" PRAHA
ROCNIK 31 (LIX)
CERVENEC 1986
CENA 10 Kés
(S ISSN 0590-5214




Védecky ¢asopis

VETERINARNI MEDICINA

Ridi redakéni rada:

akademik Otto Jaroslav Vrtiak (piedseda), akademik Kolo-
man Boda, MVDr. Miroslav Dvorak, CSc., prof. MVDr. Jan
Eledko, CSc., MVDr. Milo§ Halasa, CSc., prof. MVDr. Jozef
HruSovsky, DrSc., prof. MVDr. Dagmar Jezkova, DrSc.,
doc. MVDr. Evzen Jurdk, CSc., prof. MVDr. Ladislav Po-
lak, CSc., MVDr. Josef Straka, CSc., prof. MVDr. Bohumil
Sevéik, DrSc.

Za vedeni ¢asopisu odpovida akademik Otto Jaroslav Vrtiak
Redaktorka ing. Jovanka Vaclavickova

© Ustav védeckotechnickych informaci pro zemédélstvi,
Praha 1986

Védecky ¢asopis VETERINARNI MEDICINA uvefejnuje stu-
die, rozbory a védecka pojednani o vyife$enych tukolech vy-
zkumu z oboru veterinarni medicina. Vydava Ceskosloven-
skd akademie zemédélsk4d — Ustav védeckotechnickych in-
formaci pro zemédélstvi. Vychazi meési¢né. Redakce: 120 56
Praha 2, Slezska 7, telefon 257541. Celoro¢ni piredplatné
Kés 120,—.

Hayunbiit xypHan VETERINARNI MEDICINA ny6aukyer 06-
30pbl, aHanM3bl M HayuHble CTaTbM O PELUEHHbIX 3agaHuax no
HayuHOMYy wuccnegosaHuio B o6nactu BeTepuHapuu. M3gaer Ye-
XOCNoBauKas CEenbCKOXO3AWCTBEHHas akageMus — WMHCTUTYT Ha-
YUHO-TEXHUUECKON WHMOPMaUUM MO CENbCKOMY XO3AWCTBY. —
Bbixos B ceeT exemecauHo. Pegakuus 120 56 lMpara 2, Cnescka 7.

The scientific journal VETERINARNI MEDICINA publishes
studies, analyses and scientific treatises about the solved
research tasks in the line of the veterinary medicine. Pu-
blished by the Czechoslovak Academy of Agriculture — In-
stitute of Scientific and Technical Information for Agricul-
ture. Issued monthly. Editorial office 120 56 Prague 2, Slez-
ska 7.

Die wissenschaftliche Zeitschrift VETERINARNI MEDICI-
NA verotffentlicht Studien, Analysen und wissenschaftliche
Abhandlungen tiber die gelosten Forschungsaufgaben aus
dem Gebiete der Veterindrmedizin. Herausgegeben von der
Tschechoslowakischen landwirtschaftlichen Akademie — In-
stitut fiir wissenschaftlich-technische Information der Land-
wirtschaft. Erscheint monatlich. Redaktion 12056 Prag 2,
Slezska 7.




IMUNOENZYMATICKY PRUKAZ VIRU ENZOOTICKE LEUKOZY
SKOTU (BLV) V BUNECNYCH KULTURACH

B. Hofirek, M. Granatova, P. Horin, V. Madr, V. Pleva

HOFIREK, B. — GRANATOVA, M. — HORIN, P. — MADR, V. — PLEVA, V.
(Vysoka S$kola veterinarni, Brno; Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
Brno): Imunoenzymaticky prikaz viru enzootické leukézy skotu (BLV) v bu-
néénych kulturach. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 385-392.

V praci je popsana metodika provedeni imunoenzymatického testu pri prua-
kazu viru enzootické leukozy skotu (BLV) na bunkach fetalni jehnéci sleziny
(FLS) trvale produkujicich BLV a v lymfocytech infikovanych zvitat. V obou
pripadech, jak v bunkach FLS, tak 1 v lymfocytech, byl BLV prokazan imuno-
peroxidazovym testem. Pomoci definovanych sér ziskanych od zvifat po expe-
rimentalni i prirozené infekci byl BLV zminénym testem prokazan v bunkach
FLS ve vsech pripadech, kdy byla pouzita pozitivni séra s anti-BLV protilat-
kami. Tim byla prokazana i specifita prokazovanych protilatek. Analogicky
byl prokazan BLV v lymfocytech infikovanych zvirat, u nichz byla doba in-
fekce presné definovana. Metoda imunoperoxidazového testu na lymfocytech
je doporucovana v indikovanych pripadech k prukazu BLV u infikovanych
zvirat.

virus bovinni leukozy; lymfocyty: imunoperoxidazovy test

V souvislosti s programem tlumeni enzootické leukozy skotu je mi-
mofadna pozornost vénovana diagnostice této zavazné enzootie. Z prak-
tického hlediska stoji v popfedi zdjmu pochopitelné metody prikazu
protilatek proti BLV imunodifiznim testem (Hofirek a Varejka,
1978), séroneutralizacnim testem (Zavada aj., 1979) nebo ELISA
a RIA metodami (Franz aj., 1984, 1985). Tlumeni tak zavazné ndkazy,
jakou je enzootickd leukoza, ovSem vyZaduje i dalSi diagnostické me-
tody, které umoznuji prfimy prikaz BLV. Ani studium patogeneze se bez
téchto metod neobejde. Za urcitych okolnosti je v konkrétnich pripadech
dalezité vedet, zda zvife s prokdzanymi protildtkami je také nosiCem
viru.

V nasi domdci literatufe byla az dosud vénovdna podstatné mensi
pozornost primym metodam prikazu BLV neZ metodam prokazujicim
protildatky. Dil¢i vysledky byly publikovany o elektronoskopickém pri-
kazu (Valicek aj., 1985), o dikazu syncytidlnim testem (Boba -
kova aj, 1985) a konecné prace prokazujici aktivitu reverzni
transkriptazy (Altaner a Cerny, 1977).

V na$i praci zaméirujeme pozornost na imunoenzymaticky prikaz
BLV v kulturach virusprodukujicich FLS bunék a déale v lymfocytech ex-
perimentdlné i prirozené infikovanych zvifat BLV. Vedle metodické
stranky véci jsme ddle srovnavali vysledky imunoenzymatického prika-
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zu BLV s vysledky priikazu anti-BLV protildatek a jejich specifity. Ve
svém celku chce prace oveérit vhodnost tohoto zpisobu pfimého priikazu
BLV pro praxi. N4§ zdjem o tuto metodu byl obzvlasté motivovan skuatec-
nosti, Ze pfi prikazu anti-BLV protilatek se pouziti imunoenzymatic-
kych metod (ELISA) ukézalo jako velmi perspektivni (Macura aj.,
1984; Franz aj, 1984; Hofirek aj., 1985).

MATERIAL A METODA

Cely nas experiment se skladal ze tri samostatnych pokusu:

V prvnim pokusu jsme pomoci definovanych sér provadéli prukaz BLV v bu-
né¢né linii FLS bunék (klon G I/II) imunoperoxidazovym testem. Hovézi séra po-
trebna pro tento prikaz (pozitivni i negativni) jsme ziskali od skupiny 30 pokus-
nych byéku (¢ernostrakatého nizinného plemene, Sest mésicu starvch), z nichz 23
bylo ruznym zpusobem experimentalné infikovano (intraperitonealné lymlocyty.
spermatem sérologicky pozitivnich byku. déloznimi vyplasky sérologicky pozitivnich
krav) a zbylych sedm bylo ponechano jako kontrola, aniz byli od ostatnich izolo-
vani. VSechna pokusna zvirata byla sérologicky sledovana v meési¢énich intervalech
tfemi metodami (imunodifuzni, séroneutralizacni a ELISA), dvakrat pred infekei
a Sestkrat po experimentalni infekei. Za Sest meésicu po experimentalni infekcei byla
odebrana krev a ziskana séra byla pouzita v imunoperoxidazovém testu.

Ve druhém pokuse jsme obdobné provedli imunoperoxidazovy test na FLS
bunkach, pricemz jsme pouzili 36 sér od jalovicek (prevazné krizenky danského cer-
veného skotu a c¢ernostrakatého nizinného plemene s ¢eskym strakatym plemenem).
Rovnéz ¢ast téchto zvirat (26 jalovicek Sest mesicu starych) byla experimentalne
infikovana (intraperitonealné lymfocyty, plazma sérologicky a virologicky pozitiv-
nich donor®; intrauterinné plazma a lvmfocyty pozitivnich donort). Zbyvajicich
deset zvifat bylo ponechano jako kontroly bez izolace od experimentilné infiko-
vanvch., Cela tato skupina jalovi¢ek byla obdobné jako v predchazejicim experi-
mentu pravidelné sérologicky kontrolovina na prukaz anti-BILLV protilatek tremi
metodami (ID, PsNT a ELISA). VySetifovali jsme zpravidla v tydennich a dvouty-
dennich intervalech. Ve 12. mésici pokusu byla odebrana krev a ziskané sérum bylo
pouzito v imunoperoxidazovém testu jako v predchazejicich pokusech.

Ve tretim pokuse, ve kterém jsme pouzili imunoperoxidazovy test na izolova-
nych a kratkodobé kultivovanych lymfocytech, bylo zarazeno $est zvifat, z toho tri
pozitivni a tri negativni na prukaz anti-BLV protilatek. Z pozitivnich zvirtat slo
v jednom pripadé o perzistujici lymfocytézu, ve druhém o sérologicky pozitivni
zvifre (PsNT testem) a ve tretim pripadé o experimentalné infikovanou dojnici
(intraperitonealné lymfocyty). Téchto Sest zvirat, ktera byla zdrojem lymfocyti pro
imunoperoxidazovy test, bylo soucasné kontrolovano elektronoskopicky. Potfebna
pozitivni a negativni séra pro tuto reakci jsme ziskali ze soupravy ELISA pro dia-
gnostiku leukozy z n. p. Bioveta na Hané.

METODIKA PROVEDEN{ IMUNOENZYMATICKEHO-IMUNOPEROXIDAZOVEHO
TESTU (IET) NA BUNKACH FLS

Bunky FLS, klon G I'Il (bunéé¢na linie odvozena z bunék fetalni jehnéci sle-
ziny, ktera byla infikovana virem BLV a frvale jej produkuje), byly inkubovany
v mnozstvi 2 X 108 ml na Petriho miskach o pruméru 10 em. na jejichz dno byla
vlozena sklicka o rozmeérech 1,2 X 1,2 ¢m. Bunky FLS byly kultivovany v meédiu
MEM (EAGLE) TM SEVAC VI, doplnénem 5", fetalniho teleciho séra (FCS) pri
teploté 37°C v atmosfére s 59/, kysli¢niku uhli¢itého. Po ¢tyirech dnech se na skli¢-
kach vytvoril bunéény monolayer, ktery byl po usu$eni fixovin deset minut ace-
tonem, skli¢ka byla pouzita bud ihned. nebo byla uchovana pri teploté —20°C,

Sklicka s fixovanym monolayerem bunék FLS byla dvakrat oplachnuta 0.1 mol
roztokem TRIS HCI pufru pH 7,6. Pouzivané vzorky v testu vysetrovanych sér byly
naredény TRIS HCI pufrem v pomeru 1 :2 a naneseny na ususena sklicka. Po
45 minutach byla sklicka pétkrat oplachnuta roztokem TRIS HCIl pufru a na jejich
povrch byly naneseny krenovou peroxidizou znacené protilatky proti hovézimu
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imunoglobulinu SWAB (Px — USOL Praha), fedéné v poméru 1:10 TRIS HCI
pufrem. Po trech hodinach byla sklicka opét dukladné promyta TRIS HCl pufrem
a potom byl nanesen na 15 minut 0,075%, roztok 3,3'-diaminobenzidintetrahydro-
chlorid s 0,001%, HaO2. Po 15 minutach jsme skli¢ka opét promyli,

Jestlize se na monolayer bunék FLS navrstvi pozitivni sérum, pritomné anti-
-BLV protilatky se navazi na tyv c¢asti bunék FLS, ve kterych je pritomen virovy
antigen BLV: po imunoperoxidazovem testu se tato mista vybarvi tmavohnédé.
Bunky bez virového antigenu nebo bunky, na které byl nanesen negativni vzorek
séra bez anti-BLV protilatek, zustavaji zbarveny svétle hnédé.

Jako kontrolni pozitivni a negativni séra jsme pouzili séra ze soupravy ELISA
pro diagnostiku leukozy skotu z n. p. Bioveta, Ivanovice na Hané. Jako negativni
kontru)la bylo pouzito médium MEM. redéné roztokem TRIS HC] pufru v pomeé-
525 N U

METODIKA PROVEDENI IMUNOENZYMATICKEHO-IMUNOPEROXIDAZOVEHO
TESTU (IET) NA LYMFOCYTECH

Lymfocyty byly separovany z heparinované krve (10 jednotek na 1 ml krve).
Takto oSetrena Kkrev byla odstredovana 30 minut pfi 1200 otackach za minutu,
Vznikly buffy-coat bilych krvinek byl odsiat ze zkumavek Pasteurovou pipetou
a redén v poméru 1 :2 fyziologickym roztokem.

Tésné pred pouzitim byl pripraven 17%, roztok verografinu, po 4 ml rozpipe-
tovan do zkumavek a ve stejnéem mnozstvi byl opatrné navrstven naredény buffy-
-coat. Po centrifugaci 45 minut pri 1600 otackach za minutu byl odsat prstenec
lymfocytu, ktery se vytvoril mezi vrstvou verografinu a plazmy. Lymfocyty byly
potom dvakrat promyty fyziologickym roztokem (vZdy po resuspendovani byly od-
stfedény 10 minut pri 1000 otackach za minutu), potom byly resuspendovany
v mnozstvi 5 X 108'ml v médiu RPMI 1640 s 10 ¢/, FCS (fetal calf serum).

Kultivace probihala na sklickach o rozmérech 1,2 X 1,2 cm, vlozenych v Petri-
ho miskich o prameéru 6 em, v médiu 1640 s 109, FCS a s 4 ug.ml-! g-merkapto-
etanolu. g-merkaptoetanol je pouzit jako nespecificky mitogen hematopoetickych
bunék. Po 72 hodinach Kkultivace byla sklicka z Petriho misek vynata, opatrné
oplachnuta fyziologickym roztokem, ususena a po desetiminutové fixaci acetonem
byl proveden imunoperoxidazovy test obdobné jako s kulturou FLS bunék. Lymfo-
cyty z BLV pozitivnich zvirat, které nesly virovy antigen, se barvily intenzivné
hnédou barvou, ostatni lymfocyty nebo lymfocyty z negativnich vzorku zustavaly
svétle hnede.

Obdobné jako v predchazejicim imunoperoxidazovém testu provedeném na
FLS bunkach, i v tomto pripadé jsme jako kontrolni pozitivni a negativni séra po-
uzili sér ze soupravy ELISA z n. p. Bioveta, Ivanovice na Hané. Kontrolni negativni
lymfocyty byly ziskany ze zdravych zvifat, chovanych na katedre diagnostiky. te-
rapie a prevence VSV,

Hematologickou diagnostiku jsme délali na automatickém pocita¢i krevnich
¢astic Coulter-Counter a vysledky jsme hodnotili podle leukézniho klice.

Vysledky imunoenzymatického testu na lymfocytech a prukaz BLV byl kontro-
lovan elektronovou mikroskopii. Pouzili jsme metodiky rastrovaci elektronové mik-
roskopie (VUVeL. Brno). Suspenze propranych leukocytl, rozprostienad na kouscich
podloznich skli¢ek, byla za vlhka fixovana 3Y,, glutaraldehydem; po oprani vodou
byla sklicka s fixovanymi leukocyty odvodnéna stoupajici Ffadou alkohola a 1009,
acetonem. Po dvojim proprani v tekutém Kkysliéniku uhli¢itém byly bunky suSeny
v kritickém bodeé v pristroji POLARON E 3000. Po pokoveni zlatem v naparova-
cim pristroji POLARON E 5100 byly vzorky prohlizeny a fotografovany rastrova-
cim elektronovym mikroskopem TESLA BS 300.

VYSLEDKY

Vysledky prvniho pokusu naSeho experimentu zachycuje tab. I.
V testu jsme pouzili séra od 30 bykl rok starych, ktefi byli v Sesti mé-
sicich veku riznym zplsobem experimentdlné infikovani. Sérologicky
byly prokazany anti-BLV protilatky u deseti z téchto zvifat vSemi
pouzitymi metodami (ID, ELISA, PsNT). Slo o byky, ktefi byli infiko-
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1. Vysledky imunoperoxidazového testu na bunkach FLS pri pouziti imunologicky
definovanych sér 30 byki — The results of immunoperoxidase test on FLS cells
when immunologically defined serums of 30 bulls were used

Celkovy poéet VY'S‘edpeé‘ézf'x;’fiifff:“iiflyff{;e“‘ Vysledek imunoenzymatického
vvsetreni (sér) i protilstkami (1D, ELISA, PsNT) testu na FL.S bunkach
% 10 pozitivnich 10 pozitivnich
20 negativmich 20 negativnich

vani rtznymi davkami lymfocyti (4 X 105 — 6 X 10%). VSechna ostatni
zvirata, intikovana spermatem, plazmou i déloznimi vyplaSky, zlstala
bez protilatkové odpovédi.

Vysledky tohoto pokusu ukézaly plny souhlas mezi vysledkem séro-
logickych vySetfeni a vysledkem imunoenzymatické reakce na FLS buii-
kach. To znamena, ze vSemi séry pozitivnich zvirat byl prokazan na FLS
bunikdch BLV a naopak, pri pouZiti sér negativnich zvitat BLV prokazan
nebyl.

Ve druhém obdobném pokuse naSeho experimentu, ve kterém byla
pro imunoenzymaticky test pouZita séra od 36 jalovicek, jsme ziskali
vysledky, které jsme shrnuli do tab. 11

Z 26 experimentdlné infikovanych jalovicek bylo v dobé provedeni
imunoenzymatického testu 17 kust pozitivnich [protilatky byly proka-
zdny vSemi metodami — PsNT, ELISA, ID) a devet kus negativnich.
U ostatnich deseti zvifat vystavenych kontakini infekci byly tfi kusy
sérologicky pozitivni vSemi metodami a pét bylo negativnich. Ve dvou
ptipadech byla zjiSténa dubiozni reakce séroneutralizac¢nim testem. Vy-
Setfeni ID a ELISA testy bylo v téchto pripadech negativni.

V naSich pokusech jsme provedli také imunoperoxiddzovy test na
lymfocytech (obr. 1). V tomto pokuse byly pouZity lymfocyty od cilevé-
domé vybranych zvifat. Vysledek sérologického a imunoenzymatického
vySetieni byl kontrolovan i elektromikroskopickym vySetfenim. Vysledky
jsou shrnuty do tab. III.

II. Vysledek imunoperoxidazového testu na bunkach FLS pti pouziti imunologicky
definovanych sér 36 ialovicek — The result of immunoperoxidase test on FLS cells
when immunologically defined serums of 36 heifers were used

Celkovy pocet ‘ Prikaz protilatek Vysledek imunoenzymatického
vySetrenych sér (ID, ELISA, PsNT) testu (IET) na FLS burnkach

26 1 17 pozitivnich 17 pozitivnich
(experimentalni infekce) | 9 negativnich 0 negativnich

e N e haa e
| 3 pozitivni 3 pozitivni |

10 e ‘ L |
(kontaktni infekce) Zankiczal i B ety

! 5 negativni 5 negativni

* sérologicky pozitivni jen PsNT testem, vySetfeni ID a ELISA testy negativini
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1. Vysledek imunoperoxidazového testu
na lymfocytech z kratkodobé kultury;
na sklicku lymfocyty fixované aceto-
nem; skupina tmavé zbarvenych lymfo-
cytli = pozitivni reakce (prikaz BLV);
svétle zbarvené lymfocyty = negativni
reakce; zvetseni cca 500X — The result
of immunoperoxidase test on lympho-
cytes from a short-time culture. On the
slide: lymphocytes fixed by acetone;
a group of dark-coloured lymphocytes =
= positive reaction (BLV detected);
light-coloured lymphocytes = negative
reaction. Magnif. about 500 times

1II. Vysledky imunoperoxidazového testu na lymfocytech od imunologicky defino-

vanych zvirat — The results of immunoperoxidase test on lymphocytes of immuno-

logically defined animals

Pokisitié Vysledek Vysledek
oo Vysledek sérologického imunoenzy- clektrono-
’ ?"lr € a hematologického vysetieni matického skopického
1510 testu vySetfeni
8 (dojnice) dlouhodoby sérologicky i hematolo- ’
gicky reagent — evidovan 5 roku - I
+ -4

6 (jalovice)

3M (dojnice)

2 (dojnice)
3 (dojnice)
l 10M (dojnice)

prirozena infekce

kratkodoby sérologicky reagent
1 rok po experimentalni infekci

experimentalné infikovana 1 ml krve
1. per. pozitivniho donora
sérologicky pozitivni po infekci za
20 dnu

sérologikcy negativni
sérologicky negativni

sérologicky negativni

1. vySetreni
za 20 dnt

2. vysetfeni
za 41 dnt

Vysledek elektronoskopického vysetreni:

-+ = povrch lymfocytu je hluboce zbrazdény, popripadé jsou patrné husté protihlé vybézky

— = povrch lymfocytl je rozbrazdén jen mélce, popf. je povrch témér hladky
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DISKUSE

V posledni dobé jsme sveédky neobycCejného rozvoje enzymovych
imunoanalytickych metod, které se ve veterinarni mediciné uplatiiuji
predevSim na useku prikazu protilatek. Enzootickd leukoza skotu patii
mezi prvni infek&ni onemocnéni, u kterych byla v rutinni diagnostice
uplatnéna neprima imunoanalyticka metoda ELISA k prikazu anti-BLV
protilatek (Altaner aj., 1982; Franz aj., 1984; Hofirek aj,
1985). Tato skutecnost primo nabizi vyuzit enzymové imunoanalyzy v né-
které z moznych modifikaci, které tato diagnostickd metoda umozZnuje.

Program tlumeni enzootické leukozy skotu, jakoZ i studia nékterych
problémi patogeneze tohoto onemocnéni, si vyzadala propracovani vhod-
né metody, ktera by umoziiovala pohotovy priikaz BLV. Virus enzootické
leukozy skotu (BLV) lze prokézat riznymi metodami, z nichZ je mozZné
pouZit elektronové mikroskopie (LeSnik a Vrtiak, 1984; Vali-
¢cek aj., 1985), revertdzového testu (Rossler aj., 1980) nebo syn-
cytidlniho testu (Liebermann aj., 1982; Bobhakova aj., 1985).
VSechny uvedené metody jsou relativné obtiZzné, metodicky néarocné,
a tim téZko dostupné béZnym diagnostickym laboratorim. Proto jsme se
pokusili o priikaz BLV pfimo na principu enzymové imunoanalyzy. Imu-
noperoxidazovym testem detekovali BLV na infikovanych burikach BHK-
-21 Konopkova aj. (1985). NaSim koneCnym cilem byl prikaz BLV
na lymfocytech stejnym zptisobem.

Abychom zvladli metodiku provedeni tohoto testu, pokusili jsme se
o priikaz BLV nejdfive na buiikach FLS, klon G I/II, ktery je infikovan
BLV a trvale jej produkuje. Pfitomnost viru v této bunécné linii byla po-
tvrzena elektronoskopicky (Valicek aj, 1985). Tato buné&cnéa linie
FLS bunék se rovnéZ pouziva k priprave antigenu (Franz aj., 1984)
pro ELISA soupravu k diagnostice EBL, vyrdbénou n. p. Bioveta, Ivano-
vice na Hané. NaSe experimenty prokdzaly v obou pokusech vysokou
shodu mezi pozitivnimi reakcemi imunoenzymatického testu na FLS buil-
kach a prikazem anti-BLV protilatek. Tento vysledek potvrzuje speci-
ficnost prokazovanych anti-BLV protilatek. Vysledky primo nabi-
zeji mySlenku, Ze metody by bylo mozné vyuZit ke kontrole bunécnych
linii pouzivanych k produkci BLV antigenu pro diagnostické ucely. Bylo
totiZ prokazano, Ze klonovanim ptvodni bunécné linie FLS bunék lze
ziskat linie s rtznou produkci viru (Ban aj., 1985). Metoda by mohla
byt — vedle jinych (po zvladnuti kvantitativniho zplisobu vyjadfovani
vysledkli) vyuZita k vyhleddvani, resp. ke kontrole bunécnych linii
s optimalni produkci BLV.

ZkuSenosti, které jsme ziskali pfi prdaci s FLS bunécnou linii, byly
vyuZity pfi provadéni imunoperoxiddzového testu na lymfocytech v krat-
kodobych kulturach leukocytii. Test byl ovéfen na lymfocytech tFi mo-
delovych zvirat, u nichZ byla presné definovdna doba infekce BLV. Pro-
kézali jsme pozitivni vysledek imunoenzymatického testu na lymfocy-
tech u zvifete kratce po infekci (20. a 41. den), ale také u zvifete za
rok po experimentalni infekci. RovnéZ krdva evidovand pét rokl jako
sérologicky i hematologicky reagent (perzistujici lymfocytéza) byla po-
zitivni. Ve v8ech t&chto pfipadech byl pozitivni také vysledek elektrono-
skopického vySetfeni rastrovacim mikroskopem. U kontrolnich zvifat
byl test vZdy negativni. Na zakladé téchto vysledkd miZeme imuno-
enzymaticky test na lymfocytech doporudit jako relativn& jednoduchou
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metodu k prikazu BLV u infikovanych zvifat, ovSem vzhledem k pomér-
né malému poctu lymfocytd nesoucich genom BLV je tato metoda v po-
catecnich stadiich onemocnéni malo citliva.

Z naSi prace, kter4 meéla predevSim metodicky charakter, vyply-
nuly i nékteré poznatky, které maji vyznam bezprostfedné pro praxi.
Bylo prokazano, Ze zvifata po infekci jsou dlouhodobé& nosic¢i viru, nebot
jsme prokazovali lymfocyty s integrovanym BLV od 20. dne infekce az
do doby péti roki po infekci. Tento poznatek je tfeba brat v tvahu
pfi realizaci programu tlumeni enzootické leukoézy skotu. VSichni séro-
logiCti reagenti predstavuji obecné bezprostfedni nebezpeci pro ozdra-
vovane stado.
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FrOPUPEK, 6. — TPAHATOBA, M. — TOPXWH, N. — MAAP, B. — MN/NEBA, B. (Berte-
PUHapHbLIW MHCTUTYT, BpHO; HayuHO-MCCNEaOBaTENbCKMM MHCTUTYT BETEPUHApuW, BpHO):
UMyHHO3H3MMaTHUECKOe A0Ka3aTeNbCTBO BUPYCa 3H300TMUECKOro neiko3a ckota (BLV)
B KNeToyHbiX kynbtypax. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 385-392.

