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VPLYV STEROIDNE] DOMINANCIE NA KONCENTRACIE cAMP, cGMP,
progesterénu a 17 beta-estradiolu v tekutine najvid¢sieho folikulu

L. Lazar, J. Eletko, I. Maracek

LAZAR, L. — ELECKO, ]J. — MARACEK, 1. (Ustav experimentilnej veterinarnej
mediciny, KoSice): Vplyv steroidnej dominancie na koncentrdcie cAMP, cGMP,
progesterénu a 17 beta-estradiolu v tekutine najvdésieho folikulu. Veter. Med.
(Praha), 35, 1990 (11): 641—646.

Studovali sa koncentrdcie a vzdjomné korelatné vztahy cyklického adenozinmo-
nofosfatu (cAMP), quanozinmonofosfdtu (cGMP), progesterénu (P4), 17 beta-
-estradiolu (E;) vo folikuldrnej tekutine najvdc¢sich folikulov krdv v zévislosti na
steroidnej dominancii — estrogén dominantné (ED), progester6n dominantné
(PD) folikuly. Priemerné koncentrdcie cAMP a cGMP vo folikuldrnej tekutine
estrogén dominantnych folikulov boli signifikantne vy$sie ako v progesterén do-
minantnych folikuloch v oboch pripadoch pri P < 0,001. Pri posudzovani korela&-
nych vztahov sa zistil vfznamny pozitivny korelaény vztah medzi cAMP a cGMP pri
P < 0,01. Koncentracie cAMP a cGMP boli v signifikantne negativnej korel4cii
s koncentrdciami P4, pri P < 0,005, resp. P < 0,01, zatial ¢o s E; boli vo v§znam-
nej pozitivnej korelécii pri P < 0,05. Uvedené zévislosti poukazuji na tzky vzdjom-
ny vztah medzi cyklickymi nukleotidami a Ep, resp. P, pri zmene kvality folikulov.

cAMP; cGMP; 17 beta-estradiol; progesterén; folikuldrna tekutina

Zrely ovaridlny folikul je Struktdra schopnd rozmanitého komplexu
hormonélnych odpovedi. Tonické koncentrdcie gonadotropinu indukuja
dozrievanie folikulov zahriiujic proliferdciu a steroidogenézu buniek
granulézy a téky. Ich interakcia s membrédnovymi receptormi buniek foli-
kulov vyvoldva v prvom rade aktivizdciu membranovej adenylcyklazy,
ktoré za pritomnosti iontov Mg2+ meni ATP na cAMP a organicky fosfat
[Schreiber, 1979). Cyklicky adenozinmonofosfdt ako druhy posol
vyvoldva vlastné metabolické reakcie vo vnitri bunky hlavne aktiviza-
ciou bune&nych enzymov steroidogenézy (Robinson a i., 1970). Ex-
perimentélne sa dokézalo, Ze véicSina ucinkov LH a FSH vo folikuloch sid
sprostredkované cAMP (Marsch, 1975; Kolena a Channing,
1972). Toto tvrdenie je zaloZené na indukovanom akitnom zvySeni pro-
dukcie cAMP bunkami granulézy folikulov po gonadotropnej stimuldcii
(Kolena a Channing, 1972). Ovula¢nd divka lutropinu alebo
HCG stimuluje adenylcyklazovy systém, pri¢om dochddza k velkému
zvySeniu v produkcii cAMP v tkanive folikulov i k zvySenému uvoliiova-
niu steroidov a to hlavne estradiolu (Marsch a i., 1987).

Vo folikularnej tekutine rasticich velkych folikulov sa zistuji vysoké
koncentracie estradiolu, zatial €o v atretizujicich folikuloch st ich kon-
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centrdcie nizke, pri zvySujtcich sa koncentrdciach progesteronu. Foli-
kuly s vy$8imi koncentrdaciami 17 beta-estradiolu ako progesteronu sa vo-
laji estrogén dominantné, zatial Co progesteron dominantné folikuly
maji vy$Sie koncentrdcie progesteréonu ako estradiolu (Ireland a
Roche, 1983a).

V praci sa sledovali koncentracie cyklického adenozinmonofosfatu
(cAMP]) a cyklického quanozinmonofosfatu (cGMP) vo folikularnej teku-
tine najvacsich folikulov krdv, ako aj 17 beta-estradiolu a progesteronu
s cielom urdéenia steroidnej dominancie sledovanych folikulov pri posi-
deni koncentracii cAMP a cGMP v oboch typoch folikulov ako aj urcenia
vzdjomnej koreldcie medzi koncentrdciami steroidov a cyklickych nu-
kleotidov vo folikuldrnej tekutine.

MATERIAL A METODY

Vajetniky sa ziskavali ndhodnym vyberom pohlavnych orgdnov na bitanku do 30 min.
od zabitia zvierata. Ziskané vaje¢niky sa uloZili do ladového fyziologického roztoku aZ
do spracovania. Vajetnfky sa odoberali od zdravych a negravidnych zvierat. Do po-
kusu sa zaradilo 31 pédrov vajefnikov, na ktorych zo 47 ks najvdc8ich folikulov bola
aspirovand folikuldrna tekutina. T4to sa scentrifugovala na chladiacej centrifage pri
ot4¢kach 3000 G. Supernatant sa oddelil a uloZil do mrazni¢ky pri teplote —18°C aZ
do spracovania.

K stanoveniu 17 beta-estradiolu a progester6nu vo folikuldrnej tekutine sa pouZili
sipravy z URV]JT (Ko$ice) pod typovym oznafenim RIA-test-Estra (SI-125-9), resp.
RIA-test-Prog (SI-125-6). Folikuldrna tekutina bola riedend 1,5% hovéddzim gamaglobu-
linom. Intra- a inter-assay koeficient varidcii pouZitej metddy spracovania 17 beta-estra-
diol RIA sdpravy bola 10,1 a 13,3 %, pre progesteron RIA sdpravy 11,4 a 13,7 %.

Koncentrdcie cyklick§ch nukleotidov sa stanovili RIA sdpravami z UVVVR (Praha).
Koeficient varidcii intra- a inter-assay zvolenej met6dy s pouZitymi sGpravami pre
cAMP typového oznaenia cAMP'5] RIA kit (RIO12) boli 9,1 a 11,4. Koeficient varidcii
pre stpravy cGMP®5] RIA kit (RIO42) bol 9,86 a 11,6 %. Na urfenie steroidnej domi-
nancie folikulov sa pouZila metéda autorov Callesen a i. (1986) zaloZend na vy-
jadreni vzdjomného indexu pomeru medzi progesterébnom a 17 beta-estradiolom. Foli-
kuly s indexom podielu koncentracii progester6nu a estradiolu mensim ako 0,8 sa po-
vaZovali za estrogén dominantné od 0,8 aZ 1,2 za folikuly v prechodnej faze vg§voja
a s indexom nad 1,2 za folikuly progester6n dominantné.

Testovanie v§znamnosti medzi dvoma s@borami hodnft sa robilo nepdrovym Studen-
tovym #-testom po predchddzajicom testovani vyznamnosti rozdielu medzi smerodaj-
nymi odchylkami pomocou F-testu (Sokal a Rohlf, 1969). Statistickd z&vislost
korelaénych vztahov jednotlivfch dvojic hodn6t sa analyzovala metédou linedrnej
koreldcie. Samotné Statistické analyzy boli robené na mikropoéita¢i ZX Spectrum Sta-
tistickym programom Stat 87. Vysledky st uvddzané v nmol.1-1! 4-SEM.

VYSLEDKY

V estrogén dominantnych folikuloch sa zistili- signifikantne vysSie
koncentrdacie estradiolu oproti progesteréon dominantnym a folikulom
v prechodnej faze vyvoja pri P < 0,01.

Priemerné koncentricie progesteronu pri estrogén dominantnych fo-
likuloch boli signifikantne niZSie pri P < 0,01 ako v progesteréon do-
minantnych folikuloch. Rovnako vyznamne niZ$ie boli koncentricie pro-
gesteronu vo folikularnej tekutine folikulov v prechodnej faze vyvoja
pri P < 0,01. Rozdiely si graficky zndzornené na obr. 1.

Pri porovnani priemernych koncentracii cyklickych nukleotidov v zéa-
vislosti na aktivite steroidov vo folikuloch zistilo sa, Ze estrogén domi-
nantné folikuly mali signifikantne vys$Sie priemerné koncentrdcie cAMP,
cGMP vo folikularnej tekutine ako progesterén dominantné, v oboch pri-
padoch pri P < 0,001.
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1. Priemerné koncentrdcie 17 beta-estradiolu (E;) a progesterénu (P;) vo folikuldrnej
tekutine najvédésieho folikulu v zavislosti od steroidnej dominancie — Average 17-
-beta-estradiol (E;) and progesterone (P;) concentrations in the fluid of the largest
follicle in dependence on steroid dominance.

Priemerné koncentrdcie oboch nukleotidov st graficky zndzornené na
obr. 2.

Pri posideni korelaénych vztahov medzi sledovanymi parametrami
sme zistili pozitivny korelaény vztah medzi cAMP a cGMP: r = 0,50;
S.V. = 41 pri P < 0,001. Cyklicky AMP bol v negativnej koreldcii s kon-
centraciami progesteronu: r = —0,35; S. V. = 41 pri P < 0,05, podobne
v negativnej koreldcii bol aj cGMP: r = —0,43; S. V. = 41 pri P < 0,01.
Medzi 17 beta-estradiolom a cAMP sa zistila pozitivna linedrna korelac-
na zdavislost na hranici vyznamnosti medzi 17 beta-estradiolom a cGMP
bola pozitivna korelacia: r = 0,36; S. V. = 41 pri P < 0,05.
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cAMP and cGMP concentrations in the
follicle fluid of estrogen dominant (ED)
and progesterone-dominant follicles.
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DISKUSIA

Uroveti zistenych koncentrdcii 17 beta-estradiolu a progesteronu
v estrogén dominantnych folikuloch ako aj progesterén dominantnych
folikuloch si porovnatelné s dostupnymi tidajmi z literatdry (Ireland
a Roche, 1982, 1983a,b; Dieleman a i., 1983).

Koncentracie steroidov vo folikuldrnej tekutine poukazuji na schop-
nost folikulu tvorit a vylugovat steroidy (England a i., 1981). Ked
koncentriacie progesteronu alebo androgénov vo folikuldrnej tekutine sa
vysSie ako estradiolu, folikul uZ stratil schopnost syntetizovat estradiol
a dochddza k zmene kvality folikulu (Ireland a Roche, 1983a;
Callesen a'i., 1986). To potvrdzuji aj vysledky porovnani koncentra-
cii steroidov vo folikularnej tekutine s histologickymi nédlezmi. Histolo-
gické nalezy estrogén dominantnych folikulov sa zhodovali s histologic-
kymi nédlezmi rasticiach a vyvijajicich sa folikulov, zatial Co progeste-
réon dominantnych folikulov s atretickymi (McNatty a i, 1979;
Carson ai., 1981; Webb a England, 1982).

Zistené pozitivne koreldcie medzi koncentrdciami estradiolu cAMP,
cGMP ako aj negativna koreldcia medzi koncentrdciami progesteronu
a cyklickymi nukleotidami podporuji néazor o sprostredkujicej tlohe
cAMP pri uplatneni Gcinku gonadotropinov na steroidogénnu funkciu
folikularnych Struktir. Tomu nasvedcuji aj signifikantne vy3Sie rozdiely
v koncentrdciach cAMP v estrogén dominantnych folikuloch v porovnani
s progesteron dominantnymi.

Dokézalo sa, Ze v pociatocnej faze rastu folikulov, FSH neskdr pri zre-
jacich LH stimuluje uvoliiovanie cAMP a tym néslednid produkciu andro-
génov a estradiolu bunkami téky interny, resp. granulézy (Erickson
a i., 1986).

Zmeny v citlivosti adenylcykldzového systému a v désledku toho
v cAMP akumulacnej schopnosti folikulu zistili vo svojich prdacach na
chrékoch Hubbard a Greenwald (1983). Z ich vysledkov vy-
plyva, Ze atretické folikuly prudko strdcaji svoju schopnost syntetizo-
vat 17 beta-estradiol a testosteron ako aj cAMP zatial ¢o produkcia 17
hydroxyprogesterénu a progesteréonu klesd pomals$ie s postupujiicou atré-
ziou. Podobne Bill (1978) zistil pri atretickych folikuloch nérast kon-
centracii progesteréonu, zatial ¢o. koncentrdcie cAMP sa prudko zniZili
uZ za 4 h od vyvolania atrézie. Za prifinu tohto stavu sa povaZuje ne-
schopnost folikulu pri atrézii reagovat na dalSiu gonadotropnd stimu-
laciu v dbsledku trvalej straty citlivosti adenylcykldazového systému k sti-
mulécii s LH, ¢o sa odraZa v nizkej, resp. Ziadnej produkcii cAMP a cGMP
folikuldrnymi bunkami.

Dosiahnuté vysledky poukazuji na to, Ze zistené koncentracie E,, Py,
cAMP a cGMP vo folikularnej tekutine odrdZaja droveii funkéného stavu
folikulu a st vhodnymi parametrami pri hodnoteni kvality folikulov.
TieZ potvrdzuju doterajSie poznatky o tizkom vzdjomnom vztahu medzi
koncentraciami cyklickych nukleotidov a syntézou 17 beta-estradiolu
folikularnymi bunkami rastticich folikulov v désledku toho aj s kvalitou
folikulu a jeho schopnost produkovat viabilny oocyt.
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Do3lo diia 18. 12. 1989

JIA3AP, JI. — EJIEYKO, 5I. — MAPAYEK, . (MHCTUTYT SKCHECPUMEHTANBHOM MEJIMIIAHDI,
Kommune): Biusaue CTEPOUAHON JOMMHAHTHOCTH HA KOHIEHTpanuio CAMP, cGMP, npo-
recrepoHa u 17 Gera-3cTpagmosia B JKMAKOCTH €amMoOro KpymHoro dommkyna. Veter., Med.
(Praha), 35, 1990 (11): 641—646.

KOHIEHTPanuIO M B3aMMHBIE KOPPENANUM IUKINYECKOro ajenosmumonodocdara (CAMP),
17 6Gera-acraauona (E;), kBamo3mumonodocdara (cGMP), nporecrepona (P,) ompexens-
JM B (DONNMKYISPHON JKMAKOCTY KDPYMHEHIINX (DOJIMKYNIOB Yy KOPOB B 3aBMCUMOCTM OT
CTEPOMIHON JOMMHAHTHOCTM: 3CTPOreH-fomuHantHeie (ED), mporecrepoH-JIOMUHAHTHBIE
(PD) chommmkynsl. B oboux ciayuasx cpenume KOHUEHTpauuu CAMP u cGMP y 3CTpOreH-
JOMMHAHTHEIX (DOJUIMKYJIOB BBHIINIE 3HAUMMO TIpu P < 0,001. YcTaHOBJIE€HA ¥ 3HAUMMAS
Koppenauusa MeXAy cAMP u ¢cGMP nipu P < 0,001. Konnenrpanuu cAMP u cGMP Haxonu-
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JIUCh B 3HAUMMO OTPMLATEJIBHON KOPPEIANMM C KOHUEHTpauusmyu P, < 0,05. DT 3aBUCH-
MOCTHM CBUAETENBLCTBYIOT 00 Y3KOM YBA3Ke MEXJy HYKieotugamu u E, wim P, npu usMme-
HEHUM KauecTBa (hOJIMKYIa.

CAMP; 17 Gera 3CTPajaMoJI; MPOrecTepoH; hOoJUMKYyNsApHAsA JKUMAKOCTD

LAZAR, L. — ELECKO, ]. — MARECEK, I. (Institute of Experimental Veterinary Medi-
cine, Kesice): The effect steroid dominance on concentration cAMP, cGMP, progeste-
rone and 17-beta-estradiol in the fluid of the largest follicle. Veter. Med. (Praha), 35,
1990 (11): 641—646.

Concentrations and mutual correlations of the cyclic adenosin monophosphate (cAMP),
quanosin monophosphate (cGMP), progesterone (P;) and 17-beta-estradiol (E;) were
studied in the fluid of the largest follicles in cows, in dependence on the steroid
dominance: estrogen-dominant (ED), progesterone-dominant (PD) follicles. Mean
cAMP and cGMP concentrations in the follicular fluid in the estrogen-dominant
follicles were significantly higher than in the progesterone-dominant follicles; in both
cases at P < 0.01. Significant positive correlation between cAMP and cGMP at P < 0.001
was stated in the evaluation of the correlations. The cAMP and cGMP concentrations
were in significantly negative correlations with the P, concentration at P < 0.05, or
P < 0.01 and in significantly positive correlations with the E,, at P < 0.05. The stated
correlations suggest a close mutual relation between cyclic nucleotid and E; or Py
when the follicles’quality changes.

cAMP; cGMP; 17-beta-estradiol; progesterone; follicle fluid

LAZAR, L. — ELECKO, ]. — MARACEK, I. (Institut fiir experimentelle Veterindrmedi-
zin, Ko%ice): Einfluss der steroiden Dominanz auf die Konzentration von cAMP, cGMP,
Progesteron und 17 Beta-Ostradiol in der Fliissigkeit des grissten Follikels. Veter. Med.
(Praha), 35, 1990 (11): 641—646.

Wir untersuchten die Konzentration und die bestehenden gegenseitigen Korrelations-
beziehungen des zyklischen Adenosinmonophosphats (cAMP), des Quanosinmonophos-
phates (cGMP), des Progesterons, des 17 Beta-Ostradiols (E;) in der follikularen Fliis-
sigkeit der grossten Follikel der Kiihe in Abhédngigkeiten von der steroiden Dominanz-
Ostrogen-dominante Follikel (ED), progesteron-dominante Follikel (PD). Die durch-
schnittlichen Konzentrationen von cAMP und cGMP in der follikularen Fliissigkeit der
Ostrogen-dominanten Follikel waren signifikant hoher als in den progesteron-dominan-
ten Follikeln in beiden Féllen bei P < 0,001. Bei der Beurteilung der Korrelationsbe-
ziehungen stellten wir eine bedeutende positive Korrelationsbeziehung zwischen dem
cAMP und dem cGMP bei P < 0,001 fest. Die Konzentrationen von cAMP und cGMP
standen in signifikant negativer Korrelation zu den Konzentrationen von P4 bei P < 0,05
bzw. P < 0,01, wdhrend sie zu E, in bedeutend positiver Korrelation bei P < 0,05
standen. Die angefiihrten Abhéngigkeiten deuten auf eine enge gegenseitige Beziehung
zwischen den zyklischen Nukleotiden und E, bzw. P, bei verdnderter Qualitdt der Folli-
kel hin.

cAMP; cGMP; 17 Beta-Ostradiol; Progesteron; follikulare Fliissigkeit

Adresa autorov:

MVDr. Ladislav Lazéar, CSc., prof. MVDr. Jan Elefko, CSc., MVDr. Imrich Ma-
radek, CSc., Ustav experimentdlnej veterindrnej mediciny, Dukelskych hrdinov 1/A,
040 01 Kosice
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TRANSMAMARNY PRESTUP DUSICNANOV A DUSITANOV U PREZUVAV-
COV A UROVEN METHEMOGLOBINEMIE V KRVI MLADAT A ICH MATIEK

I'. Slanina, P. Slivka, J. Struharikova

SLANINA, I. — SLIVKA, P. — STRUHARIKOVA, ]. (Vysoka $kola veterinarska,
Kos$ice; Ustav experimentdlnej veterinarnej mediciny, Kosice): Transmamdrny pre-
stup dusiénanov a dusitanov u preZtvavcov a udroveii methemoglobinémie v krvi
mlddat a ich matiek. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 647—656.

