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VPLYV SKRMOVANIA EXTRAKTOV RASTLIN NA OBSAH MASTNYCH
KYSELIN, OBSAH CHOLESTEROLU A ZLEPSENIE OXIDACNEJ STABILITY
MASA HYDINY

Baga M., Marcindak S.', Maté D.!, Certik M.z, Brlejova M.?

! Katedra hygieny a technolégie potravin, Ustav hygieny a technolégie mésa, UVLF, Kosice
? Oddelenie biochemickej technolégie, FCHPT STU, Bratislava

ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo sledovat’ vplyv extraktov klinceka, medovky a repika ako doplnok stravy
na profil mastnych kyselin, obsah cholesterolu a oxida¢nu stabilitu surového mésa a tuku
chladenej hydiny po 11 dnoch skladovania. Oxidacia lipidov bola stanovena metédou
tiobarbiturového c¢isla a vyjadrena ako mnozstvo maldndialdehydu vo vzorkéch stehna
a brusného tuku po 1., 7. a 11. dni skladovania. Antioxida¢na aktivita extraktov vo vzorkach
bola vyjadrena niZ§im tiobarbiturovym c¢islom. Obsah cholesterolu v porovnani s kontrolou
bez pridania extraktov bol taktiez nizsi. Na stanovenie obsahu mastnych kyselin bola pouzita
metdda plynovej chromatografie. Skrmovanie rastlinnych extraktov malo mierny vplyv na
obsah mastnych kyselin v tuku mésa. Vyuzitie skrmovania extraktov klinceka, medovky
a repika by mohlo byt ti¢inné pri zvyseni kvality hydinového mésa.

UvOoD

Spotreba hydinového mésa v poslednych desatrociach vyrazne vzrastla (Pipova a kol., 1995),
¢o sa vSak ned4 povedat’ o kvalite mésa. Jednym z faktorov, ktory ovplyviiuje kvalitu misa, je
oxidacia lipidov (Yanishlieva akol.,1999). Hydinové midso je citlivé k oxidaénému
poskodeniu kvdli jeho vysSej koncentracii polynenasytenych mastnych kyselin (Igene and
Pearson, 1979). Jednou z moznosti ako ochranit’ hydinové miso pred oxidaciou je pridavanie
antioxidantov do krmiva, ktoré chrdnia latky pred devastatnymi ucinkami kyslika. Mnoho
rastlin je prirodzenym zdrojom antioxidantov, ako napriklad medovka lekarska, repik
lekarsky a klinCekovec vonavy (Zheng and Wang, 2001; Giilcin, 2010). Obsahuju
antioxidaéné zlozky, ktoré sa vyraznou mierou podielaji na oxidacnej stabilite maisa.
Skrmovanie rastlinnych extraktov hydine méa okrem vplyvu na oxida¢nu stabilitu médsa aj
vplyv na zniZenie hladiny cholesterolu a antibakteridlne u€inky (Raes a kol., 2004, Lee a kol.,
2004). Cielom experimentu bolo sledovat’ t¢inok skrmovania kombindcie extraktov na obsah
mastnych kyselin, na znizenie hladiny celkového cholesterolu a zlepsSenie kvality a oxidacnej
stability opracovaného chladené¢ho hydinového mésa.

MATERIAL A METODIKA

V pokuse bolo pouzitych 120 ks brojlerovych kuréiat plemena ROSS 308. Kurcatd boli
rozdelené do 3 skupin. Kontrolnd skupina bola, kimena vyhradne KZ HYD 01, HYD 02 a 03
bez pridavku extraktov (K). Pokusna skupina (R+K) bola kfmend KZ HYD 01, HYD 02 a 03
s pridavkom 1 % klin¢ekovca vonavého od 1. ditla vykrmu v krmive a 0,2 % extraktu repika
lekérskeho vo vode. Druhd pokusna skupina (M+K) bola kfmend KZ HYD 01, 02 a 03
s pridavkom 1 % klin¢ekovca vonavého od 1. diha v krmive a 0,2 % extraktu medovky
lekérskej vo vode. Pocas vykrmu (42 dni) mali kurcata pristup ku krmivu a k vode ad libitum.
Priebezne sa sledoval klinicky zdravotny stav zvierat. Po usmrteni zvierat sa odobrali vzorky
stehnovej svaloviny a vnatorného tuku, ktoré boli zabalené¢ do polyetylénovych vreciek
a uskladnené pri teplote 4 °C po dobu 11 dni. Na stanovenie rozkladnych zmien tukov sme
pouzili metodu stanovenia tiobarbiturového cisla (TBA) podla Marcinc¢dk a kol. (2008)
vintervale 1, 7 a 11 dni po zabiti. Stanovenie mastnych kyselin bolo vykonané podl'a Certik
a kol. (2008). Na stanovenie celkového cholesterolu bola pouzitd Liebermann-Buchardova
metdda (Kenny, 1952).



VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabulke 1 st uvedené¢ vysledky stanovenia profilu mastnych kyselin stehna a brusného tuku.
V brusnom tuku sme zaznamenali mierne zvysenie obsahu nenasytenych MK. Vzhl'adom na
to doslo k zvySeniu n-3 a n-6 MK, pricom ale obsah n-3 MK mierne stipol. Pri vzorkach
stehna doslo k poklesu n-6 MK a nasledne k zlepSeniu indexu n-3/n-6. Mézeme konstatovat’,
ze obsah esencidlnych polynenasytenych MK ako st EPA, DHA a DPA sa vo vzorkach stena

vyrazne zvysil.

Table 1 Vysledky stanovenia profilu mastnych kyselin tuku stehna a brusného tuku

Mastne kyseliny Kontrola Medovka Repik
[(w/w), %] Stehno | Brusny tuk | Stehno | Brusny tuk | Stehno | Brusny tuk
C 16:0 19,660 21,740 20,830 21,300 20,870 20,030
C 16:1-9¢ 4,902 5,993 5,240 5,467 5,401 4,885
C 17:0 cyclo 0,104 0,098 0,093 0,100 0,091 0,111
C18:0 5,964 4,817 6,506 5,130 5,960 4,791
C 18:1-9t 0,000 0,118 0,044 0,153 0,090 0,060
C 18:1-9¢ 33,420 35,990 32,460 36,860 33,380 34,880
C18:1-11¢c 2,678 2,619 2,923 2,793 2,978 2,325
C 18:2-9c,12¢ 26,280 23,790 24,040 23,500 24,070 27,590
C 18:3-6,9,12¢ 0,165 0,152 0,182 0,170 0,171 0,177
C 18:3-9,12,15¢ 2,718 2,844 2,590 2,809 2,563 3,257
C 18:2-¢9,t11/19,c11 (CLA) | 0,043 0,066 0,050 0,050 0,090 0,032
C 20:0 0,063 0,050 0,058 0,058 0,059 0,069
C20:1-11c 0,326 0,353 0,336 0,269 0,348 0,360
C 20:2-11c,14c 0,302 0,196 0,360 0,205 0,336 0,241
C20:3-8,11,14c¢ 0,240 0,098 0,317 0,101 0,261 0,110
C 20:4-5,8,11,14c 1,280 0,220 1,641 0,197 1,287 0,258
C 20:3-11,14,17c 0,037 0,016 0,046 0,025 0,046 0,029
C 20:5-5,8,11,14,17¢ 0,074 0,041 0,101 0,033 0,080 0,038
C 22:5-7,10,13,16,19¢ 0,281 0,057 0,368 0,055 0,307 0,072
C 22:6-4,7,10,13,16,19¢ 0,130 0,015 0,191 0,031 0,142 0,032
Suma nasytenych MK 26,140 27,120 27,890 26,990 27,340 25,350
Suma nenasytenych MK 73,390 72,730 71,610 72,850 72,170 74,460
Suma n-3 MK 3,240 2,973 3,296 2,953 3,138 3,428
Suma n-6 MK 28,267 24,456 26,54 24,173 26,125 28,376
Index n-3/n-6 0,115 0,121 0,124 0,111 0,120 0,120

Skrmovanie antioxidantov malo minimalny vplyv na hodnoty celkového tuku v mése
(P>0,05), zistili sme vSak vyrazny vplyv na zniZenie hladiny celkového cholesterolu vo
vzorkach stehennej svaloviny a v brusnom tuku (tabulka 2). NajvacSie rozdiely hodndt
cholesterolu boli stanovené pri vzorkdch kontroly stehna a brusného tuku oproti kombinacii
R+K (P<0,05), kde pridané extrakty signifikantne znizili obsah cholesterolu vo vzorkach. Pri
porovnani kombinacii R+KaM+K, vykazuje kombinacia R+K vyssi pokles hodndt
cholesterolu (P<0,05). Pri porovnavani nasich vysledkov s podobnymi $tidiami (Galvin
akol., 1998; Ciftci akol., 2010), mozme konStatovat, ze skrmovanie  kombinacie
antioxidantov ma vplyv na znizZenie hladiny cholesterolu v hydinovom mase.
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Tab. 2 Obsah celkového tuku a cholesterolu v stehne a brusnom tuku (mg/100g )

Tuk v stehne (%) | Cholesterol v stehne bcrzghes;?;?llkvu

(mg/100g ) (mg/100g)
Kontrola 9,34 +0,28° 1445+ 15,12° 408,5+17,11°
Repik + Klinéek 8,19 £ 1,28° 94,0 & 7,48° 186,5 + 13,50°
Medovka + Klin¢ek 8,80 + 0,13* 124.,0 + 6,95° 329,0 +22.31°

%< _ hodnoty s rozdielnym oznacenim v stipci st $tatisticky rozdielne (P < 0,05)

V tabulke 3 su uvedené vysledky stanovenia TBA ¢isla, ktoré vyjadruje mnozstvo
malondialdehydu (MDA) ako hlavného sekundarneho rozkladného PNMK. Pocas
skladovania doSlo k zvySeniu hodnot MDA, ¢o poukazuje na oxida¢né procesy prebichajuce
v mise. AvSak vzorky s obsahom extraktov vykazovali nizSie hodnoty MDA ako kontrola
(P<0,05). Z vysledkov vyplyva, ze skrmovanie kombinacie extraktov malo vyrazny vplyv na
rozkladné zmeny tukov v porovnani so vzorkami kontroly, ktord dosahovala najvysSie
hodnoty MDA (P< 0,05). Pri porovnani u¢innosti kombindcii extraktov R+K a M+K su
rozdiely Statisticky nevyznamné (P> 0,05). Pridané antioxidanty zvys$ili oxida¢nt stabilitu
hydinového mésa a tym aj kvalitu mésa. Porovnatel'né vysledky v oblasti oxida¢nej stability
po pridani rastlinnych antioxidantov dosiahli Speriiakova a kol.(2007).

Tab. 3 Rozkladné zmeny tukov vyjadrené ako mnoZstvo maléndialdehydu (mg.kg-1) pocas
chladiarenského skladovania

1. den 7. den 11. den
Kontrola 0,132 + 0,035" 0,391 + 0,040 0,539 + 0,064
Repik + Klinéek 0,062 + 0,024 0,249 + 0,021 0,320 + 0,026
Medovka + Klinéek 0,043 + 0,017" 0,237 + 0,020 0,369 + 0,022

** _hodnoty s rozdielnym ozna¢enim v stipci su $tatisticky rozdielne (P < 0,05)
'3 _hodnoty s rozdielnym oznagenim v riadku su $tatisticky rozdielne (P < 0,05)
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VPLYV STRESU NA REPRODUKCNY SYSTEM MATKY
Burkus J.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Na reprodukény trakt matky mozu vplyvat’ rézne negativne faktory, medzi, ktoré patri aj
stres. Stres ma Skodlivy vplyv na reprodukciu najméa pocas gestacie a je spajany s potratom
predasnym pdérodom, nizkou porodnou hmotnost'ou a poskodenim zdravia potomka. Tento
negativny efekt bol preukdzany u viacerych zivo¢iSnych druhov a je sprostredkovany najma
korlitikoliberinom, ACTH a adrenergnymi drdhami (adrenalin, noradrenalin), ktoré aktivujt
os hypothalamus-hypofyza-nadloblicka a inhibuji os hypothalamus-hypofyza-gonady. Toto
minireview prinaSa zhrnutie doposial’ zndmych faktov o vplyve stresu na reprodukcny trakt
roéznych zivociSnych druhov.

UvOD

Za normalnych podmienok je v organizme nastoleny rovnovadzny stav zvany homeostaza.
Faktory, ktoré tento rovnovazny stav narusuju, oznacujeme ako stresory. Stresory ovplyviiuja
homeostazu aj v reprodukénom trakte matky a negativne pdsobia na novovznikajlci zivot.
Vplyv vonkajsich faktorov na reprodukény trakt matky a preimplantaény vyvin bol potvrdeny
aj v predoslych studiach (Fabian a kol., 2010; Fabian a kol., 2011). Odpoved’ou organizmu na
stresové faktory prostredia je aktivacia neurohormondlnych reakcii v organizme, ktorych
ulohou je nastolenie homeostdzy. Pocas stresu sa mobilizuje adaptivne spravanie a periférne
funkcie a naopak obmedzia sa energeticky narocné a vegetativne funkcie ako napriklad
reprodukecia, prijem potravy, travenie a rast.

CHARAKTERISTIKA HORMONALNEHO SYSTEMU PODIECAJUCEHO SA NA
STRESOVEJ REAKCII

Pocas stresovej reakcie sa v organizme aktivuje os hypothalamus-hypofyza-nadoblicka (HPA
— hypothalamaus-pituitary-adrenal) spolu s autondmnym nervovym systémom. Hlavnymi
regulatormi HPA osi st kotikoliberin (CRH — corticotropin-releasing hormone)
a antidiureticky hormoéon (AVP — arginine-vasopressin), produkované paraventrikuldrnymi
neurénmi v hypotalame v nucleus paraventricularis asi uvolfiované do hypotalamo-
hypofyzového portalneho obehu (Chrousos a Gold, 1992). CRH a AVP stimuluji sekréciu
(CRH aj tvorbu) adrenokortikotropného horménu (ACTH — adrenocorticotropic hormone),
ktory nasledne stimuluje sekréciu kortizolu a kortikosteronu z kory nadobliciek (Kalantaridou
a kol., 2004).

Reprodukény systém samic je regulovany prostrednictvom osi hypotalamus-hypofyza-
gonady. Hlavnym regulaénym hormoénom tejto osi je gonadoliberin (GnRH — gonadotropin-
releasing hormone) produkovany v nucleus arcuatus, preoptickej a paraventrikularnej oblasti
hypotalamu aje uvolfiovany do hypotalamo-hypofyzového portidlneho obehu. GnRH
stimuluje sekréciu luteinizacného (LH - luteinizing hormone) a folikulostimula¢ného
hormoénu (FSH — follicle stimulating hormone), ktoré nasledne ovplyviiuji uvolfiovanie
estradiolu a progesteronu vo vajecnikoch (Kalantaridou a kol., 2004). LH a FSH podporuju
sekréciu progesteronu z corpus luteum, ¢o je na zaciatku gravidity nevyhnutné. Nizka hladina
progesterénu v prvych tyzdnoch tehotenstva naznacuje moznost neskorSieho potratu (Arck
a kol., 2008). ZniZena hladina progesterénu je spdsobend znizenym vylu€ovanim LH a hCG
(human chorionic gonadotropin) z corpus luteum. Prolaktin je takisto dolezity pri riadeni
vCasnej gravidity, podiel'a sa na diferencidcii epitelovych buniek, regulacii rastu buniek
trofoblastu, angiogenéze, podiela sa na imunitnych reakcidch azohrava ulohu aj pri
implantacii.
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U hlodavcov stres inhibuje sekréciu prolaktinu a progesteronu (Parker a Douglas, 2010).
Psychologicky stres navodzuje zmenu cytokinovej aktivity, ¢o pocas tehotenstva naruSuje
krehkt cytokinova rovnovéhu (Blois a kol., 2004). Stresom indukované cytokiny inhibuju
v mozgu aktivitu GnRH a tym aj sekréciu LH (Matsuwaki a kol., 2003).

Stres takisto stimuluje autondmny nervovy systém, ¢o ma za nasledok zvySenu produkciu
adrenalinu, noradrenalinu a dopaminu v chromatofinnych bunkach drene nadoblicky aich
vyplavenie do krvného obehu (Javorka a kol., 2009).

STRES A REPRODUKCIA

Stres ma Skodlivy vplyv na reprodukciu najmi pocas gesticie a je spajany s potratmi,
predcasnym poérodom, nizkou pdrodnou hmotnostou a poskodenim zdravia novorodenca.
Vystavenie matky chronickému stresu pocas v€asného alebo neskorého tehotenstva ma za
nasledok dlhodobé poruchy ako napriklad kardiovaskularne poruchy, depresie a iné (Parker
a Douglas, 2010). Na stres najviac citlivym obdobim je v€asna gravidita (Glynn a kol., 2001).
Studie takisto nazna¢uji, Ze stresujiice Zivotné situacie redukuju $ance na uspes$nu in vitro
fertilizaciu (Ebbesen a kol., 2009). Gravidné mysi vystavené imobilizacnému stresu v prvych
diioch gravidity mali zniZzeni hladinu progesteronu v sére, zvySil sa unich pocet
abnormalnych Zltych teliesok a znizil sa pocet mlad’at vo vrhu (Wiebold a kol., 1986).
U potkanov stres pocas gravidity spdsobuje luteolyzu, poskodenie plodu a potrat (Mairesse
a kol., 2007). U oviec kratkodobé vyvolanie stresu (1 h na druhy a treti defi po koncepcii)
ovplyvnilo rast plodu a dizku gravidity (Smith a kol., 2008). Stres spésobeny obmedzenim
pohybu zniZil u mysi pocet oocytov, ktoré dosiahli Stddium blastocysty, a zniZzil aj priemerny
pocet buniek v blastocystach. Stres navodeny pocas rastu a maturacie oocytov znizil vyvinové
schopnosti oocytov. Podanie kortizolu mySiam (50 mg/kg telesnej hmotnosti) znizilo pocet
buniek v blastocystach (Zhang a kol., 2011).

Mechanizmus, akym stres poskodzuje vyvin embrya a plodu, je z velkej Casti neznamy. Je
vSak zname, ze glukokortikoidy prechadzaju do vajecnikov cez krvné rieCisko a aktivuju
glukokortikoidové receptory pritomné v bunkach vajecnikov (Tetsuka a kol., 1999). HPA os
ovplyviiuje HPG os prostrednictvom CRH, ACTH a adrenergnymi signalnymi drahami, ktoré
inhibuju sekréciu GnRH, glukokortikoidy znizuju sekréciu LH v hypofyze, ¢o mé vplyv na
znizené vyluCovanie progesteronu a estrogénu (Chrousos a kol., 1998). Aktivacia HPA osi
prostrednictvom stresu poOsobi inhibi¢ne na reprodukény systém samic, ato na vSetkych
urovniach (hypotalamus, hypofyza, vaje¢niky, maternica), a je zodpovedna za amenoreu,
ktord bola pozorovand pri stavoch izkosti, depresie, pri podvyzive a poruchach stravovania
(Chrousos a kol., 1998).

CRH utlmuje uvol'fiovanie GnRH z hypotalamu, glukokortikoidy zna¢ne redukuju sekréciu
LH a takisto inhibuju estradiolom stimulovany rast maternice (Sakakura a kol., 1975; Rabin
a kol., 1990). CRH vplyva inhibi¢ne na produkciu vaje¢nikovych streroidov a tento vplyv je
sprostredkovany interleukinom 1 (Calogero a kol., 1996). Ovaridlny CRH je preto spéjany
s pred¢asnou poruchou funkcie vaje¢nikov u zien vystavenych velkému stresu (Bromberger
a kol., 1997). CRH ma vsak v reprodukénom systéme aj fyziologické funkcie. Je dolezity pre
implantadciu apri procesoch, ktoré chrdnia plod pred imunitnym systémom matky
(Makrigiannakis a kol., 2001) a takisto jeho vplyvom sa aktivuju kaskady, ktoré chrania
maternicu pred kontrakciami pocas tehotenstva (Grammatopoulos a Hillhouse, 1999).
V endometriu potkana je v mieste implanticie koncentracia CRH 3,5-krat vysSia ako
v periimplanta¢nych oblastiach (Makrigiannakis a kol., 1995). Lokalne produkovany CRH
podporuje implantaciu a zachovanie gravidity. CRH a jeho receptory boli identifikované vo
vajecnikoch, v endometriu, v trofoblaste a syncytiotrofoblaste (Kalantaridou a kol., 2004).
V T'udskych oocytoch CRH nie je pritomny, ale prebicha tam expresia CRH génu a jeho
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receptrora CRHR-1. CRH teda moéze vplyvat autokrinne alebo parakrinne na maturaciu
folikulov (Asakura a kol., 1997).

Opakované vystavenie socidlnemu stresu zvysuje hladinu kortikosteronu u samic potkanov
v prvej polovici gravidity (Stefanski a kol., 2005). Zaujimavé je, Ze estrogén produkovany
vajeCnikmi stimuluje os HPA. Tehotné Zeny a Zeny podstupujuce estrogénovu terapiu mali
zvySenu hladinu volného kortizolu v porovnani s kontrolnou skupinou (Chrousos a kol.,
1998). Estrogén priamo stimuluje promotor CRH génu a centralny adrenergny systém
(Kalantaridou a kol., 2004).

Stres moze vplyvat na reprodukény systém matky aj prostrednictvom katecholaminov
(adrenalin, noradrenalin, dopamin). Ich pritomnost’ bola potvrdena vo folikularnej tekutine aj
v tekutine vajcovodov réznych Zivoéisnych druhov (Cikos a kol., 2011). Transkripty B-2 a B-
3 adrenergnych receptorov su pritomné v mySacich ovulovanych oocytoch aj
v preimplantaénych embryach. Expresia (-2 adrenoreceptora bola potvrdend aj na Urovni
proteinu, ¢o poukazuje na to, ze funk¢na signalizacia tohto receptora je pritomna v bunkach
preimplantaéného embrya. Z alfa adrenegrgnych receptorov je v preimplantaénych embryach
pritomny len a2C-adrenoreceptor (Ciko$ a kol., 2005; Ciko$ a kol., 2007). Katecholaminy
vyskytujuce sa v reprodukénom trakte mozu pochadzat’ z krvného obehu matky, z inervacie
reprodukénych organov alebo z parenchymovych buniek a buniek stomy reprodukéného
traktu. Pritomnost’ adrenalinu a noradrenalinu bola potvrdend v tkanive vajcovodu ¢loveka
akravy (Ciko§ akol, 2011). Mysacie embrya kultivované in vitro s pridavkom p-
adrenergnych a a-adrenergnych agonistov do média mali signifikantne nizsi pocet buniek a
aj podiel embryi, ktoré dosiali $tadium blastocysty, bol niz§i (Cikos a kol., 2005; Cikos a kol.,
2007). Podanie inhibitorov monoaminovych oxidaz (enzymy degradujuce monoaminy)
samiciam potkana malo za nasledok zvySenie hladiny noradrenalinu a serotoninu, ¢o viedlo
k zvySenému vyskytu degenerovanych embryi a embryi niz§ich vyvinovych $tadii (Mihalik
a kol., 2010). Funkcia adrenergnych receptorov v embryu je ale stale malo zndma. Ziskané
poznatky vSak nasvedcuju, Ze tieto receptory mozu sprostredkovat’ niektoré negativne vplyvy
materského prostredia (stres) na vyvijajice sa embryo (Cikos a kol., 2011).
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VPLYV PODMIENOK GASTROINTESTINALNEHO TRAKTU NA PREZiVANIE
PROSPESNYCH BAKTERIi PRODUKUJUCICH EXOPOLYSACHARIDY V IN
VITRO PODMIENKACH

Borovska D., Nemcova R., Mudronova D.

Katedra mikrobioldgie a imunologie, Komenského 73, Kosice, Slovensko

ABSTRAKT

Cielom prace bolo skiamat’ vplyv vonkajSich podmienok imitujucich prostredie GIT (pH,
zI¢ové soli, traviace enzymy) a vysokej teploty na prezivanie prospesSnych baktérii
produkujucich exopolysacharidy v in vitro podmienkach. V experimente bolo pouzitych 5
kmetiov s fenotypickym prejavom tvorby exopolysacharidov (EPS") na MRS médiu
s vysokym obsahom sachar6zy a 5 kmetlov bez fenotypického prejavu tvorby
exopolysacharidov (EPS). Po opracovani baktérii zalido¢nou, duodenélnou a ¢revnou $tavou
bola stanovena ich Zivotaschopnost pomocou prietokovej cytometrie. Zo ziskanych
vysledkov vyplyva, ze EPS " laktobacily boli rezistentnejsie voéi zaludkovej a érevnej §tave
nez EPS™ kmene. Signifikantne najrezistentnejSie voci Zaludkovej Stave boli kmene B2/6,
B6/1, 10/1 a 2/6 (p<0,001). Naopak EPS " kmene boli citlivejsie vo¢i duodendlnej $tave.
Jedingm EPS * kmefiom s vysSou rezistenciou vo¢i duodendlnej $tave bol kmeii 2/6. Voci
posobeniu vysokej teploty (70° C) bol najrezistentnej$i EPS ~ kmeni L81. Z EPS " kmefiov
najvyssiu rezistenciu vykazoval kmeii B6/1.

UvOoD

Schopnost’ prospesnych mikroorganizmov prezivat arozmnoZovat sa v hostitelovi silne
ovplyviiuje ich pozitivny ac¢inok. Baktérie by mali byt metabolicky stabilné a aktivne
v produkte a prezivat’ pocas pasaze gastrointestinalnym traktom (GIT) vo vysokych poctoch
(Gilliland, 1989). V zdujme zvySenia prezivania probiotickych mikroorganizmov pri
nepriaznivych podmienkach sa vyskum v potravinarskom priemysle zameriava na vyber
kmeniov odolnych voci kyselinam a ZI¢i, na pouzivanie obalov neprepustajucich kyslik, na
dvojstupiiovll fermentaciu, adaptaciu na stres, na inkorporaciu mikrozivin a na enkapsulaciu
(Vidhyalakshmi a kol., 2009). Enkapsulacia sa vyskytuje aj prirodzene ked baktérie rastu
a produkuju exopolysacharidy (EPS). Bakteridlne EPS nie st vyuzivané ako zdroj energie pre
produkujuce mikroorganizmy. Poskytuji baktéridm ochranu voc¢i napadnutiu  fagmi,
vyschnutiu, vo¢i osmotickému stresu, antibiotikdm, fagocytéze. EPS hraju doélezitu tlohu
nielen v ochrane buniek v roznych prostrediach ale aj v rozpoznavani buniek, v adherencii na
rozne povrchy a vtvorbe biofilmov ulahcujucich kolonizaciu rbéznych ekosystémov
(Looijesteijn a kol., 2001).

Cielom prace bolo skimat’ vplyv vonkajSich podmienok imitujacich prostredie GIT (pH,
zl¢ové soli, trdviace enzymy) a vysokej teploty na prezivanie prospesnych baktérii
produkujucich exopolysacharidy v in vitro podmienkach.

MATERIAL A METODY

Bakteridlne kmene

V experimente bolo pouzitych 5 EPS’ kmetiov: Lactobacillus sp. 26, 10/1, 2/6 izolované
z Creva prasiat a Lactobacillus sp. B6/1, B2/6 izolované z ¢reva bazantov. Kmene bez
fenotypického prejavu tvorby EPS boli nasledovné: Lactobacillus plantarum L81 — izolovany
z trusu ciciakov, Lactobacillus casei Lc — izolovany z trusu tel'ata, Lactobacillus fermenrum
2I3 — 1izolovany zcrevného obsahu kury domacej a probiotické komeréné kmene
Lactobacillus rhamnosus (Lyofast LRB) a Lactobacillus acidophillus (Lyofast LA3).
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Testovanie vplyvu podmienok imitujucich prostredie GIT

V experimente boli pouzité¢ Zzaludo¢nd, duodendlna a crevna Stava, ktoré boli pripravené
podla metodiky Salazar a kol. (2011). Zaladoéna §tava (pH 2,5) pozostavala z 125 mmol
NaCl, 7 mmol KCI, 45 mmol NaHCO; a 3g/l pepsinu. Duodendlna stava (pH 8) bola
pripravena z 1% bovine bile. Crevna §tava (pH 8) pozostavala z 0,3% bovine bile a 0,1%
pankreatinu. Pred pouZzitim boli vSetky Stavy sterilizované filtraciou. Jednotlivé §tavy sme
rozpipetovali do skimaviek po 4,9 ml a do kazdej skaimavky sme pridali po 0,1 ml dane;j
bakterialnej kultary, ktora bola defi vopred inkubovand v MRS bujone pri teplote 37°C  po
dobu 18 hodin. Vzorky sme inkubovali v trepacke pri teplote 37°C po dobu 15 mintt pre
duodenalnu $tavu, 90 minut pre zalidoc¢nu Stavu a 120 minat pre ¢revnu Stavu. Pred a po
ukonceni inkubacie boli odobraté vzorky na stanovenie zivotaschopnosti baktérii pomocou
prietokovej cytometrie.

Testovanie vplyvu vysokej teploty
Do skumaviek sme rozpipetovali po 4,9 ml MRS bujonu, vopred prefiltrovaného cez
bakteriologicky filter a pridali sme 0,1 ml kultary, ktord bola inkubovand v termostate pri
teplote 37°C po dobu 18 hodin. Potom sme vzorky nechali inkubovat’ 10 minut pri teplote
70°C. Pred apo inkubécii sme odobrali vzorky na stanovenie Zivotaschopnosti baktérii
pomocou prietokovej cytometrie.

Stanovenie prezivania baktérii prietokovou cytometriou

Pre stanovenie prezivania baktérii bolo pouzité farbenie propidium jodidom (PI) s naslednou
analyzou na prietokovom cytometri BD FACSCanto'™ (Becton Dickinson Biosciences, USA)
s pouzitim programu BD FACS Diva' software. Vzorky boli pripravené zmiesanim 50 pl
bunkovej kultary v prislusSnom médiu s 447 ulPBS a 3 pl zésobného roztoku PI
s koncentraciou 1mg PI/ml. Pre samotné meranie bol na excitidciu pouzity 488 nm modry
laser a fluorescencia bola merand pri 670 nm (FL3). Poloha mikroorganizmov bola
ohranicend na dot plot grafe pouzitim nastavenia SSC (Side Scatter) oproti FSC (Forward
Scatter). Vzorky boli merané 30 sektnd pri nizkej rychlosti prietoku tekutiny (10 pl.min™).
Pre stanovenie poctu zivych a mftvych baktérii bol pouzity histogram a dot plot s nastavenim
fluorencencie FL3 oproti SSC, pri¢om pri prepocte boli brané do ivahy pouzité riedenia.

Statisticka analyza
Vysledky boli vyhodnotené jednorozmernou analyzou rozptylu (ANOVA) s doplnkovym
Tukeyho testom v Statistickom programe GraphPad Prism verzia 3.00.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Percento uhynu EPS ~ laktobacilov je uvedené v tabulke 1 apercento thynu EPS *
laktobacilov v tabulke 2. Na obrazkoch 1 a2 st priklady histogramov z prietokového
cytometra, podl'a ktorych bola vyhodnocovana prezivatel'nost’ testovanych laktobacilov.
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Tab. 1. Percento tthynu laktobacilov EPS ™ v stresovych podmienkach

- Za!u,docna Du(v)(fenalna Crevna $tava Vysoka teplota
Kmei Stava Stava (120 min) (70°C, 10 min)
(90 min) (15 min) i

L8&1 - EPS - 77,3+1,94 12,3 +4,35 100+ 0 84,1 +0,82
L 2I- EPS - 98,5+ 0,42 26,6 £ 2,02 100+ 0 96,4+ 2,11
Lc -EPS- 98,9 +0,77 40,8 + 11,26 100+ 0 96,0+ 0,24
LRB -EPS - 92,1+1,12 35,7 £ 3,07 100+ 0 97,7+ 1,06
LA3- EPS - 51,4+2,01 27,6 £6,62 100+ 0 98,2+0,71

Tab. 2. Percento thynu laktobacilov EPS * v stresovych podmienkach

Kmes Zalido¢na §Pava Du(g)gzi,l;ilna Crevna §tava Vysoka teplota
(90 min) (15 min) (120 min) (70°C, 10 min)
26/1- EPS + 17,1+ 7,38 51,4 + 16,44 97.9+0.30 98,1+ 0,14
B6/1 -EPS + 2,1+ 1,63 72,6 £ 0,90 9.2+1.24 92,8 +1,59
B2/6 -EPS +. 1,0£0,20 64,1 + 3,17 8.2+0.35 95,8+ 1,75
10/1 -EPS +. 3,5+0,11 48,7 + 9,05 87.9+0.94 98,1 +0,87
2/6 - EPS+ 2,9+£0,66 14,7 £ 2,80 75.9+4.08 97,4 0,16

Zo ziskanych vysledkov a Statistickej analyzy vyplyva, ze EPS laktobacily boli
rezistentnejSie  vo¢i  zalidocnej acrevnej Stave nez EPS  kmene. Signifikantne
najrezistentnejSie voci zaludocnej st'ave boli kmene B2/6, B6/1, 10/1 a 2/6 (p<0,001). Naopak
EPS * kmene boli citlivejsie vo¢i duodenalnej §tave. Jedingm EPS * kmefiom s vyssou
rezistenciou voc¢i duodendlnej stave bol kmen 2/6 (p<0,05). Voci posobeniu vysokej teploty
(70° C) bol najrezistentnejsi EPS kmeii L81. Z EPS " kmefiov najvyssiu rezistenciu vykazoval
kmen B6/1. Nase vysledky poukazuji na vyznam exopolysacharidov v ochrane baktérii voci
nizkemu pH a zI¢i. Izolacia prirodzene EPS produkujucich probiotickych kmetniov pontka
vel'a selektivnych vyhod a ukazuje cestu pre vyvoj funkénych potravin a krmiv s obsahom
prirodzene EPS produkujucich probiotik. Takéto probiotikd by zlepSovali Zivotaschopnost’
kmenov pocas pasdze GIT.

Obr. 1. Histogramy pre EPS ™ Lactobacillus sp. B2/6 vyjadrujuce zastapenie Zivych
a mrtvych baktérii pred (a) a po 90 minttovej inkubacii (b) v zalidocnej $tave
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Obr. 2. Histogramy pre EPS ™ Lactobacillus casei Lc vyjadrujice zastipenie zivych
a mftvych baktérii pred (a) a po 90 minutovej inkubadcii (b) v zalido¢nej Stave
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VPLYV TYMIANOVEJ SILICE (THYMUS VULGARIS) NA VYBRANE
BIOCHEMICKE PARAMETRE V PLAZME KURCIAT
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ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo zistit' vplyv tymidnovej silice (Thymus vulgaris L.) na vybrané
biochemické parametre v plazme kurciat. V pokuse bolo pouzitych 27 jednodnovych kurciat
plemena Isa Brown, rozdelenych do troch skupin po devit zvierat a kfmenych nasledovnymi
diétami — kontrola bez oleja; kontrola so slnecnicovym olejom (1%); tymianova silica
(0,05%) - do veku 11 tyzdinov. Potom bolo nahodne vybranych osem zvierat zkazdej
skupiny, ktorym bola odobrana krv na stanovenie niektorych biochemickych parametrov v
plazme: celkové bielkoviny, AST, Ca, albumin, Mg a cholesterol.

Pridavok tymidnovej silice do diéty mal za nasledok signifikantné¢ zvySenie plazmatickej
koncentracie  celkovych bielkovin v porovnani s kontrolnou skupinou bez pridavku
slneCnicového oleja. Koncentracia AST v plazme bola signifikantne niZSia po pridani tymidnu
v porovnani s kontrolnou skupinou bez pridavku oleja. V kontrolnej skupine s pridavkom
slne€nicového oleja doSlo k signifikantnému poklesu koncentracie AST v porovnani
s kontrolnou skupinou bez pridavku oleja. Koncentracia plazmatického véapnika bola
signifikantne nizS$ia po pridani tymidnovej silice v porovnani s kontrolnou skupinou bez
pridavku oleja. Ostatné sledované parametre neboli signifikantne zmenené pridavkom
tymianovej silice.

UvOD

Thymus vulgaris L. je trvaca bylina rasttca v strednej a juznej Eurdpe, Afrike a Azii, bohata
na éterické oleje a antioxidacné fenolové latky (WHO, 1999). Listky tymianu a jeho éterické
oleje boli oddavna pouzivané na ochucovanie jedal, aromatizaciu a konzervaciu misa a ryb
atieZ boli sucastou tradi€nej mediciny. Hlavnymi zlozkami éterického oleja tymidnu su
borneol, tymol, karvakrol melyléter, kampfén, o-humulén a karvakrol (Bounatirou a kol.,
2007). Prave tieto zlozky vykazuju zna¢né antioxida¢né a antimikrobidlne vlastnosti, kvoli
ktorym su v poslednych rokoch stale CastejSie Studované ako mozna nahrada za doteraz
pouzivané chemické latky v huménnej aj veterinarnej medicine.

Cielom naSej prace bolo zistit’ vplyv tymianovej silice na vybrané biochemické parametre
v plazme kur¢iat.

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 27 ks 1-diovych kurciat plemena Isa Brown z liahne Parovské
Hije. Boli rozdelené do troch skupin po 9 zvierat a kfmené nasledujiicimi diétami (1. —
kontrola bez oleja; 2. — kontrola so slne¢nicovym olejom 1%; 3. — tymianova silica 0,05%) do
veku 11 tyzdnov. Kurc€atd boli umiestnené na pilinovej podstielke, teplota bola udrziavana
v zévislosti od veku (32°C prvy tyzden s postupnym zniZovanim o 2°C tyZdenne). Krmivo
(BIOFER, Presov, SR) aj voda boli podavané ad libitum. Zlozenie diét v skupinach je
uvedené v Tab.1.
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Tab. 1. Kfmenie kurciat

1. Kontrola I (bez oleja) 1.-10. deni 200g krmiva
skupina 10.-30. denn 400g krmiva
Po 30. dni 630g krmiva
2. Kontrola II (so 1.-10. dert 200g krmiva + 2ml slnecnicovy olej
skupina slne¢nicovym olejom 1%) 10.-30. deit 400g krmiva + 4ml slne¢nicovy olej
Po 30. dni 630g krmiva + 6,3ml slne¢nicovy olej
3. 0,05 % Tymianova silica 1.-10. deti 200g krmiva + 2ml slneénicovy olej + 0,1 ml tymian
skupina 10.-30. dent 400g krmiva + 4ml slne¢nicovy olej + 0,2 ml tymian
Po 30. dni 630g krmiva + 6,3ml slne¢nicovy olej + 0,315 ml tymian

Na stanovenie jednotlivych biochemickych parametrov boli pouzité vzorky plazmy z krvi
O0smich pokusnych zvierat ndahodne vybranych zkazdej skupiny po uplynuti jedenastich
tyzdnov. Na analyzy boli pouzit¢ komeréné kity firiem RANDOX Laboratories Ltd., UK
a PLIVA-Lachema Diagnostika sr.0., CR. Vzorky boli analyzované podla prislusnych
navodov amerania prebichali pri predpisanych vlnovych diZkach na spektrofotometri
GENESYS 10 UV.

Vysledky su vyjadrené ako priemery = S.E.M. Statistickd vyznamnost bola stanovena
jednocestnou analyzou variancie (ANOVA) a Tukey post-hoc testom.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Graf 1. Graf 2.
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Pridavok tymlanove] s111ce do dlety mal za nasledok s1gn1ﬁkantne zvySenie hladiny celkovych
bielkovin (graf €. 1) v plazme kurciat v porovnani s kontrolnou skupinou bez pridavku slne¢nicového
oleja.
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Ibrahim a kol. (2001) uskuto¢nili pokus s kralikmi, ktorym podavali bazalnu diétu (kontrola)
a bazalnu diétu s pridavkom tymianu v pomere 1:1. Oproti kontrole zaznamenali signifikantné
zvysenie koncentracie celkovych bielkovin v plazme.

Rovnako aj El-Ghousein a Al-Beitawi (2009) dosiahli signifikantné¢ zvySenie koncentracii
plazmatickej glukoézy, celkovych bielkovin a globulinu u brojlerovych kurciat kfmenych po
dobu 42 dni pridavkom tymidnu v koncentraciach 1%; 1,5% a2%. Tiez zaznamenali
signifikantny pokles koncentracii triglyceridov a cholesterolu v plazme.

Hladina AST (graf ¢. 2) vplazme bola signifikantne nizSia po pridani tymidnovej silice
v porovnani s kontrolnou skupinou bez pridavku oleja. V kontrolnej skupine s pridavkom
slneCnicového oleja doslo k signifikantnému poklesu hladiny AST v porovnani s kontrolnou
skupinou bez pridavku oleja.

V §tadii Gerzilova a kol. (2011) bol do bazélnej diéty jednodinovych pekinkskych kacic
pridavany premix bylin (rozmarin, tymian, bazalka, oregano a Skorica, kazda v mnozstve
0,03%) po dobu 63 dni. Na konci pokusu boli stanovené nasledovné biochemické parametre
vsére: AST, ALT, GGT, triglyceridy, celkovy a HDL cholesterol a kreatinin. Bolo
zaznamenané signifikantné zniZenie koncentracii triglyceridov (P<0,01) a celkového
cholesterolu (P<0,01) v sére, o mdze byt spojené s antistresovym u¢inkom bylinného
premixu na pekinkské kacice.

Podobné¢ vysledky dosiahli aj Abdulkarimi akol. (2011). Vo svojej §tadii pouzili 160
jednodinovych kurciat, ktorym po dobu 42 dni podéavali vodny extrakt tymidnu v mnoZzstvach
0,2; 0,4 a0,6%. Vo vsetkych skupiniach bol zaznamenany pokles celkového cholesterolu
a triglyceridov (P<0,01) oproti kontrole.

Pridavok tymidnove;j silice do diéty signifikantne znizil hladinu vépnika (graf ¢. 4) v plazme
v porovnani s kontrolnou skupinou bez pridavku oleja.

Ostatné sledované parametre neboli signifikantne zmenené pridavkom tymianovej silice, ¢o
koreSponduje aj s udajmi, ktoré uviedli Toghyani a kol. (2010), ked’ po pridavku tymidnu
vmnozstve 10gkg' do krmiva kurdiat za sledované obdobie 6 tyzdiiov nedoglo
k signifikantnym zmendm v koncentraciach cholesterolu, albuminu, celkovych bielkovin, ani
triglyceridov.

Vysledky nasho pokusu naznacuji, ze pridavok tymianu do potravy kuréiat zvysil
koncentréaciu celkovych bielkovin a zniZil koncentracie AST a vapnika v plazme. Plazmatické
hodnoty hor¢ika, cholesterolu a albuminu neboli signifikantne zmenené.
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DETEKCIA IN VITRO UCINKU ANTIHELMINTIK NA CITLIVU A
REZISTENTNU POPULACIU PARAZITA HAEMONCHUS CONTORTUS
Dolinskd M., Varady M.

Parazitologicky ustav, SAV, Hlinkova 3, 040 01,KoSice

ABSTRAKT

Intenzivne a nesystémové pouzivanie antihelmintik nielen voci gastrointestindlnym parazitom
vedie k neziadiicemu stavu - vzniku rezistencie. Rezistencia predstavuje celosvetovy problém
a mozno ju detegovat’ za pomoci in vivo a in vitro metdd. In vitro metody — test vyvinu lariev,
test inhibicie prijmu potravy larvami, mikromotility test a modifikovany test migracie lariev
su schopné detegovat’ rezistenciu voc¢i makrocyklickym lakténom (ML), ale citlivost’ tychto
metdd nie je dostatocnd. NaSim cielom preto bolo vybrat medzi spominanymi metédami
najcitlivejsiu a najspolahlivej$iu metddu na detekciu rezistencie voci ML. V experimente sme
pouzili dva citlivé a pat’ rezistentnych kmeiiov gastrointestinalnych parazitov Haemonchus
contortus. Vysledky testov boli analyzované pomocou logitsového regresného modelu a boli
prezentované ako hodnoty LDso/LDgg. Z tychto hodndét boli nésledne urcené faktory
rezistencie. Pri teste vyvinu lariev bola ich hodnota v rozsahu od 0,68 do 60,95 pri pouziti
roznych derivatov ivermektinu. Pri mikromotility teste boli faktory rezistencie medzi 1,00 az
a rezistentnymi izolatmi boli zistené pri teste migracie lariev kde sa faktory rezistencie
pohybovali od 1,70 do 17,20 pri pouziti lie¢iva ivermektin. Zo ziskanych vysledkov mozno
konStatovat,, Ze test vyvinu lariev, mikromotility test a test migracie lariev st vhodnymi
metddami na detekciu rezistencie vo¢i ML.

UvoD

NajcastejSimi podvodcami gastroenteritid u oviec zo skupiny parazitov s Haemonchus
contortus, Teladorsagia circumcincta a Trichostrongylus colubriformis. Tieto parazity
znizuju Gzitkovost, spOsobuji ochorenie ale aj uhyn napadnutého organizmu, teda
ekonomické straty. Voci takémuto neziaducemu parazitarnemu ochoreniu mozno bojovat
a zaroven mu predchadzat pouZivanim Sirokospektralnych antihelmintik. S nespravnym
pouzivanim danych lie¢iv moéze byt spojeny vznik rezistencie. Rezistencia je schopnost
parazitov preZit' terapiu doporuc¢enou davkou lieciva (Sangster, 1999) a predstavuje vazny
celosvetovy problém ato hlavne v krajinach s rozvinutym chovom oviec, ako je Juzna
Amerika, Afrika, Novy Zéland a Australia. V sG€asnosti st nematddy rezistentné voci
vSetkym druhom antihelmintik.

In vivo ain vitro testy sluZia na detekciu rezistencie voci antihelmintikam. /n vivo testy st
cenovo drahS$ie, casovo naro¢nejSie a nickedy charakterizované nizkou preukdzatelnostou
vysledkov (Varady a Corba, 1999). In vitro testy pouzivané na detekciu rezistencie vo&i ML
maju znizenu citlivost ¢o znamena, ze nedokdzu presne identifikovat' rezistentni cast’
populacie. Nasim cielom preto bolo vybrat' najvhodnejsiu citliva a spolahlivii metédu na
detekciu rezistencie vo¢i ML adanti metddu nésledne pouzit pri monitoringu vyskytu
rezistencie vo¢i ML na Slovensku.

MATERIAL A METODIKA

Prvym krokom pre vykonanie in vitro testov je izolacia vajicok zo vzoriek trusu oviec.
Vajicka sme ziskali premyvanim cez tri na seba naukladané sita o réznom priemere 6k — 250,
100 a 25pum. Vajicka helmintov skoncentrované na najspodnejSom site sme ziskali flotaciou
pomocou centrifugacie. Nasledne sme ur¢ili ich pocet, pripadne sme ich nechali vyvinut’ do
vyvinového Stadia L1, L2 alebo L3. Vajicka alebo larvy sme nésledne pouzili pre in vitro
testy. Zakladnym principom in vitro testov je pdsobenie réznych koncentracii antihelmintika
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— ivermektinu, ivermektin aglykonu a eprinomektinu na vyvijajuce sa alebo infekéné larvy
(L3) parazitov Haemonchus contortus. V experimente sme pouzili dva citlivé (ISE, McM)
a pat’ rezistentnych kmenov (MOF23, CAVR, ISE-S, ISE-ST, WR) parazitov Haemonchus
contortus.

Modifikovany test migracie lariev bol uskutocneny podl'a metody opisanej podla Kotzeho
a kol. (20006), test vyvinu lariev bol vykonany podl'a Colesa a kol. (2006), pre mikromotility
test sme pouzili metddu podla Folza akol. (1987) atest inhibicie prijmu potravy bol
uskutoéneny podl'a Alvarez-Sancheza a kol. (2005).

Vysledky testov su interpretované ako hodnota LDsy (koncentracia antihelmintika, ktora
zabrani vyvinu 50% lariev do §tadia L3) a hodnota LDy (koncentracia antihelmintika, ktora
zabrani 99% vyvinu lariev do infek¢éného Stadia L3). Hodnoty sme uréili pomocou
logaritmického koncentraéného logitsového modelu (Waller akol., 1985). Porovnanim
hodnét LDsp/LDgg rezistentného a hodnot LDso/LDyg citlivého kmena sme uréili faktory
rezistencie (RF), ktory vyjadruje kolkokrat je hodnota rezistentného kmena vécSia oproti
hodnote citlivého kmena.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tabul'k4dch 1 a 2 uvadzame porovnanie (faktory rezistencie RF) rezistentnych a citlivych
izolatov parazita Haemonchus contortus pri teste vyvinu lariev (tab. 1), mikromotility teste
a teste migracie lariev (tab. 2). Vysledky testu inhibicie prijmu potravy nie su prezentované
z dovodu vysokej variability prijmu fluoresceinom znacenej potravy, ¢o nam neumoznilo
vypocitat’ davkova odpoved’ pre tento test.

Tab. 1
Kmene ivermektin ivermektin aglykén  eprinomektin
RF50 RF99 RF50 RF99 RF50 RF99
MOF23/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 29.3 11.68 9.53
ISE-ST/McM 7.72 14.23 17.70 60.95 16.09 11.54
MOF23/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 4.90
ISE-S/ISE 3.9 1.71 21.76 9.54 11.54 4.21
ISE-ST/ISE 7.89 7.06 23.95 19.84 15.78 5.02
Tab. 2
Kmene Mikromotility test Test migracie lariev
IVM EPM IVM IVM
RF50 RF50 RF50 RF99
WR/McM 57.81 10.31 3.68 3.12
CAVR/McM 2.67 12.50 2.71 7.17
MOF23/McM 1.00 3.87 2.06 12.27
ISE-S/McM 49.89 11.88 3.54 17.20
ISE-ST/McM - - 4.90 8.16
WR/ISE 108.05 26.65 2.24 2.92
CAVR/ISE 5.00 32.32 2.24 6.70
MOF23/ISE 1.87 10.00 1.70 11.45
ISE-S/ISE 93.25 30.69 2.92 16.06
ISE-ST/ISE - - 4.04 7.62

27



ML su lieciva, ktoré zvysuju permeabilitu bunkovych membrén pre chloridové i6ny, ¢im
spdsobuju paralyzu pazeraka (Geary a kol., 1993) a somatickej svaloviny nematodov (Gill a
kol., 1991), ztohto dovodu in vitro testy pouzivané pri detekcii rezistencie vo¢i ML
porovnavaju paralyzu u citlivych a rezistentnych kmenov.

Nase vysledky in vitro testov pri pouziti ivermektinu a jeho derivatov poukazuji na zvySenu
citlivost’ testov na rozdiel od inych publikacii, kde faktory rezistencie boli nizke (2 — 4 pri
teste vyvinu lariev). Cim je faktor rezistencie vy$si, tym je dana metoda z pohladu detekcie
rezistencie citlivejSia a spol’ahlivejSia. Pri teste vyvinu lariev bola hodnota RF v rozsahu od
0,68 do 60,95 pri pouziti réznych derivatov ivermektinu. Pri mikromotility teste boli nami
zistené faktory rezistencie vrozmedzi od 1,00 do 108,05 pri pouziti lie¢iva ivermektin
teste migracie lariev kde sa faktory rezistencie pohybovali od 1,70 do 17,20 pri pouziti lieiva
ivermektin. Zo ziskanych vysledkov mozno konstatovat,, ze test vyvinu lariev, mikromotility
test a test migracie lariev sit vhodné metddy na detekciu rezistencie voci ML a mdézeme ich
zahrnit’ do terénneho monitoringu rezistencie parazitov na Slovensku..
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VIRULENCIA A MOBILNE GENOVE ELEMENTY U KURACICH E.COLI
Drugdova Z.
Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Nas vyskum bol zamerany na odhalenie pritomnosti virulentnych faktorov u 24 hydinovych
E.coli kmenov izolovanych v priebehu rokov 2009 a 2010 zkuracicho mésa a fekalii
brojlerov pred pordzkou a néslednu detekciu pritomnosti mobilnych génovych elementov
(integrony, transpozény, plazmidy). Taktiez sme u spomenutych kmetiov vykonali
plazmidovu typizaciu (Johnson, T.J. a kol., 2007). VySetrili sme 24 izolatov E.coli metodikou
polymerazovej retazovej reakcie (PCR) s vyuzitim primerov virulentnych génov iutA, iss,
cvaC, tsh, papC, kpsll, ibeA, d’alej integrazovych génov Intl, Int2 , génovych kaziet dfr (I4 a
1), aad (aad) a génov sul. Najvacsi vyskyt vykazoval u APEC virulentny gén iss a iutd a
vobec sa nevyskytoval ibeA. NajcastejSie sa vyskytujlica integraza je Intl, s génovymi
kazetami dfr (87%) a aad (79%), Int2 sa vyskytovala len u jedného kmena. Z plazmidovych
typov prevladdal u APEC Y (100%) a Incll (79%).

UvOoD

Aviarne patogénne E.coli (APEC) st zname ako nositelia velkého poctu virulentnych
faktorov ako iutA, iss, cvaC, tsh, papC, kpsll, ibeA. (Delicato a kol., 2003). V odhade kvality
potravin je odporucana kvantifikacia poctu E.coli buniek, a aj odhad pritomnosti virulentnych
faktorov a mobilnych génovych elementov. Rezistencia Gram-negativnych organizmov na
antibiotika ako PB-laktamazy, aminoglykozidy, trimetoprim a chloramfenikol je spdsobena
pritomnostou ziskanych génov, ktoré st sucastou mobilnych génovych elementov ako
génové kazety (Hall a kol., 1998). Génové kazety sa mozu presuvat z alebo na Specifické
receptorové miesto (attl) prostrednictvom integronu, pricom integracia ¢i vy€lenenie kazety je
katalyzovana S$pecifickou rekombindzou Intl. Integrony triedy 1, ktoré obsahuju gény sull
koédujuce rezistenciu na sulfonamidy, su najcastejSie sa vyskytujice medzi klinickymi
izolatmi roznych druhov celade FEnterobacteriaceae (Sallen a kol.,, 1995). Taktiez
zaznamenavame u Intl pozitivnych izolatov Casty vyskyt dfi (dihydrofolat reduktdza) a aad
(aminoglykozid adenyltransferaza) génov. Délezitym prostriedkom horizontalneho transferu
génov rezistencie su aj konjugativne R-plazmidy, ktoré mézu byt nositeI'mi integronov a
transpozonov. Preto sa venuje v sucasnosti vel'kd pozornost ich identifikacii a klasifikacii do
inkompatibilnych (Inc) skupin. Je tieZ zndme, Ze Specifické plazmidové typy su spdjané
s virulenciou a rezistenciou (Carattoli a kol., 2005).