B pa6ote onucbiBaeTcs MeToAMKa NPOBEAEHWS MMYHHO3H3WMaTHUECKOro TecTa Ans AOKa3a-
TenbCTea BUpPYyCa 3H300TMUECKOro neukosa ckota (BLV) Ha knetkax neTtanbHbix cenese-
HOK ArHaT (FLS), nocrosHHo Bbipabatbisatownx BLV, u Ha numdounutax MHOUUUMPOBAHHbBIX
XWBOTHbIX. B 060oux cnyuasx, kak B knetkax FLS, Tak n B numcouutax, 6ein BLV gokasaH
UMYHHONEpoKCHUAa3HbiM TecTom. lpu nomowwu AedUHUPOBAHHBLIX CbIBOPOTOK, NONYUYEHHbIX
OT XMWBOTHbIX, 3aPaxEHHbIX 3KCNEPUMEHTANbHOW W ECTECTBEHHOW MHMdekuuen, 6bin BLV
yka3aHHbIM TeCTOM poka3aH B knetkax FLS Bo Bcex cnyuasx, korga 6binM NPUMEHEHDI
NONOXWUTENbHbLIE CbIBOPOTKM € aHTU-BLV aHtutenamu. AHanormuecku 6bin pokaszaH BLV
B8 numdouUTax MH(‘DMUHpOBaHH"H{ MUBOTHDLIX, Y KOTOpPbIX Bpemsa UHDEKIIHK Ob!N10 TOUYHO
onpeaeneHo. Metoa MMYHHONEPOKCHAA3HOro TECTa Ha NUMAOUUTAX PEKOMEHAYETCS B Onpe-
AENEHHbIX Cnyyasx Ans pokasatensctsa BLV y MHMUUUPOBAEHHDLIX XWUBOTHbIX.

BUMPYC NEWKO3a KPYMHOro pPorartoro CKOTa, NMMMOUUTHI; UMYHHONEPOKCUAA3HbIN TeCT

HOFIREK, B. — GRANATOVA, M. — HORIN, P. — MADR, V. — PLEVA, V.
(University of Veterinary Medicine, Brno; Veterinary Research Institute, Brno):
Immunoenzymic Detection of Enzootic Bovine Leukosis Virus (BLV) in Cell Cultures.
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 385-392.

There is a description of the method of immunoenzymic test used for detection of
enzootic bovine leukosis virus (BLV) on the cells of foetal lamb spleen (FLS)
permanently producing BLV and on the lymphocytes of infected animals. In both
cases (in FLS cells and lymphocytes) the presence of BLV was demonstrated by the
immunoperoxidase test. Using the defined serums from the animals after ex-
perimental and natural infection, BLV was detected by the above-mentioned test
in FLS cells in all cases of the use of positive serums with anti-BLV antibodies.
The specificity of the antibodies was also demonstrated in this way. The presence
of BLLV was analogically detected in the lymphocytes of the infected animals where
the infection time was precisely defined. The method of immunoperoxidase test on
lymphocytes is recommended in indicated cases for the demonstration of the
presence of BLV in infected animals.

bovine leukosis virus; lvmphocytes; immunoperoxidase test

HOFIREK, B. — GRANATOVA, M. — HORIN, P. — MADR, V. — PLEVA, V.
(Veterinarmedizinische Hochschule, Brno; Forschungsinstitut fir Veterinarmedizin,
Brno): Immunoenzymatischer Nachweis des Virus der enzootischen Rinderleukose
(BLV) in Zellkulturen. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 385-392.

In der Arbeit wird eine Methodik zur Durchfihrung eines immunoenzymatischen
Testes zum Nachweis des Virus der enzootischen Rinderleukose (BLV) u. zw. an
stetig BLV produzierenden Zellen letaler Lammermilz (FLS) und an Lymphozyten
infizierter Tiere, beschrieben. In beiden Fillen, sowohl in den FLS-Zellen als auch
in den Lymphozyten, wurde das BLV mittels Immuno-Peroxidase-Test nachgewie-
sen. Mit Hilfe definierter, von Tieren nach experimenteller sowie naturlicher In-
fektion gewonnener Seren wurde das BLV durch den angefiihrten Test in den FLS-
-Zellen u. zw. in allen Fillen, wo positive Seren mit Anti-BLV-Antikorpern ein-
gesetzt wurden, nachgewiesen. Dadurch wurde auch die Spezifitit der nachzu-
weisenden Antikorper nachgewiesen. Analog wurde auch das BLV in Lymphozyten
infizierter Tiere, bei denen der Infektionszeitraum genau definiert war, nachge-
wiesen. Die Methode des Immuno-Peroxidase-Testes an Leukozyten ist in indi-
zierten Fillen zum Nachweis des BLV bei infizierten Tieren zu empfehlen.

Virus der bovinen Leukose (BLV): Lymphozyten; Immuno-Peroxidase-Test
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INTRAMAMMALNE TELIESKO V BOJI PROTI INFEKCNYM
MASTITIDAM KRAV

V. Baran, P. Petrik, F. Federi¢, R. Skarda, L. Lenhardt

BARAN, V. — PETRIK, P. — FEDERIC, F. — SKARDA, R. — LENHARDT, L.
(Vysoka Skola veterinarska, Kosice; Ustav experimentalnej veterinarnej medi-
ciny, Kosice): Intramammalne teliesko v boji proti infekénym mastitidam krav.
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 393-402.

Styridsiatim dojniciam sme do mlie¢nej misterny dvoch mammalnych §tvrti
vlozili sterilné polyetylénové teliesko. Kravy boli rozdelené do troch skupin
podla dlzky expozicie telieska v cisterne (3 dni, 14 dni, 365 dni). Roénym sle-
dovanim poétov somatickych buniek v prvej 10ml frakeii mlieka bolo zistené
ich zvySenie u S§tvrti s telieskom viac nez o jednu tretinu proti kontrolnym
Stvrtiam (bez telieska). Tento rozdiel bol vyrazny v laktacii a pred zasuSenim.
Pri znizovani frekvencie vyskytu novych prirodzenych intramammalnych in-
fekecii bola ué¢innost telieska voci S. aureus obmedzena a voéi S. agalactiae
nebola dokazana. Histologicky sme sledovali zastupenie polymorfonuklearov,
okrahlobunec¢nych elementov a makrofagov v porovnani medzi Stvrfami s te-
lieskom a bez neho v Kkorelacii s dlzkou expozicie telieska v mlieénej cisterne.
Najvyraznejsie rozdiely v prospech §tvrti s telieskom boli v alveolach, ktore
obsahovali vyssi pocet buniek s vyraznym zastupenim polymorfonuklearnych
leukocytov. Male rozdiely boli zistené v intersticiu a subepitelialnej zéne mliec-
nej cisterny. Histochemicky bola stanovena aktivita kyslej a alkalickej fosfa-
tazy a adenozintrifosfatiazy v jednotlivych tkanivovych S$truktirach vemena
a bolo zistené, ze tato aktivita sa pésobenim telieska nemeni. Elektrénovym
rastrovacim mikroskopom sme pozorovali leukocyty a makrofagy adherované
na povrchu telieska.

bovinna mastitida; neSpecificka obrana vemena; poc¢et somatickvch buniek:
uc¢innost telieska voéi infekeciam

Z doterajSich vysledkov vyskumu imunologickych funkcii mliecnej
zlazy vyplyva, Ze tento organ je imunologicky malo aktivny. Vysledky
a skusenosti so zvySovanim Specifickej obranyschopnosti vemena vakci-
naciou su zatial malo uspokojivé a z hladiska komplexného boja proti
infeknym mastitidam bezvyznamné. Vzhladom na pestri etiologiu
mastitid ako aj na nizku priepustnost epitelu mliecnej Zlazy pre cirku-
lujace protilatky je momentdlne neredlne predpokladat, Ze sa dosiahne
iplnd a pevnd imunita vocCi mastitidam. V tomto ohlade sa zda byt
perspektivnejSou lokalna imunizdcia, najmd v obdobi statia nasucho,
ktorda produkciou IgA a IgM protilatky, zaistuje ochranu Zlazy, hoci len
voCi obmedzenej plejade bakterialnych pdévodcov. NadejnejSie vysledky
vyplyvaji z prvych pokusov o zvySenie bunkovej pohotovosti mlietnej
Zlazy a o ovplyvnenie neSpecifickej obranyschopnosti tohoto orgénu.
Anderson (1978) poznamenal, Ze ochrana mlie¢nej Zlazy nemoézZe
byt ucinna bez prvotnej stimuldcie zvySenia koncentracie lekocytov
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v mlieku. Paape a i. (1977) predpovedajq, Zze od doby, kedy mikro-
organizmy invaduju mlieCnu Zlazu, do obdobia leukocytarnej migracie
uplynie priblizne 24 hodin. Preto sa pozornost obratila na skratenie to-
hoto casového intervalu v snahe zlepSit neSpecificki odozvu Zzlazy.
V humannej medicine je pouZivanie intrauterinnych teliesok uZz zname.
Pritom bola pozorovana strata fertilizacnej schopnosti spermii nasled-
kom zvy3enia fagocytarnej aktivity polymorfonuklearov v prostredi ma-
ternice. Okrem tychto buniek tu boli najdené pocetné makrofagy a fibro-
blasty (Nyklicek a Travnicek, 1973; Nyklicek a Trebi-
chavsky, 1978). U zvierat sme pouZili podobné polyetylénové te-
liesko, ktoré sme vkladali do mlieCnej cisterny dojnic. Predpokladana
leukocytarna bariéra by mala zlepSit pomery neSpecifickych obrannych
reakcii a hlavne pripravenost mliecnej Zlazy na bakteridlnu invaziu.

MATERIAL A METODY

V pokuse bolo pouzitych 40 dojnic vo veku pidf az osem rokov v podmienkach
plnej prevadzky pri odchove dojnic. Tieto dojnice boli zaradené do pokusu na za-
klade vyhovujuceho zdravotného stavu mlie¢nej zlazy. VysSetrenie krav s dorazom
na mlieénu zlazu zahrnovalo klinické, cytologické a bakteriologické vySetrenie vzo-
riek mlieka z jednotlivych Stvrti vemena. Intramammalne teliesko (IMT) bolo vy-
robené z polvetylénového vlakna o priemere 1 mm a tvorilo vzavrety kruh s von-
kajsim obvodom 66 mm. Pomocou intramammalneho katétra (vvrobeného z ne-
hrdzavejiacej ocele) boli IMT asepticky zavedené do mlieénej cisterny cez ceckove
ustie do dvoch $tvrti kazdého vemena (obr. 1. 2). Mammalne Stvrte. do ktorych
sme nezaviedli IMT, tvorili kontrolu. Pri vkladani telieska sme pouzili metédu,
ktort uviedli Paape a i. (1981). Kravy boli rozdelené do troch skupin takto:

skupina poc¢et krav v skupine expozicia IMT v mlie¢nej cisterne
1 10 3 dni
2 10 14 dni
3 20 12 mesiacov

Po zavedeni telieska boli dojniciam tretej skupiny pravidelne odoberané (je-
denkrat mesac¢ne) vzorky mlieka z jednotlivvch Stvrti na bakteriologické vySetrenie
(celkom 1176 vzoriek) a vzorky prvej 10ml frakcie mlieka na cytologicke vySetrenie

1. Intramammalny apli-
kator (dlzka Kkatétra 97
mm, priemer katétra
2 mm) a intramammal-
ne polyetylénové telies-
ko. Pred vlozenim do
mammalnej Stvrti telies-
ko vtiahnuté do katétra
haé¢ikom mandrénu —
The intramammary
applicator (catheter
length 97 mm, diameter
2 mm) and intramam-
mary PE device. Before
introduction in the
mammary quarter the
device is drawn into the
catheter by means of
main drain hook
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2. Vklidanie intra-
mammalneho telieska
do mlie¢nej cisterny —
Introduction of the
intramammary device
into the milk cistern

(celkom 1007 vzoriek, mimo sekretu z obdobia statia nasucho). U dojnic ostatnych
skupin boli odoberane vzorky mlieka na bakteriologicke vysSetrenie tesne pred od-
porazenim. Okamzite po odporazeni sme z jednotlivvch Stvrti vemena odoberali aj
vzorky tkaniv na histologické (vSsetky skupiny) a histochemické vysSetrenie (prva
a druha skupina). U dojnic druhej skupiny sme excidovali pouzité IMT a vysetrili
sme ich pod elektronovym rastrovacim mikroskopom. Z kazdej Stvrte vemena sme
tkanivové vzorky excidovali zo zlazového parenchymu a mliecnej cisterny z oblasti
prirodzenej lokalizacie IMT

SPRACOVANIE VZORIEK

Na poc¢itanie bunkovych elementov v mlieku sme pouzili elektronicky poéitac¢
bunkovych elementov COULTER COUNTER ZF 6 (COULTER ELECTRONICS LTD.,
Harpenden, England). Cytelogické nalezy boli zhodnotené ako aritmeticky priemer
jednotlivyceh nalezov. Histologické vzorky tkaniv sme farbili hematoxylin-eozinom.
Pre histochemické stanovenie aktivity enzymov sme si vytvpovali kyslu fosfatazu
(KF), alkalicku fosfatazu (AF) a adenozintrifosfatazu (ATP-aza). Vzorky sme far-
bili metédou podla Lojdu a i. (1979). Odstupnovanou radou expozicii sme urcili
optimalny ¢as posobenia substratu. Pouzité IMT sme fixovali v 3%, glutaraldehyde
s obsahom 0,1 M kakodylatového pufru dve hodiny pri teplote 4°C. Odvodnenie
sme previedli v alkoholovej rade a suSenie v exsikatore. Po pokovovani zlatom vo
vrstve 100 A sme ich povrch prehliadli pod elektronovym rastrovacim mikrosko-
pom JEOL JSM-U3 (Japan) pri 25 kV.

VYSLEDKY
CYTOLOGIA A BAKTERIOLOGIA MLIEKA

Celkovy priemerny pocet somatickych buniek v prvej 10ml frakcii
mlieka bol u Stvrti s IMT viac nez o jednu tretinu vys$si nez u kontrol-
nych Stvrti (3 126 130 buniek na 1 ml u Stvrti s IMT oproti 1951 918 bu-
niek u Stvrti kontrolnych). NajvySsi rozdiel sme zistili u dojnic pred
zasuSenim (7 881 913—3934 250) a v obdobhi plnej laktacie (2 611 359—
—1564 392). Nepatrny rozdiel sme zaznamenali u dojnic po oteleni
(4 397 368—4 249 703). Pri pozitivhom bakteriologickom néaleze bol pocet
buniek mlieka vzdy vySSi u Stvrti s IMT oproti kontrolnym Stvrtiam.
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Zo 40 Stvrti, do ktorych malo byt IMT zavedené, bolo 27 bakteriologicky
negativnych (67,5 %). S. agalactiae bol izolovany z deviatich S§tvrti
(22,5 %) a S. aureus zo Styroch $tvrti (10 %). Zo 40 kontrolnych Stvrti
bolo 27 negativnych (67,5 %). S. agalactiae bol izolovany z desiatich
Stvrti (25 %) a S. aureus z troch Stvrti (7,5 % ). Pocas jedného roka sme
negativny nalez so zameranim na hlavnych patogénov mliecnej Zlazy
CastejSie zaznamenali u kontrolnych Stvrti (63,4 %) ako u Stvrti s IMT
(55,4 %). S. agalactiae bol zo Stvrti s IMT izolovany v 39,3 % a z kon-
trolnych S§tvrti v 27,2 %. S. aureus bhol izolovany zo Stvrti s telieskom
v 5,2 % a z kontrolnych Stvrti v 9,4 %.

HISTOLOGIA A MAKROSKOPICKE VYSETRENIE

Pri makioskopickom vysSetreni mliecnej cisterny sme urcili lokali-
zdaciu IMT v dolnej Casti pars glandularis sinus lactiferi. Teliesko tu
bolo vZdy volne pohyblivé a sliznic cisterny nevykazovala poSko-
denie ani vyskyt krvacanin, a to ani po rocnej expozicii. Pri histologic-
kom vySetreni sme pozornost zamerali na polymorfonuklearne (PMN)
leukocyty, lymfocyty, makrofagy a epitelové bunky mliecnej cisterny.
VySetrenie sme robili porovnavanim nélezov z kontrolnych Stvrti a zo
Stvrti s IMT s pouzitim semikvantitativnej metody vyhodnocovania. Pri
hodnoteni ndlezu makrofagov sme pouzili tkanivové prepardaty farbené
na aktivitu kyslej fosfdzy (prvda a druha skupina), ktorda je dobrym
markerom pre tieto bunky (Rath, 1981). Kazdy prepardt sme vyhod-
notili v 20 az 30 zornych poliach svetelného mikroskopu. V alveolach
zo Stvrti s IMT sme zistili vyskyt buniek. Tento obsah bunecnych elemen
tov bol vyraznejsi vo Stvrtiach s kratSi dobou expozicie IMT. Dominant
nym bunecnym typom tu boli polymorfonukledrne leukocyty. V zasti-
peni okruhlobnnecnych elementov sme nepozorovali vyrazné rozdiely
medzi Stvrtami s IMT a kontrolami. V intersticidalnom tkanive zlazového
parenchymu sme u Stvrti s IMT zistili aj zvySeny obsah PMN leukocytov.
Tento rozdiel vSak bol v tejto Casti tkaniva ovela mensi ako v alveolach
Zlazy. V subepitelidlnej zone mliecnej ciesterny sme nepozorovali vy-
razné odliSnosti v pocetnosti PMN leukocytov a lymfocytov v porov-

3. Skupina buniek na
povrchu intramammal-
neho telieska (SEM, po-
vodne zvicéSenie 250X)
— A group of cells on
the surface of the intra-
mammary device (SEM,
original magnification
250 times)
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}. Makvrofagy pozorované na povrchu 5. Leukocyty v tesnom kontakte s po-

intrtamammalneho  telieska  (SEM.  po- vrchom intramammiilneho telieska (SEM,
vodné zvicsSenie 2500X) — Macrophages povodne zvicsenie 1200X) — Leucocytes
observed on the surface of the intra- in a close contact with the surface of
mammaly device (SEM. original mag the intramammary device (SEM, original
nification 2500 times) magnification 1200 times)

nani so Stvrtami s IMT a s kontrolnymi Stvrtami. Pri vySetrovani zasta-
nenia makrofagov v jednotlivych oblastiach mliecnej Zlazy sme =zistili
len malé rozdiely v prospech zlazového parenchymu Stvrt? s IMT. Makro-
fagy tu boli lokalizované predovSetkym intraalveoldarne, ale rvozdiely
v oblasti mliecnej cisterny, kde holo zastupenie tychto bunecnych typov
podstatne skromnejSie, sme nezistili. Pri porovnavani prvej a druhej
skupiny zvierat mozeme KkonStatovat, Ze sme tu nepozorovali vyrazné
rozdiely v zastupeni makrofagov. Celistvost epitelidlnej vystelky mliec-
nej cisterny nebola ani v jednom pripade podkodend. Epitelové bunky boli
pravidelne usporiadané do dvojvrstevného epitelu. Ani v jednom urinade
neboli epitelové bunky deskvamované c¢i inak alterované (obr. 4, 5).

HISTOCHEMICKE VYSETRENIE

Aktivita alkalickej fosfatazy u bakteriologicky negativnych Stvrti
bola najsilnejSia v endotelovych bunkach niektorych Kkrvnych ciev.
Stredne silna aktivitu AF sme zistili v myoenitelovych bunkach a slabu
v epitelovych bunkach. Pri porovnani prvej a druhej sknpiny krav sme
nepozorovali zmenn aktivity tohoto enzymu. U dojnic s pozitivnhym bak-
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teriologickym nélezom v mlieCnej Zlaze sme pozorovali zvySenu aktivi-
tu AF v epitelovych a myoepitelovych bunkach. Tak tomu bolo v Zlazo-
vom parenchyme, ale aj v oblasti mlieCnej cisterny. Pri porovnani Stvrti
s IMT s kontrolami sme nepozorovali rozdiely v aktivite AF. Pri vyhod-
nocovani aktivity kyslej fosfatazy sme u bakteriologicky negativnych
Stvrti tieZ nezistili rozdiely medzi Stvrtami s IMT a kontrolnymi Stvrta-
mi a medzi prvou a druhou skupinou dojnic. Epitelové bunky mliecnych
alveol vykazovali stredne silna aktivitu KF. Epitelové bunky mlieCnej
cisterny mali tato aktivitu silnejSiu. Silnou aktivitou sa prejavovali aj
myoepitelové bunky. KF sme nedokazali v endotelovych bunkach Kkrv-
nych ciev. V zdpalom zmenenych Stvrtiach sme zistili zvySenie aktivity
KF len v epitelovych bunkdch alveol a cisterny. V zdravych Stvrtiach
s IMT a v kontrolnych Stvrtiach sme zistili velmi silna aktivitu ATP-azy
v endotelovych bunkach krvnych ciev. V epitelovych a myoepitelovych
bunkach bola aktivita ATP-azy stredne silna. U bakteriologicky pozi-
tivnych pripadov sa aktivita tohoto enzymu zvySila len v epitelovych
bunkach. Ani tu sme nezistili rozdiely v aktivite ATP-azy u krdv oboch
skupin.

ELEKTRONOVA MIKROSKOPIA

Pri malom zvacSeni teliesok (aj lupou) sme zistili, Ze pri vyrobe
vznikaji na ich vonkajSom obvode nepravidelné ,vlajkovité“ vybeZky.
Pri vac¢Som zvacSeni (okolo 1000X ) sme pozorovali, Ze povrch IMT je
relativne hladky. Pri prehliadke sme nepozorovali erozie povrchu alebo
zdrsnelé plochy, ktoré by mohli vzniknuat pri jeho zavedeni. Na povrchu
IMT v oblastiach vybeZkov (pri ich odstupe) sme zaznamenali vyskyt
bune¢nych elementov prevazne okrihleho tvaru. Tieto bunky sme identi-
fikovali ako leukocyty a niektoré ako makrofdgy. Bunky boli v tesnom
kontakte s povrchom telieska. Vyskytovali sa v skupindch niekolkych
buniek, konglomeraty nevytvarali (obr. 3—5).

DISKUSIA

Vysledky naSich pokusov dokazuji, Ze vzrast poctu somatickych
buniek v mlieku zo Stvrti s IMT je evidentny. Rovnaké poznatky ziskali
aj Paape a i. (1981). Tento autorsky kolektiv uviedol, Ze najvySSiu
koncentrdciu buniek maji posledné frakcie mlieka, ¢o by mohlo byt
dolezitym faktorom pri ochrane mlie¢nej Zlazy proti patogénnym mikro-
organizmom. Pri hodnoteni Gi¢inku IMT v naSich podmienkach pokusu na
znizovanie frekvencie vyskytu novych intramammalnych infekcii sme
konStatovali, Ze polyetylénové IMT je samo neucinné voci S. agalactiae
a jeho ucinnost voCi S. aureus je velmi obmedzena. Podstatne lenSie
vysledky v tomto smere dosiahli Brooks a Barnum (1982)
a Huston a Heald (1983). Rozdielne vysledky vSak mozZno pri-
pisat rozdielom v expozicii zdrodkov (pocet zarodkov, dlzka ich expo-
zicie), a to v experimentalnych a zvlast v prevadzkovych podmienkach.
Paape a Corlett (1984) v tejto suvislosti uviedli, Ze pocet 900 ti-
sic buniek v 1 ml mlieka je limitujici pri uplatneni sa novej intra-
mammalnej infekcie. Dal3im délezitym faktorom moéze byt zniZend
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schopnost fagocytozy mlieCnych PMN leukocytov a makrofagov (Guid -
ry ai., 1980).

Pri hodnoteni acinku IMT na zniZovanie frekvencie vyskytu novych
intramammalnych intekcii sa domnievame, Ze tento spésob ochrany ve-
mena je mozny len kratku dobu po zavedeni IMT, kedy podstatne
vzrasta pocet bunkovych elementov v mlieku. Nemenej déleZitou otaz-
kou je aj percentudlne zastipenie jednotlivych typov buniek v mlieku,
a to v roznych fazach pohlavného cyklu. NaSe histologické pozorovania
sa v tomto zmysle ojedinelé, a preto s inou literatirou doposial nepo-
rovnatelné.

Histologicky sme dokdzali tvrdenie o zvySenom pocte bunecnych
elementov v mlieku ziskanom zo Stvrti s IMT. Histologické obrazy tka-
niv vemena ukazali, Ze dominujicim bune¢nym typom tu boli polymor-
fonukleary. Tento nazor je v zhode s pozorovaniami Paapeho a i.
(1981), ktori vyhodnotili diferencidlne zastipenie jednotlivych typov
buniek v mlieku ziskanom zo Stvrti s IMT a zo Stvrti kontrolnych. Na
zaklade naSich pozorovani sa domnievame, Ze tu nejde o zdpalovy pre-
jav, hoci ndalez zvySeného poctu buniek je evidentny. Pri histologickom
vySetreni sme nepozorovali ani v jedinom pripade edematizaciu tkaniv,
deskvamaciu epitelu a bakteriologicky sme u tychto Stvrti nedokézali
patogénneho povodcu. V prospech nezapalovej reakcie svedci aj na$ na-
lez nezmenenej aktivity nami sledovanych enzymov. Pri komplexnom
pohlade na tento problém sa zda, ze ide o nevyrazni odozvu mliecnej
Zzlazy pri aktivacii svojich obrannych reakcii na zavedenie sterilného
polyetylénového telieska. Schultz (1977) uviedol, ze jedine infekcné
patogény pre mliecnu zlazu su schopné vyvolat dostatocni a ma-
ximéalnu bunkovu odpoved, hoci nepopiera, Ze pritomnost nepatogénnych
zarodkov v tomto organe moéZe poskytnut urCitd ochranu vdaka zvySe-
niu poctu bunec¢nych elementov.

Norcross (1977) vo svojej Stadii tvrdi, Ze pravdepodobnym
obrannym mechanizmom sa tu zda byt aktivita mononuklearnych fago-
cytov v nelaktujicej a polymorfonukledrov v laktujicej mlieCnej Zlaze.
Bunecna obrana tu mozZe existovat vdaka 3pecificky stimulovanym lym-
focytom, ktoré na druhej strane svojimi lymfokininmi ovplyviiuju fago-
cytozu a baktericidne vlastnosti makrofdgov. Je samozrejmé, Ze tieto
imunitné mechanizmy nastupuji aZz po ich antigénnej stimuléacii. Vo
vztahu k nasSim pokusom moZno predpokladat, Ze pri pouZiti sterilného
IMT budu spuStacie faktory Specifickej imunologickej odozvy mliecnej
Zlazy nedostato¢né, a to vzhladom na nedostatocni kooperaciu buniek
spracovavajucich antigén s bunkami tvoriacimi protilatky. O doleZitosti
tohoto imunologického €lanku svedci aj nalez lymfoidnych buniek s ich
najvacsim zastupenim v oblasti subepitelidlnej zény ceckovej cisterny
zdravej laktujicej mliecnej Zlazy dojnic, ako to uviedli Nickerson
a i. (1984). Dobru toleranciu tkaniv mliecnej zZlazy dokumentuju makro-
skopické pozorovania v oblasti mliecnej cisterny. Takto sa vytvorili
dobré predpoklady pre vyvoj novych liekovych foriem (antibiotika)
aplikovanych intramammalne v tejto forme. PouZitie IMT vSak moZe
priniest novy pohlad a nové moznosti do budicnosti, a prispiet tak
k vypracovaniu novych metod prevencie mastitid.
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BAPAH, B. — NETPUK, N. — QEAEPUY, O®. — WKAPJAA, P. — NEHAPA, N. (UHCTUTYT
seTepuHapuu, Kowwuue; MHCTUTYT IKCnepumeHTabHOW BeTepuHapuu, Kowwuue): WUHTPa-
MaMmapHoe Tenbue B Gopble C uH@ekunoHHbim mactutom. Veter. Med. (Praha), 31,
1986 (7) : 393-402.