Preverili sme transmamdrny prestup dusi¢nanov u oviec ako modelovych zvierat
a u dojnice v mledzivovom obdobi a kratko po fiom. Bahniciam sme aplikovali
per os 35 mg NaNOj3.kg—1! % h. dvakrat denne v priebehu piatich dni po pbrode
a u dojnice 50 g KNO;3 pro toto v priebehu 10 dni po pdrode. Methemoglobinemia
u oviec a ich jahniat po aplikacii NaNO;3 vykazovala v podstate zhodni dynamiku

, v priebehu celej doby sledovania s mierne vy33imi hodnotami u jahniat ako
u oviec. Rozdiely priemerov koncentrdcif methemoglobinu (MtHb) v krvi boli
Statisticky vy$Sie od Stvrtej po 72. hodinu po aplikécii. Koncentrdcia NaNO;
v mlieku vyrazng a vyznamne stlpla po prvej aplikdcii s nédslednym poklesom
v dal¥ich diioch do trovne nev§znamnej oproti vychodzim hodnotdm. Pritomnost
NO,— ionov nebola zistend v Ziadnej vzorke mlieka. Dynamika methemoglobiné-
mie dojnice a telata bola obdobnad ako u oviec s tendenciou pravidelného vzostu-
pu $tyri hodiny po aplikdcii. Vzostup methemoglobinémie v poslednom dni po-
kusu bol na hranici vyznamnosti. Obsah NaNO; v mlieku vyrazne stipol v 3,
9. a 10. dni aplikacie. Dusi¢nany v moci vykazovali obdobny trend ako v mlieku
s vyznamnym vzostupom len v 2. a 10. dni po pOrode. Nélez 14,5 mg.1~' NaNO;
v plodovej vode sved&i o sifasnom transplacentdrnom prestupe dusi¢nanov.

dusi¢nany; dusitany; krv; mledzivo; mlieko; mo¢; plodovd voda; methemoglobin;
preZtivavce; transmamaéarny prestup

Chemizédcia polnohospodarstva vndSa popri svojich pozitivach aj rad
problémov do veterindrnej mediciny v podobe rezidudlnych 14tok a otrav
zvierat.

Otravy dusi¢nanmi a dusitanmi maji svoj pévod jednak v zdmene dusi-
katych hnojiv s niektorymi z neSkodnych latok, ale predovSetkym v skr-
movani krmiv s vysokym obsahom dusi¢nanov. Tu zohrdva velki tlohu aj
obsah NO3~ ionov v podzemnych vodach, ktoré st nezriedka jedinym
zdrojom pitnej vody. NajvysSie koncentracie dusi¢nanov v podzemnych
vod4ich boli zistené v okoli velkych miest a osdd a v miestach aplikécie
hydinového hnoja, resp. pri hydindriiach (Ritter a Chirnside
1987).

Zo zverozdravotného hladiska méd zdvaZnej$i dopad chronicky privod
subtoxickych mnoZstiev dusi¢nanov. Schulz a Rossow (1975)
a Weisbach a Hein (1976) uvadzajq, Ze subtoxické mnoZstva chro-
nicky prijimanych dusi¢nanov vedd k depresii latkovej premeny.
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Dusi¢nany st pritomné i v mlieku krdv. Samol a Sokolovski
(1978) uvadzaju ako normdalny vyskyt NO3~ v mlieku od 0,60 do 1,70 mg
NO;~.1". Sebaugh a i. (1970) stanovili vo vySetrovanom mlieku
priemernt koncentraciu 4,30 mg NO;~ .1~% Obsah dusi¢nanov v mlieku
je v8ak niZsi neZ v krvnej plazme vzhladom k ochrannej bariére, zaisto-
vanej Cinnostou mliecnej Zlazy (Remond, 1975; Nijhuis a i,
1982). '

Bouda a i. (1983) stanovili obsah dusi¢nanov v kolostre pri experi-
mentdlne zvySenom ordlnom prijme dusi¢nanov u dojnic (od 30 do 80 g
KNOs3 na kus a deii). Zistili, Ze hladina NO3~ v kolostre narastala, nepre-
sahovala v8ak koncentraciu 50 mg NO;~ .11 kolostra.

Podla autorov Kihnert a Fuchs (1983) vedie denny prijem
15 g NO;~.100 kg~1 Z. h. zvierata k zvy3eniu obsahu dusi¢nanov v mlie-
ku dojnice aZ na 25 mg NO3~ .1~

Lebeda a Kovafik (1978) uvadzaji, Ze methemoglobinémie sub-
klinického charakteru zistené u vacsiny dojnic naSich stad si vysledkom
trvalého pretaZovania dojnic methemoglobinotvornymi latkami, predo-
vSetkym dusi¢nanmi. Methemoglobinémia sa nepriaznivo odrazi v pro-
dukcii mlieka, hmotnosti zvierat, reprodukcii a v celkovej ekonomike
vyuZzitia Zivin. '

Zamerom prace bolo preverit transmamarny prestup dusiénanov u oviec
po vybahneni, a sice v obdobi mledzivovom a kratko po iiom, so zame-
ranim sa na hodnoty dusi¢nanov, resp. dusitanov v mlieku a methemo-
globinu v Krvi.

MATERIAL A METODY

K pokusom sme pouZili pdt oviec plemena slovenské merino a ich jahiiatd v kolo-
sirdlnom obdobi a krdtko po ilom a jednu ovcu s dvomi jahiiatami 12. deii po vybah-
neni. Ovce boli kfmené beZnou kfmnou dévkou (BAK, seno) a jahiiatd mali voIny pri-
stup k cicaniu.

Déavku 35 mg NaNO;.kg—' Z h. sme ovciam aplikovali v nédleve dvakrat denne, rdno
a vecer. Prvy odber vzoriek bol vZdy tesne pred prvou aplikdciou NaNO;, dal3f odber
bol Styri hodiny po prvej aplikdcii NaNO; a nasledujice vZdy rdno v ¢ase poddvania
dusi¢nanu sodného. Posledny odber bol prevddzany vZdy 12 hodin po poslednej apli-
kdacii NaNO;.

Ovciam a jahiiatdm sme odoberali krv z vena jugularis na vy3etrenie obsahu methe-
moglobinu zistovaného fotokolorimetrickou metodikou za pomoci kyanidu draselného
(Veterindrne laboratérne vySetrovacie metodiky, 1983). Krv bola vySetrend vZdy naj-
neskor do dvoch hodin po odbere.

Mledzivo (mlieko) bahnic bolo odoberané sufasne s krvou na stanovenie obsahu
NO3;— a NO,—. V pripade, Ze nebolo vy3etrované bezprostredne po odbere, bolo ihned
zmrazené a takto skladované aZ do doby analyzy.

V jednom pokuse sme pouZili gravidnid dojnicu, ktorej sme Styri hodiny pred pérodom
p. o. podali 50 g KNOj;; aplikdciu sme zopakovali eSte v nasledujice dva dni a po
pdtdiiovej prestdvke eSte dvakrdt v priebehu dvoch dni. Materidl na vy3etrenie kon-
centrdcie MtHb a dusiCnanov, resp. dusitanov (krv, mlieko, mo¢) sme odoberali vZdy
v Case aplikdcie KNO;3 a $tyri hodiny po nej.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Obsah methemoglobinu v krvi oviec a ich jahniat ako aj obsah dusic-
nanov v mlieku (mledzive) oviec zaznamenany v priebehu naSich poku-
sov je uvedeny v tab. I a II a na obr. 1.
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I. Hodnoty MtHb [%] u oviec a jahniat po per os aplikdcii NaNO; v prv§ch diioch
po uliahnut{ — MtHb [%] values in ewes and lambs after oral administration of NaNO;
the first days post partum

h 0 4 24 48 72 96
b3 2,3 6,4 6,2 5,2 5,0 2,4
] 1,09 2,73 3,46 2,57 1,60 1,04
Ovce min. 1,1 4,9 1,8 1,9 2,8 1,6
max. 3,9 11,3 10,8 8,9 7,2 44
n 6 6 6 6 6 6
X 4,0 7,4 72 7,2 6,3 3,6
s | 055 0,95 3,63 1,63 1,36 0,52
[ahiiatd min. 3,3 5,6 2,3 48 5,0 2,8
max. 4,9 8,3 14,2 10,1 8,8 43
n 7 8 9 9 9 8

II. Obsah NaNO; a NO;— [mg.1~'] v mledzive (mlieku) oviec po per os aplikacii
NaNO; [35 mg.kg~'] — NaNO; and NO;3 content [mg.1~'] in the colostrum (milk)
in ewes after oral administration of NaNO; [35 mg. kg—1]

h 0 4 24 48 72 96
3 0,87 28,65 2,92 5,91 2,03 2,50
+S 1,10 8,91 1,23 4,08 481 2,90
min. 0 19,5 1,85 2,31 0,23 0,18
max. 2,31 36,3 491 10,50 11,5 7,52
o 0,59 20,90 2,13 431 2,14 1,89
3
n 4 4 5 4 5 5

Obsah methemoglobinu v Kkrvi oviec (tab. I a obr. 1) vykazoval vy-
razny vzostup najmé v Stvrtej hodine po prvej aplikdcii NaNO; v porov-
nani s nultym odberom ako v individudlnych, tak aj v priemernej hod-
note. Vzostup bol Statisticky vyznamny na hladine vyznamnosti 0,05.
V nasledujicich odberoch sa pohybovali hladiny MtHb vZdy nad droviiou
hladin z nultého odberu s nevyraznym poklesom hodnét v odbere 12 ho-
din po poslednej aplik4cii. Priemernd hodnota methemoglobinémie oviec
pri odbere pred aplikdciou dusi¢nanu sodného bola 2,27 %, o je tesne
pod hornou uroviiou normélnej hodnoty (Piska¢ a Kacémaéar,
1985), ktori uddvaji ako normdlne hodnoty u preZivavcov do 2,5 %
methemoglobinu z celkového hemoglobinu. Pri dal$ich odberoch v prie-
behu aplikdcie NaNOj3 bol percentudlny obsah methemoglobinu stale nad
normdlnou hladinou s naslednym poklesom pod turoveii 2,5 % pri odbere
12 hodin po poslednej aplikacii NaNOs.
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/\ NaNOj3 v mledzive — NaNOj; in colostrum
@ percento MtHb u oviec — percentage of MtHD in ewes
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1. Vzajomné vztahy percenta MtHb z celkového hemoglobinu u bahnic a ich jahniat
a koncentrdcia NaNO; v mlieku po oralnej aplikacii 0,35 mg NaNO;.kg—' % h.
u bahnic (schéma Casového rozvrhnutia odberov biologického materidlu je uvedena
v dolnej Casti obrazu) — Relation of the percentage of MtHb and of the total hae-
moglobin in ewes and their lambs and NaNO; concentration in milk after per os
administration of 0.35mg NaNO;.kg~"' of live weight in ewes (diagram of timetable
of sample collection of biological material is given in the lower part of figure)

Obdobnéd tendencia v individudlnych aj priemernej hodnote obsahu
methemoglobinu bola pozorovand aj u jahniat, pricom vzostup hladiny
MtHb v Stvrtej hodine po prvej aplikécii bol Statisticky vyznamny na hla-
dine 0,005. Koncentrdcia methemoglobinu v dalSich odberoch bola nad
droviiou nultého odberu, stdle vyznamnd na hladine vyznamnosti 0,05.
Hladiny MtHb 12 hodin po poslednej aplikdcii boli na trovni vychodzich
hodnét.

Pri methemoglobinémii jahniat priemerné hodnoty pri nultom (4,01 %)
aj poslednom odbere (3,62 %) prekracovali normu. Na inom mieste sa
priklafiame k 3% rozhraniu medzi normalnou a patologickou methemo-
globinémiou (Slanina ai., 1991).

Obsah NaNOj (tab. II a obr. 1) v mledzive (mlieku) oviec zaznamenal
vyrazny vzostup hladin v Stvrtej hodine po prvej aplikacii NaNOj oproti
nultému odberu (na hladine vyznamnosti 0,01). Tento prvotny vyrazny
pik je taZko vysvetliteIny. Jedni sa moZno o ¢asovo rozdielnu priepust-
nost bariery mlieénej Zlazy po porode. V priebehu nasledujiceho pozo-
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rovania boli zaznamenané vyrazné rozdiely v individudlnych ako aj prie-
mernych hodnotédch, ktoré vSak vZdy presahovali droveii nultého odberu;
porovnavané rozdiely neboli Statisticky vyznamné.

Priemerny obsah dusi¢nanu sodného v mledzive pri nultom odbere
0,87 mg.1"1 t. j. 0,59 NO3~ .11 bol niZ§i ako priemernd hodnota NO3;~
v kravskom mlieku (4,3 mg NOz~ .1"') uddvand autormi Sebaugh
a i. (1970). AZ tridsatpdatndsobny bol vzostup priemerného obsahu NOj;~
k Stvrtej hodine po prvej aplikdcii dusi¢nanu sodného (20,9 mg NO3~.
.171), pri¢om vSak ani v priemernych ani individudlnych hodnotach ne-
bola prekrodend uroveii 50 mg .1~ 1 mlieka.

V Ziadnej vzorke mledziva, resp. mlieka experimentalnych zvierat sme
nezistili pritomnost ionov NO,~, ¢o sa zhoduje s vysledkami autorov
Sebaugh ai. (1970). Dusitanové iony neboli zistené vo vy3etrovanych
vzorkéach, otdzny ale zostdva ich prestup bud v prahovych hodnotach,
alebo vo forme dalSich metabolitov ako nitrozo-latky. Krelowska
(1989) zistovala obsah dusi¢nanovych a dusitanovych ionov v mlieku
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2. Transmamdrny, transplacentdarny a transrendlny prestup dusi¢nanov u dojnice po
ordlnom podani KNO; v ddvke 50 g — Transmammary transplacental and transrenal
transfer of nitrates in dairy cow after oral administration of KNO; at a dose of
50g
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3. Dynamika hladin MtHb (% z celkového hemoglobinu) u dojnice a telata po oralnej
aplikécii 50 g KNO; dojnici — MtHb level dynamics (% of the total haemoglobin)
in dairy cow and calf after oral administration of 50g of KNO; to the cow

a v mlieénych vyrobkoch v troch skupindch podla stupiia hnojenia dusi-
katymi hnojivami. Zistila pritomnost NO3;~ aj NO,~ vo v3etkych troch
skupindch v mnoZstve priamo zavislom od stupiia hnojenia, pri¢om ma-
ximélny priemerny obsah NOs;~ bol 0,18 mg% a NO,~ 0,03 mg%. Konsta-
tuje, Ze intenzita dusikatého hnojenia rastlin mé podstatny vplyv na
mnoZstvo dusi¢nanov a dusitanov v mlieku.

Ovce slidZili ako modelovy pokus pre rieSenie problematiky u dojnic
a teliat (z ekonomickych doévodov). Na zédklade vysledkov u oviec
a jahniat sme uskuto¢nili u dojnice a telata jeden pokus s p. o. apliké-
ciou 50 g KNO;3 gravidnej dojnici. Prvd aplikdcia dusi¢nanu bola S$tyri
hodiny pred p6rodom, daldie v prvom a druhom dni po p6rode a po pét
diiovej prestdvke sme opédt v priebehu dvoch dni aplikdciu KNO3z dojnici
zopakovali. Sledovali sme obsah NO3;~ a NO,~ ionov v moci, mledzive,
resp. mlieku a plodovej vode (tab. III, obr. 2), ako aj vyvoj methemoglo-
binémie u dojnice a telata (obr. 3 a tab. III).

Krivka methemoglobinémie mala u dojnice aj telata v podstate zhodni
dynamiku vZdy s tendenciou vzostupu Styri hodiny po aplikdcii KNOs;
vzostup bol v posledny deil pokusu S$tatisticky vyznamny na hladine vy-
znamnosti 0,05.
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III. Koncentrdcia MtHb [%] v krvi dojnice a jej telata a koncentrdcia NaNO; [mg.1~'] v mledzive, mo&i a plodovej vode plemenice
po per os podanf KNO; (50 g na deii) — MtHb concentration [%] in the blood of the dairy cow and her calf and NaOH; [mg . 1-1]
concentration in colostrum, urine and amniotic fluid of the dam after oral administration of KNO; (50g per day)

1. den 2. deil 3. deil 9. deil 10. deil
A pbrod A A A A
0 4 h 24 h 28 h 48 h 52 h 216 h 220 h 240 h 244 h
po A
dojnica 2,6 2,7 2,85 5,49 3,81 5,15 2,85 5,65 6,9 12,64
Obsah MtHb
tela —_ 1,31 1,62 3,71 2,25 2,72 2,2 4,78 3,75 7,8
Koncentrécia NaNO; X 23,0 15,5 28,6 27,5 74,5 1,42 21,85 2,3 16,72
NaNO; a NO;— mlieko
NO;— X 186,79 11,31 20,86 20,06 54,35 1,04 15,94 1,68 12,20
& NaNQO;| 20,05 17,3 26,2 96,2 —_ 37,0 1,02 — 7,71 55,5
mo
NO;~| 14,96 . 12,62 19,11 70,18 — 26,99 0,74 — 5,62 40,49
plodové NaNO; — 14,5 — — — — — —_ — —
vouh. gyl - — 10,58 = e Je 2 — = - =

A — aplikdcia KNO; — KNO; administration
X — nemeratelné hodnoty — unmeasured values



Obsah NaNOj; v mlieku bol v §tvrtej hodine po aplikédcii KNO3 vy3si ako
v CGase aplikdcie. Rozdiel hladin bol vyznamny na hladine vyznamnosti
0,01 v treti a desiaty deil. Obsah NaNO; v moc¢i druhy a desiaty deiil po
pbérode vykazoval rovnaky trend ako mlieko. Rozdiely boli na hladine
vyznamnosti 0,01. Nélez 14,5 mg .1~ ' NaNO;3 v zmie3anej plodovej vode
nasvedcuje na to, Ze dusitnany prechddzaji aj cez bariéru placenty.
Uvedené zdvislosti je moZné postidit a porovnat aj na trovni NO3~ (tab.
II1).