V tejto praci sme u vybranych kmenov E.coli stanovili pritomnost’ virulentnych faktorov,
génovych kaziet a vykonali sme plazmidovu typizaciu.

MATERIAL A METODIKA

Kultivacia a identifikacia baktérii. VySetrili sme 24 kmenov E.coli (2009, 2010) a tampony
z povrchu mésa mrazenych kuriat zo slovenskych supermarketov a rektalne tampony
z brojlerovych fariem boli resuscitované v peptonovej vode (Oxoid, Basingstoke, United
Kingdom) a naockované na McConkey agar (Oxoid). Identifikacia bola prevedena za pomoci
agaru podla Hajna (Imuna, Sariiské Michalany, Slovensko), Uriselect agaru (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, California, USA), Entero testu 24 (Pliva-Lachema, Brno, Ceska
republika) a Maldi-Biotyperu (Bruker, USA).

Polymeradzova retazova reakcia. Skrining izolatov E.coli na pritomnost APEC virulentnych
génov sme vykonali pomocou poymerazovej retazovej reakcie (PCR) amplifikaciou iutd —
receptoru pre aerobaktin (annealingova teplota 63°C, amplikonova velkost’ 300bp), cvaC
kolicinu V (63°C , 680bp), kpsll — kapsularnej polysialicovej kyseliny (63°C, 272bp)
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(Johnson akol., 2000), iss — séra zvySen¢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
sposobujuceho neonatdlnu meningitidu (55°C, 814bp) (Moulin- Schouleur a kol., 2006).
Skrining na pritomnost’ integraz 1 a 2 bol vykonany amplifikaciou /nt/ (annealingova teplota
62°C, amplikénova 483 bp), Int2 (annealingova teplota 62 °C, amplikénova vel'kost’ 788 bp),
skrining na pritomnost’ génovych kaziet dfr , aadA a génov sul 1, 2 (annealingova teplota 69
°C, amplikonova velkost’ 433 bp a 293 bp) a su/3 (annealingova teplota 51°C, amplikénova
velkost’ 990 bp). V plazmidovej typizacii sme pouzili primery troch replikonovych panelov
(Johnson, T.J. akol.,, 2007). PCR bola prevedend v celkovom objeme 25 pl, priCom
obsahovala 1 p DNA vzorky, obidva primery po 20 pmol, $tyri deoxynukleotidové trifostaty
kazdy po 200 pumol-lI", PCR pufor, 1.5 mmol-I" MgCl,, a 1U platinovej Taq DNA
polymerazy (Invitrogen, Carlsbad, California, USA). Teplotny program pozostaval
z dentaruécie pri 94°C na 5 mintt, 30 cyklov pri 94°C na 1 minutu, z annealingovej teploty
Specifickej pre kazdy primer na 1 minutu a z 74°C teploty na zaver po dobu 1 minuty
v termocykleri C1000  (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 hydinovych izolatov E.coli sme zaznamenali najvyraznej$i vyskyt virulentnych génov iss,

iutA, tsh a kpsil (Tab.1).

Tab. 1 Frekvencia virulentnych génov u 24 hydinovych izolatov

Virulentné faktory | hydinové E.coli
Iss 22/24 (91%)
iutA 12/24 (50%)
cvaC 1/24 (4%)

Tsh 4/24 (16%)
papC 2/24 (8%)

kpslIl 4/24 (16%)

ibeA 0

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).
Vel'mi rozsirenou Crtou avidrnych E.coli kmenov je ich rezistencia na sérum (iss), ¢im sa
odlisuju virulentné od nevirulentnych (Foley a kol., 2000). Ako vidno v tabul’ke 2, potvrdilo
sa, Ze integrazy 1 sl najcastejSie sa vyskytujucimi (87%) u Gram-negativnych izolatov. Ako
uvadza vyskum Kanga (Kang a kol., 2005), az u 54% E.coli sa vyskytoval integron 1. triedy.
Integron 1 (Lee a kol., 2006) je nositel'om viacerych génov rezistencie ako df (rezistencia na
trimetoprim) a aad (rezistencia na aminoglykozidy), ¢o sa potvrdilo aj nas§im vyskumom na
pritomnost’ génovych kaziet dfr (87%) a aad (79%). Integraza 2 sa vyskytovala len u jedného
kmena, avSak za pritomnosti uvedenych kaziet, ¢o indikuje volny pohyb kaziet medzi
integronmi. Zaznamenali sme tiez vysoky vyskyt génov sul kodujicich rezistenciu na
sulfonamidy, taktiez viazanych na Intl, menovite sull (75%), sul2 (87%). Plazmidova
typizacia zalozend na inkompatibilnych replikonovych typoch je relativne nova metodika
(Carattoli a kol., 2005) a tak zatial nie su Uplne zrejmé suvislosti medzi vyskytom
jednotlivych plazmidovych typov, rezistencie a virulencie u APEC. NajcastejSie sa
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vyskytujucim plazmidovym typom APEC (Johnson a kol., 2007) je Frep a IncFIB, dalej
Incl1,IncFIIA, Inc B/O. U nasich APEC sa vSak najcastejSie vyskytoval replikon Y (100%),
Incll (79%), Frep (25%), IncF1A (25%) a najmenej IncB/O (12%). Plazmidovy typ Y a Incll
mdze mat’ suvislost’ s vyskytom virulentnych faktorov ,rezistencie ako aj s pritomnostou
integronu 1, ¢o bude treba podrobit’ SirSiemu vyskumu.

Tab.2 Vyskyt integraz, génovych kaziet a replikonov u virulentnych APEC.

Kmeti | Intl | Int2 | dfid | B | sui3 |sull |sul2 | aad | Panell | Panel2 | Panel3
5 + - + - - + + + - Y I1
6 + - + - - + + + - Y 11
7 + - + - - + + + - Y 11
8 + - + - - + + + - Y 11
9 + - + - - + + + - Y I1
10 + - + - - + + + - Y I1
11 + - + - - + + + - Y F1A 11
13 + - + - - + + + - Y I1
14 + - + - - + + + - Y 11
15 - - + - - - + - - Y FIA 11
16 + - + - - + + + B/O Y I1
17 + - + - - + + + - Y 11
18 + - + - - + + + B/O Y F1A 11
19 - + + - - - + + B/O Y I
20 + - + - - + + + - Y I1 Frep
21 + - + - - + + + - Y I1 Frep
23 + - + - - + - + - Y 11
24 + - + - - + - + - Y I1
25 + - + - - - + + - Y Frep
26 - - - - - + - - - Y F1A Frep
27 + - - - - - + - - Y -
28 + - + - - + - Y 11
29 + - - - - - + - - Y FI1A Frep
30 + - + - - - + - - Y F1A Frep

U naSich slovenskych hydinovych vzoriek sme u E.coli objavili virulentné gény pribuzné
aviarnym patogénnym, alebo huménnym uropatogénnym E.coli. Predavané potraviny mozu
byt ddlezitym nositelom rozSirujucim virulentné E.coli (Krascenicsova a kol., 2006).
Potvrdili sme pritomnost’ integrazy 1 u vSetkych vzoriek a takisto vysoky percento
rezistentnych génovych kaziet a génov. Plazmidové typy, ktoré sa vyskytovali u APEC (Y,
B/0O), maju priamy vztah s chloramfenikolovou, amoxicilinovou rezistenciou (Lindsey a kol.,
2011) a vyskytom virulentnych faktorov.
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ABSTRAKT

V praci sme Studovali geneticki variabilitu drevokaznych hub (Fomes fomentarius,
Daedaleopsis confragosa/tricolor, Inonotus hispidus), pochadzajucich z chranenych oblasti
Vihorlatskych vrchov. Na stidium genetickej variability sme pouzili analyzu ITS (internal
transcribed spacer) sekvencii ribozomalneho RNA operonu. Nase vysledky potvrdzujt, ze
PCR amplifikacia ITS sekvencii a nasledne Stiepenie ziskanych amplikénov predstavuje
rychlu a spolahlivi metdodu na rozliSenie a detekciu genotypov. Pouzitim restrikénych
endonukledz BseNI (F. fomentarius), Haelll (D. confragosa) a Mbol (I. hispidus) sme
dokazali jednoznac¢ne urcit,, ¢i sa u Studovanych druhov vyskytuje genetickd variabilita.

UvoOD

Vyznamny podiel na stfasnom nepriaznivom zdravotnom stave lesa maju aj ochorenia
hubového povodu. Pésobenim roznych hubovych patogénov dochadza v lesoch na Slovensku
v obdobi poslednych rokov k odumretiu 200 az 400 tis. m® drevnej hmoty ro¢ne (Leontovyg,
Kunca 2007). Huby st jednobunkové az mnohobunkové organizmy. Niektoré su podobné
rastlindm, na druhej strane vSak na rozdiel od rastlin vyuzivaju ako zdroj uhlika a energie
organické latky rovnako ako Zivogichy. Tvoria samostatni risu — Fungi (Stevlikové a kol.,
2002).

Identifikécia hub je zaloZend predovSetkym na analyze a porovnani morfologickych znakov.
Taxonomické a fylogenetické klasifikdcie hub zalozené vyhradne na porovnavani
morfologickych znakov su vSak v sti€asnosti spochybfiované dostupnostou rozsirujucich sa
molekularnych dat. Pocas poslednych pitnastich rokov, zaznamenali molekularno-biologické
praktiky vyuzivané k identifikacii organizmov vyrazny vzostup. Najmd metddy vyuzivajlce
zmnozenie vhodnych DNA sekvencii pomocou polymerdzovej retazovej reakcie (PCR)
s naslednou analyzou polymorfizmu diZky restrikénych fragmentov (RFLP). Ako cielové
miesto pre tuto analyzu a naslednt identifikaciu druhov sa vyuzivaju rDNA gény (Borneman,
Hartin, 2000, Schabereiter-Gurtner a kol.,2001) a vacSina $tudii bola zamerana na tzv. ITS
sekvencie (Internal Transcribed Spacer). Tento postup je dnes Siroko vyuzivany na
identifikaciu mnohych eukaryotickych organizmov, vratane hub (Hopple, Vilgalys, 1994,
Wesselink, 2002).

Cielom tejto Studie bolo analyzovat’ vnutrodruhova variabilitu drevokaznych hub (Fomes
fomentarius (L) J. Kickx, Daedaleopsis confragosa (Bolton) J. Schrot, Inonotus hispidus
(Bull.) P. Karst.) pochéadzajucich z chranenych oblasti Vihorlatskych vrchov na zaklade
dostupnych ITS sekvencii.

MATERIAL A METODIKA

DNA izolacia: Genomovi DNA sme ziskali izoldciou vyuzivajucou mierne upravenu
metodiku podl'a Goodwina a Lee (1993). Asi k 100 mg tkaniva rozsuspendovaného v 300 ml
lyza¢ného roztoku a nasledne vystaveného dvom mikrovinym impulzom (800 W po dobu 5
sekund) sme pridali 600 ml ¢erstvého lyzacného roztoku a inkubovali 2 mintuty pri 98°C . Po
ochladeni sme pridali proteindzu K v konecnej koncentracii 5 mg/ml a inkubovali 1 hodinu
pri 55° C. Ziskanat DNA sme opakovane precistili pomocou  zmesi chloroform-
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izoamylalkohol (24:1) a podrobili elektroforetickej analyze v 0,8 % agar6zovom géli.
ITS-RFLP analyza. Pre amplifikaciu ITS sekvencii z jednotlivych izolatov sme pouzili sadu
Specifickych primérov ITS1 a ITS4. Reak¢na zmes (50ul) pozostdvala z 200 uM dNTP,
primérov v koncentracii 1uM, Taq DNA polymerazy 1.25 U (Invitrogen, Paisley- UK), 5 pl
10x PCR buffer (Invitrogen, Paisley- UK), 2 mM MgCl, a 50 ng templatovej DNA.

Ziskané amplikony sme podrobili restrikénej analyze. V samostatnej reakcii sme 10 ul PCR
produktu Stiepili po dobu 2 hodin vybranymi endonukledzami za podmienok odporacanych
vyrobcom (Fermentas Gmbh, Germany). DNA fragmenty sme oddelili elektroforeticky v
1,5% agar6zovom géle v porovnani s 100 bp markerom molekulovych velkosti (Invitrogen).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Predpoklada sa, Ze riSa hub zahfiia priblizne 250 000 druhov. Drevokazné huby tvoria
jedine¢nt skupinu hub, ktorych substratom je drevnd hmota. ZhorSujii mechanické vlastnosti
dreva a dosledkom napadania moze dojst’ napriklad k zlomeniu zdanlivo zdravého stromu.
Rozsireny vyskyt drevokaznych hib ma neblahy ekonomicky vplyv na produkciu dreva a
v st€asnosti nie je znamy U¢inny spdsob ochrany drevin voci tymto Skodcom. Teda ich blizSia
charakterizacia méze v budicnosti vyznamne napomoct’ pri ochrane stromov. V praci sme na
Stadium genetickej variability drevokaznych hub pouZili analyzu ITS (internal transcribed
spacer) sekvencii ribozomalneho RNA operénu. PCR amplifikdciou ITS sekvencii sme
ziskali amplikony poZadovanej velkosti, ktoré sme podrobili restrikénej analyze (Obrazok 1.).

1 2 3 4 5 6 7 8

E’Mhp‘— ’
Eonbp-= i
EDpr‘m i

Obrazok 1.: Profily Stiepenia ITS sekvencii izolatov restrikénymi endonukledzami:
Inonotus hispidus - Mbol (panel A), Fomes fomentarius - BseNI (panel B) a
Daedaleopsis confragosa -Haelll (panel C)

U prvého, taxonomicky velmi narocného rodu [nonotus s mnohymi nie vzdy platne
popisanymi druhmi, nasa analyza ukazala, ze v ramci druhu Inonotus hispidus kde nebola
pozorovand vyznamna morfologickd variabilita, RFLP analyza s pouzitim restrikénej
endonukledzy Mbol nepreukazala ani ziadnu geneticku variabilitu (Obrazok 1. panel A). Na
zéklade tychto vysledkov mozeme konStatovat, Ze druh [nonotus hispidus je dobre
separovany a popisany.

Fomes fomentarius parazituje na listnatych drevindch celom miernom pasme severnej
pologule (Schmidt, 2006) a uz dlhsiu dobu sa diskutuje o tom, ¢i izolaty z réznych casti
Eurépy vykazuji genetickl variabilitu, kedze podl'a Schwarza (Schwarze,1994) tento druh
existuje vo viacerych formach v zavislosti od hostitel'a. Vo vel'kej asti Eurdpy je to buk, ale
vo Velkej Britanii va¢Sinou breza a v oblastiach stredozemného mora rézne druhy duba a
topol'a (Schwarze, 1992). Pouzitim restrikénej endonukledzy BseNI sme dokéazali
jednoznacne rozlisit' dva genotypy u morfologicky inak zhodnych izolatov F. fomentarius
(Obrazok 1. panel B.), co sme nasledne potvrdili sekven¢nou analyzou. Porovnania sekvencii
preukazali geneticki nehomogenitu F. fomentarius, a pritomnost’ dvoch genotypov v ramci
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tohto druhu. Izolaty patriace genotypu A pochadzali prevazne z buka, zatial Co izolaty
genotypu B z inych hostitelov. Napriek tomu sme nepozorovali jednozna¢nli hostitel'skl
Specificitu jednotlivych genotypov. Pre overenie taxonomickej vyznamnosti tychto rozdielov
a vzt'ahov medzi najdenymi genotypmi su potrebné d’alSie experimenty.

V pripade druhu Daedaleopsis confragosa sme sa pokusili urCit, ¢i pozorovand morfologicka
variabilita je odrazom aj variability genetickej. Vyrazne sfarbené jedince D. confragosa
zarad’uju totiz niektori autori do samostatného druhu D. tricolor, kym ini im priznavaja len
status poddruhu ¢i dokonca formy. Pomocou RFLP analyzy restrikénou endonukledzou
Haelll sme potvrdili pritomnost” dvoch genotypov v ramci Studovanych izolatov tohto druhu
(Obrazok 1. panel C). Izolaty identifikované ako D. tricolor na zéklade morfologickych
znakov sa lisili od typickych izolatov D. confragosa aj na molekularnej urovni. U D.
confragosa je teda morfologicka variabilita sprevadzana aj variabilitou genetickou a su
potrebné d’al$ie analyzy na urCenie taxonomickej vyznamnosti pozorovanych rozdielov.
Moderné molekulérno-biologické metddy vyznamne napomahaju Studiu jednotlivych druhov
a pomahaju poukazat’ na nehomogénnost’ uréitého taxénu. Stadium variability ITS regiénu je
v dnes$nej dobe najpouzivanejSou metddou pri analyze druhovej variability hib, a na zéklade
tychto vysledkov v spojeni s d’alsimi metédami (Statistickymi, metddami elektronovej
mikroskopie a.i.) méZeme nésledne rozliSit’ nové druhy (Prista§, Gaperova, 2001).
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VPLYV ZDRAVOTNEHO STAVU NA ACIDOBAZICKU ROVNOVAHU

A VYBRANE BIOCHEMICKE A HEMATOLOGICKE PARAMETRE

V PERIOPERACNOM OBDOBI U PSOV

Durej M., Ledecky V.

Klinika malych zvierat, Oddelenie chirurgie, ortopédie, rontgenoldgie a reprodukcie, UVLF
Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om prace je vyhodnotenie acidobazickej a elektrolytovej rovnovahy a zistit’ rozdielnost’
tychto ukazovatelov medzi skupinami psov srozdielnym zdravotnym stavom a analyzu
vybranych biochemickych a hematologickych ukazovatel'ov v perioperaénom obdobi.

Praca bola vykonana na skupine 20 vybranych psov. 3 psy stadiu nedokon¢ili. 17 psov bolo
rozdelenych do skupin ASA 1., IL, III. V perioperacnom obdobi boli merané srdcova
frekvencia, dychové frekvencia, rektalna teplota, vybrané parametre acidobéazickej rovnovéhy,
biochemické (celkové bielkoviny, glukéza, P, Ca, K, laktat, Na, CI) ahematologické
(erytrocyty, hemoglobin, hematokrit, leukocyty) parametre analyzované z venoznej krvi. Na
premedikaciu a sedaciu boli pouzité atropin (s alebo bez), butorfanol, medetomidin,
diazepam. Na indukciu sme pouzili ketamin alebo propofol. Anestézia bola vo vSetkych
pripadoch vedena inhalatnou cestou za pouzitia zmesi izofluran a kyslik. Parametre
acidobazickej rovnovahy pri kazdej ASA skupine sme testovali pomocou jednocestné¢ho
nepametrického ANOVA testu (Friedmanov test) a parametre medzi ASA skupinami Kruskal
— Wallisovym testom. Ako post-testy sme pouZzili Dunnov mnohonasobny porovnavaci post-
test. Zistili sme vyznamni dynamiku pri hodnotach pH pre ASA 1. (P < 0,001), ASA II. (P <
0,01), ASA III. (P < 0,01). Vyznamne bolo pH zmenené medzi ASA II. a ASA III. postoperacne (P <
0,05). Hodnoty PvCO, mali vyznamnu dynamiku pri vSetkych skupinach (P < 0,001; P < 0,001; P <
0,05). Aktualny bikarbonat bol vyznamne zmeneny pri skupine ASA II. (P < 0,05). Vyznamnost’
zmien sa prejavila aj pri hodnote BE vramci ASA skupin amedzi ASA II. alll. po indukcii
a intraoperacne (P < 0,05).

UvOoD

Homeostaticka regulacia v organizme predstavuje jeho relativnu nezavislost’ od vonkajsieho
prostredia, pretoze homeostatické mechanizmy st schopné regulécie len v uré¢itom rozmedzi.
Pri posobeni podnetov, ktoré presahuju moznosti homeostatickej regulécie, vznika stres alebo
choroba. Pri strese vznikaji len neSpecifické reakcie organizmu, pri chorobe sa objavuju
nespecifické a Specifické reakcie na poruchu homeostazy (Bod’a a Surynek, 1990). Anestézia
je obycajne spojend s hypotenziou a hypotermiou, ktoré priamo ovplyviiuju kyslikovy
a tekutinovy metabolizmus. Anestetikd sposobuju hypoxiu a acidézu, ktoré ovplyviuju
prebudzanie z anestézie a maji tak fatdlne dosledky u kriticky chorych pacientov (Wilson,
1992). Analyza krvnych plynov moéze pomdct stanovit’ rdézne chorobné procesy a moze
upresnit’ terapeutické postupy u kritickych pacientov, ako je tekutinova terapia, kyslikova
terapia, podavanie elektrolytov alebo umeld plticna ventilacia (Mathews, 2006). Arterialne
krvné plyny primarne poskytujii informdcie o oxygenacii, ventilacii a stave acidobazickej
rovnovahy (Ilkiw a kol., 1991). Venoézne krvné plyny moézu poskytovat informacie o stave
acidobazickej rovnovahy a ventilacii (Haskin, 2004). Existuje niekolko rozdielov medzi
hodnotami arteridlnych a vendznych krvnych plynov. Hodnota pH ziskana z vendznej krvi
ukazuje nizSie hodnoty ako v arteridlnej krvi. Venozny parcidlny tlak CO, a koncentracia
bikarbonatu (HCOs) su v porovnani s arterialnou krvou vysSie (Slanina akol., 1992).
Tekutinova a elektrolytovd nerovnovaha sa Casto vyskytuji v podobe mnohych ochoreni
a vyZaduji vyhodnotenie stavu pacienta. Ochorenia, ktoré zahfnaju gastrointestinalny trakt,
oblicky aendokrinny systém, casto spdsobuju abnormality v sodikovej, draslikovej
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a vapnikovej rovnovdhe ana terapiu audrZzanie ich homeostdzy si vyzaduji presné
vyhodnotenie.

MATERIAL A METODIKA

Praca bola vykonana na skupine 20 vybranych psov prijatych na Kliniku malych zvierat,
Oddelenie chirurgie, ortopédie, réntgenoldgie a reprodukcie na UVLF v KoSiciach za ucelom
operatného zakroku. Na zaklade anamnézy o prekonanych ochoreniach, predchadzajicej
a sucasnej medikacii, zdravotnom stave, BCS (body condition score, stupne 1-5) a tidajoch
zahfniajucich naciondle pacientov, boli psy rozdeleni podla klasifikdcie definovanej
Americkou spolo¢nost'ou anesteziologov (ASA) do 5 kategorii — ASA 1. az V.

Skupinu ASA 1. tvorilo 6 pacientov, t.j. 4 suky a2 psy s priemernym vekom 12 mesiacov
(min. 7 mes., max. 24 mes.) a s priemernou hmotnostou 25,3 kg (min. 5 kg, max 35 kg).
U tychto psov bolo vykonanych 5 ortopedickych operacii a 1 kastracia s priemernou dizkou
operacného zakroku 52 minut.

Skupinu ASA 1I. tvorilo 6 pacientov, t.j. 4 suky a 2 psy s priemernym vekom 99 mesiacov
(min. 48 mes., max 132 mes.) a s priemernou hmotnost'ou 26,3 kg (min. 12 kg, max. 40 kg).
Boli vykonané 4 ortopedické operacie, 1 amputacia a 1 stomatologické oSetrenie s priemernou
dizkou operaéného zakroku 46 minit.

Skupinu ASA III. tvorilo 5 pacientov, t.j. 4 suky a 1 pes s priernym vekom 138 mesiacov
(min. 96 mes., max. 162 mes.) a s priemernou hmotnostou 22 kg (min. 12 kg, max. 35 kg).
Boli vykonané 4 extirpacie nadorov a 1 ortopedické operacia s priemernou diZkou operaéného
zakroku 95 minut.

Skupinu ASA IV. tvoril 1 pacient a skupinu ASA V. tvorili 2 pacienti.

Skupiny ASA IV. a V. pre nizky pocet pacientov neboli v rdmci analyzy akceptované.

Merané parametre:

Srdcova frekvencia, dychova frekvencia, rektdlna teplota boli merané predoperacne, po
sedacii, po indukcii celkovej anestézie, intraoperacne v intervale 10 minat a 120 minat po
skonceni operacného zakroku.

Krvné plyny a acidobaza vo venoznej krvi [pH, parcidlny tlak CO,, aktualny bikarbonat -
HCO3;, Base excess (BE)] boli merané predoperacne, po sedécii, po indukcii celkovej
anestézie, intraoperacne v intervale 30 minut a 120 mintt po skonceni operacného zékroku.
Biochemické parametre vo vendznej krvi (sérova koncentracia glukozy, celkovych bielkovin,
sodika, draslika, chloridov, fosforu, vépnika a laktatu) a hematologické parametre vo
venozne] krvi (pocet erytrocytov a leukocytov, koncentracia hemoglobinu, hodnota
hematokritu) boli merané predoperacne, po indukcii celkovej anestézie, intraoperacne
v intervale 30 minut a 120 minut po skonceni opera¢ného zakroku.

Krvné plyny aacidobdza boli merané na analyzitore ABL Radiometer Copenhagen,
biochemické parametre na analyzatore Cobas C 111 Roche ahematologické parametre
pomocou mikroskopu a Biirkerovej komorky. Monitoring bol zabezpeCeny monitorom
zivotnych funkcii Mindray 3000 PM Vet.

Anesteziologicky protokol:

Na premedikéaciu a sedaciu boli pouzité atropin (s alebo bez), butorfanol, medetomidin,
diazepam. Na indukciu sme pouzili ketamin alebo propofol. Davkovanie a pouzité sedativa
a anestetikd boli prispdsobené individudlnym poziadavkdm pacientov. Anestézia bola vo
vSetkych pripadoch vedena inhala¢nou cestou za pouzitia zmesi izofluran a kyslik. Infuzna
terapia bola zabezpecena 0,9 % fyziologickym roztokom pri ddvkovani 5-10 ml/kg/hod.
Analyzovali sme parametre acidobéazickej rovnovahy vramci jednotlivych ASA skupin
vnami sledovanom obdobi pomocou jednocestného neparametrického ANOVA testu
(Friedmanov test) a porovnavali jednotlivé parametre medzi skupinami ASA s vyuzitim
jednocestného nepametrického ANOVA testu (Kruskal-Wallisov test) a v oboch pripadoch
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sme pouzili Dunnov porovnavaci post-test. V ramci skupiny pacientov sme pre kazdé ASA
skupiny stanovili priemernt hodnotu a Standardnti odchylku (x + SD). Vysledky st uvedené
v tabul’ke. (Tab. 1)

VYSLEDKY A DISKUSIA
Tab. 1 Dynamika vybranych parametrov acidobazickej rovnovéhy v periopera¢nom obdobi.
pH predoperacne sedacia indukcia 30 min. postoperacne F

ASA 1. | 7,38£0,04*"* | 7,36+0,03* | 7,25+0,07*' | 7,1940,04**° | 7,36+0,05 | P <0,001

ASA IL | 7,41 £0,05** | 7,35£0,02% | 7,30 +£0,05 | 7,26 £0,04**>% | 7.36 £0,05°° | P <0,01

ASATIL. | 7,37+0,08*7 | 7,33+0,06 7,23+£0,03 7,20£0,07*7 7,30+0,03 P <0,01

K-W ns ns ns ns P<0,05* -

PVCOZ

ASAL | 37,9463°" | 36,8+2,5°2 | 51,5483 61,1+9,7°%% | 39948 2°% | P<0,001

ASAIL. | 37,1#3,7°% | 40,442,3°° | 49,9+6,2 | 54,5+5,1°%° | 41,843,7°% | P <0,001

ASATIL. | 34287 |375+124]| 47,7+72 50,3 + 6,1 419+77 | P<0,05

K-W ns ns ns ns ns -
HCO;

ASA L 22.5+1,9 21£1,5 21,8423 23£1,5 22,5423 ns
ASATL | 23,212 21,8+1,8 23,8412 23,7+0,8 22,7+1 P <0,05
ASATIL | 20,8+4,6 19+4 19,643,6 17,843 20,6+4,6 ns

K-W ns ns ns ns ns -
BE

ASA L 241,41 -3,7+1,6 -5,6+3¢! -6,5+1,5 2,7+1,5 P <0,01
ASAIL | -0,7+1,9¢° 2,7+1,7 2,7+1,7 4+1,3%° -1,8+0,4 P <0,05
ASATIL | -2,4+3,5°¢ -6+2,2 -7,8+3.1 -9,4+3 4°* -4,8+1,9 P<0,01

K-W ns ns P <0,05 P <0,05 ns -

ns — $tatisticky nevyznamné, F — Friedmanov test, K-W — Kruskal-Wallisov test

Na S§tatistickil vyznamnost’ porovnania v ramci rovnakej skupiny podl'a Dunnovho
porovnavacieho post-testu poukazuji nasledujuce ¢iselné indexy (Tab. 1):a 1 -P <0,05; a2
-P<0,0l;a3-P<0,05,a4-P<0,01;a5-P<0,05a6-P<0,05a7-P<0,01;b1-
P<0,01;b2-P<0,05b3-P<0,05b4-P<0,01;b5-P<0,05b6-P<0,05c1-P
<0,05;¢2-P<0,01;c3-P<0,05;c4-P<0,001

V nami sledovanom ¢asovom horizonte sme pozorovali Statisticky vel'mi vyznamny pokles
pH, ktorého hodnota sa v postoperacnom obdobi vratila do fyziologického rozmedzia. Medzi
skupinami ASA, pH nemalo vyznamné rozdiely. Dynamika PvCO, po premedikécii a indukecii
celkovej anestézie stiipala s upravou v postoperacnom obdobi. Podévanie medetomidinu
a butorfanolu je charakteristické vyznamnym, na davke zavislym, zvySenim PaCO,
a znizenym PaO, a pH (Kuo a Keegan, 2004; Lerche a Muir, 2004). Statisticky vyznamny
rozdiel (P < 0,05) sme pozorovali pri hodnote BE medzi ASA II. aIlIl. v ¢ase po indukcii
a 30. minute odberu atak isto pri hodnote pH medzi ASA II. alll. postopera¢ne. Pri
perioeratnom podavani tekutin obsahujucich fyziologické koncentracie sodika a anidnov
(obyc€ajne chloridov) sa vyvija tzv. dilu¢na metabolicka acidéza (Prough a White, 2000).
Tekutinova terapia pocas anestézie moze potencidlne sposobit’ znizenie koncentracie
celkovych bielkovin v plazme a ovplyvnit' acidobazickii rovnovahu. Alkalémia sposobuje
hypoproteinémiu a acidémia hyperproteinémiu (Valverde, 2008). V kazdej skupine pacientov
bola pozorovana hypoproteinémia a v ASA III. aj hyperproteinémia. Hyperglykémia bola
pozorovana u vSetkych skupin. Anestetikd, ako st ketamin, alfa 2-agonisti a opioidy vratane
morfinu spdsobujui prechodntl hyperglykémiu (Knieriem a kol., 2007). V ASA 1. skupine bola
pozorovand hyperfosfatémia. Mladé zvierata maji vysSie hladiny fosforu. Hyperfosfatémia
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moze byt sprevadzand hypomagneziémiou, hypernatrémiou a metabolickou acidézou (Crook,
1994; Shiber a Mattu, 2002). Ziadne $tidie doposial’ neobjasiiuju efekt celkovej anestézie na
sérovu koncentraciu vapnika u malych zvierat. Najvyraznejsi pokles sérovej koncentracie
vapnika sme zaznamenali pri ASA III. Koncentracia laktatu bola zvysend pri vsetkych
skupinach. Ako pri¢inu mozno uviest’ systémovu alebo lokalnu hypoperfuziu, hypoxémiu
alebo anémiu (Hughes, 1999). Koncentracia hemoglobinu a hodnota hematokritu bola pri
vSetkych skupinach znizena. V §tadii, ktord vykonal Valverde akol. (2008), bola
koncentrécia celkovych bielkovin, hemoglobinu a hodnota hematokritu vyznamne zniZzené po
1 hodine intravenoznej aplikécie tekutin v objeme 10 ml/kg. V tejto Stadii bola vyznamne
zvySena koncentrécia draslika. Mierna anémia sa vyskytla pri vSetkych skupinach pacientov.
Anémia mdze byt spdsobend znizenim produkcie erytrocytov, hemolyzou, akttnou stratou
krvi alebo kombinaciou tychto faktorov (Brugnara, 2003).

Tab. 2 Zmeny hodn6t biochemickych a hematologickych parametrov u ASA skupin.

parameter Skupina ASA I. | Skupina ASA II. | Skupina ASA III

Celkové bielkoviny (TP) 1 16,6 % 133,3% 1 20 % (1 pacient)
120 %
Glukoza 1100 % 1 83,3 % 1100 %
Fosfor 133,3% 133,3% 120 %
Vépnik 116,6 % 150 % | 80 %
Draslik 1 16,6 % 133,3% 140 %
116,6 % 120 %
Laktat 133,3% 116,6 % 180 %
Sodik | 66,6 % 183,3% 1 60 %
120 %
Chlor 1 66,6 % 1 50 % 1 60 %
Erytrocyty 1 16,6 % 133.3% 1 60 %
Hemoglobin 1 83,3 % 1 83,3 % 1 60 %
Hematokrit 1 16,6 % 133,3% 140 %
116,6 % 133,3% 120 %
Leukocyty 133.3% 1 16,6 % 1 60 %
150 % 120 %

U 1 psa z ASA 1. skupiny sa vyskytla predoperacne tachykardia a tachypnoe, ¢o moze byt
pric¢inou mladého veku psa a bolestivostou zlomenej stehnovej kosti. U d’alSieho psa bolo
pozorované predoperacne tachypnoe a zvySeny 4. stupen BCS. U skupiny ASA II. sa zistilo
tachypnoe a hyperventilacia u 2 psov au 1 psa mierna hypotermia od 40 mintty operacného
zakroku. Priciny hyperventildicie mozu byt hypoxémia, plicne ochorenia, bolest, uzkost
alebo ako kompenzacia metabolickej acidozy (Johnson, 2008). V Skupine ASA III. mal 1 pes
tachykardiu, 2 psy tachypnoe s hyperventilaciou predoperacne a 2 psy miernu hypotermiu,
ato ul psa uz po sedacii au 2. psa od 120 minuty opera¢ného zakroku. U 3 psov z piatich,
u ktorych sa pozoroval zvySeny 4. stupet BCS, sa vyskytla hypoventilacia a polypnoe.
Syndréom hypoventilacie u obéznych T'udi je doprevadzany letargiou, hypoventilaciou,
hypoxiou a sekundarne polycytémiou (Johnston a kol., 2008).
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POROVNANIE CITLIVOSTI MIKROBIALNYCH INHIBICNYCH TESTOV NA
STANOVENIE BETA-LAKTAMOVYCH ANTIBIOTIK

Gondova, Z., Kozarova, 1.

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

ABSTRAKT

Predmetom nasej Stidie bolo stanovenie detekénej citlivosti dvoch mikrobidlnych inhibi¢nych
testov (MIT), a to screeningového testu na stanovenie rezidui antibiotik (STAR) s pouzitim
testovacieho kmena Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 a Nouws
Antibiotic Testu (NAT) s testovacim kmenom Kocuria rhizophila ATCC 9341 na Styri latky
zo skupiny beta-laktdmovych antibiotik: cloxacilin (CLX), oxacilin (OX), ampicilin (AMP)
a amoxicilin (AMX). Detek¢na citlivost” oboch metdd bola hodnotend na zéklade stanovenia
detek¢ného limitu metod (LOD) pre jednotlivé latky. Z pohl'adu stanoveného maximalneho
limitu rezidui (MRL) bol CLX a OX testovany v rezidualnej koncentracii 100 — 1000 pg.l™
a AMP a AMX v rezidualnej koncentracii 30 — 300 pg.I'. LOD metédy STAR pre CLX
a OX bol 100 pg.l' a AMP a AMX 30 pg.l'. LOD NAT testu bol pre sledované latky na
urovni metddy STAR. Na zaklade dosiahnutych vysledkov moéZeme konStatovat’ rovnaki
deteként citlivost’ testovacich kmenov oboch metdd na beta-laktdmové antibiotika. Metodou
STAR aNAT testom boli vSetky Styri latky zo skupiny beta-laktdmovych antibiotik
detegované nielen na trovni MRL, ale dokonca aj pod troviiou MRL. V zaujme ochrany
zdravia T'udi je citlivost’ mikrobidlnych inhibi¢nych testov na urovni MRL pri screeningu
rezidui nevyhnutna.

UvOD

Beta-laktdmové antibiotikd tvoria Siroktl skupinu lie€iv pouzivanych v humannej, ale aj
veterindrnej medicine. Ampicilin je povazovany za vel'mi cenné antibiotikum, ktoré sa
podava pri mocovych infekciach, infekciach dychacich ciest vyvolanych pneumokokmi,
hemofilami alebo ich zmieSanej infekcii, infekcidch zl¢ovych ciest, peritonitidach, sepsach
apod. Amoxicilin je velmi blizky ampicilinu amé snim v podstate aj rovnaké
antimikrobidlne spektrum. Cloxacilin sa podava hlavne pri infekcidch vyvolanych
stafylokokmi a spektrum u¢inku je zhodné s oxacilinom. Je vhodny na infekcie mékkych
tkaniv. Spektrum ucinku oxacilinu zahffia aj beta-hemolytické streptokoky a klostridie
(Neuschl, 2008). Vysledkom pouzivania tychto lieckov je vSak nevyhnutne pritomnost’ ich
rezidui v zivo¢iSnych tkanivach a potencidlne ohrozenie verejné¢ho zdravia.

Kontrola rezidui veterinarnych liekov v Zivych zvieratach a zivoc¢iSnych produktoch je
v Slovenskej republike legislativne pokrytd zadkonom Narodnej rady Slovenskej republiky ¢.
39/2007 Z. z. o veterinarnej starostlivosti a nariadenim vlady Slovenskej republiky C¢.
320/2003 Z. z. o monitorovani urcitych latok a ich rezidui v zivych zvieratdch a produktoch
zivociSneho povodu v zneni neskorSich predpisov, ktorym sa do pravneho systému Slovenske]
republiky implementovala smernica Rady 96/23/ES.

Metody pouzivané za ucelom uradnej kontroly rezidui veterinarnych liekov v potravinach
zivo¢isneho povodu musia spiiat’ poziadavky ustanovené rozhodnutim Komisie 2002/657/ES,
ktorym sa vykonava smernica Rady 96/23/ES a stanovovat’ rezidua na prislusnej urovni.
»Prislusna uroven® je koncentracia latky vo vzorke, ktora je dolezitd na urCenie jej zhody
s prdvnymi predpismi, t. j. na Grovni MRL. Pod pojmom MRL sa rozumie maximdlna
koncentracia rezidui farmakologicky ucinnej latky, ktort mozno povolit' v potravinach
zivogisneho povodu. V zaujme ochrany verejného zdravia su nariadenim Komisie (EU) ¢&.
37/2010 stanovené MRL veterinarnych lie¢iv v potravinach zivo¢isneho povodu.
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Rozsiahly screening rezidui antimikrobidlnych latok v Zivoc¢iSnych produktoch je bezne
vykonavany pomocou mikrobidlnych inhibi¢nych testov. Principom tychto metod je inhibicia
rastu testovacicho kmena v pritomnosti inhibujiucej latky (rezidua) prejavujica sa tvorbou
inhibicnych zén (IZ). Pre prvotny screening rezidui st v sucasnosti prisluSnym organom
schvalené nasledovné uradné metody laboratornej diagnostiky potravin, a to platnova metoda
STAR a metédy lickovkové: PREMI®TEST, KALIDOS TB, MP a ECLIPSE 50.

Metoda STAR (CH 12.19, 2006) pozostava z piatich testovacich platni. Kazda z platni je
citliva na int skupinu antibiotik: Bacillus subtilis BGA - aminoglykozidy, Kocuria rhizophila
ATCC 9341 — makrolidy a beta-laktdmové antibiotikd, Bacillus cereus ATCC 11788 —
tetracykliny, Escherichia coli ATCC 11303 — chinolony a Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis ATCC 10149 — sulfénamidy a beta-laktdmové antibiotikd. NAT test (Pikkemaat
a kol., 2008) predstavuje novy testovaci systém, rovnako pozostavajlci z piatich testovacich
platni. Kazd4 z platni je urCend na stanovenie urcitej skupiny antibiotik: Bacillus cereus
ATCC 11778 — tetracykliny, Yersinia ruckeri NCIM 13282 — chinolony, Kocuria rhizophila
ATCC 9341 — beta-laktamy a makrolidy, Bacillus subtilis BGA — aminoglykozidy, Bacillus
pumilus CN 607 — sulfénamidy. Oba testy poskytuju skupinovo-S$pecificku identifikaciu
antibiotika, ¢o vyrazne ul'ahcuje nasledny post-screening alebo chemickt konfirmaciu. NAT
test nepatri medzi tradné metddy schvalené pre stanovenie rezidui antimikrobidlnych latok
v produktoch zivoc¢isneho povodu ana rozdiel od metédy STAR, testovacim kmeniom na
stanovenie beta-laktdmovych antibiotik je Kocuria rhizophila ATCC 9341.

Vzhl'adom na rozdielnost’ testovacich kmenov odporacanych na stanovenie rezidui beta-
laktamovych antibiotik v Zivo¢iSnych tkanivach sa prezentovand praca zaoberd zhodnotenim
a porovnanim detekcnej citlivosti metddy STAR a NAT testu na beta-laktdmové antibiotika
na zaklade experimentdlneho stanovenia zakladného hodnotiaceho kritéria - LOD pre
sledované beta-laktdmové antibiotikd. LOD metod sme porovnavali s MRL stanovenymi pre
beta-laktdmové antibiotika nariadenim Komisie (EU) & 37/2010 (cloxacilin 300 pgkg™,
oxacilin 300 pg.kg"', ampicilin 50 pg.kg", amoxicilin 50 pg.kg™).

MATERIAL A METODIKA

Standardné roztoky. Zasobné roztoky tandardov (1000 pg.ml”' ) CLX (7081-44-9), OX
(1173-88-2), AMP (69-52-3) a AMX (26787-78-0) zakupenych od Sigma Chemical Co. boli
pripravené rozpustenim 10 mg Standardu v 10 ml sterilnej deionizovanej vode. Pracovné
roztoky boli pripravené dalSim riedenim v sterilnej deionizovanej vode na vysledné
koncentracie 100; 200; 300; 400; 500 a 1000 ug.l'1 pre CLX a OX a koncentracie 30; 40; 50;
100; 200; 300 pg.I"! pre AMP a AMX. Zasobny roztok trimetoprimu (TMP, 92131, Fluka) pri
metode STAR bol pripraveny rozpustenim 10 mg Standardu TMP v 1 ml 5 % kyseliny octove;j
a zriedeny sterilnou deionizovanou vodou na koncentraciu 0,5 pg.ml™.

Testovacie kmene a kultivaéné média. STAR — Bacillus stearothermophilus var.
calidolactis ATCC 10149 (Merck, 1.11499), testovaci agar DST pH 7,4 (Oxoid, CM 261),
NAT — Kocuria rhizophila ATCC 9341 (DSM 1794), testovaci agar Iso-sensitest agar pH 8.0
(Oxoid).

Priprava kultivaénych médii a testovanie Standardnych roztokov. STAR — kultiva¢né
médium bolo naockované Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149
s finalnou koncentraciou 5x10° spér.ml”. Médium obsahovalo 0,005 pg.ml” TMP, 1 ml
roztoku TMP (0,5pug.ml™) sa pridavalo do 100 ml média. Disky z filtraéného papiera
(Whatman No. 1, @ 9mm) boli nasiaknuté 30 pl Standardnych roztokov CLX, OX, AMP
a AMX a aplikované na povrch agaru v Petriho miske. Platne sa inkubovali pri teplote 55 °C
+ 1°C 12-15 hodin. NAT — kultiva¢né médium bolo naockované Kocuria rhizophila ATCC
9341 v mnozstve 10° KTI.ml™". Disky z filtraéného papiera (Whatman 1, Schleicher&Schull
2668, @ 12,7 mm) boli nasiaknuté 100 pl Standardnych roztokov CLX, OX, AMP a AMX
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a aplikovali sa do otvorov v agare s priemerom 14 mm vytvorenych pomocou sterilného
korkovrtu. K diskom sa pridaval platiovo Specificky tlmivy roztok 1,5 M K;HPO,4 v mnoZstve
200 pl. Platne sa inkubovali pri teplote 37 °C = 1 °C 16-18 hodin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Rozhodnutie Komisie 2002/657/ES definuje detekénti schopnost’ (LOD) metddy ako najnizsi
obsah latky, ktory moze byt vo vzorke detegovany. Pri platiovych MIT sa za LOD metody
kmena tvorbou IZ. Velkost 1Z zavisi od koncentracie a typu antimikrobialnej latky. Velkost
IZ bola pri metdde STAR merand od okraja papierového disku po vonkajsi okraj IZ a pri
metéde NAT bol merany cely priemer IZ pomocou digitdlneho posuvného meradla
(Mitutoyo, Japonsko) s presnost'ou na 0,1 mm.

Vysledky stanovenia LOD metédy STAR a NAT testu pre CLX, OX, AMP a AMX su
prezentované v Tabulkach 1 — 4. Velkosti IZ st vyjadrené ako priemer + smerodajna
odchylka (SD) 6smych merani (Microsoft Office Excel 2007).

Pri metéde STAR sme zaznamenali inhibiciu rastu testovaciecho kmena Bacillus
stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 tvorbou IZ pri rezidualnej koncentracii
CLX a OX 100 ug.l'1 (Tab. 1) a rezidualnej koncentracii AMP a AMX 30 ug.l'1 (Tab. 2).
Uvedené rezidualne koncentracie predstavuji LOD metddy STAR s testovacim kmeniom
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149 pre sledované latky.

Tab. 1 Velkosti IZ vytvorené rezidualnymi koncentraciami Standardu CLX a OX pri metéode STAR
s testovacim kmefiom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149

ngl’ 100 200 300 (MRL) 400 500 1000
CLX | 10,27+1,28 12,95+1,57 13,65+0,69 14,56+0,87 15,45+0,60 | 16,68+0,48
(9),¢ 16,23+1,21 16,68+1,19 16,01+0,58 15,35+0,51 15,78+0,62 | 16,57+0,55

Tab. 2 Velkosti IZ vytvorené rezidualnymi koncentraciami Standardu AMP a AMX pri metode STAR
s testovacim kmetiom Bacillus stearothermophilus var. calidolactis ATCC 10149

ngl’ 30 40 50 (MRL) 100 200 300
AMP | 496+0,52 | 531+0,48 | 7533+049 | 8,96+0,92 | 11,09+0,87 | 10,95+0,81
AMX | 11,43£1,0 12,23+1,07 13,19+0,73 13,88+0,84 14,43+0,99 | 16,37+1,17

Pri metéde NAT sme zaznamenali inhibiciu rastu testovaciecho kmena Kocuria rhizophila
ATCC 9341 tvorbou IZ pri rezidualnej koncentracii CLX a OX 100 pgl' (Tab. 3) a
rezidualnej koncentracii AMP a AMX 30 pg.I" (Tab. 4). Uvedené rezidualne koncentréacie
predstavuji LOD metody NAT s testovacim kmenom Kocuria rhizophila ATCC 9341 pre
sledované latky.

Tab. 3 Velkosti IZ vytvorené rezidualnymi koncentraciami Standardu CLX a OX pri metéde NAT
s testovacim kmefiom Kocuria rhizophila ATCC 9341

ngl” 100 200 300 (MRL) 400 500 1000
CLX | 32,62+1,42 35,65+2,35 34,69+1,14 34,41+1,70 34,87+1,53 | 34,84+1,16
0OX 32,73+3,12 32,94+1,56 34,24+1,49 34,14+0,81 33,12+1,17 | 34,45+1,50

Tab. 4 Velkosti IZ vytvorené rezidualnymi koncentraciami standardu AMP a AMX pri metode NAT
s testovacim kmefiom Kocuria rhizophila ATCC 9341

ng.l” 30 40 50 (MRL) 100 200 300
AMP | 31,75+2.41 32,27+1,5 33,06+1,06 33,49+1,72 30,29+1,67 | 28,53+0,39
AMX | 33,76+221 | 350607 | 35,62+0,715 | 36,05:124 | 3341+29 | 3437+1,04

43




Z pohl'adu MRL stanovenych pre jednotlivé latky zo skupiny beta-laktamovych antibiotik je
mozné konStatovat, Ze pri oboch MIT bola zaznamenana detekénd citlivost’ testovacich
kmenov na vSetky sledované latky nielen v hladinach zaujmu, ale dokonca v koncentraciach
nizsich, ako su stanovené MRL..

Stadia autorov Pikkemaat akol. (2008) uvadza LOD NAT testu s testovacim kmefiom
Kocuria rhizophila ATCC 9341 pre OX 200 pg.l”, CLX 150 pg.1', AMP 50 pg.l"' a AMX 75
pgl'. Nami dosiahnuté vysledky poukazujii na niz§ie LOD metédy NAT s testovacim
kmenom Kocuria rhizophila ATCC 9341 pre vSetky sledované latky zo skupiny beta-
laktdmovych antibiotik.

V zaujme ochrany zdravia spotrebitelov je dolezité monitorovat’ reziduéd antibiotik
v potravinach a surovindch zivo¢isneho povodu, vyvijat nové metddy a zlepSovat uz
validované postupy. Obidve porovndvané screeningové metddy patria medzi platiové diftizne
metddy, kde sa pritomnost’ antimikrobidlnej latky prejavi vytvorenim ¢irej zony inhibicie.
Z vyssie uvedenych vysledkov vyplyva, Ze testovacie kmene oboch MIT spolahlivo
zachytavali rezidualne koncentracie Standardnych roztokov beta-laktdmovych antibiotik pod
uroviilou MRL stanovenych pre dané lie¢iva. MoZeme teda konStatovat, Ze LOD metody
STAR a NAT st vzajomne porovnatelné a obe tieto metddy st vhodné pre screening rezidui
antibiotik v potravinach a surovinach zivo¢isneho povodu na prislusnej urovni.
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STANDARDIZACIA METODY qRT-PCR PRI ANALYZE GENOVEJ EXPRESIE
VYBRANYCH CYTOKINOV U GNOTOBIOTICKYCH PRASIAT

Chytilova M., Tkagikova L.!, Nemcova R.?

"Ustav imunolégie, *Ustav mikrobioldgie a gnotobioldgie, Katedra mikrobiolbgie

a imunologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Metéda gRT-PCR ucinne a citlivo deteguje a kvantifikuje akékol'vek zmeny v génovej
expresii Specifického génu v bunkach alebo v tkanivach, a preto je v sti€asnosti vyuzivana v
mnohych in vitro, resp. in vivo experimentalnych S$tadiach. Cielom tejto prace bola
optimalizdcia podmienok metédy qRT-PCR, ktort sme vyuzili na analyzu vplyvu
imunomodula¢nych latok typu laktobacilov an-3 PNMK na zmeny v génovej expresii
vybranych cytokinov v imunitnej odpovedi gnotobiotickych prasiat infikovanych
prostrednictvom ETEC. Standardizacia qRT-PCR zahffiala vyber primerov vhodnych pre tato
metodu, otestovanie ich optimalnej koncentracie a teplotnych podmienok, ale aj pripravu
kvalitnych cDNA vzoriek, ktoré s rovnako vyznamnym faktorom ovplyviiujucim spravnost’
a objektivnost’ kvantifikacie.

UvOD

K najvyznamnejSim  bakteridlnym infekcidm  postihujicim ciciaky a odstavcatd
patria v sucasnosti predovsetkym infekcie sposobené enterotoxigénnymi kmeimi E. coli
(ETEC). Imunitnou odpoved’ou organizmu na takyto typ infekcie je okrem iného aj zmena v
génovej expresii pro-zapalovych cytokinov a chemokinov. V in vitro podmienkach bola u
prasiat konkrétne zaznamenand zvysSend expresia cytokinov IL-la, IL-6, IL-12p35, TNF-a,
IFN-y, IL-10 a IL-13, ako aj chemokinov IL-8 a MCP-1, a to po stimulacii buniek réznymi
serotypmi ETEC kmenov, pripadne prostrednictvom LPS (Raymond a Wilkie, 2005; Moue
a kol., 2008; Pavlova a kol., 2008; Geens a Niewold, 2010). Zapal vyvolany ETEC kmenimi
modze byt na druhej strane G¢inne potlaceny aplikdciou vhodnych imunomodula¢nych latok,
ktoré naopak znizuju expresiu spominanych cytokinov, a teda pdsobia protizapalovo. Nasim
cielom bola optimalizdcia podmienok metody qRT-PCR v suvislosti s analyzou vplyvu
laktobacilov a n-3 polynenasytenych mastnych kyselin (n-3 PNMK) na zmeny v génovej
expresii vybranych cytokinov u gnotobiotickych prasiat infikovanych prostrednictvom ETEC
K88 ENT .