Copoka AOWHbIM KOpOBaM 6Gbii0 B MONOUHYK UMCTEPHY ABYX MaMMapHbix ueTBEpTen BNO-
KEHO CTEpPUNLHOE nONMaTUneHogoe Tensue. Koposbl 6Gbinu pasgeneHsl Ha TPWU rpynnbl
8 3aBUCMMOCTM OT MPOAONKXWUTENbHOCTU 3KCNO3WUMM Tenbua B uuctepHe (3 AHA, 14 aHen,
365 gHew). FoaoBbIM HaGNOAEHMEM POCTa COMATUUECKWUX KNETOK B nepsoi 10 Mn dpakuuu
Monoka 6bin0 OBGHapYXEHO WX NOBbIWEHWE y ueTsepTen C Tenbuem Gonee, uem Ha 30 9
N0 CPaBHEHWUIO C KOHTPONbHOW ueTBepTbio (6e3 Tenbuya). ITa pasHuua Obina BbipasduTenbHa
B NakTauuMu M nepes CYwkon. [INs CHWUKEHUS UaCTOTbl MNOSBNEHMS HOBbIX ECTECTBEHHbIX
MHTPaMaMMapHbix UHdekuun 6bina AEHCTBEHHOCTL Tenbua NPOTUB S. aureus orpaHuueHa
n npotue S. agalactiae He Gbina poka3laHa. Benuch ructonoruwueckue HabnwaeHus 3a 3a-
MeuleHuemM nonumopmonyxneapoa, KPYTr/IOKNETOUHbIX 3N1EMEHTOB W Makpotaros no CpasHe-
HUIO C YETBEPTAMM C BNOXEHHBIM TENbUEM u Ge3 Hero B KOPpPensuuu C MnpoaoONXUTENb-
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HOCTLIO 3KCMO3MUMKM Tenbua B MONOYHOW umucTepHe. Camas Bblpa3uTenbHas pa3Huua
B NONb3y ueTBEPTEH C BNOXEHHbIM Tenbuem Gbina B anbBeonax, KOTopble coaepxanu 60/b-
wee KONMUEeCTBO KNETOK, C BbIPa3uTE/NbHbIM 3aMeuleHUeM NONUMOPMOHYKNEapHbIX NEHKOUM-
T08. Hebonbwas pasHuua 6bina o6HapyXeHa B WHTEPCTUUMM M B MOA3NUTENNANbHOW 30HE
MO/NOYHOW UMCTEPHbl. TMCTOXMMUUECKHU Obina yCTaHOBNEHA aKTUBHOCTb KMCNOM W WENOUYHOW
docdarasbl U afeHOIUMHTPUGROCMATasbl B OTAENbHbLIX CTPYKTypax TKaHW BbIMEHW. Bbino 06-
HapYXEeHO, UTO 3Ta aKTMBHOCTE NOA BNMSHUEM Tenbua He MeHseTcs. C NnoMowbi0 3NeKTPOH-
HOrO pacCTPOBOrO MMKPOCKONa BENUCb HabNoAEHWUS 3a NEernKouuTaMu U Mukpodaramm,
NPUNKUMILUXMK Ha NOBEPXHOCTHU TENblla.

MaCTMT KPYMHOro poratoro CKOTa; Hecneuuduueckas 3awnTa BbIMEHM, KONMUECTBO COMa-
THUYECKUX KNEeTOK; AEACTBEHHOCTb TE€NbUA NPOTHUB MHMEKUWUH

BARAN, V. — PETRIK, P. — FEDERIC, F. — SKARDA, R. — LENHARDT, I.
(University of Veterinary Medicine, Kosice; Institute of Experimental Veterinary
Medicine, Kosice): An Intramammary Device to Combat Infectious Mastitis in Cows.
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 393-402.

A sterile polyethylene device was introduced in the milk cistern of two mammary
aquarters of forty dairy cows. The cows were divided into three groups according
to the length of exposure of the device in the cistern (3 days., 14 days, 365 days). The
somatic cell counts were studied for a year in the first 10ml fraction of milk and
an increase in the somatic cell counts was found in the quarters having the intra-
mammary device. as compared with the control quarters (having no devices). This
difference was marked during lactation and prior to the onset of drying off. For
the reduction in the frequency of occurrence of new natural intramammary in-
fections, the activity of the device against S. aureus was limited and no activity
against S. agalactiae was proved. The proportions of polymorphonuclears, round-
-cell elements and macrophages were histologically studied and compared for the
udder quarters with and without the intramammary body in correlation with the
time of exposure of the device to the milk cistern milieu. The most marked dif-
ferancog in favonre of the ndder quarters with the intramammary device were re-
corded in the alveoli containing more cells with a significant proportion of poly-
morphonuclear leucocytes. Small differences were found in the interstitial and
subepithelial zone of the milk cistern. The activity of acid and alkaline phosphatase
and adenosine triphosphafase was histochemically determined in the tissue struc-
tures of the udder and was found not to change under the influence of the device.
Leucocytes and macrophacges adhering to the surface of the body were observed
under scanning electron microscope.

bovine mastitis: non-specific defence of udder; somatic cell ccunts; action of
intramammary device against mastitis

BARAN, V. — PETRIK, P. — FEDERIC, F. — SKARDA, R. — LENHARDT, L.
(Veterindrmedizinische Hochschule, KoSice; Institut flir experimentelle Veterinar-
medizin. Kosice): Intramammares Korperchen im Kampf gegen infektiose Masti-
tiden bei Kiihen. Veter. Med. (Praha). 31, 1986 (7) : 393-402.

Bei vierzig Milchkiihen wurde in die Milchzisterne zweier Euterviertel ein steriles
Korperchen aus Polyithvlen eingelegt. Die Kiihe waren in drei Gruppen u. zw. dec
Linge der Exposition des Korperchens in der Zisterne nach, eingeteilt (3 Tage,
14 Tage. 365 Tage). Aufgrund einer ein Jahr dauernden Ermittlung der Zahlen so-
matischer Zellen in der ersten 10 ml-Fraktion der Milch wurde eine Erhohung der
Anzah! dieser Zellen um mehr als ein Drittel bei den Eutervierteln mit dem ein-
gelegten Korperchen gegeniiber den Kontrollvierteln (d. h. ohne Korperchen) ver-
zeichnet. Dieser Unterschied war sowohl widhrend der Laktation als auch vor dem
Trockenstellen bedeutend. In bezug auf die Verminderung der Frequenz des Auf-
kommens neuer natirlicher intramammarer Infektionen war die Wirksamkeit des
Korperchens gegeniiber S. aureus nur begrenzt und gegeniiber S. agalactiae nicht
nachweisbar. Auf histologischem Wege untersuchten wir das Vorhandensein von
Polymorphonuklearzellen, runden Zellelementen und Makrophagen im Vergleich
zwischen den Vierteln mit und ohne Korperchen und dies in Korrelation mit der
Lince der Exposition des Korperchens in der Milchzisterne, Die stirksten Unter-
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schiede zugunsten der Euterviertel mit den Korperchen waren in Alveolen, die
eine hohere Anzahl von Zellen mit ausgeprigter Vertretung polymorphonuklearer
Leukozyten enthielten, zu verzeichnen, Geringe Unterschiede wurden im Interstitium
und in der subepithelialen Zone der Milchzisterne festgestellt. Histochemisch wurde
die Aktivitdt der Sdure- und der Alkaliphosphatase sowie der Adenosintriphospha-
tase in den einzelnen Gewebestrukturen des Euters ermittelt. Es wurde festgestellt,
da sich diese Aktivititen durch die Auswirkung des Korperchens nicht dndern.
Mit Hilfe eines Raster-Elektronenmikroskops konnten an der Oberfliche des Kor-
perchens adharierte Leukozyten und Makrophagen beobachtet werden.

bovine Mastitis; nichtspezifische Abwehr des Euters; Anzahl somatischer Zellen;
Wirkungskraft des Intramammarkorperchens gegen Infektionen

Adresy autorov:

MVDr. Vladimir Baran, CSc., MVDr. Pavol Petrik, CSc., prof. MVDr. Rudolf
Skarda, CSc., MVDr. Ludovit Lenhardt, CSc.. Vysoka skola veterinarska,
Komenského 73, 040 81 KoSice

MVDr. FrantiSek Federié¢ CSc., Ustav experimentalnej veterinarnej mediciny,
Dukelskych hrdinov 1, 040 01 Kosice
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ZMENY KONCENTRACE BILKOVIN KREVNIHO SERA SELAT
V PRUBEHU VYVOJE A PRI STRESU

M. Dvorak

DVORAK, M. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Zmény kon-
centrace bilkovin krevniho séra selat v prubéhu vyvoje a pri stresu. Veter.
Med. (Praha), 31, 1986 (7) :403-414.

Koncentrace celkové bilkoviny (CB), albuminu a globulinu krevniho séra byla
zjisfovana v sedmi pokusech u 203 selat odstavenych ve véku tfi az é&tyri
tydny. U novorozenych selat pred napitim mleziva byly hodnoty nejnizsi. Za
dva dny se zvysila hladina CB trojnasobné a globulinu témeér pétinasobné.
Potom se zacaly snizovat, vic u globulinu, a snizovani trvalo az do konce dru-
hého mésice véku. Albuminémie se zvysovala od narozeni aZz do konce sledo-
vani zacatkem tretiho mésice, bez zretelného vlivu prijmu mleziva a se sni-
zenou intenzitou v dusledku odstavu. Albumino-globulinovy kvocient, nejnizsi
druhy den zivota, se postupné zvysSoval. U selat lépe rostoucich byla vétsinou
zjisfovana vys$si albuminémie a po odstavu drivéj$i aprava hypoglobulinémie
nez u selat hure prospivajicich. Lze usuzovat, ze vyziva, télesny rust a syn-
téza albuminu i globulinu se u selat vzajemné podminuji. ZvySeni sérovych
kortikosteroidli, vyvolané dvoudennim hladovénim nebo dvoji aplikaci adreno-
kortikotropniho hormonu (ACTH), zpusobilo neprikazny vzestup koncentrace
albuminu. Vysoka hladina kortikosteroidi za dvé hodiny po aplikaci ACTH
nebyla doprovazena zménou sérovych bilkovin.

celkova bilkovina; albumin; globulin; kortikosteroidy; rust

V koncentraci albuminu a globulinu, a tim i celkové bilkoviny (CB}
krevniho séra, dochazi v pribghu Zivota k riznym fyziologickym a pa-
tologickym zménam, které mohou byt ovlivnény i odlidnou lokalizaci je-
jich tvorby.

Hladina sérového albuminu spolu s pfirtstky télesné hmotnosti jsou
funkci prijmu bilkovin a aminokyselinového sloZeni potravy (Mercer
aj., 1979). Vztah jeho nizké koncentrace k proteinové deprivaci byl také
zjiStén u prasat (Atinmo aj., 1976; Dvoféak, 1981; Yen aj., 1982;
Pond a Yen, 1984). Kvantitativni stanoveni albuminu v krevnim séru
je povaZovano za diileZity parametr metabolického profilu (Ursache
aj., 1979). Odsunuje rozsifené urcovdni CB v séru do pozadi klinické
diagnostiky, prestoZze i zjisténi jeji hladiny miZe byt vyznamné
(Schalm, 1970) — mimo jiné i v pfedpovédi onemocnéni a mortality,
jak bylo zjiSténo u telat v prib&hu pé&ti tydni po narozeni (Naylor
aj., 1977). Pfi hodnoceni jejich imunitniho stavu miZe CB nahradit sta-
noveni celkovych imunoglobulin.

Koncentrace sérovych bilkovin se méni v zdvislosti na véku. Do-
chézi k tomu také u prasat, jak starS§ich (Doornenbal aj., 1983),
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tak zejména u selat. Velmi nizka je hladina CB u plodQ, u nichz v dobé
mezi 74. a 114. dnem bfezosti nema staly vzrastajici trend (JeZkova
a Padalikova, 1977). Také novorozend prekolostralni selata maji
maéalo sérovych bilkovin. Krevni sérum lehcich selat se od séra jejich
tézSich sourozencil 1iS§i mensim zastoupenim albuminu a vét$im obsahem
globulinu (MaSek a Holub, 1970). Druhy den az tfeti tyden Zivota
selat je zjiStovdno né&kolikandsobné zvySeni hladiny CB a globulinu
a mensi vzestup u albuminu (Tumbleson a Kalish, 1972;
Tumbleson aj., 1972; Svendsen aj., 1972; Dvofak, 1978).
V 1udajich o jejich zméndach jsou znacné rozdily, intervaly mezi vySetfe-
nimi jsou nékdy dost dlouhé, cCasto chybi parametry télesného ristu
a doba odstavu, vétSinou neni ukazan vliv pfijmu mleziva. Jeho vyznam
neni jasny zejména pro vzestup albuminémie. Je udavano, Ze se zvySuje
po pfijmu mleziva (Karlsson, 1970; Carlsson aj., 1980), ale
také aZ po zastaveni absorpce kolostralnich proteinli z gastrointestinal-
niho traktu selat. Jaterni syntéza sérového albuminu se u selat béhem
prvnich deseti dni po narozeni asi desaterondsobné zvySuje (Hakka -
rainen, 1975).

I jiné faktory neZ nutri¢ni nebo vyvojové vSak mohou ovlivnit kon-
centraci bilkovin v krevnim séru. Prekvapivé je zjisténi zvySené hladiny
CB a albuminu pfi hladovéni skotu i prasat (Baetz aj., 1971; Blum
aj., 1981). Hypoalbuminémie se nemusi pfi proteinové malnutrici objevit
u stavi spojenych se zvySenim cirkulujicich kortikosteroidi (Coward
aj., 1977).

V této studii jsou zjiStovany zmény koncentrace CB, albuminu a glo-
bulinu, jakoZ i albumino-globulinového (A/G) kvocientu v priitb&éhu vy-
voje selat ve vztahu k intenzité jejich ristu vyjadfeného télesnou hmot-
nosti se zvySenym zameéfenim na tdobi po c¢asném odstavu, pro které
chybi postacujici podklady. Vzhledem k tomu, Ze odstav selat od pras-
nice miZe vyvolat stresovy stav (Dvoiak, 1972) a vyrazné zpomale-
ny télesny rist odstavenych selat je doprovazen zvySenou adrenokorti-
kalni aktivitou (DvofFak, 1975), jsou testovany také acinky zvySené
hladiny kortikosteroid{, vyvolané hladovénim nebo exogennim ACTH.

MATERIAL A METODY

V sedmi pokusech bylo pouzito celkem 203 selat bilého uslechtilého plemene,
narozenych a chovanych ve stajich Vvzkumného ustavu veterinarniho lékarstvi
v Brné. Sajici selata byla prvni den po narozeni oSetfena preventivné proti anémii,
od druhého tydne méla k dispozici startér COS 2 a vodu. Odstavena selata byla
umisténa v kotcich se slamnatou podestylkou, se stalou nabidkou sypkého startéru.

V prvnim a druhém pokusu byly zjisfovany vyvvojové zmény sérovych bilkovin
od narozeni do 21. dne po ¢asném odstavu ve vztahu k vétsi nebo mensi télesné
hmotnosti sourozencu. Opakované bylo vySetfovano 56 selat odstavenych od pras-
nice v prumérném véku 28 dni a 28 selat odstavenych v prumérném véku 21 den.

Ve tfetim pokusu byly stanoveny vyvojové zmény u péti skupin po péti az
¢trnacti selatech pri sedmi vy$etienich v obdobi 28 az 42 dni po casném odstavu
ve c¢tvrtém tydnu véku. Byl u nich hodnocen i vztah zjistéenych hodnot k prirastku
télesné hmotnosti za 28 dni po odstavu.

ve c¢tvrtém pokusu bylo pouzito 20 selat, z nichz polovina byla v priumérném
véku 29 dni odstavena a méla k dispozici startér; také druha ¢ast sourozenci byla
odebrana od prasnice, nebylo ji vSak po dva dny predlozeno krmivo, jen pitna voda.

Vliv zvySené adrenokortikalni funkce byl zjistovan ve dvou pokusech u saji-
cich selat a v jednom pokuse u selat odstavenych. V patém pokusu bylo pouzito
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18 selat v pruméru 15 dni starych. Pokusnym selatim o hmotnosti 4,15 = 0,19 kg
byla v 8.00 hodin odebrana krev a potom jim byl aplikovan i. m. adrenokortiko-
tropni hormon (ACTH) v jednotné davce 0,25 mg Cortrosynu (Organon). Za dvé
hodiny byla jim i kontrolnim sourozencum o hmotnosti 4,11 = 0,18 kg opét odebrana
krev k vysSetfeni. V Sestém pokusu bylo pouzito 18 selat v pruméru 11 dni starych.
Pokusnym selatim o hmotnosti 4,17 « 0,26 kg bylo po odbéru krve prvni den v 8.00
hodin injikovano i. m. 0,12 mg Cortrosynu a v 15.00 hodin dalsich 0,25 mg. Druhy
den v 8.00 hodin jim byla spolu s deviti kontrolnimi sourozenci vazicimi 4,12 =
+ 0,94 kg opét odebrana krev. V sedmém pokusu byl vliv stimulace kiry nadledvin
zjisfovan u deseti selat o hmotnosti 17,37 = 1,04 kg za 34 dny po ¢asném odstavu.
Temto selatim bylo rano aplikovano 0,25 mg a za sedm hodin potom 0,50 mg
Cortrosynu. Druhy den rano jim byla spolu s deviti kontrolnimi sourozenci vazicimi
17,19 = 1,12 kg opét odebrana krev k vysetreni.

U vsech pokusu jsme veskera experimentalni osSetreni, odbéry krve z predni
duteé zily a vazeni selat provadéli, pokud ve vysledcich neni uvedeno jinak, v 8.00
az 9.00 hodin rano, bez predchoziho omezeni prijmu potravy. Relativni prirtstek
télesné hmotnosti byl po¢itan podle vzorce

qg=-"—".100

kde: y1 — poc¢ateéni hmotnost
y2 — hmotnost v urc¢itém véku

V krevnim séru byla stanovena hladina Kkortikosteroidi (11-hydroxykortiko-
steroidl) fluorometrickou metodou popsanou dfive (Raszyk a Dvoiak, 1976),
koncentrace celkové bilkoviny (CB) pri pouziti Bio-La-testu (Lachema Brno), kon-
centrace albuminu podle Rodkeye (1965) a Dvoraka (1981). Koncentrace
globulinu byla vypoétena odeé¢tenim hodnoty albuminu od CB a albumino-globuli-
novy kvocient je podil albuminu ku globulinu (A/G). Vysledky jsou uvadény v arit-
metickych primérech se stfedni chybou prumeéru. Statisticka prukaznost rozdila
prumeru byla vypocétena pouzitim Studentova t-testu.

VYSLEDKY

Na zdakladé télesné hmotnosti pri odstavu 28. den véku byla selata
Sesti vrhat prvniho pokusu rozdélena na skupinu 28 selat leh¢ich (méné
nez 7,0 kg) a 28 selat prikazné (P < 0,01) téZ8ich. Prvni skupina je
charakterizovana hmotnosti 1,39 = 0,05 kg druhy den po narozeni, 5,83 =
= 0,19 kg pri odstavu a 11,37 = 0,41 kg za 21 den potom. Relativni pri-
ristek do odstavu byl 319 % a po odstavu 95 %. Skupina t&Z$ich selat
vazila v tutéz dobu 1,72 = 0,05, 8,17 = 0,19 a 14,47 = 0,65 kg. Relativni
prirtstek do odstavu byl 375 % a po odstavu 77 %.

Koncentrace celkové bilkoviny (CB) byla shodné u obou skupin nej-
nizsi (20,0 = 0,8 a 19,8 = 1,0 g.1"1) pri narozeni pfed napitim mleziva
a maxima, predstavujiciho trojndsobek predchozi hodnoty, dosahla jiZ
druhy den po narozeni. Potom se stidle mirné sniZovala (obr. 1). Mezi
skupinami nebyly zaznamendny priikazné rozdily. NejniZsi hodnoty byly
casto, ne vSak pravidelné, zaznamenany u selat s hmotnosti niz8i nez
Cinil primeér sknpiny.

Koncentrace albuminu v krevnim séru byla n novorozenych selat
pfed napitim mleziva stejné nizka u obou skupin (8,9 g.1°1) a do dru-
hého dne véku se zvysila jen nepatrné. Prikazny (P < 0,01) vzestup byl
zjiStén 14. den a pokracoval az do konce sledovani ve vékn sedmi tydni
(obr 1). Mezi skupinami nebyly zjiStény priikazné rozdily. Ponékud
vySsi hladina pri odstavu u tézsich selat (30,8 g.171) je v souladu s vét-
$im relativnim pfiristkem télesné hmotnosti v tidobi sani a niZ§i hladina
1 nich nez u lehcich selat za 21 den po odstavu (35,0 g.171) s jejich
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mensim relativnim prirdstkem v tomto tdobi. Nejniz3i hodnoty 14 dni
starych lehcich selat se vyskytly vZidy u jedinci s podprimérnou téles-
nou hmotnosti, v jinych vékovych adobich to nebylo pravidelnég.

Koncentrace globulinu, nizkd pfed napitim mleziva u skupiny leh-
¢ich i t&Z8ich selat (10,9 +0,7 a 11,1 = 0,5 g.1°1), dosdhla maxima
(48,6 = 1,7 a 50,7 = 1,9 g.171) jiZ druhy den véku selat. Jeji nasledujici
pokles v3ak byl na rozdil od CB prudSi a trvaly (obr. 1). Rozdily mezi
skupinami se shodovaly s rozdily zjisténymi u CB a nebyly prlukazné.
Nizkd hladina 49. dne véku se u leh€ich selat jiz neliSila od vychozi
u novorozenych, kdeZto u tézSich selat byla stdle prikazné (P < 0,05)
vyssi (14,1 = 0,8 g.171). U A/G kvocientu byly zmény nejvétsi v prvnich
dnech po narozeni. Pfed napitim mleziva, 2., 14., 28. a 49. den d¢inil
u skupiny tézsich selat 0,82, 0,21, 0,95, 1,81 a 2,48, u lehCich sourozencu
0,80, 0,20, 1,08, 1,61 a 2,76.

Ve druhém pokusu bylo 24 selat tfi vrhi rozdéleno na zdkladé té-
lesné hmotnosti pfi odstavu 21. den véku z kazdého vrhu stejnym dilem
na skupinu selat lehéich (3,7—6,9 kg) a selat tézSich (5,3—7,8 kg).
Té&lesnd hmotnost skupin byla vZdy prikazné rozdilnd (P < 0,01) a byla
2., 21. a 42. den: u t&z8ich 1,88 = 0,10, 6,60 = 0,29 a 10,84 = 0,24 Kkg;
u lehéich 1,45 = 0,08, 5,14 = 0,26 a 8,45 = 0,31 kg. Relativni pfFiriistek od
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druhého dne po narozeni do odstavu byl ponékud vétSi u lehCich selat
(254 % proti 252 %), po odstavu byl u obou skupin shodné& nizky’
(64 %).

Zmény koncentrace CB, albuminu i globulinu a A/G kvocientu b&hem
vyvoje selat tohoto souboru byly Casové totoZné s dynamikou zmén
u predchazejicich skupin odstavenych 28. den véku. O tyden drivéjsi
odstav ponékud ovlivnil hodnoty zjiStované za 21 den potom: hladiny
CB a albuminu byly 42. den nizZ3i neZ u selat odstavenych 28. den (obr.
1). Koncentrace CB a globulinu byly ponékud vy3$$i u skupiny téZ8ich
selat, koncentrace albuminu od 15. do 42. dne byla nepriikazné& vyS33i
u selat leh¢ich, s nepatrné veétsi rlstovou intenzitou. U skupiny leh€ich
selat nebyl u hladiny globulinu rozdil mezi novorozenymi a 42 dny sta-
rymi jiz prikazny. A/G kvocient byl u nich s vyjimkou prvnich dvou dni
po narozeni ponékud vy3$3i.

U péti skupin selat tretiho pokusu nebyly pri vySetfovani v interva-
lech dva aZz sedm dni v pribéhu aZz 42 dni po odstavu shledany ve sle-
dovanych parametrech tak vyrazné zmeény, jako v tdobi sé&ni. U CB po-
kracovalo sniZovani jeji hladiny, ve srovndni s vychozi hodnotou
prikazné (P < 0,05) do 28. aZ 42. dne, kdy bylo zaznamendno prvni men-
81 zvy3eni. Hladina albuminu se s obCasnym mirnym kolisdnim a ne-
prikaznym poklesem zvySovala. Naproti tomu hladina globulinu se stéle
sniZovala a teprve 37. az 42. den byl zaznamenan prvni maly vzestup.
A/G kvocient se zvySoval aZ do 28. dne a ponékud se sniZil 37. nebo 42.
den pfi vzestupu globulinémie.

Mezi sledovanymi skupinami selat byly pfi odstavu v télesné hmot-
nosti a ve stanovenych hodnotdch sérovych bilkovin jen pomérné malé
rozdily (tab. I). Celkovy prirdstek télesné hmotnosti za 28 dalsich dnfi
v3ak byl u skupin €. 1 aZz 5 odli$ny: 5,79, 8,14, 8,15 9,14 a 9,22 kg. Pro-
hloubily se také rozdily u sledovanych parametrd (tab. I). NejniZ3i pfi-
ristek byl spojen s nejniZz§imi hladinami CB a globulinu i s jejich nej-
vét§im ubytkem po odstavu; byly priikazné (P < 0,05) niZ$i neZ u nej-
méné dvou skupin s vétSimi piiristky télesné hmotnosti. Skupina
S nejvétSim priristkem meéla ve srovnani se stavem pri odstavu nejmensi
sniZeni hladiny CB i globulinu a nejvét3$i zvy3eni u albuminu. U albumi-
némie se sice neprojevoval zcela pravidelny vztah k intenzit& t&lesného
rastu selat po odstavu, vétSinou vSak byla pfi vétSich pfirtstcich télesné
hmotnosti vy$si.

Jak ukazuji vysledky ctvrtého pokusu, nepisobi wodstav v prvnich
dnech velké zmény. U normalné odstavenych selat ¢inil za dva dny pfi-
rastek 0,15 = 0,05 kg. Tato selata nepfijimala mnoho potravy, jejich so-
maticky rist se vyrazné zpomalil, trend sniZovani hladin CB a globulinu
a zvySovani u albuminu v$ak ziistal zachovan (obr. 2). Stresovy stav byl
prokazan u jejich sourozenct, ktefi dva dny po odstavu hladovéli. Téles-
nd hmotnost téchto selat se sniZila o 0,49 = 0,06 kg. Prikazné (P <
< 0,05) se u nich zvySila koncentrace sérovych kortikosteroidi, a to
z 267 = 6 na 326 = 21 nmol .1°1; v téZe dob& se u selat po odstavu krme-
nych mirné sniZila z 312 = 16 na 301 = 13 nmol.1-1. U selat, kterd po
odstavu dva dny hladovéla, se vedle albuminu zvy$ila i koncentrace CB
a globulinu (obr. 2); rozdily nebyly statisticky priikazné.

