cDNA. Prva PCR prebehla v 35 cykloch v teplotnom
rezime: 98 °C 30 s — 2 min (v zavislosti od dizky amplifikovaného fragmentu), 98 °C 10 s, 52 °C
30's, 72 °C 30 s — 2 min a finalna extenzia 72 °C 10 min. V druhej PCR boli v 40 cykloch za
rovnakych podmienok amplifikované 2 pl produktu z prvej PCR.

Sekvenovanie PCR produktov: PCR produkty boli sekvenované Sangerovou metddou
komer¢nou firmou. Nukleotidové sekvencie boli editované programom SeqMan II (DNASTAR,
Lasergene, USA) a porovndvané s inymi sekvenciami ziskanymi z GenBanku s vyuzitim
programu MegAlign (DNASTAR).

Fylogenetickd analyza: Fylogenetick¢é stromy boli skonsStruované s pouzitim programu
NEIGHBOR (PHYLIP) zaloZeného na zéklade neighbor-joining algoritmu, s pouZzitim Kimura-2
parametra (Kimura, 1980). Statistické analyzy fylogenetickych stromov boli prevedené s 1000
replikatmi s pouZitim programov SEQBOOT a CONSENCE (PHYLIP) (Felsenstein, 1985). Do
fylogenetickych analyz boli zahrnuté sekvencie reprezentativnych pestivirusovych kmenov,
ktoré su dostupné v databaze GenBank.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tejto praci bol identifikovany a na molekulovo-genetickej urovni charakterizovany prvy
slovensky pestivirusovy izolat z oviec. Osekvenovany bol 5480 nukleotidov dlhy fragment
pestivirusového gendému. Analyzovana bola 5" nekodujica oblast, gén pre autoproteazu NP™,
Struktarne gény (C, E™, E1, E2) a neStruktirny protein NS2.

Pri porovnani sekvencii jednotlivych génov na nukleotidovej a aminokyselinovej urovni neboli v
osekvenovanej Casti gendmu pozorované ziadne inzercie/delécie, ktoré sa najcastejSie
nachadzajt v oblasti NS2 (Meyers a Thiel, 1996). Dizka jednotlivych génov slovenského izolatu
bola rovnaka ako dizka génov referenéného BDV kmetia X818 (N*° = 168 aa, C = 100 aa, E™ =
227 aa, E1 = 195 aa, E2 = 373 aa, p7 = 70 aa, NS2 = 453 aa) (Becher a kol., 1998). Pri analyze
aminokyselinovych sekvencii v oblasti Stiepnych miest medzi jednotlivymi proteinmi
slovenského izolatu, bolo pozorovanych niekol’ko mutacii. Najvariabilnejsi bol N-koniec oblasti
kodujtcich proteiny NS2 a p7 a C-koniec oblasti kodujucich proteiny C a E2. Pozorované
vysledky st v zhode so v§eobecne znamym poznatkom, Ze aminokyselinové sekvencie v oblasti
Stiepnych miest medzi pestivirusovymi proteinmi st konzervované (Becher a kol., 1998).

Na zaklade genetickej a fylogenetickej analyzy 5'NTR, NP a E2 oblasti bol slovensky izolat
zaradeny k BDV, do genotypu BDV-3. Vzhl'adom na to, Ze pestivirusy nie st druhovo Specifické,
nie vzdy je u oviec detegovany len BDV. V niektorych pripadoch bol pestivirus izolovany z
oviec typizovany ako BVDV-1 pripadne BVDV-2 (Viléek a kol., 1997). Navyse, ak st ovce
chované spolu s hoviddzim dobytkom, moze dojst k medzidruhovému prenosu virusu. V
krajinach, kde s zavedené Statne programy na eradikdciu BVDV u hovidzieho dobytka (napr.
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Nemecko, Rakusko, Skandinavia), Krametter-Froetscher a kol. (2008) odporti¢a monitorovanie
pestivirusov aj u oviec. Na Slovensku BVDV eradika¢ny program zatial’ nebol zavedeny.

V ramci Eurdpy genotyp BDV-3 cirkuluje vo Francuzsku, Nemecku, Svajéiarsku a Rakutsku
(Becher a kol., 2003; Dubois a kol., 2008; Krametter-Froetscher a kol., 2007; Stalder a kol.,
2004). Co sa tyka Slovenska a vacsiny jeho susednych §tatov, izolat 297 predstavuje jedingy BDV
kmen, ktory bol detegovany a analyzovany na genetickej urovni.

Genetické udaje prezentované v tejto praci rozsiria spektrum informacii o genome pestivirusov,
obzvlast o BDV cirkulujucich v strednej Eurdpe. Tieto poznatky mdézu byt vyuzité pri vyvoji
novych diagnostickych metdéd na detekciu, ako aj pre pochopenie molekularnej epidemiologie
pestivirusov.
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VPLYV TRANSPORTNEHO STRESU NA PRIEBEH ZRENIA SVALOVINY
KRALIKOV DIVYCH (ORYCTOLAGUS CUNICULUS)

Macanga J., Korénekova B.

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

ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo zistit, i stres vyvolany transportom ma vplyv na priebeh zrecieho
procesu svaloviny kralikov divych (Oryctolagus cuniculus). Po zabiti a oSetreni boli teld kralikov
skladované pri teplote 4 °C. V prvy denl (12 hodin po zabiti), nasledne na 7. ana 14. defl sme
odobrali vzorky svaloviny z oblasti stehna, chrbta a lopatky Vo svalovine sme sledovali pH a
elektroforetickou analyzou koncentraciu kyseliny mlie¢nej a kyseliny fosforec¢nej. Hodnota pH
sa pocas 14-diiového obdobia pohybovala nad hodnotou 6. Do zna¢nej mieri to bolo sposobené
nizkou koncentraciou kyseliny mlie¢nej a kyseliny fosforecnej. Dvandst’ hodin po zabiti sa
koncentracia laktatu pohybovala na trovni od 0,72 (lopatkova svalovina) do 0,91 g.100g™
(stehenna svalovina). Na 7. den pokusu sme zaznamenali vzostup koncentracie laktatu na uroven
maximalne 1,23 g.100g™ (chrbtovéa svalovina). Na 14. defi zrecieho procesu mnoZstvo kyseliny
Koncentracia kyseliny fosforecnej klesala pocas celého zrecieho procesu z maximalnych 0,73
2.100g" (stehenna svalovina) na hodnotu 0,38 g.100g” (lopatkova svalovina). Z nagich
vysledkov vyplyva, Ze transportny stres ma nepriaznivy vplyv na koncentraciu kyseliny mliecnej
a kyseliny fosforecnej, ktoré vznikaju pocas zrecieho procesu. S tym uzko suvisi vysoka hodnota
pH svaloviny kréalikov divych, na zdklade ¢oho mozeme predpokladat’ zhorSené kvalitativne
vlastnosti médsa a taktiez znizent idrznost’.

UvOD

Jednym z najkritickejSich faktorov, ktoré ovplyviuji kvalitu mésa po zabiti je priebeh jeho
zrenia (Atanassova a kol., 2008). Pod pojmom zrenie rozumieme dlhodoby biochemicky proces,
vysledkom ktorého je premena svaloviny na médso. Takmer vSetky hlavné zlozky svaloviny
podliehaji biochemickym zmenam a vznikajice metabolické produkty prispievaju k typickym
senzorickym vlastnostiam misa (Cubof a kol., 2004). Ako vyznamny faktor, ktory vplyva na
priebeh zrecieho procesu svaloviny a na nutricni hodnotu mésa vystupuje stres pocas prepravy
zvierat, ¢1 manipulacie pred pordzkou (Sopkova a kol., 2002; Sopkova, 2008). Stresové situacie
mdzu ovplyvnit' jednotlivé metabolické¢ parametre ako je napriklad mnozstvo svalového
glykogénu (Poracové a kol. 2007), ¢o ma vplyv na vyslednu kvalitu médsa. Mnozstvo glykogénu
pritomného vo svaloch v Case zabijania ma velky znacny vplyv na hodnotu pH. Nizka
koncentracia glykogénu mé za nésledok vyssie hodnoty pH, ¢o sa v konecnom désledku prejavi
zhorSenou senzorickou kvalitou a udrznost'ou mésa.

Cielom naSej prace bolo sledovat’ vplyv transportu na vybrané fyzikalno-chemické zmeny vo
svalovine kralikov divych pocas 14-diiového zrecieho procesu.

MATERIAL A METODIKA

Kraliky divé (Oryctolagus cuniculus) v pocte 12 kusov boli pred zabitim prepravené z Nitry do
Kosic. Transport trval 7 hodin a konal sa za¢iatkom jula v rannych hodinach. Kraliky boli pocas
prepravy umiestnené v drevenych prepravnych boxoch (70 cm x 70 cm x 30 cm) po 4 ks.
Kraliky boli po omraceni zabité vykrvenim. Po oSetreni boli teld kralikov skladované
v chladni¢ke pri 4 °C. Teplota pocas experimentu bola monitorovand pristrojom Testo 175.
Vzorky stehennej, lopatkovej a chrbtovej svaloviny boli odoberané v den analyzy (12 hodin po
zabiti, na 7. a na 14. deil po zabiti). Vzorky sme zhomogenizovali a na analyzu sme navazili 10 g
svaloviny. Sledované analyty sme ziskali extrakciou z vodného vyluhu. Po zmerani pH (pH-
meter - InoLab WTW 720) sme vyluh 100 néasobne zriedili. Takto nariedené vzorky sme
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aplikovali do Elektroforetického analyzatora EA102 (Villa Labeco, SR) s vodivostnym
detektorom. Ako vodiaci elektrolyt bol pouzity roztok 10 mM HCL, B-alanin a 0,1 % mHEC
a zakoncujuci elektrolyt roztok 5 mM kyselina kapronovda a5 mM TRIS. Vysledky z
elektroforetického analyzatora boli vyhodnotené v programe ITPPpro 32 a Statisticky
analyzované v programe Microsoft Excel 2007 pouzitim Studentovho #-testu a d’alSich varia¢no-
Statistickych charakteristik (aritmeticky priemer, smerodajna odchylka).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V prvych dnoch zrecieho procesu dochadzalo k enzymatickej premene glykogénu na kyselinu
mliecnu, ktorej mnozstvo pocas prvych siedmych dni vo svalovine kralikov stupalo, ako sa
uvadza v grafe 1. Po 12 hodinach skladovania pri teplote 4°C dosiahla koncentracia kyseliny
mlie¢nej v stehennej svalovine hodnotu 0,91 + 0,15 g.100g” vzorky, v chrbtovej svalovine
hodnotu 0,89 + 0,17 g.100g™" a vo svalovine lopatky 0,72 + 0,15 g.100g™". Na siedmy defi sme
zaznamenali vzostup v koncentracii na Groveti 1,10 + 0,20 g.100g™' v stehennej svalovine, 1,23 +
0,16 g.100g™" v chrbtovej svalovine (p < 0,05) a vo svalovine lopatky na uroveii 1,20 + 0,17
2.100g™” (p < 0,001). Nasledne na 14. defi zrecicho procesu doglo vo vietkych svalovinach k
znizeniu koncentréacie laktatu. V stehennej svalovine sme zaznamenali pokles na uroven 0,78 +
0,13 g.100g™ (p < 0,05), v chrbtovej svalovine na urovei 0,83 + 0,09 g.100g™ (p < 0,01) a v
lopatkovej svalovine klesla koncentracia kyseliny mlie¢nej na 0,74 + 0,18 g.100g™ (p < 0,01).

Graf 1 Dynamika kyseliny mlie¢nej (g.100g™) poéas zrecieho procesu vo svalovine
kralikov divych (Oryctolagus cuniculus)
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Koncentracia konecného produktu glykogenolyzy (kyseliny mlie¢nej) sa zvySuje simultanne
s poklesom koncentracie glykogénu vo svalovine (Schéfer akol., 2002). Relativne nizku
koncentraciu laktatu vo svalovine pocas zrecieho procesu si vysvetlujeme malym mnozstvom
pritomného glykogénu, ktorého ¢ast’ mohla byt odburana dosledkom transportného stresu.
Koncentracia kyseliny fosforecnej klesala pocas celého monitorovaného obdobia (graf 2).
V prvy den experimentu (12 hodin po zabiti) sme v stehennej svalovine namerali hodnotu 0,73 +
0,08 g.100g™", v chrbtovej svalovine 0,67 + 0,08 g.100g™" a vo svalovine lopatky 0,55 + 0,08
2.100g”. Na 7. defi zrecieho procesu sme zaznamenali pokles koncentracie kyseliny fosforeénej
na aroven 0,70 + 0,11 g.100g™" v stehennej svalovine, 0,58 + 0,08 g.100g™ v chrbtovej svalovine
a 0,51 + 0,06 g.100g™" v lopatkovej svalovine. ZniZenie koncentracie kyseliny fosforenej sme
pozorovali aj na 14. deni pokusu. V stehennej svalovine sme zaznamenali hodnotu 0,47 £+ 0,11
2.100g™” (p < 0,05), v chrbtovej svalovine 0,49 + 0,04 2.100g” a v lopatkovej svalovine 0,38 +
0,02 g.100g™ (p < 0,05).
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Graf 2 Dynamika kyseliny fosfore¢nej (g.100g™) pocas zrecicho procesu vo svalovine
kralikov divych (Oryctolagus cuniculus)
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Kyselina fosfore¢na vznikd vo svalovine pri odburavani energeticky bohatych fosfatov (ako je
ATP), ktoré pdsobia ako regulatory vapnikovej pumpy atak udrziavaju aktin a myozin
v disociovanom stave. Po zabiti koncentracia energeticky bohatych fosfatov klesa, vysledkom
&oho je nastup rigor mortis (Simek a kol., 2002). Koncentracia ATP sa po 24 hodinach od zabitia
priblizuje 0. Na druhej strane, sa pocas prvych 24 hodin zrecieho procesu zvySuje mnozstvo
produktov, ktoré vznikaju odburavanim ATP, ako je kyselina fosfore¢na (Schéfer a kol., 2002).
Predpokladame, Ze kontinudlny pokles koncentracie kyseliny fosforecnej vo svalovine kralikov
divych pocas zrecieho procesu bol v naSom pokuse sposobeny vyCerpanim vsSetkych zasob
energeticky bohatych fosfatov vo svalovine.

Koncentracia kyseliny mlienej a kyseliny fosforecnej do zna¢nej miery ovplyvituje hodnotu pH
(Simek a kol., 2002), ktora patri medzi vyznamné ukazovatele kvality misa. Dynamiku hodnoty
pH pocas zrecieho procesu svaloviny kralikov divych znazoriuje graf 3.

Graf 3 Hodnota pH pocas zrecieho procesu vo svalovine kralikov divych
(Oryctolagus cuniculus)
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Dvanast hodin po zabiti bola hodnota pH v stehennej svalovine 6,69 + 0,03; v chrbtovej
svalovine 6,55 + 0,38 av lopatkovej svalovine 6,79 £+ 0,05. Na siedmy denn pokusu sme
zaznamenali Statisticky vyznamny pokles pH v lopatkovej svalovine (6,34 + 0,21; p<0,01)
a v stehennej svalovine (6,23 + 0,24; p<0,05). V chrbtovej svalovine poklesla hodnota pH na
uroven 6,04 = 0,32. S klesajucou koncentraciou kyseliny mliecnej a fosforecnej hodnota pH
stipala az do 14. dila zrecieho procesu. Najvyssiu hodnotu pH sme zaznamenali na 14. den
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v lopatkovej (6,57 = 0,12) a v stehennej svalovine (6,53 + 0,16). Hodnota pH svaloviny chrbta
bola mierne nizsia (6,39 £ 0,10). Vplyv transportu na vyslednu kvalitu mésa kralikov potvrdzuje
aj praca Lambertini a kol., (2006), ktori sledovali jednotlivé ukazovatele kvality midsapo 1,2 a 4
hodinovom transporte. Hodnoty pH st v porovnani s naSimi niz8ie, ¢o moze byt spdsobené
mesiacom, kedy sa transport konal (april), ako aj kratSou dobou transportu kralikov.

Kvalita médsa kralikov divych vo velkej miere zavisi od mnoZzstva pritomnych energetickych
zasob vo svalovine. Stres sposobuje, Ze tieto energetické zasoby (glykogén a energeticky bohaté
fosfaty) st odburavané uz pred zabitim, o ma nepriaznivy dopad na priebeh zrecieho procesu
a nésledne aj na vyslednua kvalitu mésa. Z naSich vysledkov vyplyva, ze transportny stres zniZuje
mnozstvo glykogénu a energeticky bohatych fosfatov, nakolko nami zistena koncentracia
metabolitov vznikajucich pri ich odblravani post mortem bola pocas zrecieho procesu relativne
nizka. Nizke hodnoty koncentracie kyseliny mliecnej a fosforecnej sa nepriaznivo odzrkadlili aj
na relativne vysokej hodnote pH. Na zaklade zistenych vysledkov mdézeme predpokladat’, ze
udrznost’ misa bude v dosledku vyssich hodndt pH znizena. Prave preto je potrebné pred zabitim
eliminovat’ situdcie vyvolavajuce u kralikov stres, ¢im sa zabezpeci produkcia kvalitného maésa.
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INVERZNA PCR VS. VECTORETTE PCR V ,, GENOME WALKING*
EXPERIMENTE STUDUJUCOM ENTEROLYZINOVY OPERON U E. FAECALIS
Malini¢ova L., Nigutova K.

Ustav fyziolbgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Enterolyzin A (EnlA) patri do skupiny peptidoglykdnovych hydroldz, enzymov rozkladajicich
najdolezitejSiu zlozku bakteridlnych bunkovych stien, peptidoglykén. Je zaradovany medzi
bakteriociny, aj ked’ svojou Strukturou skor pripomina bakteriofagové endolyziny. V nasej praci
sme sa zamerali na Stadium bezprostredného okolia génu en/A, s cielom najst’ gény typické pre
bakteriofagy, alebo na druhej strane vyskytujice sa v bakteriocinovych operénoch. Vyuzili sme
dve ,,genome walking* techniky, inverzni PCR a vectorette PCR. Sekvencie ziskanych PCR
amplikonov sme porovnali so sekvenciami dostupnymi v databdze NCBI. V blizkosti génu enl/A
sme nasli gén kodujuci protein, ktory sa uplatiluje v procese dozrievania bakteriocinov, no
nenasli sme Ziadne gény kodujuce bakteriofagové, alebo im podobné proteiny. Vysledky
naznacuju, ze enterolyzin A nema fagovy povod, ale pravdepodobne patri medzi pravé
bakteriociny. Z hl'adiska casovej naro¢nosti a Gspesnosti dosiahnutia vysledkov sa v porovnani
s inverznou PCR, vectorette PCR ukézala ako vyhodnejsia a domyselnejSia metdda.

UvoD

Genome walking predstavuje zdkladni molekularno-biologicki techniku, zaloZeni na
postupnom stanoveni neznamych nukleotidovych sekvencii, susediacich so zndmymi oblastami
DNA. Na tento tcel bolo vyvinutych niekol’ko metdd zaloZenych na PCR, pri¢om véc¢Sina z nich
vyzaduje niekolko pripravnych krokov, vratane opracovania DNA restrikénymi enzymami a
naslednej ligacie (Guo a Xiong, 2006).

V naSej praci sme sa zamerali na $tadium sekvencii susediacich s génom en/A v gendme
Enterococcus faecalis 11/1 (Nigutova a kol., 2007). Tento gén kdéduje enterolyzin A, enzym
patriaci do skupiny peptidoglykanovych hydroldz, ktoré usmrcuju bakteridlne bunky Stiepenim
chemickych vézieb v najdolezitejSej zlozke ich bunkovych stien. Enterolyzin A je zaradovany
do podskupiny bakteriocinov (Morovsky a kol., 2001; Nilsen a kol., 2003), porovnania sekvencii
vSak naznacuju, Ze svojou doménovou Strukturou sa podoba aj inej podskupine - figovym
endolyzinom .

Nasim cielom bolo Studovat’ genetickll organizaciu en/A operénu a nijst’ susediace gény,
typické bud’ pre fagové lytické moduly (holinové gény) alebo bezne sa vyskytujice v
bakteriocinovych operonoch (napr. ABC transportéry a i.).

MATERIAL A METODIKA

V nasSej praci sme ako templat pouzili totdlnu DNA z kmena E. faecalis 11/1. Na zaklade znamej
sekvencie génu pre enterolyzin A sme navrhli Specifické priméry z koncovych oblasti génu (Tab.
1). V préci sme vyuzili dve metédy — inverznii PCR a vectorette PCR (Universal Vectorette™
System; Sigma-Aldrich™). Oba tieto pristupy umoziiuja amplifikovat Gseky susediace so znamou
DNA sekvenciou a nasledne tieto amplikony sekvenovat'.

Inverznd PCR je modifikaciou klasickej PCR, ktorej predchadza nahodné restrikéné Stiepenie
DNA anasledna cirkularizdcia DNA fragmentov. Pri samotnej PCR sa pouzivaju priméry
komplementarne ku koncovym oblastiam znamej sekvencie, avSak opacnej orientacie, ako
priméry vymedzujuce tuto sekvenciu (Obr. 1).
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Obrazok 1: Princip inverznej PCR.

Vectorette PCR (Obr. 2) je metdda, ktord umoziiuje amplifikovat’ oblasti DNA susediace so
znamou sekvenciou bud’ z oboch, alebo len z jednej strany. Podobne ako pri inverznej PCR,
DNA sa musi najskor postiepit restrikénymi enzymami. Nésledne sa vzniknuté restrikéné
fragmenty zliguju so Specidlnymi dsDNA adaptormi (tzv. vectorette jednotkami), ktoré maju
podobu akejsi ,bubliny”, vo wvnutri ktorej useky jednotlivych vldken DNA nie st
komplementarne. Toto usporiadanie vectorette jednotiek umoziiuje vyhnut sa vzniku
nespecifickych PCR produktov. Samotnd PCR vyzaduje pritomnost’ jedného Specifického
priméru (komplementarneho k jednému koncu znamej sekvencie) a jedného vectorette priméru,
ktorého sekvencia je rovnakd ako usek nesparovanych baz v ,spodnom* vlakne vectorette
jednotky ateda nema zodpovedajuci komplementarny tsek DNA, ku ktorému by sa mohol
primér v prvom cykle PCR naviazat. Pocas prvého cyklu teda dochadza len k syntéze vlakna
zacCinajuceho Specifickym primérom, Cc¢ize aj k vytvoreniu useku komplementdrneho k
»spodnému® vldknu vectorette jednotky. V d’alSich cykloch uz PCR prebieha za tcasti oboch
primérov a amplifikuju sa tak useky od konca zndmej sekvencie po naviazani vectorette
jednotku (Arnold a Hodgson, 1991).

Ziskané PCR amplikony sme precistili, sekvenovali a ziskané sekvencie sme pomocou algoritmu
blastx  porovnali s  ostatnymi  sekvenciami  dostupnymi v GenBank  databaze
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

pouzita oznacenie .
- B sekvencia
metoda priméru
inverzna PCR P004-F 5' GCAGTGTTCCCGAATTGTTGTCC 3'
P004-R 5' AGAACCGTTGGATCGCTTGCA 3'
vectorette P033-R (upstream) 5'TCCCGCATATGGTTTGCCCAGTGGC 3'
P033-F (downstream) | 5' TCAACCGGCACGATGGGGAATATGGG 3'
PCR o A . :

vectorette primér sucast’ komeréného kitu Vectorette™ System

Tabulka 1: Priméry pouzité pri inverznej a vectorette PCR.
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Obrazok 2: Princip vectorette PCR.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V nasom ,,genome walking* experimente sme ako prva pouzili inverzni PCR, pomocou ktorej
sme ziskali amplikon o velkosti priblizne 1 kb. Sekvenovanim tohto amplikonu

sme v bezprostrednej blizkosti v smere ,,downstream* od génu en/A nasli gén, ktory vykazuje
podobnost’ s endopeptidazami z rodiny C39 (Obr. 3). Tieto enzymy hydrolytickym Stiepenim
upravuju prebakteriociny na bakteriociny, pricom zaroven su stcastou transportérov v procese
sekrécie hotovych bakteriocinov z bunky.

Color key for alignment scores

<40 40-50 80-200 >=200
Quewl | | | | |
0 200 400 600 300 1000
=
enteralyzin A endopeBtidéza C39
100% identita ZP_05573639 (EF JH1)

99% identita
ZP_05581465 (EF D6)
98% identita

Obrazok 3: Analyza DNA sekvencii ,,downstream* od génu pre enterolyzin A u E. faecalis 11/1.
Ked’ze inverzna PCR sa ukazala ako ¢asovo vel'mi narocné a navyse ¢asto neuspesna metoda, na

d’alSie Stadium okolia en/A sme vyuzili vectorette PCR. Ziskali sme amplikény o velkosti
priblizne 600 bp a 2 kb. Analyzou vysledkov sekvenovania sme zistili, Ze sekvencia 600 bp
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amplikonu sa prekryva so sekvenciou ziskanou inverznou PCR (teda koduje oblast
downstream® od génu en/A). 2 kb amplikén vSak odhalil tri gény ,,upstream® od en/A (Obr. 4).
Porovnanim sekvencie so sekvenciami v databaze sme zistili, ze tieto gény, rovnako ako ich
usporiadanie su takmer Uplne identické s génmi pre hypotetické proteiny v genéme E. faecalis
JH1 a E. faecalis D6, ktorych funkcia vSak dosial nie je znama a nepozorovali sme ziadnu
podobnost’ s bakteriofagovymi proteinmi.

Color key for alignment scores
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99% identita 97% identita 98% identita

Obrazok 4: Analyza DNA sekvencii ,,upstream‘ od génu pre enterolyzin A u E. faecalis 11/1.