Rovnako ako pri ovciach sme ani u dojnice nezistili pritomnost NO,~
ionov vo vySetrovanych vzorkdch. Podobne Sebaugh ai. (1970) u doj-
nic po skrmovani krmiva s obsahom 30 g NaNOj;. kg~' suSiny po dobu
jednoho tyZdia =zistili zvySeny obsah NO3~ ionov v Kkrvnej plazme
(36,5 mg.1"1), v moéi (173 mg.1"1) a v mlieku (3,5 mg.1~"). Stopova
pritomnost dusitanovych ionov dokézali len v moc¢i (0,2 mg.171).

V sti¢asnosti eSte nie sii jednoznacné informéacie o hornom pripustnom
mnoZstve dusi¢nanov a dusitanov v mlieku. Z doterajSieho vyskumu je
vSak zrejmé, Ze dusinany pritomné v krmivéach prechddzaji do mlieka,
pricom ich mnoZstvo koliSe v Sirokych medziach. Dusi¢nany pritomné
v mlieku sa m6Zu bakteridlnou redukciou menit na toxické dusitany.
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CIIAHMHA, JI. — CIUBKA, Il. — CTPYTAPUKOBA, . (Mucturyr serepuuapun, Ko-
mune; MHCTUTYT 3KCIEepUMMEHTANbHONM BeTepuHapuy, Komnine): TpancMaMMapHBIA mepe-
X0/ HUTPATOB M HMUTPMUTOB Y JKBA4YHBIX M YPOBEHb METEMOIJIOOMHEMMH B KpPOBH MOJIOA-
HaKa u ux marok. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 647 —656.

MBI KOHTPOJMPOBAJIM TPAHCMAMMADHEI NIEPEXO0J]] HUTPATOB Y OBEL] B KA4ECTBE MOJEJNb-
HBIX JKMBOTHBIX M Y KODOB B MOJIO3MBHBI IIEPUOJ M BCKOPE IIOCIE €ro NpEeKpalleHus.
OBl EeMaTKaM BBOAMIM 4Yepe3 poT 35 mr NaNO;z.Kr—! K. B. IBAXKAB B CYTKM B TEUYEHMUE
6 AHEN IIOCJIEe OKOTa, a KopoBam — 50 r KNO; B Teuenue 10 gHEV mocie orena. Meremo-
riioGMHEMMsT IIOKA3bIBAJIA Y OBEI[ M MX STHAT mocie BBeJieHMss NaNQO;z 1mo CyLIEeCTBY Ty Ke
JIMHAMUKBI BECh IEPUOJ 00CHIeIOBAHM M HECKOJIBKO NOBLIILIEHHBIE BEJIMYMHLI y ATHAT. Pas-
NIUYUSA MEXJY CPEAHMMM KOHIEHTpaAuMsaMu mMeremorioouxHa (MTHB) B KPOBM CTATHUCTUUEC-
KM BbIIIE, HAUMHAST C 4-TO M IO 72-1 yackl mocie BBejieHusi. KoHueHTpaiumsa NaNO;
B MOJIOKO OTYETJIMBO M 3HAMMO NOBHIIIANACh IOCJIE NEPBOr0 BBEJEHMS, a B IOCIECAYIOLHUE
JHM Hajana 0 YPOBHS HE3HAUMMOCTM B CPaBHEHMM C MCXOAHBIMM BennumMHamm. Hamuume
NO,~ MOHOB HE YCTAHOBJIEHO HM B OJHOM oOpasue Monoka. JIMHAMMKA METEMOrjoGu-
HEMMM y KOPOB M TEJIAT AHAJOTMMUHA C JMHAMMKON y OBEIL[ C TEHJEHIMEN DPEryJispHOro
TIOBBIILIEHUST Yepe3 KaXKJABIE 4 yaca IOCNie BBEAEHUS. A €€ POCT B NOCIEJHMII JIEHBb OIIBITA
HAXOJMJICA HaA rpaHu 3Hauumoctu. Coxaepskanue NaNO; B MOJOKE 3aMETHO POCIO HA
3-M, 9-1 ¥ 10-7 JHM NOCJIE BBEACHMUsA. HUTPATHI MOUM OTJIMUYANUCHE MOXOGHBIM TPEHAOM, KaK
M MOJIOKA C 3aMETHBIM TIOBLILIEHMEM Ha 2-i ¥ 10-}1 JHM IIOCIE€ POAOB. Hammume 14,5
mr.Jsn—' NaNO; B INJIOJOBOI1 BOJKE CBUAETENLCTBYET 00 OAHOBPEMEHHOM TPAHCILIALEHTOM
NEepexo/ie HUTPATOB.

HUTPAThI; HUTPUTHI; KPOBb; MOJIO3MBO; MOJIOKO; MOYa; ILIOJOBAs BOAQ; METEMOIJOOMH;
JKBAYHBIE; TPAHCMAMMAapPHEI MEPEXOJ

SLANINA, L. — SLIVKA, P. — STRUHARIKOVA, ]. (University of Veterinary Medicine,
Kogice; Institute of Experimental Veterinary Medicine, KoSice): Transmammary transfer
of nitrates and nitrites in ruminants and the level of methaemoglobinaemia in the blood
of the young and their mothers. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 647—656.

Transmammary transfer of nitrates was studied in ewes as model animals and in
a dairy cow during the colostrum period and shortly after it. Ewes were administered
per os 35 mg NaNO;.kg—! of live weight twice daily during five days post partum
and the dairy cow 50g KNO; during ten days post partum. Methaemoglobinaemia in
ewes and their lambs had consistent dynamics during the whole period of study with
slightly higher values in lambs than in ewes. Differences in the averages of methaemo-
globine (MtHb) concentrations in blood were statistically higher from the fourth till
the 72nd hour after administration. NaNOzconcentration in milk highly and signifi-
cantly increased after the first administration, with a subsequent decline to an insigni-
ficant level during further clays, as compared with the initial data. No, ions were
not observed to be present in any milk sample. Dynamics of methaemoglobinaemia in
the dairy cow and her calf was the same as in the ewes, with a tendency of regular
increasing four hours after administration. The increase in methaemoglobinaemia the
last day of the trial was at the limit of significance. NaNO;3 content in milk signifi-
cantly increased on the 3rd, 9th and 10th day after administration. Nitrates in urine
showed similar trend as in milk with a significant increase only on the 2nd and 10th
day post partum. The finding of 14.5 mg.1—' NaNO; in the amniotic fluid provides
evidence of a simultaneous transplacental transfer of nitrates.

nitrates; nitrites; blood; colostrum; milk; urine; amniotic fluid; methaemoglobin;
ruminants; transmammary transfer

SLANINA, L. — SLIVKA, P. — STRUHARIKOVA, ]. (Hochschule fiir Veterindrmedizin,
Kosice; Forschungsinstitut fiir experimentelle Veterindrmedizin, KoSice): Durchdringen
on Nitraten und Nitriten bei Wiederkiuern durch ihre Milchdriise und Niveau der
Methdmoglobindmie im Blut der Jungtiere und deren Miitter. Veter. Med. (Praha), 35,
1990 (11): 647—656.
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Wir iiberpriiften das Durchdringen von Nitraten bei Schafen als Modelltiere und bei
Milchkithen in der sog. Biestmilchperiode und kurz danach durch ihre Milchdriise. Den
Mutterschafen verabreichten wir per os 35 mg NaNO;. kg—' Lebendgewicht 2)X tdglich
wéhrend 5 Tage nach der Geburt und den Milchkiihen 50 g KNO; pro toto wihrend
10 Tage nach der Geburt. Die Methdmoglobindmie bei Schafen und Ldmmern wies nach
der Verabreichung von NaNOj; fast die gleiche Dynamik widhrend der gesamten Unter-
suchungsdauer mit einigermassen htheren Werten bei den Ldmmern als bei ideren
Miittern auf. Die auf dem Gebiet der Konzentrationen von Methdmoglobin (MtHb) im
Blut ermittelten Durchschnittswerte waren ab der 4. bis zur 72. Stunde nach der
Verabreichung statistisch hoher. Die Konzentration von NaNO; in der Milch stieg nach
der ersten Verabreichung bedeutend und ausgeprédgt an. In den nachfolgenden Tagen
fiel sie auf ein unbedeutsames Niveau im Vergleich zum Ausgangswert ab. Die Anwe-
senheit von NO,— Ionen konnte in keiner Milchprobe nachgewiesen werden. Die Me-
thdamoglobindmiedynamik der Milchkiihen und Ké&lber entsprach derjenigen der Schafe
mit einer bedeutenden Tendenz zum regelméssigen Anstieg vier Stunden nach der
Verabreichung. Der Anstieg der Methdmoglobindmie am letzten Tag unseres Versuches
lag auf der Grenze der Signifikanz. Der Gehalt der Milch an NaNO; stieg bedeutend
am 3.,'9. und am 10. Tag der Verhbreichung an. Die im Harn enthaltenen Nitrate
wiesen einen &@hnlichen Trend wie in der Milch mit einem bedeutendem Anstieg nur
am. 2. und am 10. Tag nach der Geburt auf. Der Befund von 14,5 mg.1—! NaNO; im
Fruchtwasser zeugt vom gleichzeitigen transplazentaren Durchdringen der Nitrate.

Nitrate; Nitrite; Blut; Kolostrum; Milch; Harn; Fruchtwasser; Methimoglobin- Wieder-
kduer; Durchdringen durch die Milchdriise

Adresy autorov:

Prof. MVDr. Ludovit Slanina, DrSc., Vysokd 3kola veterindrska, Komenského 73,
040 01 KoSice

MVDr. Peter Slivka, MVDr. Jana Struhédrikovéa, Ustav experimentdlnej vete-
rindrnej mediciny, Dukelskych hrdinov 1/A, 040 01 KoSice
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ZMENA KONCENTRACII AMINOKYSELIN V BAKTERIACH ADHEROVA-
NYCH NA EPITEL BACHORA OVIEC PO PERORALNE] ZATAZI ORGANIZ-
MU EXTREMNE NIZKYMI DAVKAMI ORTUTE

J. Legéath, P. Kaémar, J. Tomasg

LEGATH, ]J. — KACMAR, P. — TOMAS, J. (Vysokad 8kola veterinarska, KoSice):
Zmena koncentrdceii aminokySelin v baktériach adherovanijch na epitel bachora
oviec po perordlnej zdtaZi organizmu extrémne nizkymi ddvkami ortute, Veter.
Med. (Praha), 35, 1990 (11): 657—665.

Sledovali sme vplyv nizkych koncentrdcii ortute prijimangch diétou (4 mg na
kus a deii) na zloZenie aminokyselin v bielkovindch bachorovych baktérif adhero-
vanych na dorzdlnu a ventrdlnu &ast bachora 3iestich oviec. Napriek tomu, Ze
ortut celkove neovplyviiuje koncentrdciu aminokyselin v hydrolyzédtoch epimuréal-
nych baktérif, doslo pdsobenim nizkych dé&vok ortute k signifikantnym zmen&m
niektorych aminokyselin v porovnani s kontrolnou skupinou zvierat. V¢yznamne
klesli hladiny alaninu, histidinu, treoninu, serinu a glycinu a ziroveii v§znamne
stapli hladiny prolinu, valinu, izoleucinu, tyrozinu, lyzinu a fenylalaninu. V na-
Sich experimentoch sme zistili, Ze hladiny alaninu, histidinu a treonfnu v hydro-
lyzdtoch epimurdlnych baktérii bachora signifikantne sa zniZili i pri kfmeni oviec
s vyvéaZenou kfmnou ddvkou s pridavkom ortute a dusika podla normy, i pri kfme-
nf oviec diétou s nizkym obsahom dusika. Podobne signifikantne sa zvy$ili hla-
diny prolinu, tyrozinu a fenylalaninu v hydrolyzdtoch epimurdlnych baktérii ba-
chora i pri kfmeni nizkodusikovou diétou, i pri kfmeni diétou obsahujcou dusik
v norme s pridavkom ortute. V¢sledky podnecujG k tGvahe, Ze ¢asto sa vyskytu-
jce poruchy mikrobidlnej syntézy v bachore, pre ktoré nie je primerané vysvetle-
nie, mé%u byt spbsobené dlhodobym skrmovanim kontaminovaného krmiva extrém-
ne nizkymi koncentrdciami taZkych kovov. DOkladnejSie preskimanie tohoto pro-
blému by si zasliZilo pozornost v budicich experimentdlnych précach, zamera-
nych na objasnenie portdch biosyntézy v bachore, ktoré zniZuji produk&nia schop-
nost preZivavcov.

bachor; adherentné baktérie; aminokyseliny; ortut

Problém ortute v Zivotnom prostredi zacdal narastat zaciatkom né&sho
storo¢ia v dosledku intenzivneho rozvoja priemyselnej vyroby voébec.
Rozvoj chemického a hutného priemyslu, ale najméd produkcie pestici-
dov obsahujiicich ortut viedli k introdukcii ortute do Zivotného prostre-
dia a k nérastu vyskytu intoxikdcii jej zli¢eninami.

Patologickymi ufinkami organickej ortute na organizmus sa zaoberalo
vela autorov. NajCastejSie sa popisuje jej neurotoxicky Géinok, prejavu-
jaci sa poruchami chovania, hltania, sluchu, hypersalivdciou (Rice
a Gilbert, 1982). Vyrazné si toxické ucinky ortute na oblicky
(Young a i, 1976) a peCeii (Trump a i., 1966). Spdsobuje cytoge-
netické zmeny v rasticich a vyvijajtcich sa bunkdch (Ramel, 1969).

VETERINARNI MEDICINA, 35 (LXIII), 1990, &. 11 657
4



Ortut inhibuje cely rad enzymov a proteosyntézu (Desnoyers a i,
1973; Chang a i, 1973; Donaldson a Thaxton, 1975), je
schopnd prenikat cez placentdrnu bariéru (Clarkson a i, 1972;
Reynolds a Pitkin, 1976) a vylutuje sa mliekom (Ardatova
a Bakum, 1976; Varnagy, 1977).

Z uvedeného prehladu Gdinku ortute na organizmus vyplyva, Ze ortut
je vyznamnym a aktudlnym kontaminantom Zivotného prostredia. Stale
existuje redlne nebezpecenstvo chronického pdsobenia nepatrnych kon-
centracii ortute na Zivé organizmy. Je moZné predpokladat, Ze tieto kon-
centracie moéZn negativne ovplyvnit i mikrobidlnu proteosyntézu prebie-
hajicu v bachore preZtuvavcov.

Je vSeobecne zname, Ze vo vécSine dietetickych podmienok st bacho-
rové mikroorganizmy hlavnym zdrojom proteinov pristupnych pre pre-
Zavavce a vytaZok mikrobidlnych proteinov ovplyviiuje celkovi dusi-
kovii bilanciu organizmu preZivavcov (Cotta a Russell, 1982).
Mikrobidlna bachorovd populdcia je v plnej miere schopnd produkovat
plnohodnotné bielkoviny.

Proteosyntetickd kapacita mikroorganizmov je v$ak limitovand vz4-
jomnymi vztahmi medzi zdrojmi dusika, uhlika, na energiu bohatych
latok a v neposlednej miere i zdvisla na vplyvoch celého komplexu inych
faktorov, medzi ktoré patria i chemické cudzorodé latky.

Cielom naSej prace bolo sledovat vplyv toxického tGc¢inku ortute vysky-
tujlcej sa v diéte v extrémne nizkych koncentraciach na zloZenie amino-
kyselin v proteinoch baktérii adherovanych na epitel bachora oviec.

MATERIAL A METODY

Do experimentu bolo zaradenych 12 oviec, plemena slovenské merino, o Zivej hmot-
nosti 22 aZ 35 kg.

Pokusnd skupina Siestich oviec bola kfmend zbilancovanou kfmnou davkou podla
CSN 46 7070, do ktorej bola pridand anorganickéd ortut Hg2+ v ddvke 4 mg na kus a deil.
Kfmna ddvka pozostévala zo sena la¢éneho priemernej kvality — 0,4 kg a Melasového
krmiva M .— 0,6 kg, ktoré obsahuje melasu, miagany ovos, p3eni¢ni kfmnu miuku,
pSenitné a raZné otruby a minerdlne kfmne prisady. Kontrolnd skupina oviec bola
kfmend kfmnou dédvkou, pozostdvajlicou z tych istych komponentov, bez pridavku ortu-
te. Zvieratd boli zaradené do experimentu po dobu 28 dnf po predchéadzajicej 21 diio-
vej adaptécii. Voda bola podédvand ad libitum.

Vzorky z ventrdlnej a dorzdlnej ¢&asti bachora, na epiteli ktorého st adherované
nami 3tudované baktérie, o velkosti 200 aZ 300 cm? sme odoberali ihned po usmrteni
oviec.

Na ziskanie baktérif adherovanych na epitel bachora sme pouZili nami modifikovany
a kvantifikovany postup (ellciu izotonickym pufrovanym roztokom pri teplote 4°C).
VytaZnost metodiky, ktora bola urend rastrovaciou elektrénovou mikrosképiou, pred-
stavovala 93,3 % (Legédth a i, 1990).

Koncentrat epimurdlnych bachorovych baktérii, trikrat prepranych v izotonickom
pufrovom roztoku, sme hydrolyzovali v prostredi 6 M kyseliny chlorovodikovej v uza-
vretom prostredi, pri teplote 105°C po dobu 24 hodin. Aminokyseliny v hydrolyzatoch
baktérif sme stanovili pristrojom AMINO ACIDS ANALYZER T 339 (Mikrotechna Praha).

Koncentrdciu ortute v bachorovom obsahu, odobratom ihned po usmrteni oviec, sme
stanovovali metédou atémovej absorb&nej spektrofotometrie na jednotGéelovom pri-
stroji TMA 254 (Tesla HoleSovice).

Vysledky jednotlivych analyz boli spracované osobnym poc&itatom Sinclair ZX
Spectrum plus s grafickou tladiariiou Alphacom 32 a nami vypracovanym programom
Biostat - d.
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VYSLEDKY

Porovndvanim vysledkov analyz hydrolyzdtov baktérii adherovanych
na ventridlnu d&ast bachora oviec kontrolnej a pokusnej skupiny oviec,
ktorym bola podavand kfmna davka obsahujica pridavok 4 mg ortute
na kus a deii po dobu 28 dni, sme zistili signifikantné zniZenie koncentra-
cie aminokyselin treoninu, alaninu, histidinu a signifikantné zvySenie
prolinu, valinu a izoleucinu (obr. 1).

Pri porovnavani vysledkov analyz hydrolyzatov epimurédlnych baktérii
7 dorzdlnej Casti bachora kontrolnej a pokusnej skupiny oviec, sme zisti-
li signifikantny pokles hladin histidinu, alaninu, serinu a glycinu a si-
gnifikantny vzostup hladin prolinu, tyrozinu, lyzinu a fenylalaninu (obr.
2).

