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VYSKYT A VLASTNOSTI BAKTERII SELENOMONAS RUMINANTIUM
U TELIAT V OBDOBI MLIECNEJ VYZIVY

V. Kmet, I. Koniarova, M. Stachova

KMET, V. — KONIAROVA, I. — STACHOVA, M. (Ustav fyziolégie hospo-
darskych zvierat SAV, Kosice; Ustav .experimentalnej veterinarnej mediciny,
Kosice): Vyskyt a vlastnosti baktérii Selenomonas ruminantium u teliat v ob-
dobi mlieénej vyzivy. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 129-133.

U teliat v obdobi mlieénej vyzivy sme sledovali vyskyt, mcrfologické vlast-
nosti, ureazovu a alfa-amylazovu aktivitu baktérii Selenomonas ruminantium.
Zistili sme, Ze priemerny pocet selenomonad sa pohyboval v rozmedzi 107 az
108 baktérii na mililiter bachorového obsahu. Alfa-amylazova aktivita jednot-
livych kmenov bola v rozmedzi od 0,1 do 8.8 nkat.ml-! zatial ¢o ureazova
aktivita sa pohybovala od 6.3 do 261 nkat.ml-! zivnej pody. Elektronovo-
mikroskopickym s$tudiom boli zistené morfologicky typické Selenomonas ru-
minantium, ako aj spontanna tvorba sféroplastov.

amylazova a ureazova aktivita:; bachorovy obsah: sféroplasiy

Druh Selenomonas ruminantium plni v bachorom ekosystéme cely
rad délezitych funkcii. Je spolu s Bacteroides amylophilus a Succino-
monas amylolytica hlavnym zastupcom amylolytickych baktérii (O1lu -
meyan a i, 1986). Ma 15 krat az 20-krat vacSiu Specificki ureazova
aktivitu ako zmesna bachorova bakterialna uredza (Heusinger,
1¢86). Hra dolezita alohu pri utilizacii dietetického selénu u prezivavcov
(Hudman a Glenn, 1984) a je producentom kyseliny propionovej
v bachore z karbohydratov (Scheifinger a Wolin, 1973) a za-
stupcom bachorovych baktérii utilizujacich laktat (Huber a i., 1976).
Cielom naSej prace bolo sledovat vyskyt a zdkladné vlastnosti baktérii
Selenomonas ruminantium.

MATERIAL A METODY

Vyskyt selenomonad bol sledovany u teliat v obdobi mlieénej vyzivy, krme-
nych mlie¢nou zmesou LAKTAVIT a kfmnou zmesou ,tvarované krmivo Starté-
rové“. Telata boli umiestnené vo velkokapacitnom telatniku.

Vzorky bachorového obsahu 18 teliat 35 az 55 dni starych boli odobraté paze-
rakovou sondou $tyri hodiny po rannom nakrmeni. Baktérie druhu Selenomonas
ruminantium boli izolované na selektivnom agarovom médiu (Tiwari a i., 1969),
ktoré obsahovalo manitol, tryptikazu, kvasniény extrakt, kyselinu n-valérovu a ky-
selinu octovu. cystein, mineralie a CO2 fazu.

Alfa-amylazova aktivita (EC 3.2.1.1) bola stanovena pomocou SPOFA-testu
alfa-amylaza (Slovakofarma, Hlohovec). Vysledky su vyjadrené v nanokataloch
na mililiter zivnej pody.
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Ureazovu aktivitu (EC 3.5.1.5) sme stanovili modifikovanou spektrofotometric-
kou metodou (Cook. 1976). Aktivita je vyjadrena v nanokataloch na mililiter ziv-
nej pody.

Elektronova mikroskopia, negativne farbenie: bak!érie sme ofarbili 19, fosfo-
wolframovou kyselinou (pH 7,2) na pouhlikovanych sietkach s formwarovou bla-
nou. Preparaty sme vyS$etrili na elektrénovom mikroskope TESLA BS 613 pri urych-
Tovacom napiéti 80 kV.

Vysledky su udané ako aritmeticky priemer = stredna chyba priemeru.

VYSLEDKY

Celkové poclty baktérii Selenomonas ruminantium, ziskané na se-
lektivnom agarovom médiu, si znazornené v tab. I. Vzorky bachorového
obsahu boli odobraté od teliat r6zneho veku. Celkové pocty selenomonad
sa pohybovali u jednotlivych zvierat od 8 X 108 do 5 X 108 zarodkov na
mililiter bachorového obsahu. Hodnoty enzymovej aktivity vybranych
kmenov Selenomonas ruminantium si uvedené v tab. II. Priemernd hladi-
na uredzovej aktivity bola 143,59 nkat na mililiter Zivnej pddy, pricom
kmeii s najnizSou aktivitou mal hodnotu 6,37 nkat.ml-! zatial ¢o naj-
vySSia uredzova aktivita mala hodnotu 261,1 nkat . ml-1

[. Celkové poéty Senenomonas ruminantium v bachore teliat — Total counts of
Selenomonas ruminantium in the rumen of calves

Vek ,
| v dnoch
| 35 !5.-10713.:10° ) 1x10°)|6 108|3~107, 8 10° 7,88 1 0.37

45 11 <107, 3 - 108 7 10% | 1.9 <108 5x1¢% 5 10° 8,33 = 0,30
55 |85 105, 8 - 108 | 6 <107 | 2 <107 [ L1 = 10% L1 - 107 7,33 £ 0,21
|

II. Enzymova aktivita Selenomonas ruminantium — Enzyme aciivity of Seleno-
monas ruminantium

1 Enzym : Pocet kmefiov b.ladina aktivity S, F. M.
Uredza 30 ‘ 143,59 - 11,27 nkat m] !
Alfa amylaza 27 2,17 0,64 nkat.ml ! ]

Alfa-amyldzova aktivita 27 kmenov kolisala v rozmedzi od 0,1 do
8,8 nkat.ml" L

Elektronovomikroskopickym vySetrenim boli zistené morfologicky
typické baktérie Selenomonas ruminantium (obr. 1). Kmen ¢. 72 mal
tvar $tihlej, mierne ohnutej ty¢inky s dizkou 0,6 az 3 um a Sirkou 0,9 az
1,1 um. Na konkdvnej strane pozorujeme vyrazné husté splete flagel,
ktoré sii typické pre selenomonddy. Bunkova stena ma vrstevnaté uspo-
riadanie. Jej morfologicky najn&padnejSou Castou je vonkajSia membra-
na, ktord ma zretelny vlnity charakter. U kmena ¢. 8 sme po 72-hodino-
vej inkubAcii zachytili spontdnnu tvorbu sféroplastov, z ktorych do peri-
férie vybiehaju dlhé flagely (obr. 2).
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1. Elektrénovomikrosko- ' ”

picka fotografia Seleno- "o b *
monas ruminantium 72 e e
— Electron microscopic :

photo of Selenomonas y, iy ;
ruminantium 72 ;

<
DISKUSIA . e

Druh Selenomonas ruminantium ma v bachorovom ekosystéme vy-
znacCné postavenie. Podobne celkové pocCty selenomondad u teliat v obdobi
mliecnej vyzivy, porovnané k celkovym poctom zarodkov v tomto obdobi,
vykazuji niekolkopercentné zastipenie. Tieto vlastnosti predurcuja
baktérie Selenomonas ruminantium ako model bachorovej baktérie pre
aplikaciu génovych manipulacii. Priemerna hladina ureazovej aktivity
30 testovanych kmenov selenomonad je dvakrat az Styrikrat vidcsSia ako
celkova uredzova aktivita mikroflory bachorového obsahnu teliat (Kme t
a i, 1986], pricom niektore kmene Selenomonas ruminantium dosahuji
uredzovu aktivitu osemkrat az desatkrat vysSSiu. Priemernd hladina alfa-
-amylazovej aktivitv u 27 kmenov je v porovnani s aktivitou mikroflory
bachorového obsahu teliat nizSia, resp. rovnaka.

Elektronovomikroskonické Stadium kmena Selenomonas ruminan-
tium 8 ukazalo na spontdannu tvorbu sic¢roplastov v selekCnom Tiwariho
meédiu, ktora je v sulade s vysledkami autorov Kingsley a Hoe-
niger (1973). Tato prirodzena lyza bachorovych selenomonad je
pouzitelnd pre pripravu protoplastov ako jedného zo systému prenosu
genetického materidlu pri manipuldaciach s bachorovymi baktériami.

2. Elektronovomikrosko-
picka fotografia sféro-
plastov S. ruminantium
8§ — Eleciron micro-
scopic  photo of the
spheroplasts of S. ru-
minantium 8
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KMETb, B. — KOHUAPOBA, U. — CTAXOBA, M. (MHCTUTYT PU3HONOrMKU CENbCKOXO-
3AUCTBEHHBbIX XMBOTHbIXx CAH, Kowwuue;, UHCTHTYT akCnepumeHTanbHow MeauuuHbl, Koww-
ue): Mossnenue wu ceoucrtesa Selenomonas ruminantium y TeNsar 8 nepuoj MONOUHOTO
nutanus. Veter. Med. (Praha). 33, 1988 (3) : 129.133.

Y Tenar B NEpUoA MONOUHOTO MUTAHMUA M3yuanu nosBiHCHUE, MOPMONOrUUECKHE CBOMCTBA,
YPEa3Hyl W @-aMMUNa3Hyl0 akTUBHOCTL Selenomonas ruminantium. YCTaHOBWAM, UTO CPEA-
Hee KOMNMUeCTBO CeneHoMoHasg konebanoch B wutepsane 107—10% Gaktepun Ha MUAMAUTD
COAep)KMMOrO pyﬁua -aMUNa3Hags axKTUBHOCTL OTAENbHbLIX UTAMMOB Haxoaunacb B UHTEpP-
gane ot 0,7 pao 88 H kaT Mn, XOTs ypeas3Has aKTUBHOCTL Haxogunach B uHTepeane 6,3—
—261 H KaT MN NUTATENbHOW Cpeabl. INEKTPOHHOMUKPOCKONUUECKMM H3yueHuem Bbinu yCTa-
HOB/NEHbI MOPMONOrMUecku TUnuuHble Selenomonas ruminantium, kak v CnoHTaHHoe obpa-
30BaHMWe CAPeponnacTos.

aMuna3Has M ypeasHas akTMBHOCTb; COAepxuMoe py6ua; Cheponnactbl

KMET, V. — KONIAROVA, I. — STACHOVA, M. (Institute of Animal Physiology
of the Slovak Academy of Sciences, KoSice; Institute of Experimental Veterinary
Medicine, Kosice): The Occurrence and Properties of Selenomonas ruminantium in
Calves in the Period of Milk Nutrition. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :129-133.
The occurrence. morphological properties, urease and alpha-amylase activities of
Selenomonas ruminantium were investigated in calves in the period of milk
nutrition. The average number of the organisms was found to range between 107
and 108 per 1 millilitre of rumen contents. The alpha-amylase activity of the Sele-
nomonas strains ranged from 0.1 to 8.8 ncat.ml-! whereas their urease activity
ranged from 6.3 to 261 ncat.ml-! of nutrient medium. The presence of morpho-
logically typical Selenomonas ruminantium and spontaneous formation of sphero-
plasts were found by electron microscopic examination.

amylase and urease activities; rumen contents; spheroplasts
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KMET, V. — KONIAROVA, I. — STACHOVA, M. (Institut fiir Physiologie der
Nutztiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, KosSice; Institut flr
experimentelle Veterindrmedizin, Kosice): Vorkommen und Eigenschaften von Sele-
nomonas ruminantium bei Kdlbern zur Zeit der Milcherndhrung. Veter. Med. (Pra-
ha)., 33, 1988 (3) :129-133.

Wir untersuchten bei Kilbern zur Zeit deren Mxlchernahrung das Vorkommen, die
morphologischen Eigenschaften als auch die Urease- und Alpha-Amylase-Aktivitat
von Selenomonas ruminantium., Wir stellten fest, dass die Durchschnittszahl von
Selenomonaden von 107 bis 108 Bakterien ml Panseninhalt schwankte. Die Alpha-
-Amylase-Aktivitit einzelner Stimme schwankte von 0.1 bis 8,8 nkat.ml-! die
Urease-Aktivitit von 6,3 bis 261 nkat.ml-! Nihrboden. Beim Studium mittels
Elektronenmikroskop stellten wir morphologisch typische Selenomonas ruminan-
tium, als auch eine spontane Bildung der Sphiroplaste fest.

Amylase- und Urease-Aktivitit: Panseninhalt; Sphiroplaste
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MVDr. Vladimir Kmef. CSc., MVDr. Iveta Koniarova, MVDr. Maria Sta-
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040 01 KoSice

VETERINARNI MEDICINA — 1988 133



Vybrané nejnovéjsi tituly z oboru veterinirni medicina ve fondu UZLK

BOZKO, G. K.: Orhanizacija protyepizootvénveh zavodiv,
Kyjiv 1987. D 79.659

Creep Grazing Lambs on Tall Fescue Pastures. Bulletin 695, West
Virginia University.

Morgantown 1987. C 4.152 695
DANNENBERG, H. D.: Schweinekrankheiten.
Berlin 1986. D 79.183

EMANUELSON, U.: Genetic studies on the epidemiology of mastitis
in dairy cattle.
Uppsala 1987. D 69.370 73

Factors Affecting Gain of Beef Bulls Consigned to a Central Test
Station. Bulletin 693. West Virginia University.
Morgantown 1987. C 4.152 693

Forage and Livestock Budgets Based on Data [rom the Allegheny
Highlands Project. Circular 139. West Virginia Univ.
Morgantown 1986. C 7.924 139

FRANGENBERG, J.: Untersuchungen uber Schwermetallgehalte (Cd,
Pb, Zn, Cu, Fe, Ca) in Fleisch und Organen von erkrankten Kil-
bern. Innaugural-Dissertation.

Giessen 1986. E 39500 1116
GAER, A.: Ein Beitrag zur Bestimmung der Inulin- und PAH-Clearance

bei der Ratte.

Giessen 1987. [ 29500 1090
GEYER, H. — TAGWERKER: The Pizs Hoof: Its Structure and

Alternations.

Basel 1986. C 30.275

GUTMANN, B.: Begleitende Laboratoriumsuntersuchungen cdes Feld-
versuchs zur oralen Immunisierung bei Flchsen gegen Tollwut in
Hessen vom Frihjahr 1983 bis Herbst 1984,

E 39500 1102



PRIPRAVA MONOKLONALNYCH PROTILATOK PROTI
POVRCHOVYM ANTIGENOM BUNIEK HOVADZIEHO DOBYTKA

R. Dusinsky, M. Simon, D. Nouzovska

DUSINSKY, R. — SIMON, M. — NOUZOVSKA, D. (Ustav experimentalnej
veterinarnej mediciny, KoSice, pracovisko Ivanka pri Dunaji; Ustav fyziologie
hospodarskych zvierat SAV Kosice, pracovisko Ivanka pri Dunaji; Ustav
zoohygieny a veterinarnej techniky Trnava, pracovisko Ivanka pri Dunaji):
Priprava monoklonalnych protilatok proti povrchovym antigénom buniek ho-
vddzieho dobytka. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 135-142.

Mysi BALB ¢ boli trikrat imunizované bovinnymi lymfocytmi a trombocyimi
in vivo. Okrem toho boli disociované sleziny myS$i imunizované bovinnymi
lymfocytmi in vitro. Fuziou slezinnych buniek s my$imi myelémovymi bun-
kami boli vytvorené hybriddmy produkujuce monoklonalne protilatky. Celkom
sa uskutoénili Styri fuzie po imunizaciach in wvivo a tri fuzie po imunizaciach
in vitro, z ktorych sa ziskalo 70 stabilnych klonov hybridomov. Patf monoklo-
nalnych protilatok sa identicky viazalo $pecificky len na bovinné trombocyty,
dve protilatky reagovali len s urc¢itou populaciou bovinnych slezinnych buniek.
Ostatné monoklonalne protilatky nevykazovali tkanivovu Specificnosf a via-
zali sa na lymfocyty z periférnej krvi, lymfatickych uzlin, tymusu a sleziny,
na trombocyty. peCenové bunky a spermie, ale nie na erytrocyty. Pokial sa
tyka mnozstva ziskanych hybridéomov a S$pecifickych protilatok, podstainy
rozdiel v uc¢innosti imunizacie in vivo a in vitro nebol pozorovany.

hybridomy; membranové antigény; imunizdcia in vivo a in viiro, ELISA;
nepriama imunofluorescencia

Jednym z perspektivnych smerov biotechnologie je hybridomova
technika, umoZiiujica pripravu monoklondlnych protilatok (MP), ktoré
sa oproti konvencnym protildtkam vyznacuju viacerymi vyhodnymi cha-
rakteristikami. Medzi pozoruhodné vlastnosti patri ich 3pecificnost (ro-
zozndvaju jedini antigenni determinantu na makromolekule antigénu).
Protilatky sa ziskavaja vo vysokych koncentraciach a ich produkcia mé-
Ze byt neobmedzene dlha pri zachovani rovnakych vlastnosti. Monoklo-
nalne protilatky uz v siucCasnosti dosiahli Siroké vyuZitie v biomedicin-
skom vyskume a postupne nachaddzaji uplatnenie aj v terapii. Vo vete-
rindrnej medicine sa pravdepodobne budi monoklondlne protilatky naj-
intenzivnejSie vyuZivat ako diagnostické reagenty na urCovanie in-
fekénych agens a klinicky doéleZitych 14tok, napr. horménov, enzymov,
imunoglobulinov a pod.

Nie mens$i vyznam majd monoklondlne protilatky pripravené proti
antigénom, ktoré si na povrchu buniek, ako krvné skupiny, histokompa-
tibilitné (MHC) antigény, diferenciacné znaky charakteristické pre ur-
Cité tkaniva ¢i populdciu buniek a bunkové receptory.
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Pri hovddzom dobytku (HD) sa velké usilie sustredilo na tvorbu MP
proti erytrocytarnym antigénom. Tucker a i. (1986) popisali stabilné
klony hybridémov, ktoré produkovali hemolytické monoklonalne proti-
latky reagujuce s antigénmi A, B, F, Z a S systému krvnych skupin.
Boli pripravené MP, ktoré rozpoznavaju diferenciacné znaky na T lym-
focytoch (Rossi ai., 1986), ako aj MP reagujiace s markermi B lymfo-
cytov (Lewin a i, 1985). Zaane a Jzerman (1984) vytvorili
hybridomy produkujice protilatky proti niektorym triedam hoviddzich
imunoglobulinov.

Zatial menej uspesné boli pokusy zamerané na pripravu MP urcuju-
cich polymorfné determinanty hlavného histokompatibilitného komple-
xu hovddzieho dobytka — BoLA (Spooner a Pinder, 1983).

NaSou ulohou je pripravit MP proti MHC a diferenciacnym antigé-
nom HD. V tejto praci si popisané prvé experimenty a predbezné vy-
sledky pri priprave MP proti povrchovym antigénom niektorych Kkrv-
nych elementov a buniek parenchymatoznych orgadnov hoviddzieho do-
bytka.

MATERIAL A METODY

V experimentoch bola pouzita krv od 24 kusov hovidzieho dobytka sloven-
ského strakatého plemena, krizeného s plemenom ciernosirakatym. bez rozdielu
pohlavia. Z krvi boli izolované lymfocyty a erytrocyty (Simon a i, 1984), trom-
bocyty boli izolované metdédou, ktoru uviedol Taaning (1985), ostatné iypy
buniek boli ziskané destrukciou prislusnych tkaniv (lymfatické uzliny. slezina,
tymus. pecen. prisemenniky bykov).

PRIPRAVA HYBRIDOMOV

Hybriddmy boli pripravené fuziou mysich myelomovych buniek SP2 0 so sle-
zinnymi bunkami ziskanymi z imunizovanych mysi

a) Imunizacia bola robena dvoma sposobmi — in vivo a in vitro. Pri imuni-
zacii in vivo samic¢ky mysi BALB'c¢ vo veku dva az piaf mesiacov boli trikrat inji-
kované i. p. v 10- az 14-dennych intervaloch suspenziou lymfocytov (5.107) a trom-
boeytov (1.107) v 0,9°, chloride sodnom. Treti den po poslednej imunizacii boli
z tychto mysi ziskané slezinné bunky. ktor¢ boli pouzité na fuziu. Pri imunizacii
in vitro sluzili ako antigén lymfocyty HD (1.107) inkubované cez noc v 96", etanole
pri teplote 0°C. Po premyti v 09", chloride sodnom boli tieto lymfocyty inkubo-
vané s bunkami ziskanymi z jednej sleziny neimunizovanej mysi BALB ¢ v kulti-
vaénom médiu RPMI 1640 (USOL Praha), doplnenom 10%, fetalnym bovinnym
sérom (VSV  Brno), tymocytovym kondicnym médiom a dal$imi doplnkami
(Reading. 1982). Po piatich dnoch inkubacie pri teplote 37 C v humidifikovanej
atmosfére vzduchu s 5 az 7', CO2 boli slezinné bunky pouzité pre fuziu.

b) Fuzia: Bunky boli zmieSané v pocte 1,6.10% slezinnych a 4.107 myelémovych
buniek pri imunizacii in vivo a po 2.107 z oboch typov pri imunizacii in vitro.
Fuzia bola indukovana 50", roztokom polyetylénglykolu 6000 (Serva) s 5", dimetyl-
sulfoxidom (L ane, 1985). Po fuzii boli bunky rozdelené do piatich dosiek s 96 kul-
tivaétnymi jamkami v médiu RPMI 1640 s 10", fetalnym bovinnym sérom a hy-
poxantinom (101 mol . 1-!), tymidinom (1.6 . 10 > mol . I=!) a aminopterincm
(4.10-7 mol.l ). Sucasne boli do jamiek nasadené mysie peritonealne makro-
fagy (2.10" na jamku). ziskané vyplachom peritonealnej dutiny. Tieto makrofigy
sluzili ako podporna vyzivovacia vrstva.

¢) Skrining hybridémov: Hybridomy produkujice zelané MP boli vyhladané
testom ELISA na zaklade pozitivnej reakcie supernatantov, t. j. kultiva¢ného média
z prislusnych jamiek, s lymfocytmi darcu, ktory bol pouzity na imunizacie.

d) Klonovanie: Hybridomy produkujuce vhodné MP boli klonované limiwuju-
cim riedenim (Reading, 1982).
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e) Ziskanie MP: Klony hybridomov boli namnozené kultivaciou in vitro v mé-
diu RPMI 1640 s 10Y, fetalnym bovinnym sérom a supernatanty boli pouzité ako
zdroj MP. Koncentracia Ig a imunoglobulinové triedy neboli stanovené.

TESTY NA DETEKCIU VAZBY MP S BUNKAMI HOVADZIEHO DOBYTKA

Test ELISA bol robeny imunoperoxidazovou technikou s pouzitim monovrsivy
buniek v jamkach Terasakiho dosiek (Kennett a i, 1983). Antimysi imunoglo-
bulin bol zna¢eny peroxidazou (USOL Praha).

Nepriama imunofluorescencia bola robenia dvomi sposobmi. Trombocyty boli
testované v suchych nateroch (Linklater a Imlah, 1974) a lymfocyty v sus-
penzii (Boucheix a i. 1983). Antimysi imunoglobulin bol znaéeny fluorescein-
izotiokyanatom (FITC, USOL Praha). Preparaty boli hodnotené fluorescenénym
mikroskopom JENALUMAR (NDR) pri epiiluminacii a zvéiésSeni 500X .