V patém pokusu se u sajicich selat za dvé hodiny po aplikaci ACTH
témér trojn4sobné zvySila koncentrace sérovych kortikosteroidl, €imZ
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[. Télesna hmotnost, koncentrace celkové bilkoviny (CB), albuminu a globulinu v krevnim séru a albumino-globulinovy kvo-
cient (A G) u péti skupin selat pri odstavu a za 28 dni — Body weight, concentrations of total protein (CB), albumin and glo-
bulin in the blood serum and the albumin-globulin quotient (A G) in five groups of piglets at weaning and after 28 days

Skupina 1(n =6) 2(n 14) 3(n=13) 4(n = 6) 5(n =15)
Pri odstavu '
hmotnost — kg 8,43 - 0,56 8,96 : 0,42 8,96 : 0,61 ‘ 8,30 + 0,45 8,48 + 0,39
CB — gl 50,50 3,30 54,80 - 1,10 54,70 -+ 1,00 ‘ 53,10 + 2,60 51,80 + 1,80
‘ albumin — g.1! 28,90 ¢+ 1,10 31,00 - 0,80 31,40 - 0,50 29,00 : 1,00 29,20 + 1,00
| globulin — g1 ! 21,60 : 1,00 23,80 - 1,20 23,30 : 0,80 24,10 :© 2,40 22,60 - 2,00
A/G 1,34 1,30 1,35 1,20 1,29
28 dni po odstavu
l hmotnost — kg 14,22 ¢ 0,748 17,10 - 1,073 17,11 21,1580 17,44 + 0,80" 17,70 - 0,80"
" CB - g.1! 43,50 ¢ 1,308 : 48,80 : 0,90" 50,60 - 0,80" 46,80 + 2,002." 49,50 =+ 1,500
l albumin  g.1! 30,60 : 1,808." { 31,50 : 0,808." 33,50 + 0,80* 29,20 + 1,10 32,50 -+ 0,708.b
globulin — g.1 ! 12,90 + 0,90» | 17,30 -+ 0,80" 16,90 - 0,70" 17,60 -+ 1,90a.b 17,00 - 1,20"
AlG 2,37 1,82 1,98 1,66 1,91

».» Hodnoty oznacéené v fddku ruznym pismenem jsou prukazné (P - 0,05) rozdilné
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2. Koncentrace celkové bilkoviny (CB), 52 ¢
albuminu a globulinu v krevnim séru
selat pred odstavem a pfi odstavu (0. -« \
den) a za dva dny po odstavu (vyplneé- 5 48 | \L
né znadky) nebo po hladovéni (prazdné b !\
znacky) — Concentrations of total protein @ I
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serum in piglets prior to weaning and
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II. Koncentrace celkové bilkoviny (CB), albuminu, globulinu a kortikosteroidua
v krevnim séru za dvé nebo 24 hodiny po aplikaci ACTH selatim (n = 9—10) —
Concentrations of total protein (CB), albumin, globulin and corticosteroids in the
blood serum two or 24 hours after ACTH administration to piglets (n = 9—10)

| . |

e Vysetieni CB Albumin | Globulin *;g‘r’g;"y ;

1 1 1 1 |

(hodin) g.l g.l g1 noli-l |

|
1. ACTH | 493 11,0 | 21,1 0,7 | 282+ 08 | 391 + 39
48,7 1 12 | 21,7+ 07 | 27,0 % 1,6 | 1027 + 60n
kontrola 2 50,0 £ 1,5 | 23,0207 | 27,1 + 1,5 | 356 + 16
2. ACTH 0 1550+1,7|230+1,7 ] 320+29 | 320+13
24 | 575021 (274:1,1 1 30,1127 370438
kontrola 24 57,0+ 1,4 | 257209 | 31,34 1,6 | 444 1 23
3. ACTH 0 43,1 - 0,9 | 243 1,0 | 188 + 0,5 | 247 + 12
24 45,6 - 1,0 | 26,509 | 19,1 : 0,4 | 272+ 18
kontrola 24 44,8 + 0,7 | 259 - 1,0 | 189 0,4 | 263+ 27

a rozdil proti poc¢ate¢ni hodnoté i kontrolni skupiné prukazny (P < 0,01)

VETERINARNI MEDICINA — 1986 409



se pokusna skupina priikazné (P < 0,01) lisila od kontrolni. Koncentrace
sérovych bilkovin se vSak nezménila (tab. II).

U Sestého pokusu lze predpokladat, Ze opakovana aplikace ACTH
v prvni den vyvolala prodlouZené zvy3eni adrenokortikalni funkce, které
za 24 hodiny po prvni injekci, popfipadé za 17 hodin po druhé injekci,
jiZ nebylo zjevné. Koncentrace sérovych kortikosteroidd byla v tu dobu
uZz ponékud niZ3i neZ u kontrolni skupiny (tab. II). Koncentrace CB
i albuminu byla u pokusnych selat za 24 hodiny zvy3end, globulinu sni-
Zenad nejen v primérech, ale i u prevaZzné veétSiny jednotlivcd. Rozdily
mezi pocCatecnimi nebo kontrolnimi hodnotami vSak nedosahly prikaz-
nosti (tab. II). A/G kvocient se zvy$§il z 0,72 na 0,91, u kontrol ¢inil 0,82.

U sedmého pokusu, metodicky stejné provedeného jako pokus dru-
hy, ale u starSich odstavenych selat, byly koncentrace sérovych kortiko-
steroidfi, CB a albuminu za 24 hodiny zvySené jak ve srovnani s vycho-
zimi hladinami, tak ve srovnani s hladinami konecnymi u kontrol,
rozdily v8ak nebyly prikazné (tab. II). A/G kvocient se u pokusngych
selat zvysil z 1,24 na 1,38, u kontrol byl 1,37.

DISKUSE

Hodnoty CB, albuminu, globulinu a A/G kvocientu, zjisténé v krev-
nim séru prasat na riznych pracovistich, ge i pro urcitou vékovou kate-
gorii podstatné 1iSi, zejména pri pouZiti odlidnych zphsobd vySetFeni.
Pri jejich stanoveni principidlné stejnymi metodami jako v této studii
je pro prasnice uddvdno nebo vypoCteno — ve stejném poradi para-
metrd, jaké bylo uvedeno dfive: 78, 41, 37 g.1°1; A/G 1,10 (Ursache
aj., 1979); 62, 39, 23 g.1"°1, A/G 1,69 (Reese aj., 1984); 79,5, 40,2,
39,3 g.17!, A/G 1,02 u primipar a 85,9, 39,2, 46,7 g .11, A/G 0,84 u pluri-
par (Raszyk aj., 1984). NejmenSi rozdily jsou v tidajich o koncentraci
albuminu. Ve srovnéan{ s hodnotami zji$ténymi u dospélych prasat se vy-
sledky dosaZené v této studii u selat zdsadné li§i. Hladina CB a albu-
minu byla vZdy niZ3i, hladina globulinu byla stejnd nebo vy33i pouze
druhy aZ 14. den po narozeni, ale pfi rychle se m&nicim A/G kvocientu.
Jeho hodnota je stejnd nebo blizkd A/G kvocientu prasnic jen pied na-
pitim mleziva, 14. aZ 28. den a vyjimec¢né v druhém mésici véku selat.

Nejvétsi fyziologické zmény sérovych bilkovin v Zivoté prasete jsou
v prvnim mésici. Pro pfeZiti novorozeného selete je rozhodujici pFijem
mleziva. Mlezivo zajiStuje také pasivni imunitu dosaZenim koncentrace
aZz 31 g.!1"! imunoglobulinu v krevnim séru v prvnich dvou dnech Zi-
vota; selata, kterd nedoZiji odstavu, maji imunoglobulinuo10az15g.1"1
méné (Blecha a Kelley, 1981). U ndmi vySetfovanych selat se
hladina sérového globulinu v priib&hu dvou dnii po narozeni zvyS$ila té-
méF pétindsobné, v priimérech skupin na 47,6 az 50,7 g.1°1, a tvofila
80 aZ 84 % z cirkulujiciho mnoZstvi CB. Ctrnacty den Zivota to bylo
48 aZ 53 %, potom se hladina globulinu i jeho zastoupeni v CB déle sni-
Zovaly spolu se zvySujicim se A/G kvocientem. D& se usuzovat, Ze
v dobég, kdy je u selat podil globulinu na CB vysoky, miZe stanoveni CB
dobfe informovat o v¢3i ziskanych imunoglobulini, a nahradit tak
v praktické diagnostice sloZit&j§i laboratorni vySetfeni. Stav po napiti
mleziva je k tomu vyhodné&jsi u selat, u nichZ se koncentrace sérovych
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CB zvySuje aZ o 303 % prekolostralni hodnoty, neZ u telat, u nichZ zvy-
eni ze 47,2 na 653 g.1"! (Naylor aj., 1977) pfedstavuje pouze
139 %.

Koncentrace sérového albuminu nebyla u selat pFijmem mleziva za
prvini dva dny Zivota ovlivnéna a jeji zvySovani, plynulé v ddobi sani
matefského mléka, zavisi na vlastni syntéze, nesporné& podmin&né
nutri¢nim stavem organismu.

K retardaci somatického rustu selat dochézi pravidelné po ¢asném
odstavu od prasnice. Je zplsobena zdsadni zménou prostfedi a hlavni
roli pfi tom hraje zména vyzivy. Prvnich 14 dni po odstavu se projevuji
vyrazné metabolické zmény. Hladina CB se sniZuje, a to vice u selat
dobfe rostoucich nez pri malych prirstcich (Dvofak, 1979). Hladina
albuminu zpravidla neklesa; pfi redukovaném obsahu nutri¢nich bilko-
vin v krmivu byl jeji pokles zaznamenan aZz za 35 dni (Dvofék,
1981). Naproti tomu pfi jejich vyrazné& omezeném piijmu, se stagnaci
télesného ristu, se koncentrace sérového albuminu sniZuje rychleji
(Pond a Yen, 1984). Ani v prvnich dvou dnech po odstavu se albu-
minémie nesniZila a na poklesu CB se podilel rychlej$i ibytek globulinu
v krevnim séru. Ten trval aZ do konce druhého mésice Zivota. Soucasné
se albuminémie zvy3ovala, ale mirn&ji neZz v tdobi sani. Koncentrace CB
byla pozitivnhé ovlivnéna aZ prFi vzestupu hladiny globulinu. Zmény vy-
stihuje A/G kvocient, ktery se po odstavu selat zvy3oval aZz do doby
nardstu globulinové frakce. Teprve po zintenzivnéni jeji syntézy se za-
¢ind A/G kvocient pfibliZovat k hodnoté dospé&lych prasat. U selat je
proteinémie — s vyjimkou dvou aZ tff tydnt po narozeni — charakteri-
zovana relativni hyperalbuminémii a hypoglobulinémii.

Na zménach koncentrace sérovych bilkovin se vedle vékovych vlivil
podileji i nutri¢ni ¢inky spolu s intenzitou télesného ristu. U selat
lépe rostoucich byla v&tSinou zjisfovana vy3si albuminémie a mensi A/G
kvocient. SniZujici se hladina globulinu a CB po odstavu je zfejmé pi-
sobena neschopnosti vytvafet globuliny a diluci jejich obsahu narista-
jicim objemem krevni tekutiny. U 1épe rostoucich odstavenych selat byl
pozorovan asi o tyden dFivéjsi vzestup globulinémie neZ u selat hife
prospivajicich. Lze usuzovat, Ze vyZiva, t&lesny rist a syntéza nejen
albuminu, ale i globulinu se u selat vzdjemné podminuji. Pozitivni vztah
tvorby globulinu a vyZivy je asi plisoben d¥ivéjsi vyzralosti lymfocytarnf{
tkdné téz8ich selat. Podle dostupnych udaji se tento vztah u dospélych
prasat neprojevuje. PodvyZivend miniaturni prasata maji vice globulinu
neZ prasata dobfe krmend (Tumbleson aj, 1972). U telat a ovci
neni koncentrace globulinu ovlivnéna proteinovym stavem vyZivy
(Little aj.,, 1977; Sykes, 1978). Obecné je albumin pokladan za
zdkladni indikator proteinového stavu v organismu. Jeho vysok& speci-
fita je vSak doprovdzena pomérné malou citlivosti, kterd nedovoluje za-
znamenat denni zmeény ve vyZivé (Ingenbleek aj., 1975).

Je prekvapujici, Ze albuminémie nebyla negativn® ovlivnh&na pFi
retardaci télesného riastu selat po odstavu, nebo byla ovlivnéna jen ma-
lo. MiZe to byt dokladem vhodného sloZeni pouZivaného kompletniho
startéru COS 2, nicméné ani ten nenf zpocatku pfijimédn v dostateéném
mnoZstvi, takZe miiZze dochazet k relativnfmu hladové&ni. Ackoli pfi od-
stavu byl v hladiné albuminu zji§t&n priilkazny rozdil mezi selaty t&Z3i-
mi a leh¢imi, nebylo tomu tak za 14 dni po odstavu (Dvofdak, 1981),
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ani v této studii mezi selaty s nejmensim a nejvétSim priristkem za
28 dni po odstavu. OdliSné prirtistky hmotnosti se lépe projevovaly

s

v rozdilné globulinémii. Nelze vyloucit, Ze k udrZeni vy3si albuminémie
u hiife prospivajicich selat prispivd zvySena adrenokortikdlni aktivita
(Dvofak, 1975). Jeji vliv v relativné kratkodobych pokusech pfi sti-
mulaci exogennim ACTH se sice nepodafilo prokézat, trend ke zvySeni
koncentrace sérového albuminu je vSak zfetelny. Je moZné, Ze albumi-
némie je pozitivné ovliviiovdna stresovymi stavy spojenymi se zvySenou
hladinou cirkulujicich kortikosteroidid, ke kterym u odstavenych selat
plisobenim vnéj$tho prostfedi dochazi. PFi kratkodobém stresu, imito-
vaném jednorazovou aplikaci ACTH, vSak za dvé hodiny nebyly zmény
sérovych bilkovin zjiS§tény, coZ je z hlediska odbéru krve k diagnostic-
kym ucellim pFiznivé.
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Doslo dne 28. 10. 1985

ABOPXAK, M. (HayuHo-ucCnepoBaTenbCKkMi WMHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): W3meHnenns
KOHUEHTpauuu GeNnkos B CbIBOPOTKE KPOBU MOPOCAT B TEUYEHHE MX Pa3BUTHA W B YCNOBHAX
crtpecca. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 403-414.

KoHueHTpauyus Bcex 6enkos (CB), anb6ymuHa u rno6ynuHa B CbIBOPOTKE KPOBM OOHapy-
xuBanu 8 7 ucnbitTaHusx y 203 nopocst — ortbembiluelt B Bo3pacte 3—4 Heaenb. Y HOBO-
POXAEHHDbIX NOPOCAT A0 WX HANOEHUs MONO3MBOM ObiNM Camble HW3KWEe nokasaTenu. Yepes
ABa AHA nosbicuncs yposewb CB B 3 pasa, y rno6ynuHa — noutu B 5 pa3. loToM oHu
CTanW ONATb NOHWXATbCA, Hawbonee y rno6ynuMHa, W CHUXEHWE NPOAONKANOCL BNNOTb A0
KOHUA BTOPOro Mecsua XM3HW. AnbOyMUHEMUS nOBbiuanacb OT POXAEHWS A0 KOHUa Habnio-
AeHMs B Hauane TpeTbero Mecsuya, 6e3 3aMETHOro BAMSHWA OT NpUEMa MONo3uBa, M C No-
HUXEHHOM MHTEHCHMBHOCTbIO nocne oTbema. ANb6YMWUHO-rNOGYNMHOBbLIK KO3IMDMHUUMEHT, Ca-
MbIH HM3KMK Ha BTOpOﬁ AEHb XW3HW, NOCTENEeHHO nosbiwancsa, Y NOPOCAT XOpOWO pa3sswu-
Balwmnxcs 6bina B 60NbUIMHCTBE CnyuyaeB oOHapyxeHa 60nee BbiCOKas anbOyMUHEMUS,
a nocne oTbeMa — Gonee 6bICTPOE YpPEryNUPOBAHUE UNOrNOBYNUHEMUM, UEM Y NODOCHT
NNOX0 pa3BUBaOUMUXCH. N3 3TOro MOXHO caenatb BbIBOA, 4UYTO NUTaHuUeE, TENEeCHbIK pocTt
M CHHTE3 anb6yMuHa M rnobynuHa y nopocCaT B3auMHO o6GycnosneHbl. [OBbIWEHWE CbIBO-
POTOYHbIX KOPTUKOCTEPOMAOB, BblI3BaHHOE ABYXAHEBHbLIM ronoAaHUEM, WUAKU XK€ ABYXpPa3o-
BbIM NPUMEHEHWEM aAPEHOKOPTUKOTPONHOro ropmoHa (ACTH), Bbi3Bano HeaoCToBepHoe
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NOBbIWEHWE KOHUEHTpauun anbbymuHa. BbICOKMW ypOBEHb KOPTMKOCTEPOMAOB uepe3 ABa
uaca nocne npumeHeHus ACTH He CONpoOBOXAancs U3MEHEHWEM GENKOB CbIBOPOTKM.

ofwmin 6enok; anb6yMuH; rnobyAnUH; KOPTUKOCTEPOMALI, POCT

DVORAK, M. (Veterinary Research Institute, Brno): Changes in the Protein Con-
centration of the Blood Serum of Piglets during Ontogenesis and in Stress Situations.
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) :403-414.

The concentrations of total protein (TP), albumin and globulin in the blood serum
were investigated in seven trials with 203 piglets weaned at the age of three to
four weeks. The lowest values were recorded in the newborn piglets just before
colostrum intake. Two days later the TP level was three times higher and that of
globulin almost five times higher. Later the levels began to sink (more intensively
in globulin) and the decrease lasted until the end of the second month of age.
Albuminaemia increased from birth until the end of study (the beginning of the
third month) without any greater influence of colostrum intake and at a rate
reduced by weaning. The albumin-globulin quotient, the lowest on the second day
of life, increased step by step. The better-growing piglets mostly had higher albu-
minaemia and their hypoglobulinaemia reached a normal level sooner after wean-
ing as compared with the tail-enders. This suggests that nutrition, body growth
and albumin and globulin synthesis are interdependent in piglets. An increase in
serum corticosteroids induced by two days of starvation or two administrations of
adrenocorticotropic hormone, caused an insignificant increase in the concentration
of albumin, Two hours after ACTH administration, the high level of corticosteroids
was not observed to be accompanied by a change in serum proteins.

total protein; albumin; globulin; corticosteroids; growth

DVORAK, M. (Forschungsinstitut fiir Veterinarmedizin, Brno): Verdnderungen der
Konzentration der Blutserumeiweifistoffe von Ferkeln im Verlauf ihrer Entwicklung
und bei Stref. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) :403-414.

Die Konzentration des Gesamteiweif3stoffes (GE), des Albumins und des Globulins
des Blutserums wurde in sieben Versuchen mit 203, im Alter von drei bis vier Wo-
chen abgesetzten Ferkeln untersucht. Bei neugeborenen Ferkeln vor dem ersten
Trianken mit Kolostralmilch lagen die Werte am niedrigsten. Nach zwei Tagen
stieg das GE-Niveau dreifach an und das Globulinniveau nahezu flinffach. Danach
gingen die Werte allmihlich zurilick, etwas stirker beim Globulin. Dieser Riickgang
dauerte bis zum Ende des zweiten Lebensmonats. Die Albuminimie stieg von der
Geburt an bis zum Ende der Untersuchungsperiode am Anfang des dritten Monats,
ohne spiirbare Auswirkung der Kolostralmilchaufnahme, jedoch mit herabgesetzter
Intensitidt infolge des Absetzens. Der Albumin-Globulin-Quotient, der am zweiten
Lebenstag am niedrigsten lag, stieg allmidhlich an. Bei den besser wachsenden
Ferkeln wurde gegeniiber den schlechter gedeihenden meist eine hohere Albu-
minimie und nach dem Absetzen eine raschere Regelung der Hypoglobuminimie
verzeichnet. Es ist anzunehmen, dafBl sich Ernidhrung, Korperwachstum und die
Albumin- sowie Globulinsynthese bei den Ferkeln gegenseitig bedingen. Eine Er-
hohung der Serumkortikosteroide, die durch zweitidgiges Hungern oder durch zwei-
fache Applikation des adrenokortikotrophen Hormons (ACTH) hervorgerufen wurde,
bewirkte eine nur unbedeutende Erhéhung der Albuminkonzentration. Ein hoher
Kortikosteroidspiegel in zwei Stunden nach einer ACTH-Applikation rief keine
Verdanderung der Serumeiweifstoffe hervor.

Gesamteiweifstoffe; Albumin; Globulin; Kortikosteroide; Wachstum

Adresa autora:

MVDr. Miroslav Dvoralk, CSc Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hud-
cova 70, 621 32 Brno
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DEKONTAMINACE KONTINUALNICH BUNECNYCH LINII
SPONTANNE INFIKOVANYCH MYKOPLAZMATY

M. Machatkova, K. Jurmanova, V. Snejdar

MACHATKOVA, M. — JURMANOVA, K. — SNEJDAR, V. (Vyzkumny ustav
veterinarniho lékarstvi, Brno; Vojensky ustav hematologie, epidemiologie
a mikrobiologie, Praha): Dekontaminace kontinudlnich bunéénych linii spon-
tanné infikovanych mykoplazmaty. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) :415-422.

Kontinualni bunéé¢né linie bovinnich ledvin MDBK a AUBEK a prasedich
ledvin RPD a IBRS, spontanné infikované Mpycoplasma arginini a Achole-
plasma laidlawii, byly dekontaminovany metodou selektivni eliminace. Pfi
dekontaminaci byla pouzita modifikace dvou eliminac¢nich postupu spoc¢ivaji-
cich v redukci infekce oSetfenim Kkultur svétlem a v selekei mykoplazmat
prosté buné¢né populace klonovanim bunék. Na zdkladé dlouhodobé kontroly
ziskanych bunéénych klonu byl vypracovan metodicky postup pripravy myko-
plazmat prostych buneénych linii.

bovinni ledviny; prase¢i ledviny: Mycoplasma arginini; Acholeplasma laid-
lawii; sterilni klony

Mezi faktory, které vyznamnou meérou ovliviluji kvalitu bunécnych
kultur a jsou castou pricinou nestandardnich vysledkdi dosahovanych
pFi jejich kuliivaci, patfi latentni kontaminace. Hlavni problém v tomto
smeéru predstavuji infekce bunék mykoplazmaty, ohroZujici pfedevsim
kontinudlni bunécné linie (Barile, 1977).

Pokles vyskytu linii infikovanych mykoplazmaty, zaznamenany
v poslednich letech ve svétovém méritku, je vysledkem systematické
kontroly referenc¢nich linii, umozniujici v€asnou eliminaci nebo dekonta-
minaci zamorenych kultur pfimo v bankéach.

Z metod, které dosud byly v literatufe v souvislosti s dekontaminaci
kultur uvadény, jsou nejcastéji pouZivany dlouhodobé kultivace infiko-
vanych bunék v pritomnosti antibiotik nebo specitickych protilatek
(McGarrity aj., 1978; Djakonov aj, 1980; Barile, 1981; Ra-
kovskaja aj, 1983; Adams, 1983). Méné je vyuZivdna skupina fy-
zikdlnich metod zaloZenych na poznatku, Ze urCité druhy mykoplazmat
jsou ve srovnani s buiikami savci ke zmeénam nékterych fyzikalnich
faktora citlivéjsi (Cross aj., 1967; Fogh, 1973).

V roce 1980 popsali Marcus aj. metodu, pomoci které se jim
podarilo dekontaminovat buiiky linie ledvin t€inského kfreCka experi-
mentalné infikované M. hyorhinis a A. laidlawii.

Metoda je zcela zaloZena na schopnosti mykoplazmat zabidovat do
své DNA purinové nebo pirimidinové béaze, které savci buiiky témér ne-
inkorporuji. Jeji metodicky zaklad tvori kultivace bunék v médiu obsa-
hujicim néktery analog bazi a kratkodobé vystaveni kultur intenzivnimu
svételnému zdroji. Mutace a zlomy vyvolané svétlem v defektni DNA
mykoplazmat vedou k postupné likvidaci mikroorganismu.
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Uc¢innost metody jsme ové&fovali na buiikach kontinualnich linii
spontanné infikovanych M. arginini a A. laidlawii s cilem pfipravit ste-
rilni bunécné substraty.

MATERIAL A METODY

BUNECNE KULTURY

K dekontaminaci byly pouzity kultury bovinnich ledvin MDBK a AUBEK
a prasec¢ich ledvin RPD a IBRS.

Bunééna linie MDBK byla ziskana z Americké sbirky tkanovych kultur (ATCC),
zbvvajici kultury byly importovany z Francie. V prubéhu dlouhodobé kultivace
byly linie spontanné infikovany mykoplazmaty.

Bunééné linie rostly v médiu MEM-EAGLE doplnéném 10 9, fetalniho bovin-
niho séra, 200 m. j. penicilinu a 200 ug streptomycinu na 1 ml média.

OSETRENI KULTUR SVETLEM

Experimentalni kultury byly nasazeny do kultivaéniho meédia obsahujiciho
30 ug 5-bromouracilu na ml (Lachema, Brno). ve kterém byly kultivovany 24 az
48 hodin. Po hodinové inkubaci s bisbenzimidem (HOECHST 33258) v koncentraci
1 ug'ml bylo kultivaéni médium vymeénéno a bunky byly po dobu 30 minut vysta-
veny intenzivnimu svételnému zdroji (400 W),

Timto zpusobem byly bunky oSetfoviany denné az po udobi, kdy se v Kkultu-
rach objevily kolonie negativnich bunék.

KLONOVAN! BUNEK

Bezprostiedné po ukonceni vlastni dekontaminace byly linie klonovany. Z ose-
ttenvch kultur byly postupnvm fedénim pripraveny suspenze obsahujici v 0,1 ml
médin jednu nebo deset bunék. Pro klonovani bylo rastové médinm ohahareno
glutaminem a neesencialnimi aminokyselinami a bufky v ném byly kultivovany
no dobu 14 az 21 dna. Kolonie o poétu 100 az 150 buncék, tvorici se v nékterych
iamkach mikroplotny, byly potom pfeneseny na plastické Petriho misky, na kte-
rvch bvlv kultivovany dalsich pét az deset dni. Béhem dals$i kultivace bylo pouzito
médium bez antibiotik.

KONTROLA STERILITY

Fluorescenc¢ni vysSetfeni

Pro vysetreni kontinualnich linii v prabéhu vlastni dekontaminace a kontroly
pripravenych bunéénych klonti byla pouzita metoda prikazu mykoplazmat bis-
benzimidem Hoechst (Chen, 1977) v modifikaci popsané Machatkovou aj.
(1983).

Kultivacni vySetieni a identifikace druhi mykoplazmat
Bunééné kultury byly vysetifeny citlivymi kultivaénimi metodami a izolované

druhy mykoplazmat byly identifikovany postupy popsanymi Jurmanovou aj.
(1983).

VYSLEDKY

KONTAMINOVANE KULTURY

Spontanni infekce kontinudlnich linii mykoplazmaty vyvolala v kul-
turach periodicky se opakujici vice nebo méné vyrazné zmény projevu-
jici se predevS8im poklesem proliferacni aktivity a ztrdatou plvodni mor-
fologie.
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Stupenn téchto zmén byl zavisly na vnimavosti jednotlivych linii
k infekci a na dynamice biologické rovnovahy v kulturdch. Zatimco kul-
tury RPD a IBRS degenerovaly béhem nékolika pasaZzi, pfeZivaly burky
bovinnich linii MDBK a AUBEK po relativné dlouhé obdobi.