Ked'Ze sme v okoli génu pre enterolyzin A nenasli Ziadny gén kodujuci holin, alebo iny protein
typicky pre bakteriofdgy, no na druhej strane sme nasli gén pre enzym uplatiujici sa pri
maturdcii bakteriocinov, usudzujeme, ze enterolyzin A napriek svojej doménovej Struktire
typickej pre fagové endolyziny, s najvac¢Sou pravdepodobnost'ou patri medzi pravé bakteriociny.
Aj ked sme pomocou oboch pouzitych ,,genome walking* metdd ziskali sekvenovatelné
amplikony, vectorette PCR poskytuje v porovnani s inverznou PCR domyselné a ¢asovo mene;j
narocné rieSenie aplikovatel'né v Sirokej Skale ,,genome walking® experimentov.
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ANTIFUNGALNA UCINNOST VYBRANYCH ESENCIALNYCH OLEJOV NA
KVASINKY RODU CANDIDA

Marciova, A., Conkova, E., Vantrubova, J.

Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v Kosiciach, Ustav farmdcie a farmakolégie

ABSTRAKT

Kvasinky rodu Candida ako komenzéalna mikroflora zdravych l'udi a zvierat nespdsobuju
ochorenia hostitel'ského organizmu. Patogenita kvasiniek sa spaja najcastejsie s fyzikalnymi ¢i
chemickymi zmenami na povrchu koze, resp. so znizenim imunitnych obrannych mechanizmov
(Brito a kol., 2009).

Cielom stidie bolo vyhodnotit ucinnost 4 esencidlnych olejov (pamajoranového,
grapefruitového, Salviového, c¢ajovnikového) vroznych koncentracidach voci izolatom C.
albicans a C. glabrata ziskanych od zvierat s mykotickou infekciou pouzitim NCCLS
mikrodiluénej metody M27-A-2. Pamajordnovy esencialny olej inhiboval rast iba jedného izolatu
C. albicans a C. glabrata vo vsetkych testovanych koncentraciach (0, 0625 — 32 pg/ml).
Cajovnikovy esencialny olej mal antifungalny efekt na 6 izolatov (54,54 %) C. albicans iba
v najvyssej koncentracii (32 pg/ml). Kontrola kvality testovania bola overovana na referen¢nom
kmeni C. albicans (CCM 8320) voci ketokonazolu a itrakonazolu.

UvOoD

Kvasinky rodu Candida a Malassezia st pomerne ¢asto izolované z koze a sliznic zdravych psov
a maciek. Otfitis externa a dermatitida domacich médsoZravcov st zvyCajne spojené s tymito
kvasinkami ako primdrnymi pdvodcami ochoreni alebo sa tieto vyskytuju v kombinacii
s baktériami (Prado a kol., 2008). Pévodcami kandidoz st najmé C. albicans, C. tropicalis, C.
glabrata a C. parapsilosis (Brito a kol., 2009; Conkova a kol., 2005). Infekcie maju akttny,
subakutny az chronicky priebeh (Conkova a kol., 2005). Na zvladnutie mykotickych infekcii je
k dispozicii rad lie¢ivych latok s fungistatickym alebo fungicidnym téinkom (Conkova a kol.,
2008). V poslednych rokoch sa prejavil zvySeny zdujem o vyuzitie rastlinnych silic (Bobko
a kol., 2009), ktoré su skimané pre ich potenciadlne antivirotické, antibakteridlne, antifungalne ¢i
antiinflamatérne ucinky.

MATERIAL A METODIKA

Mikrodilu¢nou metédou M27-A-2 (NCCLS, 2002) bola overena ucinnost’ 4 esencialnych olejov
(pamajoranovy (Origanum vulgare), Salviovy (Salvia officinalis), grapefruitovy (Citrus paradisi),
¢ajovnikovy (Thea sinensis), Calendula, SR) vo¢i 19 kvasinkam rodu Candida (C. albicans — 11,
C. glabrata — 8) ziskanych od zvierat s diagnostikovanou mykotickou infekciou. Na kontrolu
kvality testovania citlivosti bol pouzity referenény kmen C. albicans (CCM 8320, Brno, CR).
Suspenzia kvasiniek zodpovedajica stupnici McFarlanda 0,5 (cca 1. 10° hj. /ml) bola
pripravend z Cistych 2 diiovych kultir. Inokulum o objeme 100 pl bolo aplikované do jamiek
mikrotitracnej platne s obsahom jednotlivych esencidlnych olejov v koncentraciach od 32 pg/ml
do 0,0625 pg/ml. Mikrotitracné platne boli inkubované 48 hodin pri teplote 37° C. Kontrola
kvality testovania citlivosti bola overovand pouzitim referenéného kmeni voci syntetickym
antifungélnym latkam — itrakonazolu a ketokonazolu.

Citlivost’ kvasiniek na esencialne oleje a antimykotika bola hodnotena vizualne. Rast patogénov
v kazdej jamke bol porovnavany s rastom pozitivnej kontroly a na zaklade zakalu boli pridelené
kazdej jamke ¢iselné hodnoty 0 — 4 (0 — opticky Cisté, 1 — slaby zakal, 2 — vyrazny zékal, 3 —
slaba redukcia zékalu, 4 — ziadna redukcia zékalu).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabulka 1 uvadza hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC), pri ktorych bola
zaznamenand inhibicia rastu kvasiniek (t. j. s hodnotou zakalu 0), pocet a percento citlivych
kmenov.

Na referencny kmen C. albicans poOsobil itrakonazol v koncentraciach >0,125 pg/ml. MIC
ketokonazolu bola 0,0625 pg/ml.

Inhibicia rastu C. albicans a C. glabrata pamajoranovym olejom bola zaznamenana v 1 pripade
pri C. albicans (9,09 %), a C. glabrata (12,5 %) s MIC 0,0625 pg/ml. V koncentraciach 4 — 32
pg/ml boli citlivé 3 izolaty C. albicans (27,27 %). Rast d’alSich 7 izolatov C. glabrata bol
inhibovany azZ v koncentracii 32 pg/ml (87,5 %).

Salviovy esencialny olej v koncentraciach16 — 32 pg/ml posobil na tri izolaty C. albicans (27,27
%) avnajvysSej koncentracii na 50 % kmenov C. glabrata (4 izolaty). Grapefruitovy
a ¢ajovnikovy esencidlny olej nevykazovali dostato¢ny antifungalny efekt.

O overovani citlivosti kvasiniek a G¢innosti esencidlnych olejov mikrodilu¢nou metédou nie je
dostupnych vel’a stadii. Manohar a kol. (2001) overovali antifungalnu G¢innost’ pamajoranového
oleja voci kvasinkam (C. albicans) in vitro a in vivo. Tento esencialny olej inhiboval rast kultary
kvasiniek v koncentracii 0, 25 mg/ml. Pri nasom testovani boli pouzit¢ nizSie koncentracie
a preto je pravdepodobne aj citlivost’ mikroorganizmov nizsia.

Tab. 1 Minimdlna inhibi¢na koncentracia MIC (ug/ml), pocet a % citlivych kmenov

Esencialny olej C. albicans n % citlivych C. glabrata n % citlivych
MICpg/ml kmenov MICpg/ml kmenov
min — max. min — max.

Pamajoranovy 0,0625 — 32 1 9,09 0,0625-32 1 12,5
4-32 3 27,27 >32 7 87,5

Salviovy 16 —>32 3 27,27 >32 4 50

Grapefruitovy 16 —>32 1 9,09 >32 4 50
>32 1 9,09

Cajovnikovy >32 6 54,54 4-32 1 12,5

16 —32 1 12,5

min — minimalne, max — maximalne

Testované esencialne oleje boli najviac U€inné len vo vysokych koncentraciach. Citlivost
kvasiniek bola vys$ia na syntetické Standardné antimykotika. Z tohto dévodu je potrebné nad’alej
overovat’ antifungdlny potencial esencidlnych olejov, pripadne extraktov ziskanych aj z inych
rastlin pri réznych koncentraciach, ktoré by mohli byt vyuzité v ramci podpornej terapie
mykotickych infekcii.
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ENDOHELMINTY HRUZOVCA SIETOVANEHO (PSEUDORASBORA PARVA)
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ABSTRAKT

Na jesenn vroku 2007 sme uskutocnili odlov zamerany na sledovanie patogénneho pdsobenia
parazitickych helmintov hrazovca sietovaného, ktory patri medzi invazne druhy ryb
z Perinskych rybnikov na vychodnom Slovensku. Helmintologickou pitvou sme vySetrili 164
jedincov a izolovali 159 kusov endohelmintov. Na zaklade uskuto¢nenych merani a pritomnosti
typickych znakov prislichajicich danému druhu, boli ndjdené v zadnej Casti traviacej rary
dospelé nematddy identifikované ako Pseudocapillaria tomentosa (Celad Capillaridae)
s prevalenciou 44,51 %, s priemernou intenzitou infekcie 2,17 (maximalna 9) a abundanciou
0,96. Intenzita infekcie parazitov ovplyviiovala kondi¢ny stav ryb (p < 0.05). Nepotvrdili sme, Ze
so zvy$ujiicou sa dizkou tela ryb narasta aj intenzita infekcie (p > 0.05) a so zvySujucou sa
hmotnostou ryb klesd intenzita infekcie (p > 0.05). Vyznamny rozdiel (p < 0.05) bol
zaznamenany v koeficiente kondicie medzi pozitivnou a negativnou skupinou ryb.

UvOD

Hrtuzovec sietovany Pseudorasbora parva (Temminck a Schlegel, 1846) je mala rybka z ¢elade
kaprovitych (Cyprinidae). Jeho povodnym areilom je vychodnd Azia. V Eurépe patri medzi
vysoko invazne druhy ryb (Gozlan a kol., 2002). Na tizemi Slovenska bol prvykrat uloveny v roku
1974 v Tise (Zithan a Hol¢ik 1975), kde sa spontanne rozsiril zMad’arska. Do Eurdpy
(Rumunsko — 1960) bol zavledeny z Dalekého vychodu, ako nechcena prisada s dovozom
mladych rastlinozravych druhov ryb (Wohlgemuth a Sebela, 1987). Prenos neéistych nasad ryb
prispel k jeho d’alSiemu S$ireniu aj na naSom tUzemi. Pri zanedbanom hospodareni sa dokaze
masovo premnozit’ najmé na rybnych hospodarstvach a nadrziach v teplejSich oblastiach. Invazie
nepovodnych druhov boli uznané ako druha najvyznamnejSia hrozba pre globalnu biodiverzitu
po strate biotopov a fragmentécii krajiny (Allendorf a Lundquist, 2003; Park, 2004). Zavedenie
nepovodnych druhov do ekosystémov moéze mat vplyv na spoloCenstvo zmenou druhovej
rozmanitosti (Mack a kol., 2000). Parazity invdznych druhov mézu mat’ negativny dopad na
povodné druhy zivoc¢ichov (Galli a kol., 2005; Taraschewski, 2006).

Udaje o mnohobunkovych parazitoch ryb v Ceskej a Slovenskej republike boli zostavené
Moravcom (2001), avsak je tu stidle nedostatok informécii o parazitofaune introdukovanych
druhov ryb v ich novych prostrediach, vratane hruzovca sietovaného.

MATERIAL A METODIKA

Na jesen v roku 2007 sme odlovili odlov 164 jedincov hriizovca sietovaného z lokality Perinske
rybniky na vychodnom Slovensku. Odchytené jedince sme transportovali v 15 litrovych vedrach
s vodou z miesta odlovu. Pocas transportu bola voda prevzduSnovana. Po prevoze sme ryby
uskladnili v prevzdu$iiovanej nadrzi. Jedince hrizovca sietovaného sme usmrtili preruSenim
miechy a podrobili parazitologickej pitve, ktora bola zamerana na ¢revné helminty. Nematody
izolované z €reva hostitel'a sme odistili a ponechali niekol'’ko minit vo fyziologickom roztoku
relaxovat’ a nasledne sme ich fixovali hortcim (70-80 °C) 4% formalinom. Po troch tyzdiioch
sme ich preniesli do 70% etylalkoholu. Nematody sme pred identifikdciou nefarbili, iba
presvetlovali (glycerin) a vySetrovali ako docCasné glycerinové preparaty. Pred mikroskopickym
urovanim sme ich postupne prekladali do glycerinovych roztokov so vzrastajicou
koncentraciou glycerinu (glycerin riedeny vodou v pomere 1:10 — 1:2) a po ukonceni Stadia sme
parazity ulozili spat’ do 70% etylalkoholu. Na identifikdciu sme pouzili kI'a¢ na ur¢ovanie
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helmintov podla Moravca (1994). Epidemiologické parametre (prevalencia, abundancia
a intenzita infekcie) sme vypocitali podl'a Busha a kol. (1997). Vztahy medzi intenzitou infekcie
a kondi¢nym faktorom (K), medzi intenzitou infekcie a dizkou tela (SL) a medzi intenzitou
infekcie a hmotnostou jedincov sme testovali pomocou linearnej regresie. Kondi¢ny faktor sme
vypotitali zo vztahu medzi hmotnostou a dizkou tela ryb K= W / L x 100 000, kde K je
kondi¢ny faktor, W je hmotnost aL je dizka tela ryb (Schreck a Moyle, 1990). Rozdiely
v kondi¢nom faktore medzi negativnou a pozitivnou skupinou sme testovali pomocou t-testu.
Na vypocet vSetkych Statistickych analyz sme pouzili program PAST 1.99 (Hammer a kol.,
2001).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zéklade uskutocnenych merani a pritomnosti typickych znakov prisluchajucich danému
druhu, boli najdené v zadnej casti traviacej rury dospelé nematody identifikované ako
Pseudocapillaria tomentosa (Dujardin, 1843), &elad Capillaridae (obr. 1). Dizka tela 164
jedincov bola v rozpéti od 32,0 do 74,0 mm (priemer 48,6 mm) a hmotnost’ tela od 1,0 do 6,0 g
(priemer 1.96 g). Z celkového poctu 164 jedincov bolo infikovanych 73, €o predstavovalo 44,51
% prevalenciu. Priemerna intenzita infekcie bola 2,17 s maximalnym poctom do 9 nematod
a abundanciou 0,96. Potvrdili sme vyznamny vplyv intenzity infekcie na koeficient kondicie (r =
-0.24; n = 164; p < 0.05). Naopak, nepodarilo sa nam potvrdit’ predpoklady, ze so zvySujucou sa
dizkou tela ryb (SL) rastla aj intenzita infekcie (r = 0.12; n = 164; p > 0.05) a so zvySujicou sa
hmotnostou ryb klesala intenzita infekcie (r = -0.05; n = 164; p > 0.05). Pri porovnani
koeficientu kondicie medzi pozitivnou anegativhou skupinou sme potvrdili Statisticky
vyznamny rozdiel (t =3.14; n = 164; p < 0.05).

Obr. 1 Pseudocapillaria tomentosa (Dujardin, 1843). a — chvostovy koniec samice; b -
chvostovy koniec samca

P. tomentosa je holarkticky typ rozSireny v palearktickej Casti Eurodzie a Severnej Amerike
parazitujuci v ¢reve. Definitivny hostitelia su hlavne z ¢el'ade Cyprinidae a Cobitidae. Ale aj
Percidae, Gadidae, Anguillidae, Esocidae a Siluridae. Taktiez u akvariovych ryb Lebistes
reticulatus a Puntius tetrazona, Ancistrus spp. a inych. Parazity z tejto ¢el'ade s vo vSeobecnosti
vysoko patogénne atazké infekcie mozu spdsobit’ znatné ekonomické straty v intenzivnych
rybni¢nych hospodarstvach, obzvlast na plédikoch kapra. Predstavuju isté riziko pre
hospodarsky vyznamné druhy ryb, ktoré sa modze prejavit zhorSenym zdravotnym stavom,
znizenymi prirastkami a mozu viest’ aj k thynom.
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KONFORMACNE PRECHODY CYTOCHROMU C V IONOVYCH KVAPALINACH
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ABSTRAKT

Informacie o Struktare proteinov, dynamika a solvatacia st zdsadné pre pochopenie ich funkcie
v Specidlnych podmienkach. Cielom tohoto projektu je preskimat’ vplyv Specidlnej skupiny
i6novych kvapalin, deep eutectic solvents (DES) na konformacné prechody a stabilitu
modelového proteinu cytochrému ¢, pomocou metéd UV-absorpénej spektroskopie a kruhového
dichroizmu. Z vysledkov CD spektroskopie vyplyva, Ze najva €§i stabilizaény G¢inok na
cytochrom ¢ ma zmes ChCl+sorbitol a najmensi ChCl+kys.malénovd vdaka kys.malonovej,
ktora spdsobila extrémne znizenie pH k hodnotam blizkych 0. Ked' sa povrchovo aktivna latka
naviaZe na protein, intramolekulové¢ sily, ktoré udrziavali sekundarnu Struktiru st poruSené a
nastavaju konformacné zmeny v proteinoch, Casto vediuce k zmene polarity a funkénych
vlastnosti proteinov. Preto d’al$im prinosom nasho skiimania je odhalenie presnych interakcii
medzi DES a proteinmi na molekulovej urovni.

UvoD

V poslednych rokoch sa zaujem o idnové kvapaliny (IL) rapidne zvysil a pritahuju vela
pozornosti, ako "zelend" alternativa konvencnych organickych rozptstadiel v roznych oblastiach,
vratane biochémie a separacnych procesov, vd’aka svojim jedine¢nym vlastnostiam, ako je
vysokd tepelna stabilita, zanedbatelny tlak par a nehorlavost’ (Shimojo a kol., 2004, 2006;
Kubota akol., 2006). Prva (,room-temperature ionic liquid (RTIL)“) id6nova kvapalina pri
izbovej teplote [EtNH3] [NOs] (t; 12 © C) bola objavena v roku 1914 (Walden, 1914), ale zaujem
o ne bol maly az do objavenia binarnej i6novej kvapaliny vyrobenej zo zmesi chlorid hlinity(III)
a N-alkylpyridinium (Chum a kol., 1975), alebo 1,3-dialkylimidazolium chlorid (Wilkes a kol.,
1982). VSeobecne mozno povedat, ze IL pozostavaji zo soli, kedy jeden alebo oba i6ny st vel'ké
a kation ma nizky stupeni symetrie. Tieto faktory maju tendenciu znizovat’ energiu mriezky
krystalickej formy soli a tym aj zniZzit’ bod topenia (Seddon, 1998).

Najbeznejsie IL obsahuju ako kation (obr.1.) imidazolium, fosfonium, pyridinium alebo

kvartérnu aménnu sol (DES) a ako anion CI™, Br , I, PF;_ , NO; , BE_,
(CESO, 2N, CESO;, . CF.CO, , CH,SO, , CH,CO, (Wasserscheid a kol.,
2003 ).
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Obr.1: Najbeznejsie kationy tvoriace IL: (1) 1-alkyl-3-metylimidazolium; (2) 1-alkylpyridinium;
(3) kvartérny amoniovy; (4) 1,1°-dialkylpyrolidinium; (5) 1,1’-dialkylmorfolinium; (6)
fosfoniovy kation.

,Deep eutectic solvents® (DES) tvoria skupinu iénovym kvapalindm podobnych rozpustadiel,

tvorenych zo zmesi polarnych zloziek (kvapaliny alebo pevné latky), ktoré tvoria komplexy, kde
sa vyslednej zmesi drasticky znizil bod topenia.
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Obr.2.: Struktarne vzorce: cholin chlorid (ChCl), sorbitol, mo&ovina a kys.malonova

DES sa l'ahko pripravia v Cistej podobe z lacnych vychodiskovych materidlov, zvy€ajne tym, Ze
zmieSame kvartérnu amoénnu sol’ s organickym donorom vodika, napr. amin, amid, alkohol,
alebo karboxylové kyseliny (Abbott akol., 2003, 2004). Su alternativou konvenénych
organickych rozpustadiel a preto sme nas vyskum sustredili na Stadium IL na baze cholin (2-
hydroxyetyl-trimetylamonium) chloridu (obr.2.), ako netoxickl, bioodburatelni a Casto
pouzivanu zlozku v biotechnologickych procesoch.

MATERIAL A METODIKA

Cholin chlorid (2-hydroxyetyltrimetylamonium chlorid >98%), mocovina (=98%), kyselina
malonova (99%), D-sorbitol (>98%) a cytochrom ¢ (95%) z konského srdca boli zakipené od
firmy Sigma-Aldrich a boli pouzivané bez d’alSej purifikacie.

Originalna eutektickd zmes bola formovana vzdjomnym zmieSavanim dvoch zloziek pri teplote
40-80°C na elektrickom vari¢i znaCky Heidolph (Nemecko) v r6znych molarnych pomeroch
(m.p.). V zavislosti od kombinacie tychto zloziek bola doba ohrevu v trvani 30-180 minut, do
vzniku homogénnej, bezfarebnej kvapaliny. Neskor sme vyvinuli metodiku vzniku eutektickej
zmesi pomocou mikrovinného ohrevu v rozmedzi vykonu 100-250 W v trvani od 2-5 minut, ¢o
nam znacne uSetrilo Cas priprav jednotlivych eutektickych zmesi. Jednotlivé zmesi pozostavali
vzdy z hlavnej nemennej zlozky cholin chloridu v kombindcii s druhou zlozkou ako donorom
vodikovej vidzby, v nasom pripade (obr. 2) to bola mocovina (amin), kyselina malonova
(karboxylova kyselina) a sorbitol (alkoholovy cukor).

Vlastnosti zmesi mocovina/cholin chlorid (m.p. 2:1), kyselina malonovéa/cholin chlorid (m.p. 1:1)
a sorbitol/cholin chlorid (m.p. 1:1) boli charakterizované pomocou UV-Vis absorpcnej
spektroskopie v rozsahu 200-800 nm pri teplote 25°C pomocou Jasco V-630 spektrofotometra
v 10 mm kyvete. Kruhovy dichroizmus (CD) a magneticky kruhovy dichroizmus (MCD) boli
monitorované v rozsahu 200-800 nm pomocou Jasco J-815 spektropolarimetra v 10 mm kyvete.
Spektra oxidovaného (10uM) cytochromu c (ferricyt ¢) v DES boli merané v Cistej eutektickej
zmesi a zmesi eutektika s vodou (30-50 obj.% H,0).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Informacie o Struktire proteinov, dynamika a solvatacia st zasadné pre pochopenie funkcie
proteinu v IL. NaSe vysledky ukazujt, Ze deep eutectic rozpustadla st zaujimavé systémy, ktoré
umoznuju charakterizovat’ rézne typy konformacénych stavov
ferricyt ¢ (obr.3).

Zatial' ¢o pH hodnota konformac¢ného prechodu ferricyt ¢ v
H,O s nizkou koncentréciou soli je 2.5, tito hodnota (obr.4b) sa
v i6novych kvapalinach posunie k vy$sim hodnotam pH (Tab.1).
Tento typ zmeny konformadcie je spojeny s prechodom z nizko-
spinového stavu {His18-Fe-Met80} Fe v ferricyt ¢ do zmesi
stavov vysoko a nizko spinového stavu {His18-Fe-Met80,
His18-Fe-His, His18-Fe-H,O} (Stupék a kol., 2006)

Obr.3.: Struktira cytochrému ¢
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V pripade ChCl+mocovina koncentracia jednotlivych zloziek bola SM ChCl a 10M mocovina, v
ChCl+sorbitol koncentracia jednotlivych zloziek bola 5.7M ChCl a 5.7M sorbitol a v
ChCl+kys.malonova koncentracia jednotlivych zloziek bola 5.5M ChCl a 5.5M kys.malonova.

Tab.1: pK konStanty ferricyt ¢ v jednotlivych zlozkach DES + obj.%H,0

pK (ferricyt c)
cholin chlorid 3,16+0,14 (1M) 5,65+0,10 (6M)
—o— pH 2.02 mocovina A 2,76 £0,12 (IM) 4,68+0,09 (€ R
e pH 7.012 'Na(;l 3,39+0,18 (IM) 3,87 +£0,16 (5,2m)
osfatovy pufor 2,5+0,15
DES(ChCl+moc¢ovina) +500bj.%H,0 4,38+0,15
DES(ChCl+moc¢ovina) +300bj.%H,0 5,31+£0,14

0,03 [—

0,025

g 0,02
0,015 —
L © DES+50%voda

0.01 = e DES+30%voda

1 1 1

2 4 6
pH

()
N
L L

Obr.4.: a) CD spektra ferricyt ¢ v fosf.pufry, b) pH titracia ChCl+mocovina+obj.% H20

V zmesi ChCl+kys.malonovd (obr.5a) v Soretovej oblasti (odzrkadluje zmenu terciarnej
Struktary proteinov) vykazuje ferricyt ¢ vo vsetkych kombindciach s vodou (30, 40 a 500bj.%)
jeden pozitivny pik pri 400 nm (nativny ferricyt ¢ ma pozitivny pik pri 404 nm a negativny pik
pri 417 nm, vid’ obr.4a), ¢o indikuje narusSenia spojenia medzi m—n* prechodmi hémovej
skupiny a tiez aromat. aminokyselinovych zvySkov v jeho blizkosti. Rapidnym zniZzenim pH
zmesi v maxime Soretovej oblasti nastal posun zo 404 nm na 400 nm. Pri¢inou je zloZenie DES,
kde pritomnost’ kys.malonovej sposobila extrémne znizenie pH k hodnotam blizkych 0.
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TTTTTTTT T
)
—
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Obr.5.: CD spektra ferricyt ¢ v a) ChCl+kys. manionové, b) ChCl+sorbitol, ¢) ChCl+mocovina

Na rozdiel od zmesi ChCl+kys.malonova (obr.5a) v pripade ChCl+sorbitol (obr.5b) pozorujeme
vo vSetkych kombindciach s vodou (30, 40 a 500bj.%) stabilizacny ucinok atato zmes
ChCl+sorbitol nespdsobuje ako v predoslom pripade destabilizaciu terciarnej Struktiury. V zmesi
ChCl+mocovina (obr.5¢) s prirastkom vody 10, 30, 40, 50, 70 a 90 obj.% pozorujeme postupne
destabilizovanie a narusanie terciarnej Struktury ferricyt c. Pri obsahu 50 a 400bj.% vody zacina
destabilizacia a pri obsahu menSom ako 300bj.% vody nastava uplna deStrukcia terciarnej
Struktary s Uplnym zanikom negativneho piku pri 417 nm a narastu intenzity pozitivneho piku
pri 400 nm.