Vysledky analyz hydrolyzatov epimurdlnych bachorovych baktérii
ventrdlnej a dorzalnej Casti bachora kontrolnej a pokusnej skupiny oviec
(kfmenej pridavkom ortute) na aminokyseliny st uvedené v tab. I a II.

Ziva hmotnost oviec pred a po pokuse je uvedend v tab. III. Kontroln4
skupina zvys§ila svoju hmotnost pocas pokusu o 2,91 kg, pokusnéd skupina
o 2,58 kg.

nmol.mff] Thr {nmol. mg') Pro nmol.m§1] Ala
— X ——I XX = 15 ~— X{™
10 101 ]—
10
51 5 5
K K
Inmol. mg' ] Val Inmol.mg) Ile {nmol ",EIl 4 His

X

(%,

o £ o [
1L 0

x - Statisticka vyznamnosf na hladine p=0,05

1. Priemerné koncentrdcie teoninu, prolinu, alaninu, valinu, izoleucinu a histidinu
v 1 mg hydrolyzatov bachorovych baktérii adherovanych na ventrdlnu cast bachora
oviec po perordlnom podavanf 4 mg ortute na kus a defi v kfmnej ddvke po dobu
28 dni — Mean concentrations of threonine, proline, alanine valine, isole‘izine and
histidine in 1 mg of hydrolyzates of rumen bacteria adhered to the ventral part of
rumen in sheep after oral administration of 4 mg of mercury per head and day in
feed ration during 28 days

Vysvétlivky k obr. 1—3 — Explanatory notes toFigs. 1—3:
K — kontrolnd skupina — control group
P — pokusnd skupina — test group
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I. Koncentrdcia aminokyselin v hydrolyzdtoch epimurdlnych baktérii ventrdlnej Casti
bachora oviec (ovce kfmené diétou obsahujicou 4 mg ortute na kus a deii) — Amino
acids concentrations in hydrolyzates of the epimural bacteria of the ventral part in
sheep rumen (sheep fed diet with 4 mg mercury per head and day]).

Kontrolnd skupina Pokusnd skupina
Aminokyseliny X (n=8) o X (n=86) L
nmol . mg—"' Hy nmol . mg-1Hy
Asp 17,17 1,57 16,33 0,37
Thr 10,38 1,03 9,12* 0,39
Ser 9,18 0,41 9,02 0,23
Glu 19,61 1,10 19,91 0,36
Pro 3 6,99 1,52 10,33* 0,63
Gly 14,38 1,13 13,84 0,31
Ala 15,03 0,38 14,48* 0,36
Val 9,23 0,86 10,38* 0,16
Ile 7,38 0,38 7,96* 0,07
Leu 13,21 0,88 13,38 0,29
Tyr 11,85 1,65 2,50 0,42
Phe 5,57 0,36 5,62 0,09
His 5,33 1,28 3,71* 0,09
Lys 10,54 0,16 10,80 0,14
Arg 7,10 .0,50 7,29 0,94

Vysvétlivky pro tab. I a II — Explanatory notes to Tabs. I and II:

Hy — hydrolyzaty epimurdlnych bachorovych baktérii — hydrolyzates of epimural
rumen bacteria

* — $tatistickd vgznamnost rozdielov priemerov (X) pri danych smerodajnych odchyl-
kach (sd) na hladine p < 0,05 hodnotené nepdrovym ¢ — testom oproti kontrole —
statistical significance of differences of means (X) at given standard deviations (sd)
at a level of p < 0.05, evaluated by non paired ¢ — test, compared with the control

1I. Koncentrdcia aminokyselin v hydrolyzatoch epimurdlnych baktérif dorzédlnej Casti
bachora oviec (ovce kfmené diétou obsahujicou 4 mg ortute na kus a deii) — Amino
acids concentration in hydrolyzates of epimural bacteria of the dorsal part of rumen
in sheep (sheep fed diet with 4 mg mercury per head and day)

Kontrolnd skupina Pokusnéd skupina
Aminokyseliny X (n=86) il X (n=26) d

nmol . mg—'1Hy nmol . mg—"1Hy B
Asp 17,03 0,34 16,29 0,23
Thr 10,26 0,40 9,98 0,52
Ser 9,51 0,30 8,90* 0,92
Glu 19,02 0,37 20,31 0,79
Pro 5,70 0,53 9,37* 0,53
Gly 14,50 0,22 12,86* 0,60
Ala 15,02 0,45 14,16* 0,19
Val 9,58 0,16 9,76 0,31
Ile 7,82 0,14 8,05 0,87
Leu 13,21 0,35 13,89 0,28
Tyr 1,16 0,65 2,71* 0,17
Phe 5,24 0,15 5.57* 0,08
His 7,85 1,22 3,46* 0,23
Lys 10,16 0,31 10,89* 0,19
Arg 7,00 0,62 7,46 0,28
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[nmo{.mé‘] Ser frmd.mg’) Pro [nmol.mg’) Gly nmol.mg') Ala
X — X x — x — X
h 154 1 15
10 104
I 10 10
5 51
5 5
K P
nmol.mg'] Tyr [nmol. m<-;1] Phe nmol m(;;t] His nmol.mg') L)’S
3 if— X [—— X | 10 %X r—- X —
| 5 10
o
5.‘
5
1.
K P K P K P

x - Statisticka vyznamnost na hledine p=005

2. Priemernd koncentrdacia serinu, prolinu, glycinu, alaninu, tyrozinu, fenylalaninu,
histidinu a lyzinu v 1 mg hydrolyzdtov bachorovych baktérif adherovanych na
ventralnu &ast bachora oviec po perordlnom poddvani 4 mg ortute na kus a deii
v kfmnej ddvke po dobu 28 dni — Mean concentrations of serine, proline, glycine,
alanine, tyrosine, phenylalanine, histidine and lysine in 1 mg of hydrolyzates of
rumen bacteria adherent to the ventral part of rumen in sheep after oral admini-
stration of 4 mg of mercury per head and day in feed ration during 28 days

III. Zivda hmotnost oviec pred a po ukondenf pokusu — Live weight of sheep before
and after termination of the test

Zivd hmotnost [kg]

Cislo ovce kontrolnd skupina pokusnéd skupina
pred pokusom po pokuse pred pokusom | po pokuse
1 31,5 34,5 28,0 31,0
2 32,5 35,0 22,0 24,0
3 33,0 35,5 26,0 28,0
4 30,0 33,5 23,5 26,0
5 32,0 35,5 26,0 29,0
6 35,0 37,5 24,0 27,0
X 32,33 35,24 24,92 27,50
sd 1,66 1,33 2,15 2,42

Priemernd koncentrdcia ortute v bachorovom obsahu kontrolnej skupi-
ny oviec je 0,021 mg.kg~1 (0,016 aZ 0,037 mg.kg~1), v pokusnej sku-
pine oviec, kde denne bola poddvand ortut v ddvke 4 mg na kus a defi,
lie 0,309 mg.kg~! (0,250 aZ 0,389 mg.kg~"), ¢o je 14,7krat viac ako
v kontrolnej skupine oviec (obr. 3).
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[mg.kg']
0,300

0,200 -
\3 3. Koncentrdcia ortute v bachore oviec po peroral-
I r nom podavani 4 mg ortute na kus a defl v kim-
0.020 nej ddvke (priemery -+sd) — Mercury concentra-
0.010 4 - tion in the rumen of sheep after oral administra-
tion of 4 mg of mercury per head and day in
K 5 the feed ration (means 4-sd)
DISKUSIA

Vychadzajic z vysledkov predo3lych naSich prdc, kde sme zistili, 7e
na mnoZstvo prijatého dusika najcitlivejSie reagovali epimurdlne baktérie
ventrdlnej a dorzdlnej Casti bachora, sledovali sme vplyv nizkych davok
ortute na zloZenie aminokyselin v hydrolyzatoch baktérii adherovanych
na epitel bachora oviec v uvedenych topograficko-anatomickych Castiach
bachora.

Medzi koncentraciou jednotlivych aminokyselin v hydrolyzdtoch epi-
murdlnych baktérii pri diéte s nizkym obsahom dusika, vysokym obsa-
hom dusika a obsahom dusika v norme (Legdth, 1988) a koncentra-
ciou aminokyselin v hydrolyzdtoch epimuralnych baktérii pri skrmovani
diéty s pridavkom ortute sa zistila vysoka koreldcia (r = 0,95; p < 0,001;
r=20,95; p <0,01; »r = 0,96; p < 0,01). Z toho vyplyva, Ze ortut celkove
vyznamne neovplyviiuje zastipenie jednotlivych aminokyselin v hydro-
lyzatoch baktérii adherovanych na epitel bachora vo vztahu k vysokému,
nizkemu, resp. normalnemu obsahu dusika v diéte.

AvSak, ako zo signifikantného rozdielu medzi koncentraciami niekto-
rych aminokyselin v hydrolyzatoch epimurdlnych bachorovych baktérii
u oviec kfmenych diétou obsahujicou dusik podla normy a koncentréa-
ciou aminokyselin u oviec kfmenych tou istou diétou, ale s pridavkom
ortute (4 mg na kus a deil) vyplyva, pdésobenim nizkych davok ortute sa
koncentriacia niektorych aminokyselin baktérii adherovanych na epitel
bachora vyrazne meni. Vyznamne sa zvy$ila hladina prolinu, valinu, izo-
leucinu, tyrozinu, lyzinu a fenylalaninu a zniZila sa hladina alaninu,
histidinu, treoninu, serinu a glycinu.

Zaujimavé je zistenie, Ze signifikantny pokles hodndt u aminokyselin
alaninu, histidinu a treoninu v hydrolyzatoch epimuralnych baktérii
ventrdlnej a dorzdlnej casti sme zaznamenali pri kfmeni diéty s nizkym
obsahom dusika i pri kfmeni oviec s vyvdZenou kfmnou dévkou s pri-
davkom 4 mg ortute. Podobne signifikantny vzostup hodnét aminokyselin
prolinu, tyrozinu a fenylalaninu v hydrolyzatoch epimurédlnych bacho-
rovych baktérii sme zaznamenali pri skrmovani nizkodusikovej diéty
i diéty obsahujicej ortut.

Zmeny v zastlpeni aminokyselin v hydrolyzatoch epimurdlnych bakté-
rii v bachore oviec kfmenych diétou s pridavkom ortute si, i ked len
u Siestich aminokyselin, takmer totoZné so zmenami v hydrolyzdtoch
epimuralnych baktérii bachora oviec, kfimenych nizkodusikovou diétou,
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ktorej vplyv na zastiipenie aminokyselin sme sledovali v naSich pre-
doslych pracach.

Zmeny si vysvetlujeme inhibiciou niektorych ciest syntézy aminokyse-
lin v bakteridlnych bunkdch (Desnoyers a i, 1973), alebo selektiv-
nym pdsobenim ortute na niektoré druhy baktérii adherovanych na epitel
bachora oviec.

K inhibicii enzymov syntézy aminokyselin v bakteridlnych bunkéch
moZe dbjst dvoma spdsobmi: 1. vdzbou Hg?2* na SH~ skupiny v aktivhom
centre enzymu; 2. vdzbou Hg?* na SH~ skupiny na peptidickom retazci
enzymu, ¢o ma za nésledok poruSenie tercidlnej Struktiry enzymu s moz-
nou zmenou priestorového usporiadania jeho aktivneho centra.

Chronické p6sobenie ortute na bachorové baktérie u oviec, ako z na-
Sich vysledkov vyplyva, by mohlo mat za néasledok dlhodobi deficienciu
niektorych aminokyselin v organizme, ¢o by sa mohlo odzrkadlit pri
tvorbe telovych bielkovin. Nepriamo na to poukazuji i naSe pokusy,
v ktorych podédvanie nizkych koncentracii ortute v krmive sa odrazilo
i v hmotnostnych prirastkoch. Kontrolna skupina oviec zvyS$ila svoju prie-
mernu Zivi hmotnost pocdas pokusu o 2,91 kg. V skupine oviec, v ktorej
bola podédvand ortut, sa zvys$ila Ziva hmotnost o 2,58 kg, ¢o je o 0,33 kg
menej ako v kontrolnej skupine, i ked ovce oboch skupin boli kfmené
zbilancovanou kfmnou davkou v rovnakych ustajiiovacich podmienkach.
Uvedeny rozdiel v hmotnostnych prirastkoch poukazuje len na moZnu
tendenciu menej konvergovat Krmivo preZivavcami v ddésledku pritom-
nosti ortute v kfmnej déavke.
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Do3lo diia 19. 1. 1990

JIETAT, 1. — KAUMAP, 1. — TOMAII, 4. (Mucturyt Berepunapuy, Koummne): Vame-
HEHMEe KOHIEHTPANMiX AaMMHOKMCIOT B GakTepuax, ajArepMpoOBAHHBIX B 3nuTeauin pybna
y OBel moCjie HEPOPANBHON HArpy3KH OPraHM3Ma SKCTPCMAJIbHO HU3KMMM X03aMM PTYTH.
Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 657—665.

Onpejiensny BIMSHUE YCBOSEMON C AMETON DTYTM (4 Mr Ha rojoBy B CyTKM) HA COCTaB
amMUMHOKMCIOT B Oenkax pyOmoBbix GakTepuii, aArepMpOBaHHBIX B JIOP3aJUH U BEHTPAJb-
Hy!0 yacThb pyOua mect oBLaM. XOTA PTYTh B OOLIEM HE BIMACT HA KOHLEHTPAUUIO
AMMHOKMCIOT B THMJPOJM3aTaX SNUMYyPaNbHBIX GaKTEpui, NOJ BIMSHUEM €€ HU3KUX J0-
3MPOBOK BO3HUKIM 3HAYMMbIE M3MEHEHMS B HEKOTODBIX AMMHOKMUCIOTAX B CPaBHEHUM
¢ KOHTDOJIbHOM TpYIION. 3HAUMTENBHO Iajiy YPOBHM aJlaHMHA, TUCTMJVWHA, TPEOHMHA,
CEpMHA M TJIMIMHA, a B TO JX€ BPEMS 3aMETHO BO3POCIM YDPOBHM IIPOJIMHA, BAJMHA, U30-
JedlMHA, TUPO3MHA, JM3MHA ¥ deHunasanuHa. Mbl YCTaHaBMIM, UTO YPOBHM QJNIaHMHA,
IMCTMAMHA ¥ TPEOHMHA B I'MJIpOIM3aTax SNMMYpaabHBIX OakTepmit pybma 3aMETHO IOHM-
’KaloTCca Aake IpU Jaue BLIPABHEHHOM KOPMOXO3BI C A00aBKONM PTYTM M a30Ta IO HOPME
WM OPU CKADMIIMBAHMM JIMETHl C HM3KMM a30THBIM cojepikanueMm. ITonobusiM oGpasom
3aMETHO BO3pacTal0T YPOBHM IPONMHA, THUPO3MHA ¥ heHmwianaHMHa B TI'MAPOAMU3ATAX
SIUMYPANbHBIX GAKTEPUM M NPU CKADMIMBAHUM JUETHI C HU3KUM IIPOLEHTOM a30Ta MM
C a30TOM IO HOpMeE C n0GaBKOM PTYTH. Pe3ysbTaThl HABOJAAT HA MBICIB, UYTO YaCTHIE pac-
CTPOJCTBA MMKpDOOHOro cuMHTE3a B pyOlle, HE MOARAOLINECH OOBACHEHMIO, MOTYT OBITH
BLI3BAHBI JIMTEJIBHBIM CKAPDMJIMBAHMEM KODMa, COZEPIKALLEro 3KCTPEMAaJbHO HU3KHE KOH-
LEHTpaUuM TSKENBIX METaIoB. DTa mpobiema 3aciy>XMBaeT TL{ATENBHOrO BHUMaHUA
B Oyaymux paspab0TKax, HaNpPaBIEHHBIX HA OCBELIEHME PACCTPONCTB GuocMHTE3A B PyO-
1€, CHMIKAOIIUX NPOAYKTUBHOCTH >KBAYHBIX.

pybeu; ajarepenTHsic GaKTEPUM; AMUHOKMUCIOTH; PTYTh

LEGATH, J. — KACMAR, P. — TOMAS, J. (University of Veterinary Medicine, KoSice):
Changes of amino acid concentrations in bacteria adhering to the rumen epithelium
in sheep given extremely low oral doses of mercury. Veter. Med. (Praha), 35, 1990
(11): 657—665.

The effect of low concentrations of mercury taken in the diet (4 mg per a head and
day) on the amino acid composition in the proteins of rumen bacteria adhering to
the /dorsal and ventral parts of the rumen was studied in six sheep. Though the
mercury did not influence the amino acid concentration in hydrolyzates of epimural
bacteria, low-mercury doses caused significant changes of some amino acids, as
compared with the control group of animals. The levels of alanine, histidine, threonine,
serine. and glycine were significantly decreased and at the same time the levels
of proline, valine, isoleucine, tyrosine, lysine and phenylalamine were significantly
increased. It was stated in our experiment that the levels of histidine, alanine and
threonine in hydrolyzates of epimural bacteria of the rumen were significantly decrea-
sed both in the sheep given the balanced feed ration with additions of mercury and
nitrogen (according to the standard) and in the sheep given a low-nitrogen diet.
Similarly, the levels of proline, tyrosine and phenylalanine in the hydrolizates of epi-
mural bacteria in rumen were significantly increased both with the low-nitrogen diet
and in the normal -nitrogen diet with mercury supplement. The results suggest that
unexplained disorders frequently occuring in the microbial synthesis in the rumen
might be caused by long-continued administration of feed contaminated with extre-
mely low concentrations of heavy metals. The problem deserves detailed investigation
in future studies, oriented to explaining the biosynthesis disorders in rumen, reduc-
ing the production ability of ruminants.

rumen; adherent bacteria; amino acids; mercury
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LEGATH, ]. — KACMAR, P. — TOMAS, J. (Hochschule fiir Veterindrmedizin, KoSice):
Anderung der Konzentration von Aminosiuren in den auf das Pansenepithel der Schajfe
nach der peroralen Belastung des Organismus durch extrem niedrige Quecksilbergaben
adherierten Bakterien. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 657—665.