ABSORPCNE EXPERIMENTY

Superna anty v riedeni 10-2 boli zmiesané v rovnakych objemoch so sedi-
mentom bun.ek (ziskanym po centrifugacii) a inkubované dve hodiny pri teplote
37 °C. Tieto supernatanty boli potom spidine testované testom ELISA s bovinnymi
lymfocytmi a trombocytmi. Porovnané boli reakcie absorbovanych a neabsorbo-
vanych MP

VYSLEDKY A DISKUSIA

Uskutocnili sa Styri imunizacie in vivo a tri in viiro, po ktorych
nasledovali fuzie myelomovych a slezinnych buniek a selekcia hybri-
domov. Rast hybridomov bolo mozné pozorovat v kultivacnych jamkach
v rozpiti 10 az 28 dni po fuazii. Ako vidiet z tab. I, vzhladom na cel-
kovy pocet nasadenych jamiek sa dosiahlo pri oboch sposoboch imuni-
zdcie priblizne rovnaké percento (39 a 42 %) jamiek s narastenymi bun-
kami. Nami ziskany pocet jamiek obsahujacich hybridomy je niZSi ako
popisuji ini autori. Pinder a i. (1980) pri priprave MP proti ho-
vidzim lymfocytom v niektorych experimentoch dosiahli az 98 % jamiek
S narastenymi bunkami. Podiel jamiek obsahujicich rastice hybridomy
zavisi od viacerych faktorov, ako su napr. uspeSnost fuzie, riedenie
suspenzie buniek po fuazii a kultivacné podmienky. Je zrejmeé, Ze so zvy-
Sujicim sa poCtom jamiek s narastenymi bunkami sa zvdcSuje mozZnost
ziskal hybridomy produkujace Specifické protilatky, najméa proti slabo
imunogénnym antigénom. Na druhej strane vSak stiipa pravdepodobnost

I. Frekvencia narastenych a produkujicich kultir hybridémov pri imunizacii
in vivo a in vitro — The frequency of the developed and producing hybridoma
cultures after the in vivo and in vitro immunization

| l
[ , ky s naraste- Jamky
s Celkovy Jarp Y : Gy o
. Bty Y nv . Al
Imunizacia podet jamiek | nymi bunkn{m S protllaxxauml) | Stabiln klony

| ' 4 O ‘
i 1 Vivo 1920 806 41,9 64 7,9 [ 42
1 m vitro 1440 574 39,8 44 7,6 . 28

*) vypocitan¢ z poc¢tu jamick s narastenymi bunkami
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vyskytu dvoch alebo viacerych réznych hybridomov spolocne v jednej
jamke, €o Casto mé6zZe viest k strate hladaného hybridomu a staZuje pod-
mienky klonovania. Podla Poisonovho rozdelenia pri nami dosiahnutej
frekvencii 39 % jamiek s narastenymi bunkami pripada priemerne 0,5
hybridomu na jednu jamku, zatial ¢o pri frekvencii 95 az 98 % je prav-
depodobny sucasny vyskyt troch aZ Styroch hybridomov v jednej jamke
(Stahli ai., 1983).

Testom ELISA sa ukézalo, Ze nebol podstatny rozdiel medzi oboma
sposobmi imunizicie pokial ide o pocet jamiek s pozitivne reagujicimi
protilatkami (7,9 a 7,6 %), Co naznacCuje rovnaku uc¢innost oboch spé-
sobov imunizécie. Podiel hybridémov produkujicich Specifické protilatky
zavisi v prevaznej miere od pocCtu Specificky aktivovanych B-lymfo-
blastov v slezine a je dany spdésobom imunizacie (Stdhli a i., 1983).
Vzhladom na to, Ze monoklondlne protilatky proti bovinnym bunkam
boli inymi autormi zatial ziskané len po imunizacii in vivo (Pinder
a i, 1980; Nickerson a i, 1983; Rabinovski a Yang, 1986;
Tucker ai., 1986; Rossi a i., 1986), nie je moZné jednoznaCne roz-
hodnuat o tcinnosti oboch spésobov imunizéacie.

Po klonovani a dalSich kultivdcidch cast hybridomov (35 %) stra-
tila schopnost tvorit MP. Podarilo sa ziskat 42 stabilnych klonov hybri-
domov pri imunizacii in vivo a 28 stabilnych klonov pri imunizacii in
vitro (tab. I). Strata produkcie protilatok méZe postihnat az 50 az
70 % poévodne produkujicich hybridomov, pravdepodobne v désledku
strat chromozomov (Goding, 1980).

Reaktivita 70 monoklonalnych protildtok bola Studovand na bo-
vinnych lymfocytoch, trombocytoch a slezinnych bunkach na paneli 24
nepribuznych zvierat pomocou metody ELISA. VidcSina protilatok reago-
vala v tomto teste suCasne s lymfocytmi, trombocytmi a slezinnymi bun-
kami, v Ziadnom pripade v3ak nie s erytrocytmi. Jedendst protildtok,

II. Reaktivita monoklonalnych protilatok s roznymi typmi buniek v teste ELISA
— The reactivity of the monoclonal antibodies with various types of cells in the
ELISA test

Lymfocyty, ‘

periferik krv ‘ Slezina Erytrocyty

Protilatky Trombocyty ‘
1.1
2.1
3.1
4.1
5.1
4.2 ‘ -
9.2
20.2
6.4
23
8.3 ! - ; ;

-~ protilatka reaguje s bunkami - protilatka nereaguje s bunkami slaba reakcia
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III. Absorpcie monoklonalnych protilatok s roznymi typmi buniek (Supernatanty
v riedeni 10-2 boli zmiesané v rovnakych objemoch so sedimentom buniek a inku-
bované dve hodiny pri teplote 37°C a potom spitne testované testom ELISA s bo-
vinnymi lymfocytmi a trombocytmi. Boli porovnané reakcie absorbovanych a neab-
sorbovanych supernatantov) — The absorption of monoclonal antibodies with
various types of cells (supernatants diluted 10-? were mixed at equal volumes
with cell sediments and left to incubate for two hours at the temperature of 37 °C,
they were then subjected to ELISA procedure with bovine lymphocytes and throm-
bocytes. The reactions of the absorbed and non-absorbed supernatants were com-
pared)

Bunky pouzité na absorpciu

|

SRR ‘ tromb.o- l{)l:;tx?;jzfzj uzlina slezina tymus | pecen ; spermie |
Y ke ; | |
1.1 A N N N N N N
2.1 A N N N N N
3.1 3 N N N N N N
4.1 A N N N N N N
5.1 A N N N N N N
4.2 N A A A A A N
9.2 A A A A A A N
20.2 N A A A A A A/N

6.4 N A A A A A N
2.3 N N N A 0 0 0
8.3 N N N A 0 0 |

A bunky ahsorbuju danu protilatku A/N - slabd absorpcia

N  bunky neabsorbuju danu protilatku 0 - netcstované

ktoré mali uzZSiu tkanivovu Specifitu a nereagovali so vSetkymi typmi
buniek, bolo vybranych pre dalSie analyzy (tab. II). Tieto protilatky
boli absorbované réznymi typmi bovinnych buniek s cielom overit ich
tkanivovi Specifitu zisteni na zéklade priameho testu. Tab. III ukazuje,
Ze protilatky 1.1, 2.1, 3.1, 4.1 a 5.1 (ziskané z imunizdcie in vivo) sa
v absorpcnom experimente viazali len s trombocytmi. Protilatky 2.3 a 8.3
(z imunizacie in vitro) boli absorbované len s bunkami sleziny. Ostatné
protilatky mali SirSiu tkanivovi Specifitu a boli vytvorené po oboch spé-
soboch imunizacie.

Dalej boli monoklonalne protilatky 3tudované v nepriamej imuno-
fluorescencii na lymfocytoch, trombocytoch a bunkach sleziny. Protilat-
ky 1.1 az 5.1 reagovali Specificky len s trombocytmi (obr. 1). Protilatky
2.3 a 8.3 reagovali len s niektorymi neidentifikovanymi bunkami v sle-
zine (20 % buniek). Pri ostatnych protilatkach, ktoré poskytli pozitivne
reakcie s lymfocytmi v ELISE v priamom teste aj v absorp&nych expe-
rimentoch, nebolo moZné zaznamenat reakciu vo fluorescencii. Absen-
cia fluorescencie by nasvedCovala tomu, Ze protildtky nereaguji so
Struktirou na povrchu buniek, ale s vnitrobunkovou Struktirou, pripad-
ne Ze t4to povrchova S$truktira moZe byt pri teste ELISA zmenend tak,
ako to predpokladaja viaceri autori (Pancake a Nathanson,
1973; Baron a i., 1977, Ewyk a i, 1980). Na druhej strane schop-
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1. Reakcia monoklonal-
nych protilatok s trom-
bocytmi v nepriamej
imunofluorescencii —
The reaction of mono-
‘lonal antibodies with
thrombocytes in indirect
immunofluorescence

nost protilatok viazat sa na nativne bunky pri absorpciach spochybiiuje
tito moznost. Okrem tocho je zname, ze mnohé monoklondlne protilatky
produkované hybridomovou technikou maja nizku aviditu (Milstein,
1982). Je preto pravdepodobné, Ze absencia fluorescencie by mohla su-
visiet s nizkou aviditou ziskanych protilatok. Detekované Struktary na
lymfoidnych bunkach neboli v tejto ordaci blizsie definované a nie je
znama ani ich distribacia a hustota na povrchu buniek.

Kazda protilatka poskytla reakcie so vSetkymi testovanymi zvie-
ratmi, t.j. neboli pozorované ziadne individualne rozdiely (polymorfiz-
mus). Tento charakter protilatok poukazuje na to, Ze rozoznavaju mo-
nomorfné determinanty antigénov, ktoré st pritomné u vSetkych jedin-
cov daného druhu. Pre Kklinicku diagnostiku a Studium polymorfnych
systémov by mali vdcSi vyznam monoklonalne protilatky rozoznavajuce
polymorfné determinanty a diferenciacné znaky na povrchu buniek,
ktoré sa ziskavaji obtiaznejSie ako protilatky popisané v tejto praci. Je
pravdepodobné, Ze vyrieSenie otazok vhodnej stimulacie slezinnych
B-lymfocytov antigénom zvy$i pravdepodobnost ziskania protilatok pro-
ti polymorfnym determinantam antigénov.

V naSej praci sme zistili rovnaki ncinnost imunizacie in vivo a in
vitro. Metoda in vitro mé& vSak vyhodu kratSej doby imunizacie a vyZa-
duje menSie mnozstvo pouZitého antigénu.
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Doslo dna 10. 2. 1987

AYWHWUHCKHA, P. — CMMOH, M. — HOY30OBCKA, A. (MHCTUTYT 3KCNEpUMEHTanbHOU Be-
TepuHapHoi MeauuuHbl, Koiuvnue, padounint nyHkT KMeaHka npu [yHae; WHCTUTYT pu3uo-
NOrMn CENbCKOXO3AUCTBEHHbIX XMBOTHbIXx CAH Koiwwwnue, pabouui nyHkT Meauka npu Ay-
Hae, VIHCTUTYT 300TUrMeHbl ¥ BETepUHApHOW TexHukd TpHasa, pabounin nyHkT MeaHka npwm
AyHae): ToAroToBKa MOHOKNOHANbHbIX AHTUMBEWECTB NPOTUB MNOBEPXHOCTHLIM aHTUreHam
KNneTok KpynHoro poratoro ckota. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 135-142.

Mbiwn BAJIE ¢ 6binn Tpu pa3za MMMYHWU3UPOBAHbI NUM@OUUTAMU W TPOMOOUMTAMMU Kpyn-
HOro poratoro ckoTa in vivo. Kpome 7oro 6bind AUCCOUMPOBAHbLI CENE3EHKM MbILEN MMMY-
HU3UMPOBOBAHHbIE NUMMOUMTAMU KPYNHOro poratoro ckorta in vitro. CoeguHeHuem cene-
3EHOUHbIX KNETOK C MblUlbUMU MUENOMHbIMW Knetkamu 6binu co3aaHbl ru6puaaMu npoay-
uMpylouiMe MOHOK/NOHanbHble aHTupewecTea. B obuieM 6bln0 CaenaHo ueTbipe COeANMHEHMS
nocne WMMYHM3UPOBAHUA I VIO WM TPU COEAMHEHWUS NOCNE WMMMYHWU3UPOBAHMA in Vitro,
M3 KOTOopbix Obino nonyueHo 70 cTabunbHbiX KNOHOB rMOpMAOMOB. [aTb MOHOKNOHaNbHbIX
aHTUBEWECTB MAEHTMUHO CBA3bIBANOCH ChNeuMdUUeckn nMwb C TPOMBOUMTaMW KPYNHOro
poratoro CkoTa, ABA aHTUMBEWECTBA pearupoeand NWuib C ONPeAeNeHHOW nonynauuen ce-
NE3EHOUHbIX KNETOK KPYNHOTO poraToro ckota. Y OCTanbHbix MOHOKNOHAaNbHbIX aHTMBEUWECTB
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He Habnoganacb TkaHeBas CNEUMMDHUUHOCTL M OHM CBA3LIBANUCL C NHMAOUMTAMWH M3 nepe-
dEepurnHON KpPoBH, NMMPATHUYECKHUX Y3N0B, BUIOUKOBOM XeNneibl W Cene3eHkKH, C TpomGo-
UUTaMHU NEUYEHOYHOH KNETKM KM CNEepMbl, HO HEe C IPHTpouMTamMu. YTo KacaerCs KONMUecTBa
NONYUEHHbIX TMOPUAOB W CNEunMdPHUUECKUX dHTUBEWECTB, CylWEeCTBEHHAas pa3HUUua B AEH-
CTBEHHOCTU MMMYHU3UPOBAHMUA iN ViVO W In Vitro He HabnwAanach.

ru6pruaomMbl; MeMOpaHHbIe aHTUreHbl; MMMYyHUpoBakue in vitro w in vivo, IMNCA; we-
npaMas UMMYHOMAOOPECUEHUNS

DUSINSKY, R. — SIMON, M. — NOUZOVSKA. D. (Institute of Experimental
Veterinary Medicine, KoS8ice, Station Ivanka pri Dunaji; Institute of Animal Phy-
siology, Slovak Academy of Sciences, Kosice, Station Ivanka pri Dunaji; Institute
of Zoohygiene and Veterinary Technology, Trnava, Station Ivanka pri Dunaji):
Preparation of Monoclonal Antibodies to the Surface Antigens of Bovine Cells.
Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :135-142,

The BALB c¢ mice were immunized three times with bovine lymphocyies and
thrombocytes in vivo. Besides, dissociated spleens of the mice were immunized with
bovine lymphocytes in vitro. Hybridomas producing monoclonal antibodies were
formed as a result of the fusion of the spleen cells with the murine myeloma cells.
On the whole, four fusions were performed after immunization in vivo and three
fusions after immunization in vitro, and 70 stable hybridoma clones were obtained.
Five monoclonal antibodies exhibited an identical specific reaction only with bovine
thrombocytes, two antibodies reacted only with a certain limited population of
bovine spleen cells. The remaining monoclonal antibodies exhibited no tissue
specificity and were bound to the lymphocytes of peripheral blood. lymph nodes,
thymus, and spleen, to thrombocytes, liver cells, and spermatozoa. but never to
erythrocytes. As for the amount of the obtained hybridomas and specific antibodies,
no significant difference was observed in the effectiveness of in vivo and in vitro
immunization.

hybridomas: membrane antigens: in vitro and in rvivo immunization; ELISA;
indirect immunofluorescence

DUSINSKY, R. — SIMON, M. — NOUZOVSKA. D. (Institut [iir experimentelle
Veterindrmedizin. KoSice, Arbeitsstitte Ivanka pri Dunaji: Institut fiir Physiologie
landwirtschaftlicher Nutztiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften Ko-
Sice, Arbeitsstiatte Ivanka pri Dunaji: Institut fur Zoohygiene und Veteriniirtechnik
Trnava, Arbeitsstitte Ivanka pri Dunaji): Zubereitung monoklonaler Antikorper
gegen Oberfldichenantigene wvon Rinderzellen. Veler Med. (Praha). 33, 1988 (3) :
135-142.

BALB c-Méduse wurden mittels boviner Lymphozyten und Thrombozyten dre.mal
in vivo immunisiert. Daneben wurden dissoziierte Miusemilzen mittels boviner
Lymphozyten in vitro immunisiert. Durch Fusion der Milzzellen mit Myelomzellen
von Miusen wurden monoklonale Antikorper bildende Hybridome gebildet.
Insgesamt wurden vier Fusionen nach Immunisationen in vivo und drei Fusionen
nach Immunisationen in vitro realisiert. aus denen 70 stabile Hybridomklone ge-
wonnen wurden. Fiinf monoklonale Antikorper banden sich identisch spezifisch nur
auf bovine Thrombozyten, zwei Antikorper reagierten ausschliefllich mit einer
bestimmten Population boviner Milzzellen. Die tlibriger monoklonalen Antikorper
wiesen keine Gewebespezilitdt auf und banden sich auf Lymphozyten aus peri-
pherem Blut, aus Lymphknoten, dem Thymus und der Milz sowie auf Thrombo-
zyten, Leberzellen und Spermien, jedoch nicht auf Erythrozyten. In bezug auf die
Menge der gewonnenen Hybridome und der spezifischen Antikorper wurde kein
wesentlicher Unterschied in der Wirksamkeit der Immunisierung in wvivo und
in vitro beobachtet.

Hybridome; Membranantigene; Immunisierung n vivo und in vitro; ELISA; indi-
rekte Immunofluoreszenz
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MONITOROVANI CHROMOZOMALNICH MUTACI
VE VELKOCHOVECH

J. Rubes. J. Raszyk, Z. Horinova, V. Gajduskova, J. Masek, H. Doceka-
lova, J. Barto§, M. Neumannova

RUBES, J. — RASZYK. J. — HORINOVA. Z. — GAJDUSKOVA., V. —
MASEK. J. — DOCEKALOVA, H. — BARTOS, J. — NEUMANNOVA, M.
(Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Monitorovdani chromozomal-
nich mutaci prasat ve velkochovech. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 143-150.

Studovali jsme frekvenci chromozomalnich aberaci a vymeén sesterskych chro-
matid (SCEs) v perifernich lymfocytech 65 prasat chovanych v pé‘i velko-
cheveeh, Ctyri skupiny tvorila vykrmova prasata, jednu skupinu prasnice
2z rozmnozovaciho velkochovu. Ve stajovém prachu byl souc¢asné analyzovan
obsah zinku. olova, kadmia, rtuti, aflatoxinu Bi, PCB, DDT a lindanu. Pru-
mérna frekvence aberantnich bunék (AB.B.) u prasat z chovu I ¢inila 3,85 =
¢ 1.60",. z chovu II 2,10+ 152", z chovu III 501 =£21", 2z chovu IV 3,50 =
158", a z chovu V 6,20 = 3219, Cytogeneticky nalez odpovidal rozdilim
v mnozstvi cizorodych latek zjisténych ve stajovém prachu jednotlivych chovu.
Prumeérna frekvence SCEs byla 7.00 = 1,10; 651 = 0.89; 692 = 072; 7,10 = 0,85
a 7.06 = 147 na bunku. Mezi chovy byl zjistén statisticky prukazny rozdil
v poctu AB.B. mezi chovem Il a I, Il a IV, I a IIl, IV a V (p < 0,05) a mezi
chovy IT a III, IT a V (p < 0,01). Nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil ve
frekvenci SCEs. Stanoveni frekvence chromozomalnich aberaci lze uzit k hy-
gienické kontrole miry expozice prasat mutageny.

cytogenetické vysSetreni: mutageneze; vymeény sesterskych chromatid; stajovy
prach; cizorode latky

Genetické monitorovani populaci je nutné vSude tam, kde je ne-
bezpeci vyskytu genotoxickych latek v Zivotnim nebo pracovnim prostfe-
di. K tomuto ucelu je vyuZivano mnoha metod (Hoffmann, 1983,
Rubes, 1986). NejvyS$si vypoveédni hodnotu mé cytogenetickd analyza.
Frekvence chromozomalnich aberaci slouZi jako kvantitativni indikator
genetického poSkozeni. Metoda byla prijata jako biologicky skupinovy
expoziCni test pri hodnoceni profesiondlni expozice mutagenim a kar-
cinogeniim (Rossner, 1986).

Cytogenetické vySetfeni perifernich lymfocyti nemiZe urcit, které
latky a v jakém mnozZstvi plisobily na organismus zvifat. Spolehlivé nam
vSak diagnostikuje, byla-li zvifata v obdobi poslednich tFi aZ ¢tyF me-
sici exponovana cizorodymi latkami s mutagennimi (resp. klasto-
gennimi) vlastnostmi a jak asi silnd tato expozice byla. OdraZi procesy
metabolické aktivace ¢i inaktivace latek v organismu a bere ohled na
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kombinované plsobeni latek s potenciaci i inhibici ucinkd jednotlivych
sloZek. Cytogeneticka analyza tedy dava obraz o bezprostfednim biolo-
gickém ucinku konkrétniho komplexu mutagennich faktorti urcitého
mikroklimatu. Z hlediska ochrany zdravi, reprodukcnich schopnosti zvi-
Fat a potravniho fetézce poskytuje zavaznéjsi informace, nez je pouhy
vyCet cizorodych latek v daném prostiedi.

Zakladni informace, kterou je treba znat, aby mohlo byt cytogene-
tické vySetfeni vyuZito pro posouzeni hygienické trovné jednotlivych
chovi zvifat, je ,spontanni“ uroven poskozeni chromozomli — tedy
procento aberantnich bunék u jednotlivych druhi zvifat za dobrych hy-
gienickych podminek chovu. Dosud nikdo nestanovil vztah mezi cytoge-
netickym néalezem a obsahem cizorodych latek v prostfedi hospodar-
skych zvifat. Ani pro jeden druh hospodairskych zvifat nehyla seriozne
stanovena hladina chromozomadlnich aberaci za ovéfenych hygienic-
kych podminek. O ziskani téchto udaji u prasat jsme se pokusili v této
praci.

MATERIAL A METODY

Vysetrili jsme pét skupin prasat pochazejicich z riznych chova jizni Moravy.

Prvni a patou skupinu (chov I a V) tvorila vykrmova prasata. trojplemenni
krizenci plemen bilé uslechtilé (BU) X landrase (L) X duroc (D). V obou privadech
se jednalo o 2000 prasat spole¢né ustajenych v modernich bezokennich vykrmovych
halach s kovovym plastém. Vétrani bylo zajisténo podtlakovym systémem. krmeni
a odstranovani exkrementu bylo automatické.

Druha skupina (chov II) se skladala z vykrmovych prasat krizenct BU x PC
(prestické cernostrakaté). chovanych v klasické zdéné stiji s 250 spolec¢né ustaje-
nymi prasaty. OSetrovani a krmeni prasat je manualni.

Tieti skupinu (chov IIl) tvorila vykrmova prasata krizenci BU X PC z mo-
derni. automatizované zdéné haly o 760 prasatech.

Ctvrta skupina (chov 1V) se skladala z prasnic plemene BU na prvnim az
tretim vrhu, které byly chovany v rozmnozovacim velkochovu v modernich, auto-
matizovanych zdénych halach o 200 az 300 prasnicich.

Ve sledovanych chovech jsou prasata krmena komerénimi kompletnimi krmny-
mi smésmi v suchém stavu. K napdjeci vodé z mistnich zdroji maji prasata pri-
stup ad libitum.

Jeden az dva tydny pred planovanou porazkou byla vykrmovym prasa.am
odebrana krev k cytogenetickému vysSetieni a zaroven byl z vykrmovych hal ode-
bran sedimentovany prach. V prachu jsme analyzovali zinek. olovo, rtuf, lindan.
DDT. aflatoxin Bi a polychlorované bifenyly (PCB). Analytické postupy vsech sle-
dovanych cizorodych latek detailné uvedli Raszyk., Knotek a Gajdusko-
va aj. (1986a) a Raszyk, Gajduskova, Masek aj. (1986b).

Krev byla odebrana od klinicky zdravych zvirat. 1 ml heparinizované krve byl
pridan k 8 ml média EPL (USOL, Praha) obsahujiciho 20", teleciho séra, fyto-
hemaglutinin H 15 (Welcome) a bromodeoxyuridin fy Fluka (BrdU) ve finalni kon-
centraci 5 ug na ml. VSechny kultury byly kultivovany pii teploté 38°C v uplné
tmé po 50 hodin. Kolcemid (finalni koncentrace 1 u«g na ml) byl pridan dvé hodiny
pred koncem kultivace.

Mikroskopicka skla byla pripravena air-drying metodou a byla obarvena FPG
technikou (Perry a Wolff, 1974). U kazdého vySetreného zviiete byly ve
100 prvnich metafazich zjisfovany chromozomadilni aberace a ve 30 druhych meta-
fazich poc¢itany vymeény sesterskych chromatid (SCEs).

Pri stanoveni poCtu aberantnich bunék nebyly zahrnuty gapy. Za aberantni
bunku byla tedy povazovana bunka nesouci jeden nebo vice zlomua ¢i chromozo-
malnich vymeén.

Statisticka vyznamnost rozdilti byla hodnocena t-testem,
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VYSLEDKY

Primeérna frekvence chromozomadlnich aberaci a vymeén sesterskych
chromatid u prasat z péti vySetfenych chovli ukazuje tab. II. Z chromo-
zomalnich aberaci byly zjiStény chromatidové a chromozomové vymeény
a gapy. Dicentrické a ring chromozoémy nebyly zjiStény.