Teplotna denaturacia (obr.6) naznacuje, Ze so zvySovanim objemu vody sa zvySovala aj teplota
prechodu ferricyt ¢ v DES (ChCl + sorbitol).
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Pre porovnanie ukazujeme aj zmes cholin chlorid + mocovina, kde sa teplota prechodu
nachddzala vyrazne nizsie, ako v zmesi cholin chloridu so sorbitolom, ¢o prisudzujeme vyssej
stabilite ferricyt ¢ v tejto DES.

* ¢D [mdsa)

CD, 7 oy [Mdeg]

. L2
20 30 40 50 60 70 80 90 100
nm teplota [°C]

250

400 %0
R = A Temperature [C]

300 350 400 450 500
wavelength [nm]

Obr.6.: Teplotna denaturacia ferricyt ¢ a) ferricyt ¢ v cholin chlorid+ sorbitol+50 obj.% H,0, b)
3D graf pre ferricyt ¢ v cholin chlorid+ sorbitol+50 obj.% H,O, ¢) Zavislost’ zmeny elipticity pri

417 nm od teploty DES ( * ChCl+ mocovina+50 obj.% H,O * ChCl+sorbitol +30 obj.%
H,0 ° ChCl+sorbitol+50 obj.% H,O ¥ ChCl+sorbitol+70 obj.% H,0)

MCD spektra ferricyt ¢ v ChCl+sorbitol a ChCl+mocovina s prirastkom vody 30-50 obj.% H,O
boli totozné bez nadznaku zmeny Struktiry. Na rozdiel od ChCIl+ kys.malonova, kde pozorujeme
vyraznu zmenu v poklese intenzity negativneho piku pri 417 nm a vyraznom poklese pozitivneho
piku pri 400 nm, spdsobené deStrukciou terciarnej Struktury ferricyt c. Toto spektrum je
charakteristické pre vysoko spinovy stav, kde ligandy hémového zeleza st Hisl8 a H>O pri
velmi nizkom pH (grafy neuvedené¢). Poznatky o interakciach medzi povrchovo aktivnymi
latkami a proteinmi st nutné pre pochopenie, ¢im tieto aktivne latky posobia ako denaturanty pre
proteiny. Preto d’alSim prinosom néasho skiimania je odhalenie presnych interakcii medzi DES a
proteinmi na molekulovej Grovni.
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STUDIUM NOVYCH DIGUANIDINOVYCH DERIVATOV AKRIDINU: DNA
VAZBOVE VLASTNOSTI A BIOLOGICKA AKTIVITA

Plsikova J.!, Koval' J .2, Mikes J .2, Janovec L.°, Ungvarsky J 3 , Fedorocko P.2, Kozurkova M.
! Katedra biochémie, UCHV, PF UPJS v KoSiciach, Kosice

? Katedra bunkovej biologie, UBEV, PF UPJS v Kosiciach, KoSice

7 Katedra organickej chémie, UCHV, PF UPJS v Kosiciach, Kosice

ABSTRAKT

Praca je zamerand na Stadium DNA vidzbovych vlastnosti novych 1°,1 " -(akridin-3,6-diyl)-
3",3" -dialkylguanidinovych derivatov akridinu aich biologicka aktivitu Studovanii na
leukemickej bunkovej linii HL-60. Interakcie tychto zlucenin s DNA boli sledované pomocou
spektroskopickych metod. Z vysledkov vyplyva, Ze derivaty sa interkaluji medzi bazové pary
DNA, ich vizobna konitanta K je 1,25 - 5,26.10° M a po&et vizobnych miest nje 2,1 - 4,1.
Najvacsiu viazobnu konsStantu mal etylovy derivat. Biologickd ucinnost’ testovanych latok bola
stanovena analyzou zmien mitochondridlneho membranového potencidlu, aktivaciou kaspazy 3
analyzou bunkového cyklu v in vitro podienkach po 48 a 72h inkubécii. Najvacsi cytotoxicky
efekt mal pentylovy a hexylovy derivat Studovanych latok, pri ktorych doslo k narastu poctu
buniek s depolarizovanym mitochondridlnym potencialom, zvySeniu aktivacii kaspazy
3 a k narastu populécie buniek v G faze bunkového cyklu.

UvOD

Farmakofory zalozené na bdze akridinov maju Siroké uplatnenie v antimikrobidlnej
a protinadorovej terapii. Su Specidlnou triedou zlicenin nielen pre ich chemické a fyzikalne
vlastnosti, ale su tiez vyuzivané ako prekurzory vo farmaceutickom priemysle (Zittoun, 1985).
Akridiny boli prvé chromofory, ktoré boli detailne Studované kvoli ich nekovalentnym
interakcidm s DNA (Joseph a kol., 2003). Biologicka aktivita akridinov je pripisovana najma ich
planarnej aromatickej Struktare, vd’aka ktorej st schopné interkalovat’ sa medzi bazové pary
dvojzavitnice DNA, v dosledku ¢oho dochadza k interferencii s bunkovymi procesmi.
Protinadorové vlastnosti akridinov sa zacali klinicky testovat’ v sedemdesiatych rokoch minulého
storofia. AvSak len malo zlucenin preSlo klinickymi skuSkami aiba niektoré znich boli
schvalené pre chemoterapeutické vyuzitie. Cytotoxicita pravdepodobne suvisi s enzymovou
inhibiciou, pricom tieto latky mdzu silne ovplyvnit’ topoizomerazovi a telomerazova aktivitu
(Webb a kol., 2004).

Cielom mojej prace bolo Studovat pomocou spektroskopickych metdd interakcie novych
diganidinovych akridinovych derivatov s DNA, urcit’ spdsob ich interakcie, vidzbové konStanty a
tiez Studovat’ ich biologicku aktivitu na leukemickej bunkovej linii HL 60.

MATERIAL A METODIKA

Pouzité syntetizované latky

Pri $tadiu boli pouzité¢ diguanidinové akridinové derivaty syntetizované na Katedre organickej
chémie, PF UPJS v Kosiciach. Na obr. 1 je zndzornena ich vieobecna 2D $truktira:

—
NN N NN R
H H H o H

Obr. 1: Strukturny vzorec diguanidinovych akridinovych derivéatov:
R —etyl (1), - propyl (2), - butyl (3), - pentyl (4), - hexyl (5)

UV — vis absorpcné spektroskopia, vizbové charakteristiky DNA — komplexov 1 - 5
UV — vis spektroskopické merania boli vykonané na Varian Cary 100 UV — Vis spektrofotometri
(Varian) v 0,01 M Tris (Roth) (pH = 7.,4), pri teplote 24°C. Vzorky diguanidinovych
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akridinovych derivatov (1 - 5) boli rozpustené v DMSO (koncentracia 5 mM), vysledna
koncentracia vzorky v kyvete bola 20 uM. Spektra boli merané v rozmedzi 300 - 500 nm. Pri
spektrofotometrickej titracii bolo ku konStantnej koncentracii vzorky pridavané ekvivalentné
mnozstvo telacej DNA (ctDNA)

Vysledky zo spektrofotometrickych titracii boli vyhodnotené pomocou McGhee a von Hippeovej
rovnice (Jenkins, 1997) a grafickym programom GRAFIT 4.

CD spektroskopia

CD spektra boli namerané na spektropolarimetri Jasco J — 810 (Jasco). Merania sme uskutocnili
v rozsahu vinovych dizok 220 - 300 nm. Do kyvety sme pridali 0,2 ml 0,01 M Tris (pH = 7.4).
Koncentracia vzorky v kyvete bola 1,9 uM a koncentracia ctDNA 80 nM.

Bunkova linia a kultivaéné podmienky

V experimente bola pouzitd bunkova linia I'udskej promyelocytickej leukémie HL-60. Bunky
boli kultivované v kompletnom médiu RPMI 1640 (GIBCO, USA) doplnenom o 10 % fetalne
tel'acie sérum (PAA Laboratories, Rakusko) a antibiotikd (penicilin 100 U/ml, streptomycin 100
pug/ml, amfotericin 25 pg/ml; GIBCO) v inkubéatore s 5 % CO, pri 37°C.

Analyza zmien mitochondridlneho potencidlu (MMP)

Zmeny v MMP boli analyzované pomocou prietokovej cytometrie (FACSCalibur, Becton
Dickinson (BD), USA) s vyuzitim TMRE (tetrametylénrodamin etyl ester; Molecular Probes,
USA). Bunky boli zozbierané, oplachnuté s HBSS, scentrifugované, resuspendované v HBSS
s obsahom 0,1 pM TMRE a inkubované 20 min v tme pri 37°C.

Aktivacia kaspazy 3

Bunky boli zozbierané po 48 a72 h inkubéacii sderivatmi 1, 4 a5, scentrifugované,
resuspendované v BD cytofix/cytoperm Fixation and Permeabilization Solution (BD)
a umiestnené 20 min. na l'ade. Po inkubacii boli dvakrat premyté s Perm/Wash roztokom (BD)
a oznacené protilatkou pre kaspazu 3 po dobu 30 min. Zmeny boli analyzované pomocou
prietokového cytometra.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Diguanidinové akridinové derivaty s ctDNA vykazuju absorbanciu v rozsahu vlnovych dizok
300 - 500 nm. Latky 1 - 5 maja intenzivne absorpéné pasy v oblasti 320 - 450 nm, ktoré su
charakteristické pre m — 7 elektronové prechody konjugovanych vizieb akridinového skeletu.
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Obr. 2: UV — vis titracné spektrum zlicenin 1, 4 a 5 (0,128 uM), so zvySujucou sa koncentraciou ctDNA, (zhora —
nadol: od 0 do 0,244 mM) v 0,01 M Tris ( pH 7,4) pri teplote 24°C.

Na obr. 2 st zaznamenané zmeny v absorbancii po pridani ekvivalentného mnozstva ctDNA.
Vrchna krivka predstavuje samotné zluceniny, ktorych najintenzivnejSie absorpné pasy sa
nachadzaju v oblasti 320 — 450 nm. Po pridani ctDNA absorpéné maximé pasov klesaji
(hypochromizmus) a postvaji sa k vy&§im vlnovym dizkam (erveny posun) (tab.l). Tieto
vyznamné zmeny sprevadzané batochromnym efektom a znaénym hypochronizmom potvrdzuji
hypotézu interkala¢ného viazania sa latok do DNA (Silvestri, 2007).
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Tab. 1: Spektralne charakteristiky ligandov 1 — 5§

Ligand A max A AL Hypochromizmus
VOENY(nm) | VIAZANY(nm) (nm) (%)
1 473 472 1 56,8
2 473 470 3 86,8
3 473 472 1 68,4
4 473 471 2 85,6
5 473 471 2 89,8

V tab. 2 st uvedené vdzobné konstanty latok 1 - 5 s ctDNA, vypocitané na zaklade absorpcnych
spektier (McGhee a von Hippel, 1974).

Tab.2: Vazobné charakteristiky ligandov 1 —5 s DNA

Zligenina 1 2 3 4 5 K - vizbova
F— konStanta,
K10SM?Y) | 526 5,01 425 2,36 1,25 n — pocet viizbovjch
n 2,1 2,9 3,5 3.9 4,1 miest

CD spektroskopia sa vyuZiva na §tadium konformacnych zmien DNA. Bazové pary v B forme st
kolmé na os dvojzavitnice, co spdsobuje slabu chiralitu molekuly. CD spektrd B formy zavisia
od primarnej sekvencie. VSetky B konformacie DNA su charakterizované pozitivnym pasom pri
vinovej dizke 260 — 280 nm (stohovanie baz) anegativnym pri 245 nm (polynukleotidova
helicita). Cirkularny dichroizmus je vhodnou metéodou aj pri Staidiu DNA s achirdlnymi
nizkomolekulovymi ligandami, ktoré vykazuji indukované CD spektrum. VicSina tychto
ligandov mé absorpény pas v oblasti vyssich vinovych dizok
nez DNA a intenzita indukovanych CD pasov v tejto oblasti
je mierou ich viazania sa s DNA. (Wang a kol., 2001). Na
) obr. 3 st uvedené CD spektroskopické Studie latok 1, 4 a 5.
1 — oA Pridavanim latok k ctDNA sme pozorovali zmenu v elipticite
2 B Ety't | pozitivneho pasu. Jeho zvySenie potvrdzuje interkaldciu
1 “™ | latky do ctDNA a stabilizaciu B formy DNA, pri negativnom
pase doslo iba k malej zmene.

Elipticita [mdeg]
o

4= — - Hexyl

240 260 280 300
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Obr. 3: CD spektrum ctDNA (plna Ciara) a s pridavkom latok 1, 4 a 5 (prerusované ¢iary) v 10 mM Tris

(pH =17.4.24°C)

Biologickd tucinnost’ testovanych latok bola stanovena analyzou zmien MMP, distribucie
bunkového cyklu a aktivaciou kaspazy 3 pomocou prietokového cytometra u buniek l'udske;j
promyeloidnej leukémie HL-60 v podmienkach in vitro po 48 a 72h inkubécii. Koncentraény
rozsah testovanych derivatov bol 5, 15 a 25 uM.

DNA je povazovana za jeden z hlavnych cielov pre protinddorové lieciva. Plandrna Struktira
akridinov im umoziuje interagovat s DNA interkaldciou atym ovplyviiovat metabolické
procesy v bunke. Vela prirodnych alkaloidov a syntetickych akridinovych derivatov bolo
testovanych ako potencionalne protinadorové lie€iva, ale iba niekol’ko z nich preslo klinickymi
testami a boli schvalené pre chemoterapiu. Afinita akridinov k DNA je vyuzivand na dizajn
novych aktivnych zlt€enin, u ktorych boli k akridinovému jadru naviazané DNA modifikujtice
skupiny (Demeunynck akol., 2001). V nasej experimentalnej praci sme testovali takéto
novosyntetizované derivaty, u ktorych boli na akridinovom jadre naviazané dve guanidinové
skupiny s alkylovym retazcom o roznej dizke (etyl - hexyl). Studované akridinové zlu¢eniny sa
taktiez interkalovali do DNA. V porovnani s akridinovymi zli¢eninami obsahujucimi v molekule
iny atom ako dusik (napr. siru) u proflavinovych ditiazolidinéonov (Janovec , 2007), maju
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Studované diguanidinové derivaty vyssiu afinitu k DNA aich vizobné konStanty su radovo
10krat vysSie. NajvdcSiu védzobnu afinitu k DNA mal etylovy derivat, ktory je najmensi
anajlahSie sa vlozi medzi bazové pary v porovnani s ostatnymi derivatmi, ale naopak ma
retazcom sa zvysSuje lipofilita zIuceniny a ta potom lahSie prenika do bunky. Derivaty s dlh§imi
retazcami (pentyl, hexyl) boli pri dlhSich ¢asovych intervaloch ovela uc¢innejSie vo vSetkych
sledovanych parametroch ako etylovy derivat.
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Obr. 4: Percento buniek so znizenym mitochondridlnym potenciadlom (A) a s aktivovanou kaspazou 3 (B) po 48
a 72h inkubdcii so zli€eninami 1, 4 a 5 s koncentraciou 5, 15 a 25 uM.
K — kontrola, E — etyl, P — pentyl, H — hexyl

Derivaty 4 a§ sposobili vyrazni depolariziciu MMP, avSak v pripade derivatu 1 nebola
zaznamenand ziadna zmena (obr. 4 A). V obidvoch sledovanych ¢asovych intervaloch taktiez
doslo pri pouziti derivatov 4 a 5§ k masivnej aktivacii kaspazy 3. Analyzou bunkového cyklu sme
zaznamenali hromadenie sa buniek v G; faze bunkového cyklu (data neuvedené).
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DRUHOVA IDENTIFIKACIA STAFYLOKOKOVYCH IZOLATOV IZOLOVANYCH
Z MASA ATLANTICKEJ MAKRELY (SCOMBER SCOMBRUS) A STANOVENIE ICH
REZISTENCIE VOCI VYBRANYM ANTIBIOTIKAM

Regecova 1., Jevinova P., Pipova M., Maruskova K., Popelka P.

Katedra hygieny potravin, Ustav hygieny a technologie mésa, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Cielom prace bolo stanovit' citlivost u druhovo identifikovanych, koagulazo-negativnych
stafylokokovych izolatov z misa atlantickej makrely (Scomber scombrus) voci siedmim
antibiotikdm (penicilin, cefoxitin, erytromycin, tetracyklin, ampicilin, gentamicin, vankomycin),
a to s pouzitim agarovej dilu¢nej metody.

Vsetky izolaty stafylokokov boli podrobené klasifikacii rodu Staphylococcus zalozenej na
analyze PCR produktu ziskaného z DNA ciel'u 16S ribozomélnej DNA a druhovej identifikécii
na zaklade biochemickych reakcii vyhodnocovanych semi-automatickym systémom
MICRONAUT. Pri stanoveni minimdlnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) boli pouzité
testovacie platne s nasledovnymi vyslednymi koncentraciami penicilinu 0,06; 0,125; 0,25; 0,5
mg.l'l; cefoxitinu 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 mg.l'l,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'l, gentamicinu 2,0; 4,0; 8,0;
16,0 mg.l'1 a vankomycinu 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 mg.l'l. Ziskané vysledky boli vyhodnotené
podrla kritérii stanovenych CLSI (NCCLS) pre diskovy diftzny test a pre mikrodilu¢ni metdédu
(CLSI, 2006).

Zo sumarizacie dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze kultivatnym mikrobiologickym vySetrenim
vzoriek mrazenych filiet atlantickej makrely sa ziskalo 14 izolatov stafylokokov, u ktorych
pomocou semi-automaického systému MICRONAUT bola vykonana druhové identifikdcia na
zéklade, ktorej sme urcili 9 kmenov S. epidermidis, 2 kmene S. saprophyticus, 2 kmene S.
hominis a1 kmen S. warneri. U stafylokokovych izolatov bola agarovou dilu¢nou metddou
najCastejSie potvrdend rezistencia voci penicilinu, ampicilinu a erytromycinu a naopak najvacsia
citlivost bola zaznamenand voCi gentamicinu a vankomycinu. Takmer u vSetkych
stafylokokovych izoldtov bola agarovou dilu¢nou metédou preukdzana sucasna rezistencia na
viac ako jedno testované antibiotikum.

UvOoD

Bakteridlne druhy v ramci rodu Staphylococcus s zname ako vyznamné l'udské a zvieracie
patogény. Okrem koagulazo-pozitivneho druhu Staphylococcus aureus maju klinicky vyznam aj
niektoré z koaguldzo-negativnych stafylokokov (KNS), najmé S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
hominis, S. warneri, S. sciure, S. saprophyticus subsp. saprophyticus a S. capitis (VOTAVA a
kol., 2003).

U tychto spominanych druhov v poslednom obdobi dochadza k explozivnemu nérastu rezistencie
na antibiotikd. Miera ich rezistencie k antibiotikdm sa vyrazne 1i§i medzi jednotlivymi druhmi
stafylokokov. Vysoky podiel rezistentnych kmenov sa vyskytuje najmi u druhu S. aureus au
druhov a poddruhov, ktoré st najcastejSimi povodcami nozokomidlnych infekcii. Medzi tychto
zéstupcov patri S. epidermidis, S. hominis a S. saprophyticus (DROZENOVA a PETRAS 2000).
Cielom prace bolo stanovit' citlivost u druhovo identifikovanych, koagulazo-negativnych
stafylokokovych izolatov zmdsa atlantickej makrely (Scomber scombrus) voc¢i siedmim
antibiotikam (penicilin, cefoxitin, erytromycin, tetracyklin, ampicilin, gentamicin, vankomycin),
a to s pouzitim agarovej dilu¢nej metody.
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MATERIAL A METODIKA

Vzorky na mikrobiologické vySetrenie boli odobraté zo svaloviny 4 vzoriek z mrazenej
atlantickej makrely (Scomber scombrus) pochadzajucich z Mraziarni Poprad s.r.o. Odber vzoriek
na mikrobiologické vySetrenie sa vykonal v sulade s poziadavkami STN ISO 3100-2; zékladna
suspenzia a d’alSie desatndsobné riedenia sa pripravili podla pokynov STN ISO 6887.
Z odobratych vzoriek sa stafylokoky izolovali v zmysle pokynov STN ISO 6888-1. Vsetky
izolaty stafylokokov sa podrobili skimavkovej plazmokoagulazovej skuske (STAFYLO PK,
IMUNA, Sari§ské Michalany), klasifikacii rodu Staphylococcus zaloZenej na analyze PCR
produktu ziskaného z DNA cielu 16S ribozomélnej DNA a druhovej identifikacii na zaklade
biochemickych reakcii vyhodnocovanych semi-automatickym systémom MICRONAUT .
Citlivost’ jednotlivych izolatov stafylokokov na vybrané antibiotikd sa zistovala pomocou
agarovej dilucnej metddy. Pri stanoveni minimalnych inhibi¢nych koncentracii (MIC) boli
pouzité testovacie platne s nasledovnymi vyslednymi koncentraciami penicilinu 0,06; 0,125;
0,25; 0,5 mg.l'l; cefoxitinu 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 mg.l'l,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 mgl' ; vankomycinu 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 mgl'.Vysledky boli
vyhodnotené podla interpretaénych kritérii stanovenych CLSI (NCCLS) pre mikrodilu¢nt
metodu (CLSI, 2006), na zaklade ktorych boli jednotlivé izolaty zaradené¢ medzi citlivé (C),
intermediarne citlivé (I) alebo rezistentné (R).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kultivatnym mikrobiologickym vySetrenim vzoriek mrazenych filiet atlantickej makrely sa
ziskalo 14 izolatov stafylokokov. Vsetky izolaty boli na zaklade vysledkov skumavkovej
plazmokoaguldzovej skusky koaguldzo-negativne. Pomocou PCR metédy bola u vSetkych
izolatov potvrdenda pritomnost 16S rDNA sekvencie, ktora je charakteristickd pre rod
Staphylococcus. Pomocou semi-automaického syst¢ému MICRONAUT bola dalej u tychto
izolatov vykonana druhova identifikacia na zaklade, ktorej sme urcili 9 kmenov S. epidermidis, 2
kmene S. saprophyticus, 2 kmene S. hominis a1 kmenl S. warneri. Spominané kmene boli
nasledne podrobené stanoveniu citlivosti pomocou agarovej dilu¢nej metddy voci 7 antibiotikam.

Tab. 1 Prehl’ad poctu citlivych (C), intermediarne citlivych (I) a rezistentnych (R) izolatov stafylokokov z mrazenych filiet
atlantickej makrely vo¢i penicilinu, cefoxitinu a erytromycinu

Podet Penicilin Cefoxitin Erytromycin

Druh . s
izolitov| R | 1 | C | R |TI | C|[R|T]| C
S. epidermidis 9 8 1 0] 1 0 8 71210
S. saprophyticus 2 21000 1|1 2 101 0
S. hominis 2 2 0 0 0 0 2 2 0 0
S. warneri 1 0 0 1 0 0 1 0 1 0

Ako vyplyva z tabulky 1, u kmenov S. epidermidis bola zistend rezistencia voci penicilinu (8
kmenov) a erytromycinu (7 kmenov) a u kmenov S. saprophyticus a S. hominis bola potvrdena
rezistencia voci penicilinu a erytromycinu (2 kmene). U kmenia S. warneri nebola potvrdena
rezistencia ani na jedno antibiotikum. Zaroveil ani u jedného zo spominanych kmeiiov nebola
potvrdena rezistencia voci cefoxitinu.

Vychéadzajac z dosiahnutych vysledkov (Tab. 2), pri hodnoteni citlivosti 14 izolatov
stafylokokov zo svaloviny makrely atlantickej voci dal§im Styrom antibiotikdm, bolo
zaznamenanych u kmenov S. epidermidis najvacsi pocet rezistentnych kmenov voci ampicilinu
(8 kmenov). U kmenov druhu S. saprophyticus, S. hominis a S. warneri bola potvrdena
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rezistencia len voci jednému antibiotiku, ampicilinu. Ani u jedného stafylokokového izolatu sa
nepotvrdila rezistencia voci gentamicinu a vankomycinu.

Tab. 2 PrehPad po¢tu citlivych (C), intermediarne citlivych (I) a rezistentnych (R) izolatov stafylokokov z mrazenych filiet
atlantickej makrely vo¢i tetracyklinu, ampicilinu, gentamycinu a vankomycinu

. Tetracyklin Ampicilin Gentamycin Vankomycin

Druh Pocet
R I C R | C R I C R I C
S. epidermidis 9 5 3 1 8 0 1 0 0 9 0 9 0
S. saprophyticus 2 0 0 2 2 0 0 0 0 2 0 2 0
S. hominis 2 0 0 2 1 0 1 0 2 0 0 0 2
S. warneri 1 0 0 1 1 0 0 0 0 1 0 1 0

Vychéadzajic z dosiahnutych vysledkov (Graf 1) bola v zmysle interpretacnych kritérii pre
agarovu diluéni metdédu (CLSI, 2006) zo vSetkychl4 kmenov stafylokokov izolovanych zo
svaloviny makrely atlantickej potvrdend najvicsSia rezistencia voci penicilinu (12 kmenov),
ampicilinu (12 kmenov) a erytromycinu (11 kmetiov). Najvicsia citlivost’ bola potvrdend voci
gentamicinu (14 kmenov). U stafylokokovych izolatov bola zistena aj intermediarna citlivost’,
u 14 kmenov voci vankomycinu, u 3 kmeniov voci erytromycinu a tetracyklinu, u 2 kmetiov voci
cefoxitinu.