Wir untersuchten den Einfluss der niedrigen Konzentrationen von Quecksilber (auf-
genommen in einer Menge von 4 mg/Tier/Tag) auf die Zusammensetzung der Amino-
sduren in Eiweissstoffen der auf den dorsalen und ventralen Teil des Pansens von
sechs Schafen adherierten Pansenbakterien. Trotzdem, dass das Quecksilber die Kon-
zentration von Aminosduren in Hydrolysaten der epimuralen Bakterien keinesfalls
beeinflusst, kam es infolge der Wirkung der niedrigen Quecksilbergaben zu signifikan-
ten Umwandlungen einiger Aminosduren im Vergleich zur Kontrollgruppe. Der Spiegel
von Alanin, Histidin, Threonin, Serin und Glyzin fiel bedeutend ab, derjenige von
Prolin, Valin, Isoleuzin, Tyrosin, Lysin und Phenylalanin stieg hingegen signifikant
am. In unseren Versuchen stellten wir fest, dass der Spiegel von Alanin, Histidin und
Threonin in Hydrolysaten der epimuralen Pansenbakterien auch bei der Fiitterung
der Schafe mit ausgeglichener Futterration mit Zusatz von Quecksilber und Stickstoff
entsprechend der Norm oder bei der Fiitterung der Schafe mit Didt mit niedrigem
Stickstoffgehalt signifikant abgefallen war. Ahnlicherweise signifikant stieg auch der
Spiegel von Prolin, Tyrosin, Phenylalanin in Hydrolysaten der epimuralen Pansen-
bakterien auch bei der Fiitterung mit Didt mit niedrigem N-Gehalt wie auch bei der
Fittterung mit Didt die den Stickstoff in der Norm mit Zusatz von Quecksilber enthalt
an. Die ermittelten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die so oft auftretenden Stdrun-
gen der mikrobiellen Synthese im Pansen, fiir die keine zufriedenstellende Erkldrung
gegeben werden kann, auf eine langfristige Verfiitterung der kontaminierten Futter-
mittel mit extrem niedrigen Konzentrationen von Schwermetallen zuriickzufiihren sind.
Das Problem bedarf einer hdheren Aufmerksamkeit in weiteren experimentellen Arbei-
ten, die sich mit der Erfassung der Storungen der Biosynthese im Pansen, die das
Produktionsvermdgen der Wiederkauervermindern, befassen werden.

Pansen; adherante Bakterien; Amlnosa_u_t"en; Quecksilber
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ZMENY KONCENTRACE VOLNYCH AMINOKYSELIN V KREVNI PLAZME
U PRASNIC PRI PORODU A U SELAT V PRUBEHU ROZENI

D. Je¥kova, Z. Pleskat, M. Smrikova, Z. Knotkova

JEZKOVA, D. — PLESKAC, Z. — SMRCKOVA, M. — KNOTKOVA, Z. (Vysoka
Skola veterinarni, Brno): Zmény koncentrace volngch aminokyselin v krevni plaz-
mé u prasnic pii porodu a u selat v pribéhu rozeni. Veter. Med. (Praha), 35,
1990 (11): 667—678.

U sedmi vysokobiezich prasnic, kfiZencl plemene bilé uSlechtilé a landrase,
v pritb&hu porodu a u jejich 69 selat béhem narozeni byly studovdny zmény kon-
centraci celkovych i jednotlivgch volnych aminokyselin v krevni plazmé&, a to
ve vztahu k dobé trvani porodu, k poradi rozeni selat ve vrhu a k hmotnosti
selat pri narozenf. Koncentrace celkovych volnych aminokyselin v krevni plazmé
prasnic t&sn& prfed porodem je 2,44 --0,182 mmol.1-' po narozeni posledniho se-
lete nepriikazné klesa na 2,17 0,190 mmol.1-' Koncentrace celkovych volngch
aminokyselin v krevni plazmé& u novorozengych selat je vZdy vyznamné vySSi neZ
u jejich matek (p < 0,001) a &inf 4,24 4-0,109 mmol .1~ Poradi selat pfi narozen{
nemd vliv na vy§i plazmatické koncentrace celkovych volnych aminokyselin (u se-
lat narozenych jako prvni ¢&inila aminoacidémie 4,03 0,268 mmol.1~1 u selat
narozenych jako poslednf se nevyznamné& méni na 3,99 --0,445 mmol.1~" krevni
plazmy). RovnéZ casovy faktor porodu neni statisticky vyznamny. Av3ak diferen-
ce koncentrace volnych aminokyselin v krevni plazmé mezi selaty o nejniZsi
hmotnosti a selaty o hmotnosti do 1200 a 1500 g jsou statisticky prikazné (p <
< 0,02). Ze 17 sledovanych aminokyselin jsou u vysokobrezich prasnic prfed po-
rodem v krevni plazmé nejvice zastoupeny alanin (0,43 4-0,052 mmol.1-') a gly-
cin (0,43 40,063 mmol.1-1). U selat pii narozeni je ndpadnd vysokd koncentra-
ce tyrozinu (1,44 40,035 mmol.1-1), kterd &inf 34 % z celkové aminoacidémie.
Koncentrace tyrozinu, histidinu a lyzinu je v krevni plazmé& novorozenych selat
statisticky vysoce vyznamné vys$i (p < 0,001) neZ u matek. Jev Sestkrat vyssi
tyrozinémie u selat neZ u prasnic je diskutovdn v souvislosti s hmotnosti pfi na-
rozenf a s ddaji o funkci a koncentraci hormont §titné Zl4zy u selat v prvnich
dnech Zivota.

prasnice; porod; selata; krevni plazma; koncentrace aminokyselin

V naSich dfivéjSich studiich jsme zachytili ndpadné zmény v koncentraci
volnych aminokyselin v Krevni plazmé brfezich prasnic, u nichZ je v tidobi
poslednich 40 dnii gravidity aminoacidémie vZdy niZ8i neZ u zvifat ne-
bfezich (JeZkova a Padalikova, 1977a, b). Prokazali jsme, Ze se
podil koncentraci volnych aminokyselin v krevni plazmé plodii prasat
a brezich matek v priibéhu bfezosti od 74. do 114. dne zvySuje, zatimco
1 74dennich fétd c¢ini 0,86 0,08, dosahuje u 114dennich féti prasat
1,58 40,15 mmol.1"'" (p < 0,001), (Padalikovad a JeZkova,
1974).
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Perinatdlnimu tdobi selat a porodnimu ddobi prasnic v tomto sméru
pozornost vénovana nebyla. Zaméfili jsme tedy své experimenty k osvét-
leni t&chto déjii a provéfili jsme zmé&ny aminoacidémie u rodicich pras-
nic a jejich mladat pf¥i narozeni.

MATERIAL A METODY

Do pokusu jsme zaradili sedm vysokobiezich prasnic — kifZencl plemen bilé uslech-
tilé a landrase ve v&ku dvou aZ tif let. Prasnice byly drZeny v porodnéch. Byly krme-
ny tak, Ze do 10. dne pied porodem dostdvaly 3,72 kg kompletni krmné smési pro
brezf prasnice (KPB). V poslednich 10 dnech bfezosti jim byla poddvdna krmnd smés
pro kojici prasnice (KPK). Vodu pfijimaly ad- libitum. V den o&ekdvaného porodu jim
byla odebrdna krev z usni Zfly. V krevni plazmé byla stanovena koncentrace volnych
aminovych kyselin postupem sloupcové chromatografie za pouZit{ automatického analy-
zdtoru aminokyselin Hd 1200-E ev. T 339 (JeZkovéd a Padalikova, 1977a). Poté
jsme odebrali prasnicim krev po narozeni posledniho selete a v nf rovn&Z stanovili uve-
dené komponenty.

MEérili jsme Casové intervaly mezi rozenim selat a dobu trvdni porodu. Na zékladé&
toho byla mlddata rozdé&lena na skupiny:

a) selata narozend jako prvd (n=7), do 45 min po prvém seleti (n=28), do 120 min
(n=28), do 180 min (n=15) a selata narozend do 300 min. (n=11) po prvnim
seleti;

b) selata narozend v poradi jako ¢tvrtd (n=6), jako osméd (n=7), a jako posledni
(n=25).

Selata po narozeni byla zvédZena a byla jim odebrdna krev punkcf ze srdce. V krev-
n{ plazmé& byla stanovena koncentrace volnych aminokyselin postupem vy3$e uvede-
nym.

Signifikance vysledkd Dyla vyhodnocena vypo&lem stfedni chyby priméru (4 S. E.)
a Studentova t-testu.

VYSLEDKY

Koncentrace celkovych volnych aminokyselin v krevni plazmé& prasnic
t&sn& pr¥ed porodem ¢ini 2,44 40,182 mmol.1-', po narozeni posledniho
selete mirn&, bez statistické vyznamnosti klesd na 2,17 40,190 mmol . 1~
Koncentrace celkovych volnych aminokyselin u novorozenych selat je
vZdy vyS$8i neZ u jejich matek a &ini 4,24 40,109 mmol . 1~1. Diference
mezi témito veli¢inami u matek a novorozenych selat je statisticky vy-
soce priikazna (p < 0,001), (obr. 1).

Pomér mezi koncentraci celkovych volnych aminokyselin v krevni
plazmé& novorozenych selat a jejich matek, vyjaddFeny podilem S/M (S =
= mmol AK .1~ " krevni plazmy u selat; M = mmol AK .11 krevni plazmy
u matky pied porodem), ¢ini 1,82 40,214 (obr. 2).

Poradi selat pfi narozeni neni funkce, kterd rozhoduje o velikosti kon-
centrace celkovych volnych aminokyselin pfi narozeni mladat. U selat
narozenych jako prva ¢inila aminoaceidémie 4,03 +0,268 mmol .1~ ", u se-
lat narozenych jako &tvrtd se témé&F nemé&nila (4,09 40,409 mmol .1~ 1),
zatimco u selat rozenych v pofadi osmém byla mirn& vy$si (4,30 40,285
mmol.1-1), u selat narozenych jako posledni &inila op&t 3,99 0,445
mmol . 1-1 krevni plazmy. Vzdjemné diference mezi uvedenymi hladina-
mi v8ak nenabyly statistické signifikance (obr. 3).

Rozborem vyznamu casového faktoru narozeni a zmén aminoacidémie
u selat zjiStujeme sice, Ze k nejvétSimu vzestupu koncentrace volnych

‘
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1. Koncentrace volnych aminokyselin v krevn{ plazmé u novorozenych selat a jejich
matek — Concentration of the free amino acid in the blood plasma in newborn
piglets and their mothers

aminokyselin v krevni plazmé dochézi u selat narozenych do t¥{ hodin
(4,54 +0,196 mmol.1"') po seleti prvnim, nicmén& diference neni sta-
tisticky vyznamné (obr. 4).

Provedli jsme i rozbor zmén tohoto parametru podle hmotnosti selat
pfi narozeni. NejniZ8§i aminoacidémii mé&la selata, u nichZ ¢inila hmot-
nost pfi narozeni mén& neZ 800 g (3,65 40,269 mmol.1"1) a u selat,
ktera dosahovala pf¥i narozeni hmotnost nejvy$si (3,81 +0,261 mmol.1"1).
U selat o hmotnosti do 1000, 1200, popf. do hmotnosti 1500 g se aminoaci-
démie zvy3uje a ¢ini 4,04 +0,309; 4,48 +0,151; pop¥. 4,49 40,161 mmol.
. 171, Diference koncentraci volnych aminokyselin v krevni plazmé& mezi
selaty o hmotnosti nejniZ$i a selaty o hmotnosti do 1200 a 1500 g jsou
statisticky priikazné (p < 0,02), (obr. 5).

Podil mezi koncentraci celkovych volnych aminokyselin u selat a je-
jich matek se zvé&tSoval v zdvislosti na hmotnosti selat a ¢inil u selat do-
sahujicich pfi narozeni hmotnosti do 800, 1000, 1200 a 1500 g: 1,36
+0,003; 1,77 4+0,151; 1,84 +0,126; pop¥. 1,99 +40,146. U selat nejt&Zsich
ve skupin& o hmotnosti do 2000 g ¢inil v8ak tento podil 1,60 +0,123. Di-
ference téchto veli¢in mezi selaty o hmotnosti do 800 g a selaty o hmot-
nosti do 1200 a 1500 g jsou statisticky priikazné (p < 0,05), (obr. 6).
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2. Koncentrace celkovych volnych aminokyselin v krevni plazmé u selat a jejich matek
a priméry t&chto veli¢in — Concentration of the total free amino acids in the
blood plasma in piglets and their mothers and averages of these values

U vysokobiezich prasnic pfed porodem jsou ze 17 sledovanych amino-
kyselin kvantitativné& nejvice zastoupeny alanin (0,43 40,052 mmol .1-1)
a glycin (0,43 40,052 mmol . 1-1); asi poloviny jejich koncentrace dosa-
huje tyrozin (0,24 +0,028 mmol.1"'), prolin (0,21 mmol.1"1), serin
(0,21 40,015 mmol.1~") a threonin (0,192 +0,018 mmol.1~'). Déale pak

i -
64 (mmol.L]
54
I - |
A I
3.
2
3. Koncentrace celkovych volnych amino-
1 kyselin v krevni plazmé& u selat vzhle-
1 dem k poradi pii narozenf — Con-
centration of the total free amino acids
in the blood plasma in piglets in re-
- . lation to the sequence of birth of the
1 ¥ 8. posledni piglets in the litter
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nésleduji histidin (0,147 4-0,022), kyselina glutamova (0,143 -+0,039),
valin (0,017 —+0,018), kyselina asparagova (0,109 40,019), lyzin (0,100
+0,010), fenylalanin (0,081 +0,032), leucin (0,075 +0,007) a cystin
(0,071 +0,015 mmol.1~7). NejniZ$i koncentrace prokazujeme u isoleu-
cinu (0,051 +0,001) a u methioninu (0,035 40,002 mmol.1-1), (obr. 7).
~ U selat pfi narozeni je v celkové aminoacidémii kvantitativné nejvice
zastoupen tyrozin, ktery se koncentraci 1,44 +0,035 mmol.1"! na ni
podili 34 %. Dale néasleduji vysoké koncentrace histidinu a lyzinu (0,47
+-0,030; popf. 0,44 40,031 mmol.1"'). Tyto aminokyseliny se podileji
11,1, pOpi‘ 10,5 % na celkové aminoacidémii mladat.

V krevni plazmé u novorozenych selat prokazujeme tedy vyrazné a
statisticky vysoce v§znamné vys$$i koncentrace tyrozinu, histidinu a lyzi-
nu ve srovnéni s krevni plazmou jejich matek (p < 0,001).

Diference mezi dalSimi volnymi aminokyselinami u selat a u jejich
matek nejsou jiZ tak ndpadné a jejich hladiny se vzdjemné& témé&r kryji.
Vyjimku tvoFi velmi nizké koncentrace prolinu a cystinu u novoroze-
nych selat, kdy z 69 sledovanych mlddat nebyla u 66 prolinémie a u 59
cystinémie méritelnd viibec (obr. 1).

Promé&fili jsme i zmé&ny koncentrace celkovych volnych aminokyse-
lin u selat dvou rozdilnych hmotnosti pfi narozeni, a to u selat o hmot-
nosti do 800 g a u selat o hmotnosti do 1200 g pfi narozeni. Rozbor
ukazuje, Ze koncentrace celkovych volnych aminokyselin je vy33f u se-
lat, kterd dosahuji vy33i hmotnosti pfi narozeni. Takového zvy3eni do-
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7. Koncentrace volnych aminokyselin v krevni plazmé& u rodicich prasnic — Con-

centration of free amino acids in the blood plasma in bearing sows
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8. Koncentrace volnych aminokyselin v krevni plazmé u selat riizné hmotnosti pfi
narozen! — Concentrations of free amino_acids in the blood plasma in piglets of
various weight at birth

znavajl i v8echny sledované jednotlivé volné aminokyseliny; statistické
prikaznosti dosahuji v8ak uvedené diference pouze u kyseliny aspara-
gové (p < 0,02), serinu (p < 0,01), lyzinu (p < 0,02) a u argininu (p <
< 0,01). Vyjimku tvofi fenylalanin, jehoZ koncentrace je u selat o vy33i

el

hmotnosti niZsi (obr. 8).

DISKUSE

Trend poklesu koncentrace celkovych volnych aminokyselin v krevni
plazmg&, ktery jsme prokédzali v prib&hu brezosti, pokracuje i v tGdobi
porodu prasnic. Jejich aminoacidémie je vyrazn& niZ3i neZ u prasnic ve
112. dnu bfezosti, kdy ¢ini 4,06 +0,260 mmol.1~" (p < 0,001) a je i vy-
razn& niZ$i neZ u zvifat nebfezich (4,15 40,278 mmol.1-1), (p < 0,001),
(JeZkovéd a Padalikovéd, 1977a, b). V porodni fdzi matky zachy-
cujeme v celkové aminoacidémii i vyrazné zmény v procentnim zastou-
peni jednotlivych aminokyselin.

Zatimco se ve 112. dnu bfezosti na celkové aminoacidémii kvantita-
tivn& nejvice podileji threonin a serin (11,9 %), alanin (11,1 %), glycin
(9,4 %), kyselina glutamova (9,7 %) a prolin (9,3 %), stoupd prudce
v porodni fazi prasnice zastoupeni glycinu (17,6 %), alaninu (17,5 %),
tyrozinu (10,0 %), dale kyseliny asparagové (4,5 %) a cystinu (2,9 %).
Procentni zastoupeni dal$ich sledovanych volnych aminovych Kkyselin
v krevni plazmé rodici matky, tj. threoninu a serinu, kyseliny glutamo-
vé, lyzinu, valinu, argininu, leucinu, isoleucinu a methioninu, klesa ve
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srovnéni s prasnicemi 112 dnt brezich. Pouze koncentrace prolinu, histi-
dinu, fenylalaninu se u srovnivanych skupin prasnic, tj. u zvifat 112 dnti
bfezich a rodicich, neméni (obr. 9).

Pokles celkové aminoacidémie u rodicich matek neprfekvapuje a je
v souhlase i s tdaji starS§imi. Leathem (1964) uvadi pokles amino-
acidémie u bfezich samic do souvislosti se stoupajici aktivitou ristového
hormonu, Christensen aj. (1957) se zvySenym rendlnim vyluco-
vanim aminokyselin; my jsme upozornili v souvislosti s uvedenou funk¢-
ni zménou matek na zvySujici se plazmaticky objem prasnic v priib€hu
bfezosti (JeZkova, Smrékovad a Padalikova, 1977, 1978).

Vlastni podstata tohoto jevu vSak dosud neni objasnéna. SloZitost in-
terpretace této zmény u biezich i rodicich prasnic spoc¢ivd predevSim
v tom, Ze pfi poklesu celkové aminoacidémie doch4zi i k posuntim v kon-
centraci jednotlivych volnych aminokyselin.