Vysledkim kultivace odpovidalo i fluorescenc¢ni vySetfeni, které
ukazalo, Ze primeérny pocCet kolonii mykoplazmat infikujicich jednu
buriku byl v pripadé prasecich linii o nékolik rada vyssi.

Kultivacnimi metodami bylo ve vSech uvedenych liniich prokéazano
M. arginini a A. laidlawii v titru 105 aZz 108 CFU/ml.

OSETRENI KULTUR SVETLEM

liz prvni pokusy o dekontaminaci bunék svétlem potvrdily, ze uve-
deny zplisob oSetfeni inhibuje rozvoj infekce v kulturdch a pozitivné
ovliviiuje jejich morfologii a rist.

Pokles kontaminace v opakované oSetfenych kulturdch byl nepfi-
mo umeérny stupni zamofeni vychozi bunécné populace (tab. I).

V Kkulturach stfedné kontaminované linie MDBK, ve které pred de-
kontaminaci nebyly pozorovany vyrazné morfologické zmény, bylo po
desatém oSetfeni zjiStovdno pouze malé mnoZstvi pozitivnich bunék.
V silnéji infikovanych kulturach linie AUBEK, ve kterych mykoplazmata
vyvolavala reverzibilni cytopaticky efekt, byl pokles kontaminace po-
zvolnejsi, takZe po stejném pocCtu ozateni bylo v kulturach jesté 50 %
bunék fluorescenc¢né pozitivnich. Casové narocnéjsi bylo o3etifeni ma-
sivné infikovanych linii praseCich bunék RPD a IBRS (obr. 1). Také
v téchto kulturach se intenzita fluorescence po deseti ozarenich signifi-
kantné sniZila (obr. 2) a mnozstvi jednotek tvoficich kolonie myko-
plazmat ve vzorcich odebranych na kultivacni vySetfeni kleslo, pocCet
fluorescencné negativnich bunék byl vSak stdle nizky. Vé&t3i kolonie bu-
nék prosté mykoplazat se objevily teprve mezi desatym aZ patnactym
dnem oS3etfeni (obr. 3) a od dvacatého dne v kulturach zcela prevladly
(obr. 4).

KLONOVANI BUNEK

V rizném stadiu dekontaminace byly kultury klonovdny a odvozené
bunééné klony fluorescenc¢né i kultivacné vySetfeny. Polet ziskanych
sterilnich klont koreloval s mnoZstvim negativnich bunék v o3etfenych
kulturach (tab. IT).

I. Dekontaminace bunéénych linii pusobenim svétla — Decontamination of cell
lines by the action of light
0 10 15 20
Bunééna . o
linie

| FV Pl FV PI FV PI FV PI
MDBK + 4 2,9 ¢ 4,0 neg. 6,0 neg. 6,2
AUBEK o 1,8 f 4 3,2 + 4,4 neg. 4,8
RPD e 1,6 o 2,1 . 2,4 neg. 3,2
IBRS + b4 4 1,2 + 4+ + 4,2 =+ 5,8 neg. 7,4

FV = fluorescen¢ni vySetfeni PI = prolifera¢ni index
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1. Bunky kontinualni li-
RPD masivné infi-
ne mykoplazmaty
arveno bisbenzimidem
Hoechst., puvodni  zveét-

100 X)) - Cells of
he RPD continual line
nfected  on 1 mass

ith mvcoplasma
0 with bisbenzi-
n Hoechst.  original
maguniflication 400 times)

2. Pokles kontaminace
v kulturach po desatem
osetreni (puavodni zvét-
senit 400X) — Decrease
f contamination in the
cultures after the tenth
1 itment (original mag-
fication 400 times)

3 Ojedinéle fluores-
ne pozitivni bunky

rulturach po 15. oSe-
trent  (puvodni zveétSeni
190 X) — Separate fluo-

ent-positive cells in
cultures after the 15th
‘ecatment (original mag-
ilfication 400 times)



4. Fluorescencné negia-
tivni kultury linie RPD
po 20. oSetreni (puvod-
ni  zvétseni 400X) —
Fluorescent-negative

cultures of the RPD
line after the 20th
{reatment (original mag-
nification 400 times)

Nejméné klont prostych mykoplazmat bylo ziskdno z bunécné linie
AUBEK, ve které bylo mnozstvi infikovanych bunék po dekontaminaci
jeste stale vysoke.

Relativné nejvetsi pocet sterilnich klont byl pFipraven z linii RPD
a IBRS. Na rozdil od predchdazejicich kultur prodeélaly tyto kultury dvoj-
nasobny pocet oSetfeni a v dobeé klonovani byly kultivacne i [luo-
rescencné negativni. Z péti klontt derivovanych z linie RPD byly in-
fekce prosté Ctyfi a ze Ctrnacti klont linie IBRS zlstaly sterilni vSechny.

SELEKCE KLONU A JEJICH KONTROILA

Dlouhodoba Kkultivace kultur a kontrola jejich sterility ukdazaly, ze
postupnou selekci pripravenych kloni je mozZné ziskat sterilni bunécné
linie. V neklonovanych kulturach i v nékterych bunécénych klonech byla
mykoplazmova infekce znovu prokazdna mezi patou az desatou pasazi
po ukonceném oSetfeni a jeji Sifeni v kulturdch meélo velmi rychly
pribéh.

Na zakladeé ziskanych vysledkit byl vypracovan a ovéeren metodicky
postup pro pfipravu mykoplazmat prostych linii z infikovanych substra
th (obr. 5). Podle stupné zamoreni jsou bunécné linie nejdrive desetkrat
az dvacetkrat oSetreny a na zakladé vysledki fluorescencniho vySetfeni

II. Klonovani kultur po dekontaminaci — Clonation of cultures after decontamin-
ation
l Pocet ! I)QCU 3 p
. , _— kontaminovanych Pocet e
i i kontaminovenvch 50 % Ry SRR Z toho
Bunéc¢na biinak Pocet bunck ziskanych dlouhodobé
linie 1ok _m“”p] i odetfeni | v kultufe po ‘ bunéénych \rcrilnki +
| dekontaminac | dekontaminaci | kloru : Y
:‘ ‘
MDBK 100 8 ’ 25 15 ‘ 5
AUBEK 100 10 | 50 18 | 3
|
RPD | 100 20 [ 0 5

IBRS ‘ 100 30 0 14 14
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Bunéé¢na linie

y

oSetfena (5—10X)

']

presazena fluorescenéni vysetieni

Y

osetrena (5—10X)

klonovana —-.Lfluoresceném‘ vysetieni

j fluorescenc¢ni vysetreni I

bunééné klony

‘ kultivaéni vysetreni J

Y Y

negativni pozitivni

lnamnoZenyJ [ vyrazeny ]

zmrazeny

Y

rozmrazeny

& fluorescenéni vysetfeni

pasazovany (10—15X)

kultivaéni vysetieni

y L i

negativni pozitivni
Inamnoienyl [ vyrazeny l
zmrazeny
5. Schéma pripravy sterilni bunééné linie — A diagram of the preparation of

a sterile cell line
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klonovany. Buiilky negativnich klonti jsou potom zmrazenim stresovany.
Po rozmrazeni jsou preZivajici klony kratkodobé pasdZovany a opét
obéma vySetfovacimi metodami kontrolovany. Kultury oznacCené opako-
vané jako negativni jsou namnoZeny a konzervovany pri teploté —196 °C.

DISKUSE

Z dosud publikovanych praci je zrejmé, Ze kontaminace bunécnych
linii mykoplazmaty predstavuji stdle zavaziny problém, ponévadZ metody
pouZivané k jejich dekontaminaci jsou malo uc¢inné a pfinaseji relativné
kratkodoby efekt. Patfi mezi né i jedna z nejCastéji pouZivanych me-
tod — dlouhodobé& kultivace bunék v pritomnosti antibiotik. PfevazZna
¢ast autord, ktefi doporucuji dekontaminovat buné¢né linie pomoci
antibiotik, prFipouSti vysokou pravdépodobnost selekce rezistentnich
mykoplazmovych kmeni (Fogh, 1973; Barile, 1981; Adams,
1983). Obecnou platnost téchto poznatkd potvrzuji i tdaje, podle kte-
rych byl v souboru linii kultivovanych v médiu s antibiotiky vyskyt
mykoplazmat desetkrat vy3$3i nez ve skupiné linii rostoucich v médiu
bez antibiotik (Fogh, 1973).

Aplikace vysokych teplot nebo hypotonického Soku u kontamino-
vanych Kkultur je ucinna pouze u nékterych druhii mykoplazmat, pficemz
ve vSech pripadech negativné ovliviiuje i bunlky. Také specifickd anti-
séra proti mykoplazmatim, pFipravovana nejcastéji na morcatech, casto
byvajl pro buriky toxicka (Fogh, 1973).

V naSem sdeéleni jsou shrnuty vysledky pokusti o dekontaminaci
bunécnych linii postupem vyuZivajicim odliSnosti metabolismu savcéich
bunék a mykoplazmat. K dosaZeni sterilni buné&fné populace vyznamné
prispivd klonovani bunék. Vysokou tucinnost této metody potvrdili na
zakladé cytologickych, kultivatnich a radioautografickych vySetfeni
i Marcus aj. (1980) a Rottem a Marcus (1981).

Také Fowler aj. (1983), ktefi srovnévali vliv rtznych zpusobi
dekontaminace na pokles mykoplazmové infekce v linii lidskych jater-
nich bunék, oznacili oSetfeni kultur svétlem jako metodu vysoce efek-
tivni.

NaSe vysledky ziskané v prdb&hu dlouhodobého sledovani kultur
v8ak naznacuji, Ze i tento zphisob dekontaminace skryvd vysoké nebez-
peci latentni infekce. Svédci o tom postupny rozvoj infekce v neklono-
vanych kulturdch i v nékterych klonech pf@ivodné oznaCenych jako ne-
gativni.

Naproti tomu dlouhodoba kultivace zbyvajicich klonli potvrdila, Ze
uvedenym postupem je moZné ziskat sterilni bun&¢né linie se standard-
nimi morfologickymi i ristovymi vlastnostmi.
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REZIDUA CHLOROVANYCH PESTICIDU A POLYCHLOROVANYCH
BIFENYLU VE VEJCICH A TUKOVYCH TKANICH
VOLNE ZIJICICH PTAKU

F. Kredl, K. Kfen

KREDL, F. — KREN, K. (Statni veterinarni ustav, Jihlava): Rezidua chléro-
vanych pesticidi a polychlérovanych bifenylu ve vejcich a tukovych tkdnich
volné Zijicich ptaku. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) :423-432.

V letech 1983 a 1984 bylo ve Statnim veterinarnim ustavu v Jihlavé vySetfeno
129 vzorka vajec pochazejicich z raznych oblasti CSR od 14 d-uha volné zi-
jicich ptakt na pritomnost rezidui chléorovanveh pesticidu a polychlorovanych
bifenyla (PCB). Dale bylo analyzovano devét vzorku tuku jestfabu a 27 vzorku
tuku kanat lesnich. K analyze bylo pouzito metodv plynové chrom~tografie
s detektorem elektronového zachytu. Ve vysetrenych vzorcich byla zjisténa
rezidua PCB, DDT a zejména jeho metabolitu DDE, dale HCB. «-HCH, y-HCH.
Rezidua dalsich chlorovanveh uhlovodiku nalezena nebyvla. Zatizeni vajec i tu-
kové tkané jednotlivych druht vodné Zijicich p‘akua rezidui sledovanych latek
je velmi rozdilné a pohybuje se v §irokém rozmezi. Silné se uplatiuje ruz-
nost potravniho spektra, vék ptaka, nedostatek potravy, a tim mobilizace tu-
kovyeh rezerv, ale hlavné prostredi, ve kterém ziji. Nejvyssi hladiny rezidui
bvly nalezeny ve vejcich a tukovych tkanich dravych ptaka s dzkym spektrem
vyzivy. tj. takovych, ktefi se zmocnuji ptaka (krahujec celkem 33,00 mg.kg-!
v sudiné vajec, jestrab 239,98 mg. kg—! v tuku), nebo druhu spojenych s vod-
nim zivlem (rohaé potapka celkem 11,97 mg. kg—!, racek 11,24 mg. kg-! v su-
$iné vajec). Podstatné nizs§i hladiny rezidui jsou u druht zivicich se prevazné
drobnymi hlodavei (postolka obecna celkem 0,681 mg. kg-1, kané lesni 2,456
mg.kg-! v susiné vajec a 11,398 mg.kg—! tuku). Neékteré vysetrené vzorky
vajec obsahovaly uhynulid embrya. U nich bylv nachazeny vysoké hladiny
rezidui, které c¢asto prekrac¢ovaly hladiny udavané autory jako toxické.

dravi ptaci:; vejce; tuk; potravni spektrum

ZneciStovani Zivotniho prostredi se s postupujici chemizaci a in-
dustrializaci stava stdle zavaznéjSim problémem. Jednémi z nejSkodli-
véjSich a soucasné i nejdéle perzistujicich zneciS‘énin nasi biosféry jsou
chlorované uhlovodiky. Jejich stanovenim v ovzdu$i, pidé i v cetnych
biologickych materidlech se zabyvda mnoho praci. V poslednim obdobi je
hlavni pozornost zaméfena na nalezeni tzv. ekologickych indikatord, to
je stabilnich sloZek dané krajinné oblasti, které by byly schopny reago-
vat na dosaZeny stupeil zneciSténi proporcionalni a jednoduSe interpre-
tovatelnou odezvou.

Jako indikatorové organismy mohou slouZzit volné Zijici ptaci, zejmeé-
na dravci, ktefi svym postavenim na konci potravniho Fetézce kumuluji
ve svych tkanich a vejcich podstatné vy3si hladiny rezidui neZ ostatni
ZivocCichové.
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JiZ od konce padesatych let se v odborné literatufe objevuji varov-
né udaje o celosvétovém ubytku mnoha druht ptdki. Ztraty zahrnuji
stale vice druhli a privedly nékteré populace ptdki az na okraj vyhu-
beni. PostiZeni byli pfedevSim dravi ptaci (Paul, 1965).

V posledni dob&é se dokonce objevuji zpravy o ubytku zpévného
ptactva, které obyva rozsahlé oblasti a jehoz hustota byla znacna
(Hickey, 1969; Berthold, 1972; Schitz a Szijj, 1975).

Pficina ubytkd spocCiva vedle prfimého ovlivnéni Clovékem (odstrel,
zména biotopli, niceni hnizd, odchyt atd.) prokazatelné v mnoha pfipa-
dech i v negativnim piisobeni chlérovanych pesticidd, polychlorovanych
bifenyli (PCB) a tézkych kovi (Moore, 1965; Presst a Rat-
cliffe, 1972; Rutschke, 1972; Cooke, 1973; Conrad, 1976).

Zatimco v literatufe z padesatych a Sedesatych let se vétSina auto-
ri zabyvajicich se touto problematikou zameéfila na sledovani rezidui
zejména DDT a jeho metaboliti i na ostatni chlorované pesticidy,
v pozdéjsi dobé témeér vSechny prace udavaji soucasné i hladiny rezidui
PCB. Prostifedi znecisténé PCB je specifickou problematikou primyslo-
vych zemi. Jsou to latky, které se svymi vlastnostmi podobaji pestici-
dim, ze skupiny chléorovanych uhlovodikl, a proto je pfi plynové chro-
matografickych vySetfenich doprovazeji.

Vlivem rezidui chlérovanych pesticidii a PCB na ptaky se zabyvalo
mnoho autorti. Bylo sledovano toxické plsobeni riiznych druh@ PCB na
mladé bazanty, divoké kachny a kifenelky a bylo zjiSténo, Ze toxicita
PCB vzrista s procentem chlorace (Standell, 1976).

PCB jsou snadno prijimany ZivociSnymi tkanémi, ale vyluCovany
jsou velmi pomalu. Na druhé strané se PCB lehce vylucCujii do vajec.
U ptakd krmenych dietou s PCB byly nejvyS35i hladiny této latky zjiStény
v tukové tkéani; pak naésleduji ledviny, jatra, mozek, svaly a Kkrev
(Dahlgren aj., 1972). Na dileZitost potravniho spektra upozornili
ve své praci Bogan a Newton (1983). Tito autofi dokazali, Ze
existuje obrdceny pomér mezi lihnivosti a obsahem chlérovanych uhlo-
vodiki ve vejci.

PCB uloZené v tukové tkéani jsou pohotové mobilizovany v pribéhu
stresi, které zplsobuji ztratu télesné hmotnosti. Ptaci, ktefi uhynuli vyhla-
dovénim a mobilizovali pFedtim svoje tukové rezervy, méli vy$si hladiny
PCB v mozku a ostatnich tkanich neZ ptéaci, ktefi nehladovéli (Lincer
a Peakall 1973). Je velmi obtiZné hodnotit vliv PCB na reprodukci
ptakd, ale je nutné predpokladat vazny dopad na ptac¢i populaci.

Ve slepicich vejcich, v nichZ hladina PCB presahla 10 az 15 mg PCB
na kilogram mokré substance, byla zjiSténa silnd embryotoxicita. Ta ne-
byla zjiSténa v hladinach pod 5 mg PCB.kg"! (Standell, 1976).

Nékteré druhy ptakd jsou na PCB méné citlivé nez kufata slepic,
napfiklad divoké kachny (Hearth aj., 1972), kfepelky (Scott aj.,
1975), koroptve (Hearth aj., 1972). Naproti tomn u baZanti byla
hladina rezidui PCB vyvolavajici poruchy reprodukce podobné vysoké
jako u kufat (Dahlgren a Lincer, 1971).

Roppe (1975) uddva jako kritické mnozstvi PCB v ptacich vejcich
7,5 mg . kg~ ! vajecného obsahu, coZ odpovida 37,5 mg . kg ! suSiny va-
je¢ného obsahu.

Udaje o hladinach rezidui v organech a vejcich volné Zijicich ptaki
jsou u nas necetné. Kredl (1972) udava hladiny rezidui chlorova-
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nych pesticidd v zajicich, bazantech, srnach a liSkach. Koncentrace
chlorovanych pesticidlt u divoce Zijicich baZantli a u baZantli z baZantnic
sledovali Mikulik a Vavrova (1977).

Podobnou tematikou se zabyvali Kac¢mar aj. (1978) a zjistili, Ze
hladiny rezidui jsou u volné Zijicich baZanti vy$3i neZ u baZantd cho-
vanych v bazantnicich.

Hodnoty rezidui chlorovanych pesticidi a PCB v organech a v tka-
nich nékolika dravych ptak, jakoZ i v jejich vejcich uvadeéji Kredl
a Breyl (1981).

MATERIAL A METODA

’ V letech 1983 az 1984 bylo na SVU Jihlava vysetfeno 129 vzorku vajec volné
brana cerstva z hnizd, pochazela ostatni vejce z opusténych snusek nebo §lo o vej-
ce neoplozena. Vzorky vajec draveu nam byly zaslany ¢leny Skupiny pro vyzkum
@ ochranu dravych ptakd a sov CSSR Vychodo¢eského kraje, zejména z okresi
Rychnov nad Knéznou a Nachod. Vejce lysek, rohac¢a a racki pochazela z oblasti
Novomlynské vodni nadrze v okrese Breclav a byla nam zaslana Ustavem pro vy-
zkum obratloveid CSAV v Brné.

Protoze stav zaslanych vajec byl razny, od zcela c¢erstvych az po vejce zaschla
a castec¢ne rozbita, nékdy obsahujici uhynuly zarodek, byly by vvsledky udavané na
hmothost substance dodanych vajec navzijem tézko srovnatelné. Proto jsme —
podobné jako mnoho jinych autoru — vztahli vysledky na suSinu obsahu vajec,
Kktera byla stanovovana u kazdého vzorku zvlast.

Vedle vzorku vajec byly na rezidua chlorovanych pesticidid a PCB analyzo-
vany vzorky tuku deviti jestrabu a 27 kanat lesnich. Vzorky jsme ziskali z Interlovu
Prerov.

Rezidua chlérovanych uhlovodikt byla izolovana podle Hrusky a Ko-
cianove (1974) s rozsirenim na rezidua PCB podle Kredla a Breyla (1984).
Princip izolace rezidui spoé¢iva v extrakci tuku ze vzorku spoleéné s rezidui lipo-
filnich pesticidi a PCB smeési aceton-petroléter a v odstranéni tuku a koextrahova-
nych znecisténin na sloupci florisilu.

Pro analyzy byly pouzity dva plynové chromatografy, a to: Varian Aerograf
model 2740 s detektorem elektronového zachytu Ni%® a sklenénou kolonou s naplni
1,5%, OV-17 + 1.95%; QF-1 na Chromosorbu W 80/100 mesh pro stanoveni chloro-
vanych pesticidi a plynovy chromatograf Hawlett-Packard model 5730A se skle-
nénou kolonou s naplni 10", OV-101 na Gas-Chrom Q 80100 mesh, opét s detekto-
rem elektronového zachytu Ni® pro stanoveni rezidui PCB.

Byla pouzita metoda absolutni kalibrace. Jako standard PCB byl pouzit Aroclor
1260 od fy Supelco Inc. Standardy chlérovanych pesticida pochéazely od fy Poly-
science Corporation, Illinois, USA.

VYSLEDKY

Vysledky plynové chromatografickych analyz jsou prfehledné& shrnu-
ty do tab. I a II a obr. 1.

Tab. III obsahuje udaje o potravnim spektru ptaki, jejichZ vejce
byla analyzovana v ramci {éto prace, a to v sestupném pofadi celko-
vych hladin rezidui — stejné jako v tab. I ¢i v obr. 1.

DISKUSE
Z rezidui chlorovanych uhlovodiki, kterd byla sledovana ve vejcich

a tukovych tkanich volné Zijicich ptaka, byla — jak vyplyva z tabu-
lek — nalezena rezidua PCB, p,p DDT a zejména jeho metabolitu p,p
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L.

v susiné vajeéného obsahu v mg.kg-1) — The average residue levels of chlorinated pesticides and polychlorinated biphenyls
in the eggs of wild birds (results in the dry matter of egg contents, mg. kg-1)

Druh

Krahujzc
Kalous u$aty
Rohac potapka
Moték pochop
Racek

Cap bily
Ostriz

Lyska

Cap ¢erny
Kané lesni

Véelojed
Pustik

Postolka
obecna

Vyr velky

Pocet
vzorkl

24

16

30

(-

27

Okres
NA
NA
BV
RK
NA
BV
NA

HB

RK
NA

HB
RK, NA
TU
RK

HCB
0,627
(0,068 2,104)

0,911
(0,609 - 1,423)

0,075
(stopy — 0,155)

0,034
(stopy - 0,067)

0,403
(0,024 1,714)

negat.
0,101

0,070
(stopy 0,120)

0,023

0,150
(0,061 0,593)

0,022
0.059

0,039
(stopy — 0,199)

0,007
(stopy 0,014)

(negat. — 1,413)

0,179
(0,069 —-0,310)
0,025
(stopy - 0,070)

stopy
(negat. - stopy)

0,035
(stopy - 0,097)

negat.
stopy

0,035
(stopy —0,145)

0,003

0,001
(negart. - 0,004)

0,066

stopy

stopy
(stopy - 0,001)

0,007
(stopy —0,014)

»-HCH
0,075
(negat. — 0,536)

0,058
(0,042 - 0,073)

0,025
(stopy - 0.075)

stopy
(negat. —stopy)

0,079
(stopy  0.200)

negat.
stopy

0,015
(stopy - 0,030)

0,003

0,004
(negat. - 0,011)

0,034

stopy

0,003
(negat. —0,013)

0,012
(stopy — 0,023)

XDDT
10,410
(0,564 - 41,549)

2,472
(1,089 — 3,845)

2,495
(0,860 — 5,240)

4,176
(1,407 — 6,944)

1,845
(0,124 — 4,936)

3,618
1,355

1,800
(0,430 - 7,660)

2,094

0,495
(0,195~ 1,633)

0,431
0,384

0,191
(0,035— 0,415)

0,124
(0,120— 0,127)

\
|

PCB
21,784
(0,355 - 60,183)

13,745
(7,700 —12,673)

9,350
(0,825 —17,960)

7,027
(0,692 13,362)

7,915
(0,682 — 40,796)

5,471
3,478

2,350
(0,140 — 28,145)

2,090

1,806
(0,276 — 5,526)

0,778
0,440

0,448
(0,093 - 0,925)

0,320
(0,240 — 0,400)




II. Pramérné hladiny rezidui chlérovanych pesticidi a polychléorovanych bifenyla
v tukovych tkanich dravych ptakt ulovenych na uzemi CSR (vysledky v mg.kg-!
tuku) — The average residue levels of chlorinated pesticides and polychlorinated
biphenyls in the fatty tissues of predatory birds shot in the territory of the Czech

Socialist Republic (results in mg. kg-! of fat)

Druh | Fofet HCB a-HCH »-HCH T DDT PCB
vzorku
Jestrab 9 18,527 1,410 1,606 118,358 100,077
(0,132 —54,240) | (stopy — 12,290) | (0,056 -9,580) | (0,736 —703,820)( (7,021 - 388,032)
Kané 27 1,312 0,049 0,260 2,200 7,577
lesni (stopy - 10,571) | (stopy -~ 0,240) | (stopy 2,280) |(0,149 - 9,447) (stopy - 36,300)

DDE, HCB, «-HCH a y-HCH (lindanu). Rezidua dalSich chlérovanych
pesticidi zjiSténa nebyla. Nebyla zjiSténa ani rezidua o,p izomerti DDT
a jeho metabolitl.

Jak jiZ bylo uvedeno, vztahujeme vysledky na suSinu obsahu vajec.
Tuto suSinu jsme stanovovali u kaZdého vzorku jednotlivé. Vyjadfovani
nalezeného mnozZzstvi pesticidii na cCerstvou hmotnost, jak to nékdy byva
popisovano v literatufe, nam nepfipadalo prili§ vhodné vzhledem k sil-

III. Potravni spektrum ptaka, jejichz vejce a tukova tkan byly analyzovany, v se-
stupném poradi zjiSténych hladin rezidui chlérovanych pesticidid a polychlorova-
nych bifenylid — The food spectrum of the birds whose eggs and fatty tissues were
analyzed, in descending order of the determined levels of residues of chlorinated
pesticides and polychlorinated biphenyls

Druh ILatinsky nazev ’ Hlavni slozky potravy
Krahujec Accipiter nisus | drobni ptaci (82 —97 ¢,) a drobni savci
Jestfab lesni Astur gentilis | ptactvo a 10 °, savcl (veverka, zajic,

| kralik)
Kalous usaty Asio otus drobni hlodavci (hrabosi), ptaci

Potapka roha¢
Motak pochop

Racek chechtavy
Cap bily
Ostfiz lesni

Lyska cerna

Podiceps cristatus

Circus aeroginosus

Larus ridibundus
Ciconia ciconia
Falco subbuteo

Fulcia atra

drobné rybky, vodni hmyz

vodni a bahenni ptéci, drobni savci,
hmyz, obojzivelnici

drobné rybky, hmyz, hlodavci
drobni savci, zdby, drobné rybky, hmyz
drobni ptéci, drobni savci, hmyz

vodni hmyz, ¢ervi, plzi, vodni rostliny

Cép cerny Ciconia nigra hlavné drobné ryby, méné ostatni
zivoCichové
Kané lesni Buteo buteo drobni hlodavci (9097 %), drobna '

Velojed lesni
Postolka obecna

Pustik obecny

? Vyr velky

Pernis apivorus
Falco tinniculus

Strix aluco

Bubo bubo

zvér, obojzivelnici, ptaci, hlavné mlidata
hmyz, obojzivelnici, plazi
drobni hlodavci, hmyz, obojzivelnici

drobni hlodavci, obojzivelnici, ptéci,
hmyz

hrabosi, jezci, zajici, ptactvo
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né kolisavému obsahu vody v dodanych vzorcich vajec. Cetné pokusy
se suSenim obsahu vajec ukézaly, Ze primérné mnozstvi vody v cerst-
vych vejcich ¢ini zhruba 80 %; jestlize tedy primeérnou hodnotu vzta-
Zenou na suSinu vydélime faktorem 5, ziskame pfibliznou hodnotu vzta-
zZenou na cerstvou hmotnost (Conrad, 1976).