Frekvence aberantnich bunék (AB.B.) uprasat v chovu I se pohybo-
vala od 0 do 7 %, s pramérem 3,86 = 1,6 %. U prasat z chovu II se
frekvence AB.B. pohybovala od 0 do 5%, s primérem 2,1 = 1,52 %.
V chovu III jsme nalezli frekvenci AB.B. v rozsahu 1 aZ 8 %, s primeé-
rem 5,01 = 2,10 %, v chovu IV v rozsahu 0 aZ 6 %, s primérem 3,5 =
«= 1,58 9%. Prameérna frekvence AB.B. u prasat v chovu V byla 6,2 =
+ 3,21 %. Dvé prasata v tomto chovu meéla vice neZz 10 % AB.B. a nej-
nizsi zjistény nalez byl 3 % AB.B. Chromozomovych zlomi zde bylo
14,5 % a u 60 % prasat byly nalezeny chromatidové vymény.

Mezi vySetfenymi chovy byl zjiStén statisticky prikazny rozdil
v poCtu AB.B. u prasat, a to mezi chovem II a I, Il a IV, I a III, IV a V,
kde p < 0,05, a mezi chovy II a III, IT a V, kde p < 0,01.

V mnozstvi vymén sesterskych chromatid na bufiku nebyly mezi vy-
Setfovanymi chovy statisticky priikazné rozdily.

Ve v3ech chovech byl stanoven obsah mutagennich latek v sedimen-
tovaném prachu z hal, v nichZ byla zvifata chovana. Byl sledovan afla-
toxin Bi, PCB, DDT, lindan, rtut, olovo, kadmium a zinek (tab. I).

DISKUSE

Porovname-li cytogenetické nalezy u prasat (tab. II) s obsahem ci-
zorodych latek v sedimentovaném stajovém prachu (tab. 1), miZeme
konstatovat, Ze v chovu II jsou nejvhodnéjsi hygienické podminky z hle-

I. Obsah vybranych cizorodych litek v sedimentovaném prachu odebraném ve ¢éty-
rech vykrmnach prasat (I, II, III, V) a v rozmnozovacim velkochovu prasat (IV) —
The content of some foreign substances in the sediments of dust sampled from
four pig fattening houses (I, II, III, V) and from the premises of a large multiplier
breeding herd of pigs (IV)

|
Latka ek ) (
sk | I B | m | v ! v ‘
Zinek (Zn) 49900 | 445,00 1405,00 | 881,00 448,00
Olovo (Pb) 508 | 11,30 173,80 | 16,00 4,77
Kadmium (Cd) L 1,37 020 | 5530 : 0,46 1,61
Rrut (Hg) 0,48 013 | 011 | 005 0,36
Lindan 0,0057 00135 | 00020 |  0,0400 0,0058
DDT 0,0020 | 0,0040 |  0,0020 |  0,0051 0,0065
Aflatoxin B; 0,000 | 00081 |  0,0066 i 0,0072 0,0129
Polychlorované ' ‘
bifenyly (PCB) | 01450 | 0,0800 | 0,4000 . 0,0023 1,0000
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1I. Frekvence chromozomalnich aberaci a vymén sesterskych chromatid ve ¢tyrech
vykrmnéach prasat (I, II, III, V) a v rozmnozovacim velkochovu prasat (IV) —
The frequency of chromosomal aberrations and exchanges of sister chromatids in
four pig fattening houses (I, II, III, V) and on the premises of a large multiplier
breeding herd of pigs (IV)

Polet | Potet | Aberanitni | Zlomy | Chfomo-| Poger |L2Wervimen

- vySetfe- | vySetre- bunky chromo- zomalni | zlomu st:slersk)’/.ch
Chovy nych nych (AB.C) | zoma | vymény nabuiku Shromatid
zvitat | bunék | Qo Yo ’ (B/C) | (SCE/C)

I 15 | 1500 |386- 1,60 47 040 | 0,533 | 7,00 : 1,10

11 10 ! 1000 2,10 -~ 1,52 | 3,2 ‘ 0,40 ‘l 0,0400 : 6,51 + 0,89
111 [ 10 1000 | 5,01 - 2,10 } 6,2 0,60 ' 0,0740 [ 6,92 ; 0,72
v 15 | 1500 3,50 + 1,58 4,9 0,33 0,0553 | 7,10 - 0,85
\% | 15 \ 1500 6,20 - 3,21 7,4 0,87 0,0913 | 7,06 - 1,47

diska vyskytu mutagennich latek v prostfedi a této situaci odpovida
i nizky cytogeneticky nalez 2,1 % aberantnich bunék (AB.B.). Ten se
velmi pfibliZuje nalezim v neexponované lidské populaci. Rada zahra-
nicnich autort sice udava ,spontanni® hladinu chromozomalnich abe-
raci u lidi kolem 1% (Ivanov aj., 1978; Evans, 1982; Gundy
a Varga, 1983), ale podle udaji hygienické sluzby je v CSR u pro-
fesionalné neexponované lidské populace vyskyt aberantnich bunek ko-
lem 2% (R6ssner, 1987).

Z naSich vysledkl tedy vyplyva, Ze za dobrych hygienickych pod-
minek lze u prasat oCekavat obdobné cytogenetické ndlezy jako u ne-
exponované lidské populace. Jsou-li zjistény vyssi nalezy AB.B., je nut-
no uvazovat o priniku cizorodych latek do zivotniho prostredi prasat.
Znalost urcité referencni hodnoty je dilezita zejména proto, Ze v cho-
vech zvifat je velmi obtizné ziskat tzv. srovnatelnou kontrolu, jak je to
b&Zné pri vySetreni profesionalni expozice u lidi.

V sedimentovaném stdajovém prachu bylo stanoveno mnozstvi kovil
(Pb, Cd, Hg a Zn]), u nichZ byly nékterymi autory prokdazany mutagenni
ucinky, a to zejména na urovni chromozomi (Hrouda a Rdossner,
1982). Hodnoceni kombinovaného ptisobeni kovi je obtizné. Pri syner-
gickém ucinku je vysledny efekt casto modifikovan ve smyslu poten-
ciace nebo inhibice mutagenniho tcinku. Dochazi nant. k vyrazné po-
tenciaci ucinku prFi kombinovaném plsobeni kadmia, zinku a olova
([Rdssner, 1980). Tato situace nastala v chovu III a pravdépodobn? se
uplatiiuje na vysokém ndlezu chromozomadlnich poruch.

Jednotlivé chovy se liSily obsahem polychlorovanych bifenyli (PCB).
Chov V ma nejvyssi zjistény nalez AB.B. (6,2 %) a zarovenl vyznamné
vySS8i obsah PCB v prachu. Ma i vyssi obsah aflatoxinu Bi a DDT neZ
ostatni sledované chovy. Mutagenni aktivita téchto latek je vSeobecné
znama. Vysledky studil o mutagenni aktivité PCB nejsou jednotné a li-
81 se podle typu testovaného vyrobku a podle poctu i polohy chléoru
v molekule bifenylu. U nés zjistili Hola a Landa (1984) i Ka-
lina aj. (1986) zvySeny vyskyt chromozomalnich aberaci u pracovniki
dlouhodob& exponovanych pri vyrobé ceskoslovenského vyrobku PCB
Delor. PFi chronické expozici miize byt pFicinou zvySeni chromozomal-
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nich poruch i vznik toxickych polychlérovanych dibenzofurani vlivem
hydroxylace a izomerizace PCB (Mc Kinney, 1975). Vyznamna je
i schopnost PCB zvySovat genotoxicitu chemikdlii jak pfimo putsobicich,
tak i prekarcinogennich (Mendoza — Figueroa aj., 1985).

Podle dnes uznavané interpretace cytogenetickych néalezi pFi hod-
noceni profesiondlni expozice u lidi bylo moZné predpokladat, Ze
v chovech III a V se jedna o vysokou expozici genotoxickym latkam,
protoZe nalez AB.B. je vy$si neZ 4 0. Podle téchto kritérii lze ndlezy 2 aZ
4 05 AB.B. povazovat pouze za zvySenou expozici genotoxickym latkam
(Srdam aj., 1981; Rossner, 1987). V tomto rozpéti se také nejcastéji
vyskytuji nalezy u prasat. Mc Fee a Sherrill (1983) vySetfili dvé
skupiny po tfech miniprasnicich a zjistili u prvni 3,4 % a u druhé 2,7 %
aberaci. Rube§ (1985) zjistil u deseti miniprasat 3,12 % AB.B. V jiné
praci vySetfil tyz autor 31 prasnic v reprodukénim chovu a nalezl
3,58 % AB.B. (Rubes§, 1987). Ani v jednom z t&chto chovii viak ne-
byl stanoven obsah mutagenl ve stdjovém prostfedi zviFat. V nas$i préci
jsme zjistili obdobné nalezy v chovu I (3,86 % AB.B.) a v chovu IV
(3,5 % AB.B.). V chovu I je nutno upozornit na vy33i vyskyt rtuti, ktera
muZe zvySovat pocet chromozomalnich aberaci (Hrouda a ROs-
sner, 1982).

O frekvenci vymeén sesterskych chromatid u prasat je rovn&Z malo
udaji. Bianchi aj. (1977) uvadéji frekvenci SCEs 7,27 = 0,307 na
butiku. Mc Fee a Sherrill (1981) zjistili 7,6 SCEs na buiiku.
Forester a Butler (1982) nalezli v lymfocytech kontrolni sku-
piny prasat 0,214 SCEs na chromozom. VSechny tyto ndlezy jsou velmi
podobné nalim zjiSténim. PfestoZe mezi vySetfenymi populacemi prasat
v na8i préci je rozdil v poCtu aberantnich bunék, nebyl zji§tdn signifi-
kantni rozdil v potu SCEs. To potvrzuje zavéry o ucelnosti vy3etFovat
pouze chromozomadlni aberace pfi monitorovani populaci s nizkou hladi-
nou chronické expozice (Wolff, 1983). Metoda diferencidlniho bar-
veni sesterskych chromatid vSak umoZiiuje rozli§it prvni metafdze po
stimulaci lymfocyt. To je u hospodafskych zvifat, vzhledem ke kinetice
bun&fnych cykli jejich lymfocytdarnich kultur, velmi dileZité (Léo -
nard aj., 1982).

V na$8i praci jsme cytogeneticky vySetFili 65 prasat chovanych v péti
riiznych stdjovych prostFedich, jejichZ hygienickou uroveinl jsme se po-
kusili charakterizovat z hlediska vyskytu cizorodych latek ve stajovém
prachu. Prace prinasi prvni tdaje o vztahu mezi cytogenetickym néle-
zem a skutednym vyskytem mutagennich latek ve stdjovém prostredi
prasat. Demonstruje pouZitelnost a citlivost cytogenetického vySetfe-
ni jako indikatoru expozice cizorodym l4tkdm a genetického poSkozeni
v chovech hospodarskych zvifat. Domnivame se, Ze u prasat chovanych
v prijatelnych hygienickych podminkdch by nemé&l poclet aberantnich
bunék presdhnout 3 %. JestliZe je tato hodnota pFekrofena i p¥i opa-
kovaném vyS$etfeni, bylo by vhodné patrat po zdroji znedi$téni stajového
prostfedi mutageny.
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PYBEW, . — PAC3blK, 1. — TOPXMHOBA, 3. — TANAYLWKOBA, B. — MALLEK, M.
— AOYEKANOBA, I'. — BAPTOLU, 8. — HEYMAHHOBA, M. (HayuHo-uccneaoeatenn-
CKMH MHCTUTYT BeTepuAapHoOM MeautinHbl, BpHO): MOHMTOPMHI XPOMOCOMaNnbHbL!X MyTauWui
CBMHeW B KPYMHbIX XMBOTHOBROgUECKMx komnnekcax. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :
: 143-150.

M3yuanacs (MpEKBEHLMUS XPOMOCOManbHbix wCeppaumMin M 3aMeHa CECTPUHCKMX XPOoMaTUa
(SCEs) B nepudepuinHbix numdoyntax 65 nopocat pasBoAMMbBIX B NATH KPYMHbIX XUBOT-
HOBOAUECKMXK KOMMAekcax. YeTbipe rpynnbl COCTaBAANW OTKOPMOUHbIE CBUHbWU, OAHY TPyn-
ny CBMHOMATKWM M3 KPYMHOro XMBOTHOBOAUECKOIO KOMNAEKCa ANS pa3MHOXeHus. B nbinu
CBMHAapHUKa OAHOBPEMEHHO aHaNu3upoBanoCh COAECPXKAHWE LUMHKA, ONOBa, KAaAMUS, PTYTH,
apnatokcuHa Bi, PCB, AAT u nuHaaHa. CpegHas MpekBeHUUs abeppauuoHHbIX KNETOK
(AB.B.) y ceuHein u3 passegenms | coctaznana 3,85 © 1,60 "), u3 pazseaeruns Il 2,10 =
= 1,52, w3 passegerus !l 5015 21", u3 passeaenus IV 3,50 = 158°, u u3 passe-
acuans V6,20 ¢ 3,21 PezynbTar yutoreticruueckoro o6CneAoBaHWs OTBEYan pPa3nuumMam
BO MHOXECTBE UyXEPOAHbLIX BEWECTE, ONPEAENESHbIX B MbiNM CBUHApHUKa OTAENbHbIX pas3-
seacHuil, Cpeadas opekseHums STEs coctesnsna 7,00 = 1,10; 651 %= 0,89; 6,92 = 0,72;
7,10 =085 u 7,06 = 1,47 Ha knetky. Mexay pa3seeaeHusmu Obina onveaeneHa CTaTUCTU-
ucCkM pokasyemas peadmua 8 konwuectee AB.B. mexay passeaeduem Il w | 11 u 1V,
Pm UL IV u V (p<005) u mexay passeacHuamu Il w Il Il v V (p < 0,01). He Gbina
cnpejeneHa CTAaTMCTWUECKW AOKazyeMas pasHuua Bo dpekBeHuun SCEs. Onpeaenenue
DPEKBEHUMM XPOMOCOMaNLHbIX abeppaunii MOXHO MCNONb30BaTh ANS FMIMEHUUECKOro KOH-
TPONs MEPbI IKCNO3UUUK CBUHENW MyTareHamu.

MTONOrnueckoe obcnenoBaHue, MyTaréHes; 3aMeH 1 CECTPUHCKWX XpomaTtwua; nbib CBHUHAD-
HWKQ, UyxepoaHble seulecTea

RUBES. J. — RASZYK, J. — HORINOVA. Z. — GAJDUSKOVA. V. — MASEK. .J.
— DOCEKALOVA. H. — BARTOS. J. — NEUMANNOVA. M. (Veterinary Research
Institute, Brno): Monitoring the Chromosomal Mutations of Pigs in Large Herds.
Veter. Med. (Praha). 33, 1988 (3) :143-150

The frequency of chromosomal aberrations and exchanges of sister chromatids
(SCEs) in peripheral lymphocytes was studied in 65 »igs from five large breeding
herds. Four groups comprised fattened pigs and the fifth group consisted of sows
from a large multiplier breeding herd. During the investigation. the dust from the
sties was analyzed for the presence of zinc. lead. cadmium, mercury, aflatoxin Bi.
PCB. DDT. and lindane. The average frequency of aberrant cells (AB.B) in the
nigs of group T was 385 = 1.60",. in group II 2.10 = 1.52 %, in group III 5.01 = 2.1,
in groun IV 3.50 = 158", and in group V 6.20 = 3.21 9. The cytogenetic finding
corresponded to the differences in the amount of foreign substances found in the
dust on the premises where the animals of all groups were kept. The average
frequency of the SCEs was 7.00 = 1.10 (I). 651 = 0.89 (IT). 6.92 = 0.72 (III), 7.10 = 085
(IV) and 7.06 = 147 (V) per one cell. Statistically significant differences in t{he
numbers of AB.B. were recorded between groups II and I, IT and IV, I and III.
IV and V (p < 0.05) and between groups II and III. II and V (p <= 0.01). There was
no statistically significant difference in the frequency of SCEs. The determination
of the frequency of chromosomal aberrations can be used for the hygienic control
of the degree of exposure of pigs to mutagens.

cytogenetic examination: mutagenesis: exchange of sister chromatids: sty dust;
foreign substances

RUBES. J. — RASZYK. J. — HORINOVA., Z. — GAJDUSKOVA., V. — MASEK, J.
DOCEKALOVA. H. — BARTOS. J. — NEUMANNOVA., M. (Forschungsinstitut fir
Veterinarmedizin, Brno): Monitorieren chromosomaler Mutationen der Schweine in
Grosszuchten. Veter. Med. (Praha). 33, 1988 (3) : 143-150.

Wir studierten die Frequenz der chromosomalen Aberrationen und des Austausches
der Schwesterchromatiden (SCEs) in den Peripherlymphozyten bei 65 in funf Gross-
zuchten gehaltenen Schweinen. Vier Gruppen wurden von Mastschweinen gebildet,
eine Gruppe fasste Sauen aus einer Vermehrungsgrosszucht zusammen. Im S‘all-
staub wurde gleichzeitig der Gehalt an Zink, Blei, Kadmium, Quecksilber, Afla-
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toxin Bi, PCB, DDT und Lindan analysiert. Die durchschnittliche Frequenz der
aberranten Zellen (AB.B.) der Schweine aus der Zucht I betrug 3,85 = 1,607, aus
der Zucht II 2,10 = 1,52 %,, aus der Zucht III 501 =21°, aus der Zucht IV 3,50 =
= 1589, und aus der Zucht V 6,20 = 3,21 9/,. Der zytogenetische Befund entsprach
den Unterschieden in der Menge von Fremdstoffen, die im Stallstaub der einzelnen
Zuchten ermittelt worden waren. Die durchschnittliche Frequenz von SCEs war
7.00 = 1,10; 6,51 = 0,89; 6,92 = 0,72; 7,10 = 0,85 und 7,06 = 1.47 je Zelle. Zwischen den
Zuchten wurde ein statistisch signifikanter Unterschied in der Zahl von AB.B. zwi-
schen den Zuchten II und I, II und IV. I und III, IV und V (p < 0.05) und zwischen
den Zuchten II und III, IT und V (p < 0,01) ermittelt. Es konnte kein statistisch
bedeutender Unterschied in der SCEs-Frequenz nachgewiesen werden. Die Ermitt-
lung der Frequenz der chromosomalen Aberrationen kann zur hygienischen Kon-
trolle der Expositionsstufe der Schweine durch Mutagene herangezogen werden.

zytogenetische Untersuchung; Mutagenese; Austausch von Schwesterchromatiden;
Stallstaub: Fremdstoffe
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SPOLEHLIVOST DIAGNOSTIKY GRAVIDITY U PRASNIC
PRIMOU RADIOIMUNOANALYZOU ESTRON-SULFATU

P. Kalab, J. Hajek

KALAB, P. — HAJEK, J. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi, Brno;
Okresni veterinarni zarizeni, Brno-venkov): Spolehlivast diagnostiky gravidity
u prasnic primou radioimunoanalyzou estron-sulfdatu. Veter. Med. (Praha), 33,
1988 (3) :151-154.

V praci je popsana diagnostika gravidity u prasnic radioimunoanalyzou estron-
-sulfatu v krevnim séru piimou metodou bez extrakce vzorku. Bylo zjisténo,
ze k diagnostice gravidity lze vyuzit obdobi mezi 22. a 30. dnem gravidity.
U vsSech biezich prasnic byla koncentrace estron-sulfatu podstatné vyssi nez
nejvyssi koncentrace u 64 jalovych prasnic. Obdobi pred 22. dnem a mezi 30.
a 40. dnem nelze k diagnostice gravidity stanovenim estron-sulfatu vyuzit. Ve
vétsiné vzorku z téchto dvou obdobi je koncentrace estron-sulfatu niz§i nez
4 nmol.1-1

krevni sérum: prima metoda diagnostiky bez extrakce vzorku

Blastocysta produkuje znacné mnozstvi estrogent (hlavné estro-
nu a estradiolu 178), které prechédzeji do délozni stény, kde je estradiol
prfevddén na estron a ten je konjugovan na estron-sulfat (Heap aj.,
1979). Hattersley aj. (1980) sledovali koncentrace estron-sulfdatu
u péti bfezich prasnic mezi 18. a 37. dnem gravidity. Nejvy35i koncentra-
ce zjistili mezi 26. a 29. dnem, pak klesaly aZ k bazdlnim hodnotam. Me-
todika radioimunoanalyzy se vyvijela od komplikovaného postupu zahr-
nujictho extrakci a hydrolyzu vzorku (Hattersley aj. 1980) k pfi-
mému stanoveni (Saba a Hattersley, 1981; Frdnek a Hrus-
k a, 1983). Ukolem této prdce bylo ovéfit vhodnost pFimého stanovenf
k diagnostice gravidity u prasnic.

MATERIAL A METODA

Pouzili jsme prasnice krizence plemen bilé uslechtilé a landrase. Estron-sulfat
jsme stanovovali v krevnim séru radioimunoanalyzou primou metodou (20 ul séra
na zkumavku) se separaci vazané a volné aktivity polyetylénglykolem (Apretar,
Novaky). Protilatka a znac¢eny hormon byly piipraveny ve Vyzkumném ustavu ve-
terinarniho lékarstvi v Brné (Franek a Hrus$ka, 1983).

Abychom zjistili rozmezi, v jakém se koncentrace estron-sulfatu pohybuje
u jalovych zvirat, stanovili jsme jej v 57 sérech neinseminovanych jalovych prasnic
(48 prasnic 1 az 30 dni po porodu a 9 prasnic v Fiji). Spolehlivost diagnostiky gra-
vidity primou radioimunoanalyzou jsme ovérovali ve 103 sérech prasnic 15 az 40 dni
po inseminaci. Vysledky jsme porovnali se zdznamy o porodu (u nékterych prasnic
po inseminaci také s ranou diagnostikou gravidity ultrazvukem 31 dni po insemi-
naci) a s poc¢tem selat ve vrhu.
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VYSLEDKY A DISKUSE

V jednom z 57 vzorkdi odebranych od neinseminovanych jalovych
prasnic byla fale3né vysoka koncentrace estron-sulfatu. jestlize tento
vzorek nezahrneme, pak nejvy33i zjisténa koncentrace estron-sulfatu
v sérech 64 jalovych prasnic (56 neinseminovanych, 8 inseminovanych
a jalovych) byla 3,1 nmol.l1"! (prameér 059 = 0,78). Vysledky radio-
imunoanalyzy estron-sultdtu v séru 103 prasnic 15 az 40 dni po insemi-
naci ukazuje obr. 1. V cbdobi od 15. do 21. a od 31. do 40. dne gravidity
potvrzené zaznamem o porodu byla mezi vzorky z jednoho dne zjiste-
na vzdy alespofi jedna koncentracz niz$i nez 3,1 nmol.l"! coz je ve
shodé se zjisténim, které publikovali Hattersley aj. (1980). Proto
tohoto obdobi nelze vyuzZit. Mezi 22. a 30. dnem byla nejniz8i zjisténa
koncentrace 4,3 nmol .1°! (22. den), coZ je podstatné vy3Si hladina nez
nejvyssi koncentrace u prasnic jalovych (3,1 nmol.l1 ). Proto povaZu-
jeme obdobi od 22. do 30. dne po inseminaci za vhodné k diagnostice
gravidity primou radioimunoanalyzou estron-sulfatu. Koncentrace estron-
-sulfatu z tohoto obdobi nebyly v korelaci s poCtem selat ve vrhu.

Hattersley aj. (1980) pouZili relativné komplikovany postup
extrakce estron-sulfatu a jeho hydrolyzy. Ve sroviiani s témito autory
jsme zji§tovali v nékterych vzorcich nékolikanasobné vyS$Si koncentra-
ce, coz mize byt zplsobeno nizdi specificnosti. Spravnost diagnostiky
gravidity tim neni ovlivnéna.

UrcCitou nevyhodou diagnostiky gravidity stanovenim estroa-sulfdatu
ve srovnani s ultrazvukem je skutecnost, ze zatéZuje organismus pras-
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1. Koncentrace estron-sulfatu v séru 103 prasnic 15 az 40 dni po inseminaci
(" brezi, A jalovd) — Estrone-sulphate concentrations in ‘he blood serum of
103 sows 15 to 40 days after insemination (° pregnant sow. .. non-pregnant sow)
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nice stresem pri odbéiu krve a Ze Casoveé zatéZuje také pracovniky, kte-
i1 odbér uskuteciiuji. Mikrokapilarni metodu odbéru krve (Rodak aj.,
1984), ktera stres nevyvolava a kterd je pouZivdna pfi detekci pro-
tilatek, nelze pouZit, protoZe hormondalni analyza vyZaduje vétSi objem
vzorku na zkumavku (20 ul) nez infek¢ni diagnostika.