Graf 1 Stanovenie citlivesti stafylokokovychizolitov izolovanych zo

svaloviny atlantickej makrely

14 14
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Z celkového poctu stafylokokovych izolatov bolo u 13 kmenov preukdzand sucasnd rezistencia
na 2 — 4 testované antibiotika. NajcastejSie bola potvrdend rezistencia siasne na viac antibiotik
u kmeniov S. epidermidis, u 4 kmenov bola zaznamenand rezistencia na dve a tri antibiotika
sucasne aul kmena na 4 antibiotikd sicasne. U kmenov druhu S. saprophyticus bola
zaznamenand u 1 kmena rezistencia na dve antibiotikd a u 1 kmena na tri antibiotikd sucasne.
U kmenov rodu S. hominis bola potvrdena rezistencia sucasne na tri antibiotika.

Ako vyplyva z dosiahnutych vysledkov, u stafylokokovych izolatov zo svaloviny atlantickej
makrely sa najCastejSie zaznamenala rezistencia na penicilin, ampicilin a erytromycin a bola tiez
preukazand rezistencia na viac ako jedno antibiotikum. Na podobné skuto¢nosti poukazuju aj
viaceri autori, u ktorych percentualny podiel vyskytu rezistencie a multirezistencie na uvedené
antibiotika je na poprednom mieste, hoci testované stafylokokové izolaty pochadzaju z inych
komodit. SHITANDI a MWANGI (2004) testovali 216 kmenov Staphyloccoccus aureus
izolovanych zo vzoriek mlieka odobratych z roéznych oblasti v Keni. Touto Studiou bola
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potvrdena rezistencia na penicilin (72,2 %), trimetoprim+sulfametazin (59,2 %), tetracyklin
(57,9 %), erytromycin (21,3 %), chloramfenikol (46,8 %) a meticilin (7,8 %). EBRAHIMI
a LOTFALIAN (2005) izolovali 22 koagulazo-pozitivnych stafylokokov zo vzoriek vcelieho
medu anasledne unich stanovili percentualny podiel rezistencie na jednotlivé antibiotika.
Najviacsiu rezistenciu zaznamenali voci penicilinu (85,71 %) a erytromycinu (50,0 %).

Tieto vysledky dokazuju, ze narast rezistencie stafylokokovych izolatov na niektoré antibiotika
v suCasnom obdobi je alarmujici. Preto ddlezitou zbraiiou proti Sireniu antibiotickej rezistencie
je zabezpecenie zniZenia spotreby antibiotik, zvySenie kvality pouzivania antimikrobidlnych
pripravkov, vyvoj novych antimikrobialnych lie€iv, zabezpecenie kontroly pritomnosti infekcie a
rezistentnych baktérii v celom potravinovom retazci, dodrziavanie preventivnych opatreni
v hygiene prostredia a monitorovanie existujliicej rezistencie na antibiotika.
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VPLYV SALVIOVEJ SILICE A SELENICITANU SODNEHO PRIJATEHO KRMIVOM
NA ANTIOXIDACNY STATUS KURCIAT

Ryzner M.

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

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo sledovat’ vplyv éterického oleja Salvia officinalis a seleni¢itanu sodného
prijatych z krmiva na niektoré parametre antioxidacného statusu, koncentracie Se v mukoze
tenkého Creva, oblicky, peceni, krvi, plazme a na fagocytarnu aktivitu v krvi kurciat. Jednodinové
brojlery boli rozdelené do Siestich skupin po 10. Prva pokusna skupina bola kfmena Standardnou
diétou, druha diétou obohatenou o slnecnicovy olej (1%). Tretia skupina dostavala diétu
obohatent o $alviu v koncentracii 0,05%. Stvrta mala diétu obohatenu o selén v mnoZstve 0,4
mg.kg' vo forme Na,SeO;. Diéta pre piatu skupinu pozostavala z diéty obohatenej o selén
v rovnakom mnoZstve a slnecnicovy olej. Siesta skupina kuréiat dostavala diétu obohatenu
o selén a Salviu. Koncentracia Se v krvi a mukoze duodena bola signifikantne vysSia v skupindch
obohatenych o selén v porovnani so skupinami bez pridavku Se. VyS$§i obsah Se v 4.,5.a 6.
skupine sme pozorovali aj v peceni a oblickach. Aktivita glutathion peroxidazy (GPx) v peceni
a vmukéze duodéna bola signifikantne vySSia v 4.a 6. pokusnej skupine oproti kontrole. V
oblicke bola GPx signifikantne zvysSena v 4.skupine oproti skupine 2 a 3. Fagocytarna aktivita
bola signifikantne zvySena v skupine s pridavkom samotného selénu, v skupine s pridavkom Se
a slne¢nicového oleja ako aj v skupine s pridavkom Se a Salviovej silice v porovnani so
skupinami bez pridavku Se. Celkovy antioxidacny status v plazme kurc¢iat bol signifikantne
zvySeny ukurCiat kfmenymi diétou obohatenou Salviou, u kurciat s pridavkom Na,SeOs
samotného ako aj v kombin4cii so Salviou oproti kontrole. Vysledky ukazuja, ze pridavok Salvie
v 0,05% koncentracii a pridavok Se 0,4 mg.kg" susiny do krmiva zvy3uju antioxidadnu ochranu
organizmu kurc¢iat a zarovenl maju pozitivny vplyv na fagocytarnu aktivitu v krvi zvierat.

UvOD

Eterické oleje sa nachadzaju v rdznych &astiach rastlin a drevin. Najmi v kvetoch, plodoch,
listoch, kore a korenioch. Posobia protizapalovo (Juhas a kol., 2008), antimikrobidlne (Fabian a
kol., 2006), antioxidacne (Faix a kol., 2007) a maju schopnost’ vychytavat volné radikaly
(Hirasa & Takemasa, 1998).

Etericky olej ziskany zo Salvia officinalis je bohaty na tujony az 50%, cineol, salviol, borneol.
V nemalej miere obsahuje aj horké diterpény, flavonoidy, fenolové kyseliny, triesloviny, hor¢iny,
zivicu a iné latky, pre ktoré je vyznamny z aromatického a medicinskeho hladiska. Salvia ma
antimikrobidlne (Kalemba a Kunicka, 2003), antioxida¢né (Bozin a kol., 2007), adstringencné,
antiflogistické, fungicidne a insekticidne vlastnosti (Pinto a kol., 2007).

Selén je esencialny stopovy prvok vyskytujuci sa v organickej a anorganickej forme. Ako sucast’
selenoproteinov plni mnohé nepostradatelné enzymatické funkcie v tele zivocichov a Cloveka.
NajznamejSim je glutation peroxidaza (GPx), ktorda ma vyznamna ulohu v antioxida¢nych
reakciach pri odstraiiovani peroxidov vodika, lipidovych a fosfolipidovych peroxidov a inych
Skodlivych hyperoxidov na membrénach a v cytoplazme. Antioxida¢na ochrana zabezpecuje
aktivne odstrafiovanie reaktivnych volnych radikdlov pomocou antioxidantov (Faitweather-Tait
a kol., 2010; Durackova, 1997).

Cielom prace bolo skumat vplyv Salviovej silice a seleni¢itanu sodného na aktivitu GPx,
antioxidacny status a fagocytarnu aktivitu u kurciat.
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MATERIAL A METODY

60 jednodnovych kurciat hybridného plemena ROSS (Péarovské haje, Nitra) s priemernou zivou
hmotnostou 45g bolo rozdelenych do Siestich skupin po 10. Kurcatd boli umiestnené na
podstielke z drevenych hoblin, kde teplota a svetelny rezim boli upravené pre poziadavky
daného plemena a vekovej kategorie kurciat. Voda a krmivo bolo k dispozicii pre vSetky skupiny
ad libidum. Prva pokusna skupina bola kifmend Standardnou diétou (BIOFEED- KKZ BR2,
Kolérovo, Slovensko), druha skupina diétou obohatenou o slnecnicovy olej, priCom jeho
vysledna koncentracia v krmive bola 1%. Tretia skupina dostdvala diétu obohatenu o Salviu
(HANUS, Nitra) v koncentracii 0,05%. Salviova silica bola pred pridanim do krmiva zriedena so
slne¢nicovym olejom, ktory sluzil ako vehikulum. Stvrta skupina mala diétu obohatent o selén
vmnozstve 0.4 mgkg' vo forme Na,SeOs. Diéta pre piatu skupinu pozostavala z diéty
obohatenej o selén 0,4ppm a slnecnicovy olej 1%. Poslednd Siesta skupina kurciat dostavala
diétu obohatent o selén 0,4 ppm aSalviu (0,05%). Kontrolnou analyzou selénu v diétach
obohatenych o Na,SeOs sme potvrdili obsah Se 0,56 mg.kg” susiny a 0,21 mg.kg" v diéte bez
pridavku selénu, Co predstavovalo prirodzené pozadie Se v krmive. Po 5 tyzdnoch kfmenia a
eutanazii vyvolanej intraperitonedlnou aplikaciou xylazinu (Rometar 2%, SPOFA, CR)
a ketaminu (Narkamon 5%, SPOFA, CR) v davke 0,6 a 0,7 ml/kg Zivej hmotnosti, boli odobraté
vzorky krvi atkaniv. Vzorky krvi, plazmy, tkaniv peene, obli¢iek a mukézy duodena boli
ulozené do mraziaceho boxu pri teplote -75 °C do doby ich analyzovania.

Aktivita glutation peroxidazy (GPx) v peceni, oblicke, epiteli duodena a krvi bola merana podl'a
Paglia a Valentine (1967). Celkovy antioxida¢ny status (TAS) v plazme, hemoglobin (Hb) a
aktivita GPx vkrvi boli merané spektrofotometricky kitmi firmy Randox. Koncentraciu
bielkovin v tkanivach sme stanovovali spektrofotometrickou metédou podl'a Bradforda (1976).
Fagocytarna aktivita bola merand podl'a Hrubiska (1981). Obsah selénu vo vSetkych
analyzovanych vzorkach sme stanovovali fluorometrickou metédou podl'a Rodrigueza a kol.
(1994). Na statistické vyhodnotenie vysledkov bola pouzitd jednocestnd ANOVA s Tukey post-
testom a pouzitim GraphPad Software (USA). Vysledky su uvedené ako priemerna hodnota +
SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Tab.1 Koncentracie Se v krvi a tkanivach
Krv Pecen Crevo Oblicka
(ug.L™h (mg.kg" susiny)

1. kontrola 115.5+4.37° 2.23+0.14 2.41+0.11° 2.53+0.09°
2. slne¢. Olej 104.93+7.05" 2.254+0.11 2.55+0.09° 2.4240.08°
3. alvia 104.704+4.53° 2.1140.13 2.4640.06° 2.554+0.11°
4. selén 141.38+6.86° 2.52+0.18 3.01+0.12° 2.98+0.11°
5. selén + slneg. olej 154.97+7.09° 2.6340.13 2.98+0.09" 2.65+0.09
6. selén + Salvia 144.97+5.50° 2.59+0.04 3.09+0.09° 2.80+0.11

Vysledky su udané ako priemer + SEM, rozdielné pismena horného indexu predstavuju signifikantny rozdiel medzi
skupinami.

Koncentracia Se v krvi bola signifikantne vysSia v skupinach obohatenych o selén v porovnani
so skupinami bez pridavku Se. Obsah selénu v mukoze duodena v skupindch dotovanych
selénom bol taktiez signifikantne zvySeny oproti skupindm bez pridavku selénu. Anorganické
formy selénu st horSie utilizované asu teda priddivané do komerénych krmiv vo vysSich
koncentraciach, ¢o sposobuje vysSiu koncentraciu selénu v peceni, oblickach, plazme a vo
svaloch u hydiny (Echevarria a kol., 1988). Vyssi obsah Se v 4.,5.a 6. skupine sme pozorovali aj
v peceni aoblickach. Koncentracie selénu vkrvi atkanivich st uvedené v Tab.l.
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Uz predchadzajice pokusy ukézali, ze pridavok 0,4 ppm Se, ¢i uz organického alebo
anorganického, zvysili koncentraciu Se v krvi, tkanive peceni, oblicky a mukéze duodena
(Kuricova a kol., 2003, Petrovi€ a kol., 2006).

Tab. 2 Koncentracia GPx v krvi a tkanivach

Krv Pecen Crevo Oblicka
(U.g"' Hb) (U. g”" bielkovin)
1. kontrola 94.82+7.95 21.80+1.04% 13.40+1.42° 8.26+0.98
2. slneg. olej 99.33+11.54 20.31+2.30° 17.15+1.41% 5.86+0.98°
3. dalvia 95.86+6.14 22.78+1.47% 16.79+1.46% 6.81+0.73
4. selén 126.21+8.46  35.88+1.63™ 36.03+4.30™  14.68+3.36°
5. selén + slneg. olej 128.7511.71  28.44+0.99° 21.4243.44% 13.06+2.02
6. selén + 3alvia 108.08+4.85 39.06+2.70° 26.68+2.67° 10.35+0.72

Vysledky su udané ako priemer £ SEM, rozdielné pismend horného indexu predstavuju signifikantny rozdiel medzi
skupinami

Aktivita GPx v krvi bola vyssia v skupinach s pridavkom Se, avsak jej rozdiel medzi skupinami
nebol Statisticky vyznamny. Koncentracia GPx v oblicke bola signifikantne zvySena iba v 4.
skupine oproti pokusnej skupine 2 a 3. GPx v muké6ze duodena bola signifikantne vyssia v 4. a 6.
skupine v porovnani s kontrolou. Aktivita GPx v peCeni bola signifikantne najvysSia oproti
kontrole v poslednej pokusnej skupine, kde zvySenu aktivitu GPx spdsobil selén v kombindcii so
Salviou (Tab.2). GPx katalyzuje redukciu peroxidu vodika a organickych hydroxiperoxidov, ¢im
chrania bunky pred oxidativnym poskodenim. Koncentracia glutation peroxidazy (GPx), v krvi a
tkanivach pecene, obli¢iek a duodendlnej sliznice boli vyrazne zvySené suplementaciou Se
(Petrovic a kol., 2006).

Tab.3 Celkovy antioxidacny status (TAS) a fagocytarna aktivita

TAS (mmol.L™") Fagocytarna aktivita (%)
1. kontrola 1.08+0.13* 41.75+0.56
2. slnec. olej 1.51+0.11 40.50+0.42
3. salvia 1.83+0.08" 42.13+0.72
4. selén 1.98+0.21° 48.75+0.65°
5. selén + slnet. olej 1.68+0.21 48.75+0.53*
6. selén + salvia 1.88+0.24° 49.00+0.42°

Vysledky su udané ako priemer + SEM, rozdielné pismena horného indexu predstavuju signifikantny rozdiel medzi
skupinami

Celkovy antioxidacny status (TAS) v plazme kurciat bol signifikantne zvySeny u kurciat
kfmenymi diétou obohatenou o Salviovu silicu, tak isto aj u kurCiat 4. skupiny s pridavkom
Na,SeO; ako aj u kurciat, ktorych diéta pozostdvala zo Se v kombinacii so Salviovou silicou
oproti kontrolnej skupine. Vysledky st uvedené v tab.3. Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze
Salviova silica sama o sebe, ako aj v kombinacii s Na;SO3 pridaného do krmiva v nami zvolene;]
koncentrécii, zvySuji celkovy antioxida¢ny status organizmu (TAS), ¢o zaruCuje zvySeni
antioxida¢nt ochranu kurciat. Asadi akol. (2010) alnalyzovali Sest druhov Salvie, kde
u vSetkych potvrdili antioxida¢né vlastnosti, kde ich G¢inné latky inhibuji DNA posSkodenie
vol'nymi radikalmi.

Fagocytarna aktivita bola signifikantne zvySena v skupine s pridavkom Se, v skupine
s pridavkom Se a slne¢nicového oleja ako aj v skupine s pridavkom Se, slne¢nicového oleja a
Salviovej silice oproti kontrolnej skupine (Tab.3). Vo vSeobecnosti je zname, ze fagocytoza je
proces typicky pre bunky, ktoré oznacujeme ako fagocyty, medzi ktoré patria neutrofily,
eozinofily, monocyty atkanivové makrofagy. Makrofdgy su neoddelitelnou sucastou
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imunitného systému, posobia ako mikrobicidne a tumoricidne efektory buniek. Podavanie
Salviového éterického oleja a Se stimulovalo fagocytarnu aktivitu leukocytov u nosnic. Ked'ze
fagocytarna aktivita je len jednym z imunitnych parametrov, moézeme iba predpokladat’, ze Salvia
a selén moze zlepSovat’ imunitné funkcie organizmu.

Z naSich vysledkov vyplyva, Ze Salviova silica v koncentrécii 0,05% pridand do krmiva zvySuje
antioxida¢ni ochranu brojlerov, ¢i uz sama o sebe ako aj v kombinacii so selénom. Zaroven
vysledky fagocytarnej aktivity poukazuju na stimulacny vplyv pridavku samotného selénu a jeho
kombinacie so Salviou na imunitny systém kurciat ROSS.
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VPLYV APLIKACIE MYKOTOXINOV A ADSORBENTU NA
IMUNOKOMPETENTNE BUNKY U KURCIAT

Slaminkova Z.!, Gresékova, I *.

Katedra patologickej anatémie a patologickej fyzioldgie, UVLF, Kosice
*Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Prietokovou cytometriou sme Studovali vplyv nizkej a vysokej davky mykotoxinov (DON a ZEA)
a adsorbentu beta-D-glukanu na celkova a lokdlnu imunitni odpoved’ kurciat. Do pokusu boli
zahrnuté Styri skupiny — negativna kontrola (NK)), samotny adsorbent — 0,2% beta-D-glukan (A),
adsorbent s nizkou davkou mykotoxinov (NDM, DON+ZEA= 3,4+3.4mgkg™) a adsorbent s
vysokou davkou mykotoxinov (VDM, DON+ZEA=8,3+8,4 mgkg"). Prictokova cytometria,
priama imunoflorescen¢nd metdda a znacené primarne mysacie antikuracie protilatky CD3, CD4,
CD8, CD44, IgG, IgM, IgA, MHC II (SouthernBiotech, USA) boli pouzit¢ na meranie
subpopulacii lymfocytov izolovanych z periférnej krvi a epitelu duodéna (IEL - intaepitelové
lymfocyty). Prietokova cytometria a komer¢ny kit Phagotest (OrfegenPharma, Nemecko) boli
pouzité na zistenie fagocytarnej aktivity granulocytov. Hematologické vySetrenie poukazalo na
imunosupresiu v oboch skupinach NDM aj VDM. TiezZ percento fagocytarnej aktivity bolo nizsie
v tychto skupinach ako v NK a A. Imunofenotypizacia krvnych lymfocytov preukazala tendenciu
k zniZzeniu T buniek a populacie MHC II v skupine VDM, ale IgG bunky boli zvySené.
Fagocytarna funkcia polymorfojadrovych buniek bola znizena v mykotoxinovych skupinach.
Duodenalne IEL populacie poukézali na zvySenie CD8 a MHC II, ale IgA poklesli v skupindch
s mykotoxinmi oproti NK a A. Priaznivy efekt beta-D-glukanu bol potvrdeny v proximalnej ¢asti
duodéna, ale nebol schopny rekonstruovat zmeny spdsobené mykotoxinmi, ktoré mozeme
zaradit’ medzi imunotoxické latky.

UvOD

Mykotoxiny su vysoko toxické sekundarne metabolity plesni, patriace hlavne k rodom Fusarium,
Aspergillus, Penicillium a Alternaria. Vyznamné su ich toxické efekty ato karcinogenita,
genotoxicita, teratogenicita, nefrotoxicita, hepatotoxicita, reprodukéné poruchy a imunosupresia,
ako aj ekonomické straty (Dinicke, 2002). Deoxynivalenol, vyznamny aj u nas, patri medzi
trichotecény typu B, produkované hlavne Fusarium culmorum a F. graminearum. POsobi
imunostimula¢ne aj imunosupresivne (Pestka a kol., 2005). Mykotoxiny sa daji odstranit’ z
krmiv eSte predtym, nez sa dostanu do gastrointestinalneho traktu, jednou z metdd ich eliminécie
su adsorbenty (CAST, 2003). Medzi pouzivané adsorbenty patri aj beta-D-glukan, ktory je
Studovany pre jeho imunologické a farmakologické Uc¢inky. Tieto ucinky boli pozorované na
vSetkych pokusnych zvieracich druhoch, vratane dazdoviek (Vetvicka, 2004), kreviet (Duvic,
1990), ryb (Anderson, 1992), potkanov, mysi (Feletti, 1992), zajacov (Ferencik, 1986), oviec,
prasiat (Benkova, 1991), dobytka (Buddle, 1988) al'udi (Hamuro, 2005). Beta-D-glukan je
Strukturdlny komplex homopolymérov gluk6zy. V minulosti sa predpokladalo, ze sa vyskytuje
len v travach. Neskor bol vSak zisteny v stenach urCitych hub, liSajnikov (Olafsdottir, 2001).
Dnes je obycajne izolovany z kvasnic, pSenice a chalth (Vetvicka a kol., 2004). Niektoré Studie
poukdzali na moznost’ vyuzitia beta-D-glukanu pri prevencii mutagénnej aktivity (Lewin, 2001),
bolo poukdzané na jeho antivirusové vlastnosti. Vetvicka (2004) uverejnil, Ze beta-D-glukan
stimuluje fagocytozu, syntézu a uvolnovanie cytokinov, ako IL-1, IL-6 a TNF-alfa. Cielom
préce bolo zistit’ vplyv podania beta-D-glukanu samotného a v kombinacii s mykotoxinmi (DON,
ZEA) do diéty na imunokompetentné bunky krvi a duodéna u kurciat.
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MATERIAL A METODIKA

Zvierata a diéty. 60 brojlerovych kurciat plemena Ross bolo rozdelenych do 4 skupin (n=15):
NK, A, NDM a VDM. Vsetky kurcata boli kimené komer¢nou kimnou zmesou HYD-02, ktora
bola v jednotlivych skupinach obohatena o mykotoxiny (DON+ZEA, vid’ abstrakt) a adsorbent
beta-D-glukén (2% v krmive).

Odber vzoriek. Vo veku 4 tyzdnov boli kurcatd usmrtené anestézou a intrakardialnou punkciou
krvi odobratej do heparinu. Crevo bolo odobraté do PBS.

Biely krvny obraz. Pocitanie celkového poctu leukocytov bolo vykonané rutinnou laboratdérnou
metodou. DKO bol hodnoteny svetelnym mikroskopom po ofarbeni krvnych néaterov
Hemacolorom (Merck, Nemecko) a boli vypocitané absolutne hodnoty (Levkut a kol., 2009b).
Funkcia fagocytov. Pre stanovenie fagocytarnej aktivity prietokovou cytometriou (Levkut a kol.,
2009a) bol pouzity komerény kit PHAGOTEST (fy ORPEGENPharma, Nemecko).
Fenotypizacia lymfocytov. Priama imunoflorescencnd metdda a prietokova cytometria boli
pouzité pre meranie subpopuldcii lymfocytov v periférnej krvi a ¢reve.

Pre imunoznaCenie v periférnej krvi boli pouzité primarne mysSacie antikuracie znacené
protilatky CD3, CD4, CDS, CD44, IgG, IgM a MHC II (SouthernBiotech, USA). Izolacia
lymfocytov z periférnej krvi bola vykonana podl'a Boyuma (1974). Z duodéna boli izolované
intraepitelové lymfocyty modifikaciou viacerych metdd podrobnejSie uvedenych v praci Levkut
a kol. (2009b). Znacenie duodenalnych lymfocytov bolo vykonané pouzitim CD3, CD4, CDS8,
CD44, IgA a MHC II protilatok (Levkut a kol., 2009b)

Statisticka analyza. Jednocestnda ANOVA a Tukey Cramerov test v programe ArcusQuickStat
boli pouzité pre hodnotenie priemerov, SD a signifikancie.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Biely krvny obraz (Tab. 1). VySetrenie celkového poctu leukocytov preukazalo najvyssie
hodnoty v skupine A so signifikanciou oproti nizSim hodnotdm v skupindich NDM (P<0,05)
a VDM (P<0,0001). NajnizSie hodnoty leukocytov boli zistené¢ v skupine VDM, so
signifikanciou oproti NK (P<0,05). Rovnaka situacia bola zistend aj v absolutnych poctoch
heterofilov. Pri stanoveni poctu lymfocytov boli zistené najvyssSie hodnoty v skupinach NK a A
so signifikanciou oproti niz§im po¢tom v skupine VDM (P<0,05). Vysetrenie absolitneho poctu
monocytov preukazalo vyssie a rovnaké hodnoty v skupine NK a A so signifikanciou oproti
skupine VDM.

Tab. 1 Absolutny pocet bielych krviniek v periférnej krvi (G.I"'=10°.1", priemer+SD)

NK A NDM VDM
Lc 1537 +4.21° 17,40 2,71 10,78 +2,17° 7.28 £ 2,08
Ly 11,08 + 3,66 10,80 £ 2,57° 8,02+ 1,97 524+ 1,55%
He 427+ 1,38 5,95+ 1,89 2,49 +0,52° 2,02 £ 0,73*
Mo 0,23 +0,11° 0,23 + 0,09° 0,18 + 0,09 0,08 + 0,02

NK vs VDM P<0,05 (Lc); A vs NDM P<0,05 (Lc); A vs VDM P<0,0001 (Lc)
NK vs VDM P<0,05 (He); A vs NDM P<0,05 (He); A vs VDM P<0,05 (He)
NK vs VDM P<0,05 (Ly); A vs VDM P<0,05 (Ly), NK vs VDM P<0,05(Mo) A vs VDM P<0,05 (Mo)

Funkcia fagocytov (Tab. 2). Stanovenie percenta fagocytarnej aktivity granulocytov preukéazalo
signifikantny pokles v mykotoxinovych skupindich NDM a VDM v porovnani s NK a A
skupinou (P<0,05).