Tento tdaj byl potvrzen v Holandsku, kde Peakall aj. (1975)
udavaji rovnéz faktor 5. NaSe vysledky potvrzuji spravnost této hodnoty
prepocitavaciho faktoru.

Diagram (obr. 1) i tabulky vysledk( ukazuji, Ze zatiZeni vajec i tu-
kové tkdné jednotlivych volné Zijicich ptaka rezidui chlorovangch uhlo-
vodikd je velmi rozdilné a pohybuje se v Sirokém rozmezi. Markantni
je i rozdil v drovni hladin rezidui u tukovych tkani jestfdba a kéanéte
lesniho. Pfitom nejvy$$i hladiny u jednotlivgch druht ptdkd byly zjisté-
ny u jedinct oznacenych jako ,stari”.

Pri posuzovani hladin rezidui chlérovanych pesticidi je zjevné, jak
velkou roli hraje spektrum vyZivy jednotlivych druh@ ptdki na uklada-
ni rezidui do jejich tkani a vajec. Odrazi se to i v naSich vysledcich.

Napfiklad jestrab se Zivi pFedevSim ptdky. Ve stfedni Evropé jsou
to zejména holubi a zpévni ptaci, ktefi sbiraji na poli sadbové obili
doneddvna mofené Agronalem H, obsahujicim HCB, a proto dodnes by-
vaji zatiZeni rezidui této latky. Proto je jestfab v Cele ptaka kontamino-
vanych HCB. U jestfdba navic nachazime v tukové tkani i vysoké hladiny
sumy DDT a PCB.

428 VETERINARNI MEDICINA — 1986



Obecné jsme nalezli nejvyssi hladiny rezidui sumy DDT a PCB ve
vejcich dravych ptaka s tzkym spektrem vyZivy, to je takovych, ktefi se
zmociuji ptaka (krahujec, jestfdb atd.) ¢i vodnich ptékd (rohac, po-
tapka, Cap). Podstatné niz8i hladiny rezidui se vyskytuji u druhd Zivi-
cich se prevazné mySmi (kané lesni, poStolka obecnd). NaSe naélezy
velmi dobfe koreluji s udaji, které publikovali Conrad (1976)
a Newton (1983). Znacné rozdily v reziduich sledovanych pesticida
v tukovych tkanich lze pozorovat i u jednotlivych ptdkd téhoz druhu.
Tyto rozdily lze vysvétlit riznym veékem ptaki, prostfedim, ve kterém
Ziji, ale také potfebou mobilizovat tukové zdscby. U hladovéjicich ptadkl
jsou zjiStovany vys$Si hladiny rezidui (Lincer a Peakall, 1973).

U rezidui PCB, kterd se nedostavaji do prostfedi zdmérné, jako je
tomu u pesticidli, ale jako soucCdst primyslového zneci$téni, hraji roli
i regiondlni rozdily. Lze vystopovat predpokladané vy3si ndlezy rezidui
PCB v silné industrializovanych oblastech, ale pocet vySetfeni, ktera
jsme dosud délali, je prozatim pfiliS nizky, neZ aby dovoloval zmapovat
naSe tzemi a formulovat obecné zavery.

Ze ziskanych vysledki miiZzeme spiSe konstatovat velky vliv potrav-
niho spektra na vys$i hladin rezidui PCB a chlérovanych pesticidli, nez
podle nich posuzovat troveil znecisténi riznych oblasti témito latkami.
Pro tento ucel by bylo tfeba analyzovat vzorky pouze vybranych dvou aZ
tFi druh@ ptakd, ale z vice lokalit.

Na otdzku o moZném toxickém plsobeni téchto rezidui je velmi ob-
tiZné odpovédét, protoZe neexistuje jednotny obraz zplisobeny kontami-
naci témito latkami. Je moZné konstatovat, Ze napfiklad u krahujci
v8echna vejce obsahujici uhynuld embrya (4 vzorky z 24 vyS$etfenych,
tj. 17 %) meéla hladiny sumy rezidui chlérovanych pesticidi a PCB
znacné vysoké (94,80; 68,10; 60,00; 49,29 mg.kg~! sudiny vajecného
obsahu). Je vhodné pFipomenout, Ze ptaci a ryby maji vSeobecné& vétsi
schopnost kumulovat cizorodé latky neZ savci. Pridavek 200 mg DDT
na kilogram krmiva po dobu 90 dnu zplsobil, Ze hladina rezidui v mozku
krys dosghla primé&érné 9 mg DDT na kilogram. Stejné mnoZstvi zpliso-
bilo v mozku vrabce nahromadéni 129 mg DDT v kilogramu jiZ po 49
dnech (Jefferies a Prestt, 1966).

Domnivdme se, Ze sledovani rezidui chlérovany¢ch uhlovodiki a PCB
u vybranych druhiti volné Zijicich Zivolichli, doplnénd o stanoveni né&-
kterych toxickych kovd, miZe byt cennym piispevkem k poznani ekolo-
gickych pomérd, a proto v této praci hodldme pokracovat.

Literatura

ANDERSON, D. W. — HICKEY. J. J.: Eggshell changes in certain North American
birds. Proc. ¥XVth int. ornitol. Congr.. 1972, s. 514-540.

BERTHOLD, P.: Uber Riickgangserscheinung und deren méogliche Ursachen bei
Singvogeln. Vogelwelt, 93, 1972, s. 216-226.

BOGAN, J. A. — NEWTON, I.: The effect of organochlorine compounds on British
birds of prey. Veter. Res. Commun., 7, 1983, s. 119-124.

CONRAD, B.: Die Belastung der freilebenden Vogelwelt in der BRD mit chlorierten
Kohlenwasserstoffen und PCB und deren mogliche Auswirkungen. [Inaugural-Diser-
tation.] Koln 1976.

COOKE, A. S.: Shell thinning in avian eggs by environmental nollutants. Envir.
Poll.,, 3, 1973, s. 85-156.

CIfHAR, J. a kol.: Pfiroda v CSSR. Praha, nakl. Prace 1976.

VETERINARN! MEDICINA — 1985 429



DAHLGREN, R. B. — LINCER, R. L.: Effect of PCB on pheasant reproduction,
behaviour and survival. J. Wildl. Mgmt., 35, 1971, s. 315-319.

DAHLGREN, R. B. — BURY, R. J. — LINCER, R. L. — REDINGER, J. R.: Residue
levels and histopathology in pheasants given PCB. .J. Wildl. Mgmt., 36, 1972, s. 524-
-529.

HEARTH, R. G. — SPANN, J. W. — KREUTZER, J. F. — VANCE, C.: Effect of
PCBs on birds. Proc. XVth int. ornitol Congr., 1972, s. 475-485.

HICKEY, J. J.: Peregrine falcon populations: Their biology and decline. Science,
164, 1969. s. 173-174.

HICKEY. J. J. — ANDERSON, D. W.: Chlorinated hydrocarbons and eggshell
changes in raptorial and fisheating birds. Science, 162, 1968, s. 271-273,

HRUSKA, J. — KOCIANOVA, M.: Stanoveni rezidui chlorovanych pesticidd v po-
travinach, biologickém materialu a vodé metodou plynové chromatografie. Ceské
Budéjovice, KHES 1974.

JEFFERIES, D. J. — PRESST, 1.: Post mortems of peregrines and lanners with
particular reference to organochlorine residues. Brit. Birds, 59, 1966, s. 49-64.
JIRAK, J. a kol.: Myslivost. Praha, Stat. zeméd. nakl. 1973.

KACMAR, P. — SAMO, A. — BLOCHOVA, 0O.: Rezidua niektorych chlorovanych
pesticidov u volne Zzijucich zvierat a ryb. Veter. Med. (Praha), 23, 1978, s. 737-745.
KRATOCHVIL, J.: PouzZita zoologie — Obratlovei. Praha, Stat. zeméd. nakl. 1973.
KREDL, F.: Prozatimni vysledky stanoveni chlorovanych insekticidi v organech
volné zijicich zvirat. Folia venat., 2, 1972, s. 377-382,

KREDL, F. — BREYL, I.: Rezidua chlorovanych pesticidi v organech volné Zzijici
zvére, Folia venat., 1981, ¢. 11-12, s. 143-161.

KREDL, F. — BREYL, I.: Rychla provozni metoda na stanoveni PCB v mase a mas-
nych vyrobcich. Acta epidem. microbiol., 1984, ¢. 10 — priloha,

LINCER, J. L. — PEAKALL, D. B.: PCBs pharmacodynamics in the Ring Dove
and early gas chromatographic peak disminution. Envir. Poll., 4, 1973, s. 59-64.
MIKULA, A.: Zajimavosti o zviratech. Praha, Stat. zeméd. nakl. 1965.

MIKULIK, A. — VAVROVA, M.: Rezidua chlorovanych uhlovodiki v bazanti zve-
riné. Veterinarstvi, 27, 1977, s. 314-316.

MOORE, N. W.: Pesticides in birds — a review of the situation in Great Britain
in 1965. Bird Study, 12, 1965, s. 222-252,

PAUL, R. M.: The pesticides in the wildlif¢ environment. Amer. J. publ. Health,
55, 1965, ¢. 7.

PEAKALL, D. B. — CADE, T. J. — WHITE, C. M. — HAUGH, J. R.: Organo-
chlorine residues in Alaskan peregrines, Pestic. Monit. J., 8, 1975, s. 255-260.
PRESST, 1. — RATCLIFFE, D. A.: Effect of organochlorine insecticides on European
birdlife. Proc. XVth int. ornitol. Congr., 1972, s. 486-512.

RATCLIFFE, D. A.: Decreases in eggshell weight in certain birds of prey. Nature,
215, 1967, s. 208-210.

ROPPE, A.: Influence des PCB sur les oiseaux. Aves, 12, 1975, s. 73-83.

RUTSCHKE, A.: Biozide und Vogelwelt., Falke, 19, 1972, s. 6-15.

SCOTT, M. L. — ZIMMERMAN, J. L. — MARINSKY, P. S. — MULLENHOFF,
P. A.: Effects of PCB, DDT and mercury compounds upon egg production, hatch-
ability and shell quality in chickens and Japanese quail. Poull. Sci., 54, 1975, s.
350-368.

STANDELL, R. C.: Summary of recent information reading effect of PCBs on
birds and mammals. Wildl. Res. Center, Washington D. C., 1976, s. 262-267.
SCHUTZ, E. — SZIJJ, J.: Bestandsveriinderungen beim WeiBstorch. 5. Ubersicht
1959—72. Vogelwarte, 28, 1975, s. 61-93.

Doslo dne 14. 11. 1985

KPEAN, ®. — KPXEH, K. (FocyaapCTBEHHLIA MHCTUTYT BeTepuHapuu, Murnasa): Mocne-
AENCTBUS XNOPUPOBAHHbLIX MECTUUUAOB W MONUXNIOPUPOBAHHLIX GUMEHUNOB B siHUAX W KU-
POBLIX TKaHAX NTUL, XUBYwMx Ha Bone. Veter. Med. (Praha). 31. 1986 (7) :423-432.

B 1983 u 1984 rr. 8 [OCYRapCTBEHHOM MHCTUTyTe BeTepuHapuu B WMurnase Gbino uccne-
AOBaHO 129 o06pa3uoB AWU NTUL, XWMBYWMX Ha BONe B pa3nuuHbix obnactax YCP, ans
YCTaHOBNEHWUS MNOCNEAENCTBUA XNOPUPOBAHHLIX NECTUUMAOCB W NOAUXNOPUPOBAHHBLIX OU-
denunos (MXA). fanee aHanusupoeanock 9 ofpa3uoe xupa scrpe6os u 27 obpa3uos
XUpa KaHioka necHoro. [lns aHanu3a Gbln NPUMEHEH METOA ra30BOW XxpomaTorpaduu C ge-
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TEKTOPOM 3NEKTPOHHOro 3axBaTa. B uccneayembix obpasuax Obiiv 0o6Hapy)eHbl nocneaeun-
cteua NX/[, DDT, a, rnagHeim odpazom, ero metabonutos DDE, notom HCB, «-HCH,
+-HCH. MocnhepencTeus aanbHENWUX XNOPUPOBAHHbIX YINEBOAOPOAOB OGHapyXeHbl He 6binu.
3apaxeHue sul W KUPOBOM TKAHW OTAENbHBIX BWMAOB XUBYLWIMX Ha BONE NTUL OCTaTKamu
nccneayembolx Bewecrte BeCbMa pas/MuHO w“ xonebnercs B LLIMPOKOM AMana3soHe. 3aecb
g rnybokou Mepe NPOABASKOTCA pasnuumMs 8 NUULIEBOM CNEKTPE, BO3pacTe NTUU, HexBaTke
MUK, a 3TUM W B MOOGUNU3aUMK XKMPOBbLIX PE3EPBOB, a, rNaBHbIM 06pa3oM, B cpeae obu-
raHus. Haubonee BbICOKME BENUUKHBI OCTATKOB Obink OGHaApPyXeHbl B SAUAX M XUPOBbIX
TKAHAX XWUHBIX NTULY C Y3KMM MNUUEBLIM CNEKTPOM, T. €. TakUX, KOTOpble MUTAKTCAa NTH-
amu  (actpe6 — repenenstiuk Bcero 33,00 Mrkr B Cyxom BewecTse suy, sCTped
239,98 Mrkr B xupe), MAXM BUAOB, CBY3aHHbIX C BOAHOW CTuxuen (noraHka BCero
11,97 w™r kr, uauka 11,24 mr xr 8 cyxom BewecTse aul). CyuwecTBeHHO 6Gonee HU3KU
BENWUMHBL OCTATKOB Y BWAOB, NWUTAEKIWLMXCS, rNaBHbIM 06pa3oM, MeNKMMW rpbidyHamu (ny-
cTenbra obbikHoBeHHas Bcero 0,681 Mr kr, KaHlOk necHow 2,456 Mr kr B CyXOM BeuwecTee
ami v 11,398 mr kr xupa). Hexotopblie uccnegyembie ofpa3subl vy cogepxanu B cebe
noruéwue 3MOPUOHbLI. Y HUX GblIM HaWAEHbl BbICOKME BENMUWHBI OCTAaTKOB, KOTOPbIE YacCTo
NPEeBLIWan BENMUUHLI, KOTOPbIE aBTOPbl NPUBOAMNN KaK TOKCUUYECKHUE.

XMWHbIE NTUUDI, SULLE; XUP; NUWEBOW CNekTp

KREDL, F. — KREN, K. (Stale Veterinary Institute, Jihlava): Residues of
Chlorinated Pesticides and Polychlorinated Biphenyls in the Eggs and Fatty Tissues
of Wild Birds. Veter. Med. (Praha). 31, 1986 (7) :423-432.

In 1983 and 1984. in the State Veterinary Institute at Jihlava, 129 samples of eggs
of wild birds of 14 species were analyzed coming from different regions of the
Czech Socialist Republic for the presence of residues of chlorinated pesticides and
polvchlorinated biphenyls (PCB). Apart from this, nine samples of hawk fat and
27 samples of buzzard fat were examined. The method of gas chromatography with
a detector of electron capture was used for the analysis. The analyzed samples
were found to contain residues of PCB, DDT (and mainly its metabolite DDE),
HCB, «-HCH, y-HCH. No residues of other chlorinated carbohydrates were detected.
The rvesidue levels of these substances in the eggs and fatty tissues of different
species of wild birds vary within a very wide range. A significant influence is
exerted on these levels by the differences in food spectrum, the age of the birds,
lack of food causing mobilization of food reserves, and mainly the environment
where the birds live. The highest levels of residues were found in the eggs and
fatty tissues of predatory birds with a narrow spectrum of food, i. e. those feeding
on other birds (sparrow-hawk 33.00 mg.kg-! in the dry matter of eggs, hawk
23998 mg.kg-! in fat) or those associated with water (great crested grebe 11.97
mg . kg-!, sea-gull 11.24 mg.kg ! in the dry matter of eggs). Much lower levels
of the residues of the chemicals were recorded in the species feeding mainly on
small rodents (kestrel 0.681 mg.kg-1!, buzzard 2.456 mg.kg-! in the dry matter of
eggs and 11.398 mg. kg-! in fat). Some of the samples under study contained dead
embryos. These embryos had particularly high residue levels, often higher than the
levels regarded in literature as toxic.

birds of preyv: eggs: food spectrum

KREDL. F. — KREN. K. (Staatliches Veterinirinstitut, Jihlava): Residuen wvon
chlorierten Pestiziden und polychlorierten Biphenylen in FEiern und Fettgeweben
der wildlebenden Vagel. Veter. Med. (Praha). 31, 1986 (7) :423-432.

In den Jahren 1983 und 1984 wurden im Staatlichen Veterindrinstitut in Jihlava
129 Proben von Eiern aus verschiedenen CSR-Gebieten von 14 Arten der wildle-
benden Vigel auf das Vorkommen der Residuen von chlorierten Pestiziden und von
polychlorierten Biphenylen (PCB) untersucht. Es wurden ferner 9 Fettproben von
Habichten und 27 Fettproben von Miiusebussarden analysiert. Zur Analyse wurde
die Gaschromatographie mit Elektroneneinfangdetektor herangezogen. In den unter-
suchten Proben wurden Residuen von PCB, DDT und insbesondere von seinem
Metabolit DDE. ferner die Residuen von HCB, «-HCH, y-HCH, nachgewiesen. Re-
siduen von anderen chlorierten Kohlenwasserstoffen konnten nicht nachgewiesen
werden. Die Belastung der Eier und des Fettgewebes der einzelnen freilebenden
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Vogel mit Residuen der untersuchten Stoffe ist sehr unterschiedlich und schwankt
in breitem Intervall. Eine grosse Rolle spielen dabei die Unterschiedlichkeit des
Nahrungsspektrums, das Alter der Vogel, der Nahrungsmangel und damit auch die
Mobilisierung der Fettreserven, aber hauptsachlich das Milieu, in dem die Vogel
leben. Der hochste Spiegel der Residuen wurde in Eiern und Fettgeweben der
wildlebenden Viégel mit einem engen Nahrungsspektrum, d. h. der Vogel die andere
Vogel fressen, (Sperber insgesamt 33,00 mg.kg~—! in der Eiertrockensubstanz, Ha-
bicht 239,98 mg.kg-1 im Fett), oder der Wasser-Vigel (Haubentaucher 11,97 mg.
.kg-!, Mowe 11,24 mg.kg-! in der Eiertrockensubstanz) beobachtet. Wesentlich
niedrigere Werte von Residuen gibt es bei den Vogelarten die sich iiberwiegend
mit kleinen Nagetieren ndhren (Turmfalke 0,681 mg.kg !, Miusebussard 2,456 mg .
.kg-1 in der Eiertrockensubstanz und 11,398 mg.kg-! Fett). Einige Proben der
untersuchten Eier wiesen tote Embryonen auf. Bei ihnen wurden hohe Werte von
Residuen beobachtet, die hidufig den von verschiedenen Autoren als toxisch ange-
gebenen Spiegel liberschritten,

Raubvogel; Eier; Fett; Nahrungsspektrum

Adresa autoru:

RNDr. FrantiSek Kredl, MVDr. Karel Kren, Statni veterinarni ustav, Ranti-
rovska 93, 586 05 Jihlava
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VLIV OVARIALNICH STEROIDU NA FARMAKOKINETIKU
TERGURIDU V DELOZE KRYS

J. Lidicky, J. Picha, J. Sedlakova, D. Pichova

LIDICKY, J. — PICHA, J. — SEDLAKOVA, J. — PICHOVA, D. (Vyzkumny
ustav pro biofaktory a’ veterinarni lé¢iva, Pohoti-Chotoun): Vliv ovaridlnich
steroidi na farmakokinetiku Terguridu v déloze krys. Veter. Med. (Praha), 31,
1986 (7) :433-441.

Inkorporace 3H-17-beta estradiolu (BH-E2) a SH-Terguridu (PH-Te) do délohy
pohlavné nedospélych krys byla sledovana po dobu 16 hodin po predchozim
oSetfeni zvirat polosyntetickym namelovym alkaloidem Terguridem [kysely
maleinan  N-(D-6-metyl-8-isoergolin-I-yl)-N’ N’-dietylmoc¢oviny; VUFB-6638].
Rozdily v inkorporaci 3H-Te v zavislosti na pritomnosti ovarialnich steroidu
(E2 a progesteronu) byly stejnou dobu sledovany u dospélych ovariektomo-
vanych krys. Prumérné hodnoty aktivit 3H-Ea v déloze juvenilnich krys ose-
trenych Terguridem byly ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech nizsi nez
u kontrol. Toto sniZzeni bylo statisticky vyznamné (P < 0,05) za osm hodin od
aplikace. Casovy prubéh inkorporace 3H-Te v déloze pokusnych a kontrolnich
zvirat byl obdobny. Aktivity inkorporovaného 3H-Te v déloze dospélych krys
oSetrenych E2 byly ve vSech sledovanych ¢asovych intervalech vys$s$i, statistic-
ky vyznamné za dvé hodiny a 16 hodin (P < 0,05) a za ¢étyfi hodiny (P < 0,01).
Progesteron nevyvolal statisticky vyznamné rozdily v inkorporaci 3H-Te. Uve-
dené vysledky naznac¢uji primy vliv E2 na zvy$enou inkorporaci Terguridu
v déloze dospélych krys. Pokusy na juvenilnich krysach prokazaly, ze se Ter-
gurid nevaze na estrogenni receptory. Snizené hmotnosti déloh juvenilnich
krys oSetrenych Terguridem poukazuji na neschopnost bunék délohy reagovat
na exogenné podany E2 U dospélych ovariektomovanych krys svédéi zvysené
hmotnosti déloh po aplikaci Terguridu o synergickém uc¢inku s Ez.

inkorporace; estradiol; progesteron

Tergurid, chemicky Kkysely maleinan N-(D-6-metyl-8-isoergolin-I-
-yl)-N’,N’-dietylmoc¢oviny (VUFB-6638), je latka ze skupiny polosyntetic-
kych derivati namelovych alkaloidli s mnoha zajimavymi G€inky v ob-
lasti endokrinniho systému i v oblasti dopaminergnich a serotoninergnich
systémil. Cetné endokrinologické studie u krys ukéazaly, Ze Tergurid ma
vyrazny ucinek na funkci adenohypofyzy, ktery se projevuje inhibici
sekrece prolaktinu a vzestupem sekrece gonadotropini (Zikéan aj.,
1972; Auskova aj, 1973; ReZabek aj, 1980). V posledni dobé
byl u skotu (SevcEik aj., 1985; Pichova aj., 1985) pozorovan sti-
mulacni ucinek Terguridu na sekreci nadledvinovych steroidd (korti-
solu, dehydroepiandrosteronu a progesteronu).
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Ve veterinarni praxi se vyuZivaji nékteré namelové alkaloidy (Ergo-
metrin) k vyvolani kontrakci myometria délohy. Presné mechanismy
uc¢inku ndmelovych alkaloid v déloze savcli vSak nejsou znamy. Proto
jsme se rozhodli sledovat interakci mezi steroidy ovarii a radioaktivne
znacenym Terguridem v déloze Krys.

MATERIAL A METODA

MATERIAL

6,7-3H-estradiol-17-beta (specificka aktivita 51 Ci.mmol-!) byl zakoupen u fir-
my Amersham International ple (Amersham. Bucks, England). 3H-Tergurid-base
(mérna radioaktivita 13,9 Ci.mmol-!) a Tergurid-dihydrogencitrat (VUFB 14 400)
byly dodany Vvizkumnym ustavem pro farmacii a biochemii (Praha). Progesteron
a estradiol-17-beta byly aplikovany ve specialitdch Agolutin inj. a Agofolin inj.

SH-Tergurid-base byla pired pouzitim prevedena na vodorozpustnou formu
SH-Tergurid-maleinan ((H-Te) dodanim ekvivalentniho mnozstvi kvseliny maleinové.

ZVIRATA

Vliv Terguridu na inkorporaci znac¢ené¢ho 17-beta-estradiolu (PH-Ez) a znace-
ného Terguridu (BH-Te) v deéloze juvenilnich Kkrys byl sledovan v pokuse A; vliv
E2 a progesteronu (Pg) na inkorporaci SH-Te v déloze ovariektomovanyceh dospélyceh
krys byl sledovan v pokuse B,

Pokus A

V tomio pokuse jsme pouzili 64 pohlavné nedospélych krysich samic kmene
Wistar (Velaz, Praha) o hmotnosti 45 g, krmenych Larsenovou dietou a vodou ad
libitum. Na zacatku experimentu byly krysy rozdéleny do ¢tyr skupin, pricemz dve
skupiny slouzily jako kontroly. Obéma pokusnym skupinim byl po dobu 48 hodin
podavan Tergurid-dihydrogencitrat, ktery byl pred pouzitim narfedén na koncentra-
ci 1 mg.1 ml-1 Zvifatim byl aplikovan i. m. dvakrat denné v davce 0.1 ml (100 ug)
pro toto. Konfroly byly paralelné oSetreny fyziologickym roztokem. Po 48 hodinach
pusobeni Terguridu byl jedné pokusné skupiné a jedné kontrolni skupiné i. m. po-
dan 3H-E2 v davce 2.105 DPM pro toto; zbyvajicim pokusnym a kontrolnim Kkry-
sam byl i. m. aplikovan 3H-Te v davce 2.105 DPM pro toto. Za 2, 4. 8 a 16 hodin
po aplikaci radionuklidu byly krysy vzdy po étyrech kusech usmrceny a jejich dé-
lohy byly dale zpracovany.

Pokus B

Do tohoto pokusu jsme pouzili 36 pohlavné dospélych krysich samic (hmot-
nost 150 g) kmene Wistar (Velaz, Praha), které byly tyden pred aplikaci steroidu
ovariektomovany. Krysy byly krmeny Larsenovou dietou a vodou ad libitum. Na
za¢atku pokusu byly rozdéleny do tri skupin, pricemz dvé skupiny byly urceny pro
aplikaci steroidi. Progesteron (Agolutin Spofa, 30 mg.ml-!) byl nafedén olejem
tak, aby v 1 ml roztoku bylo obsazeno 10 mg hormonu; E2 (Agofolin Spofa, 1 mg.
.ml-1) byl zifedén na kone¢nou Kkoncentraci 10 ug.ml-!. E2 byl krysam podavan
i. m. jedenkrat denné v davce 0,2 ml (2 ug E2) pro toto po dobu dvou dnu. Pg byl
rovnéz podavan i, m. jedenkrat denné v davce 0,2 ml (2 mg) pro toto po dva dny.
Kontrolni skupiné byl aplikovan fyziologicky roztok ve stejném objemu. Po 48 ho-
dinach pusobeni steroidii byl krysam i. m. aplikovan 3H-Te v davce 5,3.108 DPM
pro toto. Krysy byly usmrcovany dekapitaci vzdy po trech kusech ve stejnych in-
tervalech jako v pokuse A.
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MERENI RADIOAKTIVITY

Radioaktivita v délohach byla mérena metodou podle Raze aj. (1970) takto:

De¢lohy juvenilnich Kkrys, zbavené tukové a vazivové tkané, byly po zvazeni
pieneseny do lékovek a zality 1 ml 239, roztoku hydroxidu draselného ve 209, eta-
nolu; delohy ovariektomovanych krys byly =zality 2 ml uvedeného roztoku. Po
uplném rozpusténi tkané byly 100ul alikvoty takto vzniklych homogenatu preneseny
do scintilaénich lahvi¢ek a smichany s 1 ml metanolu. Vznikla smés byla prelita
5 ml SLT 31 (Spolana Neratovice) a radioaktivita byla zméfena na scintila¢nim
spektrometru Packard-Prias.