Optiméalni obdobi pro diagnostiku gravidity stanovenim estron-sul-
fatu je mezi 22. a 30. dnem po inseminaci. Pro posouzeni spolehli-
vosti diagnostiky jsme pouzili vysledky z tohoto obdobi (39 vzorki)
a vysledky u neinseminovanych prasnic (57 vzorkil). Spolehlivost bfe-
zosti (procento porodl ze zjisténych brezosti) je 97% (31/32). Jedind
faleSné brezi prasnice byla v skupine neinseminovanych. Spolehlivost
jalovosti (procento jalovych ze zjisténych jalovych) byla 100% (64/64),
coZz je vyborny vysledek. Atkinson aj. (1986) uvadéji spolehli-
vost birezosti 94,2% a spolehlivost jalovosti pouze 78%.

Spolehlivost vySetfeni ultrazvukem byla nizSi i pres maly rocet
jalovych — biezost 949 (32/34), jalovost 100% (2/2). Atkinson aj.
(1986) také zjistili niz8i spolehlivost ultrazvuku — biezost 940%, ale
jalovost pouze 66%. Zavérem maZeme shrnout, Ze radioimunoanalyza
estron-sulfatu je spolehlivéj§i metoda, ale jeji nevyhodou ve srovnani
5 ultrazvukem je nutnost odbéru krve.
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KANAB M. — TAMEK, M. (HayuHo-uCCneaoBaTenbCKMil MHCTUTYT BETEPUHADHON MeaULM-
Hol, BpHo; PalloHHoe BeTepuHapHoe oTaeneHune, obnacte BpHo): HagexHoOCTb AWArHOCTUKM
CYnOpPOCHOCTH MNPsMbiy PajgUuOMMMyHHOAHaNY30M 3CTepoH-Cynbdarta. Veter. Med. (Praha),
33,1288 (3) : 151-154.

B pa6ote onucbiBaeTCs AMa HOCTMKa CYNOPOCHOCTH Yy CBMHOW PajgMOMMMYHHORHaNWM30M
3CTEPOH-CYyNbaTta B KPOBAHOW CbIBOPOTKE NPAMbIM METOAO0M 6e3 3KCTparMpoBaHus o6pas-
ya. Bbino yctaHoOBNEHO UTO AN AWArHOCTUUMPOBAHWUA CYNOPOCHOCTU MOXHO MCNONb30BaTb
nepuoa mexay 22—30-biMM CyTKamu CynopoCHOCTU. Y BCEX CYNOPOCHbLIX CBUHEN KOHUEH-
TpauMs ICTEpPOH-CynbdaTa Obina 3HIUMTENbHO BbILWE, UEM CaMas BbiCOKas KOHUEHTpauus
y 64-ex HecynopocCHbix csuHomarok. Mepuos po 22-bix u mexay 30-biMu M 40-biMU CyTKaMu
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Henb3a ANA AMarHOCTUUMPOBAHUS CYMOPOCHOCTH, ONPEAENEHMEM 3CTPOH-CYNbMATa MCNONb-
30BaTb. B 60nbWMHCTBE 06Pa3uUOB M3 ITUX ABYX NEPUOAOB KOHUEHTPaUMUs 3CTEPOH-CynbaTa
SABNAETCA HUXE yeM 4 HMonb/n.

KpOBsiHas CblBOPOTKa; MPAMbIA METOA AMArHOoCTUKM Ge3 akCcTparuposaHua obpasua

KALAB, P. — HAJEK, J. (Veterinary Research Institute, Brno; District Veterinary
Station, Brno-venkov): Reliability of Pregnancy Diagnosis in Sows Using Direct
Radioimmunoassay of Estron-Sulphate. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :151-154.
The pregnancy diagnosis in sows using direct radioimmunoassay of estrone-sulphate
in the blood serum without sample extraction is described. It was found that for
the pregnancy diagnosis the period between days 22 and 30 of pregnancy can be
used since in this period the estrone-sulphate concentrations in all pregnant sows
markedly exceeded those of 64 non-pregnant animals. The estrone-sulphate estim-
ation cannot be used for the pregnancy diagnosis before day 22 and between day
30 and 40 because the estrone-sulphate concentrations in most samples collected
in these periods were lower than 4 nmol .11,

blood serum; direct diagnostic method without sample extraction

KALAB, P. — HAJEK, J. (Forschungsinstitute fiir Veteriniirmedizin. Brno; Kreis-
veterindreinrichtung, Brno-Kreis): Die Trdchtigkeitsdiagnostik bei Sauen mittels
Radioimmunanalyse des Ostronsulfats im Blutserum bei Anwendung der direkten
Methode ohne Probenextraktion. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 151-154.

In der vorliegenden Arbeit wird die Trichiigkeitsdiagnostik bei Sauen mittels
Radioimmunanalyse des Ostronsulfats im Blutserum bei Anwendung der direkten
Methode ohne Probenexiraktion beschrieben. Zur Trichtigkeitsdiagnostik ist die
Zeitspanne zwischen 22. und 30. Trichtigkeitstag geeignet, in der bei allen trich-
tigen Sauen die Ostronsulfatkonzentration wesentlich hoher war als die hochste
Konzentration bei 64 glisten Sauen. Vor dem 22. Tag und in der Periode zwischen
30. und 40. Tag kann die Trichtigkeit mittels des Ostronsulfatnachweises nicht
diagnostiziert werden, da in der Mehrzahl der aus diesen zwei Zeitabschnitten
stammenden Proben die Ostronsulfatkonzentration niedriger als 4 nmol.1 ! ist.

Blutserum; direkte Diagnostikmethode ohne Probenextraktion
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VPLYV VITAMINU A NA TRYPSIN INHIBICNE AKTIVITY (TIA)
KRVNEJ PLAZMY A CERVIKALNEHO HLIENU PO HORMONALNOM
OVPLYVNENI OVARII OVIEC V ESTRICKOM OBDOBI

M. Molnarova, J. Arendarcik

MOLNAROVA, M. — ARENDARCIK, J. (Vysoka $kola veterinarska, Kosice):
Vplyv vitaminu A na trypsin inhibi¢né aktivity (TIA) krvnej plazmy a cervi-
kalneho hlienu po hormondlnom ovplyvneni ovarii oviec v estrickom obdobi.
Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :155-164.

Vplyv vitaminu A (50000 I.U.) podaného po synchronizacii esiru PGF:alfa
(2 X 125 ug: 1. a 11. den) spolu s PMSG (750 a 1000 I.U.) na zmeny dynamiky
trypsin inhibiénych aktivit (TIA) krvnej plazmy bol vyraznejsi ako vplyv
PSMG. Tiez priemerné hodnoty TIA poc¢as 120 hodin od podania stimulaénej
davky vykazuju zmeny viac v zavislosti od vitaminu A. Po podani 1000 I. U.
PMSG sa zvy$ili len hodnoty frakcie nizkomolekulovej TIA, zatial ¢o po po-
dani kombinacii PMSG + vitaminu A sa vyrazne zvysili vSetky sledované TIA.
Toto zvySenie bolo v priamej korelacii so zvySenym poctom neatretickych
terciarnych folikulov, so zvysenym poc¢tom ovulacii (pri rovnakej davke PMSQG)
a zniZzenym pomerom zmien koncentracii progesteréonu (P) a 17-beta estradiolu
(E), P/E = 1,1 po 1000 I.U. PMSG. P'E = 0,81 po 750 I.U. PMSG + vitami-
nu A aPE = 090 po 1000 I.U. PMSG + vitaminu A. Vzrast priemernej TIA
cervikalneho hlienu je sposobeny skor zvySenou sekrec¢nou c¢innosfou Zliaz
cervixu ako ich zmnozenim po stimuldacii ovarii.

synchronizacia; stimulacia; ovaria; PGFualfa; PMSG; progesterén; 17-beta
estradiol; reprodukcéné organy

Ucast proteolytickych enzymov a ich inhibitorov na celom rade en-
zymami kontrolovanych fyziologickych procesov je znama. Ulohu proteaz
pri ruptire folikulu pocCas ovulacie opisal Schochet uz v roku 1916.
Rozlicné aspekty tcasti proteolytickych enzymov pri ovulaciach opisali
Espey (1974, 1980), Ichikawa a i. (1983) a ini. Retinol ovplyv-
fiuje produkciu steroidnych hormoénov (Bates, 1983). Molekularne me-
chanizmy ucinku retinolu nie st doteraz presne zname, ale predpoklada
sa, Ze retinol sa ako koenzym zucastiiuje na syntéze glykoproteinov
sprostredkovanej membranou, alebo S$pecificky reaguje s bunkovym
jadrom cez Specifické vdzbové proteiny (Omori a Chytil, 1982;
Wolf a i, 1983; Chytil, 1984, 1986). Podanie superovulatnych da-
vok PMSG meni bielkovinové zloZenie oocytu oviec a spdsobuje nerov-
nomerny vyvoj roznych ,kompartmentov® folikulu (Moor a i, 1985).
Atrézia folikulov je opisovand ako proces, pri ktorom folikul straca
svoju integritu, ale presny biochemicky mechanizmus stdle nie je tplne
znamy. Centola (1982) sa domnieva, Ze méZe ist o zmeny v muko-
polysacharidovom povrchu zoény pellucidy, ktoré sa objavuji pocas atré-
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zie a st charakterizované keratinizovanymi elementami. Léveillé
a i. (1987) zistili zvySenu fagocytozu zony pellucidy bunkami granulo-
zy ako nasledok podania PMSG $kreckom. Ulohu proteaz a ich inhibi-
torov na ovarialnej urovni sa poktsali osvetlit Bagdarasian a i.
(1581). Tito autori zistili, Ze bunky ovaridlnej stromy obsahuji alia:-
-protedzovy inhibitor, ktory je hlavnym sérovym protedazovym inhibito-
rom. Domnievaju sa, Ze tato antiproteaza moze byt syntetizovana bunka-
mi ovaridlnej stromy a pripisuji jej regulacnu ulohu pri ovulaciach.
Reich a i. (1986) Studovali intrafolikularnu distribiciu plazminogé-
novych aktivatorov a ich hormonalnu regulaciu. Dokazali ulohu plazmi-
nogénovej aktivdacie kolagenolyzy. Imoedemhe a Shaw [(1986)
sa domnievaja, ze by mala byt venovana vadcSia pozornost biochemické-
mu mikroprostrediu oocytu ovplyvnenému inymi faktormi ako steroid-
nymi. Zmeny proteazovych a antiprotedzovych aktivit v genitalnom
trakte pocCas ovaridlneho cyklu s Specifické fyziologické fenomény sme-
rované k vytvdraniu optimdlneho prostredia pre uvolnenie, transport
a spojenie gamiet v samicom pohlavnom ustroji. ZniZenie alfa anti-
trypsinovych aktivit vo folikuldrnej tekutine v Case ovuldcie mézu pod-
porovat tato teoriu. Tiez zmeny trypsin inhibicnych aktivit cervikdlneho
hlienu pocas menStruacného cykin (Schumacher a i, 1977), ako aj
estrického cyklu spontdnneho alebo ovplyvneného podanim superovu-
lacnych davok gonadotropnych hormonov (Molndarova, 1975) pouka-
zuja na ich ucast v tychto dejoch.

MATERIAL A METODA

Do pokusu sme zaradili 20 oviec v csirickom obdobi (oktober—november) nle-
mena slovenské merino, trojroénych az stvorroénych, 7 h. 30 a7 40 kg. Klinicky
zdravych. Usporiadanie pokusu je na tab 1

Krv sme odoberali denne rano o 8.00 hodine. z v. jugularis na heparin a krvnu
plazmu sme ulozili az do spracovania pri teplote —25 C. Cervikilny hlien sme
odoberali na vatové tampény a po zvazeni eluovali 0.05 M tris HCl pufrom (pH =
= 8.1). Trypsin inhibiéna aktivitu (TIA) krvnej plazmy a cervikalneho hlienu sme
stanovovali ako je uvedené v nasich predchadzajucich pracach (Molnarova
a i.. 1987).

Stanovenia koncentracii progesteronu a 17-beta estradiolu sme robili meto-
dikou RIA pomocou kitov firmy CEA SORIN. Biomedica. Italia. pomocou H zna-

1. Usporiadanie pokusu: synchronizacia PGF:alfa, stimulacia PMSG + vitami-
nom A ovarii oviec v estrickom obdobi (oktober—november) — Trial arrangement:
PGF:alpha synchronization. stimulation with PMSG + vitamin A of the ovaries
of ewes in the estrous period (October—November)

— PG aifa PMSG Vitamin A
Skupina oviec fn; 0: 11.den. | 0. den 9. den
¢ ‘g | 1. U.) J (1. U.)
|

1. | 5 125 « 125 | ‘

II. | 5 125 - 125 | 1000 |
111 | 5 | 125 125 | 750 50000
Iv. { 5 125 - 125 1000 50 000

|

PGF:; alfa — Oestrophan, Spofa; PMSG - Antex Leo; Vitamin A Retinol Spofa, podané i. in.
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1. Zmeny dynamiky LB !

celkovej trypsin inhi- } PGF, { PGFp e Popz(,( -125 g
biénej aktivity Kkrvnej _ .
plazmy oviec po syn- 1401 4 PMSG lz] 500 U vitA

chronizacii a stimulacii
ovarii v estri (oktéber— / \ .
—november) — Changes 120 1

x 750 U PMSG+[ A ]
1000 1U PMSG+[ A |
in the total {trypsin-
-inhibition activity of

1000 IU PMSG
the blood plasma of /
O kontroly

ewes after synchroniz- 100
ation and stimulation \a\/

of the ovaries in oestrus P
(October—November) ﬁCﬁHH . , , ,
24 48 72 96 120 hod. po PMSG
.0.9. 10 1. 12. 13. 14, den pokusu

¢eneho progesteronu a SH znaceného 17-beta estradiolu a zmeny Xkoncentracii hor-
monov sme vyjadrili v percentach hodnot kontrolnych oviec.

Material na histologické vyhodnocovanie sme odoberali po usmrteni zvierat
120 az 140 hodin od podania stimula¢nej davky, vizualne zhodnotili a spracovali
rovnako, ako je uvedené v predchadzajucej praci (Molnarova a i. 1987).

VYSLEDKY

Zmeny dynamiky trypsin inhibi¢nej aktivity (cTIA) krvnej plazmy
oviec po synchronizacii cinnosti ovarii podanim 2 X 125 ug PGF:zalfa
(v 0. a 11. deil) a stimulacii 1000 I.U. PMSG, 750 I.U. PMSG + 50000
[. U. vitaminu A a 1000 I.U. PMSG + 50000 I.U. vitaminu A v estri su
znazornené na obr. 1. Kontrolné hodnoty oviec po synchronizicii su
vyjadrené 100 %. Vplyv davky 1000 I.U. PMSG na celkovi TIA bol od-
liSny cd vplyvu kombinadcie PMSG + vitaminu A, priCom zmeny neboli
tak zdavislé od davky PMSG ako od toho, ¢i bol podany samostatne ale-
bo v kombinacii s vitaminom A. Rozdiely odpovedi na uvedené stimulécie
(obr. 2) su vidiet aj na zmendach dynamiky frakcie nizkomolekulovych

!;/‘7
| PGF 4 PGF,y X
- ¥ PGF 2 750}|UPMSG
4 PMSG ¢ 1000/ % vit A
+vit A '9
l"l

2. Zmeny dynamiky 180 x’,’
nizkomolekulovej tryp- o!
sin inhibi¢nej aktivity 4
krvnej plazmy oviec po 1407 7y
synchronizacii a stimu- ,’°‘\\ ,:/
lacii  ovarii v  estri 7 TV AN
(oktober—november) — g o2 4 S
Changes in the ‘ow- o i ~©1000 1U PMSG
-molecular  trypsin-in- £: o= =9
hibition activity of the [ 1
blood plasma of ewes ] X
after synchronization S0 5T
and stimulation of the N y i T v
ovaries in oestrus 24 48 72 96 120 hod. po PMSG
(October—November) 0 9 10 11 12. 13. 14. den pokusu
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°/o : ¥ s
o< 3. Zmeny dynamiky
e L [A 50010 vitA  trypsin inhibiénej akti-
3401 | PMSG vity cervikalneho hlienu
x 750 (U PMSG« oviec po synchronizacii
a stimulacii ovarii
260 % v estri (oktober—no-
vember) — Changes in
the trypsin-inhibition
180{ / \ 1000 1U PMSG+[A ] activity of the cervical
J i mucus of ewes after
synchronization and sti-
mulation of the ovaries
100 kﬁ-\o kontroly in  oestrus (October—
1000 \U PMSG —November)
—.R-.—{}. . . - v
24 48 72 96 120 hod. po PMSG
09 10 1. 12. 13. 1.  den pokusu

TIA (nTIA) poCas 120 hodin od podania PMSG a vitaminu A. Podanie
vitaminu A sucasne s PMSG zniZilo v prvych 72 hodinach n-TIA, zatial
Co v 96. a 120. hodine sme zaznamenali prudky vzrast. Davka PMSG
samotného naopak spoésobila v prvych 96 hodinach zvySenie a v 120.
hodine mierny pokles. Zmeny dynamiky TIA cervikalneho hlienu oviec
boli podobne odliSné po podani PMSG samotného alebo PMSG s vitami-
nom A a su znazornené na obr. 3. Charakteristicky je pokles TIA v Case
predpokladanej ovuldcie 96 hodin od podania stimulacnych davok. Zme-
ny koncentracii progesteronu na obr. 4a a 17-beta estradiolu na obr. 4b
ukazuji na odliSné stimulacné posobenie PMSG samotného a v kombi-
nacii s vitaminom A. Zmeny koncentracii progesteronu do 96 hodin po
podani PMSG su opatné ako po podani kombindcie, zatial ¢o zmeny
koncentracii 17-beta estradiolu sa neodliSuju tak vyrazne v zavislosti
od podani kombin&cii (vitaminu A).

Zmeny priemernych hodnét celkovej aj nizkomolekulovej TIA (cTIA,
nTIA) krvnej plazmy, TIA cervikdlneho hlienu, si na obr. 5 porovnané
so zmenami priemerného poctu celkovych a neatretickych terciarnych

}POFat  |PGFp A ]-5001U vit, A
e |PMSG [RS8
a) Progesteron % | b) 174 Estradiol

120
100 : 140

2 ; 1000 1U Py o
k0 1888 1o BNeR 128
60 +[a] 100

160010 PMeS « (A ]
40 x 7501y PMSG 80 X 750 1U PMSG
Lt 2 T ;
0 ‘9. i 5 3 15. def pokusu 0 9 n. 13. 15. den pokusu

4. Zmeny koncentracii progesterénu (a) a 17-beta estradiolu (b) v krvnej plazme
oviec po synchronizacii a stimuldcii ovarii v estri (oktéober—november) — Changes
in the concentrations of progesterone (a) and 17-beta oestradiol (b) in the blood
plasma of ewes after synchronization and stimulation of the ovaries in oestrus
(October—November)
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%o

220

Jo

140 1 =

>
£l
53
o

>

1
]

nlA

Jo
T~
|z

L

100 » kontroly
601 Y

20

1000 IU PMSG 750 1U PMSG+vit A 1000 |U PMSG+vitA stimulacia

5. Zmeny priemernych hodnét celkovej (cIA) a nizkomolekulovej (nIA) trypsin
inhibi¢nej aktivity (TIA) krvnej plazmy, TIA cervikalneho hlienu (hlA). pocétu
terciarnych (TF) a neatretickych (NTF) folikulov, pomeru atretickych folikulov (A)
X neatretickym terciarnym folikulom (NTF), poé¢tu Zltych teliesok (Cl), ovulacii (0),
progesteronu (P), 17-beta estradiolu (E) oviec po synchronizacii a stimulacii ovarii
v es‘ri — Changes in the average values of total (cIA) and low-molecular (nlA)
trypsin inhibition activity (TIA) of the blood plasma. TIA of the cervical mucus
(h1A). number of tertiary (TF) and non-atretic (NTF) follicles, ratio of atretic
follicles (A) to non-atretic tertiary follicles (NTF), number of yellow bodies (Cl),
ovulations (0). progesterone (P). 17-beta oestradiol (E) in ewes after synchronization
and stimulation of the ovaries in oestrus

folikulov, so zmenami pomeru atretickych (A) a neatretickych [(N) ter-
ciarnych folikulov (A'N), s priemernym poctom ovulacii a starych zltych
teliesok a so zmenami priemernych koncentracii progesteronu a 17-beta
estradiolu. Vidime, Ze podanie PMSG zvySilo TIA krvnej plazmy, podanie
kombinacie s vitaminom A toto zvySenie zvyraznilo. Priemerna TIA cer-
vikalneho hlienu po podani PMSG poklesla, ale po podani PMSG spolu
s vitaminom A sa signifikantne zvySila. Priemerné pocCty neatretickych
folikulov vzrastli, co sa prejavilo aj v priaznivejSom pomere A/N. Zauji-
maveé je vymiznutie luteinizacnej formy atrézie terciarnych folikulov po
stimulaciich PMSG + vitaminom A. Ked porovniavame stimuldcie 1000
I. U. PMSG, vidime, Ze sticasné podanie vitaminu A zvyS$ilo aj poCty ovu-
lacii. Priemerné koncentracie progesteronu a 17-beta estradiolu po sti-
mulédcii PMSG vzrastli, pomer zmien koncentracii progesteronu a 17-beta
estradiolu bol 1,1, zatial Co po podani kombindcie sme zaznamenali po-
kles priemernych koncentrdcii obidvoch hormoénov a pomer zmien
P'E = 0,81 po 750 I.U. PMSG + vitaminu A a P/E = 0,90 po 1000 I.U.
PMSG + vitaminu A.