MATERIAL A METODIKA

Experimentalne zvierata: germ-free ciciaky (Yorkshire x Pietrain) ziskané metddou
otvorenej hysterotomie, odchovavané v gnotobiotickych izolatoroch, udrziavané ako
bezkolostralne (kfmené autokladvovanou mlie¢nou nahradkou Senolac Ferkel)

Aplikované aditivum: vylisovany lanovy olej zlanového semena odrody Flanders
s vysokym obsahom n-3 PNMK aplikovany 1x denne per os v davke 0,5 ml/deii/prasa, prva
davka 24 h po operacii

Aplikované bakterialne kmene: Lactobacillus plantarum (Biocenol™ LP96) aplikovany 1x
denne pre os v davke 2 ml (1x10°.ml™"), prva davka 24 h po operécii

Escherichia coli K88 ENT ~ (bez enterotoxinu) na 5. denl Zivota per os vdavke 1 ml
(1x10*.mlI™)

Schéma experimentu: germ-free ciciaky boli rozdelené do jednotlivych skupin: E — infekcia
kmenom ETEC K88 ENT ~, EL — infekcia+aplikécia L. plantarum, EM — infekcia+aplikacia
I'anového oleja, a ELM- infekcia+aplikécia L. plantarum a Tanového oleja. L. plantarum, resp.
aditivum (Tanovy olej) boli v jednotlivych skupinach nahradené ¢istym MRS bujonom, resp.
fyziologickym roztokom. Na 9. deii (t.j. 4 dni po infekcii) boli ciciaky usmrtené intrakardidlne
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preparatom T61. Jednotlivé vzorky tkaniva (duodenum, jejunum, ileum, slezina, mez. lymf.
uzlina) boli odobraté do konzervaéného roztoku “RNAlater” (Ambion, Inc.) a uskladnené pri
—-20°C.

Izolacia RNA: Celkova RNA bola izolovana pomocou kitu ,,Aurum total RNA*“ (BioRad)
a jej koncentracia bola stanovena pri 260 nm.

Prepis RNA do c¢DNA: lug kazdej RNA vzorky bol prepisany pomocou reverznej
transkriptazy a primerov (oligo DT a Random, Fermentas).

qRT-PCR: Standardizacia metédy qRT-PCR prebiehala na pristroji iCycler iQ Real-Time
PCR (BioRad). Reak¢na zmes pozostavala z 1x SYBR Green Supermix, 6 ul H,O, forward
a revers primerov a 6 ul cDNA, ktora bola pripravend v triplikdtoch. Reakéné podmienky boli
nasledujuce: denaturacia 95°C 3 min., 40 cyklov (94°C 15 s., 60°C 30 s., 72°C 30 s.),
terminalna extenzia 72°C 15 min. s naslednou analyzou krivky topenia (melting curve) na
potvrdenie amplifikécie jediného pozadovaného produktu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyznamnym faktorom, ktory ovplyviiuje uspesnost’ qRT-PCR je nepochybne kvalita a istota
pripravenych cDNA vzoriek. T sme potvrdili klasickou PCR s primermi pre p-aktin
a naslednou elektroforézou amplikénov na agar6zovom géli (Obr.1). V pripade kontaminacie
vzoriek genomickou DNA (velkost’ produktu 238 bp namiesto 143 bp) boli vzorky RNA este
pred prepisom oSetrené “TURBODNase free” kitom (Ambion, Inc.).

2 SR B ST ES B9 200 21,

—— s e S

Obr. 1 Testovanie kvality cDNA vzoriek 7 jejuna jednotlivych prasiat (vzorka 21 je negativna
kontrola)

Uspesnost’ §tandardizacie zavisela aj od vyberu vhodnych primerov, ich teplotnych
podmienok asamozrejme aj od ich optimdlnej koncentracie, ktort sme potvrdili uz v
predchadzajucom pokuse na IPEC-J2 bunkach (prasacia intestinalna epitelova bunkova linia),
konkrétne v pripade primerov pre receptory TLR. V tomto pripade bola optiméalna niZSia
koncentracia forward arevers primerov (10uM), namiesto 33 uM, ktora viedla k vzniku
neZelanych dimérov (Obr.2). Zaroven sme potvrdili optimalnu teplotu pre hybridizaciu
primerov k templatu stanovenu na zaklade nukleotidového zlozenia primerov (60°C).

- d(RFU) § dT

0
S2 %4 56 S5 60 B2 B4 66 68 D T2 74 FE TO 80 B2 84 S0 68 B0 M M 5455 58 60 62 64 66 6% FO T2 T4 76 78 B0 02 64 85 85 90 92 94 96
Temperaure, Celsius Temperaturs, Celsius

Obr. 2 Optimalizacia vhodnej koncentrdacie primerov pre qRT-PCR - A, 33uM; B, 10 uM

46



Relativnu expresiu vybranych cytokinov (IL-1a, IL-8, IL-10, IL-12p35, IFN-y a TGF-$) sme
vyhodnotili prostrednictvom AACt metddy. Jej podstatou je porovnanie kvantity jednotlivych
sledovanych génov s tzv. referecnym génom, ktorého expresia sa v priebehu experimentu
nemeni (v naSom pripade s B-aktinom), a taktiez s tzv. kalibratorom (s kontrolnou skupinou
prasiat, v naSom pripade skupinou oznacCenou ako E). Vysledkom takychto prepoctov je
nasobny rozdiel mnozstva ciel'ového génu medzi hodnotenymi vzorkami (tzv. fold difference)
(Obr. 3).

Obr. 3 Nasobna zmena génovej expresie pre IL-1a. (jejunum) porovndvand oproti
kontrolnej skupine (E) a normalizovand oproti ff-aktinu.

IL-1a
Kontrolna skupina (E) 1,0
Skupina EL 0,4
Skupina EM 1,2
Skupina ELM 0,2

V naSej praci sme UspeSne Standardizovali podmienky metddy qRT-PCR. Tuto metodu
chceme nasledne vyuzit na analyzu kvantitativnych zmien v génovej expresii nami
sledovanych cytokinov, ato vrdznych tkanivich (duodenum, jejunum, ileum) v ramci
jednotlivych experimentalnych skupin (E, EL, EM, ELM). Imunomodula¢ny ucinok
samotnych laktobacilov, ¢i mastnych kyselin potvrdili uzZ mnohé in vivo, resp. in vitro §tudie,
no ich synergické pdsobenie pri zdpalovych ochoreniach GIT prasiat nie je v stcasnosti
dostatone preskimané. Doposial st zname iba dve prace, ato in vivo Stidia na
gnotobiotickych prasiatkach, ale bez infekcie (Bomba akol., 2002) ain vitro Studia na
I'udskej bunkovej linii Caco-2 (Kankaanpié a kol., 2002), ktoré potvrdzuji tlohu PNMK pri
adherencii laktobacilov na sliznicu c¢reva, ¢im vyrazne potencuji ich imunomodulacny
ucinok. Vyrazny protizapalovy Gc¢inok preto o¢akavame predovsetkym v skupine ELM.
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VYUZITIE KARDIOMARKEROV V DIAGNOSTIKE A MANAZMENTE
KARDIOVASKULARNYCH OCHORENI U PSOV

Jurkulakova L., Palenik L., Freilichman R., Kozak M.

Klinika malych zvierat, Internné oddelenie, Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmdcie
v Kosiciach

ABSTRAKT
V poslednom obdobi sa diagnosticky vyznam stanovenia kardiomarkerov zacina oraz viac
uplatnovat’ 1 vo veterinarnej medicine. Vysadné postavenie medzi biochemickymi markermi
maju prave natriuretické peptidy (molekuly odrdzajice funkciu myokardu), ktoré sa stali
sucast’ou diagnostického algoritmu a lieCby niektorych ochoreni srdca u psov.
Sledovanie plazmatickych hladin natriuretickych peptidov je ve'mi cennym parametrom pre
spresnenie diagnostiky niektorych ochoreni srdca s nejasnou etiologiou, predovsetkym pri
diferencialnej diagnostike chronickej dusnosti (kardidlna verzus plticna), screening dedi¢ne
podmienenych ochoreni srdca (DCM irskych vlkodavov, HCM maciek) a tiez k monitoringu
vyuzite sledovanie plazmatickej koncentracie NT-proBNP ako vhodnejsSiecho markera pre
diagnostiku a monitoring uspesnosti terapie kardiologickych pacientov.
Cielom naSej klinickej Stadie je posudenie azhodnotenie klinického vyznamu stanovenia
sérovych hladin NT-proBNP a proANP vo veterinarnej klinickej praxi ( u 48 pacientoch) a
to v nasledujtcich aspektoch:
= Zhodnotit' vyznam stanovenia natriuretickych peptidov NT-proBNP a proANP
v diagnostike kardiologickych ochoreni u psov (vC€asna diagnostika, potvrdenie
diagndzy srdcového zlyhania).
= Sledovat’ korelaciu sérovych hladin NT-proBNP a proANP s klinickym obrazom na

zaklade klasifikdcie NYHA a morfologickymi zmenami myokardu.
Z vysledkov nasej stadie vyplyva fakt, ze sérové hladiny NT-proBNP na rozdiel od proANP
najlepsie korelovali s ukazovateI'mi pritomnosti srdcového zlyhania a s jeho zdvaznost'ou.

UvoOD

Vel'ké pokroky pre diagnostiku a terapiu kardiovaskularnych ochoreni, tak v humannej ako aj
veterindrnej kardioldgii, st sprevadzané intenzivnym vyskumom v oblasti biomarkerov.
Mimoriadny vyznam vo veterindrnej medicine ziskavaju Specifické kardiomarkery zo skupiny
natriuretickych peptidov pre potvrdenie diagndzy niektorych ochoreni srdeca (predovsetkym
srdcového zlyhania umalych zvierat), odhade progndézy ochorenia a kontrolu ucinnosti
terapie. Natriuterické peptidy st skupinou horménom podobnych latok, syntetizovanych
priamo v kardiomyocytoch srdcového svalu, ktoré vznikaju Stiepenim biologicky neaktivnych
peptidov (Levin akol., 1998). Skupina natriuretickych peptidov sa sklada z 3 hlavnych
peptidov (u stavovcov bolo doposial’ izolovnych Sest' typov NP), ato ANP - éatrialny
natriureticky peptid, BNP — mozgovy natriureticky peptid (vyluCovany prevazne
kardiomyocytmi komoér), CNP — natriureticky peptid izolovany z cievneho endotelu
(Kimmenade a Januzzi, 2009). ANP a BNP su syntetizované v kardiomyocytoch vo forme
polypeptidovych prepro-, resp. prohorménov, z ktorych d’alsim Stiepenim vznikd C- aktivny
termindlny hormén a biologicky neaktivny N-termindlny peptid (Fine akol.,, 2008).
Z diagnostického hladiska musime taktiez zohladnit’ eliminacny polcas rozpadu, ktory je
rddovo minutovy pri ANP a BNP (22 minut), oproti hodinovym pol¢asom Nt-proANP a NT-
proBNP (120 minut) (Thomas a Woods, 2003). Klinicky a laboratorne sa v poslednej dobe
zaujem sustredil viac na tzv. N-termindlne prohormony (NT-proBNP, NT-proANP), ktoré su
stabilnejsie nez kone¢né formy natriuretickych horménov. Z dévodu Strukturalnej odliSnosti
psieho pre-proBNP v porovnani s humannym pre-proBNP (dany rozdielnym zoradenim
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aminokyselinovych zvySkov v molekule pre-proBNP) st udaje z veterinarnej mediciny
obmedzené (dlhodoba absencia Specifického diagnostického testu pre stanovenie hladiny
natriuretickych petidov u psov).

Hlavnym stimulom pre zvySent tvorbu auvolfiovanie NP do cirkulédcie je tlakové alebo
objemové pretazenie kardiomyocytov. Preto su v klinickej praxi hodnotené¢ ako indikatory
zlyhavania srdca ako pumpy (bez ohladu na jeho etiologiu) aako prejav jedného zo
zékladnych neurohumoralnych systémov regulacie srdcovej vykonnosti. Natriuretické peptidy
funguju ako dudlny kardidlny peptidovy systém na udrzanie kompenzovanej dysfunkcie
komor a oddialenie rozvoja manifestného srdového zlyhania s pred¢asnou aktivaciou renin-
angotienzin-aledosteron (Stoupakis a Klapholz, 2003). Oba peptidy potlacaji uvolfiovanie
endotelinu, inhibuju sympatoadrendlny systém, stimuluju vagove vlakna, inhibuji renin-
angiotenzin-aldosterénovy systém, sposobuju natriurézu a vazodilataciu a znizuju proliferaciu
svalovych buniek. Vsetky tieto priaznivé ucinky st pri srdcovom zlyhani prevéazené
patologickou aktivaciou vazokonstrikéného neurohumoralneho systému. VSeobecne a vel'mi
zjednodusene mozno povedat, ze NP posobia ako obrana proti pretazeniu organizmu
tekutinami a prevencii hypertenznej krizy.

Natriuretické peptidy tvoria integrovany systém, kde ANP predstavuje rychlu,
»pohotovostni* zlozku, kym BNP predstavuje akusi ,,zadlohu“, ktora sa aktivuje az pri
prolongovanom zatazeni myokardu (Boswood a kol. 2008). Pre klinickll interpretaciu je
nutné si uvedomit’, Ze ANP je v kardiomyocytoch ulozeny v zdsobnych granuldch a podla
potreby je uvolnovany do cirkulacie, tj. ANP je regulatorom a markerom akutnych zmien
preload/afterload. Zasoba BNP v granuldch kardiomyocytov je minimdlna, a hladina BNP na
rozdiel od ANP vkrvi je relativne stidla. Vyplavovanie zkardiomyocytov prebicha
oneskorene, pretoze najprv dochadza k rychlej transkripcii génu pre BNP, a néslednému
vzostupu syntézy BNP, tzn. ze BNP je regulatorom a markerom dlhodobych zmien
preload/afterload obzvlast 'avej komory (Goncalvesova E., 2006). V humannej medicine je
BNP ukazovatel'om hypertrofie 'avej komory pri hypertenzii, je indikadtorom dysfunkcie l'avej
komory, povazuje sa za vhodny marker pri sledovani klasifikécie poskodenia myokardu podl'a
NYHA (New York Heart Association) a je dobrym markerom pri sledovani komplikacii po
akutnom infarkte myokardu. Z tohto pohl'adu je pre postdenie stavu kardiovaskularneho
systému a tym aj stupiia NYHA vhodne;j$i NT-proBNP (Spinar a kol., 2002).

MATERIAL A METODIKA

Tato Stadia priebiehala na klinickych pacientoch vysetrenych na Internom oddeleni Kliniky
malych zvierat Univerzity veterinarskeho lekarstva a farmacie. Sledovanu skupinu tvorilo 48
pacientov rozneho pohlavia, veku a plemena. Skupina 48 pacientov zahriala:

e pacientov s klinickymi priznakmi srdcového zlyhania NYHA III, IV,

e pacientov v subklinickom $tddiu ochorenia NYHA II (s alebo bez morfologickych

zmnien na srdci),

e zdravych pacientov vratane pacientov zaslanych na predoperacné vysetrenie NYHA 1.
Kazdého pacienta sme podrobili klinickému a elektrokardiografickému vySetreniu. Na
zéklade ziskanych anamnestickych udajov a klinického vySetrenia sme pacientov rozdelili do
dvoch skupin podl'a NYHA klasifikacie poskodenia myokardu na NYHA" ( pacieti s miernym
az tazkym stupiiom srdcového zlyhania - NYHA III, IV) a NYHA"™ (zdravi pacienti, resp.
pacienti v sublinickom $tadiu ochorenia bez morfologickych zmien srdcového svalu v zmysle
systolickej a diastolickej funkcie na zaklade echokardiografického vysSetrania - NYHA I, II).
Pacientom u ktorych bol klinickym vySetrenim zisteny Selest alebo vykazovali priznaky
kardiogénneho ochorenia sme sucasne previedli echokardiografické vySetrenie srdca. Echo
vySetrenie sme prevadzali aj pacientom u ktorych bola indikacia morfologickej zmeny srdca
zistena ekg vySetrenim, tzn. u pacientov bez klinickych priznakov kardiogénneho ochorenia
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a pritomnosti Selestu. Podl'a echo nalezov sme pacientov rozdelili do dvoch skupin: ECHO"
a ECHO™ na zaklade pritomnosti resp. absencie patologického nalezu (La/Ao, FS, EF, E/A,
doppler). Klasifikdiciu ECHO merani sme povazovli za zlaty Standard pri rozhodovani ¢i
a o aky patologicky stav ide. Hladiny natriuretickych peptidov NT-proBNP a NT-proANP
sme stanovili podl'a pokynu vyrobcu Cardioscreen testu zo vzorky sér 48 pacientov. Krv sme
odoberali do ¢istych skiimaviek bez obsahu aditiv (antikoagulancid, inhibitory prote4z). Do 30
minut sa krv centrifugovala a sérum sme az do vyhodnotenie hladin natriuretickych peptidov
skladovali pri -72 °C. Vzorky sme vyhodnocovali komerénymi supravami firmy Guilday Ltd
— Vetsign Cardioscreen test, obsahujuce sety na stanovenia hladin pro ANP a NT-proBNP
metddou enzymovej imunoanalyzy spolu s referenénymi limitmi pre interpretaciu vysledkov.
Kazda vzorka bola oznacena ¢islom a pri vyhodnocovani nebolo podla ¢isla zrejmé, v akej
skupine sa podl'a NYHA klasifikacie pacient ndchddza. Nezéavisle od vysledkov klasifikacie
NYHA a echokardiografickéckého vysetrenia sme skupinu 48 psov rozdelili na zéklade
serovych hladin proANP a NT-proBNP na ANP" a ANP, NT-proBNP" a NT-proBNP".
Nasledne bola sledovana korelacia: /. hladin natriuretickych peptidov s klinickym obrazom
na zdklade klasifikacie NYHA 2. hladin NT-proBNP a proANP s morfologickym zmenami
srdcového svalu zistenymi echokardiografickym vySetrenim. Diagnostickd validita
sledovanych hladin natriuretickych peptidov bola hodnotend pomocou parametrov senzitivita,
$pecificita, negativna apozitivna prediktivna hodnota. Statistickda vyznanmnost bola
hodnotena pomocou neparového Studentovho T-testu arozdiel medzi skupinami bol
hodnoteny ako Statisticky vyznamny v pripade p < 0,05.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Tab. ¢ 1 Porovmnanie koreldcie sérovych hladin NT-proBNP (pmol/L) s morfologickym
echokardiografickym nalezom potvrdzujucim morfologické zmeny myokardu srdcoveho svalu

NT-proBNP"
ECHO" 30 0 30
ECHO 9 9 18
Spolu 39 9 48
Se = 30/30 =100% Sp =9/18 = 61,1,.%
PPH = 30/39 =76,9% NPH = 9/9= 100%

Tab. ¢ 2 Porovnanie korelacie sérovych hladin proANP (fmol/l) s echokardiografickym
nalezom potvrdzujucim morfologické zmeny myokardu srdcového svalu

proANP" proANP Spolu
ECHO" 19 12 31
ECHO 1 16 17
Spolu 20 28 48
Se = 19/31=61,3% S‘p = 16/17= 94,1%
PPH = 19/20 =95% NPH = 16/28 = 57,1%

Tab. ¢ 3 Porovnanie korelacie serovych hladin NT-proBNP (pmol/L) s klinickym ndlezom
podla klasifikacie NYHA

NT-proBNP" NT-proBNP Spolu
NYHA" 24 1 25
NYHA 2 21 23
Spolu 26 22 48
Se = 24/25=96% Sp = 21/23 = 91,3%
PPH = 24/26 =923% NPH = 21/22 = 954%
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Tab. €. 4 Porovnanie koreldcie serovych hladin proANP (fmol/l) s klinickym nalezom podla
klasifikacie NYHA

proANP" proANP Spolu
NYHA" 16 2 18
NYHA 6 24 30
Spolu 22 26 48

Se = 16/18=288,8% S‘p = 24/30 = 80%

PPH = 16/22 =72,7% NPH = 24/26 = 92,3%

Po porovnani korelacie hladin proANP a NT-proBNP s klinickym a echokardiografickym
nalezom pre jednotlivé skupiny pacientov sme dospeli k nasledovnym zaverom:

Nt-proBNP: Pri reSpektovani hrani¢nych hodn6t udavanych vyrobcom (>210 pmol/L
dubiézny vysledok - insuficiencia srdca, nad >1000 pmol/L pozitivny vysledok - srdcové
zlyhanie) cardioscreen testu bola zistend pozitivna korelacia hladin NT-proBNP
s echokardiografickymi meraniami potvrdzujucimi zavaznost morfologickych zmien
srdcového svalu (systolickej a diastolickej dysfunkcie). Pri hodnote NT-proBNP > 210
pmol/L bola zistend az 100% senzitivita a NPH pre diagnézu ochorenia srdca na zéklade
morfologickych zmien srdcového svalu zistenych echokardiografickym vySetrenim (tzn. zZe
u kazdého pacienta s morfologickymi zmenami myokardu bola sucasne zvysSena hladina NT-
proBNP). Nizka Specificita stanovovaného kardiomerkeru len 61,1,% bola vo vzajomnej
korelacii s PPH 76,9%. Zahrnutim pacientov s koncentraciou NT-proBNP v rozmedzi
dubidéznych hodnét (>210pmol/L a < 1000 pmol/L) do skupiny pozitivnych (NT-proBNP") sa
podstatne znizila Specificita sledovaného kardiomarkeru. Ztoho ddévodu je potrebné
u takychto pacientov (tj. pacientov s dubiéznym vysledkom) vzhl'adom na nizku Specificitu
NT-proBNP potvrdit’ diagndézu kardiogénneho ochorenia echokardiografickym vySetrenim.
Pri sledovani korelacie sérovej hladiny NT-proBNP s klinickym obrazom podrla klasifikacie
NYHA pre pacientov v §tadiu srdcového zlyhania (pricom sa zvysila hrani¢nd hodnota NT-
proBNP z 210 pmol/L nad 1000 pmol/L pre skupinu NYHA IIL., IV - tj stredny az tazky
stupent srdcového zlyhania) sme potvrdili diagnosticku validitu sledovaného parametra. Pri
hrani¢nej hodnote NT-proBNP >1000 pmol/L doSlo k miernemu poklesu senzitivity pre
diagnozu srdcového zlyhania 96%, avSak k vyraznému zvySeniu Specificity na hodnotu 91,3%
a PPH 92,3%. Nami namerené sérové koncentracie NT-proBNP korelovali s ukazovatel'mi
pritomnosti srdcového zlyhania a jeho zavaznost'ou, u pacientov zatriedenych do skupiny
NYHA III, IV bola zistena koncentracia NT-proBNP (priemer 2910, median 3530), ktora bola
Statisticky signifikantne vyssia (p<0,001) ako u pacientov s NYHA I, IT (priemer 486, median
380). Rovnako bol zaznamenany Statisticky vyznamny rozdiel (p<0,05) v koncentracii NT-
proBNP u pacientov v skupine NYHA I (priemer 232, median 180) a pacientov v skupine
NYHA II (priemer 995, median 840). Suvislost medzi hladinou BNP a funkénym stavom
pacientov bola dokézané viacerymi Stadiami z humdnnej i veterindrnej mediciny, pricom sa
hodnoty NT-proBNP zvySovali so zvySujicou funk¢énou triedou NYHA (Gotze JP, Kastrup,
2001; Oyama a kol., 2007). Na zéklade uvedenych prac mozno konstatovat, Ze stanovenie
hladiny BNP zvySuje presnost’ arychlost’ diagnostiky srdcového zlyhania. Jeho vyznam
spociva predovsetkym v schopnosti nizkych hladin NT-proBNP vyluc¢it' srdcové zlyhanie
a v skupine pacientov s dubidoznym vysledkom NT-proBNP je indikované echokardiografické
vySetrenie.

ProANP: Hladina proANP pri hrani¢nej hodnote >1080 fmol/l vykazuje vysoku Specificitu
94,1% a PPH 95%, avSak velmi nizku senzitivitu 61,3% a NPH 57,1%. Pro ANP len
minimalne korelovali s echokardiogratickym meranim zmien morfolégie srdcového svalu. Pri
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zvySeni hrani¢nej hodnotnoty >1360 fmol/l pre diagnézu pacientov v Stddiu srdcového
zlyhania NYHA III, IV doslo k zvySeniu senzitivity na 88,8% a poklesu Specificity na 80%.
Sérova hladina proANP bola zvySena prevazne u pacientov s objemovym pretazenim lavej
predsiene v dosledku endokardidzy mitralnej chlopne, uktorych dosahovala primerna
hodnotu 1280 fmol/l. Z vysledkov naSich merani vyplyva Ze, proANP je malo senzitivnym a
relativne Specifickym ukazovatel'om pre postidenia stavu kardiovaskularneho aparatu a tym aj
stupta NYHA. ZvySené¢ hodnoty ANP sa v humannej medicine vSeobecne objavuju pri
akomkol'vek pretazeni obehohového systému ato nielen pri srdcovom zlyhani roznej
etiologie, pri hypertenzii, stavoch po aktutnom infarkte, pri cirhdze peCene, pri respiracnom
zlyhani, pl'icnej vazokonstrikcii spojenej s hypoxiou a d’alSich podobnych stavoch.
Vzhl'adom k tymto skuto¢nostiam ma §tidium problematiky natriuretickych peptidov velky
prakticky vyznam pre humannu i veterindrnu kardiologiu a je vel'mi perspektivnou oblast'ou
budtceho vyskumu.
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VPLYV VYBRANYCH PARAMETROV WELFARE NA HYGIENICKU UROVEN A
ZDRAVOTNY STAV DOJNIC NA SLEDOVANYCH FARMACH

Kisova, J., Ondrasovicova, O., Sasaskova, N., Fejsdkova, M., Gregova, G.

Univerzita veterinarskeho lekarstva a farmacie v Kosiciach

ABSTRAKT

Cielom prace bolo monitorovanie a vyhodnotenie vybranych parametrov welfare na
hygienickii uroveil a zdravotny stav zvierat na farmach dojnic tak v konvenc¢nom,
konverznom ako aj ekologickom systéme chovu. Sledovania boli zamerané na hodnotenie
ochrany chovov v zmysle platnych nariadeni a ich uplatiiovanie v jednotlivych chovoch.
Na zaklade monitoringu a sledovania vybranych ukazovatel'ov bola zistena priama korelacia
medzi sposobom ustajnenia, mikroklimou, oSetrovanim a hygienickou uroviiou, spravanim
sa zvierat , ochoreniami a kvalitou ziskavania mlieka.
Klacové slova: welfare, ekologické pol'nohospodarstva, konverzia, biodiverzita

UvoOD

Welfare alebo otazky zivotnej pohody zvierat chovanych clovekom vyvolavaju stale Sirsi
zdujem verejnosti a stdvaju sa dolezitym faktorom, ktory ovplyviiuje podmienky chovu
zvierat ale aj vedecky vyskum.

Ekologicka vyroba predstavuje komplexny systém manazmentu polnohospodarskych
fariem a vyroby potravin, ktory je kombinaciou tych najlepsich environmentalnych postupov,
vysokej Urovne biodiverzity, ochrany prirodnych zdrojov, uplatiiovania prisnych noriem
v oblasti pohody zvierat a vyrobnej metody v sulade s preferenciou urcitych spotrebitelov pre
produkty vyrdbané pomocou prirodnych latok a procesov (NARIADENIE RADY ES ¢.
834/2007).

NARIADENIE VLADY SR ¢&. 322 zroku 2003 ustanovuje miniméalne normy na
ochranu zvierat chovanych alebo drzanych na farmarske ucely, to znamend Ze ustanovuje
vSeobecné podmienky pre farmy konvencného typu ale aj pre farmy ekologické.

Pri ustajneni hovidzieho dobytka sa musia reSpektovat’ vSetky poziadavky pre ich volny
pohyb ku zdroju krmiva, vody, ploche pre odpoc¢inok a elimina¢né spravanie. Pouzité chovné
zariadenie zohladnuje vsetky potreby pre ochranu ich zdravia a optimalizdciu pohody
(ANGELOVICOVA a BULLA, 2006).

Konverzia v ekologickej pol'mohospodarskej vyrobe je obdobie, pocas ktorého sa
uskutocniuje prechod z konvencného hospodérenia na ekologickt pol'nohospodarsku vyrobu.
NARIADENIE RADY ES ¢.834/2007 uvadza pravidla, ktoré farma musi dodrzat’ ked’ zacina
s ekologickou vyrobou

Ekologicky chov hospodéarskych zvierat by mal zabezpeCovat dodrziavanie
osobitnych behavioralnych potrieb zvierat. V tejto stivislosti by ustajnenie v pripade vSetkych
druhov hospodarskych zvierat malo spiiiat’ potreby prislusnych zvierat, pokial’ ide o vetranie,
svetlo, priestor, a pohodlie a mala by sa zabezpecit' dostato¢na plocha s cielom umoznit’
dostato¢nu slobodu pohybu pre kazdé zviera a rozvijat’ prirodzené socidlne spravanie zvierata
(NARIADENIE KOMISIE ES ¢. 889/2008).

Pri vybere plemien alebo linii sa zohladiiuje schopnost’ zvierat prispdsobit’ sa
miestnym podmienkam, ich Zivotaschopnost’ a odolnost’ vo¢i chorobam. Uprednostiiuju sa
povodné plemena a linie (NARIADENIE KOMISIE ES 889/2008).

Chovatel'ské prostredie vytvara podmienky pre zabezpecenie fyziologickych potrieb
zachovania zivota a zdravia a pre zaistenie psychickej pohody zvierat. Komplex faktorov
chovatel'ského prostredia ovplyviiuje ich Zivot a rozhoduje o dosiahnuti vytyéenych cielov
chovu. Preto musi byt vytvorené také chovatel'ské prostredie, v ktorom hospodarske zvierata
dokdzu v maximalnej miere manifestovat’ svoje potencidlne uZzitkové vlastnosti. Sucast'ou
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chovatel'ského prostredia je sposob vyzivy zvierat, technika, organizacia a technoldgia chovu,
vzt'ah ¢loveka ku zvieratu, v neposlednom rade klimatické pomery a d’alsie.

V prostredi, kde sa znizuje starostlivost’ o hovddzi dobytok, kde st zvierata zbavené
moznosti vyberu prostredia, aj malé odchylky od optiméalneho stavu pocituju zvieratd ako
zataz. Biologicka zataz, ktora je dana technoldgiu chovu, druhom a kategdriou zvierat urcuje
zakladni potrebu na Upravu mastalného prostredia. Ide o dodrzanie vnutornych
mikroklimatickych parametrov pocas letného a zimného obdobia. Zavisi to na druhu a
kategorii zvierat, technologicko-stavebnom rieseni i biologickej zat'aze objektu.

Chovatel’'ské prostredie vytvara zvieratdm podnety pre ich spravanie. Zviera na ne
reaguje a sucasne si zabezpecuje svoje zivotné potreby formou pohybu, odpocinku, Zrania,
pitia a pod., ale ak je v chovatel'skom prostredi nedostatok, vykonava aj nepotrebné a
neprirodzené aktivity (BRESTENSKY, 2006).

MATERIAL A METODIKA

Monitoring a hodnotenia boli vykonané na farmach so zameranim na ekologicky chov
dojnic, chov v obdobi konverzie a konvencné chovy. Na vybranych farmach v priebehu 2
rokov boli hodnotené vybrané parametre v zmysle platnych noriem a sledované boli
hygienické podmienky ustajnenia, zdravotného stavu a celkovej starostlivosti o zvierata.
Ekologicky chov dojnic plemena pinzgavského sa realizuje na farme v podhorskej oblasti v
nadmorskej vyske 800 m viac ako 15 rokov. Farma v konverzii je situovana v podhorskej
oblasti s chovom 160 ks dojnic slovenského strakatého plemena a konven¢ny chov dojnic
¢iernostrakatého Holsteinského plemena situovand v niZinnej oblasti s 500 ks dojnic.

VYSLEDKY A DISKUSIA
V zmysle zdkona o veterinarnej starosltlivosti a § 5 nariadenia vlady SR ¢. 322/2003 Z.z.

sa vykonéavaji veterinarne kontroly a inSpekcie ochrany zvierat chovanych na farmarske
ucely. Minimalny rozsah kontrol je stanoveny obsahom zaznamov z veterinarnej kontroly.
Na =zaklade tychto poziadaviek boli vykonané kontroly na vybranych farmach. Na
zabezpecenie suladu s poziadavkami Nariadenia vlady ¢. 322/2003 Z.z. bolo vykonané
hodnotenie programu kontroly ochrany zvierat v chove HD v obdobi 2 rokov.

Charakteristika hodnotenia chovov dojnic v ekologickom, konverznom a konven¢nom
chove st uvedené v tabulke ¢. 1

Tab.¢. 1 Hodnotenie sledovanych fariem

Ukazovatele konvenéna farma farma v konverzii ekologicka farma
Plemeno Holstein Slovensky strakaty Pinzgausky
Sposob ustajnenia boxové boxové s podstielkou boxové s podstielkou
Pocet zvierat 500 160 120
Produkcia mlieka 7300 4200 3 800
Frekvencia dojenia 2x 2x 2x

Dojenie dojaren dojaren dojaren
Hodnotenie hygieny HACCP HACCP HACCP
Osetrenie vemena Diemacit Jodonal M Podrl'a noriem
Produkcia mlieka mliekdren mliekaren BIO-certifikat
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Hlavnym kritériom zdravia zvierat je vytvaranie optimalnych zivotnych podmienok a
dodrziavanie hygienickych zasad. Pri hodnoteni hygienickej Grovne (tab.2) je zrejme, Ze sa
hygienicka uroveil na hodnotenych farmach znacne liSila. NajlepSie hygienické podmienky
boli zistené na ekologickej farme.

Tabul’ka €. 2 Vyhodnotenie a porovnanie hygienickej irovne na hodnotenych farmach

Kritéria Konvenéna Konverzia Ekologicka
Ustajnenie Vel'mi dobra Vel'mi dobra vysoka
Pohybové chodby uspokojiva Vel'mi dobra vysoka
Dojaren a mliecnica vysoka vysoka vysoka
Pracovnici uspokojiva dobra Vel'mi dobra

Na zadklade hodnotenia vybratych kritérii pre hodnotenie welfare a na zaklade naSich
sledovani v tabul’ke 3 st uvedené najcastejSie ochorenia vo vztahu k systému farmy.

Tabul’ka 3 Percentualne zastupenie zdravotnych problémov na sledovanych farmach

Ukazovatel’ Konvencna Konverzia Ekologicka
Mastitidy 25-28 % 16 -18 % 3-15%
Ochorenia pohybového | 15-25 % 5-6% 2%
aparatu

Reprodukéné poruchy | 8-11 % 6-8% 3%
Poranenia ceckov a| 8% 3-6 % 1-2 %
vemena

Posudzovanie pohody zvierat sa vzdy vykonava na trovni jednotlivych zvierat, pricom
ustanovené minimalne normy musia byt vzdy dodrzané. V pripadoch, ak minimalne normy
pre niektoré sledovanie nie su ustanovené, stupenn pohody sa posudzuje na zéklade
zdravotného stavu, prejavovaného spravania sa a socialnych vztahoch zvierat.

Pri hodnoteni situdcie v naSich chovoch na zdklade programu hodnotenia welfare
uvedeného v Nariadeni vlady ¢. 322/2003 Z.z., ale aj na zaklade nami zvolenych
ukazovatel'ov pri hodnoteni welfare na vybranych farmach je potrebné na konvencnych
farmach mat na zreteli predovSetkym moznost zabezpecenia vSetkych poziadaviek
vyplyvajucich zo vztahu zviera a prostredie z hl'adiska jeho potrieb.

Pri hodnoteni ochrany zvierat na ekologickej farme sa predpoklada vyssSia Groven welfare
v porovnani s konvenénymi chovmi, pripadne s chovmi v konverzii. VysSie poziadavky na
ustajnenie zvierat su kladené aj europskymi nariadeniami, ktoré tieto podmienky v
ekologickych chovoch stanovuju. Avsak je potrebné respektovat vsetky rozdiely medzi
chovom zvierat v konven¢nom, konverznom alebo ekologickom systéme.

Velmi doélezité je ziskavanie kvalitnych potravin zivo¢isneho pdvodu pri dodrziavani
striktnych poziadaviek pri ziskavani, spracovani a oSetrovanim mlieka. Vysadné postavenie
patri Cisteniu a dezinfekcii a uplatiovaniu syst¢ému HACCP tak v konvenénych ako aj
ekologickych chovoch.
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Ekologické pol'nohospodarstvo sa stale vyvija aj ked’ hlavné pravidla su dané, stale ostava
priestor na zlepSenie ¢i uz welfare zvierat, produkcii kvalitnejSich potravin a skvalitiovania a
ochrany zivotného prostredia.
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STANOVENIE HLADINY PROZAPALOVYCH CYTOKINOV Z KRVI U HYDINY
INFIKOVANEJ SALMONELLA ENTERICA
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"Univerzita veterindrskeho lekdrstva a farmdcie v Kosiciach
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ABSTRAKT

V préci bola sledovana expresia cytokinov IL-18, IL-8 (oznaCovany ako chCXCLi2), IL-12f,
IL-15, IL-17, IL-18, IL-22, IFNP, IFNy, iNOS a TNFa (LITAF) z krvi po intraven6znej a per
os aplikacii S. enterica (SE 147) pomocou metddy RT-PCR. Skupina u ktorej bola aplikovana
SE 147 intravendzne bola hladina expresie IL-1f, IL-8 (oznacovany ako chCXCLi2), IL-12p,
IL-18, IL-22, IFNB, IFNy a TNFa (LITAF) zvySena. V skupine kde bola aplikovana SE 147
per oralne bola zistend zvySena hladina IL-15, IL-17 a iNOS. Tieto vysledky naznacuju, ze po
intravendzne] aplikécii dochddza k rychlejSiemu néastupu infekcie a to vedie aj k rychlejsej
odpovedi organizmu na dany patogén zvysenim hladiny prozapalovych cytokinov.

UVOD

Cytokiny a chemokiny zohravaju klacovl tlohu v komunikécii medzi bunkami imunitného
systému ako aj medzi réznymi bunkami ne-imunitného systému. Cytokiny hlavne suvisia s
kontrolou imunitnej odpovede hostitel'a na rézne cudzorodé antigény (Berndt a kol., 2007;
Shaughnessy a kol., 2009) a su aj kI'i€ovymi regulatormi hostiteI'skej imunitnej odpovede na
intracalularne patogény, medzi ktoré patri aj Salmonella spp.

Salmoneléza hydiny je ¢revna infekcia, ktord viacSinou prebieha subklinicky alebo s klinicky
manifestujucimi priznakmi. Salmonelézu hydiny moze vyvolat’ druhovo adaptovany serovar
S.  Gallinarum vyvolavajuci zdvazni systémovl salmonelézu s vysokou morbiditou
a mortalitou najmé u mlad’at (Levkutova a kol., 2007). Kmen S. enterica (SE 147) nie je sice
pre hydinu Specifickd, infekcia prebieha bez klinickych priznakov, no moéze sa z hydiny
preniest’ na méso a vajcia.

Na skoré Stadium infekcie vyvolanej Salmonella spp. nadvizuje aktivacia komplexnych
mechanizmov vrodenej a v neskorSom Stadiu aj ziskanej imunity. Dochddza k infiltracii
makrofdgov do miesta infekcie a ich aktivacia vedie k sekrécii prozapalovych cytokinov ako
st TNF-a, IFNy, IL-18, IL-1p, IL-15. K zvysenej sekrécii prozépalovych cytokinov dochadza
v tkanivach ako su cekalne tonzily, peCent a oblicky (Withanage a kol., 2004). No iba malo
prac sa venuje stanoveniu hladiny cytokinov priamo z krvi.

Cielom prace bolo stanovit’ a porovnat’ hladinu expresie cytokinov zkrvi v zavislosti od
sposobu vniknutia infekcie do hostitel'ského organizmu.

MATERIAL A METODIKA

Zvierata

Do pokusu bolo celkom zahrnutych 8 nosnic druhu Lohman Brown vo veku 55. tyzdiiov,
ktoré boli chované v Standardnych podmienkach. Nosnice boli rozdelené do 2 skupin po 4 ks.
Pricom 1. skupina bola infikovana kmetiom S. enterica (SE 147) intravendzne a Il. skupina
bola infikovana SE 147 per ordlne. Na 4 den po infekcii boli nosnice utratené a bola odobrata
krv z vena jugularis dextra.

Izolacia RNA

K 250 pl odobratej krvi bolo pridané 750ul Trizol Blood (Molecular Research Center)
apotom z homogenizované pomocou MagNA Lyser-u (Roche, Basel, Svajéiarsko). Na
separaciu jednotlivych faz bolo pridané 50 pl 4-bromanizolu anasledne cely objem
scetrifugovany pri 12000rpm 15 min 4°C. Vrchnd vodna faza bola d’alej pouzitd na samotnu
izolaciu RNA pomocou RNAeasy Kitu (Qiagen, Velkd Britania) podla Standardného
postupu. Cistota a vysledna koncentracia ziskanej RNA bola stanovena pomocou Nanodropu.
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Ziskand RNA bola prepisand pomocou reverznej transkriptazy M-MLV (Invitrogen) a oligo
dT primerov. Vysledna cDNA bola 10x zriedena destilovanou vodou a d’alej pouzita ako
templat pre RT-PCR.

Real-time PCR

PCR Mix pozostaval 5 ul SYBR Green (Qiagenm Waltham), 4 ul nariedenych primerov a 1
ul cDNA. Samotna amplfikécia a detekcia produktov bola vykondvana na Light Cyclery 480
(Roche, Basel, Switzerland) podl'a nasledujuceho programu: 95°C 15min, 45 cyklov:
denaturaca 95°C 20s, aneling 60°C 30s a elongéacia 72°C 30s.

Hladina expresie bola stanovena voci 3 houskepingovym génom: glyceraldehyd-3-phosphate
dehydrogenaza (GAPDH), TATA box viazuci protein (TBP) a ubiquitin (UB).

Vsetky pouzité primery boli navrhnuté Doc. Rychlikom (Brno, VUVEL).

Analyza dat

Na analyzu dat bola pouzita jednocestna ANOVA a Tukey test v programe GraphPad Prism
Version 2.0.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Po intra vendznej aplikacii SE 147 bola zaznamenana zvySena expresia IL-1B, IL-8
(oznacovany ako chCXCLi2), IL-128, IL-18, IL-22, IFNB, IFNy a TNFa (LITAF), ¢o
pravdepodobne stvisi s okamzitym vstupom infekcie do krvného obehu a reakciou
imunitného systému. VysSia expresia po per oralnej aplikacii SE 147 bola zaznamenana iba
u cytokinov IL-15, IL-17 a iNOS. Jednotlivé hodnoty expresie su zobrazené v tab.1. Tieto
hladiny expresie vSak neboli Statisticky vyznamné.

Cytokin |Infekcia i.v. | Infekcia p.o.

IFNp 0,0440 0,0299
IFNy 0,0046 0,0020
IL 12 0,0003 0,0003
IL 15 1,8628 4,7968
1L 17 0,0003 0,0003
IL 18 0,0738 0,0428
IL 1B 0,2091 0,0459
IL 22 0,0002 0,0001
IL 8 0,1437 0,0316
iNOS 0,4319 0,6539
TNFa 0,0606 0,0268

Tabulka €.1 Hodnoty expresie cytokinov

Vicsina prac sa zaobera Stidiom expresie cytokinov ztkaniv po per ordlnej infekcii.
Cheesman a kol. (2007) poukazali na zvySenu hladinu IFNy, IL-12, IL-18 a TNFa v slezine
a céku 8 a 12 hodin po p.o. infekcii S. Enteritidis. V praci Berndt a kol. (2007) bolo dokézané
signifikantné zvysSenie hladiny IL-12 a IL-18 v slezine, peceni a céku. Zvysena hladina IL-6
a IL-8 bola popisana aj v praci Swaggerty a kol. (2004). Rovnako aj v praci Withange a kol.
(2004) bola zaznamenana zvySena hladina IL-8 a IL1B a K60 v ¢revach 12, 24 a 48 hodin po
p. 0. aplikacii S. Typhimurium.

Na zaklade nami ziskanych vysledkov sa ukézalo, ze v krvi dochadza k zvySovaniu hladiny
najmd u tych cytokinov, ktoré boli v spomenutych pracach signifikantne zvySené aj
v tkanivach jednotlivych organov.
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INDUKCIA MIKROJADIER PO 24 A 48H EXPOZIiCII PERIFERNYCH
LYMFOCYTOV HOVADZIEHO DOBYTKA TEBUKONAZOLOM
Kolesarova V., Sivikova K.

Ustav genetiky, Katedra bioldgie a genetiky, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

V naSej praci sme sledovali ucinok tebukonazolu, triazolového fungicidu, na periférne
lymfocyty hovéddzieho dobytka pouZzitim CBMN (cytokinesis-block micronucleus) testu.
CBMN test sa pouziva ako biomarker pre Stadium in vitro a in vivo genomového poskodenia.
Lymfocyty sme vystavili u¢inku tebukonazolu na 24 a 48h. Frekvencie mikronuklei (MN) po
24 a 48 h expozicii nedosiahli $tatisticky vyznamné hodnoty. Najvyssiu frekvenciu MN sme
zaznamenali pri koncentracii 15 pg.ml"(24h) a pri koncentracii 6 pg.ml™ (48h). Pri najvyssej
pouzitej koncentracii (60 pg.ml™') nebolo mozné vyhodnotit’ dostatoény pocet buniek. Pri
hodnotach CBPI (cytokinesis block proliferation index) sme zistili redukciu prolifera¢nych
indexov v zavislosti od davky so $tatistickou vyznamnostou od koncentracie 6 pg.ml™' po 24h
expozicii () test, p<0,05 a p<0,001) aod koncentracie 1,5 pg.ml’ po 48h expozicii
tebukonazolom (p<0,05, p<0,01 a p<0,001). Z nasich vysledkov vyplyva, Ze tebukonazol
redukoval proliferacnu aktivitu lymfocytov hoviddzieho dobytka, ¢im sme potvrdili jeho
cytotoxicky/cytostaticky efekt.

UvOoD

Pesticidy predstavuju Siroké spektrum chemikalii, syntetickych alebo prirodnych, ktoré sluzia
na regulaciu vyskytu hmyzu, huab, baktérii, burin, hlodavcov a inych $kodcov (Chu X. G.
akol., 2005). Popri ich pozitivnom uc¢inku, kedy eliminuju neziaduce druhy organizmov
v zaujme ochrany zdravia zvierat a 'udi a zvySenia vynosov vo vyrobe, stretavame sa aj s
neziaducimi U¢inkami u necielovych organizmov, ako su napriklad alergie alebo nadorové
ochorenia. Volne pasuce sa zvierata, hoviddzi dobytok a ovce, patria ku skupine zvierat
priamo vystavenych anajviac ovplyvnenych ucinkom pesticidov. Kaémar akol. (1999)
popisali zvySenu morbiditu az mortalitu mlad’at, uzivo narodenych potomkov znizenu
vitalitu, u dospelych jedincov znizenu produktivnost’ a odolnost” a pod.

Tebukonazol je fungicid patriaci do triedy triazolovych pesticidov. Na Slovensku sa pouziva
ako komer¢ny pripravok Orius 25 EW (250g/1 tebuconazol). V naSich podmienkach sa
osvedcil pri oSetreni listov a klasov pSenice a jaCmena a proti hubovitym ochoreniam repky
ozimnej. Inak sa tebukonazol v pripravku Folicur® vo velkej miere pouZiva v ramci
prevencie a liecby chorob sposobenych hubou Pyricularia oryzae na ryzovych poliach
Stredomoria (Bayer CropScience Limited, 2005).

Fungicidne vlastnosti triazolovych pesticidov st zalozené na inhibicii enzymu 14-a-
demetylazy (CYP 51), ktory reguluje syntézu ergosterolu nevyhnutného pre tvorbu bunkovej
steny hub (Zarn a kol., 2003).

V nasej praci sme sa zamerali na zistenie genotoxickych, resp. cytotoxickych vlastnosti
tebukonazolu na periférne lymfocyty hovéddzieho dobytka pouzitim CBMN testu.
Mikronukleovy test bol popisany ako vel'mi senzitivny pri $tadiu bunkovych a jadrovych
dysfunkcii sposobenych starnutim in vitro alebo in vivo, pri mikronutricnych deficienciach
alebo ich nadbytku, po expozicidch genotoxickymi latkami a pri reparacnych poruchach
v oprave gendmu (Fenech, 2007). Mikronukled su malé, extranuklearne telieska, ktoré
vznikaji v deliacich sa bunkidch zacentrickych chromozémovych/chromatidovych
fragmentov alebo z celych chromozémov/chromatid, ktoré zaostali v anafdze, a preto nie st
obsiahnuté v dcérskych jadrach v telofaze (Mateuca a kol., 2006). KI'i€¢ovou vyhodou CBMN
testu je sucasna detekcia klastogénnych aaneugénnych vlastnosti testovanej latky, teda
detekcia Struktirnych a/alebo numerickych abericii.
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MATERIAL A METODIKA

Technicky tebukonazol ((R,S)-1-p-chlorophenyl-4,4-dimetyl-3-(1H-1,2,4-triazol-1-yl-
metyl)pentan-3-ol) bol rozpusteny v dimetylsulfoxide (DMSO, Sigma, St. Louis, MO, USA)
a pridany v koncentraciach 1,5; 3; 6; 15, 30 a 60 pg.ml’ do kultiry lymfocytov. Ako
pozitivnu kontrolu sme pouzili mitomycin C (MMC, Sigma St. Louis, MO USA)
v koncentracii 0,4uM rozpusteny v injekénej vode.

Kultary lymfocytov boli pripravené pridanim 0,2 ml heparinizovanej krvi hoviddzieho
dobytka (2 kusy, slovensky strakaty dobytok, veku 6 mesiacov) do kultivaéného média
zlozené¢ho z 4 ml RPMI 1640, 1ml bovinného fetalneho séra (BoFeS), antibiotik (penicilin
250 U.ml" a streptomycin 250 pg.ml") a fytohemaglutininu (PHA, 180 pg.ml”, Welcome,
Dartford, Germany).

Lymfocytové kultiry boli kultivované 72 hodin pri 37°C. Cytochalazin B (Cyt. B, Sigma, St.
Louis, MO, USA) bol pridany 44 hodin od za¢iatku kultivacie v koncentracii 6 pg.ml™.
Tebukonazol sme pridali na poslednych 24 a 48 hodin kultivacie. Nasledne boli kultiry
spracované. Po centrifugacii pri 170%g a odsati supernatantu, sme lymfocyty vystavili
kratkemu (2 min.) hypotonickému posobeniu (0,075 M KCl), potom sme pridali 1 ml
fixatného roztoku (metanol:kyselina octova, 3:1) a nechali spolu pdsobit’ 10 min.

Nasledovala centrifugdcia a fixacia (10 min.), ktoré sa opakovali eSte dvakrat. Z takto
ziskanych lymfocytovych suspenzii boli pripravené preparaty, ktoré boli po vyschnuti
ponorené do 100% metanolu na 10 min. a ofarbené v 5% Giemsa (Merck, Darmstadt,
Germany) v Sorensenovom pufri (pH 6,8) 18 min. Prepardity sme vyhodnocovali
mikroskopom pri 1200 ndsobnom zviacseni.

Frekvenciu mikrojadier sme od¢itali v 1000 dvojjadrovych bunkéach pre kazda koncentraciu
a pre kazdého donora (Fenech, 1993) a CBPI sme vypocitali na zaklade mnoZstva buniek
s jednym, dvomi, tromi a Styrmi jadrami ziskanymi hodnotenim 500 buniek v rade.

'~ kvadrat test test sme pouzili na Statistické vyhodnotenie vysledkov. Variagna $tatistika
vysledkov v tabul'kach bola urobené Fisherovym testom

VYSLEDKY A DISKUSIA
Vysledky stidia bunkovej kinetiky a vzniku mikrojadier po 24 a 48 hodinovej expozicii
technickym tebukonazolom su zhrnuté v tabulke 1 a 2.

Tab.1. Spontanna a indukovana frekvencia mikrojadier lymfocytov HD po 24h expozicii
technickym tebukonazolom.

Donor 1 Donor 2

BNMN %BNMN CBPI BNMN | %BNMN | CBPI
Pocet 1 2 1 ]2
MN
DMSO 22 1 2440,16 137 21 |2 [2,5+0,17 | 1,464
1,5 20 1 22405 1,38 19 [1 [2,1x0,15% | 1,432°
3 22 2 2,6+0,17*  1,322° 24 [2 12,8+0,18" | 1,466
6 27 2 3,1+0,18* 1,304 22 |4 [3,040,19° | 1264
15 25 5 3,54021* 12847 |24 |6 [3,6+022% [1,36
30 16 3 224017 1,182°" |15 |2 |1,940,15° | 1,186
60 1° 0° ND 1,074 1° [0® [ND 1,072°
MMC 8 3  14+0,14* 1,117 10 |3 [1,640,15° | 1,124
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MN - mikrojadro

BNMN - dvojjadrové bunky s MN

CBPI - cytokinesis block proliferation index

°- bez §tatistickej vyznamnosti

®_ hodnotenych 50 buniek

M tatisticky vyznamne udaje (p<0,05, p<0,001, * test)
ND — nedostato¢ny pocet buniek

Tab.2. Spontanna a indukovana frekvencia mikrojadier lymfocytov HD po 48h expozicii
technickym tebukonazolom.