Statistické zpracovani a jejich grafické znazornéni bylo provedeno na pocitadi
Hewlett-Packard.

VYSLEDKY

Vliv Terguridu na inkorporaci SH-E2 v déloze juvenilnich krys uvadi
obr. 1. Z tohoto obrazku je zfejmé, Ze priim&érné hodnoty aktivit SH-E2
v déloze byly u Kkrys oSetfenych Terguridem ve vSech sledovanych inter-
valech (2, 4, 8 a 16 hodin) niz§i, pri¢emzZ statisticky vyznamné sniZeni
(P < 0,05) proti kontrole bylo zjisténo za Sest hodin po aplikaci SH-Ez.
Aktivity SH-Te po aplikaci neznac¢eného Terguridu v déloze juvenilnich
krys uvadi obr. 2. Casovy priibéh inkorporace SH-Te v déloze pokusnych
a kontrolnich zvifFat byl obdobny.

Ucinek SH-E2 a 3H-Te na hmotnost déloh infantilnich krys po pfed-
chozim 48hodinovém plsobeni Terguridu demonstruje tab. [. Z této ta-
bulky vyplyva, Ze u pokusnych skupin krys, kterym byl pfed radio-

I. Vliv 3H-17-beta-estradiolu (°H-E2) a SH-Terguridu (H-Te) na hmotnost délohy
juvenilnich Kkrys osetfenvch Terguridem — The effect of 3H-17-beta estradiol (H-E)
and 3H-Tergurid (3H-Te) on the uterus weight of juvenile rats treated with
Tergurid

Hodnoty v tabulce predstavuji prumeéry z navazek déloh ziskanych ze ¢tyr zvirat
= SD. Statistické rozdily mezi skupinami A vs B a C vs D byly urceny Studentovym
T-testem. Ostatni udaje jsou uvedeny v popisu k obr. 1 a 2,

) ) Odbéry tkani po aplikaci ®H-E; a 3H-T3
Dvoudenni Aplikovany - — — S
< e e g radionuklid
£ . oSetreni zvirat (dévka 2h 4h 8h 16 h
Efg pred aplikaci pro toto) == -
» 2 hmotnost délohy (mg)
fyziologicky SH-E: y | y g
A Lol (2.10° DPM) 36,1 - 8,3 | 50,8 17,9 | 35,3 2,8 | 44,6 + 9,8
Te
B | 2 demnéim. |, ?f){;IE;PM) 288 . 98 |27,7+ 372574+ 55| 27,0 - 57
100 g pro toto) hat
fyziologicky 3H-Te ,
C Lo7tok (2.108 DPM) 39,0 + 11,9 | 41,9 + 10,4 | 30,7 : 11,1 29,7 + 7,7
Te ;
D | @ demntim |, ;‘&'EE,M) 33,04 84298+ 7,3(270+ 30|2715+ 65
100 ug pro toto) ’
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2000 1. Vliv Terguridu na
inkorporaci 3H-estra-
diolu-17-beta (H-E2)

1600 v déloze juvenilnich
krys — The effect of

o Tergurid on the in-
= corporation of 3H-17-
o 1200 -beta oestradiol (H-E2)
o in the uteri of juvenile
~ rats
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hodiny po aplikaci
Pokusné skupiné Kkrysich samic (————) byl podavan Tergurid; kontrolni skupiné
(— — — —) fyziologicky roztok. Za 12 hodin po posledni aplikaci Terguridu byl

obéma skupinam aplikovan 3H-E:. Hodnoty v grafu predstavuji prameéry analyz
organu ze ¢tyr zvifat = SD. Statistické rozdily mezi skupinami byly uréeny pomoci
Studentova T-testu. Pruikaznost mezi skupinami: * — P < 0,05

2, Vliv Terguridu na

L inkorporaci 3H-Terguri-
du v déloze juvenil-

nich krys — The effect

of Tergurid on the in-

corporation of 3H-Ter-

} gurid in the wuteri of

T

1600

juvenile rats

o
.g
»—O‘J 1200 I~ \
© \
=g A -
= ’\.-_, 3 ey
a 800 F
O
L0
L
01-1.1.14|1L.JAL4_]
0 2 4 6 8 10 12 14 16
hodiny po aplikac!
Pokusna skupina krys (————) byla oSetfena Terguridem:; kontrolni skupina
(— — — —) fyziologickym roztokem. Za 12 hodin po posledni aplikaci neznaceného

Terguridu byl aplikovan 3H-Tergurid. Hodnoty v grafu predstavuji pruméry analyz
ze ¢tyr organu = SD. Statistické rozdily mezi skupinami byly uréeny pomoci Stu-
dentova T-testu
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II. Vliv 3H-Terguridu (H-Te) na hmotnost délohy dospélych ovariektomovanych
krys v pritomnosti 17-beta-estradiolu (E2) a progesteronu (Pg) — The effect of
3H-Tergurid (*H-Te) on the uterus weight in adult ovariectomized rats in the
presence of 17-beta oestradiol (E2) and progesterone (Pg)

Hodnoty v tabulce jsou prumeéry z navazek déloh zjisténych u trfi zvifat = SD. Sta-
tistické rozdily mezi skupinami byly ur¢eny Studentovym T-testem. Detaily jsou
uvedeny v popisu k obr. 3.

}‘
|
I
{
|

Disidensnt T e— Odbéry tkani po aplikaci 2H-Te
o$etfeni zvifat radionuklid Ir T = = .-, -
pred.aplikaci (davka 2h ! 4h ! 8h 16 h
dionuklidu tot. ——— et —
racionuEt pro o) hmotnost délohy (mg)
Kontrolni skupina — K '
e » B 7 aa
1 1 7 3H-
Fyziologicky | HCTe w| 988 1184 | 1244+ 58 | 1201 & 21,6 | 2500 © 356
Pokusné skupina — E:
- —_— +i i
E» | ) o) b 0) b)
= | 3H-Te
(1> denné 1. m. ’5 3.10° DPM 282,3 + 40,1 358,8 + 46,6 718,2 + 351,1 |1104,8 +~ 453,5
2 jug pro toto) J=tms
Pokusna skupina ~ Pg
Pg | sH-Te
(1~ denné . m. '5.3.106 DPM 123,0 | 49,2 | 241,8 + 73,8 203,4 - 117,9 147,5 = 14,5
20 mg pro toro) A '

Studenttiv T- test:
Kuws Ez: *) P -~ 0.05;
E:2hwvs E;4h: ") P -

)P - 0,01; E2 vs Pg:©) P < 0,05; K 2h vs K 16h: #3) P — 0,01;
0,053 E2 2h vs E216h: ") P < 0,05

nuklidy podavan Tergurid, byla vZdy naméfena men3i hmotnost. Tento
rozdil vSak ani u jedné z pokusnych skupin nebyl v porovnéani s kontro-
lou prikazny.

Vliv steroidt (Pg a E2) na inkorporaci 3H-Te v dé&loze ovariektomo-
vanych dosp&lych Krys uvadi obr. 3. Primeérné aktivity 3H-Te byly v dg&-
loze krys oSetfenych E2 vy33i neZ u kontroly; statisticky vyznamné roz-
dily byly zaznamenany za dveé a 16 hodin po aplikaci radioligandu
(P < 0,05) a za CtyFi hodiny (P < 0,01). Progesteron sice zvy$il v prvnich
étyFech hodinach mnoZstvi 3H-Te, ale toto zvySeni nebylo statisticky
vyznamné. Za 16 hodin po aplikaci H-Te bylo zaznamenano sniZeni pod
hladinu kontroly. Primérnd hmotnost déloh ovariektomovanych kontrol-
nich krys cinila za dvé hodiny po aplikaci SH-Te 98,8 = 18,4 mg (tab.
I1). Na konci experimentu (16 hodin po aplikaci 3H-Te) stoupla primér-
na hmotnost na 250,0 = 35,6 mg, coZ pFedstavuje statisticky velmi pri-
kazny rozdil (P < 0,01). ZvySeni hmotnosti pozorované za CtyFi a osm
hodin po aplikaci 3H-Te nepfedstavuje statisticky vyznamny rozdil. Ob-
dobné u pokusné skupiny oSetfené 48 hodin estradiolem byl sledovan
po aplikaci SH-Te nariist hmotnosti délohy. Statisticky vyznamny rozdil
(P = 0,05) byl zjiStén mezi hmotnostmi v Casovych pulsech 16 hodin
(1104,8 + 453,5 mg) a dvé hodiny (282,3 = 40,1 mg) po aplikaci 3H-Te.
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1 3.  VIiv  progesteronu
0000 (Pg) a estradiolu-17-beta

1

*¥
* %,00 (E2) na inkorporaci
SH-Terguridu v déloze
8000 dospélych ovariektomo-
vanych Kkrys — The
effect of progesterone
B (Pg) and 17-beta oestra-
2 %0 diol (E» on the in-
= corporation of 3H-Ter-
s gurid in the uteri of
~. 4000 r adult ovariectomized
E rats
a
(&)
2000
0 n- P S (VNN () (S TR SR rap (SN S S T (N N |
0 2 A 6 8 10 12 14 16
hodiny po aplikaci
Pokusnym skupinam krysich samic (hmotnost 150 g) byl aplikovan Pg (..... ) a Ez2
(— — — —); kontrolni skupiné (————) byl podavan fyziologicky roztok. Za 12 ho-

din po posledni aplikaci steroidd byl vsem skupinam podan 3H-Tergurid. Hodnoty
v grafu predstavuji prameéry nameéienych hodnot z organt tri zvirat = SD. Statis-
tické rozdily mezi skupinami byly uréeny pomoci Studentova T-testu. Prikaznost
mezi skupinami: *, ** — kontrola vs Ez2: *(P < 0.05); **(P < 0.01), oo — Pg vs E2
(P < 0,01)

U skupiny krys oSetfené progesteronem bylo po aplikaci *H-Te zpocatku
sledovano zvySeni hmotnosti (2, 4 a 8 hodin) a pozdéji snizeni hmot-
nosti (16 hodin); rozdily v hmotnostech vSak nebyly statisticky vy-
znamné. Vzdjemnym porovnanim hmotnosti obou pokusnych skupin (E2
versus Pg) byly ve dvou, Ctyfech a 16 hodinach zaznamendny prikazné
vy$S8i hmotnosti (P < 0,05) u skupiny E2 proti skupiné Pg.

DISKUSE

Typicky prab&h inkorporace radioaktivné znaceného 17-beta estra-
diolu v déloze juvenilnich krys (obr. 1) je podminén pfitomnosti speci-
fickych vazebnych mist (receptori) pro estrogeny (Jensen a Ja-
cobson, 1960; Jensen a DeSombre, 1972). SniZenou inkor-
poraci SH-E2 u zvifat oSetfenych Terguridem lze vysvétlit jeho schop-
nosti sniZovat jak bazalni, tak estradiolem zvySenou koncentraci cyto-
plazmatickych receptorti na estradiol (Lidicky aj.,, 1985b). Mecha-
nismus, kterym dochazi k uvedenému sniZeni koncentrace receptori,
neni doposud znam. Z priibéhu inkorporace samostatné podaného SH-Te
(obr. 2), pFi némzZz nebyla pozorovana saturacni faze, lze soudit, Ze
estrogenni receptor nema vazebnou afinitu k Terguridu a Ze tudiZ moz-
nost kompetitivni inhibice je nepravdépodobna. Vysledky ziskané v ex-
perimentech na jalovicich (Pichova aj, 1985) vSak dokumentuji
statistické zvySeni hladin kortisolu v krevni plazmé za dvé hodiny po
podani Terguridu. ZvySené hladiny glukokortikoidii pak mohou v déloze
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snizovat koncentraci estrogennich receptorti. Tato zavislost byla zjiSténa
v experimentech na infantilnich krysach po aplikaci dexametazonu
(Lidicky aj., 1982, 1985a).

PFimy vliv E2 na priikazné zvySenou inkorporaci 3H-Te v déloze
ovariektomovanych krys pravdépodobné souvisi se zahdjenim proteo-
syntézy (Hamilton, 1963; Noteboom a Gorski, 1963). Lze
predpokladat, Ze urcita analoga nové syntetizovanych proteinii mohou
namelové alkaloidy vazat. Zajimavy priab&h inkorporace 3H-Te v déloze
pod vlivem progesteronu svedc¢i o rychlejsi eluci Terguridu z bunék dé-
lohy, neZ je tomu u estradiolu. Vysvétleni tohoto jevu miZe souviset se
schopnosti progesteronu inhibovat nékteré vazebné proteiny (McDo -
nald aj., 1982; Lidicky aj., 1985a) a déle s jeho rychlou degradaci
v déloZnich burikach.

SniZzené hmotnosti déloh juvenilnich krys oSetfenych Terguridem
poukazuji na neschopnost déloZnich bhunék reagovat na exogenné po-
dany SH-E2. Zastaveni této reakce bude pravdépodobné& souviset s ome-
zenou inhibici vody do tkané, kterda podstatné ovliviiuje hmotnost dé-
lohy. Zcela opacCny zavér lze ucinit z vysledkli déloZnich hmotnosti
ovariektomovanych krys. Tyto vysledky naznacuji, Ze Tergurid je syn-
ergickym faktorem estradiolu, nebot po podani 3H-Te se u kontrolnich
krys statisticky vyznamné zvySila déloZni hmotnost za 16 hodin po apli-
kaci uvedeného radioligandu. Obdobné& u pokusné skupiny, kterda byla
pfedem oS3etfena estradiolem, bylo moZné sledovat stimulac¢ni efekt
Terguridu na pasobeni estradiolu. Tento efekt se projevil dalSim zvySe-
nim hmotnosti tkdné. Stimulacni G¢inek Terguridu na tvorbu nitrodéloZ-
ni tekutiny u dospé&lych krys studovali Cerny aj. (1985). V jejich ex-
perimentech byl objem nitrodéloZni tekutiny u pokusné skupiny oSetfe-
né Terguridem vy$Si neZ u skupiny kontrolni. Podobné u skupiny oSetfe-
né kombinaci estrogentt a Terguridu byl obsah tekutiny prokazatelné
vySSi neZ u skupiny oSetfené samotnymi estrogeny.
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Doslo dne 29. 10, 1085

NMMAUUKU, 8. — NUXA, U. — CEANAKOBA, M. — NMUXOBA, /A. (HayuHo-uccneposa-
TENbCKUNW MHCTUTYT GMOMaKTOPOB M MeaukameHToB, [loropxu - XoToykb): BnusHue oBa-
pHanbHbIX CTEepoMaos Ha (hapMakokuMHeTuky Teprypuaa B Martke kpoiC. Veter. Med. (Pra-
ha), 31, 1986 (7) : 433-441.

MHkopnopauus 3H-17-6eta actpaavona (3H-E2) w 3H-Teprypuaa (*H-Te) B matky He
AOCTUTLLIMX CEKCyaNbHOIM 3PENnoCTH KPbIC WCCnepoBanach B TeyeHwe 16 yacoe nocne npea-
LwecTBOBaBWeEX 06patoTKU XMUBOTHLIX MONYCHHTETUUECKUM ankanoOMAOM CNOPbIHbU TEeprypu-
pom (kucnbiit maneat N-/D-6-metnn-8-uzoaproaun-1-yl-N’, N'-guatunmouesuHb; VUFB-6638).
Pa3nuuus B uWHKopnopauuu SH-Te B8 3aBUCUMOCTM OT NPUCYTCTBUA OBapHaNbHbIX CTe-
pougos (E2 u nporecrtepoHa) ucCneaoBanuCb OAMHAKOBbLIK NEPUOA BPEMEHW Yy B3POCAbIX
KPbIC C YyAaneHHbIMM suuHukaMu. CpepHue BenuuuHbl akTUBHOCTM SH-E2 B MaTke loBe-
HUNbHBIX KPbIC, 06paboTaHHbIXx TeprypuMaoM, BO BCEX WCCAEAYEMbIX WHTEPBanax BPEMEHH
6binu G6onee HU3KUMU NO CPAaBHEHUID C KOHTPONEM. ITO CHUXEHWE 6biN0 CTaTUCTUUECKH
3HauuMbiM (P < 0,05) uepes 8 wvacoB nocne ero BssBeaeHus. Pa3BuTue WHKOPNOpaUUM
SH-Te BO BpeMEHM B MaTKe OMNbITHbIX M KOHTPO/MbHbIX XMBOTHbLIX NPOXOAWNO AHANOrHUHO.
AKTUBHOCTb WMHKOprNopuposaHHoro SH-Te B MaTke B3poCAbIX Kpbic, of6paboTaHHbix E2, BO
BCEX MCCNeAyembliXx WHTepBanax BpeMeHW Gbina 6Gonee BbICOKas, CTaTUCTUUECKM 3HAUMMa
uepes 2 yaca u 16 uacos (P < 0,05) u uepe3 4 uaca (P < 0,01). NporecTtepoH He BbI3BanN
CTaTUCTUUYECKW 3HAUMMbIX pa3nuunii B uHkopnopauun SH-Te. MpuseaeHHble pe3ynbTaThl
nokasbpiBalT npaMoe BnusHue E2 Ha noBblEHHYW WHKOpnNopauuto Teprypuaa B Marke
B3pPOCAbIX KPpbIC. OnbiTbl C HOBEHUNbHBIMU KpbiCaMU noxa3and, uto Teprypua He CBA3aH
C 3CTPOreHHbIMU aetekTopamMu. CHUXEHWE MaCCbl MaToOK IOBEHMAbHbIX KPbIC, 06paboTaHHbIX
Teprypuaom, yka3biBaeT Ha HECNOCOOGHOCTb KNETOK MAaTKU pearMposBaTb Ha 3K30reHHO BBeE-
AeHHbln E2. Y B3poCNAbix KPbIC C yAaNeHHbIMU SUUHUKAMK YBENMUEHWME MaCCbl MaTkM nocne
BBeAeHus Teprypuaa CBUAETENbCTBYET O CMHEPrUTHMUECKOM AENCTBUM C E2

MHKOPNOpauMs; 3CTPaAuon; NPorecTepoH

LIDICKY, J. — PICHA, J. — SEDLAKOVA, J. — PICHOVA, D. (Research Institute
for Biofactors and Veterinary Drugs, Pohoii-Chotoun): The Effect of Ovarial Steroids
on the Pharmacokinetics of Tergurid in the Uterus of Rats. Veter. Med. (Praha), 31,
1986 (7) :433-441.

The incorporation of 3H-17-beta oestradiol (®H-E3) and SH-Tergurid (H-Te) in the
uteri of sexually immature rats was monitored for 16 hours following the treatment
of the animals with Tergurid, a semisynthetic ergot alkaloid [chemically acid
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N-(D-6-methyl-8-isoergolin-I-yl) — N’,N’-diethylurea maleate; VUFB-6638]. The dif-
ferences in the incorporation of 3H-Te in relation to the presence of ovarial steroids
(E2 and progesterone) were investigated for the same period of time in the adult
ovariectomized rats. In all the time intervals under study, the average values of
3SH-E2 activities in the uteri of juvenile rats treated with Tergurid were lower than
in the controls. This decrease was statistically significant (P < 0.05) eight hours
after treatment. The time course of the incorporation of 3H-Te in the uteri of the
experimental and control animals was about the same. The activities of incorporated
SH-Te in the uteri of adult rats treated with Ez were higher in all the intervals,
the difference being statistically significant after two hours and 16 hours (P < 0.05)
and after four hours (P < 0.01). Progesterone did not induce any significant dif-
ferences in the incorporation of 3H-Te. These results suggest that the increased
incorporation of Tergurid in the uteri of adult rats is due to a direct influence
of E2. It has been demonstrated by trials on juvenile rats that Tergurid does not
combine with oestrogenic receptors. As suggested by the decreased weights of the
uteri of juvenile rats treated with Tergurid, the uterine cells are unable to react
to exogenous administration of E2. In the adult ovariectomized rats, the increased
weights of uteri after Tergurid administration testify to a synergetic action with E:z.

incorporation; oestradiol; progesterone

LIDICKY, J. — PICHA, J. — SEDLAKOVA, J. — PICHOVA, D. (Forschungsinsti-
tut fiir Biofaktoren und Veterinirarzneimittel, Pohofi-Chotoun): Einfluss der ova-
rialen Steroide auf die Pharmakokinetik von Tergurid in der Gebdrmutter der
Ratten. Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 433-441.

Die Inkorporation von 3H-17-Beta Ostradiol (H-Ez) und von 3H-Tergurid (H-Te)
in die Gebdrmutter der geschlechtsunreifen Ratten wurde 16 Stunden lang nach
der vorhergehenden Behandlung der Tiere mit mittelsynthetischem Mutterkorn-
alkaloid Tergurid [Sauermaleinat N-(D-6-Methyl-8-Isoergolin-I-yl) — N’,N’-Harn-
stoffdiathyl; VUFB-6638] verfolgt. Die in der Inkorporation von 3H-Te in Abhingig-
keit von der Anwesenheit der ovarialen Steroide (E2 und Progesteron) beobachteten
Unterschiede wurden wihrend der gleichen Zeit auch bei erwachsenen ovariekto-
mierten Ratten verfolgt. Die durchschnittlichen Aktivititswerte von SH-E:z in der
Gebarmutter der juvenilen Ratten, die mit Tergurid behandelt worden waren, lagen
in allen verfolgten Zeitintervallen unter denjenigen der Kontrollgruppen. Diese
Senkung war binnen 8 Stunden nach der Applikation statistisch bedeutend (P <
< 0,05). Der Zeitverlauf der Inkorporation von 3H-Te in der Gebarmutter der Ver-
suchs- und Kontrolltiere war ihnlich. Die Aktivititen des inkorporierten 3H-Te in
der Gebidrmutter der erwachsenen Ratten, die mit E2 behandelt worden waren,
waren in allen verfolgten Zeitintervallen hoher, statistisch bedeutend nach 2 und
16 Stunden (P < 0,05) und nach 4 Stunden (P < 0,01). Progesteron rief keine sta-
tistisch bedeutenden Unterschiede in der Inkorporation von 3H-Te hervor. Die ange-
fiihrten Ergebnisse sprechen von einem direkten Einfluss von E2 auf die erhdhte
Inkorporation von Tergurid in der Gebidrmutter der erwachsenen Ratten. Versuche
an juvenilen Ratten wiesen nach, dass Tergurid keinesfalls an oestrogene Rezepto-
ren gebunden wird. Die Gewichtssenkung der Gebarmutter der juvenilen mit
Tergurid behandelten Ratten deutet auf die Unfidhigkeit der Gebdrmutterzellen
hin auf das exogen verabreichte E2 zu reagieren. Bei erwachsenen ovariektomierten
Ratten zeugt das erhohte Gebiirmuttergewicht nach Applikation von Tergurid von
einer synergischen Wirkung von Eg.

Inkorporation; Ostradiol; Progesteron
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SOUBORNY PREHLED

LECENI ZVAPENATENI VCELIHO PLODU CHOLINOVOU SOLI
N-GLUKOSYLPOLYFUNGINEM (ASCOCIDIN — POLFA)

Z. Glinski

GLINSKI, Z. (Laborator nemoci vé¢el, Lublin, Polsko): Léceni zvapnéni véeliho
plodu cholinovou soli N-glukosylpolyfunginem (Ascocidin — Polfa). Veter. Med.
(Praha), 31, 1986 (7) :442-448.

Z mnoha antimykotik, ktera byla dosud zkouSena, dava cholinova stl N-glu-
Kosylpolyfunginu (polyenni antibiotikum typu Nystatinu; Ascocidin -— Polfa)
spolu s provoznimi metodami (odstranéni plasti s nakazenym a uhynulym
plodem, prelozeni napadenych vcelstev na nové plasty) nové terapeutické moz-
nosti, jak léc¢it zvapenaténi vceliho plodu. Ascocidin je uc¢innejsi nez Nystatin
a Amphotericin B. Je dobre rozpusiny ve vodé, je fungicidni v koncentraci,
jez plné zamezuje ruast Ascosphaera apis, neni jedovaty pro véely a jejich
plod, je stabilni ve vodé i v cukerném sirupu, a proto je dobre pouzitelny pri
krmeni. Nema repelentni u¢inky a témer nekontaminuje med, pokud se lé¢ivo
pouzije podle navodu. Rezistence na tento fungicid neni znama. Ascocidinem
(100 mg na 250 ml cukerného sirupu, postfikem na plod a na véely na plastech)
lze zcela vymytit nakazu i v silné napadenych vcelstvech., pokud je pouzit
c¢tyrikrat v peétidennich intervalech. Nakaza se jiz neopakuje

Ascosphaera apis; antimykotika; provozni metody; léceni

Parazitismus hub je v prirodé stejné rozsifeny jako jejich symbidza.
Je to schopnost mnoha hub Zit v tzkém spojeni s hmyzem. P¥i parazi-
tismu houba S$kodi svému hostiteli. Prikladem pfileZitostného parazi-
tismu a stresového onemocnéni vcel je ndkaza vceliho plodu vyvolana
houbou Ascosphaera apis, kterd casto $kodi vcelstvim (Mehr aj., 1976;
Herbert aj, 1977; Gilliamova aj., 1978; Glinski, 1981). N&-
ktefFi autofi nepovazuji zvapenaténi vceliho plodu za vaznou hrozbu pro
vCelafstvi, vétS§ina se v8ak shoduje v nazoru, Ze zvadpenaténi zptisobuje
vazné Skody ve vcelarstvi, zvlasté v nepriznivych letech s deStivym po-
¢asim, se Spatnou sniiSkou, ve zneciSténém Zivotnim prostiedi nebo ve
spojeni s jinymi nemocemi véel (Thomas a Luce, 1972; Gillia -
mova, 1978).

Skodlivost zvapenaténi vceliho plodu a jeho S$ifeni v poslednich
letech donutilo mnohé vyzkumniky ke studiu vnitfnich i vneéjSich ¢ini-
teldi, jeZ ovliviiuji Sifeni ndkazy, pribéh onemocnéni i odolnost vceliho
plodu (Mehr aj.,, 1976; Herbert aj., 1977; Glinski, 1981; Gil-
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liamova aj., 1983). Proti ndkaze bylo zkoumano mnoho antibiotik
a antiseptik (Giauffret a Taliercio, 1967; Hristea, 1973;
SamsSinakova aj., 1978). VétSina snah 1éCit zvdpenaténi chemicky-
mi pripravky vSak byla neucinna.