Tab. 2 Percento fagocytarnej aktivity (% FA) granulocytov (priemer+SD)

NK A NDM VDM

% FA 87 + 5,09% 86 + 4,68 65 + 13,19 71 +3,06™

NK vs NDM P<0,05;NK vs VDM P<0,05; A vs NDM P<0,05; A vs VDM P<0,05
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Fenotypizacia lymfocytov vkrvi (Tab. 3). Stanovenie CD3 aCD4 buniek preukazalo
signifikantny pokles v skupine VDM oproti NK (P<0,05). V absolitnom pocte CD8+ buniek
neboli zaznamenané signifikantné rozdiely medzi jednotlivymi skupinami, avSak doslo k poklesu
v skupine VDM a najvyssie v skupine NK. Hodnoty v skupine A boli mierne znizené oproti NK.
Stanovenie IgG preukazalo nesignifikantny narast hodnot v skupinach A, NDM a VDM oproti
NK. Naopak, pri IgM bol zisteny nesignifikantny pokles v pokusnych skupinach oproti NK.
Podobna situécia nastala aj pri stanoveni MHC 11, kde doslo tiez k poklesu hodnét pokusnych
skupin oproti NK, v skupine VDM az signifikantne.

Tab. 3 Absolutny pocet subpopulacii lymfocytov v periférnej krvi G.l'1=109.l'1, riemer+SD
yp pop y y p ) p

NK A NDM VDM

CD3 322+ 1,56° 2,11+0.85 2,57+0.,85 135+ 0,63
CD4 248+ 1,18 1,81 +0,70 2.06 % 0,66 1,11 +0,52°
CDS 0,70 + 0,54 034 +0.19 0,62 + 0,25 032+0.,17
CD4/CD8 5,55+ 3,67 6,13 +2,18 3,56 + 0,99 3,55+ 0,57
CD44 470+ 2,18 331+ 1,16 4,00 + 1,47 234+ 1,05
15G 037+0,17 0,46 £ 0,20 0,51 + 0,30 0,50 £ 0,18
IsM 0,30 £ 0,27 022+0,15 0,19 + 0,07 0,13 £ 0,06
MHC I 0,42 = 0,20° 0,33+ 0,10 0,26 0,07 0,16 0,08

NK vs VSM P<0,05 (CD3); NK vs VDM P<0,05 (CD4); NK vs VDM P<0,05 (MHC 1I)

Intraepitelové lymfocyty duodéna (Tab. 4). VySetrenie CD3 v ¢reve preukazalo nesignifikantny
narast hodnot v skupine A oproti NK. Rovnaka situdcia nastala aj pri CD4 lymfocytoch. U CD8
boli pozorované najvyssie hodnoty v skupine NDM a to so signifikanciou (P< 0,05) oproti NK aj
narast v mykotoxinovych skupinach oproti NK aj oproti A. Hodnoty IgA boli signifikantne
najvysSie v skupine A oproti NK (P< 0,05), tiez bol zisteny signifikantny pokles hodndt
v skupine NDM a v skupine VDM oproti NK a A.

Tab. 4 Relativne percento subpopulécii duodenalnych IEL (priemer+SD)

NK A NDM VDM

CD3% 27.62 £ 4,53 33,81 +7,75 29.81 £5,14 21,54+ 7,79
CD4% 5,40 + 0,87 6,02 + 1,98 437 +1,29 3,6+ 1,50
CD8% 22,75 + 8,69° 25,97 £ 6,71° 4458 £5,17°  |36,62 + 11,48
CD44% 4256+10,18 [39.89+18,03 |[4029+1235 |2934+ 14,49
MHC 11% 1,75 + 0,74 23+1,714 28,74 +523° |20,41 + 8,54™
IgA 6,65 +2,96" 10,82 + 1,49** | 1,32+0,76™ 0,87 + 0,47

NK vs NDM P<0,05 (CD8); A vs NDM P<0,05 (CD8); NK vs NDM P<0,0001 (MHC II);

NK vs VDM P< 0,05 (MHC IT); A vs NDM P<0,0001 (MHC II); A vs VDM P< 0,05 (MHC II); NK vs A P< 0,05 (IgA); NK vs NDM P< 0,05
(IgA); NK vs VDM P< 0,05 (IgA);

A vs NDM P<0,0001 (IgA); A vs VDM P< 0,0001 (IgA)

Vetvicka (2006, 2007) zistil zvySenie hodnot CD4+, CD8+, CD71+ a CD122+ buniek na 2. d. po
1.p. aplikacii, na 3. a 4. den signifikantné zvysenie v pocte CD19+ buniek. Doslo aj k stimulacii
IL-2 a zvySeniu poctu IgM a IgG protilatok. Podobné vysledky ziskal Arinaga (1992). Ross
a Vetvicka (1999) popisali vo svojej praci stimuldciu NK buniek po podani beta-D-glukdnu.
Rozne druhy glukdnov st zname ako stimulanty fagocytézy (Abel a kol., 1989, Konopski a kol.,
1991, Tomoda akol.,, 1994). V naSom pokuse beta-D-glukan preukazal priaznivy wc¢inok
predovsetkym na IEL duodéna, ¢o sa prejavilo zvySenim tak T, ako aj B lymfocytov v A skupine,
ale nerekonstituoval pocty v mykotoxinovych skupinéch.
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DOKAZ AMINOGLYKOZIDOVYCH ANTIBIOTIiK V KRAVSKOM, OVCOM
A KOZOM MLIEKU

Sykorova Goffova Z. , Kozarova 1. , Maté D.

Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach

ABSTRAKT

Na stanovenie aminoglykozidovych antibiotik (AMG) (streptomycin, neomycin, gentamicin,
spektinomycin a kanamycin) vo fortifikovanych vzorkach kravského, ov¢ieho a kozieho mlieka
boli predmetom nasej $tadie tri mikrobidlne inhibiné testy (MIT), metéda STAR, Delvotest”SP-
NT a Total antibiotics. Detekénu citlivost’ pouzitych MIT sme hodnotili na zaklade minimalne;j
inhibi¢nej koncentracie (MIC), ¢o prestavuje detekény limit pouzitych metéod (LOD).
NajcitlivejSou metdédou bola metdoda STAR, kde MIC aZ na spektinomycin, ktory nebol
detekovany ani pri koncentracii 1,0 pg.ml”, bola nielen v hladindch z4ujmu, ale dokonca aj
nizsich koncentraciach, ako st stanovené maximalne rezidualne limity (MRL), pre pouzit¢ AMG
antibiotika. MIC gentamicinu bola 0,05 pg.ml” v kravskom a kozom mlicku a 0,1 pg.ml”
v ovéom mlieku, neomycinu 0,1 pg.ml™ pri vietkych druhoch mlieka, kanamycinu 0,1 pg.ml”
v kravskom a kozom mlieku a v pripade ov&icho bola citlivost nizia, 0,2 pg.ml’. Detek&na
citlivost’ pre streptomycin bola na urovni 0,2 pg.ml” vo vietkych vysetrovanych vzorkach.
Delvotest 'SP-NT a Total antibiotics zachytavali na arovni MRL iba neomycin vo vietkych
vySetrovanych vzorkdch mlieka a gentamycin v kravskom mlieku. Detekéna citlivost’ tychto
dvoch MIT v liekovkach je nedostato¢na.

UvoD

Aplikacia antibiotik pri liecbe hospodarskych zvierat ma za nasledok kumulaciu tychto latok
v produktoch zivoc¢iSneho povodu, vratane mlieka, ktoré sa cestou potravinového retazca
dostanli priamo az k spotrebitelovi amoézu vazne ohrozit jeho zdravie. Z hladiska
nebezpecenstva pre spotrebitela ide predovSetkym o alergizujuci, sensibilizujuci a
imunosupresivny ucinok a vznik rezistencie na antibiotikd. V mliekarskom priemysle dochadza
k zdvaznym technologickym problémom vyroby fermentovanych mlie¢nych vyrobkov (syry,
jogurty), inhibiciou bakteridlnych fermenta¢nych procesov (Molina a kol., 2003, Sierra a kol.,
2009).

Mlieko je pokladané za uzitocn surovinu vhodna pre vyZzivu novorodencov, dojciat a malych
deti, a preto poziadavky na bezpecnost’ a neskodnost’ tejto potraviny su vyssSie ako na iné druhy
potravin (Cullor, 1992).

Metody pouzivané za ucelom uradnej kontroly rezidui veterindrnych liekov v potravinach
zivo¢isneho povodu musia spifiat’ poziadavky ustanovené rozhodnutim Komisie &. 2002/657/ES,
ktorym sa vykondva smernica Rady ¢. 96/23/ES, ktora sa tyka uplatiovania analytickych metod
a interpretacie vysledkov. Na stanovenie rezidui inhibi¢nych latok v mlieku sa pouzivaju Styri
tradné metody laboratornej diagnostiky potravin a krmiv, metoda STAR, Delvotest”SP-NT,
Kalidos TB, MP a Eclipse 50.

Prezentovana praca sa zaobera zhodnotenim detekénej citlivosti MIT (STAR, Delvotest“SP-NT,
Total antibiotics) na rezidud AMG antibiotik vo fortifikovanom kravskom, ov€om a kozom
mlieku, na zéklade experimentalneho stanovenia zakladnych hodnotiacich kritérii, MIC a LOD
pre sledované latky zo skupiny AMG antibiotik. Uvedené kritéria boli porovnavané s MRL
stanovenymi v mlieku nariadenim Komisie (EU) &. 37/2010 (100 pg.kg™ pre gentamycin, 150
ngkg! pre kanamycin, 1500pgkg”’ pre neomycin, 200 pgkg' pre streptomycin
a spektinomycin).
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MATERIAL A METODIKA

V préci boli pouzité 3 MIT, STAR, ako difuzna platnova metéoda (CH.12.19, 2006) s pouzitim
testovacieho kmena Bacillus subtilis 10649 s citlivostou na AMG antibiotika a dvoch difiznych
metod v liekovkach, Delvotest”SP-NT (CH 12.17., 2006) a Total antibiotics zakiipeny od firmy
BIOMEDICA, Slovensko, s testovacim kmenom Bacillus stearothemophilus var.calidolactis.
Detekéna citlivost” mikrobialnych inhibiénych testov bola zhodnocovana pre 5 latok zo skupiny
AMG antibiotik (streptomycin, neomycin, gentamicin, spektinomycin a kanamycin) vo
fortifikovanych vzorkach kravského, ov€ieho akozieho mlieka. Na pripravu fortifikovanych
vzoriek sa pouzilo kravské mlieko, ktoré bolo ziskané z mlie¢neho automatu, predavaného podl'a
nariadenia vlady SR ¢&. 352/2009 Z. z.. Ov¢ie akozie mlieko bolo odoberané zo salaSa na
vychodnom Slovensku. Do mlieka prostého rezidui inhibi¢nych latok sa pridavali pracovna
roztoky AMG antibiotik tak, aby vysledna koncentracia vo vySetrovanych vzorkach bola od 0,01
do 2,0 ug.ml™. Ako negativna kontrola boli pouzité vzorky mlicka bez pridavku AMG antibiotik.
Takto pripravené vzorky mlieka boli zohriate vo vodnom kupeli pri teplote 45 °C po dobu 10
minut a nasledne podrobené vysetreniu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Dosiahnuté vysledky st prezentované v Tabulke 1 — 3.

Pri hodnoteni metédy STAR, pritomnost’ inhibi¢nych latok sa prejavuje vznikom ¢&irych zon, tzv.
zony inhibicie okolo vySetrovanych vzoriek a vzorky mlieka sa povazuji za pozitivne, ak je
zona inhibicie vacsia ako 2 mm. Tvorba inhibi¢nych zén bola pozorovana pri MIC gentamicinu
0,05 pg.ml™ v kravskom a kozom mlieku a 0,1 pg.ml” v ovéom mlieku, neomycinu 0,1 pg.ml”
pri vietkych druhoch mlieka, kanamycinu 0,1 pg.ml” v kravskom a kozom mlieku, v pripade
ové&icho bola citlivost niz§ia, a to 0,2 pg.ml” . Detekénd citlivost pre streptomycin bola na
Grovni 0,2 pg.ml' vo vietkych vySetrovanych vzorkach. Citlivost na spektinomycin
zaznamenana nebola ani pri koncentracii 1,0 pg.ml”. Velkosti inhibiénych zén kravského
a kozieho mlieka boli priblizne na rovnakej tirovni na rozdiel od ov¢ieho mlicka, kde boli
pozorované vyrazne menSie zony inhibicie. Z pohl'adu MRL bola MIC aZ na spektinomycin
v hladinach zdujmu a dokonca aj koncentraciach nizsich, ako st stanovené MRL.

Pri difaznych metédach v liekovkach (Delvotest®SP-NT, Total antibiotics) sa hodnotila farba zo
spodnych 2/3 agaru vampulke. ZIté sfarbenie pevného média znamena nepritomnost’
antimikrobialnych latok v prisluSnych vzorkdch mlieka pri detekénom limite alebo pod jeho
hranicou. Zlto-fialové sfarbenie pevného média znamena pritomnost’ antimikrobialnych latok
v blizkosti detekéného limitu. Fialové sfarbenie pevného média znamena pritomnost
antimikrobialnych latok pri detekénom limite alebo nad jeho hranicou.

Delvotest“SP-NT zaznamenal niZ3iu citlivost’ k vybranym AMG antibiotikim. MIC gentamicinu
bola v kravskom mlieku 0,1 pg.ml” a 0,2 pgml' vovéom akozom mlieku. Podobne bola
zaznamena niZ§ia citlivost pri ovéom mlieku aj pre neomycin, a to 0,2 pg.ml” pre kravské
a kozie mlieko a 0,5 pg.ml” pri ovéom mlicku. MIC spektinomycinu a streptomycinu bola 1,0
pg.ml™ vo vietkych vysetrovanych vzorkach, v pripade kanamycinu to bola koncentracia 2,0
pg.ml™”. Detekénd citlivost Delvotestu®SP-NT bola na tGrovni MRL alebo aj nizSej, ako st
stanovené MRL pre gentamycin v kravskom mlieku a neomycin pre vSetky druhy mlieka.
Novsou alternativou Delvotestu”SP-NT je Total antibiotics, ktory spol’ahlivo detekoval podobne
ako Delvotestu®SP-NT iba neomycin vo vietkych vysetrovanych vzorkach mlieka a gentamycin
v kravskom mlieku. Citlivost’ oboch difuznych inhibi¢nych testov v lickovkach pre vybrané
AMG je nedostatocna.

MIT ako screningové metddy boli vyvinuté pre prvotny screening rezidui antibiotik hlavne v
kravskom mlieku a ich pouzivanie pre ovcie a kozie mlieko ma vécsiu pravdepodobnost’ vyskytu
falo$ne pozitivnych vysledkov. Pri¢inou falo$ne pozitivnych vysledkov mézu byt neSpecifické
latky, napr. lyzozym alebo laktoferin, ktoré sa nachadzaju v mastitidnom mlieku alebo kolostre,

104



podobne ako vysoké pocty somatickych buniek, kde je ich mnozstvo vysSie v ov€om a kozom
mlieku v porovnani s kravskym mliekom (Navratilova, 2008, Montero a kol., 2005). Rozdiely
detek¢nej citlivosti metéd pri jednotlivych druhoch mlieka suvisia aj s rozdielmi v zlozeni
mlieka, kde nejde len o rozdiely v percentudlnom zastipeni jednotlivych zloziek mlieka, ale
jednotlivé zlozky tiez vykazuju urcité odliSnosti (napr. zastipenie mastnych kyselin v tuku
alebo aminokyselin v bielkovinach).

Z pomedzi vysSie uvedenych MIT je pre screening rezidui AMG antibiotik najcitlivejSou
alternativou metéda STAR. Pre SirS§i zdber antimikrobidlnych latok je vSak vhodnd ich
kombinécia.

Tab. 1 STAR — priemerné vel’kosti inhibi¢nych zén (mm + SD) produkované rezidudlnymi koncentraciami
AMG antibiotik vo fortifikovanych vzorkach kravského, ovéieho a kozieho mlieka

Koncentracia AMG (pg.ml™)

AMG 0,01 0,05 0,1 0,2 0,5 1,0

Neomycin KrM 0 0 1,10£0,05 2,25+0,12 3,26£0,18 3,75+£0,05
oM 0 0 0,50£0,05 0,61=+0,04 0,65 +0,03 1,75 +£0,29
KM 0 0 1,34+0,19 243+0,18 3,64 +£0,28 3,91 +£0,28
Streptomycin KrM 0 0 0 1,05 £ 0,34 2,53 +0,25 3,33 +0,40
OM 0 0 0 0,47+0,11 0,67 £ 0,06 0,84 + 0,12
KM 0 0 0 0,55+ 0,24 2,55+0,47 3,73 £0,68
Gentamicin KrM 0 0,58+£0,20 1,29+0,12 2,56+0,11 3,09 + 0,40 4,36+ 0,44
OM 0 0 0,46£0,03 1,57+0,39 2,59 +£0,01 3,19+£0,25
KM 0 0,77+£0,35 2,06+0,39 2,62+0,14  4,00=+0,20 4,57 +0,01
Kanamycin KM 0 0 0,86£0,43 2,07+0,62 2,96 £ 0,22 4,30+ 0,45
OM 0 0 0 0,59+0,12 0,92 + 0,22 2,03 +£0,35
KM 0 0 0,43+0,04 1,28+0,05 2,48 £0,16 3,86 £0,20

Spektinomycin KrM 0 0 0 0 0 0

OM 0 0 0 0 0 0

KM 0 0 0 0 0 0

KrM - kravské mlieko, OM — ov¢ie mlieko, KM — kozie mlieko, SD — smerodajna odchylka

Tab. 2 Delvotest®SP-NT — detekovatelna koncentracie AMG antibiotik vo fortifikovanych vzorkach
kravského, ov¢ieho a kozieho mlieka

Koncentracia AMG ( ug.ml")

AMG 0,01 0,05 0,1 0,2 0,5

Neomycin KrM - - - g +
OM - - - -
KM - - - * +

H_

Streptomycin KrM - - - - -
oM - - - - -
KM - - -

Gentamicin KrM - - + + +
OM - - - * +
KM - - - + +

Kanamycin KrM - - - - -
oM - - - - -
KM - - - - -

Spektinomycin KrM - - - - -
oM - - - - -
KM - - - - -

R [+ ]+ + 4D
o+ ]+
+ o+ [+ + ]+ ]+ R

+ pozitivny vysledok, - negativny vysledok, = dubiézny vysledok
KrM - kravské mlieko, OM — ovcie mlieko, KM — kozie mlieko
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Tab. 3 Total antibiotics — detekovatel'na koncentracie AMG antibiotik vo fortifikovanych vzorkach
kravského, ovéieho a kozieho mlieka

Koncentricia AMG ( pg.ml™)

AMG 0,01 0,05 0,1 0,2 0

tn

Neomycin KrM - - | +
oM - - | +
KM - - - -

Streptomycin  KrM - - - -
OM - - - -
KM - - -

Gentamicin KrM - - - +
OM - - - i
KM - - - -

+ o+ o+ |+

Kanamycin KrM - - - - -
oM - - - - -
KM - - - - -

I R B

Spektinomycin KrM - - - - - -
OM - - - - - B
KM - - - - * +

+ w4+ ]+ ]
SR RS EOEES EEEE R b

+ pozitivny vysledok, - negativny vysledok, = dubiézny vysledok
KrM - kravské mlieko, OM — ov¢ie mlieko, KM — kozie mlieko
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POROVNANIE UCINKU BAKTERIOCIN PRODUKUJUCEHO KMENA
ENTEROCOCCUS FAECIUM CCM4231 A JEHO ENTEROCINU V EKOSYSTEME
KRALIKA

Szaboova R.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo porovnat’ ti¢inok bakteriocinogénneho a probiotického kmena Enterococcus
faecium CCM4231 a jeho enterocinu Ent4231 v chove brojlerovych krélikov. Probioticky kmen EF
CCM4231 (v Cerstvej forme) a jeho Ent4231 boli aplikované do vody pocas 21 dni. Experiment trval
42 dni. Pocas experimentu boli kraliky v dobrej zdravotnej kondicii. Napriek nizsej kolonizacii
kmena EF CCM4231 v ekosystéme kralika (1,8 + 0,69 log;oKTJ/g), bol zaznamenny jeho
antimikrobidlny ucinok, t. j. boli zistené signifikantne nizSie pocty koagulaza-pozitivnych
stafylokokov (P<0.001) akoagulaza-negativnych stafylokokov (P<0.001) na 7. den aplikacie
kmena. Taktiez bola zaznamenana redukcia koagulaza-negativnych stafylokokov na 42. den
experimentu (P < 0,01). Redukcia Clostridium-like sp. bola detegovana v skupine zvierat pocas a
po aplikacii Ent4231, t.j. na 21. denl (rozdiel 1,5 log;0KTJ/g) a 42. den (rozdiel 1,0 log;(KTJ/g)
ako aj v skupine zvierat prijimajicich kmen EF CCM4231 na 21. defi experimentu (rozdiel 1,1
log10KTJ/g) v porovnani s kontrolnou skupinou. Najvyssia redukcia oocyst Eimeria sp. bola
zaznamenana v experimentalnej skupine s kmefiom EF CCM4231, a to na 21. deni experimentu
(120 OPG/g) v porovnani s kontrolnou skupinou (1184 OPG/g). V obidvoch experimentalnych
skupinach sa preukazal signifikantny imunostimulaény efekt (fagocytarna aktivita, P<0.001).
Biochemické i zootechnické parametre ako aj nutricnd hodnota krali¢iecho mésa neboli
podavanim probiotického kmena a jeho enterocinu negativne ovplyvnené. Napriek ruminalnemu
povodu, kmen EF CCM4231 a jeho bakteriocin Ent4231 sa prejavili ako sl'ubné aditiva v chove
brojlerovych kralikov.

UvoD

Brojlerovy chov kralikov je vyhodny z hl'adiska biologickych vlastnosti kralika. Maju intenzivny
rast, plodnost’ a kratky generacny interval. Méso kralika je charakteristické nizkym obsahom
tuku, cholesterolu a sodika (Combes, 2004). Medzi inova¢né metddy udrzania zdravého chovu
kralikov mézeme zaradit’ aj podavanie aditiv na prirodnej baze (napr. bakteriocin-produkujice
mikroorganizmy s probiotickym u¢inkom aich produkty- bakteriociny) na prevenciu alebo
elimindciu hnackovych ochoreni bakterialneho ako aj protozodlneho pdvodu vyskytujtcich sa
v ekosystéme kralikov najmi v obdobi po odstave. Aplikacia aditiv je opodstatnend aj vzhl'adom
na zékaz pouzivania antibiotik ako rastovych stimulatorov v chovoch zvierat (od 1.1.2006, EU).
Na naSom pracovisku (Laboratorium Zivo&isnej mikrobiologie, Ustav fyzioldgie hospodarskych
zvierat, Slovenska akadémia vied, KoSice, Slovenska republika) bol izolovany a preStudovany
bakteriocinogénny kmen s probiotickym ucinkom Enterococcus faecium CCM4231 (EF
CCM4231; deponovany v Ceskej zbierke mikroorganizmov; izolat z bachorového obsahu tel'at’a;
Laukova a kol., 1993). EF CCM4231 produkuje termostabilny bakteriocin — enterocin Ent4231
o velkosti 3-10 kDa. Antimikrobialny efekt kmetia EF CCM4231 a jeho bakteriocinu Ent4231
bol sledovany v in vitro podmienkach ako aj v réznych ekosystémoch (Laukova a kol. 1999a,
1999b, 2001a, 2001b; Szaboova 2007), nie vSak v chove kralika. V naSej §tidii sme sa preto
zamerali na porovnanie U¢inku kmetia EF CCM4231 a jeho Ent4231 (po ich aplikécii v chove
kralikov) na redukciu neziadiicej mikroflory a vyskyt oocyst eimérii, na vybrané zootechnické,
biochemické a imunologické parametre a na kvalitativne ukazovatele kralicieho méisa.