Donor 1 Donor 2

BNMN %BNMN CBPI BNMN | %BNMN | CBPI
Potet 1 2 1 ]2
MN
DMSO 8 1 1,040,11 1238 7 |1 ]09+0,10 1,386
1,5 10 0 1,0£0,10* 1214° 9 |1 [1,120,11° [ 1,326
3 12 2 1,6£0,14* 1,198 10 [0 |1,0:0,10*° |1,324
6 14 3 2,0+0,16° 1,190 12 |3 |1,8+0,15* | 1,3107
15 7 4 1,5%0,15* 1,147 10 [0 |1,0:0,10* | 1,288
30 7 0 07+0,08 1,112 [5 |2 [09+0,11° | 1,148
60 - - ND 1,014 |- |- |ND 1,016
MMC 23 2 27+017 1,172" 23 |2 [2,740,177 | 1,164

MN — mikrojadro

BNMN - dvojjadrové bunky s MN

CBPI - cytokinesis block proliferation index

“- bez Statistickej vyznamnosti

W Statisticky vyznamne udaje (p<0,05,p<0,01, p<0,001, x* test)
ND — nedostatocny pocet buniek

Po 24 h expozicii sme zaznamenali zvySenu frekvenciu MN u oboch donorov, avSak bez
Statistickej vyznamnosti. Najvyssiu frekvenciu MN sme zaznamenali pri koncentracii 15
pg.ml”’, po expozicii periférnych lymfocytov hovidzicho dobytka tebukonazolom
v koncentréacii 30 pg.ml”, sa frekvencia MN zniZila. Po aplikacii najvys$sej koncentracie (60
pg.ml™) nebolo mozné vyhodnotit dostatoény podet buniek. Vo frekvenciach CBPI sme
zistili redukciu proliferaénych indexov v zavislosti od davky (tab. 1). Pri najnizSich
koncentraciach (1,5 a 3 pg.ml™) doslo k znizeniu CBPI oproti kontrolnym hladindm u oboch
donorov, avsak bez Statistickej vyznamnosti. Pri vy$$ich koncentraciach tebukonazolu (6,
15,30 a 60 pg.ml') boli hodnoty CBPI vyrazne redukované svysokou statistickou
vyznamnostou (x> test,p<0,05 a p<0,001). Kym u donora 1 bola redukcia CBPI pozvoln4,
u donora 2 doglo uz pri koncentracii 6 pg.ml” k nahlemu poklesu hodnoty CBPI (p<0,001).
Po predizenej expozicii (48h, tab. 2) frekvencie MN nedosiahli §tatistickii vyznamnost’ a
najvyssia hodnota bola zistena uz pri koncentracii 6 pg.ml” a postupne klesala. Podobne pri
najvy$Sej koncentracii 60 pg.ml’ nebolo mozné vyhodnotit dostatoény pocet buniek
Frekvencie CBPI vykazovali taktieZ zniZzenie v davkovej zavislosti u oboch donorov so
Statistickou vyznamnostou pri vSetkych koncentraciach testovaného fungicidu (p<0,05,
p<0,01 a p<0,001).
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V indukovanych frekvenciach MN po 24 a 48 h expozicii tebukonazolom sme nezaznamenali
Statisticky vyznamné hodnoty. Podl'a Savage (1988) pozorované frekvencie MN st cCasto
nizSie ako frekvencie chromozémovych aberacii ziskané z prvych metafdz po expozicii
agensom, pretoze nie vSetky fragmenty nevyhnutne vytvoria viditené MN. Taktiez MN test
nie je vhodny na detekciu MN pochéadzajucich z nestabilnych aberacii (Surrallés a Natarajan,
1997).

CBPI sa pouziva ako pridavny cytogeneticky ukazovatel’ informujtci o potenciali chemicke;j
latky ovplyvnit' bunkovy cyklus. Z naSich vysledkov vyplyva, Ze tebukonazol je schopny
redukovat’ proliferacnt aktivitu lymfocytov hovddzieho dobytka, ¢im sme potvrdili jeho
cytoxicky/cytostaticky efekt.
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NEUROPROTEKTIVNE POSOBENIE NOVEHO ANALOGU KYSELINY
KYNURENOVEJ PO TRAUMATICKOM POSKODENI MIECHY U POTKANA
Korimova A., Vanicky 1.

Neurobiologicky ustav, SAV, KoSice

ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo stanovit mozny neuroptotektivny ucinok nového analdgu kyseliny
kynurenovej, Sirokospektralneho antagonistu excitotoxickych aminokyselin - glu-KYNA,
podaného intratekalne pocas 24 hodin bezprostredne po kompresnom poskodeni miechy. Na
zaklade behaviordlnych testov sme uzvierat injikovanych glu-KYNA zaznamenali
v porovnani s kontrolnou skupinou zvierat signifikantné zlepsenie hybnosti zadnych koncatin.
Histologické analyzy zarovein preukazali Statisticky vyznamné zvySenie mnozstva zachovanej
sivej a bielej hmoty miechy v oblasti kaudalne od epicentra 1ézie, i ked’ bez signifikantnych
zmien priamo v mieste najvicSieho poskodenia. NaSe vysledky tak naznacuji zlepSenie
priamych nasledkov poskodenia vzniknutych v dosledku primarneho mechanického poranenie
miechy ako aj d’alSie moznosti d’alSieho experimentalneho vyuzitia tejto latky pri liecbe
poskodenia miechy.

UvOD

Predpoklada sa, Ze excitotoxické aminokyseliny (EA) zohrdvaji doleziti ilohu v patogenéze
viacerych neurodegenerativnych ochoreni vratane akutnych - napr. cievne mozgové prihody,
hypoglykémia, az po chronické - Parkinsonova choroba alebo amyotrofickd laterdlna
skler6za (Whetsell a Shapina, 1993, Lipton a Rosenberg, 1994). V experimentalnych
modeloch tychto ochoreni predstavuje blokovanie receptorov pre EA, predovsetkym
antagonistov N-metyl-D-aspartatového subtypu, jedno z najudinnejSich neuroprotektivnych
opatreni (Hicks a kol., 1995). Nadmernym uvoliovanim excitotoxickych aminokyselin do
intracelularneho priestoru as tym naslednou neurotoxicitou je sprevadzané aj poranenie
miechy (PM). Spolu s ostatnymi biochemickymi a bunkovymi mechanizmami iniciovanymi
primarnym mechanickym inzultom prispieva k sekundarnemu zvicSovaniu velkosti 1ézie
pozorovanej v prvych hodindch po PM a stdva sa tak predmetom mnohych terapeutickych
stratégii s cielom minimalizovat’ rozsah poSkodenia tkaniva miechy.

Kyselina kynurenovd (KYNA), ktord vznikd reverzibilnou transamindciou L-kynureninu,
primarneho katabolického produktu metabolickej cesty tryptofanu (Schwarcz a Pellicciari,
2002), je vo vysokych, nefyziologickych koncentraciach Siroko spektrdlnym antagonistom
ionotropnych receptorov EA. Pdsobi totiz ako nekompetitivny antagonista o7-nikotinovych
acetylcholinovych receptorov a kompetitivny antagonista glycinového miesta N-metyl-D-
aspartatového subtypu receptora kyseliny glutdmovej (Perkins a Stone, 1982). Identifikovana
bola aj ako endogénny ligand receptora GPR35, ktory je exprimovany hlavne bunkami
imunitného systému (Wang akol., 2006) a v pripade spojenia s KYNA moze zohravat
vyznamnu ulohu v imunologickej regulécii. Pre antikonvulzivny a mozny neuroprotektivny
ucinok sluzi v podmienkach in vivo ako aj in vitro ako vyznamny ndastroj blokovania
excitotoxickej neurotransmisie.

Nasim cielom je na kompresnom modeli PM testovat’ protektivny uc¢inok nového analdégu
KYNA, kyseliny glukosamin-kynurenovej (glu-KYNA) a stanovit’ vplyv jeho podavania na
obnovu neurologickych funkcii a rozsah poskodenia tkaniva po poraneni miechy.

MATERIAL A METODIKA

V experimente boli pouzité¢ dospelé samce potkanov kmenia Wistar s hmotnost'ou 300-330 g,
rozdelené do dvoch skupin. V prvej skupine (n=15) boli zvierata s kompresnym PM, ktorym
bolo priamo po PM v priebehu 24 hodin cez intratekdlny katéter napojeny na pumpu
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podavanych celkovo 120 pl glu-KYNA (t.j., 5 pl glu-KYNA/hod). Druhu, kontrolna skupinu
(n=15) tvorili zvieratd s intratekdlne podanym fyziologickym roztokom, ato v rovnakom
mnozstve a za rovnakych podmienok ako v pripade prvej skupiny zvierat.

Samotné kompresné PM bolo prevedené v inhalacnej anestézii pomocou 2-Fogartyho katétra
vsunutého do epidurdlneho priestoru cez maly otvor vyvftany zubnou vftackou na urovni
Th10 stavca, nasledne jeho posunutim kranidlne do vzdialenosti 1 cm, t.j. na Groven Th8-9 a
naplnenim koncovej balonikovej Casti 12,5 ul destilovanej vody po dobu 5 minut. Po sfuknuti
balonika sme médkké tkaniva zasili a zvieratd umiestnili do klietok. Na zéklade 21. stupiiovej
Skaly BBB testu (Basso a kol., 1995) sme v pravidelnych ¢asovych intervaloch pocas celej
doby prezivania (28 dni) u vSetkych zvierat prevadzali neurologické testovanie hybnosti
obidvoch panvovych koncatin. Prvé testovanie sa pritom uskuto¢nilo priamo v 1. den po
poraneni a nasledne na 7., 14., 21. a 28. dei.

Na 28. denl po zésahu sme zvierata v hlbokej narkéze (zmes ketaminu a xylazinu) preplachli
transkardialne fyziologickym roztokom a nasledne 4% paraformaldehydom v 0,1M
fosfatovom pufri (PBS, pH 7,4) a miechy vybrali zchrbticového kanala. Po 1-dnovej
kryoprotekcii v 30% sachardze a zaliati do proteinovej matrix, sme miechy narezali na 1 mm
transverzalne rezy a za ucelom dalSich analyz histologicky spracovali. Rozdiely medzi
stanovenymi hodnotami jednotlivych testov v danych casovych intervaloch sme u obidvoch
skupin zvierat Statisticky vyhodnotili pomocou Tukey’s posthoc testu programu ANOVA.
Plochy zachovanej bielej asivej hmoty miechy v jednotlivych castiach celého
rostrokaudaleneho rozsahu 1ézie miechy sme ako u experimentalnych, tak aj u kontrolnych
zvierat $tatisticky analyzovali pomocou programu Image Tool.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Viaceré experimentalne modely poskodenia mozgu potvrdili vysoku uc¢innost” blokovania
receptorov pre EA pri redukcii rozsahu poskodenia neurénov (Hicks a kol., 1995). Napriklad
v modeloch fokalnej ischémie mozgu bolo po aplikdcii antagonistov receptorov EA
zaznamenané zniZenie rozsahu infarktom postihnutého tkaniva. Neuroprotektivne vlastnosti
KYNA stanovené pri systtmovom podani z doévodu jej nizkej penetracie cez
hematoencefalickl bariéru (Gill a Woodruff, 1990) predznamenavaji jej moZzné pouZitie
v rozlicnych modeloch poskodenia CNS. Wrathall a kol. (1992) zaznamenali po intratekalnej
aplikdcii pri kontiznom poSkodeni miechy u potkana zmiernenie funkéného deficitu.
V nasom experimente sme na zédklade BBB testu u zvierat s intratekalne podanou glu-KYNA
zaznamenali zlepSenie lokomotorickych funkcii, ktoré sa udrziavalo konStantne od 1. dna
testovania vo vSetkych dalSich sledovanych casovych intervaloch. Rozdiely medzi
jednotlivymi experimentdlnymi skupinami zvierat boli pritom s vynimkou 1. dila po PM
signifikantné vo vietkych nasledujucich meraniach (p<0,05). Statistické vyhodnotenie plochy
poskodeného tkaniva u zvierat injikovanych glu-KYNA v porovnani s kontrolnou skupinou
zvierat zaroven preukazalo signifikantné zvySenie mnozstva zachovanej sivej ako aj bielej
hmoty miechy kauddlne od epicentra 1ézie, i ked’ bez zistenia Statisticky vyznamnych zmien
priamo v mieste najvicSicho poSkodenia. ZvySenie miery zachovania sivej a bielej hmoty
miechy v priebehu celej dizky rostrokaudalenej 16zii po cielenej lie¢be novym analégom glu-
KYNA tak koreluje s vylepsenim lokomoc¢nych funkeii u lieCenych zvierat (Obr.).

Vysledky ndsho experimentu naznacuju zlepSenie dosledkov poranenia miechy blokovanim
ucinkov nadmernej koncentracie neurotransmiterov. Potvrdzuji ucast’ receptorov pre EA na
rozsahu celkového funkéného deficitu v mieste poskodenia, resp. vjeho bezprostrednej
blizkosti vznikajuceho prave v dosledku traumatického poskodenia a indikuju tak moznost
terapeutického vyuzitia tejto latky pri traumatickom PM.
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Obr. Ucinok glu-KYNA na rozsah poskodenia tkaniva miechy 4 tyzdne po PM. MnoZstvo
zachovaného tkaniva bolo stanovené analyzou priecnej plochy rezov zo zvierat s intratekéalne
aplikovanou glu-KYNA (glu-KYNA) a z kontrolnej skupiny zvierat (placebo) na 28. den. (A)
Mnozstvo zachovanej sivej hmoty miechy (A) abielej hmoty miechy (B) v mieste
najvicSieho poskodenia (epicentrum) a v oblastiach leziacich kranidlne a kaudéalne od tohto
miesta. Udaje predstavujii priemerné hodnoty + smerodajna odchylka, cr - kranidlne, ca —
caudalne; (*p<0,05, ** p<0,01).
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DRUHOVA DIVERZITA A KVANTITA HNIEZDNEJ ORNITOFAUNY
UNIVERZITNEHO AREALU UVLF V KOSICIACH V ROKU 2011
Korytar L., Ondrejka R., Ondrejkova A., Prokes M., Slepecka E., Benisek Z.
Ustav epizootoldgie a preventivnej veterindrskej mediciny, UVLF v KoSiciach

ABSTRAKT

Ciel'om tohto prispevku bolo spoznat’ Struktiru hniezdnej ornitofauny univerzitného arealu
Univerzity veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach so zameranim najmai na prostredie
univerzitného parku. Metédou mapovania hniezdnych aredlov a metédou odchytov vtactva do
narazovych sieti sme zmapovali mnoZstvo a priestorové rozloZenie hniezdnych okrskov
hniezdicov a ich druhovu diverzitu. Na tzemi univerzitného parku sme zistili 15 hniezdi¢ov
(okrem feralnych holubov). Hniezdenie d’alSich 5 druhov je vel'mi pravdepodobné.

UvOD

Na vyskum ornitofauny urbanneho prostredia sa kladie zvySeny doraz priblizne od druhej
polovice dvadsiatych rokov. Jednu zprvych rozsiahlych kvantitativnych a kvalitativnych
studii hniezdnych ornitocen6z na Slovensku vykonali Feriancova-Masarova a Ferianc
v osemdesiatych a devitdesiatych rokoch 20. Storocia, pricim v 21 okresnych mestach
zapadného a stredného slovenska zistili 63 hniezdiacich druhov vtdkov (Lucenicova
a Orszaghova, 2010).

Charakteristika uzemia

Skumany areal o rozlohe cca. 10 ha je situovany v priemernej nadmorskej vyske 215 m v
severnej Casti mesta KoSice, ktorého katastralne uzemie podla fytogeografického c¢lenenia
spadd do oblasti pandnskej flory (Adamkovi¢ova 2002). Fauna mesta Kosice a jeho okolie
patri podla zoogeografického c¢lenenia do provincie Karpatskej (horska) a provincie
Vnutrokarpatskych znizenin (stepnd) (Barabas a Labunova, 2009). Univerzitny park sa
vyznacuje roztrasenym zmieSanym listnatym (lipa, platan, breza, javor) aj ihlicnatym (smrek,
borovica, tis) stromovym porastom s primesou krikov zvidc¢Sa tvoriacich zivé ploty
a vyskytuju sa tu aj trdvnaté porasty. Vhodné podmienky pre hniezdenie vtadkov poskytuju aj
jednotlivé budovy univerzity.

MATERIAL A METODIKA

Za ucelom zistenia po¢tu druhov hniezdi¢ov a ich hniezdnych okrskov sme pouzili metdédu
mapovania hniezdnych okrskov podla Jandu aRepu, (1986). Podstatou metody je
uskutocnenie viacerych kontrol na vymedzenej ploche v priebehu hniezdneho obdobia.
Metoda je vhodna na mapovanie hniezdnych populécii teritoridlnych nekolonidlnych druhov,
ako napr. spevavce. Pocas kazdej kontroly sa do mapy uzemia znackami zakresl'uju pozicie
pozorovanych vtakov. Zvlastny doraz sa kladie na spievajuce samce. Pri vyhodnocovani
vysledkov sa prekreslia tidaje o jednom druhu zo vSetkych kontrol do druhovej mapy. Viaceré
registracie toho istého druhu v mape, leziace blizko pri sebe spoja sa v zhluk registracii druhu.
Zhluk registracii druhu predstavuje hniezdne teritérium jedného paru. Na zaklade zistenych
hniezdnych teritorii sa stanovuje poéetnost’ hniezdnej populacie (Janda a Repa, 1986).

V priebehu hniezdnej sezony (mdj — jun 2011) bolo vykonanych 5 kontrol (snimkov), z toho
Styri ranné kontroly (05 — 09” hod.), ajedna vederna kontrola na zachytenie druhov s
vyraznou vedernou aktivitou (18° — 20°° hod.). Jednotlivé hniezdne okrsky boli vyhodnotené
na zéklade spevu samcov, alebo najdenia hniezda.

Ako doplnkova metdda na zistovanie druhovej diverzity hniezdnej ornitofauny bola pouzitd
metdda odchytu do ndrazovych ornitologickych sieti. Tato ¢innost’ vykondval prvy autor na
zéklade drzby krazkovatel'skej licencie a povolenia a rozhodnutia MZP SR &. 269/132/05-5.1
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pil, ktorym sa udelila pre krazkovatelov zdruzenych pri Slovenskej ornitologickej
spolo¢nosti vynimka zo zédkona €. 543/2002 na odchyt a krizkovanie vol'nezijuceho vtactva
na uzemi SR.

Boli pouzité nylonové pitpolové siete o rozmeroch 2,5X10 m a 2,5X12 m o priemere 0k
16X16 mm. U odchytenych vtakov bola evidované druhova prislusnost’ a pohlavie a vek ak to
bolo mozné. Kazdy odchyteny jedinec bol oznaceny ornitologickym krazkom a spétne
vypusteny.

Pri snimkovani vyskytu vtakov pocas jednotlivych kontrol a pri vyhodnocovani vysledkov
boli pouzit¢ mapové podklady vol'ne dostupné online prostrednictvom programu Google
Earth.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V roku 2011 bolo metdédou mapovania hniezdnych okrskov potvrdené hniezdenie 12 druhov
vtakov (Tab. 1). VSetky hniezdice patria do radu spevavcov (Passeriformes). Najvyssiu
hniezdnu hustotu vykazovali drozd ¢vikotavy a drozd cierny. Medzi druhy pri hniezdeni
uprednostiiujuce koruny stromov patria drozd cvikotavy (Turdus pilaris), pinka lesné
(Fringilla coelebs), kolibkarik ¢ipcavy(Phylloscopus collybita), zelienka obyc¢ajna (Carduelis
chloris), skorec obycCajny (Sturnus vulgaris), krovinnl etdz, resp. kriky obsadzovali drozd
cierny (Turdus merula), penica Ciernohlava (Sylvia atricapilla), penica popolava (Sylvia
curruca) abudovy Zzltochvost domovy (Phoenicurus ochruros), muchar sivy(Muscicapa
striata), sykorka vel'ka (Parus major). Sykorky velké obsadzovali aj budky rozmiestnené
v aredli. Hniezdenie d’alSich druhov, ako drozd plavy (Turdus merula), trasochvost biely
(Motacilla alba), hrdlicka zahradna (Streptopelia decaocto), straka obycCajnd (Pica pica)
a dazd’ovnik tmavy (Apus apus) je pravdepodobné.

Tab. 1: Hniezdi¢e a pocet hniezdnych okrskov v parku UVLF v KoSiciach r. 2011

Vedecky nazov Slovensky nazov  Hniezdne okrsky
1. Turdus pilaris drozd ¢vikotavy 7
2. Parus major sykorka vel'a 5
3.  Turdus merula drozd Cierny 5
4.  Fringilla coelebs pinka lesna 4
5.  Sturnus vulgaris Skorec obycajny 4
6.  Phoenicurus ochruros  Zltochvost domovy 4
7.  Serinus serinus kanarik pol'ny 3
8.  Carduelis chloris zelienka obyCajna 3
9. Sylvia stricapilla penica ¢iernohlava 2
10. Phylloscopus collybita kolibkarik ¢ipéavy 1
11. Sylvia curruca penica siva 1
12. Muscicapa striata muchar sivy 1

Do nérazovych sieti bolo odchytenych 19 jedincov 9 druhov spevavcov (Tab. 2).
Pravidelnymi nidifikantmi univerzitného aredlu UVLF v KoSiciach st aj vrabec polny
(Passer montanus), vrabec domovy (Passer domesticus) a lastovicka domova (Hirundo
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rustica). Pre mapovanie tychto druhov nie je metodika mapovania hniezdnych okrskov
vhodna.

Tab. 2: Prehl'ad odchytenych druhov

Vedecky nazov Slovensky nazov ~ Odchytené jedince
1. Passer montanus Vrabec polny 3
2. Sturnus vulgaris Skorec oby&ajny 1
3. Turdus pilaris Drozd ¢vikotavy 4
4. Phoenicurus ochruros Zltochvost domovy 1
5. Carduelis chloris Zelienka oby€ajna 2
6. Fringilla coelebs Pinka lesna 1
7. Cyanistes caeruleus Sykorka belasa 2
8. Coccothraustes coccothraustes Glezg hrubozoby 1
9. Turdus merula Drozd ¢ierny 3

Ide o prvé ziskané systematické poznatky o avifaune univerzitného arealu UVLF v KoSiciach.
Na ploche skiimaného areédlu bolo zistenych 15 druhov nidifikantov. Z tohto pohl'adu je na
Slovensku asi najlepSie preskiimana mestska zeleni Bratislavy. V rokoch 1990 — 1992 tu bolo
v troch parkoch (Sad J. Krala, Botanicka zahrada a Medicka zahrada) zistenych 35 druhov
hniezdiacich vtakov (Kocian a Franekova, 1993). Podobne, ako je tomu v parku UVLF
v KoSiciach, aj v parkoch Bratislavy prevazuju stromové hniezdi¢e (Polievkova-Lickova
a Kocian, 2000).
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NEINVAZIVNY PRiISTUP V TERAPII KOZNYCH AFEKCIi U VTACICH
PACIENTOV

Kozar M.!, Molnar L., Trbolova A.'

"Klinika malych zvierat, *Klinika exotickych a volne Zijiicich zvierat Univerzita
veterinarskeho lekarstva a farmacie v KoSiciach

ABSTRAKT

Kozné afekcie, ako aj ich terapia, su Casto rieSenou problematikou v klinickej praxi vtacich
pacientov. Lokalizacia defektov v spojeni s limitaciami vtacej koze si Casto vyzaduje vyuzitie
novych modernych metdd terapie. Pri drobnych poraneniach, miestach s nedostatkom vol'nej
koze potrebnej na prekrytie defektu koze, tazko pristupnych miestach a lokalizacii poskodeni
koze, kde novovzniknuté granula¢né tkanivo nebude musiet’ odolavat’ tlaku hmotnosti tela, je
mozné vyuzitie neivazivneho pristupu terapie koze. Tato metdda bez chirurgickej intervencie
sa ukazuje ako vhodna moznost' terapie, aviak Castokrat sprevadzana predizenym &asom
hojenia a slabs§im kozmetickym vysledkom. Jej zdkladom je mechanické vycistenie rany
doplnené o medikamentdznu terapiu. Neinvazivnym postupom bolo oSetrenych 7 pacientov
exotickych a volne zijucich vtakov s pritomnym poskodenim koze ndh, pricom u vac¢Siny z
nich doslo k uplnému vyhojeniu vzniknutého poSkodenia koze v obdobi do jedného mesiaca
od vzniku poranenia. Vyskasanim neinvazivnych metod terapie defektov koze sme odobrili
moznost’ ich pouzitia pri terapii spominanych poSkodeni koze s pozitivnym vysledkom
hojenia.

UvOD

V klinickej praxi vtac¢ich pacientov sa stretdvame s casto rieSenou otdzkou terapie
vzniknutych koznych afekcii. Mnozstvo vyvolavajucich pricin radi defekty koze do skupiny
multietiologickych ochoreni. Do hlavnych skupin vyvolavajlcich pri¢in sa radia lacerécie
spojené s traumou, bodné a hryzné poranenia, automutilécia, strelné rany, zapaly koze tela,
ako aj koZe nachéadzajiicej sa na chodidlach (pododermatitits), bakteridlne, parazitarne
a plesiiové infekcie. Daldou velkou skupinu tvoria omrzliny, chemické a tepelné popaleniny.
V neposlednom rade sa medzi vyvoldvajice pri¢iny uvtdkov drzanych v zajati radia
nevhodny manazment chovu v spojeni so slabou starostlivostou, nevyhovujucimi bidlami,
nevhodnou vyzivou a ¢astymi traumami vznikajiicimi pocas transportu (Burke a kol., 2002;
Ferrell, 2002; Ritzman, 2004; Stroud a kol, 2003).

Unikatna anatomia vtacej koZe spolu so zapalovymi procesmi predstavuji vyzvu pre liecbu
a vyhojenie defektov koze. Evoluéné adaptacie, ako mala hrubka koze, nedostato¢né
mnozstvo podkozného tkaniva, slabé krvné zasobenie a nachylnost’ na poskodenie si vyzaduju
vyuzitie modernych, alebo modifikovanych metdd terapie (Burke akol., 2002; Ritzman,
2004).

Pri drobnych poraneniach, koznych defektoch s rozsiahlou absenciou volnej koze, alebo
miestach s pritomnou rozsiahlou infekciou je nutné vyuzitie manazmentu terapie otvorenych
ran v podobe neinvazivneho pristupu. Samotny manazment nevyzaduje ziadne Specialne
vybavenia a inStrumentarium, ako je to pri chirurgickej terapii. Postupné kroky, revizie rany,
odstraniovanie nekrotickych zvyskov a zvladnutie pritomnej infekcie predlzuju ¢as hojenia so
zvySenim samotnych ndkladov, ako aj moznosti sekundarnej kontaminécie rany (http://www.
ultimatefowl.com/wiki/index.php?title=Wound Management).

Neinvazivny pristup prinasa urcité vyhody v klinickej praxi v podobe relativne nizkych
nakladov oproti inym metdédam, minimalne invazivne zasahy do rany, ako aj pomerne vysoka
uspesnost’. Okrem spominanych vyhod mé& manaZment otvorenych koZnych defektov aj
nevyhody v podobe dlhSieho hojenia ran, zvysSenych pracovnych poziadaviek a slabsieho
kozmetického vysledku. Pri vtacich jedincoch, hlavne u divo Zijacich vtikov je relativne
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obtiazna manipuldcia so zvySovanim stresovania zvierata, ako aj obtiaznost’ vonkajSieho
prekrytia poskodeného miesta (Bohling, 2008).

Po posudeni stavu a rozsahu kozného defektu zvolime najvhodnej$iu metodu terapie. Postup
neinvazivneho pristupu po jeho vybere je zaloZzeny na zdkladnych principoch v podobe
opakovanych prevdzov rany v urcitych cCasovych intervaloch, postupnych revizii rany
s odstraiovanim odumretého tkaniva azvladnuti pritomnej infekcie antimikrobialnou
terapiou. Samotny proces terapie sa deli na dve obdobia ato na obdobie do vytvorenia
granulacného 16zka, kedy je vhodné pouzivat vlhky obvézovy materidl zabranujici
vysychaniu okrajov rany a okolitého tkaniva s jeho kazdodennou obmenou. Druhym obdobim
je dokoncenie procesu hojenia, priCom na jeho podporu a zabranenie poskodenia je vyuzivany
hydrokoloidny obvéz vo forme bandéaze.

MATERIAL A METODIKA

Samotna klinicka Stadia prebiehala na Klinike exotickych a voI'ne Zijucich zvierat Univerzity
veterinarskeho lekarstva a farméacie v Kosiciach v obdobi od oktobra 2009 do juna 2011.

Pri drobnych poraneniach a koZznych defektoch na tazko pristupnych miestach u vtacich
pacientov bola zvolena neinvazivna terapia v podobe manazmentu otvorenych ran. Vyuzitim
neinvazivneho pristupu ku koznym afekcidm sme oSetrili 7 pacientov. Skupinu pacientov
tvorili: orol kralovsky (Aquila heliaca), kanarik domaci (Serinus domestica), mysiak lesny
(Buteo buteo), sokol mysiar (Falco tinnunculus) a agapornis fiSerov (Agapornis fisheri). Pri
klinickom vySetreni boli postidené stav a rozsah pritomného defektu koze. Samotné posudenie
rany bolo zamerané na vyuzitie chirurgickej, alebo neinvazivnej metddy terapie.

Po volbe neinvazivneho pristupu k vzniknutym koznym afekcidm boli pacienti podrobeni
samotnému ocisteniu a vyplachu rany. Z oblasti miesta kozného defektu boli odstranené
nekrotické a odumreté zvysky, priComrana bola vyplachnuta 4 % roztokom betadinu
(BETADINE, EGIS), alebo 0,05 % roztokom chlérhexidinu (Nolvasan, Cymedica). Lokélne
boli podavané antibiotické masti Terramycin obsahujuci oxytetracyklin a polymyxin B
(Pfizer), alebo Bactroban mast’ obsahujuca mupirocin (GlaxoSmithKline). Prevéz a kontrola
rany bola vykondvand v prvom obdobi 1-2krat tyzdenne, pricom déraz bol kladeny na
prevenciu vyschnutia okrajov rany a jej okolia. V tomto prvotnom obdobi bol u niektorych
pacientov, u ktorych bola pritomna infekcia poskodeného miesta podavany enrofloxacin
v davke 7 mg.kg™ Zivej hmotnosti (Enroxil, KRKA). Pri kontrolnych previzoch boli pacienti,
u ktorych bola obtiazna manipulécia, uvedeni do inhalacnej anestézy pouzitim isofluranu
v koncentrécii 2-4 % (Isofluran, Torrex Chiesi).

Po zvladnuti infekcie a oCisteni rany bolo zahdjené podavanie prostriedkov podporujucich
epitelizadciu a granuldciu ato: 20 % Solcoseryl gél (Solcoseryl, VALEANT) v spojeni
s betadinovou mast'ou (Betadine, EGIS), ako vonkajSej ochrannej bariéry pred bakteridlnou
kontamindciou. Rana bola prekrytd hydrokoloidnym dressingom vo forme néplaste
(Hydrocoll, HARTMANN; Askina, BROWN), obvidzovym materidlom a vrchnou vrstvou
adhezivneho samolepiaceho obvdzového materidlu (CoPoly, Yueqing Gospel Medical
Instruments Co.). Kontrolné previzy boli vykonavané raz za dva tyzdne.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vyuzitie neinvazivneho pristupu v terapii koznych defektov je indikované u vtacich
pacientov, kde nie je mozné uplatnit’ principy chirurgickej terapie, alebo pri drobnych
poraneniach koze. U Styroch pacientov (kanarik domaéci /2ks/, agapornis fiSerov /2ks/) bolo
pritomné poskodenie Supinatej koze nohy (Obr. 2) pokryvajucej tibiu z dovodu zarezania
kovového krazku (Obr. 1). Pri dvoch pacientoch bolo pritomné poSkodenie koZe v oblasti
tibie po postipani srSiiom (orol kralovsky) a vzajomnom suboji dvoch jedincov (mySiak
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lesny) (Obr.4). U posledného pacienta boli pritomné otlaky na chodidlach v pociatocnom
Stadiu (sokol mysiar).

Obr. 3 Poskodenie koze po postipani srSiiom | Obr. 4 Poskodenie koze nohy po suboji

Pacienti boli podrobeni principom vyuzivanych pri neinvazivnej terapii. V prvotnom obdobi
bol sledovany proces hojenia rany, zvladnutie pritomnej infekcie a tvorba granulacného 16zka.
Dolezitym bolo dosiahnutie vlhkého prostredia zabranujuce casto vyskytujicemu sa
vysychaniu okrajov rany a okolit¢ého tkaniva. Kontrolné¢ previzy arevizia rany bola
vykondvana v prvom obdobi raz — dva krat tyzdenne.

Po zvladnuti infekcie, odstraneni odumretych casti koze a pozorovani zahajenia rastu
granulacného 16Zka bol proces hojenia a repardcie podporeny granulaénymi a epitelizacnymi
pripravkami. VonkajSie prekrytie rany tvorili hydrokoloidna naplast podporujuca proces
hojenia, ako aj banddz vo forme obvidzového a samolepiaceho materidlu. Kontrolné previzy
boli vykonavané v obdobi raz za 2 tyzdne.

U vécsiny pacientov bolo pozorované uplné vyhojenie poSkodeného miesta koze do jedného
mesiaca od vzniku poranenia. U dvoch pacientov doslo k prediZeniu ¢asu hojenia z dovodu
vysychania okrajov rany a odumretia Casti koncatiny z dévodu pritomného ischemického
procesu.

Dobré vysledky auspeSnost’ zvolenej terapie poukédzali na efektivnost’ a vyuzitenost
neinvazivneho pristupu pri drobnych poraneniach, alebo koznych defektoch na tazko
pristupnych miestach. Samotn4 metdda nie je technicky ndro¢nd, nevyzaduje Ziadne Specidlne
vybavenie a inStrumentarium.

Neinvazivny pristup ku koznym afekcidm v podobe medikamentdznej terapie je vhodné
kombinovat’ s vonkaj$im prekrytim hydrokoloidnou néplastou. Malley a Whitbread (1996)
poukézali taktiez na nutnost’ zabranenia vysychania rany a okolit¢ho tkaniva za pomoci
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hydrokoloidnych bandazi. Dolezitym je poznamenat, Ze nie vSetky rany mozu byt uspesne
lieCené, avsak vécsina z nich moze byt redukovand, alebo minimalizovana (Ritzman, 2004).
Celkovy stav pacienta, manazment chovu, ako aj vyziva prispievaju k Gspesnému
manazmentu terapie ran.
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ELEKTROFORETICKE STANOVENIE HLADIN SEROVEHO CHOLESTEROLU
PO SKRMOVANI LUPINY UZKOLISTEJ U OVIEC

Kravcova Z., Sopkova D., Vickova R., OndraSovicova S., Danko J.

Katedra anatomie, histologie a fyziologie, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

V praci sme sledovali ucinok fortifikacie krmiva oviec pomocou Lupinus angustifolius,
varieta Sonet na hodnoty celkového cholesterolu (CCH) ajeho frakcii lipoproteinov
s vysokou hustotou (HDL), lipoproteinov s ve'mi nizkou hustotou (VLDL), lipoproteinov
s nizkou hustotou (LDL). Do pokusu bolo zaradenych 14 oviec plemena merino (K, n=6 a P,
n=6). Ovce boli kfmené d’atelinotravnou sildzou, senom, vodou a pokusnej skupine sa od 6.
dina podavala lupina v davke 0,5 kg/kus/den, hmotnost’ oviec bola sledovand v 1., 6. a 15. deii
pokusu. Krv sme odoberali na 2., 10. a 15. den. Po centrifugacii sme ziskané sérum pouzili na
analyzu koncentracie CCH ajeho jednotlivych frakcii. Vysledky sme vyhodnotili
jednocestnym ANOVA testom (Mean + SD). Skrmovanie lupiny nemalo vyrazny vplyv na
hmotnost’ pokusnych oviec. Nami namerané vysledky poukazujii na zniZenie hodnét CCH
atiez jeho frakcii HDL, VLDL, LDL , pokles je vSak nesignifikantny (p > 0,05), o je
pravdepodobne spdsobené kratkodobym suplementovanim krmiva oviec lupinou.

UvoOD

Strukoviny znizuji hladinu cirkulujiceho cholesterolu (Koba a kol., 2003; Sirtori a kol.,
2004) atriglyceridov (Shukla akol., 2007) uludi a zvierat. Medzi strukoviny bohaté na
proteiny patri okrem séje aj lupina. Sladké odrody lupiny sa uz dlho pestovali pre skrmovanie
zvieratdm a tiez sa vyuzivali vo vyzive l'udi, hlavne v severnych cCastiach Australie, Europy
a Juznej Ameriky. Lupina sa vyznacuje nizSim obsahom antinutricnych latok ako ostatné
strukoviny (Muzquiz a kol., 1998) a takmer Uplnou absenciou fyto-estrogénov (Sirtori a kol.,
2004). Lupinus angustifolius méa vysoky obsah bielkovin (30% - 40%) a vlakniny (30%),
nizky obsah tuku (6%) a ma& minimalny obsah Skrobu z ¢oho vyplyva jej vel'mi nizky
glykemicky index (Sipsas, 2008). Vyznacuje sa vyhodnou manipulaciou a skladovanim
apreto je rozSirenym doplnkom krmiv pre preziivavce s vysokym obsahom vyuZitel'nej
energie a bielkovin. Pouziva sa na kfmenie oviec v ¢ase nedostatku pastvy a taktiez ako
krmivo v chove oSipanych a hydiny (Petterson, 2000). Lupina pozitivne posobi na hladinu
krvnych lipidov (Spielmann a kol., 2007) a zlepSuje ¢revné zdravie (Johnson a kol., 2006).
Cielom nasej prace bolo sledovanie CCH a jeho frakcii po skrmovani Lupinus angustifolius,
varieta Sonet u oviec.

MATERIAL A METODIKA

Do pokusu bolo zaradenych 14 oviec plemena merino, rozdelenych do dvoch skupin. Obidve
skupiny kontrolnd (K, n=6) aj pokusna (P, n=6) boli kimené d’atelinotrdvnou sildzou, senom
a vodou ad libitum. Ovce boli umiestnené v klietkach v uzavretej budove s moZznostou vybehu
a pasenia. Pokusnej skupine bola podavana lupina (Lupinus angustifolius, varieta Sonet) na 6.
deni pokusu v davke 0,5 kg/kus/den, ktora bola skrmovana po dobu 8 dni. Krv oviec sme ziskali
venepunkciou v. jugularis na 2., 10. a 15. dent pokusu. Krv bola odoberana do skimaviek bez
pridania antikoagulacnych prostriedkov a po jednohodinovom stéti sa centrifugovala pri 349 g.
V ziskanom krvnom sére sme spektrofotometrickym pristrojom Alizé ( Lisabio, Franctzsko)
stanovili celkovy cholesterol. Frakcie cholesterolu sme stanovovali elektroforetickym
multiparametrickym pristrojom Hydrasys (Sebia, Francuzsko). Pouzili sme komerénti supravu
Hydragel 7 Lipo+Lp(a) (Ecomed, Slovenska republika) na urcenie profilu Lipoproteinov a
screening Lp(a) frakcie. Lipoproteiny sa delili v pufri s pH 7,5 a farbili sa pomocou Sudan
black. Na Sablonku sme aplikovali 10 pl vzorky, ulozili sme ju na 5 min. do vlhkej komory
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(0,1% vodny roztok NaNj3), v pristroji potom prebehla migracia (20°C/30 min.) a suSenie
(45°C/35 min.), nasledovalo prvé oplachovanie vo farbiacom module (45% cisty etanol + 55%
dest. voda) a d’alej druhé oplachovanie vo farbiacom module (75% cisty etanol + 25% dest.
voda), tak sme ziskali hotovy gél. Suché gély boli hodnotené vizualne aj denzitometricky, ¢im
boli ziskané presné relativne hodnoty jednotlivych zon. Vysledky sme Statisticky spracovali
jednocestnym testom ANOVA. Grafické znazornenie vysledkov je v podobe hodnoty
aritmetického priemeru a jej Standardnej odchylky (Mean + SD).

Tab. 1. Chemické zloZenie Lupinus angustifolius, varieta Sonet (Strakova a kol., 2006)

g/kg Sonet g/kg Sonet |g/kg Sonet |g/kg Sonet
Voda 82,4 |Tuk 55,7 |Skrob 62 |Ca 4,5

Susina 917,6 |Vlakniva| 128,5 |OH 882,1 |P 5,47
Dusikaté latky | 311,6 |BNLV 386,3 | Popol 33,5 |Mg 1,34
VYSLEDKY A DISKUSIA

Skrmovanie lupiny nemalo vyrazny vplyv na hmotnost’ pokusnych oviec. Ovce boli vaZzené na
1., 6. a 15. den pokusu. Tabul'ka 2 poukazuje na to, ze medzi kontrolnou a pokusnou skupinou
neboli zaznamenané Statisticky vyznamné rozdiely (p > 0,05). Podobné vysledky boli
publikované v praci Bettzieche a kol. (2008), u potkanov, ktorym podavali lupinu varieta
Boregine s pridavkom o/p konglutininu.

Tab. 2 Priemerné hmotnosti oviec poc¢as pokusu v kg (Mean + SD)

. Priemerna hmotnost’ oviec v pokuse
Sk-u PINY ! pred Pocas
oviec skrmovanim skrmovania Po skrmovani
lupiny lupiny lupiny
K(n=6) [40,83 + 6,85 42 £5,76 38,4 + 6,64
P(n=6) [43,5+2,74 45,83 + 3,43 4422 + 425

Porovnanim sérovych hladin celkového cholesterolu (graf 1), sme zistili pokles u pokusnych
skupin, aj ked tento vysledok nebol signifikantny (p > 0,05). U oviec, ktorym nebola
podavana lupina sme namerali vzostup hladiny celkového cholesterolu z 1,37+ 0,22 g/l na 1,7 +
0,53 g/l. Naopak u oviec, ktoré skrmovali lupinu sa hodnota znizila z 2,3 + 0,33 g/l na 1,82 £ 0,42 g/1.
Analyza vysledkov pokusnej skupiny nam ukazala, Zze doSlo k nesignifikantnému poklesu
koncentracie LDL cholesterolu (graf 2) pri tretom odbere (z 1,12 + 0,33 g/l na 0,78 £+ 0,2 g/l).
U pokusnych oviec bola tiez namerand znizena koncentracia HDL (0,24 + 0,1 g/1) a VLDL (0,79 *
0,17 g/1) cholesterolu oproti kontrolnej skupine, no hodnoty neboli signifikantné (p > 0,05). Znizené
hodnoty HDL, VLDL, LDL a celkového cholesterolu zaznamenal aj Brandsch a kol. (2010), ktory
skrmoval tepelne neoSetrent lupinu potkanom a zistil, Ze po 13 dnoch skrmovania lupiny doslo
k Statisticky vyznamnému poklesu u sledovanych skupin (p< 0,05). V naSom pokuse ovce skrmovali
lupinu po dobu 8 dni, ¢o mohlo viest’ k rozdielom v kone¢nych hodnotach cholesterolu. Mnohi autori
(Sirtori a kol., 2004; Pineiro a kol., 2010) poukazuju na to, Ze na znizenie cholesterolu u zvierat vplyva
vysoky obsah globulinov (konglutinin y) a tiez vysoky obsah aminokyseliny argininu obsiahnutého
v semenach lupiny. Z naSich Ciastkovych vysledkov vyplyva, ze skrmovanie lupiny sposobilo
mierny pokles hodnét frakcii HDL, VLDL, LDL a taktiez pokles celkového cholesterolu
(CCH), no toto zniZenie nebolo signifikantné (p > 0,05), ¢o mohlo byt spoésobené kratkym
obdobim (8 dni) pridavania lupiny do krmiva. Preto v nasledujicich pokusoch by bolo
potrebné predizit dobu suplementicie krmiva lupinou atym dosiahnut vyraznejsi efekt
zniZenia cholesterolu.
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Graf 1 Priemerné hodnoty celkového cholesterolu pocas 3 pokusnych odberov uvedené
v g/l (Mean £ SD)
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Graf 2 Priemerné hodnoty LDL cholesterolu poc¢as 3 pokusnych odberov uvedené v g/l
(Mean = SD)
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VARIACIE POSTHEPATALNEHO SEGMENTU V. CAVA CAUDALIS

U POTKANA
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ABSTRAKT

Zamerali sme sa na variacie bruSnej ¢asti v. cava caudalis u potkana. V. sacralis mediana sa
v 5 pripadoch (25%) vlievala do miesta sutoku vv. iliacae communes, v ostatnych pripadoch
kranidlnejsie priamo do v.cava caudalis. V. circumflexa ilium profunda sinistra sa vlieva do v.
cava caudalis, pricom u jedného potkana (5%) sa vlievala do v. renalis sinistra. Vo vSetkych
pripadoch v. ovarica dextra vstupovala do v.cava caudalis a v. ovarica sinistra do v. renalis
sinistra. Vv. testiculares sa u jedného samca vlievali do vv. iliacae communes. V. abdominalis
cranialis sinistra spolu s v. phrenica caudalis sinistra vstupovali do v. renalis sinistra. V.
renalis dextra sa vlievala do v.cava caudalis kranialnejSie ako v. renalis sinistra.
U pozorovanych il sme nezaznamenali Ziadnu duplikéciu.

UvVOoD

Korozivne preparaty ciev su vynikajucim nastrojom pre detailné trojdimenzionalne
morfologické zobrazenie cirkulacie (Van Steenkiste a kol., 2010).

Potkan (Rattus norvegicus v.alba) patri medzi laboratorne zvieratd intenzivne vyuzivané
v huménnej 1 veterinarnej experimentalnej medicine.

Varidcie v. cava caudalis st relativne malo Studované a vzhl'adom na zlozitost vyvoja
venozneho systému si mozné niektoré varidcie (Artico a kol., 2004), zamerali sme sa na
pozorovanie Casti v. cava caudalis na korozivnych preparatoch u uvedeného druhu.

MATERIAL A METODIKA

V experimente sme pouzili 20 potkanov plemena Wistar, ztoho 17 samic a3 samcov,
s priemernou hmotnostou 300g. Eutandziu sme vykonali inhala¢ne éterom. Po otvoreni
hrudnikovej dutiny sme vypreparovali l'avi komoru srdca cez ktort sme zaviedli plastovl i.v.
kanylu do aorty, zaistili ju ligatirou a vykonali perfuziu cievneho systému 0,9 % roztokom
NaCl. Nasledne sme preplachli cievny systém benzinalkoholom pre spevnenie steny Zil. Po 3
hodinach sme pristipili k samotnému nastreku. Cez prava predsien srdca sme zaviedli kanylu
do v. cava caudalis ainjikovali nastrekovu hmotu. Ako nastrekové médium sme zvolili
komeréne vyrabanu, samopolymerizujucu dentalnu Zivicu Spofacryl® (Spofa-Dental, CR).
Hmota pozostava z praskovej a tekutej zloZky na baze methylmetakryldtu. ZmieSanim 0,8 ml
na lg prasku vznikla riedka tekutd zmes s dobrou penetraciou cievnym systémom. Na
ziskanie pozadovaného farebného odtiena sme zmes ofarbili azirovou modrou. Tuhnutie
hmoty je ukoncené do 5 minut, preto je potrebné pracovat rychlo, aby nastrekova hmota
nestratila zatekavost’.

Po 1h od vykonania nastreku sme potkany opatrne premiestnili do macera¢nej nadoby.
Maceracia tkaniv prebehla v 40% roztoku KOH, pri teplote 60-70°C, po dobu troch dni.

Na pomenovanie zil sme pouzili posledné vydanie veterinarnej anatomickej nomenklatiry
(NAV, 2005).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V. cava caudalis vznika na Grovni prechodu bedrovej a krizovej chrbtice, zvy€ajne v mieste
sutoku vv. iliacae communes (Navratilova a kol., 1992). Privddza krv do pravej predsiene
srdca z kaudalnej, postdiafragmatickej Casti tela (Popesko, 1992).

Predmetom nasej prace bolo pozorovanie variacii brusnej ¢asti v. cava caudalis.
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V. sacralis mediana podl'a Navratilovej a kol. (1992) sa v 14 pripadoch (46,7%) vlievala do
miesta rozdelenia v. cava caudalis na vv. iliacae communes. Zaznamenali sme to v 5
pripadoch (25%), u ostatnych potkanov sa vlievala kranidlnejsie, priamo do v. cava caudalis.
Bedrové zily (vv. lumbales) su 4 segmentalne zily, ktoré odvadzaju krv zo svalov brusnej
steny (Nejedly, 1965). Vo vsetkych pripadoch sme zaznamenali 4 bedrové Zily, ¢o sa zhoduje
s pozorovaniami Nejedlého (1965).

Do v. cava caudalis sa po jej oboch stranach, pred bifurkaciou, vlieva v. circumflexa ilium
profunda (Vrzgulova, 1998). Zistili sme 1 pripad (5%), kedy sa v. circumflexa ilium profunda
sinistra vlievala do v. renalis sinistra, v 95% smerovali do v. cava caudalis. Vv. ovaricae
odvadzaju krv zvajecnika a maternice (Popesko, 1992). V. ovarica dextra vo vSetkych
pripadoch ustila do v. cava caudalis, kaudalne od v. renalis dextra. V. ovarica sinistra sa
vlievala do v. renalis sinistra. Tento jav opisuje Navratilova (1992) v 60% v pripade v.
ovarica dextra a v 80% v pripade v. ovarica sinistra.

U samcov vwv. testiculares privadzaji krv zo semennikov a prisemennikov, pri¢om sa
u jedného samca vlievali obojstranne do vv. iliacae communes. Podl'a Pascuala a kol. (1992)
sa v. testicularis dextra vlievala do v. iliaca communis dextra v 77,4% av 22,6 % do v. cava
caudalis, v. testicularis sinistra vstupovala do v. iliaca communis sinistra vo vsetkych
pripadoch.

Jv. renales privadzaju krv z obli¢iek a vlievaji sa do v. cava caudalis, pricom v. renalis
dextra sa vlieva kranialnejSie ako v. remalis sinistra. Navratilovd akol. (1992) opisuje
duplikécie v. renalis v 11 pripadoch (18,3%), my sme nepozorovali ziadnu duplikaciu. Vo
vSetkych pozorovanych pripadoch sa v. abdominalis cranialis sinistra spolu s v. phrenica
caudalis sinistra vlievali do v. renalis sinistra.

Duplikécie v. cava caudalis u potkana boli najdené u jednej samice (Navratilova a kol., 1992),
my sme duplikécie v. cava caudalis nezaznamenali.

Z doterajsich pozorovani vyplyva , ze st mozné jednotlivé varidcie.

Pozorovanie variacii v. cava caudalis ma vyznam aj z dévodu, Ze hlboka vendzna tromboza
zil v. iliaca av. femoralis u €loveka (naisto sposobena poskodenim vendzneho odtoku), je
najfrekventovanejSie sa vyskytujucim symptoémom anatomickych variacii v. cava caudalis
(Artico a kol., 2004).
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MODEL INDUKOVANEJ OBEZITY MYSi ZALOZENY NA SKRMOVANI
VYSOKO-ENERGETICKEJ DIETY

Kubandova J.

Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Obezita je velkym zdravotnym problémom na celom svete. Nepriaznivy vplyv maternalnej
obezity na $pecifické reprodukéné parametre je dobre preskimany, ale mechanizmy, ktoré sa
na tomto procese podielaju, su nezname. Ciel'om nasho vyskumu bolo vytvorit’ animalny
model indukovanej obezity, ktory ndm umozni pravidelne produkovat populaciu obéznych
mysi av dalSich experimentoch testovat’ priamy vplyv faktorov obezity na reprodukcné
schopnosti myS$i v obdobi preimplantaéného vyvinu embrya. Dospelé samice mysSi boli po
pripustené samcami toho istého kmena, az do odstavu kfmené Standardnou diétou
v kontrolnej skupine a diétou s pridavkom vyzivového doplnku Ensure Plus v experimentalnej
skupine. Vysledkom bola produkcia potomstva s vysokou predispoziciou pre vyvin obezity.
F1 generécia zvierat v experimentalnej skupine bola po odstave znova rozdelend do dvoch
skupin a kfmena Standardnou diétou alebo diétou s pridavkom Ensure Plus a pravidelne
vySetrovana na niektoré¢ dietologické a obezitologické prametre. NaSe vysledky preukazali, ze
prijem vysoko-energetickej diéty v obdobi pred odstavom a 3 tyzdne po odstave mal vplyv na
obsah telesné¢ho tuku v F1 generécii, priCom signifikantne stpli hodnoty telesnej hmotnosti
a telesného tuku mysi oboch pohlavi v pokusnej skupine. V zavere moézeme povedat’, Ze nami
Standardizovany model dieteticky-indukovanej obezity je funkcny.

UvoOD

Zakladnym predpokladom pre experimenty sledujuce vzt'ah medzi obezitou a reprodukciou je
vytvorenie funkéného modelu indukovanej obezity . V laboratornej praxi sa vyuZzivaji dva
zakladné druhy modelov, ktoré si zalozené bud’ na genetickej manipulacii zvierat alebo na
skrmovani vysoko-energetickej alebo vysoko-tukovej diéty (sprevadzanej hyperlipidémiou)
pocas roznych faz reprodukéného cyklu.

Obezita je vo vSeobecnosti povaZzovana za faktor, ktory ma negativny vplyv na reprodukciu.
akol., 2011; Lake a kol., 1997; Rich- Edwards a kol., 1992; Pasquali a kol., 2006; 2007).
U obéznych zien bola zaznamenana zvySend frekvencia poriuch pohlavného cyklu, zvysena
potreba gonadotropinov pocas stimuldcie ovulédcie, znizeny pocet izolovanych oocytov,
znizeny pocet uspeSnych tehotenstiev po IVF (in vitro fertilizacii), znizena funkcia zltého
telieska a predovsetkym zvySeny risk nedonosenia (Lashen a kol.,1999; Fedorcsék a kol.,
2000; 2001; 2004; Pasquali a kol., 2003). Pri obezite bola popisand preukazatelne vyssia
krvna koncentracia vicSiny adipokinov, ktoré sa pravdepodobne podielaji na negativnom
vplyve obezity na reprodukéné aj celkové zdravie ¢loveka a zvierat (Cikos a kol., 2010; Ciko$
akol., 2011; Norman a kol., 2004; Mitchell a kol., 2005; Campos a kol., 2008; Van der Steeg
a kol., 2008). S obezitou je spojena aj zvysena spotreba potravin, ktord prevysuje energetické
potreby organizmu a prejavuje sa v nadmernom ukladani tukovych zésob, o tiez predstavuje
problém pre zdravie.