Pokles celkové aminoacidémie a zména distribuce jednotlivych vol-
nych aminokyselin v tdobi porodu matky vede k tvaze o vztahu té&chto
zm&n a Fidicich mechanismi@i procesu porodu matky a narozeni mladat.
Bshem porodu dochézi k poklesu koncentrace 17g-estradiolu v krevni
plazmé rodici matky, zatimco se koncentrace progesteronu v priib&hu
tohoto procesu téméf nemeéni. Inzulinémie prasnic se rovnéZ b&hem po-
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rodu neméni (JeZkovd, Smrékovd a Knotkova, 1988, 1989).
Jednd se pravdépodobné i o stoupajici selektivni potFebu a zachyceni
urditych aminokyselin placentou, pop¥. tkdn&mi rodicich se selat z krev-
niho ob&hu matky. Tuto Gvahu podtrhuje i nélez o zvySujicim se podilu
koncentrace celkovych volnych aminokyselin u féti prasat a jejich
matek, ktery ¢ini v 74., 84., 104. a 114. dnu gestace 0,86 +0,08; 1,19
+0,13; 1,28 +0,16 a 1,58 +0,15 (JeZkov4d a Padalikova, 1977a,
b). Z téchto studii vyplyva, Ze u féth ve véku 74 dnid dosahuji vyssi kon-
centrace v krevni plazmé ve srovndni s matkou pouze serin, prolin
a kyselina glutamova. Podil téchto parametrii u féti a jejich matek ¢€ini
v pripadé serinu 1,68, 1,42 u prolinu a 2,57 u kyseliny glutamové. Cel-
kovd koncentrace volnych aminokyselin, kterd u 114dennich fétti ¢ini
6,36 40,097 mmol.1-', je v tidobi t8sn& po narozeni niZ$i a &ini 4,24
+0,109 mmol.1~" (p < 0,001). Ve fetdlni krevni plazmé& je relativné
nejvice zastoupen alanin (21,41 %), glycin (13,90 %) a threonin (12,44
procenta), déle serin (10,36 %) a prolin (8,80 %). Tyrozin se na cel-
kové aminoacidémii u 114dennich fété podili 1,86 %. V krevni plazms&
u fétd ve véku 114 dnid je vSak jiZ vyrazné vyS$Si koncentrace deseti
volnych aminokyselin ve srovnédni s jejich matkami. Vy35i koncentraci
jsme prokéazali u lyzinu, kyseliny asparagové, threoninu, serinu, prolinu,
alaninu, cystinu, valinu, tyrozinu a fenylalaninu.

U selat p¥i narozeni se tato skute¢nost jesté vice zvyraziiuje a podil
uvedenych veli¢in, tj. celkovych volnych aminokyselin u novorozenych
selat a jejich matek, ¢ini 1,82 4-0,214.

Zmény koncentrace jednotlivfch aminokyselin jsou v priibghu rozeni
ml4adat velmi ndpadné. V jejich aminoacidémii je nejvice zastoupen tyro-
zin, dale lyzin a histidin. Podil téchto parametrd v krevni plazmé selat
a rodicich prasnic je za sledované tdobi viibec nejvyssi a ¢ini 5,94, 4,44
a 3,20.

PFibliZzn& stejnou koncentraci volnych aminokyselin v krevni plazmé
novorozenych selat a jejich matek prokazujeme u threoninu, serinu, ky-
seliny glutamové, glycinu, alaninu, valinu a methioninu. Podil veliCin
S/M u tdchto aminokyselin se pohybuje v rozmezi 0,86 aZ 1,17. NiZsi
podil zaznamendvame u prolinu (0,29), isoleucinu (0,59), leucinu (0,64)
a u kyseliny asparagové (0,70).

Témer Sestkrat vys$8i koncentrace tyrozinu v krevni plazmé& novoroze-
nych selat ve srovndni s jejich matkami je jev mimoFadn& népadny.
Lze jej uvadé&t do souvislosti s vysokymi koncentracemi dialyzovatelnych
frakci tyrozinu, jehoZ koncentrace je u novorozenych selat vysokd a
svého maxima dosahuje za 6 aZ 13 hodin po narozeni ( Nowak, 1983).
Vy38i tyrozinémii pozorujeme u selat o vy33i hmotnosti pfi narozeni.
Tento nédlez, i kdyZ nenabyl statistické priikaznosti, je zdvaZny v souvis-
losti s ddaji o nizké koncentraci hormont 3titné Zlazy u déti, které dosa-
huji nizké hmotnosti béhem prvnich dni po narozeni (Brock-Jacob-
sen aj, 1977; Erenberg, 1978; Uhrmann aj., 1978; Saka-
guchi aj., 1983). V této souvislosti je nutno respektovat nélezy autori
Dvofak aj. (1986), Dvofdk a Neumannova (1986a; b), ktefi
prokézali u novorozenych selat dvojndsobné vy3Si tyroxinémii ve srov-
néni s dosp&lymi prasaty a pozorovali u novorozenych selat, star$ich
selat i b&hounti, Ze zvifata s mensi télesnou hmotnosti méla i niZsi kon-
centraci T, neZ stejné stard zvifata s v&tSi t€lesnou hmotnosti.
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EXKOBA, II. — IIJIIECKAY, 3. — CMPYKOBA, M. — KHOTKOBA, 3. (MHCTUTYT BETEPU-
Hapum, BpHO): VI3MeHeHMA KOHIEHTPamuM CBOOOAHBIX aMHMHOKHUCIOT B KPOBAHON CHIBO-
POTKe Yy CBMHOMAaTOK BO BpeMs COOpOca M Yy NMOPOCAT B mpomecce poXpenusa. Veter.
Med. (Praha), 35, 1990 (11): 667—678.

Y cemu TAKENOCYIIOPOCHBIX MATOK-IIOMeceit Oenoit ynydileHHOW M JIAHJPAcCKOM ITOPOJ
Ha ONOPOCE M y UX 69 MOPOCAT B IIPOIECCE POJKACHMUS OIPEACIHMIN M3MCHEHMHA B KON-
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HeHTpamMu oOIIMX M OTAECNbHBEIX CBOOOJHBIX AMMHOKMKCIOT M IIJIa3ME€ KPOBM B COOTHO-
LIEHUM CO CPOKOM OIIOPOCa, C OUEPEAHOCTHIO DOKACHMA IOPOCAT B IIOMETE M MX BECOM
npu poxjeHun. KoHmeHTpanus oO6mmx CcBOOOJAHBIX aMMHOKMCIOT COCTaBMJIA Y MaTOK
Iepes CaMuM OIOPOCOM 2,44 —+-0,182 MMOJ . 1~ ', a Ipy POXKIAEHUM MOCIEIHEr0 IOPOCEHKA
mara xo 2,17 ;40,190 Mmon .n~1, a y HOBODOXKJIEHHBIX OHA KaXXIblii pa3 ropasno
Beilie (p < 0,001) m cocrosigeTr 4,24 -+0,109 Mmon.n—1 OuepexHOCTh POXKAE-
HMSL HE BJIMSET HA pa3Mep 3TOI KOHICHTPALMM TEX K€ AMMHOKMUCIOT (Y TIEPBOPOXKAECH-
HBIX IIOPOCAT amMMHOAnupemus = 4,03 10,268 MMOa .J~', a ¥ DPOXKAECHHBIX HOCIETHUMMU
OHA HE3HAYMTENBHO MEHATCA: 3,99 0,445 mmon .n—'1 mrasmer). He3naunmm u hakrop
CpOKa omopoca. JIOCTOBEPHHI, OJIHAKO, Pa3NuuMs B KOHIEHTPAIMM CBOGOJHBIX aMMHOKWMC-
JIOT B IIIasM€ MEXIY MOpOCsATaAaMM CaMOro HM3KOro Beca ¥ Becom A0 1200 m 1500 r
(p < 0,02). I3 17 mpoCHeXUBAEMBIX AMUHOKUCIOT M TSPKEJIOCYHOPOCHBIX MAaTOK JIO OIO-
poca OoJble BCEro COMEPXKATCA B KPOBAHON IUIa3me anauuH (0,43 0,052 mmox .n—").
yTo cocrasiseT 34 % ot obuieit amuuoanugemuy. KOHIEHTPANMS K€ TUPO3MHA, TUCTUIU-
Ha ¥ JM3MHA B KPOBSHOM ILIa3ME HOBODOJKAEHHBIX 3HAYMMO Bhiue (p < 0,001), uem
y marok. To, 4TO THMPO3MHEMMSI NOPOCAT B 6 pa3 Goipine, yem y MaroK, 00CY>KHaercs
B CBf3M C BECOM TIPM PO3JAECHUM M JAHHBIMU ITO0 (PYHKIOUM ¥ KOHIIEHTPAIMM TOPMOHOB
IIMTOBUJIHON JKEJIe3Bl Y IOPOCAT B TEPBHIE JIHM JKU3HU.

CBMHOMATKM; OmOpOC: mopocATa; miadma KPOBM; KOHIEHTPAN s aMMHOKUCIOT

JEZKOVA, D. — PLESKAC, Z. — SMRCKOVA, M. — KNOTKOVA, Z. (University of Vete-
rinary Medicine, Brno): Changes of free amino actas concentration in the blood plasma
in sows during parturition and in piglets being born. Veter. Med. (Praha), 35, 1990
(11): 667—678.

During the course of parturition seven high pregnant sows, crossbreds of the Large
White and ‘Landrace breeds, and their 69 piglets being born, were studied for the
changes of the total and separate free amino acids in the blood plasma in relation
to the time of duration of the parturition, to the sequence of piglets being born in the
litter, and to the birth weight of the piglets. The concentration of the total freeamino
acids in blood plasma is 2.44 --0.182 mmol.1-" just before parturition; after the birth
of the last piglet it decreases insignificantly to 2.17 -4-0.180 mmol. 11 The concentra-
tion of the total free amino acids in the blocod plasma of newborn piglets is always
significantly higher than in their mothers (p < 0.001) and is 4.24 40.109 mmol.1-1
The rank of each piglet in the sequence of births in litter has no influence on the
level of plasma concentration of the total free amino acids amino acidaemia was
4.03 --0.268 mmol.1-1 in the piglets born first and insignificantly changed to 3.99
#+0.445 mmol.1-' of blood plasma in the last piglets born in the litter. The time
factor of parturition is also statisticaly insignificant. However, the differences in the
free 'amino acids” concentration in the blood plasma between the piglets with the
lowest weight and the piglets with a weight of up to 1200 and 1500 g are statistically
significant (p < 0.02). Alanine (0.43 -}-0.052 mmol.1-1') and glycine (0.43 --0.063
mmol.1-1] constitute the largest proportions of all the 17 amino acids studied in the
blood plasma in the high pregnant sows before parturition. The tyrosine concentration
in piglets at birth is remarkably high (1.44 4-0.035 mmol.1—"); it represent 34 per cent
of the total amino acidaemia. Tyrosine, histidine and lysine concentration in the blood
plasma is statistically highly significantly higher (p < 0.001) in newborn piglets than
in their mothers. The phenomenon of 6-times higher tyrosinaemia in piglets, compa-
red with the sows is discused in connection with the weight at birth and with the data
on the function and concentration of thyroid hormones in piglets during the first days
of their lives.

sows; parturition; piglets; blood plasma; amino acids’ concentration

JEZKOVA, D. — PLESKAC, Z. — SMRCKOVA, M. — KNOTKOVA, Z. (Hochschule fiir
Veterindrmedizin, Brno): Anderungen der Konzentrationen der freien Aminosduren
im Blutplasma bei Sauen bei der Geburt und bei Ferkeln wdhrend der Geburt. Veter.
Med., (Praha), 35, 1990 (11): 667—678.

Bei sieben hochtragenden Sauen, Kreuzungstieren der Rassen Weisses Edelschwein
und Landrasse, untersuchten wir wédhrend der Geburt und bei ihren 69 Ferkeln eben-

VETERINARNI MEDICINA — 1990 677|



falls wdhrend der Geburt Verdnderungen der Konzentrationen der gesamten und ein
zelnen freien Aminosduren im Blutplasma und dies in Beziehung zur Dauer der ver-
laufenden Geburt, zur Reihenfolge der zur Welt kommenden Ferkel im Wurf und zum
Gewicht der Ferkel bei der Geburt. Die Konzentration der gesamten freien Aminosédu-
ren im Blutplasma der Sauen unmittelbar vor der Geburt betrdgt 2,44 4-0,182 mmol.1-7,
nach der Geburt des letzten Ferkels fdllt sie unsignifikant auf 2,17 --0,190 mmol.1-1
ab. Die Konzentration der gesamten freien Aminosduren im Blutplasma bei neugebore-
nen Ferkeln ist stets bedeutend hoher als bei ihren Miittern (p < 0,001) und betrégt
4,24 --0;109 mmol.1-'. Die Reihenfolge der Ferkel der Geburt hat keinen Einfluss
auf die Hohe der plasmatischen Konzentration der gesamten freien Aminos#duren (bei
den als ersten geborenen Ferkeln betrug die Aminoaziddmie 4,03 -}-0,268 mmol.1-1,
bei den als letzten geborenen Ferkeln dndert sie sich auf 3,99 --0,445 mmol.1-' Blut-
plasma). Der Zeitfaktor der Geburt ist statistisch unbedeutend. Aber der Unterschied in
der Konzentration der freien Aminosduren im Blutplasma zwischen den Ferkeln mit
dem niedrigsten Gewicht und den Ferkeln mit einem Gewicht von 1200 bis 1500 g ist
statistisch signifikant (p < 0,02). Von 17 untersuchten Aminosduren sind bei hochtra-
genden Sauen vor der Geburt im Blutplasma am meisten Alanin (0,43 --0,052 mmol .1-1)
und Glyzin (0,43 40,063 mmol.1-1) vertreten. Bei Ferkeln ist bei der Geburt die hohe
Konzentration von Tyrosin (1,44 4-0,035 mmol.1-1) auffallend, die 34 % von der Ge-
samtaminoseididmie betrdgt. Die Konzentration von Tyrosin, Histidin und Lysin ist im
Blutplasma der neugeborenen Ferkel statistisch hochsignifikant hther (p < 0,001) als
bei den Miittern. Die 6) hohere Tyrosindmie bei Ferkeln als bei Sauen wird im Zu-
sammenhang mit dem Geburtsgewicht und mit Angaben iiber die Funktion und die
Konzentration der Schilddriisenhormone bei Ferkeln in den ersten Lebenstagen disku-
tiert.

Sauen; Geburt; Ferkel; Blutplasma; Konzentration von Aminosduren

Adresa autori:

Prof. MVDr. Dagmar JeZkovda, DrSc., ing. Zdenék Pleska¢, RNDr. Marie Smr ¢ -
kova, MVDr. Zora Knotkova, Vysoka $kola veterinarni, Palackého 1—3, 612 42
Brno
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DENZITOMETRICKA Al\lALYZA AKTIVITY AMINOPEPTIDAZY M _VE
SLIZNICI TENKEHO STREVA SELAT EXPERIMENTALNE INFIKOVANYCH
KOKCIDII Isospora suis

M. Kudweis, 1. Juli§, Z. Lojda, ]J. Vitovee, B. Koudela

KUDWEIS, M. — JULIS, I. — LOJDA, Z. — VITOVEC, ]. — KOUDELA, B. (Parazi-
tologicky dstav CSAV, Ceské Bud&jovice; Laboratof pro histochemii pfi 1ékafské
fakultd Univerzity Karlovy, Praha): Denzitometrickd analjza aktivity aminopepti-
ddzy M ve sliznici tenkého stieva selat experimentdlné infikovanjch kokcidii
Isospora suis. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 679—694.

U gnotobiotickych a konven¢nich selat infikovanych prvni den po porodu (DPP)
oocystami kokcidie Isospora suis jsme provedli denzitometrickou analyzu aktivity
aminopeptiddzy M (EC. 3.4.11.2.; APM]) v oblasti mikrovilézn{ zbény sliznice ten-
kého stieva. Selata byla infikovdna odliSnou ddvkou oocyst (100000 oocyst u se-

. lat gnotobiotickych a 200000 oocyst u selat konven¢nich). U gnotobiotickych in-
fikovanych selat jsme aktivitu APM studovali v obdobi 3. aZ 11. den po infekci
(DPI) a u infikovanych selat konvenénich v obdobf 2. aZ 10. DPI. Kontrolni se-
lata, ve skuping& gnotobiotickych zvifat ve véku dvou aZ péti dnli a ve skupiné
zvifat konvenénich ve véku &tyf aZ sedmi dni, maji odlisnou aktivitu APM ve
sliznici tenkého stfeva. Zjistili jsme, Ze aktivita APM v mikrovilézni z6né& sliznice
stfevni dosahuje vy3%ich hodnot u kontrolnich selat konven&nich (--7,01 priim&rné
hodnoty denzity). U infikovanych gnotobiotickych selat jsme prokézali pokles
intenzity reakéniho produktu APM jiZ 3. DPI s dalsim vyraznym sniZenim denzity
APM 4. DPI v celém tenkém stfevE s prevahou zachovalé aktivity APM v ileu.
Pfes nevyrazné zvySeni denzity reak¢énfho produktu APM v obdobi 5. aZ 7. DPI
(s nejvy$8im vzestupem denzity APM 6. DPI) jsme prokdzali dal$f pokles aktivity
8. a zejména 9. DPI opét v celém tenkém stfevé (nejniZ$i hodnotu denzity jsme
zjistili v zadnim jejunu), pFi€emZ byla postiZena i sliznice ilea. Nepatrné vys$si
denzitu reakéniho produktu APM jsme zjistili v duodenu. 10. DPI se denzita APM
zacala upravovat a 11. DPI v duodenu a ve stfednim jejunu dokonce dosahovala
vy38ich hodnot ve srovndni s kontrolnimi ddaji. U infikovanych selat konven&-
nich jsme prokézali n&které odli¥nosti s porovndnim v§voje aktivity APM ve sliz-
nici tenkého stfeva u infikovanych selat gnotobiotickych, 3. a 4. DPI je postiZeno
defektem APM celé tenké stievo za soufasné pirevaZujici denzity APM wve sliznici
ilea (shodn& jako u skupiny infikovanych selat gnotobiotickych). Druhé obdobi
poklesu aktivity APM trvd témér &tyfi dny (6. aZ 9. DPI). Pfechodnd tprava
aktivity APM je vS8ak u konvenc¢nich infikovanych selat krat$i a trvd pouze jeden
den (5. DPI). U obou skupin infikovanych selat jsme sou€asné& prokéazali ve sliz-
nici tenkého stfeva 2. aZ 10. DPI a 11. DPI u selat gnotobiotick§ch pohéarkové buii-
ky se silnou aktivitou APM.

konvenéni selata; gnotobioticka selata; aminopeptiddaza M; experimentdalni infekce;
denzitometrickd analyza; Isospora suis

Klinickd kokcidioza sajicich selat se projevuje vodnatym priijmem
u selat ve véku 8 aZ 10 dni (Ruzicka a Andrews, 1984).

Patologické zmény se pfi experimentalni kokcidioze mohou vyskyto-
vat v celém tenkém stfevé, obvykle jsou vSak t&ZSi ve stfednim a zadnim
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jejunu a také v ilem (Harleman a Meyer, 1985). Morfologic-
kym podkladem prijmového onemocnéni selat a patologickych zmén
ve sliznici tenkého stfeva je experimentdlné prokédzana rifizné rozsahla
atrofie klki a nekroza epitelu tenkého stfeva (Harleman a Meyer,
1985).

Patogeneze enterdlnich zmeén pri experimentdlni infekci kokcidii I.
suis u konvencnich a gnotobiotickych selat probiha ve dvou fazich s dvo-
ji alternaci sliznice tenkého stfeva, na kterou plynule navazuji dvé faze
reparativnich a regeneracnich procesti patologickych zmén (Vito-
vec a Koudela, 1990).