MATERIAL A METODIKA

Do in vivo experimentu (v spolupraci s Centrom vyskumu Zivoc¢isnej vyzivy v Nitre, farma
kralikov pri Ustave pre chov malych hospodarskych zvierat) bolo zaradenych 72 kralikov vo
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veku 5 tyzdiov, plemena HyPlus rozdelenych do 2 experimentalnych (ES1; ES2) a 1 kontrolne;j
skupiny (KS), po 24 zvierat v kazdej skupine, pricom v jednej klietke boli ustajnené 2 zvierata.
Kralikom v ES1 bol podavany rifampicinom znaeny kmen Enterococcus faecium CCM4231
(rif®; 2.0 x10'° KTJ/ml, kvéli rozliseniu od ostatnych enterokokov) v davke 500 pl/zviera/den
v pitnej vode pocas 21 dni. Kralikom v ES2 bol podavany c¢iasto¢ne purifikovany Ent4231
v davke 50 pl/zviera/dent v pitnej vode pocas 21 dni. Zvierata v ES1, ES2 a KS boli kimené
komer¢ne dostupnou granulovanou kfmnou zmesou pre odchov kralikov (ANPROFEED, VKZ
Bucany, Slovenska republika) a mali pristup k vode ad libitum. Experiment sa uskutoc¢nil na jar
a trval 42 dni. Zootechnické parametre (konverzia krmiva, priemerné denné prirastky, mortalita)
a zdravotny stav boli sledované denne. Vzorky trusu boli odoberané v nulty, respektive 1. den
(zaciatok experimentu), na 7. den (tyzden podavania), 21. dent (3 tyzdne podévania) a 42. den
(koniec experimentu, t.j. 3 tyZdne od ukoncenia podavania). Vzorky obsahu slepého ¢reva boli
odoberané po odporazeni 3 zvierat z kazdej skupiny (ES1, ES2, KS) na 21. a42. den
experimentu v stlade s platnymi veterinarnymi predpismi. Vzorky na mikrobiologické
vySetrenie z trusu a céka boli spracované Standardnou mikrobiologickou metddou a vysievané na
prislusné selektivne média podl'a ISO noriem: M-Enterococcus agar pre enterokoky, Baird-
Parker agar so suplementom (SR0054C, Oxoid) pre koagulaza-pozitivne stafylokoky (CPS),
Mannitol salt agar pre koaguldza-negativne stafylokoky (CNS), Cetrimide agar pre
pseudomonady, McConkey agar pre E.coli (Becton & Dickinson, Cockeysville, USA)
a Clostridium difficile agar so suplementom (SRO096E) a s obsahom 7% (v/v) defibrinovanej
konskej krvi (SR0050, Oxoid) pre Clostridium-like sp. pri teplote a dobe kultivacie typickej pre
dany bakteridlny druh. Bakteridlne pocty boli vyjadrené ako log;o koloniu tvornych jednotiek na
gram (KTJ/g). Vzorky krvi z vena auricularis boli odoberané v 0-1., 21. a 42. deil. Biochemické
parametre boli stanovené pouzitim komerénych kitov Randox (Ceska republika), sledované boli
celkové Dbielkoviny alipidy (g/l), cholesterol, glukéza avapnik (mmol/l), alanin-
aminotransferdza (pkat/l), glutationperoxiddza (U/ml). Z imunologickych parametrov bola
sledovana fagocytarna aktivita (FA, %) modifikovanou metédou podl'a Hrubiska (1981).
Oocysty kokcidii Eimeria sp. boli po€itané vo vzorkach trusu, odoberanych na 0-1., 7., 21. a 42.
deit experimentu pomocou flota¢nej techniky (McMaster, 1986). Oocysty boli od¢itavané
mikroskopicky a intenzita infekcie bola vyjadrend v po€te oocyst na 1 gram trusu (OPG/g). V
mise kralikov (Musculus longissimus dorsi) bolo sledované chemické zlozenie a kvalita mésa 48
hodin post mortem — obsah celkovej vody, celkové bielkoviny a tuk (g/100g), pH48. Vysledky
boli statisticky vyhodnotené pomocou testu one-way Anova (Tukey test).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kment EF CCM4231 v truse kralikov skupiny ES1 dosahoval na 7. den podavania pocty 1,8 +
0,69 log;0KTJ/g, v céku na 7. den pritomnost’ kmena EF CCM4231 nebola detegovana. Kmen
EF CCM4231 je ruminalny izolat a v porovnani s probiotickym kmeiiom EF CCM7420, ktory je
izolatom z krélika, kolonizoval traviaci trakt v nizSom pocte (Pogany-Simonova et al., 2008).
Avsak, pocas aplikdcie kmena EF CCM4231 sme zaznamenali v truse kralikov ESI
signifikantne nizsie pocty CPS (P < 0,001), CNS (P < 0,01) na 7. deni oproti KS, taktiez na 21.
dent podavania kmena sme zaznamenali redukciu CPS (o 1,2 log;0KTJ/g) v porovnani s KS a
signifikantna redukcia CNS (P < 0,01) bola pozorovana i na 42. den oproti KS. Vo faeces
obidvoch experimentalnych skupin kralikov (ES1, ES2) bola na 21. defi zaznamenana redukcia
Clostridium-like sp. (1,1 log;0KTJ/g v ES1; 1,5 log;0KTJ/g v ES2) ako aj na 42. den v ES2 (1,0
logi0KTJ/g) oproti KS. Signifikantne vysSie hodnoty fagocytarnej aktivity (FA) boli namerané v
ES1 (EF CCM4231; P < 0,001; FA 38,00% + 0,32) na 21. defi experimentu v porovnani s KS
(22,50% =+ 0,85). V obidvoch experimentalnych skupinach (ES1; ES2) bol zaznamenany
imunostimula¢ny efekt (P<0.001; Tab. 1). Laukova a kol. (2008) uvadza signifikantny rozdiel v
hodnote fagocytarnej activity (P < 0,001) v pokusnej skupine kralikov s podavanim
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probiotického a enterocin M produkujuceho kmena Enterococcus faecium AL41 v porovnani s
kontrolnou skupinou. Najvyssia redukcia oocyst Eimeria sp. bola v ES1 na 21. den experimentu
(120 OPG/g) v porovnani s KS (1184 OPG/g). V skupine zvierat prijimajucich Ent4231 (ES2)
bola redukcia v pocte oocyst sledovand na 42. deit (2250 OPG/g) oproti KS (5640 OPG/g).
Biochemické ako aj zootechnické parametre neboli vplyvom podavaného probiotického kmena
EF CCM4231 a jeho bakteriocinu Ent4231 ovplyvnené. Kvalita a zloZenie krali¢ieho mésa st
zavislé najmi na zlozeni kfmnej davky. Kréli¢ie méso je z hl'adiska obsahu a zlozenia Zivin
mozné zaradit' do diéty pacientov s ochoreniami kardiovaskuldrneho systému (Hu a Willet,
2002). Pri sledovani fyzikalno-chemickych ukazovatel'ov kvality mésa 48 hodin post mortem vo
vzorkach M. longissimus dorsi sme zistili len nevyrazné zmeny medzi obidvoma
experimentalnymi skupinami. Obsah celkovej vody variroval vo vSetkych skupinach v intervale
75,50+£0,40 — 75,83+0,25 g/100g; celkovych bielkovin 21,96+0,35 — 22,53+0,15 g/100g, pH48
5,83+0,07-5,99+0,06. Vynimku tvoril obsah celkového tuku v ES1 (0,83+0,05 g/100g) a ES2
(1,16+0,25 g/100g) oproti KS (1,26+0,37 g/100g), ktory bol v obidvoch experimentalnych
skupinach niz§i. Podobny ucinok bakterioconogénneho kmena EF CCM7420 s probiotickym
uc¢inkom publikovala Simonové a kol.(2008). Pridavok probiotik zvySuje fermentacnua aktivitu v
slepom creve kralikov, nasledkom ¢oho moéze dochadzat’ ku kvalitativnym zmendm v mise
kréalikov (Simonova, 2006). Napriek ruminidlnemu pdvodu, kmen EF CCM4231 a jeho
bakteriocin Ent4231 sa prejavili ako sl'ubné aditiva v chove brojlerovych kralikov.
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Tab. 1 Fagocytarna aktivita pocas celého experimentu (vyjadrena v %)

Fagocytérna aktivita (%)

zaciatok 21.deni experimentu  42.deni experimentu
experimentu
ES1 - EF CCM4231 21,60 + 4,22 38,00 + 0,32° 39,50 + 0,65°
ES2 - PPB CCM4231 21,60 + 4,22 18,67 £ 0,42 25,20 +0,80°
KS 21,60 + 4,22 22,50 + 0,85 20,40 +0,51°

Fagocytarna aktivita vyjadrena v % ako priemer % smerodajna odchylka (n=5); *°P<0.001; 21.
deni - 3 tyzdne po podavani, 42. defi — koniec experimentu, 3 tyzdne po preruseni podavania;
ES1- experimentalna skupina 1 s aplikdciou kmenia EF CCM4231; ES2- experimentalna skupina
2 s aplikaciou enterocinu PPB CCM4231; KS- kontrolné skupina
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MODIFIKACIE OPTICKYCH VLASTNOSTI NANOCASTIC OXIDU ZINOCNATEHO
Simsikova M.', Antalik M.'?
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ABSTRAKT

Polovodicové nanoStruktury reprezentuji novu triedu materidlov so zaujimavymi vlastnostami
aztoho vyplyvajucim Sirokym spektrom aplikacii. Moznost’ kontroly velkosti, tvaru ako
1zloZzenia tychto nanoStruktar vedie ku kontrole ich fyzikalno-chemickych vlastnosti a
celkovému spravaniu. Povrchovd modifikdcia teda moéze napomoct k lepSej interakcii
nanostruktur s biologickymi systémami, ¢i viest' k takym zaujimavym vlastnostiam, akymi st
rozpustnost’, biokompatibilita, ¢i bio-rozpoznévanie. Taktiez metéda dopingu je zaujimava
z hl'adiska zmeny optickych, magnetickych a elektrickych vlastnosti nanostruktur.

V prezentovanej praci sa zaoberame syntézou nanocastic oxidu zino¢natého (nano-ZnO) sol-gel
metddou a Stidiom vplyvu povrchovej modifikacie a dopingu na ich optické vlastnosti.

Pomocou UV-VIS spektrofotometrie a fluorescencnej spektroskopie sme demonstrovali zmenu
optickych vlastnosti, ktord sa prejavila zmenou intenzity ako i posunom signalov k vysSim
vlnovym dizkam.

UvOoD

Nanocastice st vel'mi malé objekty v rozmedzi priblizne 1-100 nm, o ktoré neustdle narasta
zaujem pre ich zaujimavé vlastnosti a moznosti aplikécii v praxi. Niektoré nanoStruktary vSak
vykazuju  znaéni eko- a cyto- toxicitu, ako napr. nanocastice medi (Meng H., 2007),
polovodicové kvantové body CdSe (Guo G., 2007) alebo fulerén Cgp (Sayes Ch.M., 2005). Pre
danu skutoc¢nost’ sa do pozornosti dostavaju najmid nanocastice, ktoré sa vyznacuju nizkou, ¢i
dokonca Zziadnou toxicitou a vysokou biokompatibilitou, ¢im sa stdvaja atraktivnymi
v bioaplikaciach. Medzi takéto nanomateridly sa zarad’'uje i nano-ZnO, ktory ma pre svoju
biokompatibilitu (zinok je ddlezitym stopovym prvkom a zohrava dolezitti lohu v mnohych
biologickych systémoch) ako i d’alSim unikatnym vlastnostiam, velky potencial pri aplikaciach
v biosystémoch - napr. pri biozobrazovani, biooznacovani, ¢i ako transportny systém, ¢o moze
byt vyuzité v genetike, patologii, kriminoldgii, bezpecnosti potravin a mnohych d’alSich
priemyselnych odvetviach (Xia Y.N., 2003; Comini E., 2006, Misra R.D.K., 2008; Zang J.,
2007).

Pre bioaplikdcie je nevyhnutnou podmienkou funkcionalizacia povrchu nanomateridlov, ktory
urcuje ich interakciu s okolim.Tieto interakcie ovplyviiujii najma stailitu Castic, t.j. ispeSnost’ pri
predchadzani vzniku agregécii a aglomerécii. Rovnako mézu poskytovat’ krontrolovany rast
nanocastic, alebo ich vylepsit délezitymi rozpoznavacimi, transportnymi, ¢i katalytickymi
vlastnostami, hydrofilnostou  alebo hydrofébnostou  (Niemeyer C.M., 2001). Dal3ou
vyznamnou metdédou umoznujucou vylepSenie elektrickych, optickych a magneickych vlastosti,
ktoré tzko suvisia s aplikdciami nanocastic je metdoda dopingu, t.j. cielené zavedenie vhodného
prvku do nanomaterialu (Gao L., 2009).

Napriek rozsiahlym moznostiam vyuZitia nano-ZnO v oblasti bioaplikacii, jeho vyskum znacne
zaostava za ostatnymi existujiicimi nanocasticami. Je to sposobené pomerne malo preskimanymi
moznostami syntézy, rovnako 1 nedostatocne pochopenymi mechanizmami povrchvoej
modifikacie a cieleného zabudovania modifikatora do Struktiry ZnO.
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MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Chlorid zino¢naty, ZnCl,; hydroxid sodny, NaOH; manganistan draselny, KMnOQy; 11-merkapto-
undekanova kyselina, MUA

V danej praci sme sa zaoberali Staidiom vplyvu povrchovej modifikacie a metdody dopingu na
optické vlastnosti nanocastic oxidu zinoc¢natého. Ako stabilizacny Cinitel' pri povrchovej
modifikdcii nanocastic ZnO sme pouzili 11-merkapto-undekanovu kyselinu (MUA) a pri metode
dopingu ako modifikator, ktory je potrebné zabudovat’ do Struktiry nanoc¢astic KMnOs,.

Syntéza nano-ZnO

Prostrednictvom metddy sol-gel sme pripravili nanocastice oxidu zino¢natého, priCom priebeh
chemickej reakcie popisuje rovnica: 2NaOH + ZnC12 —> 2NaCl + ZnO + H20.

Syntéza Mn-dopovanych nanocastic ZnO

Mn-dopované nano-ZnO boli pripravené rozpustenim NaOH v destilovanej vode (0.13 M, 75
ml), ku ktorému bol nésledne pridany roztok ZnCl, (0.4 M, 5 ml). K dopovaniu ZnO nanocastic
bol manganistan draselny KMnQOj4 rozpusteny v destilovanej vode (6 mM, 30 mM, 60 mM; 15 ml)
a pridany do roztoku chloridu zino¢natého. Po troch hodinach konstantného mieSania bol ziskany
svetlo ruzovy / ruzovy / fialovy roztok. Precipitat bol premyty destilovanou vodou a nasledne
ponechany k voI'nému vysusSeniu pri izbovej teplote k ziskaniu Mn-ZnO nanocastic.

Syntéza povrchovo modifikovanych nano-ZnO

Rovnakou chemickou cestou, akd bola pouzita pri syntetéze Mn-dopovanych nanocastic ZnO,
sme pripravili povrchovo modifikované nano-ZnO, kde ako stabiliza¢ny Cinitel’ bola pouzita 11-
merkapto-undekanova kyselina v troch réznych koncentrécidch (5, 10 a 100 mM). Potiahnutie
nanocastic MUA by malo prispiet’ k ich rozpustnosti v roznych organickych rozpustadlach a
kovalentnému viazanu prostrednictvom hydroxylovych skupin pritomnych v Struktare.

VYSELDKY A DISKUSIA

Optické vlastnosti pripravenych nanocastic boli charakterizované metédami UV/VIS
spektrofotometrie v rozsahu od 200 — 2500 nm pomocou Shimadzu UV-3600 UV-vis—NIR
spektrofotometra a fluorescencnej spektrometrie pri izbovej teplote pouzitim VARIAN Cary
Eclipse Spektrofluorimetra a BioTek Synergy Mx Monochromatora pri excitacii 350 nm a
excitacnej i emisnej Stribine 10nm.

UV 1 emisné spektrd nanocastic ZnO koreSpondovali s literatirou (UV 375 nm, PL 580 nm),
kym spektrum modifikovanych nanocastic sa zmenilo.

Ako vidiet’ na obr. / b) — d), Mn-dopované nanocastice vykazuji narast intenzity absorpcnych
signalov imerne s rasticou koncentraciou modifikatora. Na obr. 2 a)-d) st porovnané emisné
spektra danych vzoriek. Nedopované ZnO (2-a)) emituji v zelenej oblasti spektra (580 nm)
s vysokou intenzitou, kym u Mn-dopovanych vzorkéch s rastiicou koncentraciou Mn dochadza k
poklesu intenzity, z ¢oho vyplyva, Ze mangéan ako dopant pre ZnO ma zhaSaci efekt.
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Obr. 1., 2. Absorp¢né a emisné spektra nedopovanych a dopovanych ZnO nanocastic
a) nedopované ZnO, b) ZnO dopované 6 mM KMnOy, ¢) 30 mM KMnOy4, d) 60 mM KMnOs.

Na obr3 a 4 su porovnané absorpéné a emisné spektrd nano-ZnO s povrchovo
modifikovanymi nanocasticami, kde opdt pozorujeme narast intenzity s rasticou
koncentraciou modifikatora, co naznacuje pozitivny vplyv MUA ako stabilizatora nanocastic
oxidu zino¢natého.
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Obr. 3., 4. Absorpcné a emisné spektra nano-ZnO a MUA- ZnO nanocastic
a) nemodifikované ZnO, b) MUA-ZnO nanocastice modifikované 5 mM MUA, ¢) 10 mM
MUA, d) 100 mM MUA
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ABSTRAKT

Proteinové amyloidné agregaty st spojené s mnohymi zavaznymi chorobami. Inzulinové
amyloidné depozity si pozorované u pacientov, ktorym je inzulin podavany formou injekcii
pri lie¢be diabetu. Studovali sme u¢inok fytoalexinovych derivatov na amyloidnii agregaciu
inzulinu. Zistili sme, Ze derivaity benzokamalexin a cyklobrasinin pri nizkych
mikromolarnych koncentraciach uc¢inne inhibuju vznik inzulinovych amyloidnych agregatov.
Okrem toho su schopné depolymerizovat inzulinové amyloidné fibrily. NaSe zistenia
poukazuju na mozné terapeutické vyuzitie u€innych fytoalexinovych derivatov na redukciu
amyloidnej agregécie inzulinu.

UvOoD

Neschopnost’ spravneho zbalenia alebo udrzania zbaleného stavu proteinov v bunke je
spojena s velkym poctom funkénych poruch, ktoré moézu viest' k zdvaznym chorobdm
(Dobson akol., 2001). Vznik nenativnych konformacnych stavov proteinov zohrava
vyznamnu ulohu pri tvorbe amyloidnych agregitov, ktoré su detegované u viac ako 20
ochoreni, ako napr. Alzheimerova, Parkinsonova, Creutzfeld-Jakobova choroba, ale aj
diabetes mellitus typu II a r6zne iné systémové amyloiddzy. Amyloidné depozity pozostavaju
prevazne z jedného typu proteinu a su lokalizované v roznych castiach tela v zavislosti od
druhu ochorenia. Sucasné poznatky poukazuju na to, Ze schopnost’ tvorit’ amyloidné agregaty
je generickou vlastnostou polypeptidového retazca, ¢o umoziuje Studovat tvorbu
amyloidnych agregatov aj mimo zivych organizmov.

Amyloidné depozity spojené s injekcnou aplikdciou inzulinu obsahuji neporusené inzulinové
molekuly vratane disulfidickych mostikov v mieste aplikacie lieCiva. Poznatky Yumlu a kol.
(2009) poukazuju na to, ze amyloidné depozity mdze vytvarat ako injekéne podavany
rekombinantny l'udsky inzulin, tak aj inzulinové analodgy. Jednou z moZznosti ako vysvetlit’
tvorbu agregatov je nedostatocnd resorpcia inzulinu v mieste vpichu. Nasledkom toho
dochadza k lokdlnemu zvySeniu koncentracie proteinu, ktord zvysSuje pravdepodobnost
fibrilizacie. Druha moznost’ je spojend so vznikom amyloidnych agregatov uz pocas vyroby
alebo uskladnenia tohto lie¢iva.

Poznatky ziskané v poslednom obdobi sved¢ia o tom, ze pritomnost” amyloidnych agregatov
v roznych castiach tela md toxické ucinky na bunky a mdézu viest az k smrti bunky
(Khlistunova a kol., 2006, Baglioni a kol., 2009, Walsh a kol., 2004). Presny mechanizmus
toxicity nie je znamy. Existuju vSak dokazy, ze prevencia tvorby alebo redukcia amyloidnych
agregatov je pre bunky prospesnad (Khlistunova akol., 2006, Pickhardt akol., 2007).
V sucasnosti nie je mozné amyloidné ochorenia efektivne liecit’, preto cielend identifikacia
latok redukujicich mnozstvo amyloidnych agregatov je vel'mi dolezitd. Morshedi a kol.,
(2007) zistili, Ze niektoré indolové derivaty inhibuji amyloidnu agregaciu lyzozymu. Medzi
indolové derivaty patria aj fytoalexiny. St to malé, antimikrobidlne sekundarne metabolity
produkované de novo po expozicii biologickému alebo fyzikalnemu stresu rastlinami z ¢el'ade
krizokveté (Cruciferae) (Purkayastha a kol., 1995). Ciel'om nasej prace bolo preskumat’ vplyv
niektorych fytoalexinovych derivatov na amyloidnu agregéciu inzulinu in vitro.
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MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

Ludsky rekombinantny inzulin (I12643-50MG, Sigma Aldrich), tioflavin T (ThT), 8-
anilinonaftalén-1-sulfonova kyselina (ANS), konzska Cervena (CR) boli zakapené od firmy
Sigma, chlorid sodny od firmy LaChem. Fytoalexinové derivaty boli syntetizované na
Katedre organickej chémie PF UPJS.

Amyloidna agregdcia inzulinu

Amyloidné fibrily boli pripravené 2 h inkubaciou 10 uM inzulinu v 100 mM NaCl, pH 1.6
intenzivnym mieSanim (1200rpm) pri teplote 65°C (Sorci akol.,, 2009). Vytvorenie
amyloidnych fibril bolo overené viacerymi metodikami (meranie fluorescencie po naviazani
ThT alebo ANS, viazanim KonzZskej ¢ervenej a elektronovou mikroskopiou).

Viazanie ThT, ANS

K jednotlivym vzorkdm bol pridany ThT alebo ANS vo vyslednej koncentracii 20 uM.
Viazanie ThT alebo ANS do amyloidnych fibril je sprevddzané narastom intenzity
fluorescencie v emisnom spektre. ThT bol excitovany pri 440 nm a emisia bola merand pri
485 nm. ANS bol excitovany pri 380 nm a emisia bola merana pri 485 nm. Merania boli
uskutoénené na spektrofluorimetri RF-5000 v semi-mikro quarzovej kyvete. Sirka excita¢nej
Strbiny bola 1.5 nm a emisnej 3 nm.

Viazanie konzZskej cervenej

CR bolo pridané k jednotlivym vzorkam v pomere 2:1 (protein:CR). V pritomnosti fibril
dochadza k charakteristickému cervenému posunu absorpéného maxima CR z 498 nm do
oblasti okolo 510 nm a vznikom charakteristického absorpcného pleca pri 540 nm (Klunk
a kol., 1989).

Transmisna elektronova mikroskopia

Vzorka obsahujuca inzulin alebo inzulinové fibrily s koncentraciou 10 uM pred a po inkubdcii
s fytoalexinmi (200 uM) bola nanesend na medenti mriezku potiahnuta formwarom. Po
adsorpcii vzorky bola mriezka oplachnutd destilovanou vodou. Nasledne bola zafarbena 2%
roztokom uranyl acetatu a volne ususend na vzduchu. Vzorky boli potom sledované
elektronovym mikroskopom Tesla BS 500 pri 60 kV.

Sledovanie inhibicnej aktivity fytoalexinov na amyloidnu agregaciu inzulinu

K roztoku inzulinu (10 uM) bol pridany fytoalexinovy derivat vo vyslednej koncentracii 200
uM. Vzorka boli inkubovand za rovnakych podmienok aké boli pouzité na pripravu
inzulinovych amyloidnych agregatov. MnoZstvo vytvorenych amyloidnych agregatov bolo
sledované pomocou viazania ThT alebo ANS meranim intenzity fluorescencie, ktora bola
normalizovand k hodnote fluorescencie detegovanej pre inzulinové amyloidné agregaty
v nepritomnosti fytoalexinov (kontrolna vzorka 100%).

Sledovanie depolymerizacnej aktivity fytoalexinov na amyloidné agregaty inzulinu

Inzulinové amyloidné fibrily (10 uM) boli inkubované 24 h s derivatom fytoalexinu (200 uM)
pri teplote 37°C. Depolymerizacnd aktivita bola sledovand pomocou viazania ThT a ANS
a normalizovana k intenzite fluorescencie fibril bez pritomnosti fytoalexinového derivatu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Amyloidné agregaty zohrdvaju vyznamni ulohu v patogenéze rozli¢nych ochoreni.
Porozumenie mechanizmov veducich k tvorbe agregatov a najdenie ucinnych inhibitorov ma
velky klinicky vyznam v prevencii a liecbe tychto, zatial’ nevylieciteI'nych chordb. Jednou
z terapeutickych moznosti je inhibovanie tvorby amyloidnych agregatov, ako aj ich destrukcia
ucinkom roéznych nizkomolekulovych latok. Ide o atraktivny terapeuticky pristup, pretoze
inhibitory su u¢inné vo faze vzniku amyloidnych Struktar, ktora nie je spojena s biologickou
funkciou proteinu.
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Fytoalexinové derivaty sa vyznacuju pritomnostou indolového kruhu a postranného retazca
alebo heterocyklu, ktory obsahuje atom dusika alebo dva atomy siry. Tato Strukturna
rozmanitost’ moze podstatne ovplyviiovat’ ich anti-amyloidnt aktivitu.

Sledovali sme vplyv fytoalexinov na tvorbu inzulinovych agregatov a ich schopnost
desStruovat’ inzulinové amyloidné fibrily pomocou viazania ThT a ANS (Obr. la, 1b).
Inhibi¢nd a depolymerizacnd aktivita bola kvantifikovand percentudlne k intenzite
fluorescencie inzulinovych fibril bez pritomnosti derivatov (kontrolna vzorka 100%).
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Obr. 1. Inhibi¢ny a depolymeriza¢ny ucinok fytoalexinov na amyloidni agregaciu
inzulinu. 1a Inhibicia inzulinovej agregacie 1b Depolymerizacia inzulinovych agregatov
Vplyv fytoalexinov na amyloidni agregéciu inzulinu bol sledovany viazanim ThT a ANS.
Fluorescencna intenzita ThT a ANS bola normalizovand k fluorescenénému signalu
inzulinovych agregatov bez pritomnosti fytoalexinu (100%).