Hlavnym dévodom vyberu dietetického modelu pre nase experimenty bolo, Ze za stav telesnej
vahy a objem telesného tuku zvierat a cloveka su vo velkej miere zodpovedné predovsetkym
ich nutricné podmienky (Moze§ a kol., 2004a,b; Waterland a Garza 1999; Moura a kol.,
2002).

N4&s model takisto lepSie simuluje vyvin prirodzenej obezity nez geneticky model, pri ktorom
nie je vyluceny priamy isekundarny vplyv genetickej mutacie na reprodukéné schopnosti
jedinca. Geneticky model je charakteristicky tym, Ze mysi sa v dosledku lethal yellow (Ay)
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mutacie stavaju obéznymi (Brannian a kol., 2005). Ay je mutdcia na chromozéme 2, ktord
spdsobuje rad pleiotropnych ucinkov vratane obezity (Michaud a kol., 1994).

MATERIAL A METODIKA

Ako vysoko-energeticky dieteticky zdroj sme pouzili vyzivovy pripravok Ensure Plus (Abbot
Laboratories, Holandsko). Vyhodou uZivania pripravku Ensure Plus v porovnani s peletovou
diétou (Levin a Keesey, 1998) je to, ze vedie k vyvinu obezity aj u tej Casti populacie, ktora je
rezistentna voci tejto diéte.

Dospelé samice mysi (P generacia) boli pripustené samcami rovnakého kmenia a rozdelené na
dve skupiny. Pocas obdobia gravidity (21 dni) a po porode (od zapocatia laktacie po odstav —
21 dni) boli matky v kontrolnej skupine kfmené Standardnou peletovou diétou (M1) a matky
v experimentalnej skupine kfmené Standardnou diétou s pridavkom vysoko-energetického
pripravku Ensure Plus ad libidum. Vysledkom tejto diéty bola produkcia potomstva (F1
generacia) s vysokou predispoziciou pre vyvin obezity v Case pohlavnej dospelosti (35. deii
veku). Zvieratd F1 generacie odchované v experimentalnej skupine boli po odstave (21. defl)
opatovne rozdelené na dve skupiny a kimené pocas dalSich 3 tyzdiov bud Standardnou
diétou (skupina EX1) alebo diétou s pridavkom Ensure Plus (skupina EX2). Medzi 42. a 96.
diiom veku F1 zvierat boli mysi v kontrolnej skupine aj v experimentalnych skupinich
kfmené iba peletovou stravou bez d’alSich pridavkov. Pokus bol ukonceny na 96. den veku
zvierat. U matiek aj u odstavenych zvierat bola pocas celého pokusu v pravidelnych
intervaloch vySetrovana telesnd hmotnost, prijem potravy a objem telesného tuku. Objem
tuku bol zaznamendvany pomocou EchoMRI (Echo Medical system, Houston, Texas).

VYSLEDKY A DISKUSIA

V dent odstavu (21. deil) sa vaha u kontrolnych F1 mysi pohybovala okolo 9,68+0,41g.
V skupine prikrmovanej Standardnou diétou (EX1) smeuz vtomto Case zaznamenali
signifikantne vysSie hodnoty telesnej hmotnosti . Mysi d’alej rastli az do vahy priblizne 35 g.
Na 42. a96. den vSak nebol rozdiel v hodnotich telesnej hmotnosti medzi kontrolnou
a experimentalnymi skupinami signifikantny. U kontrolnej skupiny bol prirastok vahy
signifikantne vy$$i medzi 21. a 42. dilom. V obdobi medzi 42. a 96. dilom sme nezaznamenali
ziadne signifikantne vyznamné rozdiely v prirastkoch vahy medzi kontrolnou
a experimentalnymi skupinami.

Hodnoty telesného tuku u kontrolnych F1 mysi sa na 21. deii pohybovali okolo 8,63+0,29 %.
V experimentalnej skupine sme v den odstavu zaznamenali signifikantne vys$Sie hodnoty
telesného tuku ako v kontrolnej skupine. U samiciek nebol rozdiel Statisticky vyznamny ale
tendencia narastu zostala zachovand. Na 42. deii bola situacia obdobna — signifikantne vyssie
percento tuku sme zaznamenali ako usamcov tak u samic. Na 96. denl sme signifikantne
vysSie hodnoty zaznamenali iba u experimentdlnej skupiny kfmenej Standardnou diétou
(EX1). U kontrolnych mysi sme zaznamenali medzi 21. a 42. diiom mierny pokles objemu
tuku au experimentdlnych mysi kfmenych Standardnou diétou (EX1) a pokusnych mysi
kifmenych Standardnou diétou s pridavkom Ensure Plus (EX2) sme zaznamenali signifikantny
narast telesného tuku. V obdobi medzi 42. a 96. diom, ked’ boli vSetky myS$i kfmené
Standardnou diétou, sme zaznamenali mierny ubytok telesného tuku v EX2 skupine. Prirastok
tuku bol signifikantny iba v skupine EX1.

Hodnoty kalorického prijmu sa v obdobi po odstave pohybovali v kontrolnej skupine okolo
77,57£7,39 keal. V pokusnych skupindch sme zaznamenali tendenciu k zvySeniu kalorického
prijmu, ale nebola Statisticky vyznamnd. Signifikantné zvySenie kalorick¢ho prijmu sme
zaznamenali iba v obdobi medzi 42. a96. dilom, ato medzi kontrolnou skupinou
a experimentalnou skupinou kimenou Standardnou diétou bez pridavku Ensure Plus (EX1).
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Medzi kontrolnou a pokusnymi skupinami sme takisto nezaznamenali Ziadne rozdiely
v efektivnom vyuzivani energie (Energy efficiency, kcal/g).

Od odstavu do 42. dna neboli zaznamenané ziadne signifikantné rozdiely v prijme pevnej
potravy (M1) medzi kontrolnou a experimentdlnymi skupinami. Experimentdlna skupina
s pridavkom Ensure Plus vSak konzumovala menSie mnozstvo pevnej potravy ako
experimentdlna skupina bez pridavku. V obdobi medzi 42. a 96. diiom sme zaznamenali
narast v spotrebe krmiva v EX1 skupine, ale pri individudlnom porovnani samiciek a samcov
rozdiely signifikantné neboli. V nasom pokuse sme zaznamenali signifikantne vysSie hodnoty
hmotnosti a prirastku hmotnosti ako ini autori v predchadzajucej Studii na potkanoch, ktora
vyuzivala obdobny dieteticky model (Seféikova akol., 2008). V naSom vyskume sme
Standardizovali zvieraci model odchovu obéznych zvierat zalozeny na ovplyvneni vyzivy F1
mysi v case pred odstavom (pocas embryondlneho, fetdlneho, aranného postnatalneho
vyvinu) a po odstave (az po ¢as pohlavnej dospelosti). Zistili sme, Ze na obsah tuku v F1
generacii mysi mal najvyznamnejsi vplyv prijem vysoko-energetickej diéty matky v case od
ich narodenia do odstavu. Prijem vysoko-energetickej diéty po odstave pomohol
k udrziavaniu objemu telesného tuku, ale nesposobil Ziadne jeho d’alSie vyrazné zvysenie,
naopak po vysadeni vysoko-energetického pridavku Ensure Plus dosSlo k neziaducemu
poklesu objemu tuku.

Na zaver mozeme skonstatovat’, ze model indukovanej obezity je funkény a bude vyuzity na
skiimanie vzt'ahu medzi obezitou a reprodukciou.
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VPLYV OPAKOVANEHO PODANIA BAKLOFENU NA REFLEXNU
AKTIVITU, DISTRIBUCIU ASTROCYTOV A ZMENY V IMUNOREAKTIVITE
nNOS U POTKANA PO TRANSEKCII MIECHY

Kucharikova A., Hricova L., Kisucka A., Lukacova N.

Neurobiologicky ustav SAV, KoSice

ABSTRAKT

V nasej praci sme sa sustredili na monitorovanie reflexnej aktivity u spastickych potkanov po
opakovanom podani baklofenu. Sledovali sme tiez zmeny v imunoreaktivite neuronalnej
izoformy syntdzy oxidu dusnatého (nNOS) po transekcii miechy na Th9 trovni, ako aj zmeny
v astrocytoch po baklofenovej lieCbe v oblasti lumbosakralnej miechy. Reflexnu aktivitu sme
monitorovali pouZzitim Tail-Flick Testu, prostrednictvom ktorého sme zaznamenévali reakciu
zvierat na bolestivy tepelny podnet. V porovnani s kontrolou, zvieratd po zasahu zacali
reagovat’ na bolestivy podnet skor. ZvySeni reflexni aktivitu poranenych zvierat sme
zaznamenali 1,2,4,5 a 9 tyzdnov po transekcii. Podanie baklofenu tyzden po zakroku docasne
znizilo reflexnt aktivitu. Opakovanym podanim lie¢iva 4 tyzdne po zasahu sme dosiahli
znizenie reflexnej aktivity az do doby ukoncenia prezivania zvierat. Imunohistochemicka
Studia odhalila hypertrofiu astrocytov 9 tyzdnov po transekcii, Co pravdepodobne stvisi s ich
ulohou v reparativnych procesoch po poskodeni. Po opakovanom podani baklofenu sa pocet
astrocytov zniZzil. Zistili sme aj zvySenu nNOS imunoreaktivitu v motoneurénoch lumbalnych
segmentov miechy 6 a9 tyzdilov po transekcii, ¢o koresponduje so zvysSenim reflexnej
aktivity. NaSe experimenty dokazujl prepojenie medzi distribuciou nNOS v lumbalnej mieche
a reflexnou aktivitou po Th9 transekcii.

UvOD

Poskodenie miechy je zavaznym klinickym problémom modernej spolo¢nosti pri ktorom
dochddza k preruseniu dolezitych nervovych drdh medzi supraspindlnymi centrami
amiechou, atym aj k Ciastocnej alebo permanentnej strate senzorickych, ¢i motorickych
funkcii. Tieto zmeny moézu vyustit do vzniku spasticity. Spasticita sa prejavuje zvysSenim
tonickych napinacich reflexov a prehnanymi svalovymi z&sklbmi, ku ktorym dochadza
v dosledku zvySenej excitability svalového napinacieho reflexu (Lance, 1980). Zmeny
vo svalovom tonuse vyplyvaji znerovnovahy vstupov z retikulospindlnej drahy a inych
zostupnych drah do interneurénov a motoneurénov v mieche, ako aj z prerusenia pyramidove;j
dréhy. K spasticite vyrazne prispieva strata neurénov zapojenych do presynaptickej inhibicie
a-motoneurénov (Kakinohana a kol., 2006) a permanentna stimuldcia monosynaptickej Ia
drahy, ktord prendSa impulzy zo svalov aSliach do miechy. Vysledky znédsho laboratoria
poukazali na skuto¢nost’, ze tato draha je nNOS imunoreaktivna (MarSala a kol., 2005), ¢o
predpokladd tucast’ oxidu dusnatého na prenose nervovych signadlov suvisiacich s
poruchami pohybovej aktivity.

Spasticita je motorickou poruchou, ktora mnohokrat vyZaduje medikamentdznu liecbu.
V stiCasnosti sa na zmiernenie priznakov spasticity najCastejSie vyuziva GABAB —
receptorovy agonista baklofen, ktory svojim presynaptickym a postsynaptickym pdsobenim
znizuje excitabilitu a-motoneurénov a expresiu NK1 receptora, prioritne viaziceho mediator
bolesti - substanciu P.

V nasom experimente sme sa prednostne zamerali na sledovanie ucinku opakovane
podavaného baklofenu na zmeny v reflexnej aktivite potkanov podrobenych transekcii miechy
na Th9 - Urovni. Sledovali sme aj efekt lieCiva na gliové bunky zapojené¢ do opravnych
procesov po poSkodeni, ako aj zmeny v imunoreaktivite nNOS.
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MATERIAL A METODIKA

V nasich experimentoch sme pouzili 12 dospelych samcov potkanov kmena Wistar, ktorych
sme rozdelili do Styroch skupin: 1) kontrola, bez chirurgického zasahu (n=3); (2-3) zvierata
podrobené transekcii miechy na Th9 urovni s dobou prezivania 6 (n=3) a 9 tyzdilov po zasahu
(n=3); a4) zvierata po transekcii, opakovane lieCené baklofenom a prezivajice 9 tyzdnov
(n=3).

Zvieratam uvedenym do narkdzy prostrednictvom halotanu sme pouzitim o¢nych noznic
vykonali transekciu miechy na Urovni Th9 segmentu. Baklofen sme zvieratam podavali
peroralne v davke 30mg/kg, denne po dobu 6 dni, prvykrat 1 a opakovane 4 tyzdne po
zékroku. VSetky skupiny zvierat boli podrobené imunohistochemickym a behaviordlnym
analyzam.

Fixacia tkaniva

Po wusmrteni tiopentalom (50 mg/kg, ip.) sme zvieratd transkardidlne preplachli
fyziologickym roztokom a 4% paraformaldehydom v 0,1 M fosfatovom tlmivom roztoku,
pH=7,4. Lumbélne segmenty miechy sme vypreparovali z vertebradlneho kanala a inkubovali
v rovnakom fixative po dobu 3 h pri 4°C. Segmenty miechy sme presytili v roztoku 30%
sachar6zy v PBS po dobu 48 h pri 4°C. Rezy boli nakrdjané v kryostate na 30um hrubé
rezy, uskladnené¢ v PBS a spracované flota¢nou metddou v inkubaénych komorkach. Na
blokovanie peroxidazovej aktivity boli rezy inkubované v roztoku 0,3% H,O, v PBS, 30 min
pri 4°C. Nasledne boli rezy premyté v 0,1 M PBS 3x po dobu 10 min a blokované 5% NGS
(Normal Goat Serum).

Imunohistochemické analyzy

Pre imunohostochemické zobrazenie nNOS boli lumbélne rezy miechy inkubované cez noc
v primarnej nNOS kralicej protilatke (riedenie 1:1000) pri 4°C. Po niekolkych premytiach
v PBS boli rezy inkubované v sekundarnej protilatke proti kralicej protilatke (riedenie 1:200),
po dobu 2 h, vtme pri 4°C apremyté 3x10 min v PBS. Pre vizualizaciu astrocytov bola
pouzita primarna mysSacia GFAP (glial fibrillary acidic protein) protilatka (riedenie 1:800)
a sekundérna protilatka proti primarnej mySacej protilatke (riedenie 1:200). Po zamontovani
boli rezy vizualizované fluorescencne.

Tail-Flick Test

Na testovanie reflexnej aktivity sme pouzili tzv. Tail - Flick Test (Juszkiewicz — Donsbach a
Levy, 1962). Zvieratd boli zafixované v bdelom stave v Specidlnom plastovom boxe
s otvorom pre chvost. Spodna 1/3 chvosta bola ponorend do nadoby s vodou o konStantnej
teplote 50° C. Zaznamenavali sme poliatoény &as a dizku trvania reakcie na teplotny podnet
u kontroly au zvierat 1, 2, 4, 5 a9 tyzdnov po transekcii. Reflexna odpoved bola
monitorovand 3 - krat po sebe v 15 - minutovych intervaloch. Aby sa predislo poskodeniu
pokozky zvierat, maximalna doba pdsobenia tepelného podnetu bola stanovena na 30s.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Monitorovanim reflexnej aktivity sme zistili, ze zvierata podrobené transekcii miechy zacali
reagovat’ na bolestivy tepelny podnet skor ako kontrolné zvieratd. Naopak, doba trvania
reflexnej odpovede, ktora sa prejavovala to¢enim chvosta do kruhu a reflexnym vytiahnutim
chvosta z nddoby s hortucou vodou, bola v porovnani s kontrolou dlhsia (Tab. 1). Namerané
hodnoty boli v porovnani s kontrolou signifikantne vyssie 1 tyzden po zakroku vo vsetkych
troch meranych intervaloch, ako aj 2, 4, 5 a9 tyzdiiov po transekcii v trefom meranom
intervale (Tab. 1). ZvySenie reflexnej aktivity suvisi s vyvinom spasticity, ku ktorej doslo v
dosledku preruSenia dolezitych nervovych spojeni medzi mozgom a miechou. Podanie
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baklofenu 1 tyzden po zékroku znizilo reflexnu aktivitu, no iba docasne, do 20. dna od
vykonania transekcie (Tab. 2). Toto znizenie bolo pravdepodobne zapric¢inené vznikom
tolerancie na lieivo. Opakovanym podanim rovnakej davky baklofenu 4 tyzdne po transekcii
doslo k opdtovnému zniZeniu reflexnej aktivity a namerané hodnoty ostali znizené aZ po dobu
ukoncenia prezivania zvierat (tj. 9 tyzdinov od zésahu) (Tab. 2). Imunohistochemickou
analyzou sme zistili hypertrofiu astrocytov, ktora sa prejavila hrubnutim a predizenim ich
vybezkov v lumbalnych segmentoch sivej hmoty miechy 9 tyzdiiov po transekcii (Obr. 1B).
Podetné a predizené vybezky reaktivnych astrocytov pokryvajii rozsiahle plochy neurénov
(Raisman, 1977), ¢im mozu zabranit’ vytvaraniu novych synaptickych spojeni a znizit' tak
efektivitu regeneracie axénov. ZvySenie pocCtu astrocytov v mieche po jej poraneni
pravdepodobne moze suvisiet' sich funkciou v CNS, kde su zapojené do reparativnych
procesov a tvorby gliovej jazvy. Po baklofenovej lieCbe sa pocet hypertrofovanych astrocytov
znizil (Obr. 1C).

V naSej praci sme tiez sledovali imunoreaktivitu nNOS v lumbélnych segmentoch miechy.
V porovnani s kontrolou, kde sa zaznamenali nNOS imunonegativne motorické bunky (Obr.
2A), sme 6 a9 tyzdnov po transekcii detekovali nNOS imunoreaktivitu v a-motoneurénoch
(Obr. 2B, 2C). Zistili sme, ze v tomto Case bola zvysend aj reflexna aktivita (Tab.1), na
zaklade ¢oho predpokladame moznl existenciu prepojenia medzi nNOS imunoreaktivitou v
a-motoneurénoch a reflexnou aktivitou ako aj zapojenie NO do procesov suvisiacich
s ovplyvnenim motorickej aktivity.

Tab. 1: ,,Tail-flick™ latencia pouzita ako behavioralny index nociceptivnej citlivosti
u zvierat po transekcii

Teplom indukovany TFR ¢as (s)

£as merania {min) kontrola 1 tyZzdef 2 tvzdne 4 tizdne 5 tyzdiov 0 tyzdiov
o 2002051 7642165 299+£037 192+£022 257+026 120047
15 2002062 £89+104* 313+058 269+228 279+020 208x043
30 03582018 582+071% 294:043* 324:056* 305:029+ 268=060°

Hviezdigky oznacuju signifikantné rozdiely medzi kontrolou a transekciou miechy bez baklofenovej lietby;
*P<0,05.

Tab. 2: ,,Tail-flick™ latencia pouzita ako behavioralny index nociceptivnej citlivosti u zvierat po transekcii
a liecbe baklofenom

Teplom indukovany TFR ¢€as (5) u zvierat lie€enych baklofenom

Cas merania (min) kontrola 1 tvZdefi 2 t¥Zdne+baklofen 4 t¥EFdne 5 tyidfiov+baklofen 9 tvEdfiov
o 200+051 418+228 215001 1.79+0.19 1.76 £ 0.55 142058
15 2.00=0.62 5272044* 223z141 248=084 1.71 =045 191=047
30 0.58=0.18 439 1.10% 2.17x0.36* 443 +£055* 222036 1.66 = 0.60

Hyviezdi¢ky oznaduju signifikantné rozdiely medzi kontrolou a transekciou miechy u zvierat po baklofenovej
liecbe; *P<0,05.
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Obr.1: Imunohistochemicka vizualizécia astrocytov v lumbalnej mieche A) u kontroly, B) 9 tyzdinov po
transekcii, a C) 9 tyzdiov po transekcii a po liecbe baklofenom

Obr.2: Imunohistochemicka vizualizdcia nNOS v motoneurénoch lumbalnej miechy A) u kontroly, B) 6
tyzdnov po transekcii a C) 9 tyzdiov po transekcii
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PAKOMARIKY RODU CULICOIDES - VEKTOR NAKAZY BLUETONGUE
Lackové Z.", Bire$ J.!, Ko¢igova A.*, Leskova L."

TKlinika prezuvavcov, UVLF Kosice

?Ustav parazitolégie, UVLF Kosice

ABSTRAKT

Ciel'om naSej prace bolo zistit' v ramci Studia potencionalneho vyskytu choroby modrého
jazyka pritomnost’ vektora tohto vyznamného orbivirusového ochorenia — pakomarikov rodu
Culicoides v nami vybranej lokalite vychodného Slovenska, ktora sa nachadza v ochrannej
zone ohnisk ndkazy v Mad’arsku. Taktiez sa zamerat na druhové asezonne zastupenie
jednotlivych odchytenych zastupcov rodu Culicoides a naich populacni dynamiku.
Sledovanie bolo vykonavané od aprila do novembra 2010. Celkovo sme odchytili 13 788 ks
pakomarikov rodu Culicoides. Nezaznamenali sme pritomnost hlavného vektora nakazy,
ktorym je Culicoides imicola. Pri jednotlivych odberoch sme zachytili zastupcov komplexov
Culicoides obsoletus (11 524 ks), C. pulicaris (320 ks) a C. nubeculosus (13 ks). Do skupiny
zatial’ neurcenych druhov pakomadrikov rodu Culicoides bolo zaradenych 1 931 ks. Pocas
odchytovej sezony sme zaznamenali 3 vrcholy vyskytu. Najviac pakomarikov rodu Culicoides
bolo odchytenych na prelome mesiacov m4j a jun (4 994 ks), druhy vrchol sme zaznamenali
koncom jula (2 181 ks ) aposledny treti vrchol sme zaznamenali v auguste s poctom
odchytenych pakomaérikov 3 578 ks. Pri sledovani vekovej Struktiry pakomarikov rodu
Culicoides na zéklade sfarbenia bruska sme zistili prevahu v kategorii ,,nulliparous (6 235
ks). Druhy najvyssi vyskyt bol zaznamenany v kategorii ,,parous™ (3 428 ks), najmenej
v kategorii ,,bloodfed (966 ks).

UvoD

Rod Culicoides obsahuje priblizne 1 400 popisanych druhov (Zendulkova et sl., 2008). Z toho
je priblizne 95 % druhov je hematofagnych. Hematofagne st vSak len samicky, ktoré
potrebuju prijat’ krv pre rozvoj vajecnikov a vajicok. Pri obmedzenom prijme krvi dochadza
k dozrievaniu mensieho poctu vajicok. Host'uji na réznych druhoch hostitelov - cicavcoch,
vtakoch a obojzivelnikoch. Pri cicani krvi moZzu prenéasat’ roznych povodcov ochoreni zvierat
(parazitarnych, bakteridlnych a virusovych). Z pakomdarikov rodu Culicoides bolo
izolovanych viac ako 50 réznych virusov (www.fao.org/docs/eims/upload/2130
4/ew_europe_sept06.pdf). Najznamejsie virusové ochorenia su choroba modry jazyk (BT —
Blue tongue), africky mor koni a hemoragicka choroba jeleiiov (KociSova a Bires, 2009). Na
tizemi Slovenskej a Ceskej republiky bolo doteraz diagnostikovanych viac ako 40 druhov
pakomarikov rodu Culicoides zaradenych do podrodov Avaritia, Monoculicoides,
Betranmyia, Culicoides a Oeacta. Do tychto podrodov su zaradené aj druhy patriace do
skupiny pakomarikov prendsajucich virus choroby modrého jazyka (Avaritia - Culicoides
obsoletus, Culicoides - Culicoides pulicaris, Monoculicoides - Culicoides nubeculosus
(www.svscr.cz/index.phd?art=1770).

MATERIAL A METODY

Odchyt hmyzu bol vykonavany jedenkrat tyzdenne v obdobi od 5.4. do 30.11. 2010 na farme
s chovom oviec (356 m n. m.). V zimnom obdobi a v noci v pastevnom obdobi su zvierata
ustajnené v mastali na hlbokej podstielke. Pastevné obdobie trvalo v zavislosti od
klimatickych podmienok od aprila do novembra. Na odchyt sa pouZzil mobilny lapa¢ hmyzu
(model JW1212) s vyuzitim UV svetla (320-420 nm). Tento lapac bol nainstalovany v den
odchytu medzi 17. az 18. hodinou vecer a odoberany nasledujuci deni rdno medzi 5. az 6.
hodinou. Lapa¢ bol umiestneny v blizkosti ustajiovacich priestorov zvierat priblizne vo vyske
1,5 m od zeme a 2,5 m od stien budov so zamedzenim pristupu zvierat. Miesto odchytu je
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rovnaké pocas celého obdobia prieskumu. Hmyz sa odchytaval do zbernej nadobky so 150 ml
pitnej vody a 2-3 kvapkami detergentu. Nadobka s odchytenym hmyzom bola najneskor do 48
hodin transportovand do laboratéria. Pocas obdobia skladovania vzoriek, az po ich transport
do laboratdria, musia byt vzorky uskladnené na chladnom mieste bez priameho slne¢ného
svetla. V laboratoriu sa po otvoreni nadobky obsah prefiltroval cez maly kasok gazy (Stvorec
15x15 cm). Po prefiltrovani sa hmyz opatrne pomocou entomologickej pinzety preniesol do
nadoby s obsahom 70% alkoholu (Goffredo a Meiswinkel, 2004). Pri analyze vzoriek sa
najprv oddelia vSetci zastupcovia rodu Culicoides od ostatného odchyteného hmyzu.
Jednotlivé druhy, resp. komplexy zrodu Culicoides s rozliSované na zéklade vzorovania
kridel (svetlych atmavych $kvin, jemnych chipkov na kridlach). Do komplexov st
zarad’'ované druhy so skoro identickym vzorovanim kridel (Goffredo a Meiswinkel, 2004).
Tieto druhy sme sledovali vo vzt'ahu k prenosu vyznamného orbivirusového ochorenia oviec
febris catarhalis ovium. Zaroven bolo hodnotené pigmentové zafarbenie bruska samiciek
(Braverman a Mumcuoglu, 2009; Bartsch et al., 2009). Pigmentovym zafarbenim bruska
samiciek pakomarikov rodu Culicoides odhadujeme vekova Strukturu sledovanej populacie
a kompetenciu vektora k moznému prenosu virusu modrého jazyka (BTV). RozliSujeme Styri
farebné stupne, oznacované ako ,nulliparous* — tj. samiCky so svetlym bruskom bez
vajecnych folikulov; ,,parous — t.j. samicky s jasne cervenym bruskom formujice folikuly;
»bloodfed — samiCky s tmavym bruskom s natravenou krvou hostitel’a ,,gravid — gravidné
samicky s formujicimi sa vajickami;.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z 35 odchytov pocas transmisivnej sezony (5.4. — 30.11.2010) bolo 5 negativnych (14,3 %),
dva na zaciatku sezony, v aprili a v mdji a tri na konci sezony, v novembri. V rdmci tychto
odchytov sme ziskali 13 788 ks pakomarikov rodu Culicoides. Pri ich diferenciacii na zaklade
vzorovania kridel sme nezistili pritomnost’ Culicoides imicola. Urcili sme vSak zastupcov
nasledujucich komplexov: Culicoides obsoletus (11 524 ks, 83,58 %), C. pulicaris (320 ks,
2,32 %), C. nubeculosus (13 ks, 0,1 %). Do skupiny zatial neurenych druhov bolo
zaradenych 1 931 ks (14 %)(Obr. 1). Podobné zastipenie jednotlivych komplexov
zaznamenali v Rakusku v roku 2007, kde pocas transmisivnej periody odchytili 2 533 009 ks
pakomarikov rodu Culicoides. 87,3 % odchytenych pakomarikov zaradili do komplexu
Culicoides obsoletus, 6,7 % do komplexu C. pulicaris a 0,1 % do komplexu C. nubeculosus.
Iné neurcéené druhy tvorili 5,9 % z celkového poctu odchytenych pakomarikov (Sehnal et al.,
2008). Pri sledovani odchytili priblizne o 4 % viac zastupcov komplexu Culicoides obsoletus
a priblizne 3xviac zastupcov komplexu C. pulicaris. Tieto rozdiely mohli byt zapri¢inené
rozdielnymi lokalitami odchytu. Zastupcovia komplexu C. Obsoletus pre svoj Zivot preferuji
vlhka podu a kompostovany organicky material, naopak zastupcovia komplexu C. Pulicaris
preferuji  oblasti s mokrou pddou, pritomnost raselinisk, mociarov a bahnisk
(www.defra.gov.uk/animalh/diseases/notifiable/pdf/bluetongue technical.pdf).

Culicoides spp.
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W Complex of Culicoides B T tulicoidesse.
Obsoletus g: 306K
Complexof Culicoides H 2500
Pulicaris 1_2“ 2000 f 1 1 H
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Nubeculosus E 1500
§| IIIII
m (ther Culicosdes z
o
1s 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 390 41 43 45 47
Weeteks of the year 2010
Obr. 1 Percentudlne zastiipenie Obr. 2 Sezénna dynamika odchytenych
jednotlivych komplexov Culicoides pakomarikov Culicoides
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Pocas odchytovej sezony sme zistili 3 vrcholy vyskytu s vy$§im poctom odchyteného vektora.
Najviac pakomarikov bolo odchytenych na prelome mesiacov mdj a jun (4 994 ks, t.j. 36,22
% z celkového poctu odchytenych pakomarikov). Druhy vrchol sme zaznamenali koncom juala
(2 181 ks pakomarikov, 15,82 %). Tretie obdobie s najvyssim odchytom sme zaznamenali v
mesiaci august (3 578 ks, 25,95 %)(Obr. 2). Dynamika vyskytu pakomérikov méze suvisiet’ s
vhodnymi klimatickymi podmienkami v nami sledovanej oblasti. V obdobi od maja do
oktobra su pre oblast’ Kosic zistované vhodné podmienky pre aktivitu pakomarikov rodu
Culicoides. Pri predpokladanom globalnom otepl'ovani je taktiez mozné ocakavat’ predizenie
transmisivnej (odchytovej) sezony vektora. Pri monitoringu aktivity pakomarikov rodu
Culicoides sa na zaklade dosiahnutych vysledkov na sledovanej farme odporaca vyuzivat’ pre
posudenie ich aktivity aj meteorologické tdaje. Prezivanie, aktivita a rozptylenie
pakomarikov rodu Culicoides su zavislé na zmenach klimatickych podmienok, ako su teplota
a relativna vlhkost' vzduchu, prudenie vetra ajeho smer. V Nemecku vroku 2007 pri
sledovani sezonnej dynamiky pakomadrikov rodu Culicoides dosli k podobnym vysledkom.
Vrcholy poc¢tov odchytenych pakomarikov rodu Culicoides zaznamenali poCas mesiacov jun,
august a oktober (Clausen et al., 2009).

Pigmentovym zafarbenim bruska samiciek pakomarikov rodu Culicoides odhadujeme vekovu
Struktiru sledovanej populacie a kompetenciu vektora k moZznému prenosu virusu BTV. Na
obr. 3 je znazornena vekova Struktura odchytenych pakomarikov rodu Culicoides v ramci
vSetkych komplexov rodu Culicoides. Najviac bolo odchytenych pakomarikov rodu
Culicoides v kategorii ,,nulliparous® (6 235 ks, 52,58 %), tzv. hladnych samiciek s prazdnymi
bruSkami. Tato kategoria pakomarikov rodu Culicoides sa stava po nacicani na infikovanom
hostitel'ovi prendsatom virusu pre neinfikovanych vnimavych hostitelov. Nacicané
pakomariky rodu Culicoides s Cervenymi bruskami s obsahom cerstvej krvi zatriedené do
kategorie ,,parous, ako aj pakomariky rodu Culicoides s tmavymi az ¢iernymi bruSkami
s obsahom natravenej krvi zatriedené do kategorie ,,bloodfed” a pakomariky rodu Culicoides
s oznacenim ,,gravid* s vytvorenymi vajickami v brusku sa stdvaji pri opakovanom cicani
krvi potencionalnymi vektormi virusu pre neinfikovanych hostitel'ov. Druhy najvyssi vyskyt
v ramci odchytenych pakomarikov rodu Culicoides bol zaznamenany v kategorii ,,parous*
s celkovym poctom 3 428 ks (28,91 %). Samiciek s oznacenim ,,gravid“ bolo 10,36 % (1
228ks). Najmenej bolo odchytenych samiciek pakomarikov rodu Culicoides v kategorii
»bloodfed, kde bolo odchytenych celkovo 966 ks pakomadrikov rodu Culicoides (8,15%).
V Belgicku pri sledovani sfarbenia brusiek pakomadrikov rodu Culicoides zistili prevahu
kategorie ,,nulliparous* (50,6 %). Do kategorie ,,parous* zaradili 27,6 % a do kategorie
nwbloodfed 18,6 % zo vsetkych odchytenych pakomarikov rodu Culicoides. Samicky
s vytvorenymi vajickami ,.gravid“ tvorili vich sledovani 3,2 % zcelkového poctu
odchytenych pakomarikov rodu Culicoides (Fassotte et al., 2008). Oproti nasim vysledkom,
zistili menej pakomarikov rodu Culicoides kategorie ,.gravid a viacej pakomarikov rodu
Culicoides v kategorii ,,bloodfed".

Vekova Struktura Culicoides spp.
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Obr. 3 Vekova struktura Culicoides spp.
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Pri nasej praci sme nezistili pritomnost’ hlavného vektora Culicoides imicola v nami vybranej
lokalite vychodného Slovenska. Zistili sme vSak pritomnost’ inych potenciondlnych vektorov
ochorenia, tzv. studenomilné druhy s prevahou zastupcov komplexu Culicoides obsoletus.
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VPLYV PREFERMENTOVANYCH CEREALNYCH SUBSTRATOV (MLETY
JACMEN A RAZNE OTRUBY) OBOHATENYCH y-LINOLENOVOU KYSELINOU
NA BACHOROVE FERMENTACNE PARAMETRE A PROTOZOALNU
POPULACIU IN VITRO

Laho T.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Schopnost’ huby Thamnidium elegans (TE) rast’ a utilizovat’ r6zne agroindustridlne substraty
sa vyuziva vo vyvoji novych diét obohatenych vy-linolénovou kyselinou pre vyzivu
prezivavcov. Styri diéty pozostavajice zla¢éneho sena (LS; 12,8 g DM/dei) a
nefermentovanych ceredlnych substratov (mlety jaémeni, MJ; 3,2 g DM/den; razné otruby,
RO; 3,2 g DM/den) alebo z LS a prefermentovanych ceredlnych substratov (LS+MJ-TE;
LS+RO-TE) sme pouzili na skimanie fermentacnych parametrov arastu protozoalne;
bachorovej populacie v umelom bachore (RUSITEC). Experimentalne cerealne substraty boli
obohatené o hubu 7. elegans patriacu do radu Zygomycetes, ktora je schopna produkovat’ y-
linolénova kyselinu. Ako inokulum sme pouzili bachorova tekutinu od fistulovanych oviec.
V prvom pokuse, pri LS+MJ-TE diéte, nebol zisteny vplyv na fermenta¢né parametre
v RUSITECu, avsak nepriaznivo bol ovplyvneny rast celkovej cildtovej populacie ako aj rast
jednotlivych druhov ciliat. V druhom pokuse pri LS+RO-TE diéte bola zvySena degradacia
neutralnej detergentnej vlakniny aznizena produkcia celkovych a jednotlivych
kratkoret'azcovych mastnych kyselin. Pri LS+RO-TE diéte bol zniZeny celkovy pocet ciliat
ako ajrast Entodinium spp., Isotricha spp., Enoploplastron triloricatum, Polyplastron
multivesiculatum a Ophryoscolex c. tricoronatus. Pri tejto diéte bol zaznamenany rast ciliaty
Dasytricha ruminantium. Vysledky ukézali, ze diéta s mletym jacmenom obohatenym hubou
T. elegans nemala vyznamny vplyv na fermentaéné parametre na rozdiel od diéty
s obohatenymi raznymi otrubami, avSak obidve diéty mali nepriaznivy vplyv na rast
bachorovej cilidtovej populacie.

UvoOD

Zivo¢isne produkty a méso z preziivavcov su dolezitym zdrojom polynenasytenych mastnych
kyselin (PUFA), ktorych pozitivne U¢inky na l'udsky organizmus su davno zname. Zdraviu
prospesné PUFA medzi ktoré patri aj kyselina y-linolénova (GLA), ako intermediarny
metabolit premeny kyseliny linolénovej na kyselinu arachidonovd, musia byt ziskavané
z diéty, alebo =z dietdrnych doplnkov. Niektoré mikroorganizmy produkuju oleje
s vyznamnym mnozstvom PUFA a nizSie huby z radu Zygomycetes st aktivne v biosyntéze
GLA (Certik, 2008). Znama je aplikacia druhu Thamnidium elegans (TE) pre efektivnu
utilizciu agro-industridlnych materialov (Certik a Adamechova, 2009). V predchadzajtcich
experimentoch sme S$tudovali vplyv prefermentovanych ceredlnych substratov (pseni¢né
otruby, mletd kukurica, mlety ja¢men a razné otruby) obohatenych y-linolénovou kyselinou na
lipidovy metabolizmus (Laho a kol., 2011a, 2011b). Cielom tejto prace bolo zistit’ vplyv TE
obohatenych ceredlnych substrdtov na fermentacné parametre a protozodlnu populaciu
v bachorovej tekutine in vitro.

MATERIAL A METODY

Mlety ja¢men (MJ) a razné otruby (RO) inokulované hubou Thamnidium elegans (TE) CCF
1456 (Karlova Univerzita, Praha, CZ) boli pouzité ako ceredlne substraty v experimentoch in
vitro v mnozstve 3,2 g cerealie (MJ-TE; RO-TE) doplnené li¢nym senom (LS; 12,8 g suSiny
(DM)/den). Kontrola nebola obohatena hubou (LS+MJ; LS+RO). Boli urobené dva
experimenty v ktorych dve TE obohatené diéty aich kontroly (LS+MJ vs LS+MJ-TE a
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LS+RO vs LS+RO-TE) boli pouzité v styroch opakovaniach. Ako fermentany in vitro
systém bol pouzity umely bachor (RUSITEC). Kazdd RUSITEC-ova fermentacia trvala 12
dni. Bachorové inokulum bolo odobraté fistulovanym ovciam pred rannym kifmenim.
V RUSITECu bol zabezpeceny kontinudlny privod McDougallovho pufru spH 8.4
obohatené¢ho o mikroelementy. Adaptacna peridoda trvala 3 dni pred zaciatkom odberu
vzoriek. V prvej fermentacnej peridde (kontrola), vsetky fermentaéné nadoby boli doplnené
neobohatenou diétou (LS+MJ alebo LS+RO). Odber vzoriek bol urobeny na 4-6 den.
RUSITECov4 fermentacia potom pokracovala d’alSich 6 dni s prefermentovanymi ceredlnymi
substratmi vo vSetkych fermenta¢nych nddobéach (LS+MJ-TE alebo LS+RO-TE).Vzorky boli
odoberané na 10-12 del apotom bola fermenticia zastavend. Po skonceni fermentacie
v RUSITECu, nestravené zvysky krmiva boli chemicky analyzované v triplikatoch pri 60 °C,
48 h na obsah susiny (DM), neutral detergentnej vldkniny (NDF) a acid detergentnej vlakniny
(ADF) (Van Soest akol.,, 1991) spouzitim FiberTec 2010 (Teactor Comp., Hoganis,
Sweden). Na stanovenie obsahu popola a N boli pouzité Standartné metody (AOAC, 1990).
Fermenta¢ny plyn bol zachytivany do Specidlnych vakov (Tesseraux, GmbH, Biirstad,
Germany), koncentradcia metanu a produkcia kratkoretazcovych mastnych kyselin (SCFA)
bola analyzovana na plynovom chromatografe Perkin-Elmer Clarus 500 (Perkin-Elmer, Inc.,
Shelton, CN, USA). Ciliaty boli pocitané mikroskopicky (Coleman, 1978) a identifikované
(Ogimoto a Imai, 1981). Statistickd analyza bola urobena dvojcestnou analyzou variancie
(model I, fixed effects; GraphPad Instat, GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) ako
opakované merania dvoch dietdrnych skupin (LS+MJ vs LS+MJ-TE a LS+RO vs LS+RO-TE)
v §tyroch fermentaénych nadobach a v troch ¢asovych bodoch (dni odberov). Vplyvy zahrnuté
do modelu boli diéta (D), fermenta¢nad naddoba (V) a interakcia medzi diétou a fermenta¢nou
nadobou (D x V). Rozdiely boli analyzované Bonferroni post-testom.

Tabulka ¢.1
Vplyv LS+MJ-TE diéty na fermenta¢né parametre a rast ciliatovej populacie (n=3)

LS+tMJ LS+tMJ-TE SEM D \ DxV

DMD (gkg™") 510 493 18,2 ns ns ns
OMD (gkg' of DM) 523 502 18,3 ns ns ns
dNDF (gkg' of DM) 165 115 183 ns ns s
dADF (gkg” of DM) 87,3 89,4 11,8 ns ns  ns
pH 6,93 6,99 0,036 ns ns ns
Celk. SCFA (mmol defl'l) 31,1 29,5 1,29 ns ns ns
Acetat (mmol defl'l) 19,4 18,1 0,83 ns ns ns
Propionat (mmol deﬁ'l) 6,92 6,83 0,342 ns ns ns
n-Butyrat (mmol deti™) 3,48 3,06 0,131 ns ns ns
Metan (mmol deﬁ'l) 5,29 5,19 0,539 ns ns ns
Celk. pocet ciliat 17783 2723 1056  ** oAk ok
Entodinium spp. (n ml™) 14929 1887 1053 k% Ewk ok
Dasytricha ruminantium (n ml™) 1117 653 139 ek ek kR
Isotricha spp.(n ml™) 197 2 23 oAk K ok
Enoploplastron triloricatum (n ml™) 179 21 10 ®EX O ns ns
Polyplastron multivesiculatum (nml™") 52 2 6 oAk K ok
Ophryoscolex c. tricoronatus (n ml™") 27 0 4 ok * *

DMD: stravitel'nost’ suchej hmoty; OMD: stravitel'nost’ organickej hmoty; dNDF: degradovana
neutrdlna detergentnd vlaknina; dADF: degradovana acid detergentnd vlaknina; SCFA:
kratkoretazcové mastné kyseliny; LS: li¢ne seno; MJ: mlety jaémen; TE: Thamnidium elegans; D:
diéta; V: fermenta¢nd nadoba; ns: nie je signifikantné; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Fermentacia LS+MIJ-TE diéty (Tabulka ¢.1) nemala vplyv na pH, DMD, OMD, dNDF,
metanogenézu a produkciu SCFA. Pri fermentacii LS+RO-TE diéty doslo k zvySeniu hodnoty
dNDF (P<0,01) apH (P<0,01) (Tabulka ¢.2). Pokles stravitenosti vlakniny a organicke;j
hmoty pri lipidovej suplementacii v RUSITECu bol uz zaznamenany (Machmiiller a kol.,
1998). Pri LS+RO-TE diéte bolo zaznamenané zniZenie produkcie celkovych aj jednotlivych
SCFA (P<0,05; P<0,01; P<0,001), podobne ako v inej praci, kde pridavok mikrobialneho
oleja bohatého na GLA redukoval molarny podiel acetatu avSak zvysSil molarny podiel
propionatu v RUSITECu (Jal¢ a Certik, 2005). Produkcia metanu v nasich pokusoch nebola
ovplyvnend, na rozdiel od inej prace (Jal¢ a kol., 2002). Obidve LS+MJ-TE a LS+RO-TE
diéty mali nepriaznivy vplyv na rast vSetkych sledovanych druhov ciliat Entodinium spp.,
Isotricha spp., Enoploplastron triloricatum, Polyplastron multivesiculatum, Ophryoscolex c.
tricoronatus aj ked’ vyskyt interakcii D x V bol vo vicSine pripadov zaznamenany. Podobne,
Kisidayova a kol., (2006) popisuje zniZenie populécie cilidt v RUSITECu mikrobidlnym
olejom (30 g kg'; w/w). LS+RO-TE diéta zvysila rast iba u cilidty Dasytricha ruminantium
(P<0,001). Je zrejmé, Ze protozod participuju pri traveni vladkniny a Skrobu a rozdielne
substraty dokazu ovplyvnit’ pomer medzi protozoami a baktériami, ako aj stupein bachorove;j
fermentacie. Zmeny v pocte cilidt moézu odrazat’ aj nizky obsah Skrobu, hoci populécia ciliat
zle rastla aj v predchadzajucom pokuse, kde boli pouzité ceredlie s vy$Sim obsahom Skrobu
ako kukurica a pSenica (Laho a kol., 2011a).

Tabulka ¢.2
Vplyv LS+RO-TE diéty na bachorové fermenta¢né parametre a rast ciliatovej populacie (n=3)

LS+RO LS+RO-TE SEM D \ DxV

DMD (g kg™ 485 428 146 ns ns ns
OMD (g kg of DM) 489 435 142 ns ns s
dNDF (gkg"' of DM) 11,0 517 2,123  ** ns  ns
dADF (g kg'1 of DM) 8,52 10,5 3,022  ns ns ns
pH 6,94 7,08 0,025  ** ns ns
Celk. SCFA (mmol deii™) 21,8 17,7 1,04 ** ns ns
Acetat (mmol den™) 14,1 10,4 0,49  *** png  ns
Propionat (mmol defl'l) 4,60 3,87 0,185 * ns ns
n-Butyrat (mmol deti™") 2,25 1,73 0,072 *** ns  ns
Metan (mmol deﬁ'l) 4,85 5,77 0,499 ns ns ns
Celk. pocet ciliat 11291 2218 478 *¥EX  ns ns
Entodinium spp. (n ml™) 9650 262 344 ¥EX  ns  ns
Dasytricha ruminantium (n ml™) 1067 1861 143 ok kel ek
Isotricha spp.(n ml™) 118 29 15 * ok ok
Enoploplastron triloricatum (n ml™) 142 8 8 ¥EX ns ns
Polyplastron multivesiculatum (n ml™) 11 0 2 *x ns  ns
Ophryoscolex c. tricoronatus (n ml™") 36 0 4 ok ns ns

DMD: stravitel'nost’ suchej hmoty; OMD: stravitel'nost’ organickej hmoty; dNDF: degradovana
neutralna detergentna vlaknina; dADF: degradovana acid detergentnd vlaknina; SCFA:
kratkoret'azcové mastné kyseliny; LS: [u¢ne seno; RO: razné otruby; TE: Thamnidium elegans; D:
diéta; V: fermentacnd nadoba; ns: nie je signifikantné; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001.
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Nase vysledky mézu poukazovat’ na urcité antiprotozodlne vlastnosti pouzitej huby, ktoré
pravdepodobne neinterferujii s hydrogenézou, kedze metanogenéza nebola ovplyvnena.
Bachorové ciliaty prispievaju k produkcii butyratu, avSak posun v produkcii SCFA bol zrejmy
iba v pripade RO diéty. Je zname, ze PUFA priamo inhibujii bachorové protozod, avsak
nepotlacaju bakterialnu aktivitu (Hristov a kol., 2004; Varadyova a kol., 2007).

Vysledky tychto experimentov a vSetky nasSe predchadzajice vysledky (Laho a kol., 2011a,
2011b) poukazuju na to, ze schopnost’ 7. elegans rast a utilizovat’ rdzne agroindustridlne
substraty moze byt uzito¢na vo vyvoji novych y-linolénovou kyselinou obohatenych diét pre
prezuvavce.
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VPLYV PH NA FLUORESCENCIU VYBRANYCH METABOLITOV TRYPTOFANU
PRITOMNYCH V MOCI
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ABSTRAKT

Moc¢ je viaczlozkova biologicka tekutina, ktord obsahuje mnozstvo prirodzenych fluoroférov.
Vdaka nim sa vyznacCuje silnou fluorescenciou. Rozdiely fluorescenénych parametrov
jednotlivych fluoroférov meranych in vitro vo vodnych roztokoch a v prirodzenom prostredi
mocu su zna¢né a mozu viest' k faloSnym vysledkom a zaverom. V praci prezentujeme vplyv
pH, ako jedného z najbeznejSich vplyvov, ktoré sa moézu v moci prejavit’ a ovplyvnit’ priame
meranie nativnej fluorescencie mocu vo vztahu ku konkrétnym diagnézam.

UvoD

LCudsky mo¢ je komplexnd biologicka tekutina obsahujica mnozstvo chemickych zlucenin
produkovanych telom, zahffiajucich viacero prirodzenych fluoroforév, z ktorych vicsinu
tvoria metabolity tryptofanu (Anwer a kol., 2009). Zmeny koncentracie tychto fluoroférov st
vyvolané rdéznymi fyziologickymi alebo patologickymi zmenami — poruchami metabolizmu,
diétou, vekom a inymi faktormi.

Fluorescencné spektra jednotlivych fluoroforov sa lisia od spektier zmesnych fluoroforov v
biologickom materidli a to predovSetkym vd’aka interakciam samotnych fluoroférov v zmesi.
Spravanie fluoroférov spojené s charakterom prostredia nie je vel'mi zname (odliSnost’ pH,
ionovej sily, ¢i koncentracie proteinov). Komplexnost mocu médze mat’ dopad na intenzitu
fluorescencie, alebo moze sposobit’ posun excitaéného a/alebo emisného maxima bez toho,
aby sa menila koncentracia samotného fluoroforu (Lichardusova a kol., 2010).

V praci prezentujeme vysledky, ktoré upresiiuju vplyv pH definovaného prostredia na
spektralne vlastnosti vybranych fluoroféorov v moci. Uvedené efekty sme Studovali na
klinicky vyznamnych metabolitoch tryptofanu — kyseline 5-hydroxyindol-3-octovej (5-
HIAA), serotonine a indoxylsulfate (mocovy indikén).

Pritomnost’ Studovanych fluoroférov v moci je charakteristickd pre rézne poruchy. Napriklad
karcinoid — srdca (Pandya a kol., 2002), Stitnej Zlazy, gastrointestinalneho traktu (Khan a
Coleman, 2008), ako aj apendicitida (Apak a kol., 2005), Whippleova choroba a celiakia (De
Jong a kol., 2008) vyvolavaju zvySeni koncentraciu serotoninu atieZ jeho koncového
degradacného produktu 5S-HIAA. Downov syndrom ¢i Hartnupova choroba st zase spojené so
znizenou koncentraciou 5-HIAA (Tasdemir a kol., 2004). Zmenena hladina serotoninu je
spojena aj s pritomnost’ou neurologickych a psychiatrickych ochoreni, akymi su depresia,
migréna, schizofrénia a autizmus (De Jong a kol., 2008). Patologicky zvySena koncentracia
indikdnu v moci signalizuje hnilobné procesy v organizme, ku ktorym moéze dojst’ pri
¢revnych obStrukcidch, hnackach, Hartnupovej chorobe, karcindéme Zzalidka ako aj pri
pl'icnom abscese (Allegri a kol., 2003,; Perinchery a kol., 2010).

Nasim zdmerom bolo popisat’ efekt pH na spominané fluoroféory mocu, ¢o by mohlo byt
vyuzité pri d’alSom spracovani a komplexnej analyze nameranych fluorescencnych spektier
tejto biologickej tekutiny.

Detailné pochopenie faktorov ovplyviiujicich fluorescenciu mocu, moze poskytnut nové
moznosti na vyuzitie fluorescencie ako efektivneho nastroja vyuziteI'ného pre prevenciu a
diagnostiku.

MATERIAL A METODIKA
Standardy jednotlivych fluoroférov boli rozpustené v deionizovanej vode o ¢ = 1 mg/ml.
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V moci zdravych jedincov boli indikatorovym pruzkom HexaPhan stanovené Standardné
biochemické parametre. Pred fluorescenénym meranim boli vzorky mocu centrifugované. Do
mocu boli priddvané jednotlivé fluorofory a to v koncentracii uvadzanej ako horné hranica ich
fyziologickej hodnoty u zdravého dospelého jedinca (http://www.hmdb.ca/). Zmes mocu a
fluoroforu bola d’alej riedena timivym roztokom s r6znou hodnotou pH (5,7; 6,5; 7,3 a 8,0) do
dvanastich skumaviek. Prva skiimavka - riedenie 0 obsahovala neriedeni vzorku mocu +
pridavok fluoroforu, d’alej nasledovali riedenia 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128,
1:256, 1:512, 1:1024. Z kazdého riedenia boli skenované synchronne fluorescencné spektra,
zoradenim ktorych vznikne komplexné zobrazenie - tzv. koncentracna matrica. Merania sme
vykonavali v rozsahu vlnovych dizok 250-550 nm s rozdielom vinovych dizok medzi
excitatnym a emisnym monochromatorom AA = 30 nm (Kusnir a kol.,, 2005) na
fluorescenénom spektrofotometri Perkin-Elmer LS 55 v 10 mm kremennej kyvete pri
laboratérnej teplote. Ziskané tidaje boli spracované pomocou softvéru FL. WinLab a vlastnou
aplikaciou beZiacou v prostredi Matlab. V obrazkoch upravenych spektier sme pre lepSiu
vizualizaciu rozdielov vystrihli oblast’, v ktorej by sa sledované fluoroféry mali prejavit’ a to v
rozsahu 275-350 nm.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Hodnota pH je ddlezitou vlastnostou mocu a fyziologicky sa pohybuje v rozmedzi 5,5 - 6.
Zmena pH prostredia ma len mierny vplyv na intenzitu fluorescencie mocu v sledovanej
oblasti 275-350 nm (Obr. 1).

m—moc pH 3.7
——mocpHE5
—mocpH 73
—mocpH &

260 a0 300 30 30 330 30 350

Obr. 1: Porovnanie upravenych synchronnych spektier toho ist¢ého mocu bez pridavkov fluoroférov vo
vybranych oblastiach pH.