Jako nejnadéjnéjsi 1éCiva proti zvapenaténi vceliho plodu se ukéaza-
la polyenova antibiotika Amphotericin B a Nystatin. Jejich toxicnost pro
vCeli plod a mala uc¢innost vSak omezila jejich praktické pouZiti (G1lin -
ski a Rzedzicki, 1980a, b; Glinski a Chmielewski,
1982). Nyastatin je navic nerozpustny ve vodé i v cukerném sirupu
a nemlze proniknout do tkani téla vceli larvy.

Neddavno byla objevena skupina antimykotickych antibiotik — N
glukosylové derivaty polyfunginu, coZ je komplex Ctyf polyennich anti-
biotik z tetraenni skupiny, produkovanych Sireptomyces noursei, var.
polyfungini, jez jak in vitro, tak in vivo tvofi rozpustné soli s pronika-
vym antimykotickym ucinkem (Plo6ciennik aj, 1978). Polyenni
antibiotika navic zcela omezuji rist houby Ascosphera apis, proti uve-
denym antibiotikiim neni dosud vytvofena rezistence, a proto nejsou
prekazky, pro¢ by nemohla byt pouZita pfi léCeni zvapenaténi vceliho
plodu. Biologické vlastnosti N-glukosylpolyfunginii naznacuji, Ze cho-
linova stl N-glukosylpolyfunginu (pripravek Ascocidin — Polfa) miiZe
byt velmi zajimavym antimykotikem.

Mame-li 1é€c¢it zvapenaténi vceliho plodu plo$né antibiotiky a pred-
pokladame-li, Ze vztah mezi hostitelem a patogenem je infek¢ni, musime
dodrZet nejméné cCtyri zdkladni podminky, aby pouZitd antibiotika byla
ucinna:

1. NejdilezitéjSim predpokladem uspé&Sného 1éceni je volba vhodné-
ho pripravku rozpustného ve vodé, Gcinného proti kliceni a dalSimu
mnozeni houby Ascosphaera apis. Pripravek musi plsobit fungicidné,
musi niCit parazita celkové, byt ucinnym ve vcelstvu, pFi skladovani
nesmi ztracet Gcinnost, nesmi vSak byt toxicky pro vcely a vceli plod,
vCely jej musi v potravé dobfe pfijimat.

2. Je nutné znicit spory houby Ascosphera, které jsou velmi odolné
a pretrvavaji v ulech mnoho let. Na plastech a v dlu zistdvd mnoho
miliénd spér z rozpadajicich se nakaZenych larev, ulpivaji i na naradi,
které potom je zdrojem dalSi infekce. VCelar miiZe sniZit mnozstvi spor
ve vielstvech pouZitim dezinfekcénich prostfedkd nebo vhodnymi mani-
pulacnimi zdsahy. To vSe ovliviiuje plisobnost antibiotik. Vlastni chemo-
terapie miZe potlacit infekci, ale ndkaza se zpravidla opakuje v pristi
véelafské sezoné, protoZe vétSina antibiotik je ned¢innd na spory
v plastech, v pylu nebo na vcelaiském néaradi. Podari-li se znicit vSech-
ny spory, ndkaza se nemiiZe opakovat.

3. Ucinky antibiotik jsou ovlivn&ny vlastnostmi vcelstva, jako jsou
pFirozena odolnost proti ndkaze nebo zvySeny sklon k nédkaze, vyvinuty
Cistici pud a dalSi. Hygienické chovani véelstva miZeme zlepSit nékte-
rymi chemickymi pfipravky nebo vyménou matky. Vielstva s dobrymi
hygienickymi vlastnostmi pomadhaji 1é¢it zvdpenaténi tim, Ze ve zvySené
mife odstraniuji napadeny a uhynuly vceli plod a snad mohou odstrario-
vat i piivodce nédkazy.

4. Med léCenych vcelstev musi byt zdravotné nezdvadny pro hu-
manni spotfebu. Abychom pfedeSli nebezpeci, Ze 1éCebné pfipravky
zlstanou v tle a dostanou se i do medu, pouZivaji se antibiotika, ktera
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I. Ué¢innost zkoumanych antimykotik na Ascosphaera apis — The efficiency of
tested antimycotics on Ascosphaera apis

; 2 Minimalni inhibi¢ni koncentrace
Antimykotikum pomérna hodnota

1 Ascocidin 1

Kyselina sorbova 5

Nystatin 7-10

Amphotericin 20
| Griseofulvin 20 40
“ Thiobendazol 50
| Kyselina undecylenova 50 ‘

se rychle rozkladaji a nejsou v medu Skodliva pro konzumenty, nebo
musime vcéelstva 1é¢it pred hlavni snidSkou a pred leCenim vSechen med
vymetat.

Na uvedenych zasadAch byla vypracovana metoda léCeni zvapena-
téni vcéeliho plodu Ascocidinem. Riist A. apis byl v pokusech in vitro
inhibovdn v koncentraci 5,0 aZz 13,0 m. j. Ascocidinu na 1 ml média
SDA-YA (pH 6,8) pri teploté 30°C (Glinski a Rzedzicki, 1980a).

V pokusech bylo dale stanoveno, Ze Ascocidin je jak in vitro, tak
in vivo mnohem ucCinnéj8i neZ ostatni antimykotika (Glinski
a Rzedzicki, 1980a, b, c). V tab. I jsou pro srovnani uvedeny po-
mérné hodnoty minimalni inhibi¢ni koncentrace (MIC).

Koncentrace Ascocidinu, kterd puasobi fungicidné, se prili§ neliSi od
koncentrace pusobici zastaveni rdstu. Minimdalni fungicidni koncentrace
(MFC) Ascocidinu je 5,0 aZz 18,5 m. j. na ml. Stoji za zminku, Ze po
sedmi letech vyzkumu nebyl nalezen Zadny kmen A. apis rezistentni na
Ascocidin. Ascocidin inhibuje rifist dalSi houby patogenni pro vcely —
Aspergillus sp. a houby Bettsia alvei, ktera znehodnocuje pylové zasoby
(MIC 5,8—12,2 m. j. na ml a 5,0 m. j. na ml). U¢inna koncentrace Ascoci-
dinu in vivo je dokonce desetkrat nizsi nez in vitro. Vysvétlujeme si to
akumulaci antibiotika v napadenych larvach a také tim, Ze Ascocidin
ucinkuje fungicidné a nic¢i ptivodce ndkazy.

V laboratornich pokusech byla zjiStovdna toxicita Ascocidinu pro
dvoudenni aZ pétidenni vceli larvy a dospélé vcely. Ukazalo se, Ze
Ascocidin neni toxicky po jednorazové oralni aplikaci (LDso je 592 m. j.
na larvu a 388,5 m. j. na vcelu) ani po 24 hodinach krmeni (LDso je
832,5 m. j. na larvu a 703 m. j. na vCelu). Vcely a vceli plod byly krme-
ny potravou s obsahem 4625 m. j. na ml po dobu 24 hodin, aniz by se
pozdé&ji na nich projevovaly jakékoliv znamky toxikozy.

Koncentrace Ascocidinu v potravé prevySila 333 X hodnotu MIC, pri-
¢emZ ucinna koncentrace pripravku je 700 aZ 1054 X niZs8i nez jeho to-
xickd koncentrace. Proto denni davka pripravku — 100 mg (185 00Q
m. j.) na 250 ml cukerného sirupu — doporucenéa proti zvapenaténi, je
zcela bezpetna a nemd vliv na plodovani vcelstev (Glinski, 1979;
Osipowski, 1984).
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Pri pouZivani lé¢iv ve vCelstvech musime dbéat o to, aby byl zajiStén
dobry terapeuticky vysledek a souCasné& aby byla vylouCena kontaminace
medu. Pokud nemiZeme kontaminaci medu zabréanit, je nutné pouZit 16-
¢ivo, které se rychle rozklada. Ascocidin ztrdci ucinnost brzy, jiZ po 7
aZz 13 dnech pfi teploté 18 aZz 34 °C klesa jeho aktivita v cukerném si-
rupu i v medu o 50 %. To umoZiiuje, aby byl pouZit v tydennich inter-
valech a tfebas i béhem hlavni sni$ky. Ve skladovaném medu nezistéa-
vaji stopy po antibiotiku bez ohledu na to, jak bylo pouZito a jak dlouho
1éceni vCelstev trvalo. Presto vSak se doporucuje pouZit Ascocidin v cu-
kerném sirupu aZz po vymetani medu, protoZe je zcela rozloZen v z&so-
bach aZ po 30 dnech (Glinski a Rzedzicki, 1980c; Glinski
a Chmielewski, 1981). Prednosti Ascocidinu je, Ze terapeutickou
davku v 10 aZ 50% cukerném sirupu vcéely dobfe odebiraji, coZ nasvéd-
Cuje tomu, Ze Ascocidin nemé repelentni ucCinky, neméa vliv na dévko-
vani ani na dobu krmnych pokusii (Glinski, v tisku). Biochemické
pochody a zmény léCiva v hmyzim téle dosud nejsou prostudovany.

Ulinek léceni vSak miiZze byt dost rozdilny a zédleZi na tom, jak
intenzivné je rozSifeno zvapenaténi, jak silné je napadené vcelstvo, ja-
kou davku léciva pouZijeme, jak léc¢ivo podavdme (Osipowski,
1984). V nasich pokusech s intenzivni 1éCbou jsme zjistili, Ze ndkaza mu-
Ze byt zcela vymycena i v silné napadenych vcCelstvech, aniZ by se opa-
kovala. Ctyfi davky Ascocidinu v mnoZstvi 100 mg na 250 ml cukerného
sirupu (1:1), kterymi byl postfikan vcCeli plod a vCely na plastech,
vCelstvo vylécily. V prvnich 24 hodindch vyhéazela oSetfena vcelstva
vSechen nezavickovany uhynuly plod, pozdé&ji odvickovala a vyklidila
buiiky s mrtvym plodem. Prvni 1éCeni sniZilo napadeni a byly odstranény
mumie nakaZenych larev, pozdéji se nakaZeny plod ve vCelstvech viibec
nevyskytl. Mykologické vySetFeni vcelich larev a dospélych vCel po dvou
tydnech od ukonceni terapie bylo negativni. To znamenad, Ze léCeni bylo
ucinné.

V obdobnych pokusech, pfi nichZ byla vCelstva krmena medikova-
nym sirupem (400 mg Ascocidinu na 0,5 1) ¢tyFikrat po ¢tyfech dnech,
byla ndkaza ve vSech napadenych vcelstvech zcela likvidovadna. Presto
vSak se opakovala v piisti sezoné u 10 % vcelstev. Pokud jsou vcelstva
krmena léCivym sirupem a maji malo zadsob, prijimaji sirup rychleji
a Ucinek léceni je lepsi.

U silné napadenych slab3ich vCelstev byly pozorovany rozdilné vy-
sledky. LécCeni sice napadné& sniZilo ndkazu (aZ o 10 %) u vdcelstev,
u kterych byl Ascocidin v sirupu stfikdn na plasty s plodem, a aZ na
6 % u vcelstev, ktera byla krmena 1é¢ivym cukernatym sirupem. Pokud
se zvapenaténi neobjevilo znovu, véelstva nebyla vice 1éCena. V pfisti
sezoné se nakaza opakovala témeéf u 10 % vcelstev, kterd po prvnim
1éCeni byla zdanlivé vylécena. Svédcéi to o tom, Ze Ascocidin nezahubil
viechny spory houby Ascosphaera apis. Aby ochrana proti nakaze zva-
penaténim byla co nejdokonalejS§i a predeSlo se opakovani nédkazy, do-
porucujeme vyloucit moZné zdroje infekce Gpravou vcelstev (smést vie-
ly z plastd napadeného vcelstva a preloZit v€elstvo do Cistého dezinfi-
kovaného ilu, odstranit plasty s napadenym plodem jeSté pfed 1éCenim
atd.). Plasty a naradi musi byt sterilizovany. Vc¢elstvo se musi preloZit
ve vhodnou dobu, aby vystavélo nové dilo, stacilo si vytvorit dostatek
zasob apod.
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Uplnou likvidaci nakazy v silné napadenych vcelstvech a zamezeni
toho, aby se infekce v priStich dvou letech opakovala, jsme zjistili po
postiiku plasti s plodem Ascocidinem v davce 100 mg na 250 ml cuker-
ného sirupu. Strfikano bylo Ctyfikrat v pétidennich intervalech. PFi za-
kladnim oSetfeni byly odstranény plasty s nakazenym plodem.

Jen ztidka se stalo (0,8 %), Ze se nakazenda vcelstva, krmena po
odstranéni napadeného plodu ctyrikrat po Ctyfech dnech Ascocidinem
v cukerném sirupu (400 mg na 0,5 1 sirupu), neuzdravila. Nakaza se ob-
novila u 1,2 % vcelstev po jednom aZ dvou mésicich, u 2,8 % vcelstev
jesté v pristim roce. Po dalSim 1éceni téchto vcCelstev Ascocidinem (100
mg na 0,25 1 sirupu, krmeno dvakrat az ctyfikrat v pétidennich inter-
valech] se vCelstva tuplné uzdravila.

ZkouSeli jsme i jiné zplisoby 1éCeni vCelstev Ascocidinem: popraSeni
praskovitym lécivem, krmeni malymi davkami 1éCiva v kratkych inter-
valech. Ani jeden zptisob vSak nebyl lepSi nez postfik plastd a vcel
Ascocidinem v sirupu. LéCeni je hospodarné, je-li ndkaza hodné rozsi-
Fena. Po jedné aZ dvou sezonach léceni je nutné jednu sezonu vynechat,
aby se zjistilo, zda je viibec nutné v 1éceni pokracovat.

V soucasnosti je velky zdjem o nové metody sterilizace plasti a na-
apis jsou velmi odolné vici nepfiznivym vliviim a v patogennim mate-
ridlu mohou pretrvavat dlouhou dobu. Mohou v3ak preZivat i mimo télo
hostitelovo. PouZitim evaporacni a imerzni metody pro stanoveni fungi-
cidniho acinku pripravku a studiem ucinku rtznych dezinfekcénich pii-
pravkii na vcelnicich bylo prokazano, Ze nejucinnéjSimi dezinfekcénimi
prostfedky jsou formalin, ledovad kyselina octova a tymol (Glinski
aj., 1981a, b). Pary formaldehydu a ledové kyseliny octové jsou nejvhod-
néjsi pro dezinfekci plastii a naradi, protoZe rozrusuji jak vegetativni
formy, tak spory houby Ascosphaera apis jiz po Ctyfech tydnech.

NejucinnéjSim dezinfek¢énim prostfedkem Gl u vcCelstev se zvape-
natélym plodem je 3% vodny roztok formalinu nebo 2% tymolova vodni
suspenze, jez pusobi nejméné 20 minut. Po sterilizaci témito latkami se
ualy musi dvakrat oplachnout vodou.

Jaké jsou perspektivy léCeni zvéapenaténi vcCeliho plodu? Objeveni
novych ucinnéjdich fungicidd, vybér linii vCel rezistentnich vici zvape-
naténi, vybér vcelstev se zvySenou cCistici schopnosti, zmény ve vcelaf-
ském provozu, jeZ by omezily pfenos ndkazy, vylouceni chovu slabych
vCelstev a vS3ech ostatnich stresovych Ciniteli — to vSe zvySsi predpo-
klady pro dokonalej$i 1écbu zvapenaténi vceliho plodu chemickymi
pripravky.
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Doslo dne 28. 10. 1985

FMUHCKW, 3. (NaGopaTtopus 6one3Hei nuen, /Mo6nuH, Monbwa): fleueHne H3BECTKOBOrO
pacnnoga ¢ nomouwbio XONUHOBOI conu N-ralokocunnonudpyHruiom (Ascocidin — Polfa).
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 442-448.

N3 MHOXECTBa aHTUMHUKOTHMUECKMX CPEeACTB, UCNbITaHHbIX A0 CHMX NOP, HOBblE BO3MOXHOCTH
NeueHns W3BEeCTKOBOro pacnnoga AaloT XONUMHOBas CcOMb N-rAlOKOCUNNONNMYHIUHA (NONU3H-
Hbid aHTU6MOTUK Tuna HwucrtatuHa; Ascocidin — Polfa) Hapsay ¢ MexaHMUECKMMW MeToAa-
MU: yaaneHue COTOB C MOPaXeHHbiM W norubiiMM pacnnoaoMm, nepecagka nopaxeHHbIx nuen
Ha HOBble COTbl. ACKOUMAUH aencTeeHHee HucTatuHa u AmdotepuunmHa 6. OH xopowo pa-
CTBOpPRETCH B BOAE, (DYHIMUMAEH B KOHUEHTPauWW, NONHOCTbK OrpaHuuMBalowen poct Asco-
sphaera apis He 240BMT ANs f4Yen W pacnnoga, YyCTOWUMB B BOAE M CaxapHOM cupone,
BBMAYy 4Ero XOpOILO rOAUTCH ANA KOPMNEHWs. ACKOUMAMH He OKa3biBaeT OTTankWBalowero
AEAUCTBMSA M NOUTHM HE KOHTaMUHWUPYET Mea, €C/KM UM NONb30BaTbCs NO yKa3aHuam. YCTou-
UMBOCTb K HEMY NOKa He M3BeCTHa. AckouuauHoM B konuuecmse 100 mr Ha 250 mn cax.
CHpona, OnNpbICKMBas Pacnnog M NUEN Ha CoTax, MOXHO NONHOCTbIO NOAaBUTb 3apaxeHue
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Aaxe B CHUNbHO NOPaxEHHbIX NUENnocCeMbsx, ecnu ux obpabatviBaTb 4 pa3a B 5-gHEBHble
MHTepBanbl. 3apaxXeHWe He MOBTOPSAETCH.

Ascosphaera apis; aHTUMUKOTUUECKHE CPEACTBA; METOAbl NPUMEHEHWSA; Tepanus

GLINSKI, Z. (Bee Disease Research Laboratory, Lublin, Poland): Control of Chalk-
brood Disease by Choline Salt of N-glucosylpolyfungine (Ascocidin — Polfa). Veter.
Med. (Praha), 31, 1986 (7) :442-448.

Out of many antimycotics so far studied, choline salt of N-glucosylpolyfungine
(polyene antibiotic of Nystatin typ; Ascocidin — Polfa) used together with ma-
nipulative treatments (removal of combs with sick and dead brood or shaking bees
from disease colonies onto new combs) opens new therapeutical possibilities in the
control of chalkbrood disease. Ascocidin is more effective than Nystatin and
Amphotericin B. It is water-soluble of a good bioavailability, fungicidal at a con-
centration which inhibits the growth of A. apis completely, virtually non-toxic for
brood and bees, stable in water and sucrose syrup and therefore satisfactory for
administration. Moreover, Ascocidin is devoid of repellent activity, practically it
does not contaminate trade honey when used according to recommendations and
the resistance to this antibiotic is not known. A complete elimination of chalkbrood
disease and lack of recurrency, even in severely infected colonies, is obtained when
Ascocidin (loo mg'250 ml of sucrose syrup; spraying on brood and bees on combs)
is used four times at five-day intervals after manipulative treatments.

Ascosphaera apis; chalkbrood; choline salt of N-glucosylpolyfungine; Ascocidin:
therapy

GLINSKI, Z. (Labor fiir Bienenkrankheiten. Lublin, Polen): Behandlung der Ver-
kalkung der Bienenbrut mit Cholinsalz N-Glukosylpolufungin (Ascocidin — Polfa).
Veter. Med. (Praha), 31, 1986 (7) : 442-448.

Unter den zahlreichen Antimykotika, die bisher erprobt wurden, erschliel3t das
Cholinsalz N-Glukosylpolyfungin (polygenes Antibiotikum vom Typ Nystatin; Asco-
cidin — Polfa) in Verbindung mit Betriebsvorkehrung (Beseitigung von Waben mit
angesteckter oder eingegangener Brut, umlegen befallener Voélker auf neue Waben)
neue therapeutische Moglichkeiten der Behandlung von Verkalkung der Bienenbrut.
Das Ascocidin erwies sich als wirksamer als das Nystatin und das Amphotericin B.
~ Es ist gut loslich im Wasser, wirkt fungizid in einer Konzentration, die das
Wachstum der Ascosphaera apis vollig unterbindet, ohne fiir Bienen und ihre Brut
giftig zu sein. Es ist sowohl im Wasser als auch im Zuckersirup stabil und daher
beim Fittern gut anwendbar. Es hat keine Repellentwikung und der Honig wird
fast gar nicht kontaminiert, falls das Medikament anleitungsgemil} angewandt wird.
Gegentiber diesem Fungizid ist keine Resistenz bekannt. Durch Bespriihung von
Brut und Bienen auf Waben mit Ascocidin (100 mg pro 250 ml Zuckersirup) kann
sie Seuche auch in stark befallenen Volkern vollig behoben werden, falls das Pra-
parat viermal in flunftigigen Intervallen augewandt wird. Rickfille der Ansteckung
treten nicht auf.

Ascospheera apis; Antimykotika; Betriebsvorkehrungen: Behandlung

Adresa autora:

Prof. dr. Zdzislaw Glinski, Akademia rolnicza, Akademicka 12. 20934 Lublin,
Polsko

448 VETERINARN! MEDICINA — 1986



r

OBSAH

Hofirek B, Granatova M, Horin P, Madr V., Pleva V.:
Imunoenzymaticky prukaz viru enzootické leuk(')zy skotu (BLV) v bunéénych
kulturach . . . . . 385
Baran V., Petxll\ P Fedenc F Skalda R Lenhaxdt B
Intramammalne teliesko v boji proti 1nfekcnym mastltldam krav . . 393
Dvorak M.: Zmény koncentrace bilkovin krevniho séra selat v prubéhu
vyvoje a pfi stresu . . . . . . . . . . .. . 403
Machatkova M., Jurmanova K. Snejdar V Dekontaminace
kontinudlnich bunéénych linii spontanné infikovanych mykoplazmaty . 415
Kredl F., Kren K.: Rezidua chlérovanych pesticidia a polychlérovanych
bifenyli ve vejcich a tukovych tkanich volné zijicich ptaka . . . 423

Lidicky J., Picha J., Sedlakova J., Pichova D.: Vliv ovarial-
nich steroidi na farmakokinetiku Terguridu v déloze krys . . . . 433

Souborny prehled

Glinski Z.: Léceni zvapenaténi vceliho plodu cholinovou soli N-glukosyl-
polyfunginem (Ascocidin — Polfa) T

COAEPXAHUE

Ffrooupex B, Fpanatosa M, FTopxwmuH ., Magp B, lNnesa B.
UMyHHO3H3MMATMUECKOE [0Ka3aTenbCTBO BHPyCa SH300TUMUECKOro /feikos3a CKoTa

(BLV) B KNneTouHblx KynbTypax . . : .. 385
Bapauw B., MNMetpux I, (Dexlepuu (D LLIKap.aa P, — IleHap,a n.:
MHTpamammapHoe Tenbue e Gopbfe C MHMEKUYUOHHBIM MacTutom . . . . 393
Asopxak M. WMN3MeHeHMs KOHUEHTpauuu OGEnKoB B CbIBOPOTKE KPOBU NOPOCAT
B TEUEHWE WX pa3BUTUS W B YCNOBUAX CTpecca . . s = 403

MaxatkoBa M., KKbDpmaHnosa K., UJHeunap B 06e33apa»(MBaHMe He-
NpepbIBHbIX KNETOUHbIX NWHWUWA, CaMONPOU3BONbHO 3apaxXeHHbIX Mukonnasmamu 415
Kpean @®. Kpxen K. TocneseicTBus XNOPUPOBaHHbIX MECTUUMAOB M MONU-
XNOpUpOBaHHbIX GUMEHUNOB B SMLAxX W XUPOBbIX TKaHAX NTUL, XWUBYWMWUX Ha Bone

¥O0¥y o§ w o® ¥ @ & & & & W & & ¥ 3 423
Nuauukwu A, NMuxa W, Ceanakosa M., MNMuxosa [A.: BausHue osa-
puanbHbIX CTEpPOMAOB Ha (PapMakOKMHEeTMKY Teprypuaa B matke kpbic . . . 433
Fnfmuckwu 3.0 JleueHne U3BECTKOBOro pacnnoja C MOMOLLbLI XOnuMHoBow conu N-
-raokocunnonupyHruHom (Ascocidin — Polfa) . . . . . . . . 442

CONTENTS

Hofirek B, Granatova M., Hofin P, Madr V., Pleva V.:
Immunoenzymic Detection of Enzootic Bovine Leukosis Virus (BLV) in Cell
Cultures . . . . 385
Baran V., Petrlk P Federlc F Skarda R Lenhardt |
An Intxamammary Device to Combat Infectlous Mastitis m Cows . . 393
Dvoifak M.: Changes in the Protein Concentration of the Blood Serum of
Piglets during Ontogenesis and in Stress Situations . . .. . 403
Machatkova M., Jurmanova K., Snejdar V.: Decontammatxon
of the Continual Cell Lines Spontaneously Infected with Mycoplasmas 415
Kredl F, Kifen K.: Residues of Chlorinated Pesticides and Polychlorinated
Biphenyls in the Eggs and Fatty Tissues of Wild Birds . . . . 423
Lidicky J., Picha J., Sedlakova J, Pichova D.: The Effect of
Ovarial Steroids on the Pharmacokinetics of Tergurid in the Uterus of Rats
@ . 433
Glinski Z Control of Chalkbxood Dlsease by Cholme Salt of N-glucosyl-
polyfungine (Ascocidin — Polfa) . . .. 442




47 681
INHATL

Hofirek B, Granatova M, Horin P, Madr V. Pleva V.:
Immunoenzymatischer Nachweis des Virus der enzootischen Rinderleukose
(BLV) in Zellkulturen . . . . . 38
Baran V., Petrik P, Federlc F Skarda R Lenhardt L.:

Intramammares Korpe1 chen im Kampf gegen infektiose Mastltlden bei Kiihen

393
Dvorak M Veranderungen dex Konzentranon dex Blutserumelwelﬁstoffe
von Ferkeln im Verlauf ihrer Entwicklung und bei Stre8 . . . . 403

Machatkova M., Jurmanova K, Snejdar V.: Dekontaminierung
von durch Mykoplasmen spontan infizierten kontinuierlichen Zellinien 415
Kredl F, Krfen K.: Residuen von chlorierten Pestiziden und polychlo-
rierten Biphenylen in Eiern und Fettgeweben der wildlebenden Vogel 423
Lidicky J., Picha J., Sedlakova J., Pichova D.: Einfluss der
ovarialen Steroide auf die Pharmakokinetik von Tergurid in der Gebiarmutter

der Ratten a =R F @ & & % & 3 ... 433
Glinski Z.: Behandlung der Verkalkung der Blenenbrut mit Cholisalz
N-Glukosylpolyfungin (Ascocidin — Polfa) S - % )

.

Rukopisy odevzdany k tisku 2. 4. 1986 — Podepsano k tisku 29. 5. 1986

Rozsifuje PNS. Informace o predplatném podd a objednavky prijima kazda
administrace PNS, posta, doruc¢ovatel a PNS-UED Praha, zavod 01 — AOT,
Kafkova 19, 16000 Praha 6; PNS-UED Praha, zavod 02 Obranctt miru 2,
656 07 Brno; PNS-UED Praha zavod 03, Kubanska 1539, 708 72 Ostrava-Po-
ruba. Objednévky do zahraniéi vyf'izuje PNS — ﬁsti‘edni expedice a dovoz
tisku Praha, zavod 01, administrace vyvozu tisku, Kafkova 19, 160 00 Praha 6.
Vytiskl MIR, novinaiské zavody, n. p., zavod 6, tf. Lidovych milici 22, 120 00
Praha 2.