Zmeny priemernej TIA cervikdlneho hlienu, priemerného pccCtu cer-
vikalnych Zliaz a percent zastipenia ich plochy st uvedené v tab. II.
Vidime, Ze vzrast TIA cervikdlneho hlienu je spdsobeny skor zvySenou
cinnostou tychto Zliaz, ako zvySenim ich pocCtu alebo zvidcSenim ich
plochy. Tato domnienku podporuju aj zistenia uvedené v tab. III, Ze sa
zvySila hrubka epitelu Zliaz krcku maternice vyraznejSie po podani
kombinacii PMSG a vitaminu A.
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II. Zmeny TIA cervikalneho hlienu (c. h.). poc¢tu cervikalnych zliaz (c. Z.) a plochy
cervikalnych zliaz oviec po synchronizacii (PGFzalfa) a stimulacii (PMSG. vita-
min A) ovarii oviec v estri — Changes in the TIA of the cervical mucus (c. h.).
number of cervical glands (c. Zz.), and area of the cervical glands of ewes after the
synchronization (PGFoalpha) and stimulation (PMSG. vitamin A) of the ovaries
of ewes in oestrus

| |

Skupina oviec [ (m i TIA:¢-h.° ‘ Pocet c. z.' | Plochac.z.”,
I.K ‘ 5 100 100 ‘ 100
I1. 1000 I. U. PMSG 5 920 3 87,15 | 83,26
III. 750 1. U. ‘ ;
PMSG - vit. A. | 5 [ 1924 ‘ 81,56 56.83
IV. 1000 I. U. i ‘
PMSG = vit. A. i 5 205,5

131,30 116,20

DISKUSIA

Vplyv vitaminu A (50000 I.U.) podaného i.m. po synchronizacii
PGl2alfa na stimulacny acinok PMSG (750 a 1000 I.U.] sme sledovali
v estrickom obdobi (oktéber). Priaznivy vplyv vitaminu A na pomer
neatretickych folikulov ku atretickym terciarnym folikulom je pravde-
podobne spésobeny vplyvom tohto vitaminu na glykoproteiny membran
folikularnych buniek. V naSich predchadzajucich pokusoch, vykonava-
aych v anestrickom obdobi, stimuldcia samotnym PMSG zvySovala po-
mer atretickych ku neatretickym tercidarnym folikulom (A'N) a znizo-
vala priemerné hodnoty plazmatickych TIA (Arendarcik a i, 1983;
Molnarova a Arendarcik, 1987). Toto zvySenic A'N sme po-
zorovali aj po podani kombinédcii PGFqalfa (2 X 250 ug a 2 X 100 ug) +
+ 750 1. U. PMSG v anestri. Tu ale zmeny priemernych hednot plazma-
tickych TIA neboli tak vyrazné (Molndrovada a Arendarcik,
1987). V predkladanej praci sme zistili pri sucasnom podani PGF2alfa
(2 X 125 ug) + PMSG (750 a 1000 I.U.) a vitaminu A zvySenie priemer-
nej celkovej aj nizkomolekulovej TIA a znizenie pomeru atretickych

III. Zmeny hrubky epitelu cervikalnych 7liaz oviec po synchronizacii (PGFzalfa)
a stimulacii (PMSG, vitamin A) ovarii oviec v estri — Changes in the epithelium
thickness of the cervical glands of ewes after the synchronization (PGFqalpha) and
stimulation (PMSG, vitamin A) of the ovaries of ewes in oestrus

i l Epitel
Skupina oviec P(o:)et \ TIA c. h. : : ——
‘ cervixu 3 CiiZ

{ LK s ’ 100,0 10000 | 100,0
‘ I1. 1000 I. U. PMSG 5 | 02,0 120,94 133,3
| III.750 1. U. ;

| PMSG + vit. A 5 | 102,0 , 104.60 136,1

IV. 1000 I. L. ! T
| PMSG + vit. A % 5 [ 205,5 125,00 157,5
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a neatretickych terciarnych folikulov. Aj ked v oktobri nepredpoklada-
me nedostatok karoténov v krmnej davke pokusnych oviec, predsa len
podanie vitaminu A sucasne so s'imulacnou davkou PMSG v estrickom
obdobi malo priaznivy vplyv na zvySenie podielu neatretickych terciar-
nych folikulov. U krav tento pozitivny ac¢inok vitaminu A na reproduk¢né
parametre nebol pozorovany (Wang a i.,, 1982). Rozdielny metabo-
lizmus a poziadavky na vitamin A a beta karotény s ohladom na repro-
dukciu opisuju u krav a oSipantych Chew a i. (1984) a u krys Chew
a Archer (1983). Kedze retincl sa v potrave vyskytuje len v malej
miere, maju organizmy k dispozicii cely rad mechanizmov, ktorymi pre-
miefiaju jeho provitaminy na aktiviny vitamin A. Procesy rezorpcie,
transport, chemické zmeny v molekule st regulovatelné a ich spolupd-
sobenie urcuje u jednotlivych druhov, ale aj u jedincov, potrebné mnoz-
stva vitaminu A alebo jeho provitaminov. Olson (1986) opisuje spolu-
posobenie vitaminu E na metabolizmus vitaminu A. Chew a i. (1984)
opisuji v proteinovom metabolizme zmeny, kKtoré mozu vplyvat na po-
trebu a vyuzZitie vitaminu A a jeho prekurzorov. Moor a i. (1985)
zistili, Ze podanie superovulacnej davky PMSG vedie k nerovnomernému
vyvoju réznych kompartmentov folikulov oviec, kK zmenenému proteino-
vému metabolizmu, Co nakoniec vedie k vyvoju abnormalneho oocytu
a vytvdara nevhodné prostredie v pohlavhom apardte. Imoedemhe
a Shaw (1986) opisuju moznost predpovedat fertilizacna kapacitu
oocytov zo stanovenia antitryptickej aktivity folikuldarnej tekutiny. Pri
hladani pric¢in zvySeného poctu neovulovanych folikulov bola vyslovené
domnienka, Ze zmeny aktivit protedz a antiproteaz ako nasledok hor-
monadlnej nerovnovahy po stimuldciach maézu byt pri¢inou poriach. NaSe
zistenia, ze po podani kombindcie PMSG -+ vitaminu A sa zvySuje poiner
zmien estrogénov (LK) : progesteronu (P) na E/P = 1,23 a 1,112 oproti
pomeru u kontrolnych oviec (E/P = 1,0), by mohli svedcCit o priaznivom
ucinku vitaminu A. Je vSak zname, 7e vysokd hladina folikularneho
estradiolu, doprevadzana poklesom koncentracie progesteronu a niz-
kou koncentraciou androstendionu, vytvaraju predpoklady pre uspes-
na fertilitu a delenie oocytov (Carson a i, 1982 a ini). Vyvoj indi-
vidudlnych folikulov vo vajeCniku nemoze byt vysvetiovany len zmenami
koncentracii cirkulujtcich biologicky aktivnych latok a déleZitou tlohou
lokalne modulacnych faktorov v parakrinnej kontrole folikuldrneho vy-
voja (Hsueh, 1986). Bagdarasian ai. (1981) zistili, ze ovaridlne
bunky stromy obsahuju alfai-protedzovy inhibitor, hlavny sérovy inhibi-
tor protedaz. Domnievaju sa, Ze proteazovy inhibitor méZe hyt syntetizo-
vany tymito bunkami. Aj ked neboli schopni dokéazat pravdepodobni
ualohu antiprotedzy na ovaridlnej urovni, predpokladaji jej ucast bri
ovulaciach. Ichikawa a i. (1983) opisali vplyv réznych proteinazo-
vych inhibitorov na ovuldcie explantovanych ovarii Skreckov a dokazali
ucast aj serinovych proteindz a kolagenazy pri ruptiare Graafovho foli-
kulu. Abramowitz a Birnbaumer (1979) opisali integrujtcu
tulohu serinovych protedaz pri hormonalnej stimuldcii ovaridlnej ade-
nylatcyklazy krys. Reich a i. (1986) zistili, Ze plazminogenovy aktiva-
tor, zdacCastiujici sa na aktivacnom procese kolagenolyzy vo folikule, je
regulovany gonadotropinami a Ze jeho produkcia je zvySovana 17-beta
estradiolom. Domnievaji sa, Ze tkanivovy typ plazminogenového aktiva-
tora je zodpovedny za ruptiru v Case ovulacie. KedZe ruptiira tercidrne-
ho folikulu je zloZity pochod (Ichikawa a i., 1983), na ktorom sa
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zucCastiiuje cely rad proteindz, mohli by pozorované zmeny TIA Kkrvnej
plazmy naznacCovat ucast na tychto dejoch.

Porovnanim dynamiky zmien TIA a priemernych hodnot TIA krvnej
plazmy oviec po podani PGFoalta (2 X 100 ug v januari a 2 X 250 ug
v maji) a PMSG v anestri (Molnarova a Arendarcik, 1987)
vidime jednak odliSny priebeh hodnot TIA v jednotlivych drnoch pokusu
(hlavne vyrazny pokles celkovej TIA v 11. a 12. dni pokusu v anestri,
ktory sa v estrickom obdobi po podani vitaminu A a PMSG neprejavil),
jednak odliSné priemerné hodnoty TIA (Arendarcik a i, 1983),
ktoré po podani PGFzalta + PMSG alebo PGl:alfa v anestri neboli v ko-
relacii s priaznivym pomerom neatretickych a atietickych terciarnych
folikulov. Hodnoty TIA cervikalneho hlienu po podani PMSG v anestric-
kom obdobi a zniZenie po podani PMSG v anestri bolo vyraznejSie
(53,3 % hodnét kontrolnych v anestri oproti 92 % v estrickom obdobi).
Podanie vitaminu A stucCasne s PMSG zvySilo priemerné hodnoty TIA cer-
vikdlneho hlienu, ¢o by mohlo nepriaznivo ovplyvnit fertilitu spermii
v pohlavnom aparate takto oSetrenych oviec (Robinson a i, 1986).
Ked ale porovname tieto priemerné hodnoty TIA cervikdlneho hlienu
s hodnotami v anestrickom obdobi po oSetreni oviec agelinovymi hubka-
mi (Arendarcik a i, 1983), zistime, Ze agelin signifikantne zvy-
Suje TIA cervikalneho hlienu. Toto zvySenie sa eSte zvyrazni po podani
750 1. U. PMS5G po synchronizacii agelinom a az davka 1000 I. U. PMSG
po aplikacii agelinu vyvola zniZenie. ZvySenie hodnot TIA cervikdlneho
hlienu v case dominancie progesteronu v spontannom ovaridlnom cykle
opisali viaceri autori (napr. Schumacher ai, 1972) a pripisuji mu
Glohu ochrany pred proteindzami spermii v case nevhodnom pre oplod-
nenie.

Mechanizmy zodpovedné za dozrievanie oocytov a ruptiru folikulov
zostavaju neqplne vysvetlené. Aj ked koncentrdcie steroidnych hor-
monov a ich vplyv na vyvoj folikulu a oocytu si pomerne hlboko pre-
Studované, je zrejmé, Ze nie su jedinymi biochemickymi kritériami tohto
fyziologického fenoménu. Je mozné, Ze defekty v aktivitach protedz
a antiproteaz sposobia na roéznych urovniach poruchy vo vyvoji oocy-
tov. Zistenia cyklickych zmien TIA krvnej plazmy a cevvikalneho hlie-
nu alebo zmenenych alfai antiproteazovych aktivit vo folikularnej teku-
tine pri atréziach oocytu tito teériu podporuji.

Zisteny vplyv vitaminu A (50 000 I. U.) podaného i. m. po synchroni-
zdacii PGFzalfa spolu so 750 a 1000 I.U. PMSG na priebeh zmien a na
priemerné hodnoty TIA krvnej plazmy a cervikdlneho hlienu naznacuju
zmeneny metabolizmus tychto biologicky aktivnych latok. Rozdielny
ucinok vitaminu A sa odzrkadluje na réznych tdrovniach, ¢i uZz v kon-
centraciach progesteronu a estradiolu, v pomere atretickych a neatre-
tickych folikulov v kvantitativnych a kvalitativnych zmenach TIA krv-
nej plazmy, priemernom pocte ovuldcii, alebo na histomorfologickych
zmenach krcku maternice a TIA cervikalneho hlienu.

Literatura

ABRAMOWITZ, J. — BIRNBAUMER, L.: Effect of trypsin, protease inhibitors
and ethanol on corpus luteum adenylyl cyclase. Biol. Reprod., 21, 1979, s. 213-217.
ARENDARCIK, J. — MOLNAROVA, M. — TOKOS, M.: Stimulation of sheep

ovaries, production of ova, speed of their displacement and localization in the

162 VETERINARNI MEDICINA — 1988



sexual tract, trypsin inhibiting activity (TIA) in plasma and cervical mucus. Pol-
nohospodarstvo, 29, 1983, s. 1092-1103.

BAGDARASIAN, A. — WHEELER, J. — STEWARD, G. J. — AHMED, S. S. —
COLMAN, R. W.: Isolation of alpha protease inhibitor from human normal and
malignant ovarian tissue. J. clin. Invest., 67, 1981, s. 281-291.

BATES, C. J.: Vitamin A in pregnancy and lactation. Proc. nutr. Soc., 42, 1983,
s. 65-79.

CARSON, R. S. — TROVSON, A. O. — FINDLAY, J. K.: Successful fertilization
of human oocytes in vitro: Concentration of estradiol 17-beta, progesterone and
androstendione in the antral fluid of donor follicles. J. clin. Endocrin. Metab., 55,
1982, s. 798-800.

CENTOLA. G.: Light microscopic observations of alterations in staining of the
zona pellucida of porcine follicular oocytes: Possible early indication of atresia.
Gamete Res.. 6, 1982, s. 293-304.

ESPEY. L.: Ovarian proteolytic enzymes and ovulation. Biol. Reprod., 10, 1974, s.
216-235.

ESPEY. L.: Ovulation as an inflammatory reaction — A hypothesis. Biol. Reprod..
22,1980, s. 73-106.

HSUEH. A. J. W.: Paracrine mechanisms involved in granulosa cell differentiation.
Clin. Endocrin. Metab., 15, 1986, s. 117-134.

CHEW. B. P. — ARCHER, R. G.: Comparative role of vitamin A and neonate
survival in rats. Theriogenology. 20. 1983, s. 459-472

CHEW. B. P. — HOLPUCH, D. M. — OFALON, J. V.: Vitamin A and beta carotene
in bovine and porcine plasma. liver. corpora lutea and follicular fluid. J. Dairy
Sci., 67, 1984, s. 1316-1322.

CHYTIL. F.: Retinoic acid: Biochemistry, pharmacology. toxicology and therapeutic
use. Pharmacol. Rev., 36, 1984, s. 93-100.

CHYTIL, F.: Vitamin A: Its role in differentiation and development. Nutr. Diseases:
Research directions in comparative pathobiology. Ed. Alan R. Liss, Inc., 1986, s.
21-31.

ICHIKAWA. S. — MORIOKA. H. — OHTA. M. — ODA, K. — MURAQO, S.: Effect
of verious proteinase inhibitors on ovulation of explanted hamster ovaries. J.
Reprod. Feriil.. 68, 1983. s. 407-412.

IMOEDEMHE. D. — SHAW, R. W.: Follicular fluid alpha antitrypsin correlation
with fertilizing capacity of oocytes. Brit. J. Obstet. Gynaec., 93, 1986, s. 863-868.
LEVEILLE. M. C. — ROBERTS. K. D. — CHEVALIER, S — CHAPDELAINE, A.
— BLEAU. G.: Formation of the hamster zona pellucida in relation to ovarian dif-
ferentiation and follicular growth. J. Reprod. Fertil., 79, 1987, s. 173-183.
MOLNAROVA. M.: Inhibitory trypsinu v cervikalnom hliene niektorych hospo-
darskych zvierat. [Kandidatska dizerta¢na praca.] Kosice 1975. 70 s. — Vysoka
Skola veterinarska.

MOLNAROVA, M. — ARENDARCIK. J.: Zmeny trypsin inhibiénych aktivit krvnej
plazmy a cervikalneho hlienu oviec po podani PGF:alfa a PMSG v anestri. Veter.
Med. (Praha), 32, 1987. ¢. 11, s. 659-668.

MOLNAROVA, M. — ARENDARCIK, J. — TOKOS, M.: Vplyyv PMSG na trypsin
inhibi¢né aktivity (TIA) krvnej plazmy. cervikalneho hlienu a niektoré reproduké-
né organy oviec v anestri, Veter. Med. (Praha). 33. 1988. ¢. 2. s. 000-000.

MOOR. R. M. — OSBORN, J. C. — CROSBY, I. M.: Gonadotropin-induced abnor-
malities in sheep oocytes after superovulation. J. Reprod. Fertil.. 74, 1985, s. 167-172.
OLSON, J. A.: Biological roles of retinol and other retinoids. Metabolism of
vitamin A, Biochem. Soc. Trans., 14, 1986, s. 928-930.

OMORI, M. — CHYTIL. F.: Mechanism of vitamin A action. J. biol. Chem., 257,
1982, s. 14370-14373.

REICH., R. — MISKIN. R. — TSAFRIRI. A.: Intrafollicular distribution of plas-
minogen activators and their hormonal regulation in vitro. Endocrinology, 119, 1986,
s. 1588-1593.

ROBINSON., R. — RICHARDSON, R. — HINDS, K. — CLAYTON, D. — POIRIEK,
G. R.: Features of seminal proteinase inhibitor — zona pellucida — Binding com-
ponent on murine spermatozoa. Gamete Res.. 16, 1986, s. 217-228.

SCHOCHET, S.: A suggestion as to the process of ovulation and ovarian cyst
formation. Anat. Rec., 10, 1916, s. 447.

SCHUMACHER, G. F. B. — KIM, M. H. — HOSSEIMIAN, A. H. — DUPON, C.:
Immunoglobulins proteinase inhibitors, albumin and lysosymes in human cervical
mucus. Amer. J. Obstet. Gynaec.. 129, 1977. s. 629-636.

VETERINARNI MEDICINA — 1988 163



WANG. J. Y. — LARSON, L. L. — OWEN, F. G.: Effect of beta carotene supple-
mentation on reproductive performance of dairy heifers. Theriogenology. 18, 1982,
s. 461-473.

WOLF. G. — LEWIN, L. V. — BOLMER, S. D.: Multiple functions of vitamin A:
Nuclear and extranuclear. Modulation and mediation of cancer by vitamine. Basel,
Karger 1983, s. 146-152.

Dosto dna 2% 4. 1937

MO/NIHAPOBA, M. — APEHAAPYMK, WN. (BetepuHapHbin uuctutyi Kownuye): BnusHue
BUTaMuHa A Ha TPUNCHUH MHrUGUpyuive akTueHOCTH (TIA) nnasmbl KPOBW M CHH3Y LUGHKU
M2Tkyu noCne ropMOHaNbLHOro BNMANUST Ha OBapuu OBEl B 3CTPyYCHoM nepuoge. Veler,
Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 155-164.

Banaune Butamuua A (50000 I.TU.) npUMEHCHHOIO NOCAC CUHXPOHMW3AllKMKM ICTPYCa 1po-
crarnaHguHom (2 X 125 ur; 1w 11 geHe) smecie ¢ CKK (750 » 1700 1. U1.) Ha usMmene-
HUs AWHAMUKU TPUNCUH MHTMOMpylwux akTueHocten (TIA) nnazmnr kposu 6Guino Sonee
gbipazuTenbHsiM, ueM BamasHue CXK. Takxe cpeanue 3Hamenus TIA 8 teucHue 120 vacos
OT NPUMEHEHWA CTUMYAUPYKOWER AO03bl NOKa3biBaloT 60MbUIE U3IMEHEHUH B 32BMCUMOCTH OT
eutamuHa A. MNocne npumenenus 1006 1. U. CKK nosbicMAWCS NWuib 3HAUEHUA HDAKUWK
tu3komonekynapHon TIA, B To BpeMs Kak nccne npumeHcHus CXK + suramuu A Bbipa-
2UTENLHO NOBbLICUAUCL BCE HaGnoaaembic TIA. 370 noesiLIEHWE HAXOAUNOCH B NPAMOK
KOPPENAUMN C NOBBLILEHHBIM KONAUCCTBON HEATPETUUCCKUX TPETUIHbIX DONNUKYN0s, C no-
BLILIEHHBIM KONMUECTBOM OBy/Aauui {Npu oanHakoson posze CXK) u cHuxeHdHbllt COOTHO-
/eHUEM M3MEHEHMI KOHUEeHTpauui nporectepona (M) w 17-3 actpaauon (3), N3 = 0,81
no 750 I. U. CXK + eutamur A » 11’3 = 0,90 no 1000 I. U/, CKK + suramun A. Bospacra-
Hue cpeaHero TIA CAM3KU 1eWKM MaTKWM 0GYCNOBNEHO CKOPEC NOBLILECHHOW CCKPETOPHOW
NEATENBHOCTHIO KENe3 MaTOUHOM EHKM KaK UX YyBEIWUEHMEeM NOCAe CTUMYNUDOBAHUA
OBapUN.

CHHXPOHMU3auns; CTUMYiMpOBaHWe,; oBapuu; npoctarnanannd; CXK: nporecrepon; 17 4 actpa-
AWON; BOCNPOU3BOACTBEHHbIE OPraHbl

MOLNAROVA, M. — ARENDARCIK. J. (University ol Veterinary Medicine, Ko-
Sice): The Effect of Vitamin A on the Trypsin-Inhibition Activities (TIA) of the
Blood Plasma and Cervical Mucus of FEwes with Hormonally Treated Ovaries in
Oestrus. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 155-164,

Vitamin A (50 000 I.U.), administered after oeéstrus synchronization by PGF:alpha
(2 X 125 ug: 1st and 11th day) together with PMSG (750 and 1000 I. U.), had
a stronger influence on the changes in the trypsin-inhibition activities (TIA) of
the blecod plasma, as compared with the effect of PMSG. The changes in the
average TIA values within 120 hours after the administration of the stimulating
dose were also observed more frequently to depend on vitamin A. After admi-
nistration of 1000 I.U. PMSG, an increase was recorded only in the values of the
fraction of low-molecular TIA. wherecas the administration of the combinations
of PMSG + vitamin A resulted in an increase of all the TIA's under study. This
increase was directly correlated with an increased number of non-atretic tertiary
follicles, with an increased number of ovulations (at the same dose of PMSG),
and with a reduced ratio of changes in the concentration of progesterone (P) and
17-beta oestradiol (E): P/E = 1.1 after the administration of 1000 I. U. PMSG,
P'E = 0.81 after I. U. PMSG + vitamin A. and P/E = 090 after 1000 I. U. PMSG +
+ vitamin A. The increase in the average TIA of the cervical mucus is due to the
increased secretory activity of the cervical glands rather than to the multiplication
of these glands after ovary stimulation.

synchronization; stimulation; ovaries; PGF:alpha: PMSG; progesterone; 17-beta
oestradiol; reproduction organs

Adresa autorov:

Ing. Marie Molnarova, CSc, prof. MVDr, Jozet Arendarcé¢ik. DrSe., Vy-
soka $kola veterinarska., Komenského 73. 041 81 Kosice
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POUZITi RADIOIMUNOLOGICKEHO STANOVENI MYKOTOXINU
OCHRATOXIN A KE SCREENINGOVE KONTROLE POTRAVIN
A KRMIV ROSTLINNEHO PUVODU — TYPU OBILOVIN

J. Ruprich, A. Piska¢, J. Mala

RUPRICH. J. — PISKAC, A. — MALA, J. (Institut hygieny a epidemiologie,
Brno: Vysoka skola veterinarni, Brno): PouZziti radioimunologického stanoveni
mykotoxinu ochratoxin A ke screeningové kontrole potravin a krmiv rostlin-
ného puvodu — typu obilovin, Veter. Med. (Praha). 33, 1988 (3) : 165-173.

Byla ovérena moznost jednoduché pripravy vzorki potravin a krmiv rostlin-
ného puvodu pri radioimunologickém stanoveni ochratoxinu A. Vsech 27 vy-
Setfenych vzorktl potravin vyhovélo hygienickym predpisim pro potraviny
obecn¢ (NPK — ochratoxin A 20 «g.kg !), stejné jako vSech 23 vzorka vy-
Setfovanych krmiv. Navrhovany postup pripravy vzorki neni vhodny pro
vyseirfovani potravin zivo¢isného puvodu. protoZe je mozZna interference né-
kterych bilkovin (albumin).

priprava vzorkl; radioimunologické stanoveni (RIA); hygienické piedpisy

Mykotoxiny ochratoxiny jsou sekundarni produkty metabolismu né-
kterych plisni rodu Aspergillus a Penicillium. Mezi ochratoxiny vynika
svou toxicitou zejména ochratoxin A [OCHA). Jeho hepatotoxicky a ze-
jména nefrotoxicky ucinek je pricinou onemocnéni domdcich zvifat
i Clovéka (Krogh, 1978). Od poloviny 60. let, kdy byl ochratoxin A
objeven, je mu v radé zemi vénovana znacna pozornost. Problémy spo-
jené s jeho vyskytem byly popsdny v mnoha publikacich ze sousednich
pFimorskych zemi. Velkd pozornost byla problematice jeho vyskytu veé-
novana napr. v Polsku (Chelkovski a Golinski, 1983; Golin -
ski aj., 1985).

U nés popsali pripad akutni intoxikace prasat Piskac¢ aj. (1979).
Problematikou vyskytu se zabyvali Kusak aj. (1980). Toxicky efekt
ochratoxinu A na kufecich embryich studovali Vesela aj. (1983).

Toxikologické studie i béZzna diagnostika vyZaduji Gcinné metody
stanoveni. V naSich podminkdch je vyuZivano predevSim rdznych chro-
matografickych metod {Kusak aj., 1980; AOAC. 1980). Novou metodou
priikazu je radioimunologické stanoveni (RIA) (Ruprich aj., 1988).
V zahranici je imunochemicka metoda pouZivdna v riiznych provedenich
(napf. Rousseau aj., 1985). Objevilo se jiZ i ELISA stanoveni pouZi-
vajici monoklonalni protilatky {Candlish aj. 1986). Spolecnym pro-
blémem v3ech téchto stanoveni je jednoduchéd, ale G¢innd pfFiprava vzor-
k. VétSina citovanych metodickych postupli je zaméfena na vySetfeni
jednoho typu vzorku.

VETERINARN! MEDICINA 33 (LXT), 1988, ¢ 3 165



Cilem na$Si prace bylo navrhnout a ovéfit jednoduchy zptsob pfi-
pravy vzorkl rostlinného pitivodu, typu ceredlii, ke screeningovému vy-
hledavacimu stanoveni ochratoxinu A pro dfive vypracovanou metodu
RIA (Ruprich aj., 1988). Z publikovanych zahrani¢cnich prament se
nas$im poZadavkm nejvice bliZil zplsob pripravy vzorkd, ktery vyzkou-
Seli Lee a Chu (1984). PouZili jsme jej jako vychoziho postupu.

MATERIAL A METODY

Pri praci jsme pouzili tyto latky: ochratoxin A pripraveny postupem, ktery
popsali Ruprich a Piskad¢ (1987). %]-ochratoxin, ktery pripravili Veres
a Schmiedova (1986), protilatky proti ochratoxinu A (OCHA-BSA) (Ruprich,
1986), bovinni sérovy albumin (BSA) (Bioveta). humanni sérovy albumin (HSA)
(Calbiochem 12666), vaje¢ny albumin (EGA) (Sigma A 5503) a dal$i bézné chemi-
kalie.

Pouzité pristroje: meéri¢ gama zareni NRG 603 (Tesla). Specord M 40 (Carl
Zeiss, Jena). autodilutor Chiratic-21 (Chirana) a dal$i bézna laboratorni zarizeni.

Radioimunologické stanoveni bylo provedeno posiupem podle Rupricha
aj. (1987).