Pridavok 5-HIAA v moci sa prejavi narastom piku s maximom pri 312-314 nm (Obr.2).
Zmena pH prostredia vplyva na intenzitu fluorescencie tohto fluoroféru nepriamo timerne, so
zvysSujucou sa hodnotou pH klesa intenzita fluorescencie (Obr. 3a). Existencia piku pri 312 —
315 nm v spektre mocu bez pridavkov fluoroférov (Obr.1) sved¢i o tom, Ze 5-HIAA je aj
beznou stcastou mocu, prispieva k jeho celkovej nativnej fluorescencii, a zmena pH mocu
k z4saditej oblasti moze spdsobit’ ,,falosne nizku* fluorescenciu aj pri vysSich koncentraciach
5-HIAA, ktoré by mohli mat’ diagnosticku hodnotu.

Serotonin sa v mocCi bezne vyskytuje v omnoho nizSej koncentracii, v dosledku jeho
degradécie na koncovy produkt 5-HIAA. Jeho charakteristické maximum sme zaznamenali v
oblasti 313-315 nm (Obr. 2). Vplyvom rasticeho pH intenzita fluorescencie tohto metabolitu
mierne klesa, no v§eobecne je efekt pH na fluorescenciu serotoninu zanedbatel'ny (Obr.3b).
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Porovnanie obrysov
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Obr. 2: Porovnanie upravenych spektier mocu s pridavkami jednotlivych fluoroférov pri
fyziologickom pH (pH 5,7)
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Obr. 3: Porovnanie spektier mocu s pridavkom jednotlivych fluoroférov a) 5S-HIAA b) serotoninu c)
indoxylsulfatu v skimanych pH prostrediach.

Mocovy indikan sa v koncentra¢nej matrici mocu (AA=30 nm) prejavuje ploSnym zvysenim
fluorescencie v oblasti 295-320 nm, ktoré je pri Studovanej koncentracii iba naznacené
(Obr.2). Indikdn ma vysoku hodnotu Stokesovho posunu (v naSich meraniach okolo 100 nm),
a preto v koncentracnej matrici nezachytime charakteristicky pik. Vplyv pH na intenzitu tohto
fluoroféru pritomného v moci je minimalny (Obr. 3c¢).

Zmena pH prostredia mé len mierny vplyv na intenzitu fluorescencie vybranych metabolitov
mocu typickych pre rozne poruchy. Merania ukézali, ze fluoreskujiice metabolity tryptofanu
pritomné v moci sa pri zmene pH vyznacuju relativne vysokou stabilitou svojich
fluorescenénych parametrov. Zmena pH ma vyraznejs$i vplyv na intenzitu fluorescencie 5-
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HIAA, zatial’ ¢o intenzita fluorescencie indoxylsulfatu a serotoninu sa meni len miniméalne.
Vo vSeobecnosti zvySovanie pH nemeni alebo len mierne znizuje fluorescenciu mocu v
oblasti vyskytu sledovanych fluoroférov.
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FAKTORY VPLYVAJUCE NA HODNOTY KONCENTRACIE KYSELINY
MLIECNEJ, FOSFATOV A HODNOTU PH MASA U VYBRANYCH

DRUHOV ZVERI

Macanga J.!, Korénekova B.", Nagy J.', Molnar L.?

'Katedra hygzeny a technologie potravin, Ustav hygieny a technologie mdisa, UVLF, KoSice
Klinika vtdkov a exotickych zvierat, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Tato praca sa zaoberd vplyvom rdéznych situacii pred zabitim na koncentraciu kyseliny
mliecnej, fosfatov a hodnotu pH vo svalovine bazantov polovnych, kacic divych, kralikov
divych a diviakov lesnych. Koncentracie kyseliny mlie¢nej a fosfitov sme merali
Elektroforetickym analyzatorom EA 102 ahodnoty pH sme merali pomocou pH-metra
InoLab WTW 720. Zistili sme, Ze na vys$Sie uvedené parametre vplyva spdsob chovu
a zabitia. Vo svalovine pernatej zveri chovanej na farme a zabitej vykrvenim sme namerali
vysSie hodnoty kyseliny mlie¢nej a fosfatov a nizsie hodnoty pH, nez vo svalovine ulovenej
volne Zijiicej pernatej zveri. Rozdiely boli pozorované aj vo svalovine kralikov z farmového
chovu avolne zijicich (vyssie hodnoty kyseliny mliecnej a nizSie pH bolo vo svalovine
ulovenych volne zijucich kralikov). Rozdielne hodnoty sme namerali aj vo svalovine
diviakov ulovenych z posedu a pocas spolo¢nej polovacky. Ako dokazuje tato praca, je
pomerne vela faktorov, ktoré vplyvaji na hodnotu pH a koncentraciu kyseliny mliecnej
a fosfatov vo svalovine zveri.

UvOD

Koncentracia svalového glykogénu a energeticky bohatych fosfatov v Case zabitia patri medzi
najdolezitejSie faktory vplyvajuce na kvalitu mésa. Odburavanim tychto latok vznikaju
metabolity ako je napriklad kyselina mlie¢na a fosfaty, ktorych mnozstvo je ovplyvnené
réznymi situaciami v Case pred zabitim. V literarnych zdrojoch je pomerne vela vyskumnych
prac zaoberajucich sa vplyvom rozliénych perimortadlnych situacii na kvalitu maésa
hospodarskych zvierat (Henckel a kol., 2002; Lambertini a kol., 2006; Przybylski a kol.,
2006; Sopkova a kol., 2002), ale je veI'mi malo informécii o ich vplyve na kvalitu misa zveri.
S cielom rozsirit’ poznatky v tejto oblasti a zabezpecit’ tak produkciu vysokokvalitnej zveriny
sme porovnali hodnoty koncentracie kyseliny mlienej, fosfatov ahodnoty pH
svaloviny vybranych druhov zveri, ktora bola ziskané za rozli¢nych podmienok.

MATERIAL A METODIKA

Na ucely experimentu bola pouzita:

- prsna a stehenna svalovina ziskana z 18 ks bazantov polovnych - Phanianus colchicus (9 ks
bolo ulovenych v lesoch Ugelového zariadenia pre chov achoroby zveri, ryb a véiel
v Rozhanovciach a 9 ks ztohto zariadenia bolo zabitych vykrvenim po predchadzajicom
omracent).

- prsna a stehenna svalovina 12 ks kacic divych — Anas platyrhynchos (6 ks bolo ulovenych v
okoli povodia rieky Hornad a 6 ks pochadzalo z Kliniky vtdkov, exotickych a vol'ne Zijicich
zvierat UVLF v Kosiciach kde boli chované ako farmova zver, omracené a zabité vykrvenim)
- stehennd, lopatkova a chrbtova svalovina odobrana z 36 ks kralikov divych - Oryctolagus
cuniculus (18 ks kralikov bolo chovanych na farme v Nitre, boli prevezené autom — 7 hodin —
do priestorov UVLF kde boli po omraceni zabité vykrvenim. 18 ks kralikov bolo ulovenych
pocas spoloénej polovacky v lesoch Uéelového zariadenia pre chov a choroby zveri, ryb
a v¢iel v Rozhanovciach)
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- svalovina stehna a karé ziskana zo 6 ks diviakov lesnych — Suus strofa (3 ks vo veku 3 roky
boli zastrelené z posedu a 3 ks vo veku 9 mesiacov boli ulovené pocas spolo¢nej pol'ovacky
v lesoch Uéelového zariadenia pre chov a choroby zveri, ryb a véiel v Rozhanovciach)
Vzorky svalovin 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 nasobne zriedili. Takto nariedené vzorky sme 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 kapronova 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 dalSich varia¢no-Statistickych
charakteristik (aritmeticky priemer, smerodajna odchylka).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Porovnanie koncentracii kyseliny mliecnej, fosfatov a hodnoty pH namerané do 24 hodin od
ulovenia / zabitia vo svalovine pernatej zveri: bazanty polovné (volne zijuce / farmové)
a kacice divé (volne zijuce / farmové) popisuje tabulka 1 a 2. VysSie hodnoty kyseliny
mliecnej boli zistené vo svalovine jedincov, ktory boli chovany ako farmova zver a po
omrac¢eni zabity vykrvenim. Statisticky vyznamne vysSie hodnoty kyseliny mlie¢nej boli
namerané u farmovych bazantov v stehennej svalovine (p<0,01) au kaciek zabitych
vykrvenim v stehennej (p<0,01) a aj v prsnej svalovine (p<0,05). V koncentraciach fosfatov
neboli zistené vyznamné rozdiely.

Hodnoty pH do velkej mieri zavisia predovsetkym od mnozstva kyseliny mlie¢nej, ¢o sa
potvrdilo aj v tomto pripade. Statisticky vyznamne niZsie hodnoty boli zistené v stehennej
svalovine bazantov zabitych vykrvenim (p<0,001), v prsnej (p<0,001) a v stehennej svalovine
(p<0,001) divych kacic chovanych ako farmova zver.

Tieto rozdiely mézu byt sposobené jednak spdsobom chovu, ale aj spdsobom zabitia. Z
vysledkov vyplyva, ze energeticky metabolizmus v Case zabijania, respektive lovu prebiehal
intenzivnej$ie u farmovej pernatej zveri, preto produkty rozkladu glykogénu boli v ich
svalovine vyssie. Nase vysledky su vel'mi podobné vysledkom, ktoré dosiahli Paulsen a kol.
(2008). Vycerpanie glykogénu je sposobené u volne zijucich jedincov zvySenou fyzickou
aktivitou pocas lovu. U farmovej pernatej zveri je to dosledok manipulacie pred zabitim, ktora
na zver vplyva stresujico. Ako uvadza praca Chloupeka a kol. (2009), uz po par mintutach
manipuldcie sa u bazantov vyrazne zvysuju hladiny stresovych hormoénov.

Tab. 1. Koncentracia kyseliny mlie¢nej, fosfatov a hodnota pH svaloviny bazantov
polovnych (Phasianus colchicus) namerana do 24 hodin po zabiti/uloveni

Laktat Fosfat pH
Skupina Prsna svalovina
A 1,18 £ 0,33 0,67 £0,10 5,70 £ 0,12
B 1,38 £ 0,41 0,90 + 0,07 5,77 £ 0,07
Skupina Stehenna svalovina
A 0,82+0,18" 0,65 % 0,09 6,42+ 0,06
B 1,09+ 0,13 0,70 += 0,04 5,93 +0,04

A —baZanty ulovené (vol'ne zijuce); B — bazanty zabité vykrvenim (farmovy chov)
Statistika: ** p<0,01; *** p<0,001
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Tab. 2. Koncentracia kyseliny mlie¢nej, fosfatov a hodnota pH svaloviny kacic divych (4nas
platyrhynchos) namerand do 24 hodin po zabiti/uloveni

Laktat Fosfat pH
Skupina Prsna svalovina
A 1,01+£0,15" 0,50 + 0,08 6,22+0,127
B 1,31 +0,12 0,40 + 0,05 5,95+ 0,06
Skupina Stehenna svalovina
A 0,66+0,12" 0,45 + 0,07 6,57+0,10 "
B 1,04 + 0,09 0,33 + 0,03 6,04 + 0,05

A —kacice ulovene (vol'ne Zijuce); B — kacice zabite vykrvenim (farmovy chov)
Statistika: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Na pociato¢nt koncentraciu kyseliny mliecnej, fosfatov a hodnotu pH vplyva aj transport
zvierat z chovu na miesto zabitia. Porovnali sme tieto hodnoty namerané vo svalovine
krélikov divych, ktoré boli prepravované 7 hodin z farmy a po omréaceni zabité vykrvenim
s hodnotami nameranymi vo svalovine kralikov ulovenych pocas spolo¢nej polovacky. Ako
uvadza tabul'ka 3, najvyraznejSie rozdiely boli zaznamenané medzi hodnotami koncentracii
kyseliny mlie¢nej a pH. Statisticky vyznamne vyssie koncentracie kyseliny mlie¢nej boli
namerané vo svalovine ulovenych kralikov (lopatka, chrbat p<0,001; stehno p<0,01) s ¢im
suvisi aj hodnota pH, ktora bola vo svalovine tejto skupiny Statisticky vyznamne nizSia
(lopatka a stehno p<0,001; chrbat p<0,05).

V literarnych zdrojoch je nedostatok informacii tykajtcich sa kyseliny mlie¢nej a fosfatov vo
svalovine kralikov divych, preto porovnanie nasich vysledkov s inymi autormi nie je mozné.

Tab. 3. Koncentrécia kyseliny mlie¢nej, fosfatov a hodnota pH svaloviny kralikov divych
(Orictolagus cuniculus) namerana do 24 hodin po zabiti/uloveni

Laktat Fosfat pH

Skupina Lopatkova svalovina

A 1,30 £0,09 0,56 + 0,05 5,89+ 0,06

B 0.72+0,15 0,55 +0,08 6,79 £ 0,05
Skupina Stehenna svalovina

A 1,56 0,19 0,55+ 0,07 5,80 +0,03

B 0,91+0,16 0,73 +£0,10 6,69 + 0,03
Skupina Chrbtova svalovina

A 1,67+0,16 " 0,51+0,03" 5,64+0,07"

B 0,89 + 0,20 0,68 + 0,08 6,55 + 0,38

A — kraliky ulovené (volne zijuce); B — kraliky zabité vykrvenim (farmovy chov)
Statistika: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Pociatocna hodnota kyseliny mlie¢nej, fosfaitov a hodnota pH svaloviny diviakov je
ovplyvnend aj sposobom ulovenia, ako znazoriiuje tabulka 4. U svaloviny ziskanej
z diviakov, ktoré boli ulovené z posedu sme predpokladali nizsie hodnoty kyseliny mliecne;j
a fosfatov a vysSSie hodnoty pH v porovnani so svalovinou diviakov ulovenych pocas
spolo¢nej polovacky. Vysledok bol ale opa¢ny. Statisticky vyznamne vy$§iu koncentraciu
kyseliny mliecnej a fosfitov sme zaznamenali v karé diviakov zastrelenych z posedu
(p<0,05). Hodnota pH bola Statisticky vyznamne nizSia vo svalovine pleca diviakov tej istej
skupiny.
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Tieto hodnoty mézu byt ovplyvnené jednak vekovym rozdielom: zastrelené z posedu — 3
roky; zastrelené pocas spolo¢nej polovacky — 9 mesiacov (podobné hodnoty pH u rovnake;j
vekovej skupiny namerali aj Postolache a kol., 2010), ako aj pravdepodobne zvySenou
fyzickou aktivitou dospelych jedincov, nakol'ko boli zastrelené v obdobi ruje.

Tab. 4. Koncentracia kyseliny mliecnej, fosfatov a hodnota pH svaloviny diviakov lesnych
(Sus scrofa) namerand do 24 hodin po uloveni

Laktat Fosfat pH
Skupina Karé
A 1,40 +£024 " 0,55+0,08 " 562+0,13
B 0,85+0,17 0,34 + 0,02 6,10 + 0,30
Skupina Plece
A 1,07+ 0,14 0,46 £0,01 " 581+£021"
B 0,87 + 0,20 0,32 + 0,04 6,33 + 0,25

A — diviaky zastrelen¢ z posedu; B — diviaky zastrelené pocas spolo¢nej pol'ovacky
Statistika: * p<0,05

Ako vidiet’ z vysledkov tejto prace perimortalne situacie znacne vplyvaji na hodnoty pH,
koncentraciu kyseliny mliecnej a fosfatov a tym aj na vyslednt kvalitu zveriny.
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ANTIFUNGALNA UCINNOST TEA TREE OLEJA A TERPINENU NA KVASINKY
RODU MALASSEZIA

Marciova, A., Conkova, E., Mudroiova, D., Sabova, L.

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

ABSTRAKT

Stipajuci ndrast rezistencie fungalnych patogénov voci antimikrobikdm zvySuje zdujem o
rastlinné vytazky ako potencidlne dezinfekéné a antimikrobidlne latky (Weckesser a kol.,
2007).

Pouzitim modifikovanej mikrodiluénej metody (CLSI M27-A2 (2002) bola vyhodnotena
ucinnost’ komerc¢ného cajovnikového oleja (tea tree oleja) a jeho hlavnej obsahovej latky
terpinénu v r6znych koncentraciach voci referenénym kmenom malasezii (M. pachydermatis,
M. equina, M. sympodialis) a klinickym izolatom M. pachydermatis. Na testované referencné
kmene posobil Tea tree olej (TTO) v koncentracii 0,25 ng/ml okrem M. sympodialis, kde
hodnota MIC dosahovala 0,5 pg/ml. Terpinén inhiboval rast izolatov v koncentracii 0,25
ug/ml s vynimkou M. equina, pri ktorom bola zistend MIC 0,5 pg/ml. Minimalna inhibi¢na
koncentracia (MIC pg/ml) TTO pri klinickych izolatoch bola v rozpiti 0,25 — lpg/ml a
terpinénu 0,25 pg/ml — 0,5 pg/ml.

UvOD

V stcastnosti je zndmych niekol’ko druhov malasezii, ku ktorym patri M. furfur, M.
pachydermatis, M. sympodialis, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M. slooffiae M.
dermatis, M. equina a M. nana (Tarazooie a kol., 2003). Kvasinky rodu Malassezia ako
oportunne patogény mozu byt pricinou infekcii. Pomerne ¢asto je zaznamenany ich vyskyt pri
psoch s otitidou a dermatitidou. Terapia je zabezpecend pripravkami s obsahom antimykotik
(Bond, 2010).

Na podpornu terapiu infekcii je mozné pouzit’ esencialne oleje. Tea tree olej (TTO) sa v
poslednej dobe uplatiiuje kvoli Sirokému spektru antimikrobidlnej aktivity. Antifungalne
ucinky TTO boli demonstrované aj vo veterinarnej medicine proti Malassezia pachydermatis
(Weseler a kol., 2002). Z priblizne 100 terpénov obsiahnutych v TTO bolo identifikovanych
viac ako 60 jednotlivych latok. Hlavni obsahovu latku tvori terpinen-4-ol (Hammer a kol.,
2004).

MATERIAL A METODIKA

Mikrodiluénou metoédou M27-A2 (CLSI, 2002) bola stanovena ucinnost komeréného
¢ajovnikového oleja (Tea tree oleja) (Dr. Miiller PHARMA, Hradec Kralove) a jeho hlavného
komponentu terpinen-4-ol (Sigma Aldrich Co., Steinheim, Germany) v koncentraciach 128
pg/ml — 0,25 pg/ml voci 10 klinickym izoldtom M. pachydermatis a referencnym kmenom:
M. pachydermatis CBS 1879, M. sympodialis CBS 8334, M. equina CBS 9969 (Utrecht,
Holandsko). Kontrola kvality testovania bola overend pouZzitim referencného kmena C.
parapsilosis (CCM 2860, Brno, CR) voéi itrakonazolu. Minimélna inhibi¢na koncentracia
(MIC) itrakonazolu bola hodnotena aj pri referen¢nych kmenoch.

Citlivost’” kvasiniek na testované antifungalne latky bola hodnotend vizualne po 72 hod.
inkubacii pri teplote 32 °C. Rast patogénov 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 zdkal, 3 — slabéd redukcia zakalu, 4 — Ziadna redukcia zakalu). Vysledky
Géinnosti antifungalnych latok boli verifikované aj spektrofotometricky pri vinovej dizke 530
nm (BioTek pQuant, USA).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Tabulka 1 wuvadza hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie. TTO bol ucinny
v koncentracii 0,25 ug/ml na vSetky kmene okrem M. sympodialis, kde hodnota MIC bola 0,5
pg/ml. Hammer kol. (2000) zistili vSak niz§ie hodnoty MIC TTO pre M. sympodialis (0,016 —
0,12 pg/ml). Inhibicia rastu C. parapsilosis bola zaznamenana pri koncentracii 0,25 pg/ml pre
TTO a terpinén. V porovnani s vysledkami (0,06 — 0,125 pg/ml) Olivu a kol. (2003) je nami
namerand hodnota vyssia (0,5 pg/ml).

Tabul’ka 1 Minimdlna inhibi¢na koncentracia (MIC; pg/ml) pri referencnych kmenoch
Testovana

latka M. pachydermatis M. equina M. sympodialis  C. parapsilosis
TTO 0,25 0,25 0,5 0, 25
Terpinén-4-ol 0,25 0,5 0,25 0,25
Itrakonazol 0,25 0,5 0,25 0,5

Tabulka 2 dokumentuje hodnoty MIC klinickych izoldtov. TTO posobil na kmene
v koncentracidch 0,25 — 1 pg/ml. Rovnaké vysledky boli zistené aj pri itrakonazole. MIC
terpinenu sa pohybovala v rozpiti 0,25 — 0,5 pg/ml.

Tabul’ka 2 Hodnoty minimalnej inhibi¢nej koncentracie (MIC; pg/ml) pri izolatoch M.

pachydermatis
Test A
léif( ;)vana MIC (ug/ml) . +SD Mo
min. — max.
TTO 0,251 0,45 0,31 0,25
Terpinén-4-ol 0,25-0,5 0,33 0,12 0,25
Itrakonazol 025-1 0355 0,33 0,25

min. — minimalne; max. — maximalne; x — priemer; SD — smerodajna odchylka; Mo — modus

Tabulka 3 vyhodnocuje u¢innost’ testovanych latok. TTO posobil na 6 izolatov (60 %) pri
MIC 0,25 pg/ml. Terpinen inhiboval rast 70 % izolatov v rovnakej koncentracii.

Tabul’ka 3 Pocet (n) citlivych kmeniov a ti¢innost’ (%) TTO a terpinenu

MIC TTO Terpinen
ug/ml (n/%) (n/%)
0,25 6/ 60 7/70

0,5 2/ 20 3/30

1 2/20 0

Nami uvedené namerané hodnoty poukazuju na potencidlne vyuzitie TTO v terapii
malasezi6oz. U¢inok TTO a terpinenu je porovnatel'ny s uc¢innost’ou itrakonazolu.
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SLEDOVANIE BIOCHEMICKYCH UKAZOVATELOV V PROCESE STARNUTIA
U NORIKA MURANSKEHO TYPU

Noskovicova J., Novotny F., Posivak J, Valocky I., Hura V., Tu¢kova M.

Klinika koni, UVLF Kosice

ABSTRAKT

Starnutie moze zapri¢init’ metabolické zmeny, ktoré vplyvaju na interpretaciu klinickych dat u
starnticeho zvierata a to bez ohl'adu na pritomnost’ alebo absenciu choroby. Referencné
hodnoty z krvi stanovenych parametrov sa moézu liSit' podla plemena a su ovplyviiované
vekom, a do urcitého rozsahu aj chovnymi podmienkami. Obmedzené pocty Studii sa
vykonali na zaklade vplyvu veku na biochemické parametre u r6znych plemien koni. Cielom
nasej prace bolo sledovanie zmien biochemickych parametrov v procese starnutia u kobyl
chladnokrvného plemena Norika murdnskeho typu. Tento vyskum hodnotil vybrané
biochemické parametre chovnych kobyl Norika muranskeho typu rozneho veku. Zda sa, ze
staroba vyznamne ovplyviiuje biochemické parametre u kobyl Norika muranskeho typu.
Biochemické parametre u Norika murdnskeho typu ukazuji niektoré rozdiely v porovnani s
inymi konmi. Stanovenie biochemickych parametrov je Specifické pre Norika muranskeho
typu, ktoré st vysledkom konkrétneho chovu a selekcie daného plemena. Udaje ziskané z
tejto $tadii mozu posilnit’ nase pochopenie biochemickych parametrov u tohto druhu, ¢o
umozni veterindrnym lekarom stanovit’ zodpovedajice interpreticie laboratornych tdajov
a dat’ tymto zvieratdam zodpovedajicu starostlivost’.

UvOD

Napriek zvySujicemu sa poctu starnicich koni, je malo poznatkov v oblasti geriatrickej
mediciny koni. Metabolické zmeny, ako ¢ast’ fyziologického procesu starnutia, nie su spajané
so Specifickymi ochoreniami (McFarlane a kol., 1998).

Starnutie moze zapri¢init’ metabolické zmeny, ktoré vplyvaju na interpretaciu klinickych dat
u starnticeho zvierat’a a to bez ohl'adu na pritomnost’ alebo absenciu choroby (Bertone, 2006).
Referenéné hodnoty zkrvi stanovenych parametrov sa mozu liSit podla plemena a su
ovplyviiované vekom, a do ur¢itého rozsahu aj chovnymi podmienkami (Satue a kol., 2009;
Cebulj-Kadunc a kol., 2002). Specifické referenéné hodnoty st potrebné pre kazdé jednotlivé
druhy zvierat na prislusnll interpretdciu biochemickych vysledkov. Preto niektoré rozbory
vyzaduju rézne referenéné hodnoty pre rozne vekové skupiny (Meyer a Harvey, 2004).
Obmedzené pocty Stadii sa vykonali na zdklade vplyvu veku na biochemické parametre u
roznych plemien koni (Gurgoze a Icen, 2010; McFarlane a kol., 1998; Horohov a kol., 2002).
Cielom naSej prace bolo sledovanie zmien biochemickych parametrov v procese starnutia
u kobyl chladnokrvného plemena Norika muranskeho typu.

MATERIAL A METODIKA

1. Pokusné zvieratd

Pocas deviatich mesiacov bolo sledovanych 27 chovnych kobyl Norika muranskeho typu na
SCHK (Stredisko chovu koni) Dobsina. Kobyly boli rozdelené podl'a veku do Styroch skupin:
A (n=7, 5-8 rokov), B (n=6, 9-15), C (n=7, 16-20) a D (n=7, 21-23) na zadklade zdznamov
poskytnutych chovatelmi na farme. V skupine A boli mladé kobyly od piatich do 6smich
rokov, v skupine B to boli dospelé kobyly aktivne vyuzivané v reprodukcii. V skupine C boli
kobyly so znizujlicou sa reprodukénou schopnostou a v skupine D boli zaradené kobyly bud’
ako chovné alebo boli pouzivané na iné pracovné ¢innosti na farme.

Kobyly boli vol'ne ustajnené s vonkajSimi vybehmi a cez leto boli na pastvinach. Denné
mnozstvo krmiva bolo 4 kg ovsa a 12 kg sena, ktoré sa rozdel'ovalo do dvoch davok. Prijem
vody bol ad libitum. Vsetky kobyly boli podrobené celkovému klinickému vySetreniu pred
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odberom krvnych vzoriek a vo vSetkych pripadoch neboli pozorované klinicko-patologické
symptomy.

2. Odber, analyza vzoriek a Statistika

Vzorky krvi na biochemické vySetrenie boli odoberané z jugularnej vény pouzitim vakuovych
skamaviek. VSetky vzorky boli ziskané od 9,00-10,00 hodiny, v mastali, pocas odpocinku,
pred kfmenim kobyl. Odber krvi bol vykonany v prirodzenych podmienkach, pricom zvierata
boli na manipuldciu zvyknuté. Na odber vzoriek boli pouzité ihly (BD Vacutainer ® Precision
Glide ™ , BD Diagnostics, USA) a sérové skimavky (Sérum-SST ™ II Advance, BD
Diagnostics, USA). Pocas odberu krvi ako aj pocas transportu boli vzorky uchovavané pri
teplote 8 — 10°C (Doubek a kol., 2003) a ¢o najskor analyzované.

Biochemické parametre z krvného séra, a to aspartdt-aminotransferaza (AST), alanin
aminotransferaza (ALT), alkalicka fosfatdza (ALP), lipaza (LIP), kreatinin (Crea), mocovina
(Urea), celkovy protein (TP), albumin (Alb), kyselina mocovd (UA), bilirubin (Bil),
gamaglutamyltransferaza (GMT), glukéza (Glu) a cholesterol (Chol) boli analyzované
pomocou biochemického analyzatora Cobas ¢ 111 (Roche, Svajéiarsko).

Referencné hodnoty pre kobyly boli uréené Laboratoriom klinickej biochémie a hematoldgie
(UVMF, Kosice). Vysledky boli Statisticky spracované pomocou Student t-testu. Hodnota P <
0,05 bola povazovana ako Statisticky vyznamna. Taktiez bol vypocitany aritmeticky priemer
(x) a = smerodajné odchylka (SD) a to programom Microsoft Excel (2003).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Jednotlivé biochemické parametre sa stanovili u Norika murdnskeho typu na zaklade veku
(Tab ¢.1). Koncentracia AST klesala s pribudajicim vekom, ale v najstarSej skupine
koncentracia presiahla najmladSiu vekovi kategdériu. Koncentracia ALT klesala s vekom
kobyl. Koncentracia lipazy bola v ramci referencného rozpétia rovnako ako aj koncentracia
GMT a Crea. Urea sa mierne zvySovala, ale v skupine C poklesla. TP a Alb klesal s vekom
koni. Statisticky signifikantny rozdiel sa zaznamenal v koncentracii kyseliny mocovej (UA).
Celkovy bilirubin stipal s vekom. Koncentracia glukozy klesala s vekom a koncentracia
cholesterolu s vekom narastala.

TabuPka €. 1 Biochemické parametre Norika murdnskeho typu v roéznych vekovych
skupinach (A, B, C aD). Minimalna (Min), maximalna (Max) hodnota, priemer (X)
a smerodajnd odchylka (£SD) v absolutnych hodnotach.

Vek. Sk A (n=7) B (n=6) C (n=7) D (n=7) Referencéné
hodnoty

Bio. Par. B B B B Min. Max.

x+SD x £SD x+SD x £SD hodn. hodn.
AST pkat/l 5,69+1,13 536+0,9 513+1,1 5,88 +1,37 3,9 6,52
ALT pkat/l 0,15+0,04 0,14 £0,04 0,14 £0,05 0,13+£0,01 0,53
ALP pkat/l 2,47+0,3 2,44 £ 0,46 2,66 £ 0,43 2,77+ 1,17 2 3,38
LIP pkat/l 0,1+0 0,13 £0,05 0,13 £0,05 0,11 £0,04 0,08 0,16
GMT pkat/l 0,28 £ 0,05 0,29 0,03 0,25 +0,04 0,29 £0,15 0,21 0,37
CREA pmol/l 139,1 +37,49 118,45+23,18 119,31 +£19,85 111,59 £21,08 88,3 138,7
UREA mmol/l 7,88 £2,04 7,97 +£0,8 7,76 £0,85 8,29+1,23 6,5 9,1
TP g/l 70,07 £5,29 65,87 +7,78 63,96 £ 6,59 67,41 £8,2 59,6 74,8
ALB g/l 31,34+£3,24 30,03 £2,41 30+2,77 29,67 £2,85 27,9 33,5
UA pmol/l 20,06 = 3,39 19,22 £ 6,82 25,29*% £2,29 17+8,36 14,2 26,4
BIL T umol/l 9,9+39 14,98 £5,2 12,03 + 3,67 12,39 +£5,2 8 17,2
Glu mmol/l 4,51£0,99 4,69 + 1,05 4,56 + 1,03 4,03 £0,64 3,6 5,3
Chol mmol/I 2,33 £0,56 2,3+0,25 2,36 +0,29 2,43 £0,37 1,9 2,7

* a-¢<0,05

Je tazké stanovit, ¢i narastd populacia geriatrickych koni, alebo ¢i je poskytnutd viacsia
veterinarna starostlivost’ pre tto isti populdciu. Starnutie ako samotné nie je choroba, ale
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moze to byt’ vysledok v zmendach, ktoré maju predispoziciu k chorobam (Paradis, 2002). Kone
vo veku 20 rokov a viac tvoria vySe 15% z konskej populacie. Tieto kone su stile aktivne
v réoznych konskych Sportoch alebo v oblasti reprodukcie (Malinowski akol.,, 1997).
Rozdielne referenéné hodnoty su potrebné pre analyzu na zdklade urcitého veku alebo
plemena zvierat, ktoré sa menia s vekom zvierat (Meyer a Harvey, 2004). Len malo $tadii
posudzovalo vplyv veku na biochemické parametre koni (Gurgoze a Icen, 2010; McFarlane
a kol., 1998; Horohov a kol., 2002).

Zvysenie koncentracie AST sa vyskytuje pri subletdlnych zraneniach, nekrézach vo svaloch
a hepatocelularnej permeabilite (Eades a Bounous, 1997). Vo vsetkych vekovych skupinach
bola priemerna koncentracia AST v rozmedzi referen¢nych hodnét. Mierne, ale nevyznamné
zvySenie nastalo unajstarSich kobyl (skupina D). Znizena koncentracia AST bola
zaznamenand u dospelych somarov v porovnani s mladymi (Jordana akol., 1998).
Koncentracia AST u teplokrvnych koni au Arabskych koni bola nizSia u starSich ako u
mladSich koni (McFarlane a kol., 1998; Gurgoze a Icen, 2010). Koncentracia ALT mierne
klesala s vekom u Norika muranskeho typu. U Arabskych koni koncentracia ALT nebola
ovplyvnena vekom a nenasli sa Ziadne signifikantné rozdiely vplyvu veku (Gurgoze a Icen,
2010). Zvysena koncentracia ALP v sére sa vyskytuju spolu s cholestazou (graviditou, rastom
kosti). Normalna alebo mierne zvysSend koncentracia ALP je pri akutnej hepatitide spolu s
vel'mi vysokou koncentraciou AST (Eades a Bounous, 1997). Koncentracia ALP narastala
s pribudajiicim vekom kobyl. U teplokrvnych koni a cistokrvnych arabskych koni
koncentracia ALP klesala s pribidajucim vekom (McFarlane a kol., 1998; Gurgoze a Icen,
2010). Mierne zvySenie priemerne] koncentracie lipdzy bolo zaznamenané v strednych
vekovych kategoriach (skupina B a C), ale v referenénom rozpiti. Koncentracia GMT sa
zvySuje pri cholestize a sekundarne hepatocelularnym poskodenim. Mierne aZz stredné
zvysSenie sa vyskytuje pri obstrukénych chorobéach velkého kolonu (Eades a Bounous, 1997).
Koncentracia GMT nebola vekom ovplyvnend, nastal tam mierny pokles koncentracie GMT
u starSich kobyl (skupina C), ale v ramci referenc¢nych hodnot. U ponikov koncentracia GMT
sa zvySovala svekom (Horohov akol., 2002). U teplokrvnych koni klesala s vekom
(McFarlane a kol., 1998) au mladSich somarov bola vysSia ako u starSich (Jordana a kol.,
1998). V koncentracii kreatininu neboli pozorované vekom stvisiace zmeny. U arabskych
kobyl bola pozorovana zvysend koncentracia medzi 6-12 rokom a nad 20. rokom veku. Ale
v ostatnych vekovych skupiniach bola pod referencnym rozpdatim. U somarov bola
koncentracia GMT niz$ia u mlad$ich ako u star$ich somarov (Jordana a kol., 1998). Ziadny
rozdiel v koncentracii GMT nebol pozorovany medzi vekovymi skupinami teplokrvnych koni
(McFarlane a kol., 1998). Niz§ia koncentracia kreatininu bola u mladSich ako u dospelych
somarov (Jordana akol., 1998). ZvySend koncentracia mocoviny je spdjana so zniZenou
oblickovou filtraciou ako pri chorobach obliciek a proteinovom katabolizme. Znizena
koncentracia sa vyskytuje pri zlyhani pecene, nizko proteinovej diéte a pouzitim anabolickych
steroidov (Eades a Bounous, 1997). Koncentrdcia mocoviny ukazala postupny narast
s pribudajicim vekom, ale v rdmci referenénych hodnot. Podobné vysledky sa zaznamenali aj
u Arabskych cistokrvnych kobyl (Gurgoze a Icen, 2010) a somarov (Jordana a kol., 1998), ale
nie u teplokrvnych koni (McFarlane akol., 1998). Celkovy protein zavisi na zmenach
v zlozeni najmi globulinov a albuminov (Eades a Bounous, 1997). Celkové proteiny klesali
s postupne pribiidajicim vekom, ale v najstarSej skupine kobyl doslo k miernemu zvySeniu,
ale v ramci referenénych hodnét. Vzrastajuci TP bol zaznamenany u zriebét az po 12.rok u
Arabskych kobyl (Gurgoze a Icen, 2010). Ziadne zmeny TP neboli pozorované
u teplokrvnych koni (McFarlane akol., 1998). Albumin je najdolezitejSia zlozka na
udrziavanie onkotického tlaku v plazme. Viaze aprendSa iné proteiny, AMK, hormony
a lieky. Selektivna strata albuminu sa vyskytuje pri renalnych ochoreniach a chorobach GIT
(malabsorbcia, malnutricia, hladovanie, chronické ochorenia pecene) (Eades a Bounous,
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1997). Albumin s pribudajucim vekom postupne klesal. U arabskych chovnych kobyl sa
nezaznamenali Ziadne signifikantné rozdiely medzi jednotlivymi vekovymi skupinami
(Gurgoze a Icen, 2010), rovnako ako to bolo aj u teplokrvnych koni (McFarlane a kol., 1998).
vekovej kategorii s postupnym narastanim koncentracie BIL s vekom. Vyrazné zvysenie bolo
v skupine mladsich koni (skupina B). Najvyssia koncentracia BIL bola zaznamenané medzi 6-
12 rokom, s pribudajicim vekom klesala (Gurgoze a Icen, 2010). Celkovy bilirubin sa
nemenil s vekom koni (McFarlane a kol., 1998) ani s vekom somarov (Jordana a kol., 1998).
Prechodné zvySenie glukézy sa vyskytuje postprandidlne, s katecholaminovym
a glukokortikoidnym uvolfiovanim spdjané s bolest'ou, ochorenim CNS a transportom alebo
stresom. Hypoglykémia sa vyskytuje s adrenokortikalnou insuficienciou, zlyhanim pecene,
septikémiou, hladovanim alebo malabsorbciou (Eades a Bounous, 1997). Glukéza bola
vyznamne ovplyvnena vekom kobyl. S narastajucim vekom, koncentracia glukézy klesala.
U arabskych kobyl koncentracia krvnej glukdzy bola nizSia u starSich vekovych kategorii
v porovnani s najmlad$imi vekovymi kategériami (Gurgoze alIcen, 2010). Koncentracia
glukézy sa nemenila u teplokrvnych koni (McFarlane a kol., 1998). Koncentracia cholesterolu
narastala s pribudajucim vekom u Norika muranskeho typu. U somarov koncentracia
cholesterolu klesala s vekom (Jordana a kol., 1998).

Tento vyskum hodnotil vybrané biochemické parametre chovnych kobyl Norika muranskeho
typu rozneho veku. Zda sa, ze staroba vyznamne ovplyviiuje biochemické parametre
ukobyl Norika muranskeho typu. Udaje ziskané z tejto $tudii moézu  posilnit’ nase
pochopenie biochemickych parametrov u tohto druhu, ¢oumozni veterinarnym lekédrom
stanovit zodpovedajuce interpretacie laboratornych tudajov adat’ tymto zvieratdm
zodpovedajucu starostlivost. Biochemické parametre u Norika murdnskeho typu ukazuju
niektoré rozdiely v porovnani sinymi kofimi. Stanovenie biochemickych parametrov je
Specifické pre Norika muranskeho typu, ktoré su vysledkom konkrétneho chovu a selekcie
daného plemena. VAcsi pocet koni je potrebnych zahrnit' do danej problematiky pre lepsiu
objektivnost’ vysledkov.
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DESTRUKCNY UCINOK ATYPICKEJ MYKOZY VZDUCHOVYCH VAKOV
(DIVERTICULUM TUBEA AUDITIVE) U KONI

Noskovicova J., Novotny F., Boldizar M., Vidrickova P., Valocky 1., Redl M.

Klinika koni, UVLF KoSice

ABSTRAKT

Mykoézy vzduchovych vakov st zriedkavé, fungalne ochorenia hornych ciest dychacich u
koni. M6zu mat’ za nasledok akutne a fatilne krvacanie z a. carotis interna alebo a. maxillaris
u koni. Patogenéza nie je celkom znama, a nie je jasné, i dilatacia cievnych Struktir je
predisponujuicou pri¢inou alebo ddsledkom mykotickej infekcie. Postihnuté zvieratd mozu
vykazovat’ spontdnne krvacanie nosa, dysfagiu, ochrnutie tvare, Hornerov syndrém a
mykoticku encefalitidu Cielom naSej prace bolo sledovanie vyskytu mykéz vzduchového
vaku a poukazanie na ich aj mozny destrukény u¢inok u koni. Endoskopickym vySetrenim
sme zaznamenali vo vzduchovych vakoch nepritomnost’ septa medzi vakmi, v medidlnom
kompartmente pritomnost’ cudzieho telesa kruhovité¢ho tvaru mycetomu. S dostupnostou
lepSej kvality endoskopov sa vzduchové vaky stavaju beznou sucastou vySetrenia hornych
ciest dychacich s moznostou pozorovat abnormality vzduchovych vakov bez zjavnych
klinickych priznakov. Obmedzené pocty Stadii boli vykonané na zéklade destrukéného u€inku
myko6z vzduchového vaku, resp. nepritomnostou septa medzi jednotlivymi kompartmentmi.
V klinickom pripade €.1 sme opisali destrukény G¢inok mykozy vzduchového vaku u konia s
nepritomnost'ou septa. Viac klinickych pripadov je potrebnych na lepSie posudenie rozdielov
v klinickych prejavoch a terapii mykdz vzduchovych vakov u koni.

UvoOD

Vzduchové vaky (GP) st parové, vzduchom-naplnené, ventralne evaginacie sluchovej trubice
(Dyce a kol., 2002). V strednej rovine, st vl'avo a vpravo vzduchové vaky oddelené medialne
septom. Z lateralnej strany, stylohyoid netplne rozdel'uje kazdy GP na medialny a lateralny
kompartment (Baptiste a kol., 2000). Medzi najvyznamnejSie ochorenia vzduchovych vakov
patri tympania, empyém, mykozy a novotvary (Baptiste, 1998). Mykozy vzduchovych vakov
(GPM) mé6zu mat’ za nésledok akutne a fatalne krvéacanie za. carotis interna alebo a.
maxillaris v koni (120 zo 125 pripadov) (Lane, 1989). Difterické membrany st zvycajne
umiestnené na strope medidlneho kompartmentu (a. carotis interna) a v mensej miere
na dorzolateralnej  stene  laterdlneho kompartmentu (a. maxilaris) (Lane, 1989),
ale moZze tiez zasahovat' na stylohyoidni kost’a pril'ahlé dolezit¢ hlavové nervy (Laus
a kol., 2010), popripade sa rozsirovat’ vpred k recessus pharyngealis (Greet, 1987), lateralne
k lateralnemu kompartmentu, medidlne ku kontra laterdlnemu vzduchovému vaku (Jacobs
a Fretz, 1982).

Patogenéza nie je celkom znadma,a nie je jasné, ¢idilatdcia cievnych Struktir je
predisponujiicou pri¢inou alebo doésledkom mykotickej infekcie (Colles a Cook, 1983).
Postihnuté zvieratd mozu vykazovat’ spontanne krvacanie nosa, dysfagiu, ochrnutie tvéare,
Hornerov syndrom a mykotickt encefalitidu (Hardy a Leveile, 2003). NajbeznejSie mykozy
vyskytujice sa vo vzduchovych vakoch st Aspergillus (Cook a kol., 1968). Medzi iné
vzacnejSie druhy mykoz patri Candida, Penicillium (Grabner, 1987) a Mucor (Freeman a kol.,
1989). Diagnoza je potvrdena nélezom difterickych membran pocas endoskopického
vysetrenia vzduchovych vakov (Hardy a Leveile, 2003). Ciel'om nasej prace bolo sledovanie
vyskytu myko6z vzduchového vaku a poukazanie na ich aj mozny desStrukény ucéinok u koni.

MATERIAL A METODIKA
Do pokusu bolo zapojenych 6 koni roznych plemien a pohlavia vo veku od 5 do 12 rokoch.
Kone pochadzali z vychodného Slovenska a vyuZivali sa na Sport.
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Anamnéza

Majitelia koni pozorovali vykaSliavanie hlienu. Bola pozorovana aj strata vykonnosti,
abnormalny respirany zvuk adistres uz pri miernej zatazi. V priebehu
predchadzajucich tyzdiiov  majitelia  zaznamenali aj miernu  stratu  hmotnosti.
Abnormalne zvuky sa progresivne zhorSovali, takze prestali majitelia kone trénovat’.

Klinické nalezy

Kone boli mierne apatické, ale v dobrej telesnej kondicii. Epistaxis nebola potvrdena. Teplota
bola 37,7 — 38,0 °C, pulz 35 - 40 adych 25 - 30/min. V pokoji bolo zretelné expiracné
a inspiracné dyspnoe, auskultacne zostrené expirium a inspirium, s fokalnymi piskotmi, vytok
Z nosa nepozorovany. Vyprovokovanie kasl'a bolo pozitivne.

Endoskopia sa vykonavala v sedacii s pouzitim detomidini hydrochloridum (Cepesedan 10
mg/ml) v mnozstve 0,5 ml a butorphanolum 10 mg (Butomidor) v mnoZstve 1 ml i.v. pro toto.
Po asi 3 minutach po i.v. aplikacii sa zaviedol endoskop cez nosova dutinu za pouzitia
Mesocain gélu (trimecaini chloridum 200 mg) na prvych 10 cm endoskopického kanélu.

Na vysetrenie vzduchového vaku sa pouzil endoskop (Storz Karlstorz, Aida Control NEO)
a cez pracovny kanal sa zasunul vodiaci stylet (Equivet Endoscope Guttural Pouch Guide 2,0
mm x 220 cm, sterile), pretoze je nutné naddvihnut fibrokartilagézné ostium vzduchového
vaku v nosohltane. Vodiaci stylet bol smerovany hore ipsilaterdlne ventralnym meatusom,
zatial Co zaciatok endoskopu sa umiestil v nosohltane len rostralne prilozeny k ostiu
vzduchového vaku. Endoskop pri vstupe do GP musi byt otoceny o 180° vzhladom k
excentrickému umiestneniu bioptického kanala v $picke endoskopu. Rotacia endoskopu po
osi zabranila zachyteniu sa na fibrokartilag6zné ostia, ked’ sa pokracuje smerom do vnutra
sluchovej trubice (Barakzai, 2007). Ked’ sa endoskop dostal do vzduchovych vakov, vodiaci
stylet sa vybral z pracovného kanéla a vlozil sa katéter (Equivet Endoscope Flushing Catheter
2,3 mm x 220 cm, sterile) cez pracovny kanal endoskopu na lavaz vzduchovych vakov. Lavaz
sa vykonala sterilnym fyziologickym roztokom o objeme 20 ml cez pracovny kandl a aspirat
sa nasal spit’ do sterilnej striekacky ureny na d’alSie bakteriologické a mykotické vySetrenie.
Tento postup sa musel opakovat’ pre kazdy vzduchovy vak oddelene, pretoze vaky medzi
sebou za fyziologickych okolnosti nekomunikuju. Kazdému komovi bola spravend aj
bronchoalveolarna lavaz (BAL) na dokaz pritomnosti patogénom. Vzorky boli zaslané na
SVPU DK, kde bola pouzitd metoda SPP 1.4.15 CH - diagnostika dermatomykoéz zvierat
a metoda SPP 2.3.1- zakladny postup bakteriologického vysetrenia biologického materialu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Endoskopia dychacej sustavy v pokoji neodhalila Zziadne abnormality nosovych dutin,
faryngalnej steny, epiglottis ¢i mékkého podnebia. Mykotické a bakteridlne kultivacie
vzduchovych vakov a bronchov odhalili pritomnost’ mykéz (Tab. 1.) a baktéridlnu invéziu
(Tab. 2) v respiracnom trakte.

Tab. 1 Vysledky mykotického vySetrenia pravého (RGP) a 'avého (LGP) vzduchového vaku
a bronchov bronchoalveolarnou lavazou (BAL)

n LGP RGP BAL

Aspergillus fumig. + Aspergillus flavus + Aspergillus parasiticus ++++

Mucor spp. ++++ Mucor spp. ++++ Aspergillus niger ++++

Mucor spp.+

negativny nalez

negativny nalez

negativny nalez

negativny nélez

negativny nalez

negativny nalez

negativny nalez

negativny nalez

negativny nalez

negativny nalez

negativny nalez

(N[ |W|N|—

negativny nélez

negativny nalez

negativny nalez
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Tab. 2 Vysledky bakteriologického vySetrenia pravého (RGP) a l'avého (LGP) vzduchového
vaku a bronchov bronchoalveolarnou lavazou (BAL)

n LGP RGP BAL
Proteus spp.+ Proteus spp.+ Proteus spp.+

1 Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus epidermidis + Staphylococcus epidermidis +

2 Klebsiella pneumoniae + negativny nalez Klebsiella pneumoniae +

3 E.coli + E.coli + E.coli +

4 negativny nalez negativny nalez Bacillus cereus +
Proteus spp.+

5 negativny nalez negativny nalez Staphylococcus epidermidis +
Proteus spp.+

6 negativny nalez negativny nalez Staphylococcus epidermidis +

Vo vzduchovych vakoch sa potvrdil mykoticky nalez len u jedného kona ¢.1 a to lavazou
oboch vzduchovych vakov (LPG a RPG) bolo dokdzané masivne zamorenie Mucor spp. a v
lavom vzduchovom vaku aj ojedinely nalez Aspergillus fumigatus. BAL preukazala
pritomnost’ Aspergillus spp. s masivnhym ndlezom. U tohto kona sa vo vzduchovych vakoch
endoskopickym vySetrenim zistila nepritomnost’ septa medzi vakmi, v medidlnom
kompartmente pritomnost” cudzieho telesa kruhovitého tvaru s priemerom 10 mm . Biopsia
tohto utvaru potvrdila, Ze ide o fungalny mycetdém. Krv nebola pozorovana vo vzduchovych
vakoch alebo v inych cCastiach dychacieho traktu. Neurologické abnormality neboli zistené.
Bakteridlne vySetrenie LGP, RPG a BAL odhalilo pritomnost’ Staphylococcus epidermidis,
Proteus spp, Aspergilus spp. (Tab €. 2).

Kontrolné vySetrenie bolo vykonané o2 tyzdne neskor. Endoskopia vzduchového vaku
preukézala nepritomnost’ septa vzduchového vaku. Ale pritomnost cudzieho telesa —
fungalneho mycetdému uz nebola zaznamenand. HDC endoskopicky odhalili hyperplaziu
II.stupna.

U kona ¢.2 BAL potvrdila Mucor spp. a Klebsiella pneumoniae aj v LGP. Ostatné kone boli
negativne na diagnostiku mykotickych ochoreni. U komia ¢.3 bola potvrdena E.coli BAL,
RGP, LGP; u kona ¢. 4 BAL Bacillus cereus; a u kona ¢.5 a 6 BAL nam odhalila ojedinely
nalez Proteus spp. a Staphylococcus epidermidis.

Mykézy vzduchovych vakov (GPM) su zriedkavé, fungalne ochorenia hornych ciest
dychacich u koni (Cook, 1968). GPM nezalezi na veku, pohlavi alebo plemene (Cook,
1966). Zda sa, Ze vyskytuje sa sporadicky a ma celosvetovu distribticiu (Cook, 1968). U kona
¢. 1 sme zaznamenali pritomnost’ Mucor spp. Mukormykoézy su oportunne infekcie spdsobena
hubami coenocytic (rad Mucorales). Mukormykoézy zriedkavo boli hldsené u koni (Ludwig
a kol., 2005), a mdézu byt rozsirené alebo obmedzené na konkrétny organ (Guillot a kol.,
2000). Mucor spp. mdézu byt patogénne a pracovat’ v symbidze s Aspergillus spp.
a sposobit’ difteritick¢ 1ézie (Blomme a kol., 1998). Predispozi¢ny faktor pre rozvoj
aspergilozy u koni je pravdepodobne predizena antibioticka lie¢ba alebo podavanie NSAID
(Guillot a kol., 2000). Patogenéza mykdz je neznama, Spekuluje sa vSak, ze vrstva sliznice
vzduchového vaku je naruSend traumou, miestnym zapalom alebo priméarnou bakteridlnou
infekciou (Freeman, 1980). Toto narusenie umoznuje oportunistickym mykoézam, ktoré su
pritomné v bezne v dychacich cestich koni, ako je rod Aspergillus, k invazii do hlbsich
tkaniv, vratane lokalnych tepien a nervov (Cook a kol., 1968).

Endoskopickym vySetrenim sme zaznamenali pritomnost’ mycetomu vo vzduchovych vakoch,
vzniknutého z hyf infiltrovanych do steny vzduchového vaku s moznost'ou prechddzat do
hlbsich tkaniv (Cook a kol., 1968). Viac nez 50% nelieCenych koni zomiera na nasledky
fatalneho krvacania (Caron a kol., 1987). V nasom pripade epistaxis nebola pozorovana ako
klinicky priznak, endoskopiou sa potvrdila nepritomnost’ septa medzi vzduchovymi vakmi a
ziadne difterické membrany taktiez neboli pozorované. Podobné klinické priznaky
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zaznamenali aj u 3 dalSich koni (Carmalt a Baptiste, 2004). Taktiez zriedkavé vyskyty
spontanneho zotavenia boli hlasené (Cook, 1968).