Zistili sme, Ze inhibicné aktivita fytoalexinovych derivatov je rozna. Na zéklade vysledkov
viazania ThT, najvicSia schopnost’ inhibovat’ tvorbu amyloidnych inzulinovych fibril bola
pozorovana pre benzokamalexin (80% inhibicia) a cyklobrasinin (75%). Naopak, najmensia
inhibi¢na aktivita bola zistena pre derivaty spirobrasinin (9%) a (+)-1-metoxyspirobrasinin
(20%) (Obr. la). Inhibi¢cny Uc€inok Studovanych fytoalexinov bol monitorovany pomocou
viazania ANS bol porovnatelny sudajmi detegovanym pomocou viazania ThT (Obr. 1).
Podobné vysledky boli ziskané pre depolymerizacnu aktivitu fytoalexinov. NajvysSia
redukcia inzulinovych agregatov bola pozorovana v pritomnosti benzokamalexinu (87%
znizenie) a cyklobrasininu (80%). Minimdlna depolymerizacné aktivita bola zistend pre (+)-1-
metoxyspirobrasinin (10%) a l-metoxybraseninB (30%). Pre vysoko aktivne derivaty
fytoalexinov (benzokamalexin a cyklobrasinin) sme sledovali inhibi¢ny a depolymerizacny
ucinok v zavislosti od koncentracie fytoalexinovych derivatov. Z koncentra¢nych zavislosti
sme urcili ICsp a DCs, ktoré predstavuji koncentraciu fytoalexinu, ktora je potrebna na 50%
redukciu amyloidnych agregatov pri inhibi¢nych a depolymerizaénych experimentoch. Zistili
sme, Ze pre benzokamalexin a cyklobrasinin sa tieto hodnoty nachddzaji v rozsahu
mikromolarnych koncentracii.

Anti-amyloidna aktivita cyklobrasininu bola potvrdena aj pomocou transmisnej elektronovej
mikroskopie. Na obr. 2a st inzulinové agregaty s charakteristickou morfolégiou amyloidnych
fibril. Inkubécia inzulinovych fibril s cyklobrasininom (200 pM) nemala vyrazny vplyv na
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morfologiu fibril, avSak viedla ku vyraznej redukcii mnozstva amyloidnych vlakien (obr.2 b).
Podobne, pritomnost cyklobrasininu mala inhibiény U¢inok na tvorbu amyloidnych
inzulinovych fibril. Pozorovali sme ako mensi po¢et amyloidnych $truktur, ktorych dizka bola
podstatne kratSia (obr. 2¢) v porovnani s inzulinovymi fibrilami vytvorenymi v nepritomnosti
tohto derivatu (obr. 2a).

Obr. 2. TEM inzulinovych
fibril.

2a Inzulinové fibrily bez
pritomnosti cyklobrasininu.
2b Depolymeriza¢ny ucinok
cyklobrasininu (200uM).

2¢ Inhibiény G¢inok
cyklobrasininu (200uM).
Ciarka reprezentuje 500nm.

2a

Na zaklade ziskanych experimentalnych udajov sme zistili, Ze niektoré fytoalexinové derivaty
maju schopnost’ ovplyviiovat amyloidni agregaciu inzulinu. Rozsah ucinku zavisi od
Struktiry jednotlivych fytoalexinovych derivatov. NajvysSiu schopnost’ inhibovat’ tvorbu
amyloidnych Struktir a depolymerizovat vzniknuté inzulinové fibrily maji derivaty
benzokamalexin a cyklobrasinin. Nase vysledky poukazuji na mozné terapeutické vyuzitie
benzokamalexinu a cyklobrasininu v prevencii amyloidnej agregacie inzulinu.
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YPLYV ZINK!J NA ZDRAVIE A PRODUKCIU BROJLEROVYCH KURCIAT
Stofanikova J., Saly J., Sesztakova E.
Klinika vtdakov a exotickych zvierat, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Brojlery hybrida Ross 308 boli vo veku 2 dni rozdelené do 3. kontrolnych skupin tvorenych
59. kusmi zvierat a 3. pokusnych skupin v pocte 54 kusov. Kontrolné skupiny boli kifmené
komer¢nou kompletnou kfmnou zmesou HYD 01 do 14. dni veku, potom az do konca
experimentu kimnou zmesou HYD 02 ad libitum. Brojlerom pokusnych skupin bol do tychto
kfmnych zmesi priddvany zinok vo forme oxidu zino¢natého v mnozstve 50 mg/kg z.h.
Cielom pokusu bolo v tyzdennych intervaloch od 7. do 42. dia veku sledovat vplyv
pridavkov zinku na telesnti hmotnost’, prirastky hmotnosti, spotrebu kfmnej zmesi, vybrané
hematologické a biochemické parametre a ukazovatele mechanickych vlastnosti kosti
u brojlerovych kurciat. Pridavky zinku mali do 4. tyzdia odchovu pozitivny vplyv na telesnt
hmotnost a hmotnostné prirastky brojlerovych kuréiat. Hematologické a biochemické
parametre boli signifikantne ovplyvnené len ojedinele v urcitych fazach pokusu. Obsah zinku
v krvi pokusnych zvierat bol vo vsetkych fazach experimentu vyssi ako u kontrolnych so
Statisticky vyznamnymi rozdielmi na 7. a35. den. Medza pruznosti, pevnost v ohybe
alomové napitie boli pridavkami zinku ovplyvnené apotvrdil sa vplyv zinku na
biomechanickt kompetenciu kostného tkaniva.

UvOoD

V literatiire bola zistena zna¢nd nejednotnost’ pri uvadzani optimalneho obsahu zinku
v krmive pre hydinu. Janto3ovi¢ a kol. (1998) udavaju rozpitie 30-60 mg.kg” kimnej zmesi,
podla Wanga a kol. (2002) je optimalna hladina diétneho zinku 68 mg.kg”, podla Huanga
akol. (2007) az 84 mgkg"'. Ked7e $tandardné krmiva nie vzdy dostatoéne kryju potrebu
zinku pre hydinu, zamerali sme sa na sledovanie moznosti zlepSenia niektorych produkénych
ukazovatel'ov u brojlerov pridavkom zinku do krmiva. Bol sledovany aj vplyv pridavkov
zinku na vybrané hematologické a biochemické parametre, ako aj mechanické vlastnosti kosti,
ktoré su zdkladnymi parametrami odraZajicimi Struktiru a funkciu kosti.

MATERIAL A METODIKA

Ako pokusné zvierata boli pouzité brojlery hybrida Ross 308 od 2. do 42. dia veku. Kurc¢ata
boli vo veku 2 dni odvazené, rozdelené do Siestich skupin- 3. kontrolnych a 3. pokusnych, a
umiestnené v experimentdlnych priestoroch kliniky. Kontrolné skupiny tvorilo 59 kusov
zvierat, pokusné¢ 54 brojlerov. Kontrolné skupiny boli kimené komerénou kompletnou
kfmnou zmesou HYD 01 do 14. dna veku a potom az do konca experimentu kimnou zmesou
HYD 02 ad libitum. V oboch bolo deklarované mnozstvo zinku 50 mgkg™ kfmnej zmesi.
Brojlerom pokusnych skupin bol do tychto kimnych zmesi pridany zinok vo forme oxidu
zinoCnatého v mnozstve 50 mg/kg Zz.hm. Telesnda hmotnost’ u kuréiat bola sledovana
v tyzdilovych intervaloch. V tyzdinovych intervaloch bolo z kontrolnych aj pokusnych skupin
nahodne vybranych po 10 kusov zvierat, ktoré¢ boli klinicky vySetrené¢, zaznamenali sa
prirastky ich hmotnosti, spotreba kfmnej zmesi a boli od nich odobrané¢ vzorky krvi na
hematologické a biochemické vySetrenie. Nasledne po eutandzii dekapitaciou boli brojlery
pitvou vysetrené na zistenie pripadnych zmien na vnutornych organoch. Pri pitve boli zaroven
od brojlerov odobrané tibiotarzy na vySetrenie ich mechanickych vlastnosti. Ich testovanie
bolo uskutocnené na statickom trhacom stroji FP100/1. Pri rychlosti zatazovania 2,5
mm.min~! bola pouzita sila od 1 kN po 40 N a vzdialenost’ podpier od 25 do 60 mm
v z&vislosti od velkosti kosti. Prichyb kosti bol snimany a registrovany na zdznam s 10-
nasobnym zvicSenim. Medza pruznosti (Re), pevnost’ v ohybe (Rm) a lomové napétie (R1)
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boli vyhodnotené zo zatazujuceho diagramu. Vysledky boli spracované v Statistickom
programe GraphPad Prism 5 a $tatistickd vyznamnost’ bola uréend neparovym t-testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V pokuse bol zaznamenany pozitivny vplyv zinkovych pridavkov na klinicky stav zvierat.
Patologické zmeny na vnutornych organoch zistené neboli. V prvych Styroch fazach
experimentu bola u kurc¢iat pokusnej skupiny priemerna telesna hmotnost’ signifikantne vyssia
ako u zvierat v kontrolnej skupine (Tab. 1) a vysSie hmotnostné prirastky zvierat pokusne;j
skupiny v prvych dvoch tyzditoch vykazovali takisto Statisticki vyznamnost’. Yu a kol. (2005)
pozorovali podobny vplyv zinkovych pridavkov do krmiva brojlerov. Hudson a kol. (2004)
udavaju, ze spotreba a konverzia krmiva pridavkami organického zinku ovplyvnené nie su, ¢o
sa zhoduje s vysledkami v naSom experimente. Nebol potvrdeny ani vyrazny vplyv pridavkov
zinku na hematologické a biochemické parametre napriek tomu, Ze viaceri autori ich
ovplyvnenie zinkom uvadzaju. Rozdiely medzi hodnotami erytrocytov, leukocytov,
heterofilov, bazofilov, lymfocytov, monocytov ani hemoglobinu neboli $tatisticky vyznamné.
Preukazné rozdiely boli iba v hodnotach hematokritu na 21. deni a v hodnotach eozinofilov na
7. dent pokusu. Z biochemickych parametrov boli signifikantné rozdiely medzi kontrolnymi
a pokusnymi skupinami sledované na 28. a 42. defl v obsahu véapnika, na 14. defi v obsahu
hor¢ika, na 35. den v aktivite ALP a vo veku 42. dni v aktivite AST. Hodnoty fosforu, ALT a
celkovych proteinov v krvnom sére nevykazovali Ziadne Statisticky vyznamné zmeny.
Underwood a Suttle (1999) uvadzaju, ze zmeny zinkovych hladin v krvnom sére sa objavuju
az po dlhodobejsej deficiencii alebo prebytku v kfmnej davke. V nasom pokuse bol obsah
zinku v krvi pokusnych zvierat uz od 7. dna vys$i ako ukontrolnych so Statisticky
vyznamnymi rozdielmi na 7. a35. deit (Tab.2) avo vSetkych fdzach zvySeny aj nad
referenéné maximum 29,55 pmol.l", ktoré pre kuratd udavaju Yur a kol. (2002). Hodnoty
medze pruznosti, pevnosti v ohybe a lomového napétia sa v prvych troch tyzdnoch pokusu
pohybovali uoboch skupin na priblizne rovnakej urovni. Od 28. dna doSlo u pokusnej
skupiny u vSetkych troch ukazovatelov kich vzostupu oproti kontrole s maximalnymi
hodnotami na 35. def. Statisticky vyznamné rozdiely boli zaznamenané na 35. defi a 42. defi
(Tab. 3).

Tab. 1 Porovnanie priemernej telesnej hmotnosti (g)

7.deit | 14.den | 21.deit | 28.dent | 35.den | 42.den
Kix [1048 |202 484.,4 880,6 | 1470 [ 1970
SD | 0,0172 | 0,0388 | 0,0848 | 0,0813 | 0,1670 | 0,2194
n |10 10 10 10 9 10

P|x |1104 |250,4*]604,2** | 1025** | 1511 |2040
SD | 0,0103 | 0,0382 | 0,0669 | 0,0836 | 0,1915 | 0,2348
n |10 10 10 10 4 10
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Tab. 2 Porovnanie priemerné¢ho obsahu zinku v krvnom sére brojlerov v jednotlivych
etapach pokusu (pmol.1™)

7.den 14.den | 21.den | 28.dent | 35.dent | 42.dent
K| Zn | 28,78 28,50 |33,53 |28,50 |28,08 |[27.49
SD | 3,775 6,815 | 7,040 |6,239 |4,645 |3,517
N |10 10 10 10 9 10

P | Zn | 36,06 **|30.87 |36,44 |31,68 |36,75* 30091
SD | 5,943 9,518 | 11,880 | 5,529 | 5,822 | 5,942
n 10 10 10 10 4 10

Tab. 3 Porovnanie vybranych ukazovatel'ov mechanickych vlastnosti kosti u brojlerov
v jednotlivych etapach pokusu (Mpa)

7.den | 14.den | 21.den | 28.dent | 35.den | 42.den
K| Re | 61,00 | 61,68 |58,60 |84,14 |9427 86,46
SD | 10,04 | 10,17 | 11,12 |9,996 | 18,71 29,28
Rm | 73,82 | 79,29 | 77,60 | 93,08 | 100,2 93,33
SD | 9,885 [ 11,89 | 13,27 | 11,95 | 20,56 29,54
R1 | 42,64 | 51,68 | 51,78 | 76,14 | 80,93 72,44
SD | 12,65 | 13,96 | 19,98 | 22,65 | 35,22 25,52
n 10 10 10 10 9 10

P |Re | 64,00 | 57,86 | 59,85 |96,23 | 117,8** | 98,65
SD | 7,983 | 8,121 | 15,80 | 36,89 | 19,66 27,20
Rm | 76,68 | 75,70 | 84,09 | 104,0 | 126,7* | 106,2
SD | 9,094 | 10,29 | 18,41 |37,89 | 32,56 26,39
R1 | 42,88 | 46,15 | 61,46 |79,89 |114,1* |92,58*
SD | 10,23 | 16,32 | 24,33 | 43,10 | 19,92 28,57
n 10 10 10 10 4 10

*P<0,05; ** P<0,01; *** P<0,001 Statisticka vyznamnost medzi pokusnymi skupinami a
kontrolou (t- test)
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Graf 1 Hladiny sérového zinku u brojlerov v jednotlivych etapach pokusu (umol.I™")
Sledovany bol vplyv pridavkov zinku do krmiva na hmotnostné prirastky, spotrebu krmiva,

vybrané hematologické, biochemické parametre a mechanické vlastnosti kosti brojlerovych
kurciat. Vysledky naSich vysetreni ukéazali, ze pridavky zinku do krmiva mali pozitivny vplyv
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na klinicky stav zvierat a do 4. tyZzdia odchovu aj pozitivny vplyv na telesni hmotnost’ a
hmotnostné prirastky brojlerovych kur¢iat. Znizenie spotreby krmiva pridavkom zinku nebolo
preukdzané. Hematologické a biochemické parametre boli signifikantne ovplyvnené len
v urCitych fazach pokusu. Zinok v krvi pokusnych skupin vykazoval pocas celého
experimentu vysSie hodnoty ako u kontrolnych a bol zvySeny aj nad referencné maximum.
Medza pruznosti, pevnost’ v ohybe a lomové napitie boli pridavkami zinku ovplyvnené, ¢o
potvrdzuje vplyv zinku na biomechanicku kompetenciu kostného tkaniva.
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ANALYZA A POROVNANIE GENOMOV BAKTERIOFAGA MSF1 A VYBRANYCH
ENTEROKOKOVYCH PROFAGOV

Sulak M.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bakteriofag MSF1 je tretim bakteriofagom izolovanym z bakterialneho druhu Enterococcus
faecalis. Pre podrobnejSiu charakterizdciu gendmu tohto bakteriofaga sa pripravili génové
banky MSF1 fagovej DNA v hostitel'skom organizme Escherichia coli. Fragmenty DNA
(>600 kbp) sa klonovali v klonovacom vektorom systéme pUC118/EcoRI a pUC118/Hincll.
Ciastoéne sa sekvenovalo 10 &asti fagovej DNA s celkovou velkostou 10664 bp a obsahom
GC parov 37%. Z gendmu tohto bakteriofaga bol ¢iastocne charakterizovany lyticky modul a
gén kodujuci metyldzu. Vsetky ziskané sekvencie vykazujii vyznamnu podobnost’ (viac ako
95%) s uz znamymi fagovymi alebo profagovymi sekvenciami. Nasledne sme porovnavali
umiestnenie vybranych sekvencii z gendomu MSF1 so sekvenciami z r6znych enterokokovych
fagov z databazy GenBank.

UvoD

Bakteriofagy (prokaryotické virusy) s virusy napadajtice baktérie. Ich vyskyt je podmieneny
pritomnost'ou baktérii a teda moZeme ich ndjst’ v kazdom prostredi. NajbohatSim zdrojom je
more, kde sa vyskytuju fagové &astice v poétoch az 10*- 10" na ml (Wichels a kol.,1998).
Najviac preskimané su fagy enterickych baktérii Escherichia coli a Salmonella typhimurium.
Vysoka koncentracia bakteriofdgov sa pozorovala aj v bachore preziivavcov. Bachorové
bakteriofagy sa vyznaCuju morfologickou diverzitou a patria do troch virusovych rodin
(Myoviridae, Siphoviridae a Podoviridae) (Klieve a Bauchop, 1988). Svojimi vlastnostami st
fagy dolezitym faktorom pre kontrolu dynamiky bakteridlnej populacie v bachore
prezuvavcov. V sucasnosti st bachorové bakteriofagy len malo preskimané. Kompletne
preskimany je len jeden bachorovy bakteriofag — M1 lyzogénny fag zo Selenomonas
runinantium ML12 (Cheong a Brooker,1998).

V sucasnosti su bakteriofagy zaujimavé z medicinskeho hl'adiska. Uz v roku 1920 sa zacali
vyuzivat’ ich antibakteridlne Uc€inky. Pre fagovu terapiu st vhodné iba lytické bakteriofagy,
pretoze lyzogénne fagy nemusia vyvolavat’ okamzita 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.

Hoci je E. faecalis prirodzenou sucastou l'udského gastrointestinalneho, je zaroven
najrozSirenejSim druhom spomedzi enterokokov sposobujucich infekcie u cloveka.
Patogénnom sa stdva pri vyskyte mimo traviaceho traktu a v dnesnej dobe je E. faecalis
hlavnou pri¢inou nozokomidlnych infekeii.

MATERIAL A METODIKA

Bakteridlne kmene a Zivné pody(média):.

Kmene E. coli K12 ER2267 a ER1821 rastli na médiu Luria-Bertani (LB) pri teplote 37 °C.
Agarové platne boli pripravené pridanim 0.7 % agaru do Zivného média.

Kmen 47/3 poévodne klasifikovany ako Streptococcus bovis, po 16S rRNA analyze sa
preklasifikoval na kmenl Enterococcus faecalis 47/3 (Nigutova a kol., 2008). Kmen rastol na
zivnom médiu Todd-Hewitt pri teplote 37 °C.
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Izolacia fagovej DNA:

Po kultivacii sa kmen E. faecalis 47/3 infikoval fagovym roztokom, ktory obsahoval
bakteriofag MSF1. Pri dostatotne vysokej hodnote pfu/ml (plaque forming unit),
charakterizujiicej mnozstvo fagov a ovplyviujicej kvalitu fagovej DNA sa DNA izolovala
podl'a metodiky na izolaciu fagovej DNA (Maniatis a kol.,1989).

Klonovanie a sekvencnd analyza:

Génova banka bakteriofaga MSF1 sa pripravila z celkovej DNA bakteriofaga MSF1, ktora sa
parcidlne postiepila reStrikénymi endonukledzami HindIll, Hincll a Sspl. Fragmenty DNA s
velkostou nad 600 kbp sa vyextrahovali z gélu a ligovali do vektorového systému
pUC118/EcoRI v pripade MSF1 DNA postiepenej HindIIl a pUC118/Hincll pri MSF1 DNA
Stiepenej Hincll a Sspl. Liga¢né zmesi sa pouzili na transformaciu kompetentnych buniek E.
coli ER 1821 a E. coli ER 2267. Transforma¢né zmesi sa vysiali na LB platne s obsahom
antibiotika ampicilinu (100 pg.ml™). Individualne koldnie ziskané po inkubécii poas noci
(37°C) sa podrobili d’al$ej analyze. Koldnie sa preockovali do tekutého LB média s obsahom
ampicilinu a nasledujici dent sa izolovala plazmidovd DNA alkalickou lyzou. Ziskané
plazmidy sa podrobili restrikénej analyze pouzitim restriktdz HindIIl , BamHI pre overenie
pritomnosti inzertu a analyza restriktdzami Haelll a Tsp5091 umozZnila rozliSenie jednotlivych
fragmentov. Rekombinantné klony sa sekvencne analyzovali pouzitim BLAST algoritmu
(Altschul a kol.,1997) dostupného na webovej stranke http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z génovej banky bakteriofaiga MSF1 sme analyzovali 100 kolonii a nahodne vybrané
transformanty testovali na vyskyt inzertov. Sekvencne sa analyzovalo 27 rekombinantov.
Bioinformaticka analyza sa vykonala BLAST algoritmom
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), v ktorej boli prelozené poradia nukleotidov do
poradia aminokyselin. Bioinformatickéd analyza bola robena ku dniu 20. jala 2010. Na zéklade
tejto analyzy sme pozorovali vyznamni podobnost’ nukleotidovych sekvencii nami
pripravenych rekombinantov s ¢astami inych bakteriofagov u vSetkych klonov (Tab. 1, data
dokumentované pre rekombinanty S1-S10). Ziskané rekombinanty S3, S6, S9 a S10 na
zéaklade blastx analyzy koduju fagové portalne proteiny. Tieto gény st prirodzenou sucast'ou
bakteriofagov a maju funkciu pri infekcii fagovej nukleovej kyseliny do hostitel'ského
organizmu. Nukleotidova sekvencia rekombinanta S1 vykazuje najvac¢siu podobnost’ s RecT
fagovou rekombinazou z Enterococcus sp. 7L76. TaktieZ nukleotidova sekvencia d’alSieho
rekombinanta S8 vykazuje 98% podobnost’ s fagovou integrazou zfaga Enterococcus
phiFL3A.

Rekombinant S7 na zaklade blastx analyzy obsahuje gén kodujici hypoteticky protein,
vykazujuci najvyssiu podobnost’ k proteinu lokalizovanému v oblasti profdgu integrovaného v
gendéme E. faecalis ATCC 4200. Velkost’ rekombinanta S7 bola 1023 bp s obsahom 38,3%
GC parov a pravdepodobne sa jednd o fagovy protein. Sekvencie rekombinantov S2 a S4
vykazuju 98% podobnost’ s metyladzou z E. faecalis ATCC 4200 (S2), resp. 97% podobnost’
s metylazou z E. faecalis CH188 (S4). Obe tieto gény st lokalizované v profagovych
sekvenciach v oboch organizmoch. NajzaujimavejSim sa zdd byt rekombinant S5, ktory v
porovnani s GenBank databdzou vykazoval podobnost s lyzinom E. faecalis X98.
Rekombinant S5 obsahuje navyse gén kodujuci holin, ktory podl'a porovnani patri do rodiny
phi29 E. faecalis ATCC 29200. V tabulke 1 je znazorneny prehl'ad rekombinantov,
porovnanie velkosti jednotlivych inzertov v rozmedzi 844 - 1167 bp, percentudlna
podobnost’ rekombinanta s prislusSnou GenBank sekvenciou, Blast Hit miesto a percentualny
obsah GC parov.
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Tabulka 1: Prehl'ad vybranych rekombinantov

Podobnost”  Velkost Obsah
Rekombinant Blastx Hit Blastx inzertu GC parov
analyza (bp) (%)
CBL31291.1, recombinase,phage RecT family 310/316
S1 [Enterococcus sp. 7L76] (98%) 1146 37,1
ZP_05474704.1, DNA modification methylase 249/254
82 [Enterococcus faecalis ATCC 4200] (98%) 1115 11 34,7
ZP 05592573, /
predicted protein [Enterococcus faecalis 187/188
S3 AROUDOT ©9%) 1093 39.4
ZP_05585423, 248/254
DNA modification methylase [Enterococcus 5
S4 faecalis CH188] (97%) 133 35,9
ZP_05599211,
S5 endolysin [Entgrococcus faecalis X98] 1(3986/01/33 1167 35,8
ZP 05581578, 2581266
minor structural protein 1 [Enterococcus 5
S6 faecalis D6] (96%) Bad 36,5
ZP 05581577
. o ’ . 265/267
S7 predicted protein [Enterococcus faecalis D6] (99%) 1023 38,3
‘ YP_003347563, 95/96
S8 integrase [Enterococcus phage phiFL3A] (98%) 1045 35,3
YP 003347564, /
hypothetical protein [Enterococcus phage 109/114
S9 TAFLIA] 95%) 1054 334
ZP_05422950,
S10 predicted protein [Enterococcus faecalis T1] 1 (1995/01/2)4 1044 35,2
(]

Obrazok €.1 znazorfiuje lokalizaciu najlepSich blastx hitov rekombinantov z génovej banky
bakteriofaga MSF1 (S1,S4,S5,S10), ktoré boli porovnavané s genémom E. faecalis CH188
a E. faecalis ATCC 4200. Z porovnavania vyplyva, ze sekvencie rekombinantov z genému
faga MSF1 vykazuju vyznamna podobnost’ s profdgmi v genémoch organizmov E. faecalis.
Okrem spominanej sekvencénej podobnosti maji rovnaku aj lokalizaciu jednotlivych génov z
c¢oho usudzujeme, Ze bakteriofag MSF1 je lyzogénnym bakteriofigom a patri medzi
predstavitelov profagov v organizmoch E. faecalis. Podla ziskanych poznatkov mézeme
konstatovat’, ze MSF1 sa radi medzi profagy pochadzajice z volne zijucich enterokokovych
organizmov, ale vzh'adom na ich vysokl vzajomnu podobnost’ sa do popredia dostava otazka,
¢i je vhodné pokracovat’ v d’alSej charakterizacii genomu bakteriofaga MSF1.
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Obrazok ¢.1: Prehl'ad porovnavania gendmov Enterococcus faecalis CH188 a Enterococcus
faecalis ATCC 4200.
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RESTRIKCNO-MODIFIKACNE SYSTEMY U BAKTERII RODU ENTEROCOCCUS
Vandzurova A.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

V préci sme Studovali vyskyt restrikénych a modifikacnych aktivit II. typu u bakteridlnych
izolatov patriacich do rodu FEnterococcus. Pozornost sme venovali najmi restrikCnym
enzymom, ktoré sme po detekcii v hrubych bunkovych extraktoch pouzitim chromatografie
¢iato¢ne purifikovali. Urcili sme zakladné biochemické vlastnosti purifikovanych enzymov a
vyuzitim metody ,,run-off* sekvenovania sme stanovili Stiepne miesta.