POUZITI AUTODILUTORU CHIRATIC-21 K PRIPRAVE RIA

Abychom zrychlili pripravu stanoveni a omezili chyby vznikajici pri pipe-
tovani jednotlivych slozek, vyzkouseli jsme autodilutor Chiratic-21 k davkovani
slozek stanoveni. Postup byl tento: Bezprostredné pred pouzitim byl smichan na-
redény radioligand a protilatka v poméru 1 :1, Vzniklym roztokem byl zaplnén
davkovaci systém pristroje, ktery byl sestaven pro rezim autodilutor (valec dispen-
zoru reagencie III a valec dispenzoru vzorku). Pro davkovani reagencie (smes
radioligandu a protilatky) byl zvolen objem 200 uxl. Standardy a vzorky byly pre-
dem pripraveny k pipetovani. Vlastni pipetovani probihalo tak. Ze prvnim krokem
bylo nasato 0,1 ml standardu nebo vzorku a druhym krokem byl tento roztok na-
pipetovan do reakéni zkumavky, vcetné 0.2 ml reagencie Roztoky pro urcéeni cel-
kové radioaktivty a nespecifické vazby byly pipetovany rucné, Mrtvy objem auto-
dilutoru ¢inil po zkraceni teflonovych hadic asi 6 ml. V piipadé, ze se pro separaci
pouzilo 25", PEG, byl autodilutor pouzit i k jeho davkoviani. Suspenze aktivniho
uhli Norit A musi byt davkovana ruéné.

ZJISTENI UCINNOSTI EXTRAKCE VZORKU

1%5]-ochratoxin je latka, které lze pouZzit pro orientaéni zjisfovani uéinnosti
exirakce. Byla pouzita metoda standardniho pridavku !'2’[-ochratoxinu ke vzorku.

PRIPRAVA VZORKU PRO STANOVENI

1. 100 g vzorku, odebraného podle platnych pravidel. zhomogenizujeme a vy-
suSime.

2. 5 g suchého homogenizovaného vzorku extrahujeme 30 ml metanolu po
dobu 15 minut. Extrakt prefiltrujeme.

3. 3 ml ziskaného extraktu odpafime do sucha a odparek rozpustime v 1 ml
metanolu.

4. 0,1 ml takto pripraveného roztoku pridame k 0.9 ml 05", roztoku kaseinu
ve fosfatovém pufru.

5. 0,1 ml vzniklého roztoku pipetujeme do RIA stanoveni.

Prepoéditavaci faktor z vysledki RIA stanoveni na mikrogramy OCHA na
kilogram suchého substratu ¢&ini 0,2. Pri uéinnosti extrakce 1009, tedy 10 piko-
gramu odeétenych v RIA stanoveni znamena 2 mikrogramy OCHA na kilogram
vzorku. V reakéni zkumavce je pri stanoveni extrakt z 5 mg vzorku.
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DEKONTAMINACE POUZITEHO SKLA

Sklo kontaminované !Zl-ochratoxinem dekontaminujeme 24 hodiny v lazni
2,5", roztoku sirnatanu sodného v 1M louhu sodném (ICRP, 1978). Sklo pak uloZzime
do specialnich nadob na kontaminovany material. Sklo kontaminované ochratoxi-
nem A dekontaminujeme 24 hodiny v lazni obsahujici 5", louhu sodného a 3%,
chlornanu sodného (Kusak aj., 1980).

ZASADY OSOBNI OCHRANY PRACOVNIKU

Vedle dodrzovani béznych zasad bezpeénosti prace pii manipulaci s ochra-
toxinem doporucujeme pouzivat jednorazovy spotrebni ochranny material, ktery
likvidujeme spalenim. Kontaminace povrchu téla (hlavné ruce) se kontroluje po-
moci UV-lampy (360 nm). Je-li kontaminace zjisténa, doporucujeme omyt misto
vodnym alkalickym roztokem (napr. sody), roztokem chloraminu, mydlem a prou-
dem vody.

VYSLEDKY A DISKUSE

Uvedeny postup pripravy vzorki byl vybrdn a pouZit predevSim
proto, Ze je jednoduchy, casové nendroCny a ma nizkou spotfebu orga-
nickych rozpouStédel. Zaroven vSak prinasi urcité nevyhody spojené
s niz8i ucinnosti extrakce, zvySenou variabilitou vysledki a mensi pres-
nosti v oblasti velmi nizkych koncentraci (pod 2 ug.kg !). V této ob-
lasti koncentraci by bylo nutné pouZzit v radioimunologickém stanoveni
vy88i obsah extraktl vzorkl. ZvySeny podil extraktu vzorkilt v8ak mize
nepfiznivé ovlivnit kvalitu vysledki, je-li vynechano c¢isténi. Ucinnost
extrakce vzorkli byla v modelovych pokusech pro rostlinné materidly
typu ceredlii stanovena na 80 % (variacni rozpéti = 72 — 87 %, pocet
substrdatii = 8). Variabilita vysledk{, ovlivnéna jak ucinnosti extrakce,
tak vlastnim stanovenim, byla testovdna opakovanym vySetfenim 47
vzorktl se znamym pridavkem OCHA. Mezi vysledky nebyl zjiS§tén péro-
vym f-testem statisticky priikazny rozdil (P > 0,05). Testovan byl rovnéz
rozdil mezi vysledky stanoveni pri separaci aktivnim uhlim a PEG. Ani
v tomto pripadé nebyl mezi vysledky 24 vySetfovanych vzorkd zjiStén
statisticky prikazny rozdil (P > 0,01). Jako citlivost RIA stanoveni byla
pouzivana hodnota rovnajici se ED 85 % (efektivni davka). Ve skutec-
nosti byla citlivost na hlading pravdépodobnosti 99 % vy3si (87 % nu-
lového standardu — Bo). ED 85 % se pohybovala v prepoctu okolo 2 ug
OCHA na kilogram substratu. Lze tedy predpokladat, Ze stanoveni za-
chyti s pravdépodobnosti v&tsi nez 99% ty vzorky, u nichZ obsah ochra-
toxinu A prevySuje tuto uroven. Rozsah kalibrac¢ni kfivky, urceny hod-
notami ED 85 % — ED 15 %, c¢inil v praiméru 2—50 ug OCHA na Kilo-
gram substratu, a pokryl tak turovné kontrolovanych nejvy3$8ich npFipust-
nych koncentraci (NPK) pro détskou a obecné lidskou vyZivu (5,20 ug
OCHA . kg~!), platnych v CSR.

Vysledky stanoveni pod 2 ug OCHA na kilogram spadaji do oblasti
malé spolehlivosti. Mohou byt také zatiZeny chybou vznikajici zanese-
nim interferujicich necistot do stanoveni, vzhledem k tomu, Ze bylo vy-
nechéno Cisténi extraktd vzorkd. MnoZstvi extraktu v reakéni zkumavce
odpovidd 5 mg vzorku. Toto mnoZstvi napf. ve stanoveni ELISA (pro
pSenici) (Lee a Chu, 1984) vyvolavalo fale$nou inhibici ve vysi
47 % Bo pri citlivosti stanoveni 25 pg. V nami zkouSeném stanoveni
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I. Vysledky screeningového vysetreni néktervch druhd potravin na obsah ochra-
toxinu A radioimunologickou (RIA) metodou (vzorky pochazeji z obchodni sité
v Brné — rok 1986) — The results of a screening control of some kinds of fcods
for the content of ochratoxin A by the radioimmunological assay (RIA). The
samples were taken from the Brno retail network in 1986

Pocet Prumérny obsah Maximiélni obsah

‘ Drui vzorku vzorkti | OCHA v i kg ' | OCHA v 1o kg 1

Krupice détska 4 2,0 2.0

Kukufi¢na Inka 3 2,8 3.4

Ovesné vlocky 3 5,0 5,2
f Babovka - smés 3 2.0 2,0
|  Domici chléb - smés 3 10,2 13.0 {
’ Kroupy 3 = 2,0 253 |
‘ PSeni¢na mouka 4 2,0 ‘ 2,0
| Strouhanka 4 2,0 1 20 l

Poznamka: Hodnoty vyssdi nez 5 ng.kg ! byly potvrzeny TLC

prichdzi v praxi v dvahu — jako nejnizgi kontrolovana uroven — 5 ug
OCHA .kg ! (= NPX pro detskou vyzivu). Tato troveil odpovida ve
stanoveni 25 pg, coz v prameéru predstavuje 40Y% inhibici Bo. Vysledky
ziskané pri screeningovém RIA stanoveni jsme koatrolovali semikvanti-
tativné pomoci chromatogratie v tenké vrstve silikageln (Kusdak aj.,
1980). Vzhledem k pouzitému zpasobu ciSténi vzork( vSak prakticka citli-
vost této metody nedovolovala spolehlivé semikvantitativni stanoveni
kKoncentraci pod 5 g OCHA na kilogram vzorku. U vysSetfovanych vzorkl
typu cereadlil jsme nezjistili takovou aroven intericrence ve stanoveni po-
stupem RIA, jeZ by ovlivnila platnost vysiedkii screeningu na trovni
5 ug OCHA . kg~!. Z praktického hlediska proto povazujeme mozrou chy-
bu za pfijatelnou.

V tab. I uvadime vysledky screeningového RIA stanoveni OCHA
v nekterych druzich potravin. VSech 27 vySetrovanych vzorkil potravin
vyhovélo NPK pro potraviny obecne. Kromé smeési na vyrobu domaciho
chleba vyhovély vysledky i poZadavkiim NPK pro détskou vyzivu. V tab.
II jsou shrinuty vysledky screeningového vysSetfeni nékterych druhl
krmiv pochdazejicich z misiren krmiv. Z celkového poctu 23 vzorki ne-
prevysil hranici 20 «g OCHA .kg ! ani jeden, coz lze povazovai za
priznivy vysledek. Pokusné jsme vys$etfili i nékteré druhy krmiv ZivocCis-
ného pavodu. Tab. III uva&di vysledky vySetieni. Stanovené hodnoty jsou
v porovndni s ostatnimi vySetfovanymi vzorky vyssi, zejména u vzorki
s vysokym podilem bilkovin. Chromatografie v tenké vrstvé nepotvrdila
zjiSténou miru kontaminace. Z analyzy vysledki RIA stanoveni vyplynu-
lo, Ze ani v jednom z pripadl se priikazné nezvysila troveli nespecifické
vazby (NSB) vzorkl. Zavér tedy svedci o interferujicich latkédch v ex-
traktu nebo i o nepresnosti chromatografické metody, jez je urcena ke
kontrole rostlinnych substrati. Abychom objasnili vliv bilkovin na uve-
deny postup RIA stanoveni OCHA, udélali jsme nasledujici pokus.

Je znadmo, Ze bilkoviny typu albuminu maji ve vztahu k OCHA tzv.
nosicovy efekt, coZ znamena moZnost vazby OCHA na bilkoviny {Pest-
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[I. Vysledky screeningového vysSetfeni nékterych druht krmiv na obsah ochra-
toxinu A radioimunologickocu (RIA) metodou (vzorky pochazeji z misiren krmiv
v oblasti Ceskomoravské vrchoviny — rok 1986) — The results of a screening
control of some kinds of feeds for ochratoxin A content by the radioimmunological
assay (RIA). The samples came from the feed-processing plants in the Bohemian-
-Moravian Uplands — year 1986

| 1
Db sk | Pocet ! Pramérny obsah Maxirmalni obsah |
o vzorki OCHA v ug.kg ! OCHA v g kg ! |

Smés BR ! 1 8.4

Smés Al 2 4.4 6,6 |
Soja 2 ‘ 2,5 4.0 "
Hrach 1 3.8

Ususky 1 11,6

Otrudy 2 7,0 10,4

Smés A3 1 8,8

Pfisady tvpu MVK R 11.7 17,5

Jecmen 3 552 0,5

Smids COS 2 5,4 58

Srot - 30ja 1 6,5

Srot - fepka 1 24 |

Srot - je¢men 1 3,2

(8]

Srot - penice 5.2 8.1

Poznamka: Hodnoty vyssi aes 5 pg kg ' byly potvrzeny TLC, mimo vzorku ususku, v némz
byla pii TLC prokazana nizii hiadina OCHA (nejednalo se o cerealii)

ka aj, 1981). Pro pokus jsme zvolili tii druhy albumintt — bovinni,
humanni a vajecny. jiz z obdobi pripravy specifickych protilatek jsme
vedali, Zze mize dochdzet K reakcei specifické protilatky a BSA (zjiSténo
Ouchterlonyhc imunodifiizni metodou v kombinaci s RIA}. V pokuse
jsme pridavali do prostredi RIA reakce urcCité mnozstvi albuminu a sle-
dovali jsme jeho vliv na velikost Bo a NSB. Vysledek byl norovnan

I11. Cbsah ochratoxinu A zjiftény screeningovou radioimunologickou (RIA) metodou
v krmivech Zivo¢isného puvodu (vzorky pochazeji z misiren krmiv v oblasti Cesko-

moravské vichoviny — rok 1986) — The content of ochratoxin A determined by
radioimmunological (RIA) screening in the feeds of animal origin. The samples
came from the feed-processing plants in the Bohemian-Moravian Uplands — year
1986 -
T
Disih ki | Pocet ’ Pramérny obsah : Vvsledek TLC
2 i vzorkii | OCHAvug.kg ' | kontroly

Iosini moucka nevyklizena 1 33,6 | 20

Perokostni mouch» 1 10,4 20

Kostni vyvar i 10,5 20

Bilkoviany kenceatrat Bix § 1 31,9 20

Bilkovinny konczntrat EK 2 1 35,3 =20

(
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809 1. Vliv pridavku bovin-
niho (BSA). humanniho
% T (HSA) a vaje¢ného
(EGA) albuminu na RIA
stanoveni ochratoxinu A
(OCHA) — The effect of
addition of the bovine
(BSA), human (HSA)
and egg (EGA) albumin
in RIA establishment of

/0' ochratoxin A (OCHA)

o” 8, kontrola
*__-usi:t#
40-{ :_":":r;?é_._‘_,_.—-——'— B
o
|
| interval
} ED 85-15%
.- |
= P
.\
N
——_ _ g S - —
Wi N\
\“\\ .\ . .
— \\;\\ NSB kontrola
s .
0~ ~
2 L LN
0,125 0500 2,000

A =
mg albuminu 1Iml reakéniho roztoku

—e— nulovy standard bovinniho calbuminu By BSA
—a— nulovy standard bovinnho albuminu By HSA
++x++— nulovy standard bovinniho albuminu B, EGA
-—-e—-- By BSA korigovany

-—-&-- By HSA korigovany

—-x%-— Bg EGA korigovany

—o—— NSB'BSA nespeci‘ickd vazba bovinniho albuminu
—O0— NSB HSA nespecifickd vazba humanniho albuminu

—»—— NSB EGA nespecificka vazba vaje¢ného albuminu

s kontrolou bez pridavku albuminu. Vysledky jsou patrné z obr. 1. Pokud
by pridany albumin nerusil pouZité stanoveni (separace aktivnim uhlim]},
bude pribéh jeho zdavislosti vazby Bo a NSB na velikosti pridavku albu-
minu totozny s kontrolou nebo v pripadé castecného ruSeni v intervalu
Bo — ED 85% (Bo albuminu) a NSB — ED 15% (NSB albuminu). Pokud
neni uvedend podminka splnéna, ovliviiuje pridavek albuminu RIA
reakci vyrazné, coz miZe vést k chybnému zavéru screeningového RIA
stanoveni. Z obr. 1 je patrné, Ze podmince vyhovuje pouze vajecny albu-
min (pro dany rozsah koncentraci!). BSA i HSA v danych koncentracich
vysledky stanoveni vyrazné& ovliviiuji. Hodnota Bo i NSB se zvySuje v za-
vislosti na zvySujici se koncentraci albuminu v reakci. 1%[-ochratoxin
se tedy vaZe na albumin a ten tak imituje specifickou protilatku. Za ur-
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¢itych okolnosti se tento nosicovy efekt d4 korigovat prepoCtem zjiSténé
vazby vzorku na uroven nespecifické vazby kalibracni kFivky podle
vztahu:

B\'7.kr)|'i.u = B\L + NSB — NSBV/.A
kde: Buzkorg — korigovana hodnota vazby vzorku
Bz — zjisténa hodnota vazby vzorku
NSB — nespecificka vazba standarda kalibraéni krivky
NSB.,, — nespecificka vazba vzorku

Korekce by byla uc¢innda pouze tehdy, jestliZe by korigovana hod-
nota vazby Bo albuminu vyhovovala vy$e definované podmince (tj. od-
povidala by kontrolnim hodnotam Bo nebo se jim bliZila). Provedeme-li
korekci, zjistime jak u BSA, tak u HSA odliSny pribéh zavislosti, vzda-
lené pripominajici pribéh kalibracni kfivky RIA stanoveni (obr. 1). Pri
korekci by tedy jak BSA, tak HSA imitoval pozitivni vzorek. ]JiZ kon-
centracce 0,125 % BSA nebo HSA v reakci RIA vede po korekci k inhi-
bici vetsi nez 50% vazby Bo. Zjisténa fakta potvrzuji pfedpoklad, Ze dané
RIA stanoveni neni vhodné pro primé vySetfovani biologickych tekutin.

Pri naSem postupu pripravy vzorku pro stanoveni jsme vSak pouZili
extrakci do organického rozpousStédla — metanolu. To by mélo branit
extrakci bilkovin ze vzorku, ale pouze za podminky, Ze je vzorek suchy!
Tuto skuteCnost jsme si oveérili pokusem se zvlhc¢ovanim suchého vzorku
cerealii s pridavkem 0,2 % BSA. Spektralnim meéFenim pFi 280 nm jsme
zjistili, Ze jiz pFi 10% zvlhceni se vyrazné zvySuje podil BSA v extraktu.
Proto tento postup neni vhodny pro vlhké vzorky. V téchto pfiipa-
dech bude potfebné postup pripravy jeSté doplnit o jednoduchou Cistici
proceduru kombinovanou s pouzitim detergentii, jak uvadéji napt. Pest -
ka aj. (1981) nebo Morgan aj. (1983).

Prestoze nelze zcela vyloucit interferenci necistot vzorkd v oblasti
stanoveni velmi nizkych koncentraci OCHA (okolo 2 ug . kg~1), povazuje-
me navrzeny zpisob screeningové kontroly obsahu OCHA v rostlinnych
substratech typu ceredlii za vyhovujici. V daném usporadani je stano-
veni prikladem vyhledavaci metody pii kontrole rozsahlych soubori
vzork(. Je vhodné napf. pro plosny priizkum trovné Kontaminace po-
travin a krmiv rostlinného, ceredlniho ptvodu, OCHA. Zabezpecuje, pfi
nizkych nakladech na vySetfeni, spolehlivy zachyt vzorkti kontamino-
vanych OCHA jiz na turovni 5 ug.kg™!. Je-li vysledek screeningového
RIA stanoveni negativni (vzhledem k NPK), nemusime vzorek dal vy-
Setfovat. Je-li pozitivni, je vhodné ovéFit zjist&nou troveli kontaminace
jinou metodou, napfr. fyzikdlnéchemickou, nebo extrakt vzorku Cd¢istit
a opakovat RIA stanoveni.
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PYNPUX, N. — NUCKAU, A. — MANA, V. (MHCTUTYT TUIHEHB M ONUACMUONOT MK, BpHO;
BerepuHaphbin uuctutyr, Bpho): Ucnonb3oranme paanonMMyHONOMMUECKOr0 YCTAHOBASHUS
MHUKOTOKCHHA OXPATOKCHH A ANA CKPUHWHIOBOTO KOHTPOMA NPOAYKTOB NUTaHUS N KOPMOB
PACTHTENLHOrO NPOUCXOXAGHWUS — TuUna 3epHoruix. Veter. NMed, (Praha), 33 1988 (3) :
: 155173,

Bboira nposepeHa BO3MOXHOCTb NPOCTOrO NPUIrOTOBRIEHUs O6pPa3noB 1POAYKTOR NUTAHUS
4 KOPMOB PpACTUTE/NbHOTO MPOUCXOKAECHM: BO BDEMA PAAMOUMMYHO/NIOTMUCCKOrC  YCTa-
HOBNEHWA oxpaTokcuHa A. Bcex 27 obcnepyembix 06pa3ioB NPOAYKTOR MUTGHIG OTECUYENU
rMrMEHUUECKUM NpaBUnam ANa NPOAYKTOR Nutarug B obiuem (NPK — oxpartokcur A wmr kr),
TOUHO Tak xXe, Kak u BCe 23 odpa3ua wuccneaycMmbix Kopmoe [lpeanoxeHHbii mMerca noa-
rOTOBKM 06pa3uoB He SBNRETCA NOAXOASUMM Ans OGCACAOLIHMA NPOAYKTOR (IMTaHUi AW
BOTHOro npOMCXO)KﬂeHMﬂ, TaK KakK He MUCK/KUu-Ha BO3MOXHOCTDL I1I|T(‘,p(T)(‘.p(H|I[MH HCKOTOPRbBIX
6enkos (anbGyMuH).

nNoAroToBKa 06pa3yor; pagMoOUMMYyHHONoryueckoe Yyoradornerue (RIA) rurmenuueckue
npasuna

RUPRICH, J. — PISKAC., A. — MALA. J (Institute of Hygiene and Epicemiology.
Brno; University of Veterinary Medicine, Brno): Using the Radioimmunological
Assay of the Ochratoxin A Muycotoxin for the Screening Control of Cereal-Type
F'oods and Feeds of Plant Origin. Veter. Med. (Praha). 33. 1988 (3) : 165-173.

Trials were conducted to verify a simple procedure of preparing food and feed
samples of plant origin for the radioimmunological assay of ochratoxin A. All
27 food samples subjected to testing met the general hygienic regulations for foods
(NPK — ochratoxin A 20 ug.kg-!), and so did all 23 samples of the tested feeds.
The proposed method of sample preparation is not suitable for the examination of
animal-origin foods because some proteins (albumin) might interfere.

sample preparation; radioimmunological assay (RIA); hygienic regulations
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RUPRICH, J. — PISKAC, A. — MALA, J. (Institut fiir Hygiene und Epidemio-
logie, Brno; Veterindrmedizinische Hochschule, Brno): Anwendung der radioimmu-
nologischen Bestimmung von Mykotoxin Ochratoxin A zur Screening-Kontrolle der
Lebens- und Futtermittel pflanzlicher Herkunft vom Getreidetyp. Veter. Med. (Pra-
ha). 33, 1988 (3) : 165-173.

Es wurde die Moglichkeit zu einer einfachen Vorbereitung der Lebens- und
Futtermittel pflanzlicher Herkunft bei der radioimmunologischen Bestimmung von
Ochratoxin A Uberpruft. Alle 27 untersuchten Proben entsprachen den festgelegten
hygienischen Vorschriften fiir Lebensmittel insgesamt und im allgemeinen (NPK —
Ochratoxin A 20 wg.kg !), genauso wie die 23 untersuchten Futtermittelproben.
Die vorgeschlagene Vorbereitung der einzelnen Proben ist fiir die Untersuchung
der tierischen Lebensmittel keineswegs geeignet, weil die Interferenz einiger Pro-
teine (Albumin) nicht auszuschliessen ist.

Probenvorbereitung; radioimmunologische Bestimmung (RIA); hygienische Vor-
schriften
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REZIDUA CHLOROVANYCH PESTICIDU A POLYCHLOROVANYCH
BIFENYLU VE VEPROVEM MASE A SUNKACH V MINULYCH
LETECH A V SOUCASNOSTI

F. Kredl, J. Svobodnik

KREDL, F. — SVOBODNIK, J. (Statni veterinarni ustav, Jihlava): Rezidua
chlorovanych pesticidic a polychlorouanych bifenyli ve vepfovém mase a Sun-
kach v minulych letech a v soucasnosti. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :
175-184.