Aminopeptidaza M (membranova aminopeptiddza; strukturdlné véaza-
na aminopeptidaza; EC. 3.4.11.2.; APM) je metaloenzym, obsahujici zinek
(Lojda, 1979a).

APM je lokalizovdna v mikrovilézni z6né enterocyti (Lojda, 1969,
1974, 1983 a také v lysosomadlni oblasti enterocytli (supranukledrng;
Lojda a Papousek, 1978).

Aktivita APM je ve zdravé sliznici tenkého stfeva vysokd. Dokladaji
to prace Lojdy (1974) provedené na lidskych novorozencich, Mar -
canika (1980) u kurat a selat, Lojdy aj. (1984) u krys a miniprasat
a Kudweise a Lojdy (1989a, b) u gnotobiotickfch a konvendc-
nich selat. ‘

Ve sliznici tenkého stfeva Clovéka byl prokdzdn zretelny gradient

aktivity APM. Jeji aktivita je rozloZena v celém tenkém stFevé a maxi-
maélnich hodnot dosahuje v jejunu (Lojda aj., 1979a). Podobn& maji
také krysa, morce a miniprase nejvy3si aktivitu APM v enterocytech je-
juna (Lojda aj.,, 1984). U gnotobiotickych a konvenc¢nich selat je to-
pografickd lokalizace obdobnd s maximem aktivity v jejunu (Kud-
weis a Lojda, 1989a, b). Pfimo na vrcholu stfevnich klk v celém
tenkém stfevé byva rilizny polet enterocytd pred deskvamaci, v jejichZ
karta¢ovém lemu je aktivita APM niZ8i (Lojda, 1974).
' V aktivité APM enterocytd duodena, jejuna i ilea krysy je proka-
zateby cirkadidnni rytmus s maximem v 18.00 hodin a s minimem
v 6.00 hodin rdno (RGZic¢kovéa aj, 1978). U miniprasat je maximum
ve 12.00 hodin (Lojda, 1974; Lojda aj., 1984).

APM ve sliznici stfevni katalyzuje od3t&povani N-termélnich amino-
kyselin z peptidd, naftylamidi nebo p-nitroanilidd. Od3st&puje postupné
v8echny aminokyseliny, pokud jsou v L-formé, takZe miZe komplexné
hydrolyzovat i velké molekuly peptidi (Lo jda, 1979b).

Za riznych patologickych stavli nastava obvykle pokles aktivity APM,
jak to ukazuji studie Padykuly aj. (1961), Frice a Lojdy
(1964), Lojdy aj. (1970), Marcanika (1980) a Kudweise
aj. (1987).

V pohéarkovych buiikdch aktivita APM nebyla ve zdravé sliznici ten-
kého stfeva prokazéna. Uvadi to Lojda (1969, 1974) pri studiu sliz-
nice tenkého stfeva u lidskych novorozencli. Marcanik (1980) u se-
lat a kufat a Kudweis a Lojda (1989a, b, c) u selat. Na nédlez
APM v pohéarkovych buiikdch poprvé upozoriiuje Kudweis aj. (1989a)
ve sliznici tenkého stfeva gnotobiotickych selat experimentalné infiko-
vanych kokcidii I. suis. _

Cilem na$i prace je doloZeni fazického obrazu ve vyvoji aktivity APM
v mikrovilozni zéné enterocytd sliznice tenkého stfeva infikovanych

680 VETERINARNI MEDICINA — 1990



selat a poukdzat na nékteré odliSné aspekty experimentdlni infekce
u obou skupin pokusnych zvifat pFi prioritnim pouZiti moderni diagnos-
tické metody. \

MATERIAL A METODA

Prehled selat, jejichZ tkai byla v naSem pozorovani pouZita, uvadi tab. I. Provede-
ni infekce a zplisob odb&ru vzorkid tenkého stfeva jsou jiZ popsdny (Kudweis aj.,
1989a, b).

Pro prilkaz aktivity APM jsme pouZili materidl fixovany ve 4% paraformaldehydu,
ktery jsme po zkrdceném zaliti podle Lojdy a Papous§ka (1978) pouZili k de-
tekci APM v pohérovych buiikéch.

Déle jsme aktivitu APM (pro jeji priikaz v mikrovilézni z6né enterocytdi) studovali
na Fezech, poiizenych na kryostatu (Frigocut, Mod. 2700, fy Reichert — Jung) z hlubo-
ko zmrazené tkan& suchym ledem. Rezy pro oba zplsoby zpracovéni nepiesahovaly
tloustku 7 um. PouZité histochemické metody jsou uvedeny v tab. II.

V na$i prdci jsme fezy (pro hodnoceni mikrovilézni zoény) po provedené reakci hod-
notili na poditatem fizenym (SAPI-ZPS-2) skanujicim a integrujicim mikrodenzito-
metru VICKERS M 86 pfi standardnim pouZiti objektivu 20> a clony €. 2 (primér pole
2 pm).

I. Pfehled zpracovaného materidlu — Survey of the material

Gnotobioticka selata Konvenéni selata

selet DPPin* DPI,** selet+ DPPjr DPI,
1Sg 4 i 3 18 22 1 2
1Sg 7 1 4 IS 14 1 3
ISg 22 1 5 1S 18 1 4
I1Sg 25 1 6 1S 20 1 5
1Sg 12 1 7 IS 24 1 6
ISg 13 1 8 1S 30 1 7
1Sg 14 1 9 1S 33 3 8
1Sg 17 1 10 IS 34 3 § 9
1Sg 21 1 11 1S 35 1 10
K1—K4 0 2—5+* K1—K4 0 47"+

+ 1Sg — Isospora suis — gnotobiotické; ++IS — Isospgra suis

* infekce ve dny po porodu — infection on days post partum

** utraceni ve dny po infekci — killing on days post partum

+* v&k kontrolnich selat gnotobiotickych a *+ konventnich — age of the control
gnotobiotical and conventional piglets

II. PouZité histochemické metody — The histochemical methods used

metoda s L-alanin-4-metoxy-2-naftylamidem (5 mg) a Fast Blue B (10 mg)
A v 0,1 M kakodylatovém pufru pH 6,5—7,5; inkubace aZ 12 hodin v ledni&ce

nebo 15—45 minut pfi 37°C. Metoda podle Lojdy aj. (1979b), materiél
s PR

metoda s L-alanin-2-naftylamidem (3,5 mg) a Fast Blue B (56 mg) v 0,1 M
B fosfatovém pufru pH 7,2—7,4; inkubace a? 1 hodinu pfi 37 °C. Metoda podle

Burstona a Folka (1956) v modifikaci podle Lojdy aj. (1979b],
materidl — PF++

+ Kkryostatovy Fez, fixovany 20 minut ve vychlazeném chloroform-acetonu — cryostat
slice fixed 20 minutes in the cooled chlorophorm-acetone
++ parafinovy Fez — paraffin slice
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area 6\\) [pm?]

denzita’ (o)
Duw - smérodatnd odchylka
od C:

DS ~ koelicient variance
od s

H ** denzita / area DA: = R

A
3 50 %
DAso — smérodatna odchylka
od DA:
* i DA% — smérodatna odchylka
4 25 4 od DA: | "
1. Prehled ziskanych tda Fi
pro D a DA CV = S0 «100 % y j P

pouZiti Vickers M-86 —
Review of the data obtained
* pramerna hodnota denzity: () hodnoticl kritéria; w denzita; using Vickers M-86

Denzita reak&niho produktu byla mé&rfena pri vinové délce 540 nm, kterd odpovidala
pii dané konfiguraci pristroje maximdaln{ absorpci deponovaného reakéniho produktu.

K vyhodnoceni denzity reakéniho produktu APM v mikrovilézni z6né& jsme promé&fili
denzitu reakéniho produktu na kaZdém klku prohliZeného fezu na 15 aZ 20 bodech
a z t&chto Gdaji jsme stanovili primé&rnou hodnotu denzity reak¢niho produktu (DXx).

Udaje, které je moZné pFi denzitometrické analyze statisticky vyhodnotit, jsou uve-
deny na obr. 1. Pro na3i prdci jsme vyuZili ddaje, které vyjadifuji Dx a pomé&r denzity
na jednotku plochy (DAX), vyjadfujici koncentraci deponovaného reakéniho produktu
na meérené ploSe. Denzitu reakéniho produktu APM v pohdrkovych buiikdch jsme sta-
tisticky nevyhodnocovali, ale pouze Kkonstatovali pozitivitu poharkovych bun&k na
APM.

)

VYSLEDKY

Prok4zali jsme, Ze v denzité reakéniho produktu APM jsou rozdily
mezi gnotobiotickymi a konvenénimi kontrolnimi selaty. VyS$si denzitu
APM jsme zjistili v mikrovil6zni zéné enterocytl sliznice stfevni u kon-
trolnich selat konvencénich (47,01 ve srovnédni s vysledky u kontrolnich
selat gnotobiotickych). Topograficky je APM u obou skupin kontrolnich
selat nejvice vybavena sliznice zadniho jejuna, méné, ale témér shodné
sliznice stfedniho jejuna a ilea a nejméné& duodena. Dx v celém tenkém
stfevé kontrolnich konvenénich selat dosahuje hodnoty 126,28 a u selat
gnotobiotickych 119,27. Silnd aktivita APM je prokazatelnd také ye
st¥evnich kryptdch (obr. 2).

U infikovanych gnotobiotickych selat (infek&ni ddvka 100 000 oocyst)
jsme zjistili dvé etapy ve vyvoji aktivity APM.

Po sniZeni Dx jiZz 3. DPI (57,64 v ileu aZ 64,06 ve stfednim jejunu) né-
'sleduje 4. DPI silny pokles denzity APM, ktery postihuje celé tenké
stfevo s nepatrné prevaZujici Dx APM v ileu (obr. 3). Nésledujici dny
(5. aZ 7. DPI) nastdvd Céastecnd tprava aktivity APM, pfFiemZ 7. DPI
je nejvyssi Dx APM prokazatelnd v duodenu a stfednim jejunu, nejniZsi
Dx APM v ileu. Aktivita APM je v tomto obdobi lokalizovdna zejména
v dolni poloviné stfevnich klki (obr. 4).
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2. Vysokd reakce APM v mi-
krovilézni z6n& enterocyti
sliznice strevnf (*), znacné
reakce je patrnd také ve
stfevnich  kryptdch (=).
Kontrolnf = konvencni sele
ve vEku Sesti dnil; kryosta-
tovy fez (zv. 120)X) — High
APM reaction in the micro-
villous zone of enterocytes
of the intestinal mucous
membrane (*), considerable
reaction also seen in in-
testinal crypts (-). Control
conventional piglets at the
age of 6 days; cryostat sli-
ce (magn. 120 times)

3. Vyrazny pokles aktivity APM
zejména v oblasti hornf po-
loviny stifevnich klk{. Sele
ISg 7, ileum; Kkryostatovy
fez (zv. 120)X) — Signifi-
cant decrease of APM acti-
vity mainly in the area of
the upper half of the inte-
stinal wvilli. ISg 7 piglet,
ileum, cryostat slice (magn.
120 times)

4. Ptetrvéavajici deficit APM v
hornich polovinadch stfevnich
klkQ se zachovalou aktivi-
tou APM (*) a s aktivitou
po konsolidaci 7. DPI (-
obnovena aktivita APM).
Sele 1Sg 12, stfedni jejunum;
kryostatovy Fez (zv. 400X)
— Persisting APM deficit
in the upper half of the
intestinal villi with the pre-
served APM activity (*)
and with activity after con-
solidation on the 7th DAI
(= resumed APM activity).
ISg 12 piglet, middle jeju-
num, cryostat slice (magn.
400 times)
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8.—9. DPI néasleduje dalsi sniZeni aktivity APM. Nejvice deficitni je
zadni jejunum. Ve stfednim jejunu a v ileu je intenzita poklesu aktivity
APM niZ8i; 9. DPI dokonce DX v t&chto Gsecich nepatrné stoupd. 10. DPI
nésleduje zna¢na konsolidace aktivity APM a 11. DPI Dx APM ve sliznici
duodena a stfedniho jejuna pfevySuje hodnoty, zjiSténé u kontrolnich
selat. Zadni jejunum a ileum je i 11. DPI vybaveno sniZenym mnoZstvim
aktivity APM vzhledem ke kontrolnim zjiSt&nim.

Funkéni alterace sliznice tenkého stieva je tedy u infikovanych gno-
tobiotickych selat prokazatelnd Gtvrty (resp. jiZ tfeti) DPI a 8. aZ 9. DPI.
5. aZ 7. DPI a také 10. aZ 11. DPI nastdva ve sliznici stfevni pfechodné
(5. aZ 7. DPI) a pozdé&ji zFejmé& definitivni (10. aZ 11. DPI) dprava akti-
vity APM. ’ j

Vyvoj Dx APM v mikrovilozni z6né enterocyti sliznice tenkého stie-
va u infikovanych gnotobiotickych selat dokumentuje tab. III a obr. 5.

U infikovanych selat konvencnich (infekéni davka 200 000 oocyst)
jsme podobné jako u skupiny infikovanych gnotobiotickych selat zjistili
dvé faze ve vyvoji aktivity APM ve stfevni sliznici.

Po sniZeni Dx APM jiZ 2. DPI se tento pokles prohlubuje 3. a 4. DPI.
ITreti DPI je nejménd APM vybavena sliznice ilea a duodena a 4. DPI
sliznice zadniho jejuna a duodena. V ileu 4. DPI naopak doch&zi k ne-
patrnému zvy3eni Dx APM. Paty DPI nastdvd podstatng vyssi dprava
Dx APM ve srovnani se stejnym obdobim u infikovanych selat gnotobio-
tickych, pficemZ v duodenu aktivita dosahuje 94 % kontrolnich hod-
not. V ostatnich tisecich je obnova aktivity méné patrnd a dosahuje
68 aZ 69 %. 6. aZ 9. DPI nasleduje dal3i sniZovani aktivity APM. Nej-
niz8ich hodnot je dosaZeno 9. DPI v duodenu. Ve srovndni s obdobim
3. aZ 4. DPI (50 % pivodni aktivity) je sliznice stfevni méné& vybavena
APM v obdobi druhého poklesu aktivity APM (tj. 6. aZ 9. DPI; 44 9%).
10. DPI nastdva c¢&ste¢nd uUprava aktivity APM, kterd je vSak u infikova-
nych konven&nich selat niz$i (64 % piavodni aktivity u infikovanych
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G89 (61 — VNIOIQAW INMYNINELEA

111. Prehled dosaZengch vysledkd (v DX) — Survey of results obtained (in Dx)

Stfevo DPI 2 DPI 3 | DPI 4 DPI 5 DPI 6 DPI 7 DPI 8 DPI 9 | DPI 10 I K1—K4

D 60,87 48,10 54,98 61,76 81,43 53,41 50,21 85,21 129,60 118,76

I 64,06 48,20 56,35 76,89 76,03 47,34 147,90 73,77 132,27 119,14

A J2 58,99 48,20 55,89 74,66 71,86 42,11 39,54 68,53 118,28 120,01

1 57,64 52,27 55,58 80,03 68,51 44,52 48,47 80,61 114,66 | '119,54

X 60,39 49,19 55,70 73,33 74,45 46,84 46,53 76,98 123,71 119,27

D 85,19 62,49 54,95 110,57 80,09 59,94 53,73 39,08 57,73 117,41

I 72,45 71,97 61,32 187,68 62,43 ‘54,05 49,46 49,14 56,98 127,15

B 2 70,44 70,11 54,53 91,28 82,16 46,18 51,97 42,93 57,48 130,79

1 68,85 61,08 66,11 B9,39 81,62 155,12 51,54 42,21 54,91 129,78

X 74,23 66,41 59,23 94,91 76,57 53,82 51,67 ‘43,34 56,77 126,28

D — duodenum; J; — stfedn{ jejunum — middle jejunum; J, — zadn{ jejunum — rear jejunum; I — ileum;
A — gnotobiotickd selata — gnotobiotical piglets; B — konven&ni selata — conventional piglets




selat gnotobiotickych; 45 % u infikovanych selat konvené¢nich). Vyvoj
aktivity ve sliznici tenkého stfeva experimentalné infikovanych kon-
vencnich selat je uveden v tab. III a zndzorné&n na obr. 6.

Lze shrnout, Ze srovnanim vysledkd denzitometrické analyzy sliznice
tenkého stfeva s reakc¢nim produktem APM jsme prokézali, Ze u obou
skupin experimentédlné infikovanych selat probihaji dvé etapy ve vyvoji
aktivity. APM. Prvni etapa probihd u infikovanych selat gnotobiotickych
Ctvrty (resp. jiZ tfeti) DPI a druhd faze poklesu aktivity APM 8. aZ 9.
DPI. K obnové aktivity APM ve sliznici tenkého stfeva dochéazi 5. azZ 7.
DPI a déale 10. aZ 11. DPI.

Pon&kud odlisné situace je u infikovanych selat konvencnich. Prvni
faze sniZovani aktivity APM je prokazatelnd shodné 3. a 4. DPI a druhé
faze 6. aZ 9. DPI. Druhy pokles aktivity APM probiha tedy s pFedstihem
dvou dnid. Tim se prvni etapa obnovy aktivity zuZuje pouze na 5. DPI.
Druhou f4zi pouze ¢astetné konsolidace aktivity APM jsme zjistili pouze
10. DPI.

U obou skupin experimentalné infikovanych selat jsme spolu s pokle-
sem aktivity APM ve vySe uvedenych dnech po infekci zaznamenali
také odpovidajici sniZeni koncentrace reakcéniho produktu na jednotku
plochy [(DAXx). Pfi srovnani vysledkii, podavajicich informaci o DX a DAX
jsme zjistili, Ze objektivnost obou tdajli pro posouzeni funkéniho stavu
sliznice stfevni je totoZn4, proto ve vysledcich samostatné hodnotu,
udédvajici koncentraci reakéniho produktu na jednotku plochy (DAx)
nekomentujeme.

V souvislosti se studiem aktivity APM ve sliznici tenkého stfeva ex-
perimentidlné infikovanych selat povaZujeme za zivaZny nélez pohAr-
kové builky silné pozitivni na reakcni produkt APM (obr. 7, 8). U kon-
trolnich skupin jsme tyto pozitivni poharkové buiiky nezjistili (obr. 9).
Pohérkové buiiky s reak&nim produktem APM jsme u infikovanych selat
gnotobiotickych i konvencénich nachdzeli po celé sledované obdobi, tzn.
3. aZ 11. (resp. 2. aZ 10.) DPI s jejich pFevahou v celém jejunu a ileu.
V duodenu jsme tyto buliky nenalezli.
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7. Reak¢ni produkt APM
v pohéarkové Dbuiice
stfedniho jejuna (-
pohdarkova buiika s po-
zitivitou APM]). Sele
IS 14; parafinovy fez
(zv. 400X) — APM
reaction product in
the goblet cell of the
middle jejunum (-
goblet cell with APM
positivity) IS 14 pig-
let, paraffin slice
(magn. 400 times)

8. Reakéni produkt APM
v pohdrkové buiice
ilea. Sele IS 33; pa-
rafinovy fez (zv. 400
krat) — APM reaction
product in the goblet
cell of the uleum. IS
33 piglet, paraffin sli-
ce (magn. 400 times)

DISKUSE

Enterocyty vznikaji, stejné jako ostatni buiiky sliznice stfevni, z ente-
roblastu. Enteroblast je nediferencovana butika krypt (Lojda, 1974).