S dostupnost’'ou lepsej kvality endoskopov sa vzduchové vaky stavaji beznou sucastou
vySetrenia hornych ciest dychacich s moznostou pozorovat’ abnormality vzduchovych
vakov bez zjavnych klinickych priznakov. Obmedzené pocty studii boli vykonané na zaklade
destrukéného U¢inku mykoéz vzduchového vaku, resp. nepritomnostou septa medzi
jednotlivymi kompartmentmi (Carmalt a Baptiste, 2004). V klinickom pripade ¢.1 sme opisali
destrukény ucinok mykozy vzduchového vaku ukoiia s nepritomnostou septa. Viac
klinickych pripadov je potrebnych na lepSie posudenie rozdielov v klinickych prejavoch
a terapii mykoz vzduchovych vakov u koni.
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ABSTRAKT

Medzi plivajuce kobry afriky patri rod Hemachatus (druh H. haemachatus) a niektoré druhy
rodu Naja (N. nigricollis, N. aschei, N. nigricincta, N. mossambica, N. katiensis, N. nubiae, N.
pallida). N. aschei bola povazovana za poddruh N. nigricollis. Po genetickej analyze bola N.
aschei oznacena ako novy druh pl'uvajucej kobry. Ciel'om nasej prace je charakterizovanie a
porovnanie jedov hadov N. aschei a N. nigricollis pomocou atomovej silovej mikroskopie a
fluorescencnej analyzy.

Nase vysledky potvrdili odlisna Strukturu jedov, ¢o poukazuje na druhové rozdiely medzi
hadmi N. aschei a N. nigricollis.

UvoD

Cel'ad’ koralovcovité (Elapidae) ma niekolko plavajucich a neplivajucich rodov.

Jedové zl'aza sa vyvinula zo slinnej maxilarnej zl'azy (Glandula maxillaris), od ktorej je tiplne
oddelend (Kornalik, 1967). Pluvajice kobry maji prevazne cytotoxicky jed (Warrell, 2010).
Hadi jed je viskézna tekutina obsahujica zmes biologicky aktivnych komponentov,
proteinovych toxinov a enzymov, polypeptidovych a peptidovych toxinov, polysacharidov,
nizkomolekulovych latok a i6nov. Toxiny tvoria peptidy, polypeptidy a proteiny bez
enzymovej aktivity s pribliznou molekulovou hmotnost'ou 3-30 kDa. (Valenta, 2008).
Plivajuce kobry afriky st rod Hemachatus a niektoré druhy rodu Naja (H. haemachatus, N.
nigricollis, N. aschei, N. nigricincta, N. mossambica, N. katiensis, N. nubiae, N. pallida). N.
aschei bola povazovana za poddruh N. nigricollis, ale po dokladnej analyze 1333 sekvencii
mitochondridlnej DNA, bolo zistené, Ze je to Uplne novy druh, ktory je zaroveinn najvacsim
druhom plavajucich kobier na svete (Wiister a kol., 2007). V dosledku toho cielom nasej
prace je charakterizovanie tychto dvoch hadov pomocou atémovej silovej mikroskopie a
fluorescencnej analyzy ich jedov.

MATERIAL A METODIKA

Vzorky jedu z africkych kobier: Naja nigricollis a N. aschei (odchytené v Tanzanii)

Odber vzoriek: Odbery jedu boli vykonané zahryznutim hada jedovymi zubami do odmerne;j
nadoby s umelohmotnou fo6liou a jeho transportné uskladnenie bolo v kryoependorfovych
skamavkach v LN2 (-195°C) a uskladnenych v hlbokomraziacom boxe (-70 °C).
Fluorescencné spektralne metody: Vo vzorkach bolo potenciometricky stanovené pH.
Povrchy centrifugovanych neriedenych vzoriek jedov boli charakterizované pomocou
atomovej silovej mikroskopie a monitorovanim endogénnej fluorescencie pomocou
synchronnych fluorescencnych fingerprintov A40. Jednotlivé vzorky boli dalej riedené
deioniozovanou vodou, jednotlivé riedenia boli snimané pri 10 roéznych excitdcidch a
emisidch pomocou fluorescencnej analyzy, ktoré boli pomocou softvéru FL WinLab
spracované¢ do podoby topografickych mdp excitatno-emisnej matrice. Merania boli
uskutocnené na fluorescenénom spektrofotometri Perkin-Elmer LS 55 v kremennej kyvete pri
laboratdrnej teplote.

Atomova silova mikroskopia: Povrchy kobrich jedov boli merané atdémovym silovym
mikroskopom ICON na mikroskopickom sklicku (25 pl) pomocou kremikového hrotu s
polomerom 10 nm pri izbovej teplote. Topografické mapy boli spracované softvérom
Nanoscop.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Pomocou atémovej silovej mikroskopie sme porovnali drsnost’ povrchov skimanych vzoriek
jedu (Obr. 1). Nase vysledky poukézali na vacsiu drsnost’ povrchu jedu N. aschei (pH = 6,4 —
6,7) v rozsahu 0,47-0,6 nm v porovnani s N. nigricollis (pH = 6,1 — 6,3), ktora mala mensie
mnozstvo proteinov a drsnost’ povrchu bol 0,323 nm. V jede N. aschei si globuly proteinov
velkosti 18-20 nm, ktoré su zliate do vrstvy polyméru, kym u N. nigricollis boli zaznamenané
globuly s vel’kost'ou 8-10 nm.

b)

Obr. 1: Atomova silova mikroskopia jedov a) N. aschei a b) N. nigricollis

Pre komplexni charakterizaciu jedu hada N. aschei a jeho porovnanie s jedom hada N.
nigricollis sme vyuzili fluorescencntl analyzu. Merania fluorescencnych vlastnosti vsetkych
endogénnych fluoroforov jednotlivych jedov ako jedného celku poukazali na rozdiely v ich
zloZeni, ktoré sa prejavili ako odlisSné charakteristické fluorescenéné odtlacky (Obr.2). Kym u
jedu N. aschei sa prejavila signifikantna fluorescencia v lipofilnej (niZzsie vinové dizky) aj
hydrofilnej oblasti (dlhsie vlnové dizky) u jedu N. nigricollis to bolo v lipofilnej oblasti (obr.
2,3).

1o

b)

Obr. 3: Excita¢no-emisné matrice jedov a) N. aschei a b) N. nigricollis

Endogénna fluorescencia synchronneho spektra jedu N. aschei bola porovnatelne vyssia ako
fluorescencia N. nigricollis. Tieto spektra boli ¢lenité a identifikovali vyskyt 7
fluorescenénych maxim (obr.4). Matematické porovnanie intenzity fluorescencie
fluorescenénych zon (obr. 5) potvrdilo, Ze fluorofory jedu N. aschei maju vyssiu fluorescenciu
ako fluorofory N. nigricollis.
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Obr. 4: Porovnanie jednoduchych synchronnych spektier a) N. aschei a b) N. nigricollis
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Obr.5: Porovnanie fluorescencie fluorescen¢nych zon, ktoré vznikli ako vysledok intenzity
fluorescencie vsetkych fluoroférov pritomnych v skimanych jedoch

Vysledky ziskané pomocou atomovej silovej mikroskopie ako aj fluorescencnej analyzy
poukazuju na druhové rozdiely hadu N. aschei a N. nigricollis.
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PROBIOTIKA — ALTERNATIVNA MOZNOST PREVENCIE MORU VCELIEHO
PLODU

Rumanovska K.l, Mudronova D.z, Toporcak J !

'Klinika vtékov a exotickych zvierat, UVLF, Kosice
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ABSTRAKT

Mor vcelieho plodu je celosvetovo rozsirena nadkaza vciel sposobena baktériou Paenibacillus
larvae. Antibiotickd terapia je malo U¢innd a na uzemi Eurdpskej Unie zakézana. Preto je
nutné najst’ ucinnll prevenciu, pripadne terapiu, s vyuzitim predovsetkym prirodnych latok.
Jednu z alternativnych metdd by mohli predstavovat’ probiotikd. Cielom tejto prace bolo
blizSie preskimanie vlastnosti vybranych kmenov laktobacilov pre ich mozné vyuZitie
v probiotickom pripravku. Pre vyskum boli pouzité laktobacily izolované v predchadzajtcich
pracach z traviacich traktov zdravych dospelych vciel a vybrané na zdklade ich schopnosti
inhibovat’ rast P. larvae, prezivat dlhodobé skladovanie zmrazenim a autoagregacne rast.
U tychto kmetiov boli otestované ich rastové schopnosti v PYG bujone, produkcia
organickych kyselin, ktorych koncentracia bola blizsie stanovena kapilarnou izotachoforézou
a pokles pH pocas rastu, ktory bol zaznamenavany pH metrom. Taktiez bol zistovany rast
laktobacilov v pritomnosti roznych substratov (1 % sacharidov) pomocou pristroja Synergy
Reader 4 aich prezivatelnost v mede a sachardéze stanovovanim ich poctov platiiovou
metdodou. Kmene izolované z vciel, ktoré vykazovali najvyssiu inhibiciu rastu P. larvae, boli
charakterizované ako Lactobacillus brevis a Lactobacillus plantarum. Tieto izolaty preukazali
dobré rastové vlastnosti s poklesom pH po 24 hodinéach priblizne na 4 u L. plantarum a na 4,7
u L. brevis. L. plantarum produkoval vysokl koncentraciu kyseliny mliecnej (269,2 + 14,3
mmol.I'") a L. brevis tvoril vysoké koncentracie kyseliny octovej (73,9 + 5,9 mmol.l™),
mliecnej (42,9 + 3,3 mmol.I'") a acetoctovej (27,2 = 1,7 mmol.I""). Rast oboch kmetiov bol
sledovany v médiach s pridavkom 1 % glukézy, fruktdézy, maltdézy a fruktooligosacharidu -
IPX. U L. brevis bol zaznamenany najlepsi rast po pridavku glukoézy alebo fruktézy do média.
Najlepsia rastova dynamika L. plantarum bola zistend po pridavku fruktézy alebo IPX.
PrezivateInost” oboch kmenov v sachar6zovom roztoku bola nedostatocna. V 12,5 a25 %
roztoku medu oba izolaty preZivali po¢as 3 dni vo vysokych poétoch (priblizne 107 cfu/ml).
Avsak po 7 diioch inkubécie neboli uz v tychto roztokoch najdené Ziadne Zivé baktérie.

UvoD

Mor vcelieho plodu je zadvazné celosvetovo rozsirené ndkazlivé ochorenie vciel. Pévodcom
ochorenia je Gram pozitivna ty€inkovitd baktéria Paenibacillus larvae (Alippi a Aguilar,
1998), ktora je schopna dlhodobo pretrvavat v prostredi vo forme spor (Svancer, 1977).
Podra legislativy Eurdpskej tnie nie je aplikacia antibiotik pri vyskyte tejto ndkazy povolena.
Tento zakaz vyplyva zdovodu vyskytu rezidui aplikovanych antibiotik vo vcelich
produktoch, predovsetkym v mede. Jedinou povolenou intervenciou je spalenie infikovanych
vcelstiev, s ¢im st spojené znacné ekonomické straty. Preto je potrebné venovat’ pozornost
skiimaniu alternativnych prirodnych metéd prevencie moru vcelieho plodu, ktoré by
nezatazovali véelie produkty a zivotné prostredie. Jednou z moznosti moze byt vyuzivanie
probiotik. Tato praca sa zaobera skiimanim vlastnosti vcelich laktobacilov s cielom
vytvorenia vhodného probiotického pripravku.

MATERIAL A METODIKA
Pre vyskum boli pouzité kmene laktobacilov, ktoré boli v predchddzajicich pracach
vyizolované z traviaceho traktu zdravych dospelych véiel. U tychto izolatov sa prejavila
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schopnost’ inhibovat’ rast P. larvae. Na zaklade ich biochemickych vlastnosti a rep-PCR
metddou boli identifikované a pouzité v nasich experimentoch.

Rastova dynamika laktobacilov bola sledovana v PYG bujone (pepton pre bakteriologiu, 5g;
enzymaticky-kazeinovy hydrolyzat, 5g; kvasni¢ny extrakt, 10g; D(+) glukéza, 10 g/1000ml,
pH 6,2) meranim absorbancie vzoriek kazdé 2 hodiny pri 640 nm pomocou spektrofotometra
(SP-870 plus, Metertech Inc., Taiwan) pocas 24 hodinovej inkubédcie vo vodnom trepacom
kupeli (Julabo SW 20C, Labor Technik GmbH Selbach, Germany) pri 37°C a 150
ota¢kach.min™. Poéty laktobacilov boli stanovené po 0, 6, 12 a 24 hodinach rastu platiiovou
metddou.

Schopnost’ laktobacilov zniZzovat’ pH prostredia pocas svojho rastu bola zaznamenavana pH
metrom (ION Activity Meter MS20, Laboratérni piistroje, Praha, CR). Pokles pH je
odovodneny produkciou organickych kyselin laktobacilmi, ktorych koncentracia bola
stanovena kapilarnou izotachoforézou (ITP s technikou spajania kolén ZKI-01, Spisska Nova
Ves, SR).

Taktiez bola zistovand schopnost’ laktobacilov prezivat arast v pritomnosti rdznych
substratov - boli pouzité¢ glukdza, fruktéza, maltéza (MALDEX 150) (Merck, Darmstadt,
SRN) a komerc¢ny pripravok na baze fruktooligosacharidov - RAFTIFEED IPX (Oratfti,
Tienen, Belgicko) v1 % koncentracii. Rastové krivky boli zaznamenavané pristrojom
SYNERGY READER 4 (BioTek, Merck, SRN) v mikrotitracnych 96-jamkovych platnickach
s PYG bujonom, kde glukéza bola nahradend prisluSnym substratom. Zmeny v absorbancii
boli merané v 15 minutovych intervaloch pocas 24 hodinového rastu pri teplote 37°C.
Prezivatel'nost’ laktobacilov v mede a v sachar6ze bola zistovana na zaklade stanovenia ich
poctov platiiovou metédou. Laktobacily boli inkubované 24 hodin v 50 %, 25 %, 12,5 %, 6,25
%, 3,125 % a 1,56 % medovom roztoku. Nésledne bola testovana ich prezivatelnost v 50 %,
25 % a 12,5 % roztoku medu alebo sachardzy pocas dlhsej doby inkubécie. Pocéty boli
stanovené po 48, 72 hodinach a po 7 diioch.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pre vyskum boli pouzité 3 izolaty (B50, B22 a P12) pochadzajuce z traviaceho traktu vciel,
pretoze najsilnejSie inhibuju rast P. larvae. Tieto izolaty boli charakterizované ako
Lactobacillus brevis (B50 a B22) a Lactobacillus plantarum (P12).

U tychto kmeniov boli zaznamenané dobré technologické vlastnosti, prezivaji dlhodobé
skladovanie zmrazenim a vyznacuju sa autoagregacnym typom rastu.

Rastova dynamika v PYG bujone bola u oboch kmenov priaznivd, pricom nebol zaznamenany
signifikantny rozdiel medzi rastovymi krivkami obidvoch kmenov. Po 24 hodinovej inkubacii
boli poéty laktobacilov stanovené na hodnotu 10® cfu/ml.

U L. plantarum bola zistend vyraznejSia schopnost znizovat pH prostredia pocas 24
hodinového rastu az na hodnotu 4,1 + 0,02, ¢o je oddvodnené produkciou vysokej
koncentracie kyseliny mlie¢nej (269,2 + 14,30 mmol.I'"). L. brevis znizuje pH média na
hodnotu 4,7 = 0,15 a produkuje v najvyssich koncentraciach kyselinu octova (73,9 + 5,87
mmol.I""), mlie¢nu (42,9 + 3,29 mmol.I") a acetoctova (27,2 + 1,69 mmol.l"). Okrem
uvedenych kyselin tvoria obidva kmene kyselinu propidénovi, jantarovu, valérovi a maslova
v nizsich koncentraciach.

U oboch kmeniov bola testovand ich schopnost’ prezivat arast’ v pritomnosti 4 druhov
sacharidov v 1 % koncentracii. Na zaciatku rastu nebol u obidvoch kmeiiov zaznamenany
Statisticky vyznamny rozdiel v absorbancii bujonov s pridavkom substratov. Po 24 hodinove;j
inkubécii boli zistené vyznamné rozdiely medzi nameranymi hodnotami. L. plantarum
vykazoval najlepSie rastové schopnosti v médiu s pridavkom fruktézy. U L. brevis bol
zaznamenany najleps$i rast v médiach s pridavkom glukézy a fruktozy (Graf €. 1 a 2).
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Graf¢. 1 a 2, Rast L. plantarum a L. brevis v PY bujone s pridavkom 1 % sacharidov —
glukozy, fruktozy, maltozy a fruktooligosacharidu (IPX)

L. plantarum L.brevis

0,7

——glukéza

glukéza

fruktéza fruktéza

maltéza
—IPX

—— maltéza

—IPX

U obidvoch kmenov laktobacilov sme zaznamenali schopnost’ preZivat’ vo vSetkych pouZzitych
koncentraciach medovych roztokov pocas 24 hodinovej inkubacie, pricom pocty laktobacilov
v 50 %, 25 % a 12,5 % roztoku boli priblizne 10* cfu/ml. Poéty oboch kmetiov laktobacilov v
6,25 %, 3,125 % a 1,56 % roztoku sme zhodnotili ako nedostatocné, a preto sme roztoky
s tymito koncentraciami vyradili z d’alSieho testovania (Graf. €. 3).

Graf ¢. 3, Pocty laktobacilov vo fyziologickom roztoku s roznou koncentrdaciou medu po 24
hodinach inkubacie vyjadrené ako logy cfu/ml porovnané s kontrolou v MRS médiu

kontrola Oh kontrola 24h 50% 25% 12,50% 6,25% 3,13% 156%

@ L.brevis OL.plantarum

V 50 %, 25 % a 12,5 % roztok medu alebo sachar6zy bola zistovana prezivatelnost L.
plantarum a L. brevis poCas dlhSej doby inkubacie. U oboch kmeniov boli stanovené
nedostatoné pocéty vo fyziologickych roztokoch s pridavkom sacharézy vo vsSetkych
koncentraciach. V medovych roztokoch bola najlepSiu prezivatelnost’ zaznamenana v 25 %
a 12,5 % koncentracii u oboch kmetiov, poéty laktobacilov boli priblizne 107 cfu/ml, &o
hodnotime ako dostatocné. Po 7 dioch inkubacie doslo u oboch kmetiov k Uplnej inhibicii ich
zivotaschopnosti (Graf ¢. 4 a 5).
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Graf ¢. 4 a 5, Pocty L. plantarum a L. brevis vo fyziol. roztoku s medom alebo sacharozou
(koncentrdacia v %) po 48, 72 hodindch a 7 dnoch inkubdcie vyjadrené ako log;y cfu/ml

L. plantarum L. brevis

— T T T T
kontrola  50% 25% 125%  50% 25% 125%  50% 25% 12,5%

Oh 48h 48h 48h 72h 72h 72h 7dni 7dni
oh 48 4sh  dsh 72h 72h 72h 7dni 7dni 7oni n "

p sacharéza @ med
@ sacharéza @ med

Probiotika predstavuju potencidlnu moznost’ ndhrady syntetickych pripravkov, predovsetkym
antibiotik, pri prevencii, dokonca aj terapii mnohych ochoreni zvierat aludi. Medzi
najbeznejSie vyuzivané kmene v probiotickych pripravkoch patria: Lactobacillus sp.,
Streptococcus thermophilus, Enterococcus faecium, Enterococcus feacalis, Bifidobacterium
sp., E. coli, pricom laktobacily su najCastejSie pouzivanymi baktériami pre pripravu
probiotickych preparatov (Nemcova, 1997). Kmene podavané tomu istému druhu, od ktoré¢ho
boli vyizolované, lepsie kolonizuju traviaci trakt a preto sl u¢innejsie. Toto kritérium spiiaji
izolaty testované v nasej praci. Dal§im dolezitym selekénym kritériom je inhibicia cielovych
patogénov, ¢o bolo vnaSich pokusoch taktieZ naplnené. Schopnost’ vcelich laktobacilov
inhibovat’ rast P. larvae potvrdili aj Forsgren akol. (2010) alebo Canganella a Balsamo
(2008). Pre vyuzitie laktobacilov je potrebné ndjst vhodné médium, v ktorom by prezivali.
Nase vysledky st porovnatelné so zavermi Forsgren a kol. (2010), ktori taktiez testovali
prezivatel'nost’ laktobacilov v mede, sachardze a v materskej kasicke.
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ANTIOXIDACNY STATUS KURCIAT PO PRiJME SALVIOVEJ SILICE DIETOU
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ABSTRAKT

Ciel'om prace bolo sledovat’ vplyv réznych koncentracii éterického oleja Salvia officinalis
prijatého krmivom na niektoré parametre antioxidacného statusu nosnic hybridného plemena
ISA BROWN pocas 12. tyzdiioch kfmenia. Jednodiiové nosnice boli rozdelené do Siestich
skupin po 10. Prva pokusnd skupina (kontrolnd) bola kfmena bazdlnou diétou (BD), druha
skupina tou istou BD doplnenou o slne¢nicovy olej (1%). Tretia skupina dostavala BD
obohatenti o 3alviovu silicu v koncentracii 0,01%. Stvrtd skupina mala diétu obohatent
o Salviovu silicu v koncentracii 0,025%. Diéta pre piatu skupinu pozostavala z diéty
obohatenej 0 0,05% Salviovii silicu. Siesta skupina kuréiat dostavala diétu obohatent o 0,1%
Salviovu silicu. Nase vysledky ukézali, ze aktivita glutation peroxidazy (GPx) v peceni bola
signifikantne vys$Sia v 2, 3. a 4. pokusnej skupine oproti kontrole. NajnizSia koncentracia
Salviovej silice signifikantne zvysila aktivitu GPx v mukéze duodena oproti 2. skupine s
pridavkom ¢istého slneCnicového oleja. V oblicke bola GPx signifikantne zvySena
v 3.skupine oproti skupindm bez pridavku Salviovej silice. Signifikantné zvySenie GPx
v oblicke bolo aj vposlednej pokusnej skupine oproti 2. skupine doplnenej o Cisty
slnecnicovy olej. Koncentracia malondialdehydu (MDA) v obli¢ke bola signifikantne zvySena
v poslednej 6. skupine oproti 1. a 2. skupine. Celkovy antioxidaény status v plazme bol
signifikantne zvySeny unosnic v4., 5. a 6. pokusnej skupine oproti kontrole. Vysledky
ukazuji, ze krmivo obohatené Salviovou silicou zvySuje antioxida¢nli ochranu organizmu
nosnic. Najlep$iu antioxida¢ni ochranu zabezpecili nizSie koncentracie Salviovej silice pre
nami sledované nosnice.

UvOD

Eterické oleje st prchavé, prirodné, komplexné zlu¢eniny intenzivne vonajice, olejovité latky
obsiahnuté v roznych Ccastiach rastlin. Si tvorené aromatickymi latkami, sekundarnymi
metabolitmi rastlin, z ktorych prevladaju terpenické uhl'ovodiky so silnym terapeutickym
ucinkom. Pdsobia protizapalovo (Juhds a kol., 2008), antimikrobidlne (Fabian a kol., 2006),
antioxidacne (Faix a kol., 2007), adstringencne, fungicidne (Pinto a kol., 2007) a insekticidne
(Acamovic a Brooker, 2005). Biologické vlastnosti éterického oleja Salvia officinalis st
pripisované najmé alfa a beta tujonu, gafru a 1,8 cineolu (Senatore a kol., 2006). V nemale;j
miere obsahuje aj diterpény, flavonoidy, fenolové kyseliny, triesloviny, horc¢iny, Zivicu a iné
latky, pre ktoré je vyznamny z aromatického a medicinskeho hl'adiska.

Jednym z vyznamnych antioxida¢nych enzymom je glutation peroxidaza (GPx), ktord ma
vyznamnu ulohu v antioxida¢nych reakciach pri odstraniovani peroxidov vodika, lipidovych
a fosfolipidovych peroxidov ainych Skodlivych hyperoxidov, ¢im chrania bunky pred
oxidativnym poskodenim (Kyriakopoulos a Behne, 2002). Jednou z ddlezitych reakcii
typickych pre oxidacny stres organizmu je oxidacia polynenasytenych mastnych kyselin,
takzvana lipidova peroxidacia. Pre bunky kazdého zivého organizmu je tato reakcia
destrukénym procesom, ktory priamo napada fosfolipidy bunkovych membréan, pricom
vznikaju reaktivne druhotné metabolity naruSujuce dalSie, a pre fungovanie organizmu
dolezité molekuly. Vzhl'adom k tomu, Ze volné radikdly maji v organizme velmi kratku
zivotnost, st ako biomarkery oxidativneho stresu bezne pouzivané produkty oxidécie
vyvolané tymito vol'nymi radikalmi a jednym z nich je napriklad malondialdehyd (Lin a kol.,
2011).
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Ciel'om prace bolo skumat’ vplyv Salviovej silice na aktivitu GPx, lipidovl peroxidaciu a
celkovy antioxidacny status kurciat.

MATERIAL A METODY

60 jednodiiovych kurciat hybridného plemena ISA BROWN (Parovské haje, Nitra) s
priemernou zivou hmotnost'ou 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 dan¢ho plemena a vekovej kategorie kurciat. Voda a krmivo bolo k dispozicii pre
vSetky skupiny ad libidum. Prva pokusna skupina bola kfmena Standardnou dié¢tou HYD-02
(Biofeed a.s. Kolarovo), druhd skupina diétou obohatenou o slne¢nicovy olej, pricom jeho
vysledna koncentracia v krmive bola 1%. Tretia skupina dostdvala diétu obohatenu o Salviu
(HANUS, Nitra) v koncentracii 0,01%. Salviova silica bola pred pridanim do krmiva zriedena
so slneénicovym olejom, ktory sluzil ako vehikulum. Stvrta skupina mala diétu obohatenu
0 0,025% salviovu silicu. Diéta pre piatu skupinu pozostavala z diéty obohatenej o Salviova
silicu v koncentracii 0,05%. Posledna Siesta skupina kurciat dostdvala diétu obohatenu
0 0,1% Salviovu silicu. Po 12 tyzdiloch kfmenia a eutandzii 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 a tkaniv. Vzorky krvi,
plazmy, tkaniv pecene, obli¢iek a mukézy duodena boli ulozené do mraziaceho boxu pri
teplote -75 °C do doby ich analyzovania.

Aktivita glutation peroxiddzy (GPx) v peceni, oblickach, muko6ze duodena a krvi bola merana
metdodou podla Paglia a Valentine (1967). Celkovy antioxida¢ny status (TAS) v plazme,
hemoglobin (Hb) a aktivita GPx v krvi boli merané spektrofotometricky kitmi firmy Randox.
Koncentracia malondialdehydu (MDA) vo vzorkach pecene, oblicke a mukéze duodena bola
merand modifikovanou fluorometickou metdédou (Jo a Ann 1998). Koncentraciu bielkovin
v tkanivach sme stanovovali spektrofotometrickou metédou podla Bradforda (1976). Na
Statistické vyhodnotenie vysledkov bola pouzitd jednocestnd ANOVA s Tukey post-testom
a pouZzitim GraphPad Software (USA). Vysledky s uvedené ako priemerna hodnota + SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Namerané hodnoty GPx v peceni ukazali signifikantne vyssiu aktivitu v 2, 3. a 4. pokusnej
skupine oproti kontrole. Aktivita GPx v mukoéze duodena bola signifikantne zvySena v 3.
pokusnej skupine oproti 2. skupine s pridavkom c¢istého slne¢nicového oleja. V oblicke bola
GPx signifikantne zvySena v 3.skupine oproti skupindm bez pridavku Salviovej silice.
Signifikantné zvysenie GPx v oblicke bolo aj v poslednej pokusnej skupine oproti 2. skupine
doplnenej o Cisty slnecnicovy olej (Tab.1). Nizsia aktivita GPx v tkanivach je vSeobecne
sprevadzana zvySenim koncentracie MDA (Balogh a kol., 2004). Koncentracia MDA
v obli¢ke bola signifikantne zvySena v poslednej 6. skupine oproti 1. a 2. skupine. Celkovy
antioxidacny status v plazme bol signifikantne zvySeny u nosnic kfmenymi diétou obohatenou
0 0,025%, 0,05% a 0,1% Salviovej silice oproti kontrole (Tab.2). Asadi akol. (2010)
analyzovali Sest' druhov Salvie, kde u vSetkych potvrdili antioxida¢né vlastnosti, kde ich
ucinné latky inhibujt DNA posSkodenie volnymi radikdlmi. Predpokladd sa, Zze vysoka
antioxida¢na aktivita Savlie, zavisi od pritomnosti fenolickych skupin, ktoré sa spravaju ako
donori vodika peroxidovym radikalom produkovanych behom prvého kroku v oxidacii tukov,
a tym spomaluju hydroxy-peroxidovi forméaciu. MDA ako produkt peroxidacie lipidov a
TAS sluzia ako vhodné markery oxida¢ného stresu (Gil a kol., 2006).
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Tab. 1 Aktivita GPx v krvi (U.g" Hb) a tkanivach (U. g bielkovin)

Mukdza

Skupina Krv Pecen duodena Oblicka
(U.g"' Hb) (U. g bielkovin)
1. kontrola 165,4+18,34 937£0,49%° 18814221  21,05+1,84%
2. slne¢. olej 155,5+11,45 11,84+0,67° 12,29+1,22° 15,83+1,39°
3.0,01% 3alvia 164,3+19,06 12,70+0,33° 21,1342,21°  35,95+5,04°
4.0,025% alvia 172,8+3,81 11,91+0,82° 13,69+1,41°°  21,42+2,37%
5.0,05% Salvia 166,8+15,40 11,2440,46" 14,5342,51°  24,73+3,11™
6.0,1% Salvia 163,149,14 8,66+0,31° 13,4242,39"  32,65+2,16"

Vysledky su udané ako priemer £ SEM, rozdielné pismena horného indexu predstavuju signifikantny
rozdiel medzi skupinami (P<0,05).

Tab.2 Celkovy antioxidaény status v plazme (TAS, mmolL") a koncentricia
malondialdehydu (MDA, nmol.g”") v tkanivach

TAS MDA
Skupina Plazma Pecen Mukoéza Oblicka
(mmol.L™") (nmol.g™) duodena (nmol.g™)
(nmol.g™"
1. kontrola 1,23+0,07 93,51+15,13 50,1845,69  76,78+6,53
2. slnec. olej 1 ,4Od:0,03abc 155,0+17,29 39,67+3,57 66,31+5,67%
3.0,01% salvia 1,27+0,04% 119,1£12,91 57,16£8,61 113,049,27%
4. 0,025% salvia 1,54+0,03° 142,7+15,11 50,88+6,42 83,02+11,78*
5.0,05% salvia 1,4640,06™ 132,5+18,18 51,11+7,53 104,2+18,64°
6. 0,1% 3alvia 1,46+0,05™ 142,0£15,13 44224622  154,4+6,59°

Vysledky st udané ako priemer + SEM, rozdielné pismena horného indexu predstavuju signifikantny
rozdiel medzi skupinami (P<0,05).

Z naSich vysledkov vyplyva, Ze Salviova silica pridand do krmiva zvySuje antioxidacnu
ochranu nosnic, a ako najvhodnejSie su prave jej nizSie koncentracie.
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VYSLEDKY STANOVENIA PROTILATOK PROTI LAWSONII INTRACELLULARIS
ELISA METODOU VO VYBRANYCH CHOVOCH OSiPANYCH NA SLOVENSKU
Soro¢inova J .1, Kovacocyova K.!, Smarzik M.Z, Reichel P.!

'Klinika osipanych, UVLF, Kosice

’Klinika prezuvavcov, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

V prispevku zhodnocujeme vysledky stanovenia protilatok proti Lawsonii intracellularis
ELISA metoédou vo vybranych chovoch oSipanych na Slovensku. Celkovo bolo vySetrenych
19 chovov a z nich 290 vzoriek. 63 % vzoriek bolo pozitivnych na protilatky proti Lawsonii
intracellularis, 6 % dubiéznych a 31 % negativnych, priCom dominantné postavenie
v skupine pozitivnych jedincov mali kategorie prasnice a vykrm. V skupine negativnych
jedincov prevazovali kategorie ciciaky a odstavcata.

UvOoD

Gram-negativna baktéria Lawsonia intracellularis patriaca do ¢el'ade Desulfovibrionaceae je
poévodcom jedného z najcastejSich hnackovych ochoreni osipanych na Slovensku. Porcinna
proliferativna enteropatia, (proliferativna enteropatia, ileitida, lawsonidza) postihuje oSipané
v predvykrme a vykrme vo vSetkych vyspelych $tatoch s rozvinutym chovom oSipanych.
Sposobuje znacné hospodarske straty nizkou konverziou krmiv a vysokymi nakladmi
na lieky, mensie st straty priamo uhynutim (Sajgalik, 2007). Ochorenie je charakterizované
proliferaciou epitelovych buniek v kryptach ¢revnej sliznice kaudalnej Casti ilea, s naslednym
zhrubnutim tenkého c¢reva, pripadne aj hornej tretiny Spirdlovitej ¢asti kolonu. Koneénym
Stddiom ochorenia byva nekrotick4 ileitida.

V zavislosti od klinickych, resp. patologicko-anatomickych zmien st popisované 2 — 4,
no najcastejSie 3 formy PPE (Bane, 1997) a to:

1. Subklinicka forma postihuje odstav€ata so zivou hmotnostou 15 — 20 kg. Spomedzi
vSetkych foriem PPE je v chovoch najcastejSie pritomnd. Je sprevddzana radom
nespecifickych priznakov (predovsetkym inapetenciou a celkovou vycerpanostou), ale vo
vacSine pripadov mé inaparentny priebeh.

2. Akutna forma (Porcinna hemoragické enteritida — PHE) sa vyskytuje u vykrmovych
osipanych a mladych kancov vo veku 17 — 24 tyzdnov. Je sprevadzand krvavou hnackou
s dechtovitymi vykalmi a anémiou. Pri premiestiiovani zvierat casto dochadza
k epizootickym zachvatom krvavych hnaciek, z ktorych viac ako 10 % pripadov konci
uhynutim. Smrt’ prichadza néhle, v priebehu 48 hodin po objaveni sa prvych klinickych
priznakov.

3. Chronickd forma (Porcinnd intestindlna adematéza — PIA) je charakterizovana
sporadickou hnackou s vodnatymi bledohnedymi vykalmi, v ktorych sa nachddza mnozstvo
nestravenej potravy. Postihuje vykrmové oSipané a odstavéatd vo veku 6 — 16 tyzdiov.
Hnacka po niekolkych ditoch vymizne alebo pretrvava dlhSiu dobu, ¢o ma za nésledok
vyrazny pokles zivej hmotnosti, dehydrataciu a celkovu vycerpanost.

Morbidita dosahuje 15 — 20 %, zatial ¢o mortalita je minimalna. Zdrojom nakazy
s postihnuté zvierata, kontaminovand voda, krmivo, podstielka alebo naradie. Infekcia
sa prenasa trusom postihnutych zvierat prostrednictvom drobnych hlodavcov a vtakov. Casty
je aj prenos z matky na mlad’a. Inkubacné doba je 14 — 21 dni.
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MATERIAL A METODIKA
Celkovo bolo odobratych 290 vzoriek krvi z 19 chovov oSipanych na Slovensku (vid’ mapa).

Mapa

Osipané boli rozdelené do 6 kategoérii: ciciaky, odstavcatd, predvykrm, vykrm, prasnicky,
prasnice. V zavislosti od prislusnosti do kategorie bola krv odoberana venepunkciou z plexus
venosus suborbitalis, resp. venepunkciou v. cava cranialis. Z odobranej krvi bez
antikoagulancii bolo po centrifugacii (3000 ot./30 min) ziskané sérum k sérologickému
vySetreniu na protilatky proti Lawsonii intracellularis. V praci bol pouzity komercny kit
,bioScreen lleitis Antibody ELISA® od firmy SYNBIOTICS EUROPE SAS, urceny
na detekciu Specifickych protiladtok proti Lawsonii intracellularis v sére a plazme oSipanych.
Tento ELISA test je zalozeny na principe tzv. blocking ELISA.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Z nasich zisteni vyplyva, ze z celkového poctu vysetrenych vzoriek bolo 63 % pozitivnych,

6 % dubidznych a 31 % negativnych na protilatky proti Lawsonii intracellularis (graf ¢.1).

Graf ¢.1: celkova prevalencia
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V kategorii ciciakov bolo 15 % vzoriek pozitivnych, 10 % dubidéznych a 75 % negativnych
na protilatky proti Lawsonii intracellularis (graf ¢. 2).
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Graf ¢&. 2: ciciaky
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V kategorii odstavciat bolo 6 % vzoriek pozitivnych, 6 % dubidznych a 88 % negativnych
na protilatky proti Lawsonii intracellularis (graf €. 3).

Graf ¢. 3: odstaviéata
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V kategorii predvykrm bolo 100 % vzoriek pozitivnych na protilatky proti Lawsonii
intracellularis.

V kategorii vykrm bolo 78 % vzoriek pozitivnych, 9 % dubiéznych a 13 % negativnych
na protilatky proti Lawsonii intracellularis (graf €. 4).

Graf ¢. 4: vykrm
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V kategorii prasni¢iek bolo 100 % vzoriek pozitivhych na protilatky proti Lawsonii
intracellularis.
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V kategorii prasnic bolo 98 % vzoriek pozitivnych, 1 % dubiéznych a 1 % negativnych
na protilatky proti Lawsonii intracellularis (graf €. 5).
Graf ¢. 5: prasnice
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V Europe je v sucasnosti 34 — 67 % oSipanych a 88 — 100 % chovov infikovanych Lawsoniou
intracellularis (Sajgalik, 2007). Podl'a poslednych udajov z roku 2000 sa prevalencia tohto
ochorenia na Slovensku pohybuje od 12 — 50 %, vyskytuje sa v chovoch s va¢§im poctom
zvierat a postihuje najméd osipané vo veku 1 — 5 mesiacov (Podmanicky a Kovag, 2000). Nase
Ciastkové vysledky poukazuju na vySSiu mieru prevalencie porcinnej proliferativnej
enteropatie ako posledné publikované vysledky (63 %) a to najmd v kategoérii vykrm
a prasnice. U cicakov a odstavciat je zistend prevalencia nizSia v porovnani s ostatnymi
kategoriami. Je uvadzané, ze ciciaky byvaji chranené detegovatelnym titrom materskych
protilatok, ktorych hladina vo veku 3 — 5 tyzdiiov klesa (Sajgalik, 2007), ¢o koreluje s nami
stanovenymi vysledkami.
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AMYLOIDNA AGREGACIA INZULINU V PRITOMNOSTI MAGNETICKYCH
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ABSTRAKT

Proteinové amyloidné agregaty st spojené s mnohymi zavaznymi chorobami. Inzulinové
amyloidné depozity st pozorované u pacientov, ktorym je inzulin podavany formou injekcii
pri liecbe diabetu. Studovali sme Gi¢inok $tyroch roznych magnetickych kvapalin (MK) na
amyloidnt agregaciu inzulinu. Zistili sme, Zze magnetické kvapaliny potla¢aju amyloidnu
agregaciu inzulinu, velkost’ u¢inku zavisi od vlastnosti jednotlivych magnetickych kvapalin.
Najvyssia schopnost’ inhibicie a deStrukcie amyloidnych agregitov bola pozorovana pre
magneticki kvapalinu funkcionalizovanu dextrdnom (MKD) a magneticki kvapalinu
dispergovanu vo fyziologickom roztoku (MKF). Ziskané vysledky poukazuju na to, ze MK
majui schopnost’ redukovat’” amyloidnil agregaciu inzulinu, ¢o naznacuje, Ze maju potencial
eliminovat’ problémy spojené s amyloidnou agregaciou inzulinu, pripadne inych proteinov,
ktoré su spojené s amyloidnymi ochoreniami.

UvoOD

V poslednom obdobi sa velkd pozornost’ venuje Specifickej — amyloidnej agregacii proteinov
vzhl'adom na poznatky poukazujuce na spojitost mnohych zavaznych choréb so vznikom
stabilnych proteinovych depozitov, ktoré sa akumuluju v réznych organoch a tkanivach.
K takymto ochoreniam patri napr. Alzheimerova choroba alebo diabetes typu II (Dobson,
2001, Féandlich a kol., 2001). V procese amyloidnej agregacie dochadza k agregacii normalne
rozpusten¢ho proteinu alebo jeho casti do typickych amyloidnych Struktar (diméry,
oligoméry, pory, protofilamenty, fibrily), ktoré¢ sa vyznacuju velmi podobnou morfologiou
bez ohl'adu na druh agregujiuceho proteinu (Finke a kol., 2000). Tendencia proteinov vytvarat’
amyloidné agregaty nie je rovnaka, zavisi na mnohych faktoroch — vnutornych (Struktura
proteinu) alebo vonkajSich (prostredie, v ktorom sa protein nachadza) (Dobson, 1999). Medzi
hlavné faktory, ktoré podmienuju tvorbu agregitov in vivo patria: generovanie
amyloidogénnych (tj. nenativnych stavov) poly/peptidov, zniZenie aktivity opravnych
systémov (chaperonov) a degradaénych systémov (ubiquitin- protedzomového systému),
strata energetického zéasobovania, poruchy antioxidaéného mechanizmu, postranslacné
modifikécie proteinov (napr. fosforylacia, glykécia) a d’alSie. Tvorba amyloidnych agregatov
in vitro moze byt indukovand v priebehu niekol’kych hodin vy$Sou teplotou, extrémnym pH,
pritomnost'ou soli, polymérov, denaturantov alebo zvysenim koncentracie proteinu.
Inzulinové amyloidné depozity st pozorované u diabetickych pacientov, ktorym je inzulin
podavany formou injekcii. Amyloidné agregaty v miestach vpichu su tvorené celymi
molekulami inzulinu, vratane disulfidickych mostikov (Yumlu, 2009). Molekuldrna podstata
zatial’ nie je dostato¢ne objasnend. Jednou z moznosti je, ze inzulinové amyloidné agregaty
vznikaj kvoli nedostato€nej resorpcii inzulinu v mieste aplikacie, ¢o mé za nésledok lokalne
zvysenie koncentracie proteinu indukujuce proces fibrilizacie. Druhd moznost’ je spojena so
vznikom amyloidnych agregdtov pocas vyroby alebo uskladnenia tohto proteinu vo forme
lieku. K vel'mi zavaznym problémom dochéadza pri aplikacii inzulinovych pamp.

Amyloidné choroby sa v suasnosti nedaju vylie€it. Doposial zndme terapeutika len
zmiernuju priznaky a spomaluju progres amyloidnych chordb, pricom pocet pacientov
trpiacich na rézne amyloidézy neustdle narastd. Z tohto hladiska je cieleny vyskum
mechanizmov tvorby amyloidnych Struktar ako aj identifikacia lieciv, ktoré by pomohli v
prevencii, zastaveni progresie alebo vylieceni amyloidnych ochoreni vel'mi dblezity. Existuje
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niekol’ko terapeutickych pristupov, ktoré¢ moézu pdsobit’ v rozlicnych Stadiach procesu tvorby
amyloidnych Struktar. Jednym znajviac perspektivnych sa v stcasnosti javi redukcia
amyloidnych agregatov, ktorych pritomnost’ v bunkéach sposobuje ich nefunk¢nost’ az smrt’.
Nanocastice su Coraz CastejSie vyuzivané v priemysle aj v medicine, pretoze ich velkost je
porovnatelnd s proteinmi a inymi biomakromolekulami a zaroven sa vyznacuju velkym
povrchom schopnym interagovat’ s biomakromolekulami. Napriek tomu vedeckych studii,
ktoré sa venuju problematike vplyvu nanocastic na amyloidna agregaciu je malo a poskytuju
vel'mi protichodné vysledky.

V naSom S$tadiu sme sa zamerali na sledovanie ucinku Styroch réznych magnetickych
nanokvapalin (MK) na amyloidnu agregéciu inzulinu.

MATERIAL A METODIKA

Chemikalie

LCudsky rekombinantny inzulin (I12643-50MG, Sigma Aldrich), tioflavin T (ThT) boli
zakupené od firmy Sigma, hydrogénfosforecnan a dihydrogén fosfore¢nan sodny od firmy
LaChem.

Amyloidna agregacia inzulinu

Amyloidné fibrily boli pripravené 2 h inkubdciou 10 puM inzulinu v 50 mM fosfatovom
tlmivom roztoku, pH 7.5 intenzivnhym miesanim (1200 rpm) pri teplote 65°C (Sorci a kol.,
2009). Vytvorenie amyloidnych fibril bolo overené viacerymi metodikami (meranie
fluorescencie po naviazani ThT alebo ANS, elektronova a atdbmova kontaktnou
mikroskopiou).

Priprava magnetickych kvapalin

Magnetické kvapaliny boli pripravené chemickou zraZacou reakciou Zeleznatych a zelezitych
soli v alkalickom médiu. K roztoku FeSO4 a FeCl; v m6lovom pomere 1 : 2 bol v nadbytku
pridany hydroxid aménny. Vzniknuté Cierne magnetitové nanocastice boli viacnasobne
premyté deionizovanou vodou a nasledne stabilizované (za tcelom zabranenia agregacie
Castic) réznymi sposobmi za vzniku MK. Elektrostaticky stabilizovana magneticka kvapalina
(MKE) bola pripravena pridanim kyseliny chloristej HC1IO4 k magnetitovym casticiam vo
vode za stdleho mieSania. Druhd skupina magnetickych kvapalin bola stabilizovana stéricky.
K magnetitovym casticiam bol pridany surfaktant oleat sodny za stdleho mieSania a zmes bola
ohrievand az kym bol dosiahnuty bod varu. Povrch magnetickych castic v MK bol
modifikovany dextranom (MKD) alebo hovddzim sérovym albuminom (MKA) a Castice boli
dispergované v deionizovanej vode. V. MKF boli magnetitové nanocastice stabilizované
oleatom sodnym a dispergované vo fyziologickom roztoku.

Viazanie ThT

K jednotlivym vzorkam bol pridany ThT vo vyslednej koncentracii 20 uM. Viazanie ThT do
amyloidnych fibril je sprevadzané nédrastom intenzity fluorescencie v emisnom spektre. ThT
bol excitovany pri 440 nm a emisia bola merana pri 485 nm. Merania boli uskuto¢nené na
spektrofluorimetri RF-5000 v semi-mikro quarzovej kyvete. Sirka excita¢nej $trbiny bola 1.5
nm a emisnej 3 nm.

Skenovacia elektronova mikroskopia (SEM)

Vzorky jednotlivych magnetickych kvapalin boli nanesené na hlinikovy tercik a suSené vo
vakuu. Nésledne po napareni uhlikom boli ziskané snimky jednotlivych vzoriek pouzitim
mikroskopu SEM, JEOL 7000F.

Atomova kontaktna mikroskopia

Vzorky boli nanesené na cerstvo ocCisteni sludu apo adsorpcii bola sl'uda oplachnuté
ultracistou vodou a usuSend. AFM snimky boli ziskané pouZzitim mikroskopu Veeco di Innova
v ,tapping* mode s kantileverom NCHV. Vzorky neboli filtrované.

Sledovanie inhibicnej aktivity magnetickych kvapalin na amyloidnu agregdciu inzulinu
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K roztoku inzulinu (10 uM) boli pridané jednotlivé magnetické kvapaliny (MK) vo
vyslednom hmotnostnom pomere inzulin:MKaeneiie = 1:1 a 1:2. Vzorky boli inkubované 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 magnetickych kvapalin
(kontrolnd vzorka 100%). Merania boli uskuto¢nené trikrat, vyslednd hodnota predstavuje
priemernt hodnotu s priemernou odchylkou.

Sledovanie depolymerizacnej aktivity magnetickych kvapalin na amyloidné agregaty inzulinu
Inzulinové amyloidné fibrily (10 uM) boli inkubované 24 h s jednotlivymi magnetickymi
kvapalinami vo vyslednom hmotnostnom pomere inzulin:MKnagnetic 1:1 @ 1:2 pri teplote 37°C.
Depolymerizacnéd aktivita bola sledovand pomocou viazania ThT a ANS a normalizovana
k intenzite fluorescencie fibril bez pritomnosti magnetickych kvapalin. Merania boli

uskutocnené trikrat, vysledna hodnota predstavuje priemerni hodnotu s priemernou
odchylkou.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Amyloidné agregaty zohravaju vyznamnu tlohu v patogenéze rozlicnych ochoreni. Genericka
povaha procesu amyloidnej agregacie dovol'uje in vitro Stidium vzniku amyloidnych Struktar
(Uversky, 2004), ¢o umoziiuje hl'adat’ latky s anti-agrega¢nymi vlastnost’ami, ktoré by mohli
byt potencialne vyuzité na liecbu amyloidnych ochoreni.

V nasom S$tadiu sme sa zamerali na sledovanie U€inku Styroch réznych magnetickych
kvapalin pozostavajucich z magnetitového jadra (koncentrdcia magnetitu ~ 30mg/ml) na
amyloidnt agregaciu inzulinu. Pre vSetky magnetické kvapaliny sme sledovali inhibi¢ny a
depolymerizaény ucinok na inzulinovua amyloidni agregaciu pre dve koncentracie
magnetickych kvapalin (hmotnostny pomer inzulin:MKagneiit = 1:1 a 1:2). Rozsah amyloidne;
agregacie inzulinu bol sledovany pomocou fluorescencie tioflavinu T (ThT) (Obr. 1), ktorého
fluorescencnd intenzita je proporciondlna mnoZzstvu amyloidnych agregatov. Inhibi¢na a
depolymeriza¢na aktivita bola kvantifikovand percentudlne k intenzite fluorescencie
inzulinovych fibril bez pritomnosti derivatov (kontrolna vzorka 100%).
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Obr. 1. Inhibiény (A) a depolymerizacny (B) u¢inok magnetickych kvapalin na amyloidnt agregaciu inzulinu
pre hmotnostny pomer inzulin:MKagnei = 1:1 a 1:2 sledovany viazanim ThT. Fluorescen¢na intenzita ThT bola
normalizovana k fluorescenénému signalu inzulinovych agregatov bez pritomnosti magnetickych kvapalin.

Pozorovali sme, Ze jednotlivé MK maju rézny vplyv na mnozstvo amyloidnych agregatov,
pricom najvyraznejSia anti-amyloidnéd aktivita bola pozorovana pre magnetické kvapaliny
MKD a MKF. Pri pomere 1:2 bola pozorovana asi 75% inhibicia tvorby amyloidov a skoro
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55% depolymerizacna aktivita. Anti-amyloidnd aktivita bola potvrdend aj pomocou atdbmove;j
kontaktnej mikroskopie. V pritomnosti MK sme pozorovali men$i pocet vzniknutych
amyloidnych fibril, ktoré boli kratSie ako amyloidné fibrily vytvorené v nepritomnosti
magnetickych kvapalin. Pri depolymerizaénych experimentoch, pritomnost” magnetickych
kvapalin viedla k destrukcii a redukcii mnozstva amyloidnych agregatov.

Pre najviac U¢inné magnetické kvapaliny (MKD, MKF) sme urcili hodnoty ICsy a DCsy, t.].
hodnotu koncentracie MK, ktord je potrebna na 50% redukciu amyloidnych agregatov pri
inhibi¢nych a depolymerizacnych experimentoch. Zistili sme, ze pre MKD a MKF sa tieto
hodnoty pohybuju v rozmedzi koncentracii pg/ml, ktoré st porovnatelné s koncentraciou
proteinu.

Na zéklade ziskanych experimentalnych udajov sme zistili, ze magnetické kvapaliny maja
schopnost’ ovplyviiovat' amyloidnti agregaciu inzulinu. Rozsah u¢inku zévisi od vlastnosti
jednotlivych magnetickych kvapalin. Najvacsia schopnost’ inhibovat’ tvorbu amyloidnych
Struktir a depolymerizovat’ vzniknuté inzulinové fibrily bola pozorovana pre magnetick
kvapalinu dispergovanu vo fyziologickom roztoku a magneticku kvapalinu funkcionalizovant
dextranom. Ziskané vysledky poukazuju na to, ze nanokvapaliny maji potencial odstranit’
problémy spojené s amyloidnou agregaciou inzulinu, pripadne mézu byt vyuzité na terapiu
amyloidnych ochoreni.
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ENDOGENNE FLUOROFORY MITOCHONDRII AKO DIAGNOSTICKE
MARKERY ISCHEMIE

Stefaniginova M., Tome¢kova V., Bilecova - Rabajdova M., Krissakova E., Marekova M.
Ustav lekarskej chémie, biochémie, klinickej biochémie a LABMED a.s., LF UPJS Kosice

ABSTRAKT

V nasej praci sme sledovali poskodenie mitochondrii (izolovanych z pe€eni experimentalnych
potkanov) vplyvom ischémie tenkého ¢reva pomocou fluorescencnej analyzy (excita¢no -
emisné matrice). Na tenkom creve bola realizovand 1 hodinové ischémia s naslednou 1, 24
hodinovou a 30 ditovou reperfiziou. Mitochondrie izolované z experimentalnych skupin (IR,
IR24, IR30) boli porovnavané s mitochondriami izolovanymi z kontrolnych zvierat (K). Zistili
sme znizenie obsahu proteinov u vSetkych experimentalnych skupin, ktoré bolo
identifikované vo fluorescencnej zone 1 v porovnani s kontrolnou skupinou mitochondrii.
Fluorescencna zéna 2 identifikovala nedostatok kyslika u vzoriek IR;, IR»4 ¢o sa prejavilo
ako nérast intenzity fluorescencie redukovaného nukleotidu NADH + H'. Na ziklade
dosiahnutych vysledkov endogénnej fluorescencie mitochondrii z peceni potkanov bol
vypracovany experimentdlny model monitoringu ischémicko/reperfuzneho poskodenia
tenkého Creva.