Na obsah rezidui chlorovanych pesticida a polychlérovanych bifenyld (PCB)
bylo v roce 1986 vysetreno metodou plynové chromatografie s EC detektorem
682 vzorku Sunek a 926 vzorku veprového masa, pochazejicich prevazné z ex-
porinich zavodi masného prumyslu. Tolerance rezidui chléorovanych pesticidu
byla v temto roce prekrocena u 04", Sunek a u 0,3°, veprového masa. Limit
PCB navrhovany pro veprové maso (1,0 mg . kg-! tuku) piekrocilo 0.7", Sunek
a 08", vzorkGi veproveho masa. coz znac¢i znac¢né snizeni rezidui PCB proti
roku 1983, kdy tuto hranici prekroc¢ilo 7,0, Sunek a 6,2", vzorki veptrového
masa. Toto snizeni vyplyva ze skute¢nosti, ze u nas byla vyroba PCB zasta-
vena, ze bylo omezeno jejich pouzivani a zZe osoby pracujici s pripravky ob-
sahujicimi PCB byli lépe informovani o jejich perzistenci, problémech rezidui
atd. Maso divokych prasat je kontaminovanéj§i nez maso prasat domacich
z velkochovu., Tyka se to zejmena rezidui sumy DDT (127", vzorki masa
divocaku prekrocilo limit 2.0 mg.kg ! tuku), ale i rezidui HCB, lindanu
a PCB. U posledné jmenovanych chlorovanych uhlovodika vsak nebyl ani
v jednom pripadé povoleny limit prekroéen. Omezené pouzivani chlérovanych
pesticidu a PCB se promita v rychlejsim poklesu hladin rezidui téchto latek
u domacich prasat nez u prasat divokych.

nejvyssi povolend mnozstvi rezidui; maso divokych prasat

Divodem pro Siroké pouzivani chlorovanych pesticidd v zemeédél-
stvi v minulych letech byla jejich Gcinnost a snadnost jejich vSestranné
aplikace. Teprve pozdéji poznané negativni uCinky na Zivotni prostredi,
problém rezidui a Casto sniZujici se tucCinnost a tim i nutnost zvySovat
davky ucinné latky zplsobily, Ze jejich pouZivani zacCalo byt v jednotli-
vych zemich omezovano a pozdéji i zakdzano. Tak u nas byl v roce
1974 vyfazen z pouzivani insekticid DDT a v roce 1978 fungicid HCB. Na
druhé strané lindan (y-HCH) a endosulfan se k ochrané pred S$ktdci
v omezeném rozsahu pouzivaji i nadale.

Ke skupiné chlorovanych pesticidi se Fadi polychlérované bifenyly
(PCB), které svym chemickym sloZenim rovnéZ patfi mezi chlérované
uhlovodiky, nepouZivaji se vSak proti Skidcim, ale patfi mezi primyslo-
vé polutanty. Pivodné velmi Siroké pouZiti PCB v riiznych pramyslovych
odvétvich je v mnoha zemich, i u n4s, silné omezeno a rovnéZ vyroba
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¢s. komercnich smési PCB s nazvem Delor byla zacatkem roku 1984 za-
stavena. Davodem pro toto omezeni byla extrémné vysokd chemicka
odolnost PCB a jejich velmi nesnadné biologické odbouravani, jakoz
i tendence kumulovat se v tukovych tkanich.

V predlozené praci jsou shrnuty a zhodnoceny vysledky stanoveni
rezidui chlérovanych pesticidi a PCB ve vzorcich Sunek a vepfového
masa, zasilanych na SVU Jihlava na vy3etfeni veterinarné hygienickou
sluZbou prevazné z exportnich zavodt masného primysiu v roce 1986.
Tyto vysledky jsou porovnéany s vysledky zjisStenymi od roku 1971 a dale
s navrhem Smérnic MZd. CSR, kterymi se dopliuji a upiesiiuji Smérnice
¢. 50 MZd. CSR z roku 1978.

Jsou zde srovnany i vysledky vySetfeni masa domacich prasat z vel-
kochovil z okresu JindrFichtiv Hradec s vySetfenimi masa divocaki (cCer-
né zvere), ulovenych v sousediciim okrese Jihlava.

Stanovenim hladin rezidui chlorovanych pesticidit v potravinach
a v Zivotnim prostfedi v CSSR se zabyvali rizni autofi. Udajii o reziduich
chlérovanych uhlovodikii v mase a v masnych vyrobcich je vSak méne.
VétSina star8ich praci, zhruba do roku 1980, ale i nekteré prdace no-
véjSi si vSimaji pouze rezidui chlorovanych pesticidii a tdaje o rezi-
duich PCB chybéji (Kredl a Breyl, 1980; Bartonicek, 1981;
Mikulik a VaAvrova, 1983; Bartonicek aj., 1984).

Od pocatku 80. let ziskala na dulezitosti otazka rezidui PCB v po-
travindch a v Zivotnim prostredi. V poslednim obdobi udAavaji autofi
vedle hladin rezidui chlorovanych vesticidi i hladiny PCB a vetSina
z nich konstatuie, Ze rezidua PCB se vyskvtuji témeér ve vSech potra-
vindch a surovindch Zivocisného pivodu (Vavrovd, 1983; Breyl
a Kredl, 1983; Kredl aj, 1984; Mikulik a Vavrova, 1985).

Otazkou rezidui chlérovanych pesticidit a PCB v orgianech a tkdnich
lovnych a volné Zijicich zviral se u nas zabyvali Kredl a Brey]l
(1981), ale neuvadeji hladiny rezidui v mase divokych prasat.

Ze zahraniCnich autord konstatovali Stojanovic¢ aj. (1983), Ze
v NSR je maso volné Zijicich zvifat rezidui chlorovanych pesticidii a PCB
vcelku zatiZeno vice nez maso zvirat domacich.

Nejvy$8i povolend mnozstvi rezidui chlorovanych pesticidi prekra-
Cuje v NSR u cerné zvére 7,3 % vysetfenych vzorkdi (Frese aj., 1978).

Tab. I udava pftiklady nejvySe pripustnych mnoZstvi rezidui chléro-
vanych uhlovodikd v mase v néktervch statech.

MATERIAL A METODY

VySetrovanym materialem byly vzorky veprového masa a Sunek zasilané
exportnimi zavody masného pramyslu z celé CSR na zjisténi hladin rezidui cizo-
rodych latek pred odeslanim zasilek do zahrani¢i. Slo predevsim o exportni maso-
kombinaty Studena a Plana nad LuZnici.

V roce 1985 a 1986 jsme vysetrovali vzorky masa divokych prasat ruznych
hmotnostnich a vékovych kategorii, ulovenych na uzemi okresu Jihlava.

K izolaci rezidui chlérovanych pesticida z biologického materiilu a k ¢istéeni
extraktl jsme v letech 1971 az 1974 pouzili metody, kterou uvedli Szokolay aj.
(1970), v dalSich letech metody. kterou popsali Hruska a Kocianova (1974)
s rozSifenim na rezidua PCB podle Kredla a Breyla (1984). Princip izolace
rezidui spoéiva v extrakci tuku ze vzorku spoleéné s rezidui lipofilnich pesticida
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I. Maximalni

limity rezidui

chlérovanych pesticidi v mase v ruznych zemich

(v. mg.kg-! tuku) — The maximum limits of chlorinated pesticide residues in
meat permitted in various countries (mg per kg fat)
i |
| Pesticid CSSR (ndvrh) USA NSR EHS
f 1987 1986 1982 od 1988
HCB 05 | 0,5 0,5 05 |
Izoméry HCH 03 | 0,3 03 | 03 a-02
| f—0,1
! —— —_— —_—
Lindan 2,0 hovézi 2.0 2,0
konské
| skopové 7,0
drabezi 0,7 | drabezi drabezi 0,7 |
| vepiové 4,0 zvéfina 0,7 |
A~ % __} | ’
X DDT 1,0 5,0 3,0 ! 1,0
PCB veprové 1,0 ’ 3,0 ~ -
hovézi 1,5 i | ‘
dribezi 1,5 1 i ﬁ
P S, et R e eme— SRR RS
Heptachlor, " ‘
heptachlorepoxid ’ 0,3 0,2 I 0,2
— ey e —— ‘ e, e e
Aldrin a dieldrin | | '
spole¢né jako ‘
dieldrin 0,2* 0,3 0:2 0,2
B . I — V. S
Endosulfan
a metabol. 0,2
Endrin ‘ 0,2
Metoxychlér | 3,0 30 |
N S R RS (5  SEO——
Chlordan I ‘ 0,3 | 0,05
* - dovazené maso
a PCB smési aceton-petroléler a v odstranéni tuku a koextrahovanych zneéisténin

na sloupci florisilu.

Pro analyzy byl pouzit od roku 1970 plynovy chromatograf Varian Aerograph
model 1740 s detektorem elektronového zachytu, od roku 1976 i plynovy chroma-
tograf Varian Aerograph 2740. V pozdéjSich letech se analyzy délaly na pristrojich
Hewlett Packard 5730A a Hewlett Packard 5880A, vidy s detektorem elektrono-
vého zachytu. Sklenéné kolony o délce pét stop (152 c¢m) s naplni 1,5, OV-17 +
+ 1.95%, QF-1 na Chromosorbu W, 80 100 mesh a tytéz kolony s naplni 10", OV-101
na Gas Chrom Q 80 100 mesh.

Bylo pouzito metody absolutni kalibrace. Standardy chlérovanych pesticidu
pochazely od fy Polyscience Corporation, Illinois, USA. Jako standard PCB byl
pouzit Aroclor 1260 od fy Supelco Inc., USA.
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.1
(mg-kg") mg-kg')
028, ° HCB \3: ¢ DOT
e
\ — veprové maso
0154 X ~~—Sunka
0104 0501
005+
9N 19% 1977 1980 1983 1986 971 19% 1977 1980 1983 1986
(mg ' HCH et PCB
azoy - ¢ YHC 107
\
015
010 0,501
0,054 ~
R e .
19171 1674 19'77 19'50 19:&3 1986 1983 1984 1985 'h'}gﬁ

1. Prumérné hladiny rezidui chlérovanych pesticida a polychlérovanych bifenylu

v letech 1971

az 1986 — The average contents of the residues of chlorinated

pesticides and polychlorinated biphenyls recorded in 1971 to 1986

mg kg"I tuku
0.84 4

0.82 1
0.80 1
0.78 :
0,225[’
0.20 1
0,18 4
0.16 4
0,14 A
0,12 4
0,10 1
0,08 4
0.06 A
0, 04 A
0.02 -
0.00 Y

1

|1

o3 =
HCB HCH HCH €DDT PCB
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2. Prumérné hladiny rezidui chldérova-
nych uhlovodiki v mase divokych pra-
sat a prasat domacich z velkochov,
vySetrenych v letech 1985 a 1986 — The
average contents of the residues of
chlorinated carbohydrates in the meat
of wild boars and in the meat of
domestic pigs kept in large herds and
examined in 1985 and 1986

] prasata divoka n = 79
(O] prasata domaci n = 746
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I1. Prehled vysledk( vySetreni vzorkt Sunek a veprového masa, analyzovanych v roce 1986 — A survey of the results of the
examination of ham and pork samples analyzed in 1986

|

mg.kg ! tuku | Do33°, limitu | 34—100 % limitu | Nad limit
Latka Vzorek n 7 et — — ‘ —
prumér ’ min. max. limit pocet [ pocet | ’ pocet [ Y
| hep | Sunka 682 | 0,030 neg. 0,535 0,5 676 | 99,1 i 5 0,7 1 | o2
’ 1 veprové maso ‘ 926 0,017 neg. 0,410 0,5 922 99,6 | 4 0,4 0 0
| a - B Sunka 682 0,022 neg. 0,426 0,3 668 97,9 { 13 | 1,9 1 | 0,2
. ~HCH | yepiové maso 926 1 0,019 neg. 0,300 0,3 906 97,8 i 20 | 22 o |0
|— e — — — B =it
| s $unka 682 | 0,037 neg. 1,733 20 | 673 987 | 9 | 1,3 o | o
Lindan ‘ ‘ \ \ [ ‘
! vepiové maso 926 | 0,035 | neg. 2,421 | 2,0 | 921 99,5 | 0,2 0,3 |
| | | | | | |
s ppT | Sunka 682 ‘ 0,036 neg. 0219 | 20 1 682 | 1000 | 0 0 0 \ 0 ;
vepiové maso 926 | 0,059 | neg. 0,309 % 20 | 926 | 100,0 | 0 0o | 0
| | { | |
- $unka 682 I 0,075 |  neg. 1,455 | 3,0 677 99,3 ’ 0,7 0 0 |
veprové maso 926 ! 0,107 | neg. l 2,623 3,0 919 99,2 I 0,8 0 ( 0 i
| Vysledky analyz rezidui PCB v roce 1983 (v mg.kg ! tuku) |
PCB $unka 388 0,381 } stopy | 20,075 3,0 361 93,0 [ 17 43 | 10 27 |
veprové maso 452 0,429 stopy 17,200 3,0 424 93,8 l 13 2,8 ] 15 3,4




VYSLEDKY

Prehled praimérnych hladin rezidui chléorovanych uhlovodikl ve
vepFfovém mase a Sunkadch pochéazejicich z uzemi CSR v triletych inter-
valech let 1971 aZ 1986 udava obr. 1.

Prehled vysledkd vySetreni vzorkli vepfového masa a Sunek analy-
zovanych na SVU Jihlava v roce 1986 je v tab. II. Pro srovndani jsou zde
uvedeny i vysledky analyzy rezidui PCB z roku 1983.

V obr. 2 jsou zndzornény prumeérné hladiny rezidui chlorovanych
uhlovodikl ve vzorcich masa divokych prasat ulovenych na tzemi okre-
su Jihlava spolu s primérnymi hladinami rezidui nalezenymi ve stejném
obdobi ve vzorcich veprového masa domacich prasat z nasdvaci oblasti
masokombindtu ve Studené [(okres JindFichiiv Hradec, ktery sousedi
s okresem Jihlava).

DISKUSE

Statni veterinarni ustav v Jihlavé se zabyva sledovanim hladin re-
zidui chlérovanych pesticidd v potravinach jiz od roku 1971. Od pocatku
80. let jsou stanovovana i rezidua PCB. V poslednich letech podstatne
stoupl poclet vySetfovanych vzorkit masa a masnych vyrobki (Sunek)
v souvislosti s poZzadavky exportu.

Z obr. 1 je ve sledovaném obdobi patrny celkovy ubytek rezidui
YDDT, dale zvy$ovani rezidui HCB s kulminaci v roce 1980 a s nasled-
nym poklesem, nevyrazné kolisdni hladin lindanu a pomeérné vysoke
zjisténé hladiny PCB po zahdjeni jejich sledovani pocatkem 80. let s vy-
raznym poklesem v dal$im obdobi. Prud$i pokles hladin rezidui PCB
u Sunek, patrny z obr. 1, ve srovnani s priamérnymi hladinami teéchto
rezidui u veprového masa je ovlivnén tim, ze vzorky vepfového masa
presahujici hladinu wvezidui PCB = 1,0 mg.kg ! tuku byly vyloucany
z vyroby sunek a naopak, pfi zvySenych nalezech rezidui ve veproveém
mase byly odebrany dalSi kontrolni vzorky z téZze dennl porazky.

Obr. 1 v podstateé odrazi ucinnost jednotlivych legislativnich opatreni
omezujicich pouzivani jednotlivych chlorovanych pesticidi ve sledo-
vaném obdobi, tj. omezeni pouZivani DDT pocdtkem 70. let az do jeho
uplného vylouceni v roce 1974, vylouceni piipravkil s HCR z uZzivani
v roce 1978, kolisani hladin lindanu, ktery nema velkou tendenci ke kKu-
mulovani a je pouZivan stdle omezenéji, i snizeni nramérnych hladin re-
zidui pramyslového polutantu PCB po zdkazu jeho vyroby pocatkem
roku 1984. |

Soutasnou situaci na tdseku rezidui chlérovanych pesticidi a PCB
ve vepfovém mase a v Sunkach odraZi tab. II. Nejvy3si pfipustnd mnoz-
stvi uvedend v této tabulce pro lindan a DDT bhyla pfevzata ze Smeér-
nic ¢. 50/78.; pro chlérované uhlovodiky, jejichZ tolerance tam neni
uvedena, tj. pro HCB, « + g-HCH a pro PCB, jsme limity prevzali z pred-
pist USA, kam sméfuje export vétSiny ndami vysetfenych vzorkd.

Z tab. II je zFejmé, Ze v roce 1986 byly tolerance rezidui nami sledo-
vanych chlérovanych pesticidi a PCB prekroceny pouze v nizkém pro-
centu vySetfenych vzorkt (celkem u 0,4 % Sunek a u 0,3 % vepFového
masa). Poté3itelné je, Ze se ani v jednom pfFipad¢ nejednalo o rezidua
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PCB, ktera jsou v poslednich letech nejintenzivnéji sledovana. Ve srov-
nani s ndlezy rezidui v roce 1983 znamenaji primérné hladiny rezidui
PCB v roce 1986 pokles zhruba o 80 % u Sunek a o 75 % u veprového
masa. Souvisi to jednak se zastavenim vyroby smeési polychlorovanych
bifenylti (Delori) u nds v roce 1984, jednak s omezenym pouZivanim
natérovych materidl obsahujicich PCB v potravinafském a krmivarském
pramyslu. Prispela k tomu i celkova lepsi informovanost osob pracuji-
cich s PCB o jejich perzistenci, o problémech rezidui atd.

V navrhu Smérnic MZd. CSR, kterymi se dopliiuji a upfesiiuji Smér-
nice ¢. 50 MZd. CSR/78, je pro vepfové maso uvedena hodnota 1,0 mg .
. kg1 tuku, zatimco v tah. II jsme vychédzeli z hodnoty 3,0 mg.kg !
tuku, platné v USA. Jak je zrejmé z této tabulky, navrhovany limit
1,0 mg PCB.kg~! tuku by v roce 1986 prekrocilo pouze 0,7 % Sunek
a 0,8 % vzorkl vepfového masa. Lze tedy povaZovat navrhované nejvys-
S1 mnoZstvi rezidui PCB na hladiné 1,0 mg.kg ! tuku za priméfené.

Porovname-li hladiny rezidui sledovanych latek v mase divokych
prasat s vysledky vySetreni vzorkd prasat domacich, lze konstatovat, Ze
vzorky odebrané z divokych prasat jsou kontaminovanéj$i. Tento nalez
odpovida situaci u lovné zvefe v NSR, jak ji zhodnotili Stojanovic¢
aj. (1983), ktefi rovnéZ uvadeji, Ze maso volné zijicich zvifat je rezidui
chlorovanych pesticidd a PCB zatiZzeno vice neZ maso zvirat domacich.

Nami zjiSténé pramerné hladiny rezidui u divokych prasat jsou
u HCB 7,7 X, u lindanu 1,3X, u YDDT 12,55X a u PCB 1,4X vyS$§i nez
jsou primérné hladiny rezidui nalezené u prasat domacich, pochéazejicich
z velkochovil z priblizné stejné oblasti. Pouze primérné hladiny rezidui
@ + -HCH byly mirné vys$si u prasat domacich (1,2 X ).

Omezené pouzivani chlorovanych pesticidi a PCB se v poklesu
hladin rezidui téchto latek u domacich zvitat promita rychleji nez u zvi-
Fat volné zZijicich. Lze to vysvétlit perzistenci téchto latek v prirode,
kde volné Zijicl zvifata Ziji a kde jsou, i kdyZ ve stédle sniZujici se mife,
vystavena moznosti kontaminace.

Ukazuje to i priklad rezidui YDDT: zjistili jsme, ze 12,7 % vzorkl po-
chézejicich z divokych prasat prekrocilo nejvySSi povolené mnozstvi
2,0 mg YDDT . kg1 tuku. Je to zjisténi dosti prekvapujici, protoZe plo$né
pouzivani DDT bylo u nas zastaveno jiz v roce 1974. Je ovSem znamo,
Ze rezidua DDT perzistuji v prostfedi mnoho let (Wolf, 1983). Kromeé
DDT jsou u divokych prasat hladiny vSech ostatnich rezidui chléro-
varych uhlovodiki v povolenych limitech. Pokud bychom nalezené hla-
diny rezidui YDDT u divokvch prasat posuzovali z hlediska toleranci USA
(5,0 mg . kg™!), vyhovovaly by vSechny vzorky, z hlediska toleranci NSR
(3,0 mg . kg~!) by nevyhovoval pouze jeden vzorek (1,3 %).

je zrejmé, Ze ptes pozitivni tendenci ke sniZovani primérnych hla-
din rezidui chlérovanych pesticidi a PCB ve vySetfovanych vzorcich by
bylo predcCasné povazovat jejich sledovdni v potravinidch vSeobecné za
pfekonané a zbytecné.
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Doslo dne 1. 6. 1987

KPEAN, ®. — CBOBOAHMK, f. (FocyaapCrseHHblit BETEPUHAPHbIA UHCTWUTYT, Murnasa):
OcrvaTku XNOPUPOBAHHLIX NECTUUUAOB W NONUXNOPHPOBAHHLIX GUOMEHUNOB B CBUHUHE
W BeTUMHe 3a nochiegHue rogbl M B Hactosiwee Bpems. Veter. Med. (Praha), 33, 1988
(3) :175-184.

Ha copgepxaHue xNOpUPOBaAHHbIX NECTUUMAOB WM NOANXNOPUPOBaHHLIX GudeHunos (PCB)
6bino0 B8 1986 roay uccneposaHo npu nomouiu mMeToaa ra3oBow xpomartorpadhuum ¢ EC pe-
TekTopoM 682 o6pa3ua BeTuuHbl U 926 06pa3yoB CBUHWHLI, NPOUCXOASUIUX B GONbLIMHCTBE
CNyyaeB M3 3KCNOPTHbIX 3aBOAOB MSACHOW NPOMbLILNEHHOCTU. TONEPAHTHOCTL OCTATKOB XNO-
PUPOBaHHLIX NECTUUMAOB Gbina B 3TOM oAy NpPEBbIEHA Y 0,4° Betunnbl u y 0,39, ceu-
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HuHbl.  /lumut PCB npeagnaraembid  ana ceBuHuHbl (1,0 Mr kr xupa) npesbicuno 0,7 9
BeTuuHbl U 0,8", nNpo6 CBUHMHLI, 4YTO O3HauaeT 3HAUUTENbLHOC CHUxeHMe ocTtatkoB PCB
B oTnuume or 1983 ropa, koraa a3ty rpaHuuyy npesbicuno 7,0, setumHbr u 6,29, npo6
CBUHUHbLI. 3TO CHUXEHWe BbLITEKAET M3 AEWCTBUTENbHOCTMU, UTO Y Hac npoussosctso PCB
6bIN0 OCTAaHOBNEHO, UTO 6bIN0 OrPaHUUEHO MX NPUMEHEHWE W UTO NUYHOCTM paboTalwue
C npenapatamu coaepxawumu PCB 6binn nyuwe HUHMDOPMUpPoBaHbl 06 UX NOCTOSHHOCTH,
npo6nemMax OCTatkoB M T.4. MACO AMKMX CBUHEW sBNseTCs 6Gonee KOHTAMUHUPOBAHHbLIM
UeM MSACO AOMAlIHWX CBUHEW M3 KPYnHbiXx pa3BeaeHui. Kacaetcs 3To rnasHbiM o6pa3om
octatkos cymmbl AAT (12,7°%, npo6 ™maca aukux xabaHoe npesbicuno nuMut 2,0 mr/kr
xupa), Ho un octakoe HCB, nuHpaHa u PCB. Y cneaylouwmnx npuBeaeHHbIX XNOPUPOBAHHbIX
YyrneBoAOB BCE-Takh HUM B OAHOM W3 cCnAyuyaes He 6Gbin AONYCTUMbIA NUMUT npesbiweH. Orpa-
HWUEHHOE NPUMEHEHWE XNOPUMpPOBaHHbIX nectuumgos u PCB npoxoautr B 6Gonee GbiCTpoM
NOHWXEHUH YPOBHEH OCTATKOB OTMX BEWECTB y AOMAlIHWX CBUHEW, YEM Y AWKUX CBUHEHN.

camoe 60NbuIoe KONUYECTBO AONYCTUMDBIX OCTAaTKOB; MACO AMKHUX CBUHEW

KREDL, F. — SVOBODNIK, J. (State Veterinary Institute, Jihlava): The Residues
of Chlorinated Pesticides and Polychlorinated Biphenyls in Pork and Ham Samples
in the Last Years and at Present. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :175-184.

The contents of the residues of chlorinated pesticides and polychlorinated biphenyls
(PCB) were investigated in 682 samples of ham and 926 samples of pork that were
collected in the export meat plants. The investigation, based on the gas chromato-
graphy method with an EC detector, was performed in 1986. The tolerance of the
residues of chlorinated pesticides was exceeded in 04°, of the hams and 0.39%, of
the pork samples in that year. The PCB limit, proposed for pork (1.0 mg per kg
of fat) was exceeded in 0.7", of the hams and 0.8°), of pork samples; it can be
seen from these data that the residue contents were considerably reduced in com-
parison with the year 1983 when this limit was exceeded in 7.0"), of the hams and
629, of the pork samples. This decrease is due to the fact that the production of
PCB was stopped, their use has been restricted, and the persons working with
preparations containing PCB have been better informed about the chemical
persistence, problems of residues and the like. The meat of wild boars is more
contaminated than is the meat of the domestic pigs reared in large herds: this
applies, first of all, to the residues of the DDT series (12.7" of the meat samples
of the wild boars exceeded the limit of 2.0 mg per kg of fat) and also to the
residues of HCB, lindane, and PCB. As for the PCB residues, the maximum
tolerated residue content was never exceeded. A decrease in the contents of
chlorinated pesticide and PCB residues resulting from the limited use of these
chemicals is faster in the meat of the domestic pigs than in that of the wild boars.

highest tolerated amounts of residues; meat of wild boars

KREDL, F. — SVOBODNIK, J. (Staatliches veterinidrmedizinisches Institut, Jihla-
va): Residuen chlorierter Pestizide und polychlorierter Biphenyle im Schweine-
fleisch und in Schinken in friitheren Jahren und heute. Veter. Med. (Praha), 33,
1988 (3) :175-184.