Zo 48 bakteridlnych kmenov rodu Enterococcus sme pritomnost’ restrikénych endonukledz
potvrdili u kmenov E. faecium 31K a Enterococcus sp. 8M. Endonukledza Efa31KI je
aktivna v Sirokom rozsahu koncentracie soli a rozoznava sekvenciu CCWGG. Metoddou ,,run-
off* sekvenovania sme dokazali, Ze enzym Stiepi za druhym cytozinom v ramci CCWGG
sekvencie a je teda pravym izoschizomérom BstNI a neoschizomérom EcoRII. Restrikéna
endonukledza Esp8MI rozoznava sekvenciu GDGCHC a §tiepi za piatym nukleotidom v tejto
sekvencii (GDGCH/C) a je pravym izoschizomérom Sdul. Stiepenim totalnej DNA
testovanych kmenov komeréne dostupnymi restrikénymi enzymami sme dokazali aj
pritomnost’ Specifickych DNA metyltransferazovych aktivit.

UvOD

Restrikéno-modifikaéné systémy (R-M systémy) boli po prvy krat popisané
u prokaryotickych organizmov, hlavne u baktériii, v suvislosti so schopnostou ochrany
bakteridlnych buniek pred vstupom cudzorodej DNA (obvykle pred infekciou bakteridlnymi
virusmi tj. bakteriofagmi) (Piknova a kol,. 2004, 2005). R-M systémy pozostavaju z enzymov
s dvomi odliSnymi enzymovymi aktivitami: restrikénej endonukledzy a DNA
metyltransferazy. Restrikéné endonukledzy (RE) su enzymy, ktoré rozoznavaju a Stiepia
Specifick¢ sekvencie (zvdcSa palindromické) v ramci dvojvldknovej DNA. DNA
metyltransferdzy (DNA MTazy) si enzymy, ktoré¢ katalyzujii metylaciu DNA (Wilson a kol.,
1991). Prave $tadium restrikéno-modifikaénych systémov a objav restrikénych endonukledz
umoznili ziskavanie definovanych fragmentov DNA a ich naslednu analyzu. U enterokokov
neboli doposial’ charakterizované Ziadne R-M systémy na biochemickej Grovni a jediny
znamy R-M systém II. typu sa predpokladé len na zaklade sekvencnej homologie u E. faecalis
V583.

Cielom prace bolo prestudovat’ vyskyt restrikénych a modifika¢nych aktivit II. typu u
roznych bakteridlnych izolatov patriacich do rodu Enterococcus. Pozornost’ bola venovana
hlavne restrikénym enzymom a ich zakladnej biochemickej charakterizacii.

MATERIAL A METODIKA

V préci sme pouzili 48 kmetiov enterokokov, ktoré pochadzali zo zbierky mikroorganizmov
Ustavu fyziolégie hospodarskych zvierat SAV v Kosiciach a boli izolované z faeces alebo
traviaceho traktu réznych zvierat (Nigutova a kol., 2005). Bakteridlne kmene sme kultivovali
v tekutom Todd Hewitt médiu, priCom kultivacia prebichala za trepania v aerdbnych
podmienkach pri 37 °C. V prvom kroku sme restrikénli aktivitu testovali v hrubych
bunkovych extraktoch, postupom podla modifikovanej skriningovej metddy Javorského a
Vanata (1992). Na chromatograficku purifikédciu sme pouzili 1ml kolénu HiTrap Heparin HP
(GE Healthcare Bio-Sciences AB, Svédsko). Elucia proteinov prebiehala v5 — 10 ml
linearneho gradientu 0 - 1,2 mol.dm ~ NaCl v roztoku A. Rychlost’ prietoku eluéného roztoku
bola 30ml/h a zachytené frakcie mali objem 500 pl. Aktivitu restrikénych enzymov sme
testovali Stiepenim rdéznych DNA substratov v 20 pl Stiepnych zmesiach nasledovného
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zlozenia: 0,5 pl DNA, 2 ul hruby bunkovy extrakt, 2 ul tlmivy roztok NEB4 a 15,5 ul
destilovanej vody. Stiepne zmesi sme inkubovali 45 min pri 37 °C, po inkubacii sme pridali 2
pl STOP roztoku a vzorky DNA sme nasledne analyzovali elektroforeticky v 0.8%
agarozovych géloch. Ziskané fragmenty sme vizualizovali pod UV svetlom. Optimélne
podmienky pre aktivitu RE sme testovali v systéme univerzalnych tlmivych roztokoch NEB 1,
2, 3, 4 od firmy New England Biolabs, ktor¢ sa lisili predovSetkym koncentraciou soli. Pre
presné urcenie Stiepneho miesta sme pouzili metodu ,,run-off* sekvenovania (Parashar a kol.,
2006). Sekvenovanie sme uskutocnili Sangerovou dideoxy metddou v laboratoriach firmy
Macrogen.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zo 48 kmenov enterokokov sme restrik¢nu aktivitu detegovali u dvoch kmenov: E. faecium
31K a Enterococcus sp. 8M. Uvedené enzymy sme v d’alSom kroku chromatograficky
purifikovali. V bunkovych extraktoch oboch kmenov sme potvrdili pritomnost’ restrikénej
aktivity (Obr. 1, data dokumentované pre kmen Enterococcus sp. 8M). V zmysle najnovsej
nomenklatiry (Roberts a kol., 2003) sme purifikované enzymy oznalili ako Efa31Kl1
a Esp8ML.

Obr. 1. Detekcia restrikénej aktivity
Enterococcus sp. 8M (draha ¢. 2 — 3) po
elucii z kolony HiTrap Heparin HP.

Po purifikacii RE Efa31KI a Esp8MI sme pristtpili k ur¢eniu optimalnych podmienok pre ich
aktivitu a stanoveniu rozoznavanej sekvencie. RE Efa31KI vykazovala takmer 100% aktivitu
vo vsetkych tlmivych roztokoch, a je aktivna v Sirokom rozsahu koncentracie soli (od 0 —
100mM NaCl). V pripade enzymu Esp8MI sme najvyssiu aktivitu pozorovali v pritomnosti
tlmivého roztoku NEB 2 (50mM NaCl), preto sme na dalSie analyzy pouzili tento tlmivy
roztok.

Stanovenie rozoznavanej sekvencie pre Efa31KI

Za ucelom stanovenia rozpoznavanej DNA sekvencie sme uskutoc¢nili série Stiepeni roznych
DNA substratov. Ziskané profily Stiepeni sme porovnavali s teoreticky vytvorenymi profilmi
(ziskané zo stranky databazy REBASE http:\\ rebase.neb.com) uz znamych RE. Profily
ziskané Stiepenim ADNA, pKRX a pBR328 vykazovali dominantné fragmenty podobné
teoreticky vytvorenému profilu pre restrikénti endonukledzu BstNI. Pre potvrdenie podobnosti
profilov sme uskuto¢nili kombinované Stiepenie ADNA enzymom Efa31KI a komercne
dodédvanym enzymom BstNI. Ziskané profily boli identické, z ¢oho vyplyva, ze Efa31KI
rozpoznava sekvenciu CCWGG, ateda je izoschizomérom BstNI. Pre presné urCenie
Stiepneho miesta v rdmci rozoznavanej sekvencie CCWGG sme pouzili plazmid pKRX, ktory
obsahuje zasahové miesto pre Efa31KI vo vhodnej vzdialenosti od univerzalneho
sekvenacného priméru. Plazmid pKRX sme $tiepili s Efa31KI a linerizovany purifikovany
DNA produkt sme nésledne sekvenovali. Ako vidiet’ na obr. 2, Efa31KI Stiepi za druhym
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cytozinom v ramci CCWGG sekvencie a je tak pravym izoschizomérom BstNI (CC/WGG) a
neoschizomérom RE EcoRII (/CCWGG).

TACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCC  TGGGGTGC Obr. 2. Stanovenie miesta Stiepenia

ATGCTCGGCCTTCGTATTTCACATTTCGGA  CCCCACG . ndonukledzy Efa3IKTv ramci sekvencie
CCWGG s pouzitim plazmidu pKRX
metodou ,, run-off* sekvenovania. A -

A redlna sekvencia plazmidu pKRX so

200 260 27 i zvyraznenym zasahovym miestom pre
TACGARCCGGAAGCAT GTGT GCCT RN el Efa31KI; B - chromatogram zo
. sekvenovania plazmidu pKRX,
| ' B Stiepeného s Efa31KI.
' I | (Posledny A nukleotid v ziskanej
| l i | sekvencii bol nespecificky pridany
5 | ll I!I .'\lfL polymerdzou v procese sekvenovania)

Stanovenie rozoznavanej sekvencie pre EspSMI

Stiepenim pLitmus 38 aADNA RE Esp8MI vznikli dominantné fragmenty, podobné
teoreticky vytvorenému profilu Sdul. Porovnanim profilov Stiepenia ADNA enzymom
Esp8MI a komer¢ne doddvanym enzymom Sdul jednotlivo a ich kombinaciou sme potvrdili,
ze oba enzymy produkuju zhodné profily Stiepenia, ateda enzym Esp8MI rozoznava
sekvenciu GDGCHC aje izoschizomérom Sdul. Pri ur€ovani Stiepneho miesta v ramci
sekvencie GDGCHC rozoznavanej RE Esp8MI sme na sekvenovanie vybrali plazmid
pLitmus 38, u ktoré¢ho sa zdsahové miesto pre Esp8MI nachddzalo vo vzdialenosti asi 160
nukleotidov od sekvena¢ného primeru. Chromatogram zo sekvenovania (obr. 3) jednoznacne
dokazuje, Ze RE Esp8MI S§tiepi za piatym nukleotidom v ramci rozoznavanej GDGCHC
sekvencie, a je teda pravym izoschizomérom Sdul (GDGCH/C).

CTTGGCGCCAGCCGGCTTCAATTGCACGGEEE  CCAC Obr. _i;S’,“”OV?"’z’”"eﬁ? Stiepenia pre
GAACCGCGGTCGGCCGAAGTTAACGTGC  CCGGGGTG restrikcny enzym EspSMIv ramei
sekvencie GDGCHCs pouzitim plazmidu
A pLitmus 38 metodou ,, run-

off“ sekvenovania. A - redlna sekvencia
plazmidu pLitmus 38 so zvyraznenym
zasahovym miestom pre Esp8MI; B -

B chromatogram zo sekvenovania.
(Posledny A nukleotid v ziskanej
sekvencii bol nespecificky pridany
polymerdzou v procese sekvenovania)

130 140 160 160
CTTGGCGCCAGCCGGCTTCAATTGCACG A NNNNNNN

V naSich experimentoch sme pritomnost RE potvrdili udvoch kmenov E. faecium 31K
(Efa31KI) a E. sp. 8M (Esp8MI) z celkovo 48 testovanych bakteridlnych kmenov rodu
Enterococcus. Experimenty ukdzali, ze RE Efa31KI je aktivna v Sirokom rozsahu
koncentracie soli, rozoznava sekvenciu CCWGG a jej Stiepne miesto sa nachadza za druhym
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cytozinom v ramci CC/WGG sekvencie a je teda pravym izoschizomérom BstNI izolovany
z baktérie rodu Bacillus stearothermophillus (Buryanov a kol., 1989). Izoschizoméry BstNI
su jedny znajCastejSie sa vyskytujicich RE aboli doteraz izolované viac ako 150 krat
z baktérii z roznych taxonomickych skupin a réznych prostredi.

Endonukledza Esp8MI vykazuje najvysSiu aktivitu v 50mM NaCl, rozoznava sekvenciu
GDGCHC a jej Stiepne miesto sa nachadza za piatym nukleotidom (GDGCH/C) a je teda
pravym izoschizomérom Sdul (Janulaitis a kol., 1981). Restrik¢énd endonukledza Sdul bola
izolovana z baktérie Streptococcus durans, ktora je dnes klasifikovand Enterococcus durans,
teda z taxonomicky blizkeho organizmu. Sdul izoschizoméry su len zriedkavo detegované,
doteraz boli ndjdené len 15 krat, priCom viac nez polovica izolatov produkujucich Sdul
izoschizoméry patri ku gram-pozitivnym baktériam.

Pritomnost’ DNA MTéazovych aktivit sme dokazali Stiepenim totdlnych DNA u kmeiiov
testovanych na RE s komeréne dostupnymi RE.

Nase Stadium R-M systémov u enterokokov je pravdepodobne prvou systematickou
biochemickou Stiidiou zameranou na tento bakteridlny druh, ktory bol doposial’ z hl'adiska
vyskytu R-M systémov prakticky neprebadany. Baktérie rodu Enterococcus s pritom najma
z medicinskeho hladiska vyznamné patogénny, ktoré sposobuju rdzne infekcie a lepsie
poznanie ich genetiky moze napomdct’ k €innejsej liecbe infekcii vyvolanych enterokokmi.
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VYSKYT MASTITID STAFYLOKOKOVEJ ETIOLOGIE V CHOVE DOJNIC A
MOZNOSTI ICH REDUKCIE

Zigo FrantiSek, Vasil’ Milan, Elecko Juraj

Ustav chovu zvierat, UVLF, Komenského 73, 041 81 Kosice, Slovenska republika

ABSTRAKT

Prispevok sa zaoberd vyskytom mastitid stafylokokovej etiologie a moznostami ich redukcie
v chove 145 dojnic s volnym ustajnenim. Pocas jedného roka bolo vykonanych péat
komplexnych vySetreni v Stvrtrocnych intervaloch a nasledne pocas sledovaného obdobia boli
navrhnuté protimastitidne opatrenia. Po druhom komplexnom vySetreni sa liecilo 19 dojnic
infikovanych baktériami Staphylococcus sp. pripravkom Synulox LC susp. a.u.v. Po lieCbe
klesol pocet infikovanych dojnic baktériami Staphylococcus sp. z 28.4 % na 14.4 %., ale
zvysil sa pocet infikovanych dojnic baktériami Streptococcus sp. 06,5 %. Po Stvrtom
komplexnom vySetreni sa lie¢ilo pripravkom Synulox LC susp. a.u.v. 22  dojnic
infikovanych baktériami  Staphylococcus sp. a 19 dojnic infikovanych baktériami
Streptococcus sp. Aj ked’ sa znizil po€et dojnic infikovanych baktériami Staphylococcus sp. z
33.9 % na 16.8 % a Streptococcus sp. z 25 % na 11.2 %, v danom ¢ase vzrastol pocet dojnic
infikovanych baktériami Enterococcus sp.+E.coli z 0.8 % na 6.4 % a dojnic infikovanych
inymi baktériami (Bacillus sp.; Arcanobacterium sp.; Proteus sp.; Rhodococcus sp.) z 1.6 %
na 10.4 %.

UvOoD

Mastitidy dojnic st polyfaktérne ochorenia, na ktorych sa podielajt  patogénne
mikroorganizmy, vonkajSie prostredie, organizmus dojnice ale aj manazérske schopnosti
chovatela. V stucasnosti je znamych cca. 130 povodcov mastitid. Patria sem baktérie, virusy,
plesne, kvasinky ale aj prvoky. NajcastejSimi povodcami mastitid su baktérie.
Mikroorganizmy najCastejSie infikuju vemeno cez ceckovy kandlik (Tongel, 2009). V
etiologii mastitid dojnic baktérie Staphylococcus sp. zaberaju vyznamné miesto. V severskych
krajinach sa koagulazo—negativne stafylokoky podielaji na environmentalnych mastitidach
dojnic az 50 % (Pitkild a kol., 2004). Na Slovensku problém environmentalnych mastitid po
roku 2000 narastd. Prv to boli hlavne zapaly vemena vyvolané baktériami Streptococcous
uberis, Escherichia coli a druhmi z ¢el'ade Enterobacteriaceae. Ostatnych rokoch v etiologii
environmentalnych mastitid dojnic na Slovensku dominuju koaguldzo—negativne stafylokoky
azvysil sa vyskyt mastitid vyvolany  Arcanobacterium pyogenes a Streptococcus
dysgalactiae (Vasil’, 2006).

Cielom prace bolo v chove dojnic s vol'nym ustajnenim a dojenim v dojarni, sledovat’ vyskyt
mastitid vyvolanych baktériami Staphylococcus sp. a Streptococcus sp. anapomdct
efektivnemu uplatneniu protimastitidnych metod pri ich redukcii v chove.

MATERIAL A METODY

Sledovania boli vykonané v stadde o priemernom pocte 145 dojnic ustajnenych volne v 3
rekons$truovanych kravinoch rozdelenych do troch produkénych skupin a dojenych v dojarni
zariadenim Westfalia tandem 2 x 4 (Bénen, Germany) s brakovanim 20 % a doplianim
vysokotel'nymi jalovicami.

Na zaciatku sledovania boli zistené nedostatky. Ustajiiovacie priestory sa Cistili nedostatocne
a nepravidelne dezinfikovali, deratizdcia a dezinsekcia sa nevykondvala takmer vobec.
Hygienicky program dojenia sa nevykondval spravne (najCastejSie nedostatky boli
v nedokonalom umyvani a osuseni vemena, neskorom ponarani koncov ceckov po vydojeni
a nezaSkolenom obsluhujucom personali). Kontrola u€innosti pouzivanych dezinfekénych
roztokov sa nevykondvala. Vypadok v pouzivani jednorazovych utierok na umyvanie ale aj na
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osuSanie vemena sa nahradzal nedostatocnym poctom platenych utierok. Klinické pripady
mastitid sa liecili sporadicky, bez urcenia pdvodcu a stanovenia citlivosti antibiotikami.
Kontrola uc¢innosti lieCby sa nevykondvala. Normou pozadovany pocet somatickych buniek
v bazénovej vzorke (400000.1 ml"') mlicka uréeného pre dodavku do mliekarne chovatel
zabezpecoval tak, ze selektoval dojnice. Dojnice selektoval tyzdenne na zdklade vysledkov
NK-testu. Dojnice vykazujice pozitivnu reakciu pri vySetreni NK-testom na 2+, dojil zvIast
a mlieko likvidoval (tento postup uplatioval aj poc¢as nasho sledovania).

Na zaliatku sledovania boli prijaté opatrenia na odstranenie zistenych nedostatkov a
obsluhujuci personal bol presSkoleny v oblasti hygienického programu dojenia, Cistenia,
dezinfekcie ustajiiovacich priestorov, pravidelnosti dezinsekcie a deratizacie, kontroly
spravnej funkcie dojacieho zariadenia, kontroly denného, tyzdenného, mesacného Cistenia
a dezinfekcie dojacieho zariadenia a zaviedla sa liecba dojnic v zasuSeni.

Vyskyt mastitid sme sledovali rok. Pri kazdom komplexnom vysetreni vykonanom v
trojmesaénych intervaloch bolo vemeno u vSetkych laktujucich dojnic vySetrené
klinicky, sekrét kazdej lakujiicej mliecnej Stvrte bol vySetreny NK—testom a za aseptickych
podmienok boli odobraté Stvrtové vzorky mlieka na bakteriologické vySetrenie. Po druhom
komplexnom vySetreni sa Synuloxom LC susp. a.uv. (Pfizer AH, Taliansko) lie¢ilo 19
dojnic, uktorych bolo 28 Stvrti infikovanych druhmi Staphylococcus sp. Po Stvrtom
komplexnom vySetreni sa pripravkom Synulox LC susp. a.u.v. liecilo 41 dojnic, z ktorych
bolo 22 dojnic infikovanych baktériami Staphylococcus sp a 19 dojnic baktériami
Streptococcus sp. .

VYSLEDKY

Z vysledkov uvedenych v tabulke 1 vyplyva, Ze navrhnuté protimastitidne opatrenia sa
dosledne nedodrziavali, preto po druhom komplexnom vySetreni sa lieCilo 19 dojnic
infikovanych baktériami Staphylococcus sp. pripravkom Synulox LC susp. a.u.v. Po liecbe
klesol pocet infikovanych dojnic baktériami Staphylococcus sp. o 14 %, ale zvysil sa pocet
infikovanych dojnic baktériami Streptococcus sp. 0 6,5 %. Po Stvrtom komplexnom vySetreni
sa lie¢ilo pripravkom Synulox LC susp. au.v. 22 dojnic infikovanych baktériami
Staphylococcus sp. a 19 dojnic infikovanych baktériami Streptococcus sp. Aj ked’ sa znizil
pocet dojnic infikovanych baktériami Staphylococcus sp. o 17,1 % a Streptococcus sp. 0 13,8
%, v danom case vzrastol pocet dojnic infikovanych baktériami Enterococcus sp.+E.coli
0 5,6 % a dojnic infikovanych inymi baktériami (Bacillus sp.; Arcanobacterium sp.; Proteus
sp.; Rhodococcus sp.) o 8,8 %.

Tabulka 1 Vyskyt baktérii v individudlnych vzorkdch mlieka laktujucich dojnic v stade
o priemernom pocte 145 krav pocas piatich vySetreni vykonanych v Stvrtro¢nych intervaloch

Poradie vySetreni chovu L. 11 111. V. V.
Pocet vysetrenych krav 121 116 118 124 125
Izolované baktérie n % n % n % n % n %

Staphylococcus sp. 37 30,6 33 28,4 17 14,4 42 33,9 21 16,8
Streptococcus sp. 6 5 16 13,8 24 20,3 31 25 14 11,2
Enterococcus+E.coli 4 3,3 3 2,6 7 6 1 0,8 8 6,4
Ine baktérie 14 11,6 12 10,3 15 12,7 2 1,6 13 10,4
Celkom 61 50,4 64 55,2 63 53,4 76 61,2 56 44,8

Iné baktérie - (Bacillus sp.; Arcanobacterium sp.; Proteus sp.; Rhodococcus sp.)
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Tabul’ka 2 Vyskyt baktérii v Stvrtovych vzorkach mlieka laktujucich dojnic pocas piatich
vysetreni vykonanych v Stvrtrocnych intervaloch.

Poradie vyS$etreni chovu L. I1. I11. IV. V.
Vysetrené étyrt’ové vzorky 473
mlicka 453 460 483 488
Izolované baktérie n % n % n % n % n %

Staphylococcus aureus. 5 1,1 3 0,7 2 0,4 8 1,7 0,2
Staphylococcus xylosus 24 5,1 21 4,6 6 1,3 25 5,2 16 3,2
Staphylococcus warneri 29 6,1 10 2.2 9 2,0 9 1,9 4 0,8
Staphylococcus chromog. 9 1,9 17 3,8 4 0,9 20 4,1 1,6
Staphylococcus pulvereri 10 2,1 13 2,9 15 33 14 2,9 1,2
Staphylococcus sp. 77 16,3 64 14,1 36 7,8 76 15,7 34 7,0
Streptococcus uberis 11 23 23 5,1 29 6,3 32 6,6 15 3,0
Streptococcus dysgalacie 6 1,3 11 2,4 16 3,5 24 4,9 7 1,4
Streptococcus sp. 17 3,6 34 7,5 45 9.8 56 11,6 22 4,5
Enterococcus sp. + E.coli 8 1,7 25 5,5 17 3,7 2 0,4 13 2,7
Ine baktérie 30 6,3 6 1,3 32 7,0 4 0,8 21 4,5
Celkom 132 | 27,9 | 129 | 28,5 | 130 | 28,2 | 138 | 28,6 90 18,4

Iné baktérie - (Bacillus sp.; Arcanobacterium sp.; Proteus sp.; Rhodococcus sp.)

Graf 1 Dynamika vyskytu patogénnych baktérii v Stvrtovych vzorkach pocas piatich

vySetreniach chovu o priemernom pocte 140 dojnic vySetrovanych v §tvrtrocnych intervaloch.

160
140
— X M
120 —e— Staph. sp.
100 ~ —a— Strept. sp.
80 ;\ Enter.+E.coli
60 \(.//:\\ Iné bakt.
40 / =t == —x— Celkom
20 -— — \
0 T T T T
1. Stv. 2. Stv. 3. Stv. 4. Stv. 5. Stv.

Iné baktérie - (Bacillus sp.; Arcanobacterium sp.; Proteus sp.; Rhodococcus sp.)

Z prezentovanych vysledkov vyplyva:
- Redukcia mastitid vyvolanych druhmi Staphylococcus sp. vyzaduje komplexné
uplatnenie protimastitidnych met6d aliecbu vSetkych nimi infikovanych dojnic

v stade.

- Vysoky bakteriologicky tlak z prostredia a z infikovanych mlie¢nych Zzliaz dojnic

vedie k narastu infekcii vemena dojnic inymi povodcami mastitid pritomnych v stade.

- Ina priek vysSiemu vyskytu enviromentalnych infekcii mliecnej zl'azy s latentnym,
subklinickym a subakttnym priebehom je mozné pri separacii mlieka z infekénych

Stvrti produkovat’ mlieko s obsahom PSB v bazénovej vzorke do 400 000/ml " '.
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