UvOD

Ischemicko/reperfuzne (I/R) posSkodenie tenkého Creva zacCina ako syndrom systémovej
zéapalovej odpovede (Niissler, N.C. a kol, 2003 a Kimizukaa, K., akol., 2004) a je spojeny s
vysokou pravdepodobnostou mortality (Marshall, J.C, 2006). Vcasna diagnostika a
stanovenie klinickych biomarkerov by mohli prispiet’ k znizeniu umrtnosti pri chirurgickych
zékrokoch. Metabonomika je novou alternativou stidia intestinalnej ischémie/reperfuzie I/R,
ktorej vysledky by mohli byt pouzité v kvantitativnej analyze intestindlneho proteému u
pacientov s I/R poskodenim tenkého ¢reva (Kinross, J., 2009). Ischemicko — reperfizne
poskodenie je jednou z hlavnych komlikaci pocas transplantacie tenkého ¢reva. V skorej faze
sa tvoria reaktivne formy kyslika (ROS), ktoré maju Casto za nésledok oxidacné poskodenie
(Eismann, T., 2009). Mitochondrie su indikatorom metabolického stavu (Bagnato, V. S., a
kol., 2006), ale st aj hlavnym zdrojom a cielovym miestom ROS. Mitochondrie zohravaju
hlavnt ulohu v ischemicko/reperfuznom poskodeni pecene, ked’ze dysfunkcia mitochondrii je
hlavnou pri¢inou hepatoceluldrnej apoptdzy alebo nekrozy (Eismann, T. a kol, 2009).
Fluorescencnéd spektroskopia je kvantitativna a rychla metdda, ktord poskytuje dolezité
diagnostické informécie o hypoxii alebo ischémii tkaniva, a preto by mohla byt vyuzivana aj
na diagnostiku poskodenia tkaniva. Spektroskopicky signdl modze citlivo indikovat
biochemické zmeny, ktoré poukazuji na morfologické zmeny pozorované histologicky
(Bagnato, V. S., a kol., 2006).

MATERIAL A METODIKA

Ako testovany biologicky material boli pouzité mitochondrie izolované z pec¢ene potkana rodu
Wistar podl'a Johnsona a Lardyho,1967. Ischémia tenkého creva bola vyvoland okluziou
artheria mesenterici cranialis po dobu 60 minit v malych atraumatickych klipoch pod
anestéziou. Kontrolna skupina zvierat (K) bola pripravena rovnakym spdsobom bez okluzie
artheria mesenterici cranialis. Po 1 hodinovej ischémii zvieratd nasledne podstupili 1
hodinovt, 24 hodinovi a 30 dilovl reperfiziu (R;, Ra4 a R3).

Izolované mitochondrie boli rozdelené do kontrolnej (K) a experimentalnych skupin (IR,
IRy4, IRj30). Koncentraciu bielkovin v izolovanych mitochondridch (v kontrolnej aj
v experimentalnych skupinach) sme stanovili Bradfordovej kolorimetrickou metdédou
pouzitim farbiva Coomasie Brilaint Blue G-250 (Bradford, 1976). Na vSetky fluorescen¢né
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merania boli pouzité mitochondrie riedené¢ (1:1000) s vyslednou koncentraciou 2 pg/ml.
Autofluorescencia vzoriek bola merana v respiracnom médiu a sukcinate in vitro. Na meranie
fluorescencnych spektier bol pouzity spektrofluorimeter Perkin Elmer model LS 55.
Namerané vysledky exitaéno-emisnych matric boli spracované do grafickej podoby a
vyhodnotené pomocou softvéru FLWinLab.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Prirodzené fluoroféry mitochondrii napr. aromatické aminokyseliny, koenzym NADH a
proteiny, umoziuju Studovat’ metabolické zmeny mitochondrii v roztoku respiraéného média
a substratu sukcinatu pomocou fluorescen¢nej analyzy. Topografické zobrazenia excita¢no-
emisnych matric (EEM) porovnavané navzajom vizualne (Obr. 1) aj matematicky (Obr. 2),
ukézali rozdiely medzi experimentdlnymi skupinami mitochondrii (IR;, IR24, IR30) navzdjom,
ako aj s kontrolnou skupinou (K). Vyhodnotenim jednoduchych emisnych spektier, ktoré
vznikli horizontadlnym rezom trojdimenzionalnych EEM pri A = 240 nm, sme odhalili dve
fluorescenéné maxima (Obr. 1, 2). Tieto maximd poukazovali na existenciu dvoch
fluorescencnych oblasti (Obr. 2), ktoré boli vyslednymi zobrazeniami intenzity fluorescencie
zmesi mnohych endogénnych fluoroférov. Endogénne fluoroféry mitochondrii boli
monitorované v rozsahu vinovych dizok 220 — 450 nm.

) K b) IR, ) OIRy d) IRy

Obrazok 1: Porovnanie excitacno - emisnych fluorescenénych topografickych zobrazeni (EEM) a)
kontrolnych skupin mitochondrii (K) izolovanych z pecenovych buniek potkana s experimentalnymi
skupinami mitochondrii izolovanymi z pecetiovych buniek po b) 1 hod ischémii a naslednej 1 hod
reperfuzii ¢reva (I/Ry) ¢) 1 hod ischémii a naslednej 24 hod reperfuzii ¢reva (I/Ry4) d) 1 hod ischémii
a naslednej 30 diovej reperfuzii creva (I/R3).

Nase vysledky ukazali zniZzenie mnozstva proteinov u vsetkych experimentalnych skupin
mitochondrii, ktoré bolo identifikované vo fluorescencnej zéne A v porovnani s kontrolnou
skupinou mitochondrii (K). Fluorescen¢nd zona B identifikovala nedostatok kyslika u vzoriek
IR;, TRys Co sa prejavilo ako narast intenzity fluorescencie pyridinového redukovaného
nukleotidu NADH+H'. U vzorky IR,; sme pozorovali dostatoéne zvysenie intenzity
fluorescencie vo fluorescencénej zéne B, ale napriek tomu k najvacSiemu poSkodeniu
mitochondrii doslo u vzorky IR; (Obr. 2). Toto zvySenie u IR,4 by mohlo poukazovat na
nestabilny medzistav, v ktorom dochadza k regeneraénému procesu ischémie a stcastne
pretrvava aj ischemické poskodenie, ktoré¢ identifikujeme z podobného grafického zobrazenia
skupiny IR; v porovnani s kontrolou K (Obr. 1).
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Obrazok 2: Porovnanie intenzit fluorescencie fluorescenénych zén A, B, ktoré vznikli ako
vysledok fluorescenénych maxim vsetkych fluoroférov pritomnych v kontrolnych (K) a
experimentalnych skupinach mitochondrii po 1 hod ischémii a naslednej 1 hod reperfuzii ¢reva (I/R,),
1 hod ischémii a naslednej 24 hod reperfuzii ¢reva (I/Ry4) a pol hod ischémii a naslednej 30 dhovej
reperfuzii creva (I/Rj).

Pocas 30 dnovej reperfuzie experimentdlnych vzoriek IR3p dosSlo k poklesu intenzity
fluorescencie redukovaného koenzymu NADH+H" v porovnani s kontrolou, ¢o poukazuje na
dostatocné zdsobenie mitochondrii kyslikom a bioenergetickli regeneraciu mitochondrii po
ischemickom poskodeni (Obr. 2).

Fluorescencia redukovaného NADH+H™ dominantne prispieva k celkovej fluorescencii
mitochondrii. Redoxny stav pyridinového nukleotidu je markerom diagnostiky metabolického
stavu mitochondrii, ale aj celkového energetického stavu bunky (Ebenezar a spol., 2010). Na
zéklade dosiahnutych vysledkov endogénnej fluorescencie mitochondrii z peceni potkanov
bol vypracovany experimentidlny model monitoringu ischémicko/reperfizneho posSkodenia
tenkého creva.
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NOVY PRISTUP K FLUORESCENCNEJ ANALYZE A DEFINICII
BIOLOGICKYCH TEKUTIN VYBRANYCH ZIVOCiSNYCH DRUHOV

Stelffekové 7., Birkova A.l, Baranova D.z, Supuka P2, Valocky I.4, Huska M.°, Marekova
M.

TUstav lekarskej chémie, biochémie a klinickej biochémie LF UPJS a Labmed a.s., KoSice,;
’Klinika malych zvierat UVLF, Kosice, SR; *Ustav chovu zvierat UVLF, Kosice, SR; *Klinika
koni, UVLF, Kosice, SR; *Klinika osSipanych, UVLF, Kosice

ABSTRAKT

Fluorescencnd spektrofotometria je analytickd metéda zalozend na merani emitovaného
Ziarenia ur¢itych molekul, tzv. fluoroférov, po excitacii Ziarenim urditej vlnovej dizky. V
analytickych vedach sa preukazala wuzitocnost tejto metédy napriklad pri Stadiu
molekularnych interakcii. Mo¢ obsahuje mnozstvo organickych a anorganickych zlucenin,
vratane prirodzene fluoreskujucich metabolitov. V porovnani sinymi pristrojovymi
technikami je fluorescencnd spektroskopia povazovana za jednu z najcitlivejsich, schopnu
rychlo a jednoducho detegovat’ rozdiely medzi komplikovanymi biologickymi materidlmi.
Fluorescencna analyza mocu bez pridania akychkol'vek reagencii je schopna poskytnut
dostatok uzitoénych informécii na jeho urcenie a identifikaciu. V tejto praci sa ndm grafickym
zjednodusenim koncentracnych matric podarilo vel'mi presne definovat’ a rozliSit' vzorky
mocu vybranych zivo¢isnych druhov.

UvoOD

Fluorescencia je charakterizovana ako vlastnost’ niektorych atdémov a molekul absorbovat’
svetlo pri prislusnych vlnovych dizkach a nasledne ho emitovat’ pri vyssich vinovych dizkach.
Prirodzenou fluorescenciou sa vyznacuji metabolity ako polycyklické aromatické molekuly
napr. niektoré vitaminy (kyselina listova), koenzymy (NADH, FAD), alebo aromatické
aminokyseliny a ich derivaty. Tieto latky su prirodzenou stcast'ou biologickych tekutin a ich
zloZenie, koncentracia a vzajomné interakcie v biologickych tekutinadch poskytuji komplexny
obraz o metabolizme individua. Fluorescen¢né metddy zalozené na snimani a matematickom
spracovani fluorescencného signalu nativnych fluoroférov su typické vysokou senzitivitou,
rychlostou a jednoduchost'ou prevedenia. Vd’aka tymto vlastnostiam je fluorescencna analyza
vhodnd na profilovanie materidlu, ¢ize analyzu viacerych latok naraz s c¢o najmenSimi
upravami vzorky alebo uplne bez uprav. Profilovanie bez presnej identifikacie jednotlivych
analytov sa oznacuje ako fingerprinting. Metabolicky fingerprint je vhodny predovsetkym na
rychlu klasifikaciu typov vzorky, kontrolu kvality produktu alebo sledovanie siboru zmien.
Spektralne vyhodnotenie ststavy fluoroférov vytvara pre kazdy materidl jedinecnt spektralnu
mapu — fingerprint, typicky pre dany systém. Biologické materialy obsahuju Specificku
kombinaciu fluoroférov, ¢o sa tyka kvality aj kvantity ateda ich je na zdklade
fluorescenénych charakteristik mozné navzajom od seba odlisit’ (Birkova a kol., 2011). Uz
dlho je zndma typickd modrozelend fluorescencia mocu ¢loveka. Moc¢ ako jednoducho
dostupnd a z biochemického hladiska zaujimava biologicka tekutina je vdaka obsahu
prirodzenych fluoroférov velmi vhodné na fluorescenénti analyzu (Dubayova a kol., 2003).
Celkovu nativnu fluorescenciu mocu je mozné graficky zndzornit’ pomocou koncentracne;j
matrice vytvorenej zo synchrénnych spektier vybranych riedeni mocu (Kusnir a kol., 2005).
Koncentraéné matrice moc¢ov zvierat st typické pre dany druh (Steffekova a kol., 2010), ale
ich vizualne porovnavanie a stanovenie ,,referencnej matrice* je problematické. Preto st na
analyzu komplexnych fluorescenénych merani potrebné matematické upravy. Upraveny
fluorescencny profil mocu zjednoduSuje komplexnti koncentraénti matricu, extrahuje z nej
najdolezitejSie  informacie aulahcuje  charakterizdciu a vzdjomné porovnavanie
fluorescenénych vlastnosti mocu.
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MATERIAL A METODIKA

Vzorky mocu pouzité na analyzu boli ziskané od zdravych zvierat. Od svine a psa sme
odoberali vzorky pri spontannej mikcii a postmortalne punkciou mocového mechura od
kralika VSetky vzorky boli ihned po odbere zmrazené (-18°C) az do ich analyzy. Pred
fluorescenénym meranim boli vzorky rozmrazené pri laboratornej teplote anasledne
centrifugované 10 minat pri 3500 otdCkach za minttu. Riedenie, meranie a vytvaranie
koncentra¢nych matric sme vykonavali podl'a Kusnir a kol. (2005). Profilova fluorescencné
krivka bola vytvorena vlastnou aplikéaciou v prostredi MATLAB®.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Uz niekol’ko rokov trva éra biomik, ku ktorym patria napriklad genomika, proteomika alebo
transkriptomika. Ked’Ze metabolitov je rddovo menej ako proteinov, RNA alebo DNA,
metabolomika, ako veda zaoberajlca sa Stidiom kompletného metabolického profilu, sa javi
ako najvhodnejSia a najjednoduchsia stratégia na analyzu biochemickych zmien (Birkova
akol., 2007). Porovnavanim upravenych koncentranych matric mocov vybranych
zivociSnych druhov sa nam s vysokou presnostou podarilo definovat’ a navzdjom rozliSit
jednotlivé druhy. Piky v profilovej fluorescencnej krivke zodpovedaji fluorescencnym
centram  koncentracnej matrice. Tymto grafickym zjednodusenim komplexnych
fluorescennych fingerprintov mocov jednotlivych Zivo¢iSnych druhov je podstatne
zjednodusené ich vzdjomné porovndvanie a krivka typické pre jeden druh ma charakteristicky
a vel'mi malo variabilny tvar (Obr. 2). Krivky mocov r6znych zivocisnych druhov sa odlisuju
v pocte, polohe aj vyske pikov zodpovedajtcich fluorescenénym centram (Obr. 1).

: == rabbit

swine

(Obr. 1) Profilova fluorescenéna krivka mocu kralika, svine a psa
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(Obr. 2) Typické profilové fluorescencné krivky stiboru zdravych psov

Pouzitim profilovej fluorescencnej krivky sa ndm podarilo definovat’ vzorky mocov ziskané
od réznych druhov zvierat a navzajom ich rozlisit' s vel'kou presnostou. Podarilo sa nam
vytvorit’ graficky zdznam fluorescencnych vlastnosti roznych mocov, ktory je jednoduchy,
druhovo typicky, l'ahko reprodukovatelny a vhodny na definiciu a vzajomné porovnavanie.
Tento pristup k analyze mocu dokazuje metabolické rozdiely zivo¢isSnych druhov a poskytuje
priestor na podrobnejSie sktimanie metabolizmu zivocichov a moznou diagnostickou
aplikaciou.
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ANALYZA, VARIABILITA A POROVNANIE GENOMOV BAKTERIOFAGOV
MSF1 A MSF2 S VYBRANYMI ENTEROKOKOVYMI PROFAGMI

Sulak M., Fecuova V.

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

ABSTRAKT

Bakteriofagy MSF1 a MSF2 patria medzi bakteriofdgy infikujuce bakteridlny druh
Enterococcus faecalis. Pre podrobnejSiu charakterizaciu gendomov tychto bakteriofagov sa
pripravili génové banky MSF, MSF2 fagovej DNA v hostite'skom organizme Escherichia
coli. Fragmenty DNA (>600 kbp) sa klonovali v klonovacom vektorom systéme
pUC118/EcoRI a pUC118/Hincll. Ciastoéne sa sekvenovalo 30 fragmentov figovej DNA
MSF1 a MSF2. Génové useky kodovali hypotetické proteiny, konzervované proteinové
domény, casti lytického modulu (MSF1), stavebné moduly a iné. VSetky ziskané sekvencie
vykazuju vyznamna podobnost’ (viac ako 90%) s uz zndmymi fagovymi alebo profagovymi
sekvenciami, ¢o naznacuje limitovanl variabilitu a vSeobecnu roz§irenost” enterokokovych
bakteriofagov. Bioinformatickou analyzou dostupnych sekvencii bakteriofagov Enterococcus
spp. sme potvrdili limitovanu variabilitu tychto bakteriofagov.

UvoOD

Virusy su obligatne vnutrobunkové parazity, ktoré pre svoju reprodukciu potrebuju
hostitel'sky organizmus, pretoze im chyba reprodukény aparat. Samostatnu skupinu virusov
tvoria bakteriofagy. Ich vyskyt je podmieneny pritomnostou baktérii a teda mézeme ich najst’
v kazdom prostredi. Najbohat$im zdrojom je more, kde ich koncentracia dosahuje 10* - 10’
fagovych castic na ml (Wichels a kol.,1998). Najviac preskimané su fagy crevnych baktérii
Escherichia coli a Salmonella typhimurium. Vysokd 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).

V sucasnosti su bakteriofdgy zaujimavé z medicinskeho hl'adiska. Uz v roku 1920 sa zacali
vyuzivat ich antibakteridlne ucinky. Fagova terapia sa osvedcila pri liecbe sepsi (otrave krvi),
gastroenterologickych ako aj nozokomialnych infekcii.

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

MATERIAL A METODIKA
Bakteridalne kmene ich kultivacia a analyza DNA:

Kmene E. coli K12 ER2267 a ER1821 réstli na médiu Luria-Bertani (LB) pri teplote 37 °C.
Agarové platne boli pripravené pridanim agaru do zivného média. Kmen 47/3 povodne
klasifikovany ako Streptococcus bovis, po 16S rRNA analyze sa preklasifikoval na kmen
Enterococcus faecalis 47/3 (Nigutova a kol., 2008). Kmen rastol na zivnom médiu Todd-
Hewitt pri teplote 37 °C. Po kultivacii sa kmen E. faecalis 47/3 infikoval fdgovym roztokom a
DNA izolovala klasickym postupom podl'a Maniatis a kol. (1989).

Klonovanie a sekvencnd analyza:
Totalna fagovd DNA sa parcidlne postiepila restrikénymi endonukledzami Hindlll, Hincll,
EcoRl, Tsp509I1 a Sspl. Fragmenty DNA s velkostou nad 600 kbp sa vyextrahovali z gélu a
ligovali do vektorovych systémov pUC118/EcoRlI a pUCI118/Hincll. Ligacné zmesi sa
pouzili na transformaciu kompetentnych buniek E. coli ER1821 a E. coli ER2267.
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Transformaéné zmesi sa vysiali na LB platne s obsahom ampicilinom (100 pg.ml™).
Individudlne transformanty sa po inkubécii podrobili d’alSej analyze Ziskané rekombinanty sa
kompletne sekvenovali a sekvencie sa analyzovali pouzitim blast algoritmu (Altschul a kol.,
1997) dostupného na http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi a gendomy enterokokovych
bakteriofagov sme porovnavali za ucfelom najdenia homolognych génov  pouzitim
genomeblast analyzy dostupnej na http://bioinfo-srvl.awh.unomaha.edu/genomeblast. Za
homologické sme povazovali tie gény, ktoré v oblasti predstavujucej minimalne 50% génu
vykazali identitu viac ako 30%.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Aj ked je druh E. faecalis intenzivne Studovany ako vyznamny patogén, existuje relativne
malo informacii o gendémoch bakteriofagov infikujtcich tento druh. V tejto chvili (jul 2011) je
v GenBank databaze dostupnych 8 sekvencii kompletnych genémov bakteriofagov
Enterococcus spp. Velkosti gendmov su vrozmedzi 16,9 az 142,1kbp. Porovnavanim
genomov jednotlivych bakteriofagov sme klasifikovali bakteriofagy do troch skupin
korelujticich s velkostou genému (Tab. 1). Do prvej Skupiny patria malé bakteriofagy

Tab. 1. Porovnanie gendmov bakteriofagov Enterococus spp.

Genome No. of homologues in genome of
. Number
Group/Phage Size
of genes
(kbp) EFRM31 EFAP-1 phiFLIA phiFL2A phiFL3A phiFL4A phiEfl1  phiEF24C

1/ EFRM31 16,9 23 23 20 4 4 0 0 2 14
1/ EFAP-1 21,1 24 20 24 0 0 5 3 2 15
11/ phiFL1A 38,8 61 4 0 61 57 54 17 35 15
II /phiFL2A 36,3 63 4 0 57 63 56 26 32 16
I/ phiFL3A 39,6 64 0 5 54 56 64 13 35 21
II / phiFL4A 37,9 55 0 3 17 26 13 55 10 10
11/ phiEfl11 42,8 65 2 2 35 32 25 10 65 22

III /phiEF24C  142,1 226 14 15 15 16 21 10 22 226

(EFRM31 a EFAP-1). Do druhej skupiny radime fagy s tzv. strednou velkostou genomu
(phiFL1A, phiFL2A, phiFL3A, phiFL4A aphiEfl1). Posledna skupina je tvorend fagom
phiEF24C s najvacsim gendmom. Najviac homolognych génov obsahuju fagy patriace do
prvej skupiny — skupiny s najmensim genomom. Pri celkovom pocte génov 24 obsahuju az 20
homolégov. Bakteriofagy II. skupiny vykazuji 40 — 80 % zastipenie homologov v ramci
skupiny. Zaujimavo vyzera bakteriofag phiEF24C, ktory ma najvicsiu velkost' gendému
a obsahuje priblizne iba 6,5 % homolégnych génov — teda génov, ktoré sa nachadzaji na
genome inych bakteriofdgov Enterococcus spp. Prekvapujico relativne vel'mi vysoky pocet
homologov sa dd najst medzi skupinou I.alll. teda fagmi snajmensSim a najvacSim
genomom. Nepodarilo sa ndm vsak detegovat’ gén, ktory by bol pritomny vo vSetkych doteraz
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znamych bakteriofagoch Enterococcus spp. Najviac unikatnych génov koduje najvacsi
bakteriofag phiEF24C, ¢o zrejme suvisi s faktom, ze velké bakteriofagy su len minimalne
zavislé na enzymoch kdédovanych hostitel'om a na rozdiel od menSich bakteriofagov si koduju
vSetky enzymy potrebné pre expresiu fagového genému.

Tab. 2: Porovnanie sekvencii bakteriofagov MSF1 a MSF2 s kompletnymi gendmami fagov
Enterococcus spp.

Best Hit (%) in Group

Phage/Clone Group I Group IT Gronp 1
MSF1/R1 YP_OO3217027879.1 ZP_0322/2192.1 YP_O()315502’4317.1
MSF1 /R2 YP_O(2‘217027878.1 ZP_O;§Z2704.1 YP_O(2‘12502’4139.1
MSF1/R3 YP_O()2287027878.1 ZP_O;?E/}’SW.I YP_O()312502’4281.1
MSF1 /R4 YP_OO3257027874.1 ZP_O;§§Z423.1 YP_O(L12502’4139.1
MSF1/R5 YP_OQSZ37OZ7892.1 ZP_0170505 0} 0638. 1 YP_oo3 11502’4300.1
MSF1/R6 YP_O%247027876.1 CBI;;/?I.I YP_O%12502’4164,1
MSF1/R7 YP_O()2277027878.1 ZP_O;;%:OOS.I YP_O()312502’4164.1
MSF1 /RS YP_O(Z‘Z67027890.1 EF[J9?51"}(’60.1 YP_O()513502’4295,1
MSF1/R9 YP_O()2227027879.1 ZP_O;;S"/}’@S.I YP_O()3155‘3(’4317.1
MSF1/R10 YP_0%20127892.1 ZP_022§2395.1 YP_O()310502041 15.1
MSF2 /R11 No mgmﬁfz?llllltdmmllanty ZP_OS;§/407S6.1 YP_O(Z‘ 115‘304150,1
MSF2/R12 YP_OO3267027878.1 ZP_0;2§/60898.1 YP_O()7185024269.1
MSF2 / R13 YP_0(2‘227027877.1 ACi?g;fIl YP_O()314502)4209.1

Pri genomickej analyze bakteriofagov MSF1 a MSF2 izolovanych z mlieka sme analyzovali
priblizne 30 rekombinantov predstavujlcich priblizne % genému bakteriofaga MSF1 a %
genému bakteriofaga MSF2. Algoritmom blastx sme pozorovali vyznamni podobnost
nukleotidovych sekvencii nami pripravenych rekombinantov s ¢astami inych bakteriofagov
u vSetkych klonov. NasSe bakteriofagy patria medzi stredne vel'ké bakteriofagy a v sulade
s tym vykazovali vyznamnu podobnost’ (minimélne 90%) bakteriofagom II skupiny (Tab. 2).
Len v jednom pripade sa pozorovala podobnost’ ku génom bakteriofagov II. a IIl. skupiny
vysSia nez 70%. Analyza bakteriofaga MSF2 ukézala, Ze je prakticky identicky s
bakteriofagom phiFL1A izolovanym z klinickych kmenov E. faecalis (Yasmin a kol.,2009)
Bakteriofag MSF1 okrem podobnosti ku genomom lytickych bakteriofagov E. faecalis
vykazuje vyznamnu sekvenénii podobnost’ a rovnakt lokalizaciu jednotlivych génov ako
profagy identifikované v kompletne sekvenovanych gendmoch baktérii E. faecalis CH188
a ATCC4200 a je pravdepodobne samostatne zijucim analégom tychto profagov.

Z naSich vysledkov vyplyva, ze enterokokové bakteriofdgy patria medzi menej variabilné
fagy s ubiquitdrnym vyskytom.
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ANTIOXIDACNY STATUS BROJLEROV A NOSNIC PO PRIJME THYMUS
VULGARIS DIETOU

Jana Takacova

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

ABSTRAKT

Thymus vulgaris je vyznamnym antioxidantom. Pouziva sa na zmiernenie chorob tykajucich
sa oxidacného stresu. Ciel'om préce bolo sledovat’ vplyv 0,05% koncentracie éterického oleja
Thymus vulgaris prijatétho v krmive na integritu ¢revného epitelu kurciat a na niektoré
parametre antioxida¢ného statusu v mukoze tenkého Creva, oblickéach, peceni, krvi, plazme
a na fagocytarnu aktivitu v krvi kurciat. Vzorky krvi a tkaniv boli odobraté po 12 tyzdiioch
kfmenia nosnic a po 5 tyzdinoch kimenia brojlerov. Koncentracia malondialdehydu v oblicke
bola signifikantne vysSia u nosnic oproti brojlerom a aktivity glutation peroxidazy v Creve,
krvi a oblicke a tioredoxin reduktazy v ¢reve a oblicke boli tiez signifikantne vysSie u nosnic.
Fagocytarna aktivita a index fagocytarnej aktivity boli taktiez signifikantne zvySené u nosnic,
podobne ako u vysSie uvedenych parametrov. Pri sledovanej koncentracii tymidnu bol
namerany vyssi elektricky odpor steny duodena u nosnic v porovnani so skupinou brojlerov.
Vysledky ukazuju, Ze pridavok tymianovej silice v koncentracii 0,05% do krmiva zvySuje
antioxidaént ochranu organizmu nosnic pri dlhodobom podéavani vyznamnejSie ako tomu je
pri kratkodobom podavani u brojlerov.

UvOoD

Autori uvadzaju antimikrobidlny (Fabian a kol., 2006) a antioxida¢ny (Faix a kol., 2007)
ucinok éterickych olejov, ich schopnost pdsobit’ protizépalovo (Juhds akol., 2008) a
vychytavat’ vol'né radikaly. Fenolové zlozky éterického oleja ovplyviiuji tiez antioxidacnu
aktivitu amaji spazmolyticky ucinok (Sacchetti et al., 2005). Antioxida¢nd ochrana
zabezpecuje aktivne odstraniovanie reaktivnych volnych radikdlov pomocou antioxidantov
(Faitweather-Tait a kol., 2010). Tymian obsahuje velké mnozstvo u¢innych latok (silice,
triesloviny, horCiny, flavony), aromatické kyseliny, triterpenické kyseliny. Pouziva sa vo
farmaceutickom a potravinarskom priemysle. Intestindlna absorbcia zivin je vysoko
ovplyvnena zdravotnym, teda funkénym stavom crevného traktu. Jednym z potencidlnych
toxickych faktorov ¢revného poskodenia st kyslikové radikaly v bunkach. Tieto superoxidové
radikaly indukuju pocetné iné poskodzujuce voIné radikaly, ako napr. hydroxyl radikaly
a peroxid vodika, ktoré su schopné zapricinit’ progresivny rozpad buniek (Harman, 1984).
VolIné radikaly mozu poskodit’ bunky ¢revnej steny a sposobit’ poruchu absorbcie a transportu
zivin. Integrita (celistvost’) Crevnej steny moze byt vyjadrend transepitelidlnou elektrickou
rezistenciou (TEER).

Cielom experimentu bolo Studovat' antioxida¢ny status brojlerov anosnic po prijme
tymianovej silice diétou, ajeho vplyv na integritu duodendlnej steny ana fagocytarnu
aktivitu u kurciat.

MATERIAL A METODY

30 kurciat hybridného plemena ROSS 308 ( Parovské Haje, Nitra) s priemernou ZzZivou
hmotnostou 45 g a 27 jednodilovych kurciat plemena ISA BROWN s priemernou Zivou
hmotnostou 40 g bolo rozdelenych do troch skupin. Kurcata boli chované na podsticlke
z drevenych hoblin. Teplota a svetelny rezim boli upravené pre poziadavky daného plemena
a vekovej kategorie kurciat. Zvieratd mali volny pristup k vode a krmivu. Kontrolné skupiny
boli kfmené Standardnymi diétami (brojlery- BIOFED — KKZ BR2, Kolarovo, Slovensko;
nosnice - HYD — 04/b, Spi$ s.r.o, Slovensko). Druhé kontrolné skupiny boli kimené diétou
obohatenou o slne¢nicovy olej v koncentracii 1%. Pokusné skupiny dostavali diétu obohatent
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o tymian v koncentracii 0,05 %. Tymianova silica (HANUS, Nitra, Slovenska republika) pre
brojlery aj nosnice bola zriedena so slne¢nicovym olejom, pricom vyslednd koncentracia
slne¢nicového oleja v diéte bola 1%. Vzorky krvi a tkaniv nosnic boli odobraté po 12
tyzdinoch kfmenia, ubrojlerov po 5 tyzdioch kfmenia.  Elektricky odpor (TEER)
duodenalneho tkaniva bol merany v modifikovanom komorkovom systéme, zaloZenom na
principe Ussing Chambers. Aktivita glutation peroxidazy (GPx) v peceni a epiteli duodena
bola merand podla Paglia a Valentine (1967). Stanovenie aktivity thioredoxin reduktazy
(TrxR) bolo robené metodou podla Holmgrena a Bjornstenda (1995). Koncentracia
malondialdehydu (MDA) vo vzorkach pecene a epitelu duodena bola po homogenizacii
s deionizovanou vodou merand modifikovanou fluorometrickou metdédou (Jo a Ann 1998).
Celkovy antioxidac¢ny status (TAS) v plazme, hemoglobin (Hb) a aktivita GPx v krvi boli
merané spektrofotometricky kitmi firmy Randox. Koncentracia bielkovin v tkanivach bola
merana spektrofotometrickou metdédou podl'a Bradforda (1976). Fagocytarna aktivita bola
merand podl'a Hrubiska (1981).

Na statistické vyhodnotenie vysledkov bol pouzity neparovy t - test. Vysledky st uvedené
ako priemerna hodnota + SEM.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Kurcata pocas celej doby kfmenia boli culé anevykazovali ziadne klinické priznaky
ochorenia. Pri 0,05% koncentracii tymidnu unosnic bol namerany signifikantne vyssi
elektricky odpor bunkovej steny v 3. — 18. minate v porovnani so skupinou brojlerov (Graf

1).

Graf 1. Hodnoty elektrického odporu duodena u nosnic a brojlerov v jednotlivych minatach
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VysSie hodnoty TEER unosnic s 0,05% koncentraciou Thymus vulgaris v diéte oproti
brojlerom si vysvetlujeme zabezpecenim integrity duodendlneho tkaniva atym zniZzenym
prestupom i6nov. Dokazom nasej hypotézy mdze byt histologické vySetrenie Crevnej steny.

Koncentracia GPx v Creve, obliCke, krvi a koncentracia TRxR v ¢reve a oblicke bola
signifikantne vysSia unosnic oproti brojlerom v skupine s pridavkom tymidnovej silice
v koncentracii 0,05% (Tab.1). GPx a TRxR patria medzi enzymové antioxidanty, ktoré maja
vyznamné zastipenie v intracelularnom priestore. Hlavna uloha GPx je katalyzacia redukcie
H,0; a organickych hydroperoxidov na prislusny alkohol alebo prislusny alkohol alebo vodu
a oxidovany tripeptid glutationu. Oblicky obsahuji vysoku koncentraciu plazmovej pGSH-Px
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mRNA a st hlavnym miestom produkcie tohto enzymu (Avissar a kol, 1994). TRxR spolu
s glutationom a d’al$im systémom udrziava vol'né —SH skupiny (Arner a Holmgren, 2006).
Pomocou NADPH, ktory sluzi ako donor elektréonov, redukuje TRxR tioredoxin. Samotny
tioredoxin potom zvySuje redukénu kapacitu enzymov, ktoré sa zacastiiuji antioxida¢nych
aktivit (Mustacich a Powis, 2000). TRxR je nevyhnutné pre regulaciu proteinov v bunkéch,
zabezpecenie rovnovahy v redoxnom systéme a na zmiernenie $kod spdsobenych kyslikovymi
radikalmi generovanymi pomocou oxidacnej fosforylacie v mitochondriach (Conrad, 2004).
Z nameranych vysledkov vyplyva, Ze tymidnova silica pridand do krmiva v koncentracii
0,05% zvySuje antioxidacni ochranu organizmu u dlhodobo kfmenych kurciat nosivého
plemena v porovnani s kratkodobo kfmenymi brojlermi. Koncentracia MDA v obli¢kach
u nosnic bola vyssia pri pridavku tymianovej silice v koncentracii 0,05% oproti brojlerom.
Aktivita antioxidacnych enzymov mdze stupat’ v odpovedi na oxidacny stres (Dvorska, 2007).
Z nameranych hodndt vyplyva, ze pri 0,05% koncentracii tymidnu je zabezpecena
antioxidacna ochrana buniek, ked’Zze aj hladina GPx v oblickach bola signifikantne vysSia
u nosnic v porovnani s brojlermi. MDA je ukazovatel'om intenzity lipidovej peroxidacie.
Lipidovd peroxidacia je pokladand za hlavny ukazovatel trovne oxidacného stresu
(Yagi,1998). Meranie tvorby reaktivnych substancii kyseliny tiobarbitirovej (TBARS —
thiobarbituric acid reactive substances), ako s hydroperoxidy aaldehydy, je
najpouzivanejSim hodnotenim intenzity lipidovej peroxidéacie (Armstrong a Browne, 1994).

Tabul’ka 1. Aktivita glutation peroxidazy (GPx) a tioredoxin reduktazy (TRxR) a koncentracia
malondialdehydu (MDA)

PARAMETER BROJLER NOSNICA
GPx v &reve (U.g ' bielkovin) 15,00+0,09* 19.81+1,59°
GPx v oblicke (U.g'bielkovin) 7,54+1,15 24,41+2,04°
GPx v krvi (U.g'hemoglobinu) 92,23+11,49*  127,7+7,62°
MDA v obli¢ke (nmol.g 'bielkovin) ~ 48,7+4,1 74,7+4,4°
TRxR v &reve (U.g ' bielkovin) 0,19+0,05° 0,57+0,09°
TRxR v obli¢ke (U.g 'bielkovin) 0,05+0,02° 0,25+0,03°

Rozdielne pismena horného indexu znamenaju signifikantné rozdiely (P<0,05);
hodnoty st priemery + SEM, n=9.

Fagocytarna aktivita ako aj index fagocytarnej aktivity boli signifikantne zvySené u nosnic pri
0,05% pridavku tymidnove;j silice oproti brojlerom (Tab.2). Fagocytdza je proces typicky pre
bunky, ktoré oznaCujeme ako fagocyty, medzi ktoré patria neutrofily, eozinofily, monocyty
a tkanivové makrofagy. Podavanie tymianového éterického oleja stimulovalo fagocytarnu
aktivitu leukocytov unosnic. KedZze fagocytarna aktivita je len jednym z imunitnych
parametrov, mdzeme iba predpokladat, ze 0,05% koncentrdcia tymidnu v krmive moze
zlepSovat’ imunitné funkcie organizmu.

Tabul’ka 2. Fagocytarna aktivita a index fagocytarnej aktivity u nosnic a brojlerov kimenych
bazalnou diétou s 0,05% koncentraciou tymianove;j silice.

Parameter BROJLER NOSNICA
Fagocytarna aktivita (%) 40,13+0,61° 42,25i0,75b
Index fagocytarnej aktivity 2,10+0,05° 2,35i0,05b

Rozdielne pismena horného indexu znamenaju signifikantné rozdiely (P<0,05);
hodnoty st priemery + SEM, n=9.
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Z nasich vysledkov vyplyva, ze tymianova silica pridand do krmiva vyznamnejSie zvySuje
antioxida¢nu ochranu kurciat pri dlhodobejSom podavani, a tiez pozitivne vplyva na imunitny
systém kurciat.
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VPLYV HYPODYNAMIE NA KOSTI PANVOVEJ KONCATINY JAPONSKEJ
PREPELICE

Tarabova L., Cigankova V.

Katedra anatémie, histolégie a fyziolégie, Ustav histolégie a embryolégie, UVLF, KoSice

ABSTRAKT

Mikrogravitacia indukuje morfologické, biochemické a funkéné zmeny na rozlicnych
tkanivach a orgdnoch, preto je jednym z limitujucich faktorov nielen pri pobyte zvierat a l'udi
vo vesmire, ale aj u dlhodobo leziacich pacientov. V praci sme porovnavali zmeny
v mikroskopickej a submikroskopickej Struktire Spongidzneho kostného tkaniva, zmeny
v uhlovani kosti panvovych koncatin a vylucovanie vapnika trusom u japonskych prepelic na
56., 63. a 90. defi trvania simulovanej mikrogravitacie - hypodynamie. V zavislosti od dizky
trvania hypodynamie sa v kostnom tkanive zvySoval pocet osteoklastov, zvac¢Sovala sa plocha
ich kontaktu s kostnymi tramcami, znizoval sa pocet osteoblastov, v porovnani s kontrolnou
skupinou. V désledku atrofie svalov panvovych koncatin dochadzalo ku vyraznym
kontrakturam kibov. Zaroveii sme zaznamenali zvy$ené vyludovanie vapnika trusom.

UvOoD

Japonska prepelica je vdakasvojej adaptabilite na zmenené podmienky, nenarocnosti,
kratkemu reprodukénému cyklu a vysokej produkcii biologicky hodnotného mésa a vajec
idedlnym pokusnym zvieratom pre experimenty vo vesmire asluzi aj pre simulovanu
mikrogravitaciu na Zemi — hypodynamiu (Boda, 1997; Baumgartner a Hetényi, 2001;
Skrobanek a Hran¢ova, 2003). Cielom naSej prace bolo objasnit vplyv hypodynamie na
katabolické procesy prebiehajtice v kostnom tkanive.

MATERIAL A METODIKA

Pokusy boli robené na Ustave biochémie a genetiky SAV v Ivanke pri Dunaji v stulade so
zakonmi a predpismi Slovenskej republiky (Korim a kol., 2003). Do jednotlivych pokusov
dizky trvania hypodynamie bolo zaradenych po 10 kuréiat sam&ieho pohlavia. Kohutiky vo
veku 2 dni po vyliahnuti boli fixované v $pecidlnych zavesnych konstrukciach a po dosiahnuti
dospelosti v $pecialnych koSielkach tak, aby sa panvovymi koncatinami nemohli dotykat
zeme, ale aby mali pristup ku krmivu aku vode ad libitum. Kontrolné¢ zvieratd boli
umiestnené v rovnakej miestnosti v boxoch, kimené rovnakou kifmnou zmesou ad libitum ako
pokusné. 56 a 63 diova hypodynamiu prezili vSetky kohutiky, 90 dilovli hypodynamiu prezilo
len 6 jedincov. Zvierata boli usmrtené dekapitaciou a bezprostredne po usmrteni boli odobraté
celé panvové koncatiny, ktoré boli ulozené do 4% neutralneho formaldehydu a pripevnené na
pevnu podlozku tak, aby vo fixanom roztoku nedoslo k zmene uhlovania koncatin.
Rontgenogramy sme zhotovili pomocou digitdlneho rontgenového pristroja GIRTH 400
z lateromedidlnej projekcie. Vzorky pre transmisnu elektronovi mikroskopiu sme odoberali z
proximalnej Casti stehnovej kosti a ihned’ po odobrati fixovali 3% -tnym glutaraldehydom v
0.1 M kakodylatovom pufri a odvapnené v EDTA. Po postfixacii v 1% OsO4 a odvodneni
v vzostupnej acetonovej rade sme  vzorky zaliali do Durcupanu (ACM Fluka). Po
polymerizacii zalievacej hmoty sme vzorky pre svetelni mikroskopiu (SEM) rezali na
polotenké rezy o hrubke 1 pm na ultramikrotéme Tesla BS 490, ofarbili toluidinovou modrou
(1% roztok tetraboritanu sodného) a pozorovali svetelnym mikroskopom Jenamed 2.
Mikrofotografie sme urobili pomocou digitdlneho mikrofotografického zariadenia. Ultratenké
rezy pre TEM sme dvojfazovo kontrastovali uranyl acetatom a citrdtom olovnatym
a pozorovali na elektronovom mikroskope Tesla BS 500. Zhotovené elektonogramy sme po
ich spracovani vyhodnotili. Trus japonskych prepelic sme odoberali od kontrolnej skupiny,
ako aj od pokusnych zvierat v sledovanych ¢asovych intervaloch. Vzorky boli predsusené na
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kon$tantni hmotnost’ pri 150 °C a suSené¢ v Muflovej peci pri 500°C. Ziskany popol bol
rozpusteny v HCIl, vapnik sa vyzrdzal ako S§tavelan vapenaty. Zrazenina bola rozpustena
v kyseline sirovej a nasledne titrovana manganistanom draselnym.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V $pongiéznom kostnom tkanive experimentalnych prepelic sme po hypodynamii trvajuce;j
56, 63 a90 dni pozorovali oproti kontrolnym zvieratdim vyrazné zmeny. So zvySujicou sa
dizkou trvania hypodynamie sa zvy$ovalo mnoZstvo osteoklastov nasadajiicich na povrch
kostnych tramcov, ich velkost’ a rezorb¢cna aktivita. Mali vel'ké mnoZstvo euchromatickych
jadier (6-12), ktoré sa nachadzali v blizkosti Golgiho komplexu a v cytoplazme obsahovali
lyzozomy a velké mnozstvo vakuol. V mieste kontaktu skostnym tramcom vytvarali
osteoklasty tzv. ,,ruffled border* — kefkovity lem tvoreny mikroklkami, ktory zva¢suje aktivnu
rezorbénti plochu osteoklastu. MnozZstvo mikroklkov sa zvy$ovalo s pribudajucou dizkou
trvania hypodynamie. Osteoklasty svojou rezorbénou cinnostou vytvarali na povrchu
kostnych tramcov priehlbinky, tzv. Howshipove lakiny. Osteoblasty, ktoré sa podielaji na
tvorbe kostného tkaniva sa na 56. defl nachadzali na povrchu kostnych trdmcov v malych
skupinkach a mali kubicky tvar. Na 63. defi sme osteoblasty nachadzali len sporadicky ako
jednotlivé bunky a po hypodynamii trvajicej 90 dni neboli osteoblasty pritomné vdbec.
Mnozstvo vapnika vyluac¢eného trusom pokusnych zvierat bolo oproti kontrolnym zvieratam
vysSie v kazdej faze hypodynamie a malo tendenciu sa s pribudajicimi diiami experimentu
zvySovat'. Rontgenograficky sme potvrdili vyrazné zmeny v uhlovani pitového kibu a mierne
zmeny v kolennom kibe na 63. a 90. deft hypodynamie, ktoré nastali vplyvom absencie zataze
a pohybu a atrofiou kostrovej svaloviny. Najvyraznejsie boli kontraktury kibov ossa
digitorum pedis. Na rontgenogramoch sme zaroven pozorovali zmeny v denzite kostného
tkaniva vysetrovanych koncatin, kedy kosti pokusnych zvierat vykazovali nizsiu radioopacitu
ako kontroly, ¢o sved¢i o demineralizécii kosti pokusnych zvierat.

Vplyv simulovanej mikrogravitacie a mikrogravitacie vo vesmire na organizmus zivo¢ichov
skimalo viacero autorov. Zaznamenali nielen negativny vplyv mikrograviticie na vépnikovy
metabolizmus I'udi (Whedon a Rambaut, 2005; Smith a kol., 1999), prestavbu kosti (Saxena
akol.,, 2007; Fleming akol.,, 2002), ale aj na zmeny v ultrastruktire kostnych buniek
(Rodionova kol., 2002). Morfologické zmeny v Strukture Spongidézneho kostného tkaniva
a v ultrastruktare kostnych buniek japonskych prepelic vo svojich experimentoch pozorovali
aj Zibrin akol. (2003) a AlmaSiova akol. (2010). Nepriaznivy vplyv simulovanej
mikrogravitacie na Zemi a vo vesmire pozorovali aj v inych tkanivach a organoch, napr. v
tenkom creve (Lenhardt a kol., 2001), v slezine, plicach a kostnej dreni (Zibrin a kol., 2005)
v oblickéach a semennikoch (Cigankova a kol., 1993) a v kostrovej svalovine (Holovska a kol.,
2010).
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KULTIVOVATEENE MIKROORGANIZMY Z GUANA NETOPIEROV
Vandzurova A.', Backor P.2, Jadova J.%, Pristas, P.""?

" Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat, SAV, Kosice

* Univerzita Mateja Bela, Katedra biolégie a ekolégie, Banskd Bystrica

ABSTRAKT

Baktérie rodu Staphylococcus si gram-pozitivne, v prirode vel'mi rozsirené baktérie zname
ako vyznamné l'udské a zvieracie patogény. V naSej praci sme analyzovali tridsat’ nahodne
vybranych bakteridlnych izolatov pochadzajicich z guana netopierov. VSetky izolaty su
tvorené grampozitivnymi koaguldzo negativnymi kokmi a pomocou MALDI-TOF boli zvicsa
identifikované ako S. mnepalensis, doteraz zndmy len z klinického materialu, a tak guano
nahromadené v blizkosti alebo priamo v l'udskych obydliach a stavbach moéze predstavovat
vyznamné zdravotné riziko.

UvOoD

Netopiere (Chiroptera) su tajuplné, vel'mi zaujimavé a eSte aj dnes malo poznané Zivocichy,
patriace medzi cicavce. Na Slovensku bolo doteraz zaznamenenych 28 druhov netopierov.
Maji mnozstvo vel'mi Specifickych adaptécii, st jediné cicavce so schopnostou aktivneho
letu a maju aj d’al$iu vynimo¢nu vlastnost’ — echolokéciu, vdaka ktorej dokazu viest’ "nocny
zivot" a tak plnit’ nenahraditelnti funkciu v prirode. Vd’aka svojej nocnej aktivite pocas dila
netopiere vyuzivaju pestri skalu ¢i uz prirodzenych ako napr. podzemné dutiny, jaskyne,
butlavé stromy, ale aj antropogénnych tkrytov ako veze kostolov a dutiny v domoch. Vd’aka
opakovanému a dlhoro¢nému pouzivaniu tych istych ukrytov sa na dne ukrytov tvori
z vyluckov netopierov (mo¢ a trus) guano. ZloZenie gudna sa mdze menit’ v zavislosti na
potrave netopierov, lovnych biotopoch a inych faktoroch. V tejto chvili existuje len minimum
informdcii o mikroflore traviaceho traktu netopierov. VacSina informdcii pritom pochadza
z neotropickej oblasti (Klite, 1965). Stadiu mikroflory netopierov paleoarktickej oblasti sa
venovali napr. Di Bella a kol. (Di Bella a kol., 2003), ktori v truse 6 druhov netopierov
identifikovali celkom 29 bakteridlnych druhov, prevazne patriacich do celade
Enterobacteriaceae, len vynimocne sa identifikovali druhy celadi Pseudomonadaceae
a Enterococcaceae.

Vzhl'adom na to, Ze netopiere mozu sluzit’ ako rezervoar, alebo prendsace viacerych zoonéz,
cielom tejto prace bolo rozsiritt poznatky o kultivovatelnych mikroorganizmoch
pochadzajucich z guana netopierov.

MATERIAL A METODIKA

Povod a spracovanie vzoriek. Guano z netopierov pouzité v nasich experimentoch pochadzalo
z guana letnej kolonie netopierov z veze kostola v Slovenskej Cup¢i.Vzorky guéna sa odobrali
v decembri 2010 a analyzovali na pritomnost’ kultivovate'nych baktérii. Ku vzorke guana (0,5
g) sa pridalo 10 ml sterilného PBS a po 20 min inkubacii za intenzivneho mieSania sa aliquoty
vysiali na neselektivne kultivatné médium (Nutrient agar No. 2, Oxoid, USA). Kultivacia
prebiehala v aerébnych podmienkach pri 37 °C v teplovzduSnom termostate. Podl'a normy
ISO 10390 sa stanovilo pH guana.

Zakladna mikrobiologickd charakterizacia izolatov. Po opakovanych subkultivaciach a
kontrole na Cistotu sa vybrané izolaty identifikovali pomocou analyzy proteinovych profilov
pristrojom MALDI-TOF Biotyper (Bruker Daltonics, Germany) a farbenim podl'a Grama.
Produkcia koagulazy sa testovala s pouzitim koagulazového testu firmy Fluka-Analytical
(Fluka, Switzerland).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Vzorky guéna pochddzali z letnej kolonie netopierov z veze kostola v Slovenskej Lupci a po
odobrani vzoriek boli transportované na Ustav fyziologie hospodarskych zvierat, SAV
v KoSiciach a analyzované. V tejto lokalite sa pravidelne vyskytuje kolénia do 200
exempléarov netopierov (samicky s juvenilnymi jedincami) s vyraznou prevahou druhu Myotis
myotis (85%) sprevadzaného druhom M. blythii (Backor a kol., 2007). Odhadovany vek
vzoriek guana je 6 rokov. Guano je tvorené¢ hnedymi az Ciernymi peletami o vel'kosti 5 — 8
mm, pH guana sme stanovili na 7,75. Kultiviciou na neselektivnom agare sme ziskali
kultivovatePné baktérie s poetnostou priblizne 2.10° cfu na gram guana. Po opakovanych

subkultiviciach sme tridsat’ ndhodne vybranych izolatov identifikovali pomocou MALDI-
TOF analyzy (Obr. 1).
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Len dva izolaty (E9 a E11) sa nepodarilo touto metddou identifikovat’. VSetky ostatné izolaty
sa pomocou MALDI-TOF identifikovali ako Stahylococcus nepalensis. Porovnanie MALDI-
TOF profilov Studovanych izolatov potvrdilo, Ze prevazna vécSina izolatov sa grupuje do
skupiny patriacej k druhu S. nepalensis (Obr. 2). Len 4 izolaty v skonStruovanom strome
vykazovali geneticki vzdialenost' vdcSiu ako 750, ktord je arbitrarne stanovend ako
maximalna vzdialenost medzi izolatmi toho ist¢ho druhu (Dubois akol., 2010). Mimo
skupinu S. nepalensis sa zaradili izolaty E9 a E11, neidentifikovateI'né pomocou MALDI-
TOF aizolaty E3 a El, taktiez identifikované ako S. nepalensis, ale s nizkym identifikaCnym
skore. Podobné ako izolaty skupiny S. nepalensis su vsak aj tieto 4 izolaty tvorené koagulaza
negativnymi grampozitivnymi kokmi rasticimi v zhlukoch, €o je typickou ¢rtou stafylokokov.
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Nezvyc€ajne nizka variabilita kultivovatelnych baktérii v Studovanej vzorke guana je
v prikrom rozpore s variabilitou baktérii v truse netopierov (Di Bella a kol., 2003) ako aj
s vysledkami $tadii mikroflory guéna. Vo vicsSine Studii sa vSak autori venovali guanu
zjaskynn. Kyslé guano ztohto prostredia (pH 3.5) osidluyjt najmid mikromycéty
(Actinomadura, Arcanobacteria a Nocardia), menej baktérie - nasli sa v iom zastupcovia
rodov Pseudomonas, Streptomyces a Stenotrophomonas (Elhottova a kol., 2003). V podobnej
studii z Pol'ska (Konieczna a kol., 2007) pozorovali v gudne netopierov; véitane druhu M.
myotis; vyuzivajicich ako letné ukryty kostoly aj S. aureus a S. sciuri, ale dominantnymi
kultivovatenymi druhmi boli podl'a ich pozorovania gramnegativne enterobaktérie. Samotna
izolacia druhu S. nepalensis  z gudna netopierov je prekvapujlica. Baktérie rodu
Staphylococcus st grampozitivne v prirode Casto sa vyskytujice baktérie, vyskytujlice sa aj
v traviacom trakte a féces teplokrvnych Zivocichov (Simonové a kol., 2006). Mnohé z nich
su zname ako vyznamné 'udské a zvieracie patogény. Rod Staphylococcus obsahuje najmene;j
38 druhov (Vernozy-Rozand a kol., 2000). Druh S. nepalensis je relativne novym druhom
tohto rodu. Bol pdvodne izolovany a popisany z koz so zapalom pl'uc z Himal4jskeho regionu
(Spergser a kol., 2003) a v sti¢asnosti je o iom dostupnych len minimum informacii. Okrem
povodného zachytu bol tento druh detegovany len raz a to z humanneho klinického materialu
(Novakova a kol., 2006).
Z nasich experimentov vyplyva, Ze vacSina kultivovatel'nych baktérii z guana netopierov patri
k druhu S. nepalensis. Kedze tento druh je aj humdnnym patogénom, moze tak guano
nahromadené v blizkosti, alebo priamo v l'udskych obydliach a stavbach predstavovat
vyznamné zdravotné riziko. Dal§ie experimenty, ako napr. testovanie biologickej aktivity a
antibiotickej rezistencie st potrebné pre posudenie rizik spojenych s vyskytom guéna.
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