Im Jahre 1986 wurden mittels der Methode der Gaschromatographie mit EC-De-
tektor 682 Schinken- und 926 Schweinefleischproben, die iiberwiegend aus fur den
Export liefernden Betrieben der Fleischindustrie kamen, auf den Gehalt an Re-
siduen von chlorierten Pestiziden und polychlorierten Biphenylen (PCB) unter-
sucht. Die Residuentoleranz fiir chlorierte Pestizide wurde im angefiihrten Jahr
bei 0,4, der Schinken und 0.3, des Schweinefleischs iliberschritten. Das fiir PCB
beantragte Limit fiir Schweinefleisch (1,0 mg.kg-! Fett) uberschritten 0,79, der
Schinken- und 0,8°, der Schweinefleischproben, was eine betrachtliche Herab-
setzung der PCB-Residuen gegeniiber 1983 bedeutet, wo 7,0°, der Schinken und
6.2°, der Schweinefleischproben iiber diesem Grenzwert lagen. Dieser Riickgang
ergibt sich aus der Tatsache, dall bei uns die Herstellung von PCB eingestellt
wurde, dall deren Anwendung stark reduziert wurde und daB die mit PCB-hal-
tigen Mitteln arbeitenden Personen eingehender informiert wurden iiber die Per-
sistenz solcher Stoffe, liber Probleme der Residuen usw. Das von Wildschweinen
stammende Fleisch ist in einem hoheren Grad kontaminiert als das Fleisch der
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Hausschweine aus Groflproduktionsanlagen. Dies bezieht sich insbesondere auf Re-
siduen der Summe des DDT (12,7, der Fleischproben von Wildschweinen iiber-
schritten das Limit von 2,0 mg.kg ! Fett), ebenso jedoch auch auf HCB-, Lindan-
und PCB-Residuen. Bei den letztgenannten chlorierten Kohlenwasserstoffen wurde
jedoch das zugelassene Limit in keinem einzigen Fall liberschritten. Die reduzierte
Anwendung chlorierter Pestizide und PCB kommt in einer schnelleren Senkung
der Residuenspiegel dieser Stoffe bei Hausschweinen als bei Wildschweinen zum
Ausdruck.

maximal zugelassene Residuenmenge; Fleisch der Wildschweine

Adresa autori:

RNDr. Frantisek Kred!l. ing. Jan Svobodnik, Statni veterinarni ustav, Ran-
tifovska 93, 586 05 Jihlava
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ENZYMOVA AKTIVITA POD VLIVEM VYCVIKOVE ZATEZE
SLUZEBNIHO PSA

J. Konrad, M. Cupak, J. HruSovsky, S. Husak, K. Smid

KONRAD, J. — CUPAK, M. — HRUSOVSKY, J. — HUSAK, S. — SMID, K.
(Vysoka skola veterinarni, Brno; Vojensky veterinarny dogkolovaci a vyskum-
ny ustav, Kosice): Enzymova aktivita pod vlivem vycvikové zdatéze sluZebniho
psa. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 185-191.

Studovali jsme dynamiku aktivity peti druht enzymu — asparataminoirans-
ferazy (AST). alaninaminotransferazy (ALT), laktatdehydrogenazy (LD), termo-
stabilni frakce laktatdehydrogenazy (LD-1), alkalické fosfatazy (ALP) —
u 30 pst samciho pohlavi, rozdélenych do dvou vékovych kategorii, v prua-
béhu dlouhodobého vycviku v trvani 130 dnG. Obé transaminazy vykazuji
charakteristickou dynamiku aktivity s poc¢ate¢ni depresi mezi 30. az 40. dnem
wvycviku, s jejim postupnym pozvolnym zvySovanim u AST a prudkym u ALT
az do konce vycviku. Statisticky vyznamnou dynamiku sleduje LD s trvalym
poklesem aktivity u obou vékovych skupin psi. LD-1 je charak:eristicka
depresi aktivity az do 70. dne vycviku, pak zvysenou aktivitou az do signi-
fikantni elevace ke konci vycviku. Akiivita ALP vykazuje pravidelné koli-
sani, ale stale signifikantné pod hranici vychozich hodnot. Studované aktlivity
enzymu lze vyuzit jako diléich testu pri védeckém rizeni vycviku ve vztahu
k fyziologickym a patofyziologickym procesum zaiézovaného psa.

klinicka enzymologie: fyziologie vycviku: veterinarni kynologie

Klinicka veterinarni enzymologie zaznamenala jiz Fadu poznatki
dilezitych pro klinickou diagnostiku. Bylo jich v8ak vyuZito i pro stu-
dium riznych zatéZovych a adaptacnich procesi u zvirat, zejména u ko-
ni. Pritom se vyuzivalo i zkuSenosti ziskanych studiem enzymologie
u lidi. Velmi skromné jsou v3ak poznatky z enzymqlogie psa, pfedevSim
pokud se tyka vlivu fyzické zateze a jeji enzymatické odezvy.

V roce 1955 uverejnil Bedrak své poznatky o aktivité nékterych
enzymu na télesnou zatéz u psa za rtiznych teplotnich a vlhkostnich pod-
minek vnéjdiho prostfedi. Vysledky prokéazaly vyrazngjsi aktivity u pst
neaklimatizovanych, zvlasté pokud se tyka AST a ALT. ZvySenou séro-
vou aldoldzu u pst vedenych na voditku i béZicich za autem rychlosti
30 km za hodinu uvedl Schleicher (1965). Protichtidné vysledky,
rovnéz s rozdilnou pohybovou zatézi, zaznamenal Schulze (1967).

PocCetné jsou poznatky ziskané sledovanim enzymové aktivity u koni.
Jiz v roce 1960 prokazali Cornelius aj. (1963) u koni v tréninku
vyS$8i hodnoty aktivity AST neZ u koni intaktnich. Aktivitu enzymi speci-
fickych pro svalstvo (jako je AST, CPK a LD) dlouhodobé& sledovali
Riethmiller a Wels (1972). Prokazali, Ze se po sedmimé&si¢nim
tréninku zvysSila o 25 a 30 %. Jeffcott (1974) zjistil u koni v prv-
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nich dvou tydnech tréninku dvojnasobné az trojnasobné zvySeni klido-
vych hodnot AST, které se pak za dva az tri mésice vraci k vychozim
hodnotdm. U trénovanych koni jsou vSak vychozi hodnoty AST vzdy
vy$S8i neZ u koni netrénovanych.

Bohaté zkuSenosti se zvySenim aktivit AST, ALT, LD jsou znamy
v lidi, ktefi pracovali (Otto aj., 1964), nebo po zatiZzeni na ergometru
(Loll a Hilscher, 1958), proti vysledkiim u osob bez pracovniho
zatiZeni a u osob netrénovanych.

MATERIAL A METODY

Do sledovani bylo zarazeno 30 psu samcéiho pohlavi ve véku 13 meésich az
5 roku. Vycvik probihal po dobu 130 dnu, kdy bylo odebriano celkem osm krevnich
vzorku. Prvni vzorek, odebrany pred zahajenim vycviku, slouzil jako kontrolni.
Dalsi odbéry se uskutec¢nily v intervalech od zahajeni vycviku — 14, 30, 38, 51, 71,
93 a 120 dnu (dny odbéru jsou zachyceny v obr.).

Vzorky krve byly odebirany vzdy v dopolednich hodindch, po rannim nakrmeni.

CHARAKTERISTIKA VYCVIKOVE ZATEZE

V uvodni ¢asti pokusu nebyli psi vystaveni zvlasini fyzické zatézi. Sezna-
movali se s prostiedim, byli vodéni, navazovali kontakt s psovodem, hrali si. Toto
obdobi trvalo 14 dnu (2. odbér). Vlastni vycvik s prvky poslusnosti s pramérnou
intenzitou fyzické a psychické zatéze trval tri tydny (3. a 4. odbér). V Sestém az
15. tydnu nastoupily specialni vycvikové discipliny, jako je rozvijeni zloby, nedua-
véry, odvahy, zadrzovani, odvolani, pozdéji i prace stoparska. Toto obdobi je za-
tézové hodnoceno jako prumeérné az nadprumerne (5. az 7. odbér). Nasledoval kom-
plexni maximalné intenzivni vycvik a priprava ke zkouskam v trvani 14 dnu
(8. odbér).

Do sledovani byly zarazeny aktivity transaminaz AST a ALT, zji$fované me-
todou podle Sevely a Tovarka (1959). stejné jako aktivita LD. Laktatde-
hydrogenaza termostabilni (LD-1) byla stanovovana jako inaktivni jaterni frakce
pri teploté 56 °C po dobu 30 minut. Alkalicka fosfataza (ALP) byla stanovovana
pomoci Biotestu Lachema.

VYSLEDKY

Vysledky jsou graficky zpracovany v obr. 1—5.

Transaminaza —e AST si udrZuje az do 30. dne vycviku vychozi hod-
noty. Ve 38. dnu dochazi k nesignifikantnimu poklesu. Pak nastupuje
zvySovani aktivity a v 93 dnech vycviku je u pstt do dvou let véku toto
zvyS$eni signifikantni (P < 0,05) a u pst starSich (dva aZ pét let) je do-
konce vysoce vyznamné (P < 0,01). Postupné sniZovani do 120. dne vy-
cviku pro obé vékové kategorie psl je stdle nad trovni vychozich hodnot
(obr. 1).

Transamindza — ALT nema tak charakteristickou krivku vzestupu
jako AST. JiZ ve 14 dnech od zahdjeni vycviku nastupuje prudky pokles
aktivity s maximem ve 30 dnech u obou vékovych kategorii psi. Od to-
hoto obdobi v8ak aktivita vyrazné stoupa. Vzestup je pro psy starSi ve-
kové kategorie jiZ ve 38. dnu vycviku vysoce prikazny, s maximem
v 50. dnu, a potom se udrZuje trvale az do 120. dne na vysokém stupni
aktivity. U psli do dvou let véku nejsou vSak tyto hodnoty signifikantni,
i kdyZ jsou stdle vysoké (obr. 2).
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1. Dynamika aktivit
asparataminotransfera-
zy (AST) v prubéhu
dlouhodobého  vycviku
psa — The changes in
asparate aminotrans-
ferase (AST) activities
in the course of long-
-continued training of
a dog

2. Dynamika aktivit
alaninaminotransferazy
(ALT) v prubéhu dlou-
hodobého vycviku psa
— The changes in ala-
nine aminotransferase
(ALT) activities in the
course of long-continued
training of a dog

3. Hodnoty laktatdehyd-
rogenazy (LD) v prube-
hu dlouhodobého vycvi-
ku psa — The values
of lactate dehydrogenase
(LD) in the course of
long-continued training
of a dog
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Laktikodehydrogenaza — LD zaznamenava témer po celou dobu vy-
cviku signifikantni pokles aktivity, s prudkou depresi jiZ od 14 dnt
u obou vékovych kategorii, s nejnizSimi hodnotami ve 30 dnech vycvi-
ku. Pak néasleduje urcity vzestup, ale stale v prikaznych hodnotach pod
urovni vychozi aktivity. Druhd nejnizSi deprese aktivity byla zjiSténa
v 70 dnech vycviku. V porovnani s aktivitou obou transamindz vykazuje
LD vyraznou trvalou depresi (obr. 3).

Laktikodehydrogendza — LD-1 termostabilni frakce vykazuje az do
70. dne vycviku hodnoty pod vychozi aktivity, jiZz od 14. dne je snizeni
statisticky vysoce priikazné. PFi Sestém odbéru krevnich vzorka, tj. od
71. dne vycviku, se zjiStuje vzestup jeji aktivity s vysoce prikaznymi
hodnotami ve 120. dnu, a to pro obé vékové kategorie psi (obr. 4).

Alkalicka fosfataza — ALP ma obdobny pribeh jako aktivita LD,
i kdyZ ne zcela jednoznacny. Presto se u star$ich pst zjiStuje v celém
pribéhu vycviku sniZeni jeji aktivity, kromé obdobi kolem 30. dne.
Pokles se tykd obou vEkovych skupin psii. Nejvy$si pokles aktivity 7jis-
tujeme v 50. dnu vycviku, kdy je snizeni vysoce priikazné. Toto snizeni si
stale udrZuji psi starsi, a to do 120. dne vycviku. Potom je sleduji i psi
do dvou let véku, ktefi v 93 dnech vycviku vykdazali urcité zvySeni akti-
vity, nedosahujici v8ak vychozich hodnot (obr. 5).

Bi./umol

5. Dynamika aktivity
alkalickeé fosfatazy
v prubéhu dlouhodobé-
\ N o : " ) ho vycviku psa — The
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DISKUSE

Pri vyzkumu vlivi dlouhodobého fyzického a psychického zatiZeni,
tak jak je charakterizuje vycvik sluZebniho psa pro potFeby strazni
a hlidkové sluzby, na vnitfni prostfedi psa, byla studovana také aktivita
peti druhtt enzymt AST, ALT, LD, LD-1, ALP.

Enzymovéa aktivita obou transamingz vykazuje na pocCatku vycviku
jen nepatrné zmeény. Potom vSak nastupuje trvalé zvySovani aktivity, coZ
prokazuje u pst i po kratkodobé zatéZi Bedrak (1955). V porovndani
s timto autorem jsme vSak nezaznamenali zvySeni aktivity LD, ale na-
opak jeji trvaly pokles po celou dobu vycviku. ZvySenou aktivitu LD
neuvadi ani Schleicher (1966). Vysvétleni tohoto kontrastu vidime
predevSim ve skutecCnosti, Ze uvedeni autofi posuzovali jen kratkodo-
bou, momentalni zatéz, zatimco nasi psi byli sledovani dlouhodobég.

Obdobné jsou naSe vysledky s hodnotami aktivit, zvlasté transami-
naz, jak je uvadi u koni Jeffcott (1974). RovnéZ pokud se tyka izo-
enzymu LD-1 jsou naSe pozorovani velmi podobnd t&m, kterd uvadéji
Quy a Snow (1977): v prvni poloviné tréninku dochéazi k jeji depre-
si a teprve v pozdéjsi fazi vycviku k jejimu prudkému vzestupu. Tento
vzestup je povazovan za diasledek vyraznéjSiho hypoxického stavu zaté-
Zovaného svalstva.

Podobné u netrénovanych lidi zjiStovali Otto aj. (1964) pokles

aktivity AST i ALT, pozdé&ji — po pracovni zatéZzi na ergometru — jeji
vyrazné zvySeni a naviat k normé. Tyto poznatky se shoduji s naSimi
vysledky.

PFi posuzovani zatéze koni a trénovanych i netrénovanych lidi vy-
chazime samoziejme pouze z funkéniho stavu koni i lidi pfed vycvikem
a po neém. S tim spojena zatéz je obdobou nastupujici zatéZe u psi za-
stavenych do vycviku. Pritom mira z4at€Ze je ddna jen kvantitativni ob-
dobou pracovniho a vycvikového zatiZeni.

Praktické vyuziti naSich vysledki lze ocCekavat predevSim u téch
enzymatickych aktivit, které jsou vazdny na pohybovou cCinnost orga-
nismu psa, jako je AST a ALT. Charakteristickd je vSak i aktivita a jeji
dynamika u LD a LD-1. Stabilitu aktivit v druhé poloviné vycviku, po-
pripadé navrat aktivit k vychozim hodnotdm, lze povaZovat za adaptacni
proces na vycvikovou zatéZ. Dalsi studium si vyZaduje priab&h aktivity
LD-1 a ALP ve vztahu k minerdlnimu metabolismu kosti a k jeho zatiZeni
v prib&hu vycvikové zatéze. Tento poZadavek zdvodiiuji naSe vysledky,
podle nichZz dynamika aktivity ALP nepfimo koreluje s dynamikou hla-
diny anorganického fosforu v krevnim séru sledovanych psti.

Souhrnné lze konstatovat, Ze aktivita oveéfovanych enzymi a jeji
dynamika v pribéhu vycvikové zatéZe se uplatiiuje markantnimi zmeéna-
mi, které lze povaZovat za reakci vnitfniho prostfedi na vycvikovou za-
téZ psa a kterych lze vyuZit jako dil¢ich testl pfi védeckém Fizeni vy-
cviku ve vztahn k fyziologickym a patofyziologickym procesiim zatéZo-
vadni psa. Téchto poznatki je moZné vyuZit pfedevSim ve vycvikovych
stfediscich za tzké spoluprace kynologa, veterinarniho l1ékare a prislu§-
né veterinarni klinické laboratore.
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KOHPAA, 8. — UYNAK, M. — TPYLWIOBCKWN, N. — I'YCAK, C. — WIMKMA, K. (Betepwu-
HapHblW WHCTUTYT, BpHo; BoeHHbIn BeTepuHaApPHbIN HayUHO-WCCNEAOBATENBCKUN WMHCTUTYT
ycosepweHCTBOBaHUA Bpauen, Kowwuye): AKTMBHOCThL (PepMEHTOB NOJ BNUSHUEM APECCHU-
POBOUHON Harpy3ku cnyxe6Hoi cobGaku. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 185-191.

M3yuanaCb AMHaMMKa aKTMBHOCTM NATM BMAOB (DEPMEHTOB -— acnapTaMUHOTpPaHCdepasb
(AST), anaHuHamuHoTpaHcdepasbl (ALT), naktatgermaporenassr (LD), tepmoctrabunbHomn
dpakunu naktataeruaporeHassr (LLD-1), wenounon docpatassl (ALP) — y 30 cyk pa3s-

AENEHHbIX Ha ABE BO3PACTHbLIE TPYNNbl, B TEUEHUE AONTOBPEMEHHOW APECCUMPOBKM NPOAON-
xutensHocTbio 130 aHen. O6e TpaHCaMMHa3bl NOKa3blBalOT XapakTEPUCTUMUECKYIO AMHAMMUKY
aKTMBHOCTM C HauanbHOW genpeccuen Mmexay 30—40 aHem ApeCcCUPOBKMU, C €€ NOCTENeH-
HoiM nosblweHueM y AST wu pesku y ALT a0 koHua gpeccupoBku. CTaTUCTMUECKM 3Ha-
UMMYIO AMHaMuKy Ha6noaaeM y LD C NOCTOSHHLIM NOHWXEHMEM aKTUBHOCTH y obeunx
BO3paCTHbIX rpynn cobak. LLD-1 sensercs xakapTepHOu AENPECCHEN akTUBHOCTWU A0 3Ha-
UMMOro noabeMa B KOHUE APECCUPOBKU. AKTUBHOCTL A P noka3biBaeT paBHOMEpHoOe KO-
nebaHue, HO BCE BPEMs 3HAUMMO NOA rPaHWUEN MCXOAHbIX 3HaueHui. M3iyuaembie aKkTUB-
HOCTM (DEPMEHTOB MOXHO MCNONb30BaTb B KAUECTBE YACTHUHbIX WCNbITAHUWA NPU HAayUHOM
PYKOBOACTBE APECCUPOBKOW NO OTHOWEHMIO K (DU3MONOTMUECKUM W NATOMU3NONOTUUECKUM
npoyeccam cobaku nNoj Harpy3komu.

KNUHUYECKaAs (DEPMEHTONOrUsA; (PU3UONOTUA APECCUPOBKW, BETEPUHapHas KUHONOMUA

KONRAD, J. — CUPAK, M. — HRUSOVSKY. J. — HUSAK, S. — SMID. K.
(University of Veterinary Medicine, Brno; Military Veterinary Extension and
Research Institute, Kogice): Enzymatic Activities of Service Dogs as Influenced by
the Training Stress. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) : 185-191.

The activities were studied in five kinds of enzymes (asparate aminotransferase
— AST, alanine aminotransferase — ALT, lactate deyhdrogenase — LD. the
thermally stable fraction of lactate dehydrogenase — LD-1. and alkaline phos-
phatase — ALP) of 30 male dogs. The dogs. divided into two age categories, were
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studied during a long-continued training (130 days). Both transaminases exhibit
characteristic changes in the activity, with a depression at the beginning between
the 30th and 40th days of training, followed by a slow increase in AST and by
a rapid increase in ALT, continuing until the end of the training period. A sta-
tistically significant activity pattern was recorded in LD: the activity declined
continuously in both age groups of dogs. LD-1 exhibited an activity depression
continuing until the 70th day of training, followed by an increase which reached
statistical significance towards the end of the training. ALP activity varied
regularly. but always remained significantly below the starting values. The
enzymatic activities can be used as partial tests during the scientific management
of the training of dogs in relation to the physiological and pathophysiological
processes in the bodies of the dogs subjected to the training stress.

clinical enzymology; physiology of training; veterinary cynology

KONRAD, J. — CUPAK, M. — HRUSOVSKY, J. — HUSAK, S. — SMID, K.
(Veterinarmedizinische Hochschule, Brno; Militdrisches Forschungs- und Schulungs-
institut fir Veterindrmedizin, KoSice): Enzymaktivitit unter dem Einfluss der
Dressurbelastung des Diensthundes. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (3) :185-191.

Wir untersuchten die Aktivititsdynamik von fiinf Enzymen — Asparataminotrans-
ferase (AST). Alaninaminotransferase (ALT), Laktatdehydrogenase (LD), thermo-
stabile Fraktion der Laktatdehydrogenase (LD-1), alkalische Phosphatase (ALP) —
ber 30 Ruden in zwei Alterskategorien wihrend 130 Tage ihrer Dressur. Die beiden
Transaminasen weisen eine charakteristische Aktivititsdynamik mit einer Anfangs-
depression zwischen dem 30.—40. Dressurtag mit ihrer allmédhlichen Steigerung bei
der AST und mit einer steilen Steigerung bei der ALT bis zum Dressurende auf.
Eine statistisch bedeutende Dynamik konnen wir bei der LD mit einem andauern-
den Aktivitatsabfall bei den beiden Alterskategorien beobachten. Die LD-1 ist
durch eine Aktivitatsdepression bis zum 70. Dressurtag, dann durch eine erhohte
Aktivitit bis zu einer signifikanten Steigerung am Dressurende charakterisiert,
Die ALP-Aktivitdt weist eine regelmissige Schwankung auf, die aber stets signi-
fikant unter der Grenze der Ausgangswerte liegt. Die studierten Enzymaktivititen
konnen als Teiltests bei wissenschaftlicher Leitung der Dressur in Beziehung zu
physiologischen und pathophysiologischen Prozessen des dressierten Hundes genutzt
werden.
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Upozoriiujeme c¢tenéare, Ze v Cisle 4 casopisu
VETERINARNI MEDICINA

majl byt uvefejneny clanky:

A. Svastova: Haemophilus somnus jako ptivodce broncho-
pneumonie telat

Halouzka, Z. Hubalek, Z Juricova: Srovinani
tfi sérologickych testli pro detekci protilatek proti viru
BhandZa u domacich prezvykavci

sy

B. Pastorova, |J. Arendarcik, M. Molnarova:
Vplyv hormonalnej stimulacie Folistimanon (FSH) a pro-
trahovanej expozicie gama-Ziarenia na hladiny Kkate-
cholaminov v hypotalame, hypofyze a v nadoblickdch
oviec v anestrickom obdobi

L. Semrakova: VyuzZitie ONPG-testu v rychlej diagnostike
niektorych rodov enterobaktérii

P. Noskovic¢, S. Moze$, S. Kuchar, J. Koppel:
Vplyv inzulinu na obsah RNK a proteinov v laterdlnom
a ventromedidlnom hypotalame

Z.Boro3kova M Benkovd K.Cech, |.Pekidrek:
Imunostimulacny ucinok neSpecifickeého transférového fak-
tora na T a B dependentné lymfocyty morciat v ochran-
rom efekte pri askaridoze

F. Stérba: Experimentalni indukce spontanni brucelové
infekce morcat kontaktem se subkutann® infikovanymi
motrcaty Brucella suis, biovar 2

M. Mus$ka, |]. Madca: Forézie Bovicola bovis (Mallophaga )
na mouchdach celedi Muscidae
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