P¥i posunu enteroblastu na klky dochazi k jeho diferenciaci, ktera je
ukonéena pfi pfechodu z krypty na bazi klku (Lojda, 1969, 1983).
Dochéazi pfi ni k Fad® morfologickych a biochemickych zmén, coZ je
provdzeno objevenim aktivity alkalické fosfatdzy, aminopeptiddazy M a
jinych enzym@i (Lojda, 1974, 1983).
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9. Pohéarkové buiiky ve
zdravé sliznici tenké-
ho stfeva bez reaké-
nfho produktu APM
(*). Kontrolni gnoto-
biotické sele ve v&ku
tff dnd; parafinovy
fez (zv. 200X) —
Goblet cells in the
healthy small intes-
tine mucous membra-
ne without APM reac-
tion product (*). Con-
trol gnotobiotical pig-
let at the age of 3
days paraffin slice
(magn. 200 times)

Prvni histochemickou detekci aminopeptiddzy M provedli Bursto-
ne a Folk (1956), kteFi pouZili jako substriat L-alanin-2-naftylamid.

Enzymatickou aktivitu je moZné vyhodnotit né&ékolika zplsoby. Z&-
kladni a soucdasné nejstarsi formou hodnoceni aktivity enzymii je semi-
kvantitativni (kFiZkovy) systém. Préace, kde je tento zplisob hodnoceni
uplatnén pochézeji jiZ z 50. a 60. let (Holman a Padalikova,
1964).

Modernéj$i a objektivnéjsi metodou je morfometrické vyhodnoceni
obrazu. Hojné se uZivd okuldrového mikrometru, jako velice jednodu-
chého méficiho zafizeni (Landsverk, 1981).

V posledni dob& se pouZivaji riizné morfometrické pfistroje s odlis-
nym spektrem ziskanych ddajt. Casto se uZivda Morphomat 10 fy Zeiss
(Stiglmair-Herb a Pospischil, 1986). V pfipadé pouZiti
tohoto zafizeni se jako kritérium patologického poskozeni sliznice stiev-
ni stanovuje vysSka klkd, hloubka krypt a jejich vzdjemny pomér a také
mitoticky index (podet mit6z na urceny polet bun&k). Casto se uvadi
i pocet intraepitelidlnich lymfocyti jako ukazatel aktivity zdnétlivého
procesu v postiZené tkéni (Pospischil aj., 1986).

Pfi vyhodnocovadni enzymatické aktivity se pouZivaji také moderni
obrazové analyzatory. Jejich uZiti je v naSich podmink4ch, ale i jinde
omezené. Studie, kde byl obrazovy analyzator pouZit, se zabyvaji mor-
fologickou analyzou ortopedickych onemocnéni (Skfivdnkova
aj., 1986), popfipadé nddord (Julis aj.,, 1988a). Prioritn& byl u néas
a ve veterindrni patologii viibec, vyuZit obrazovy analyzdtor pii studiu
sliznice tenkého stfeva experimentdlné infikovanych selat vybranym
druhem enteropatogenniho protozoa (Kudweis aj., 1990b).

V nadi préci jsme pouZili zafizeni, které se pri diagnostice histoche-
mického nélezu v tkénich pouZivd je$t€ méné, neZ je tomu v piipads
obrazového analyzéatoru.
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Prednosti poditacem Fizenych pfistrojovych komplexi a Siroké moz-
nosti vyuZiti této techniky uvadéji Juli$§ aj. (1988b). Ve veterindrni
patologii denzitometrie uZita dosud nebyla.

JestliZe porovndme objektivnost obou technik (analyzy obrazu a ska-
nujici denzitometrie), zjistime, Ze je podobnad a maximadlni, ale doposud
zejmeéna ve veterindrni patologii nevyuZita.

V piipadé& obrazové analyzy se vysledky opiraji o stanovené délky ak-
tivniho pole, jejiho procentového podilu na celkové délce méreného tse-
ku (% LAac) a o stanoveni $ifky (W) z6ény deponovaného reakéniho
produktu. ,

Ve skanujici denzitometrii se hodnoti prim&rnd denzita (Dx) depono-
vaného reak¢niho produktu (tj. jeho koncentrace) a ddle se miZe jako
kritérium uplatnit hodnota primé&rné denzity na jednotku plochy — area
(DAx).

APM je enzym mikrovilozni zény enterocyti (Lojda, 1969, 1974,
1983) a také lysosomdlni oblasti absorpCnich bunék (supranuklearni
zony), (Lojda a PapousSek, 1978).

Jeji aktivita je prokazatelnd ihned po vynofeni enterocytu ze st¥evnich
krypt a objevuje se zejména v mikrovilozni zo6né& enterocytti na bocich
a pfi vrcholu stfevnich klki, s vyjimkou mikrovilézni zény enterocytli
t8sn& pred deskvamaci; uloZenych na vrcholu stfevnich klkii (Lojda,
1974).

V na8i praci jsme prokazali, Ze vice aktivn&j$i na APM je sliznice ten-
kého stfeva kontrolnich konvencnich selat. Domnivame se, Ze to souvisi
s nepatrné vysSim vékem téchto selat ve srovnani se selaty gnotobiotic-
kymi, pFipadné s citlivou reakci APM na nepfirozené podminky, které
jsou umeéle vyvolany pfi pIipravé gnotobiotickych selat v jejich zaZiva-
cim traktu.

Podobné jako Harleman a Meyer (1985)a Vitovec a Kou-
dela (1990) popisuji p¥i experimentdlni infekci selat kokcidii I. suis
dvoji morfologickou alternaci sliznice stfevni, také v naSich vysledcich
jsme doloZili dvé alterativni faze funkéni.
| Casové se obdobi prvni funk&ni alterace shoduje s prvni fazi alte-
race morfologické, tzn., Ze ob& probihaji 3. aZ 4. DPI u obou skupin infi-
kovanych selat.

0dli3né jsou naSe néalezy tykajici se druhé faze alterativnich zmé&n.

Vitovec a Koudela (1990) ¢asové ohranicuji druhou morfolo-
gickou alternaci obdobim 8. az 9. DPI, a to jak u experimentdlné infiko-
vanych selat konvenc¢nich, tak i u infikovanych selat gnotobiotickych.

U infikovanych selat konvencnich jsme prokéazali znacné prodlouZe-
nou druhou funkéni alternativni fazi. Probihd v obdobi od 6. do 9. DPI,
tedy s predstihem dvou dndi, ve srovnéni s udaji, které uvadéji Vito-
vec a Koudela (1990), omezujici druhou morfologickou alternaci
pouze na 8. a 9. DPI.

Podobné upfesnéni poddvd naSe prace také v piipadé reparativnich
a regeneracnich procesti, plynule navazujicich na alternativni faze, které
Vitovec a Koudela (1990) Casové ohrani¢uji na 5. aZ 7. a 10. aZ
12. DPI.

U gnotobiotickych selat experimentdln& infikovanych kokcidii I. suis
jsou nase nédlezy shodné.
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U infikovanych selat konvenénich jsme vSak doloZili, Ze prvni funkéni
reparativni f4ze probihd pouze 5. DPI, tedy ve zkrdceném obdobi o dva
dny. Druhd funkéni reparativni f4ze je na zdkladé naSich vysledkl za-
hédjena shodné& u obou skupin infikovanych zvifat 10. DPI, tedy souhlas-
né s tdaji, které uvadéji pro druhou morfologickou reparaci Vito-
vec a Koudela (1990).

Domnivame se, Ze spojeni morfologickych poznatkii z prib&hu expe-
rimentélni infekce selat kokcidii I. suis s vysledky funkéniho vy3etfeni
sliznice stfevni ddva prFedpoklad ucelené informace o patogenezi ente-
rdlnich zmeén vyvolanych touto kokcidii.

Jsme toho nézoru, Ze zejména za funkéni obraz sliznice stievni tenké-
ho stfeva je pro dalsi vyvoj onemocnéni rozhodujici prvni alternativni
faze, resp. pocatek prvé faze reparativnich a regenera¢nich procesu.

V tomto obdobi pFedpokldddme znacéné& urychlenou diferenciaci bunék
sliznice stfevni, coZ dokldd4 i nalez aktivity APM jiZ 5. DPI v dolni po-
loving stfevnich klk@. Pfedpokldddme-li, Ze Zivotnost enterocytl je u se-
lat, telat ale i Clov&ka tfi aZ Ctyfi dny (Lojda, 1983; Asari aj.,
1987), pak pfi znac¢né sniZené aZ vymizelé aktivité APM 3. DPI je nutné
hypoteticky usuzovat na rychly, jeden den trvajici diferenciaéni proces.
Dodate¢na syntéza APM jiZ zralych, diferenciaci uvolné&nych enterocytfi
neni znima.

Neprospivani selat v dob& onemocnéni je mimo jiné enzymatické de-
fekty (Kudweis aj., 1989a, 1990b) posileno i chyb®nim aktivity
APM, coZ mé za néasledek sniZeni aktivniho transportu pfes mikrovil6z-
ni zénu enterocyti a minim4lni schopnost mikrovilozni zény 3t&pit pep-
tidy. To mé ve svém disledku vliv na poruchy trdveni a vstfebavani.

Druhé nejpocetné&j$i buiiky sliznice stfevni, poharkové buiiky, aktivi-
tu APM neobsahuji (Lojda, 1969, 1974; Marcanik, 1980; Kud-
weis a Lojda, 1989a, b, c).

Na nilez reakéniho produktu APM v poharkovych butikdch sliznice
stfevni experimentilné infikovanych selat (gnotobiotickych) kokcidif
I. suis jsme jiZ upozornili ( Kudweis aj., 1990a). Tento nilez je nyni
moZné rozsifit i na infikované selata konvenéni.

Poharkové buiiky s pozitivitou APM jsme u infikovanych selat gnoto-
biotickych i u infikovanych selat konvencnich nalézali zejména v Gseku
jejuna a ilea; téméF Zadné jsme nezjistili v duodenu.

Néalez APM v poharkovych buiikdch vysvétlujeme jako v pfipadé alka-
lické fosfatdzy, kterou jsme v pohdrkovych buiikdch prokéazali jiZz d¥ive
(Kudweis a Lojda, 1989c) a v pfipadé zvySeni denzity nékterfych
enzymi v poharkovych burikdch sliznice stfevni béhem experimentélni
infekce selat kokcidif I. suis (Kudweis aj., 1989a).

Predpokldddme, Ze v dob& polatku reparativnich procest (tj. 5. a 10.
DPI) se v kryptadch sliznice tenkého st¥eva urychluje obnova stfevnich
epitelidlnich bun&k a dochézi tak k produkci poharkovych buné&k, v nichZ
neni aktivita APM reprimovéana.

Vysvétleni této situace spatfujeme v tom, Ze pohérkovéa buiika s pozi-
tivitou APM je buiika intermedidlniho stadia mezi enterocytem a pohé&r-
kovou builtkou (Kudweis aj., 1990c) a jeji produkce je zfejm& umoz-
néna vlivem represe specifického genového fondu (blokovanim syntézy
mRNK specifického operonu) pro typickou pohérkovou buiiku.
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Prace je souhrnem n&kterych novych poznatkii o patogenité enteral-
nich zmén kokcidie I. suis. Pfedn& poukazuje na funkéni odli¥nosti pa-
tologického procesu u infikovanych gnotobiotickych a konvencénich se-
lat. Déle je studif prvni svého druhu, ve které bylo uZito skanujici den-
zitometrie ve veterinarni patologii.

V neposledni Ffadé& dokldda oprdavnénost jiZ dFive uvedenych domng-
nek o patologickém procesu diferenciace buné&k sliznice tenkého stfeva
v obdobi infekce (Kudweis a Lojda, 1989c; Kudweis aj.,
1989b, 1990c).

Soucasné upfesiiuje Casovou ohranicenost alternativnich a reparativ-
nich f4zi, zejména ve sliznici tenkého stieva infikovanych konvenénich
selat.

Prokédzat zavislost funkéniho poSkozeni stfevni sliznice na infekéni
davce se nam nepodafilo jednoznacné prokazat.
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KYOBAVIC, M. — IONNII, M. — JIOMOA, 3. — BUTOBEL], 1. — KOVYIEIJA, B.
(TTapasutonornueckuit uuctutyr AH UYCDP, Y. Byxaenosune; JlabopaTopus IO I'MCTOXM-
MUY IpU MeAUIMHCKOM hakyiasTeTe YHuBepcutera Kapmosa, ITpara): JiemcuTOMeTpudec-
K aHAJM3 AKTMBHOCTY aMUHONENTHAA3Hl M B CIM3MCTON TOIIEH KMIIKM HOPOCAT I3K-
COEePHMMEHTANBHO 3apa)keHHbIX KOKUMAuaAMM Isospora suis. Veter. Med. (Praha), 35, 1990
(11): 679—694.
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Y THOTOOMOTMYECKMX ¥ KOHBEHLMOHHBIX IOPOCAT, 3aPA’KEHHHIX HA IEPBEI JEHb IIOCIE
omopoca ([OITO) ooumucramy KOKuuauu Isospora suis. IPOBEIM AEHCUTOMETPUUECKUI aHa-
M3 aKTUBHOCTM amuuonentyjaassl M (EC. 3.4.11.2; APM) B 0061act¥ MUKDPOBMIIE3HBIX
30H CIM3MUCTON TOMIEH KMIMKK. ITOPOCAT 3apaskajy pa3HBIMM J03aMy OOLMCT: 100 000 y
rHOTOOMOTHUECKMX M 200 000 Yy KOHBEHIMOHHBIX IIOPOCAT. Y MEDPBHIX aKTUMBHOCTE APM
onpeiensau B nepuojy 3—11 jgHeln mocne uHpernmuu (HNM), a y BTOpHIX — Ha 2—10-it
auu IOITV. KOHTpOJBHBIE mIOpOCATA (FHOTOOMOTMUYECKME) B BO3pacTe 2—5 JHEM M KOH-
BCHLIMOHHBIE 4—7-JIHEBHBIE OTIMYAIOTCA PA3SHOM AKTMBHOCTBI0O APM B CIM3MUCTONM TOLIEH
KUAIUKA. AKTMBHOCTE APM B MMKDOBMJIE3HOV 30HE KMILIEYHOM CIM3UCTONM BBHIIIE Y KOH-
TPOJIBHBIX TOpOCAT (-}-7,01 OT CpeAHEN BENUUYMHBI AECATUYHOrO JIOTapMTMa HEIpo3pau-
HOCTHM). Y 3apa’keHHBIX IHOTOOMOTMUECKMX IMOPOCAT STA BEIMUYMHA PEAKTUMBHOrO IPOAYKTA
APM mnana y>xe Ha 3-i1 AIIV u euie 3amerHee HA 4-i1 JIIIM BO BCEil TOLIEN KMUIIKE C Ipe-
obraaHMeM COXPAHMBILIENCS AKTUBHOCTM APM B IOAB3MOIIHOM KMINKE, BOIPEKU HEKO-
TOPOMY IIOBBILICHUIO 3TOV Benuumusl y APM B mepmox 5—7-i1 ATV (c mUKOM HaA 6-i
NIIN), Ha 8-t m ocobenHo 9-i1 JIIV aKTUMBHOCTh IIOHMIKAJIACh OIISITH BO BCEH TOILIEN
KUIIKEe (CamMble HU3KME BEIMYMHBI OTMEUEHBl B 3aJHEN €€ yacty), npuueM Onuta 3aTpo-
HYTA M CIM3UCTAST IIOJAB3/IOIIHOM KMIIKM, HeCcKonpKo BeImIEe ObIa 3Ta BeanumHa APM
Yy ABEHANUATHUIIEPCTHON KMIIKM, HO HA 10-i1 JITV oHa crana ymopsjodaTtsCs, ¥ HA 11-1
JTIV jpocturia B JABEGHAAUATHMIIEPCTHOM M CPENHEN TOILEM KUINKAX Jla’Ke OOoJNplMX 3HA-
YEHUIT, YeM KOHTDONBHBEIE JAaHHbIE, Y 3apa’keHHHIX KOHBEHIIMOHHLIX ITIOPOCAT OTMEYEHHI
HEKOTODBIC pa3inuuusi B CIM3UCTON TOLIEM KMINMKM: HA 3-i1 u 4-i1 OIIU pecdhekt APM
3aTparMBall BCIO TOLIYI0 KMIIKY Ipu IpeoGianaiomieir AeHCMBHOCTM APM B CIM3UCTON
TTOJ{B3OIIHON KHMINKM (KAK M Y THOTOOMOTUUYECKMX ITOPOCHT). BTOPOI MEPMOJ ITOHMIKE-
HUS aKTMBHOCTM APM jumics mouty 4 AHA OT 6-ro nmo 9-ro IIIN). IlepexonHOe ymops-
JIOUEHUC €e JIIUTCA Yy OTUX MOPOCAT Kopoue, nuiub 1 nens (5-i1 OITNM). ¥ obeux ’xe rpynn
ONHOBPEMEHHO HA CJIM3MCTOM TOLIEH KUINKM HA 2—10-i1 OV u Ha 11-i1 IV y raoOuo-
TUYECKUX IIOPOCAT OTMeuany vameobpasHbele KIETKM C CUIBHOM aKTMBHOCThIO APM.

KOHBEHIIMOHHEIE TTOPOCATA; THOGMOTHUYECKME MOPOCATA; AMMHONENTHAA3a M; SKCIEPUMEH-
TANBHOE 3aPAKEHUE; NEHCUMETPUUECKUT aHanu3; Isospora suis

KUDWEIS, M. — JULI3, 1. — LOJDA, Z. — VITOVEC, J. — KOUDELA, B. (Institute of
Parasitology, Czechoslovak Academy of Sciences. Ceské Bud&jovice: Laboratory for
Histochemistry of the Faculty of Medicine of Charles University, Praha): Densito-
‘metrical analysis of the aminopeptidase M activity in the small intestine mucosa of
piglets experimentally infected by Isispora suis coccidia. Veter. Med. (Praha) 35, 1990
(11): 679—694.

In gnotobiotical and conventional piglets infected a day post partum (DPP) with
oocysts of the coccidium Isospora suis, densitometrical analysis of the activity of
aminopeptidase M [EC.3.4.11.2.; APM) was performed in the area of microvillous zone
of the small intestine. Piglets were infecter with different infection doses of oocysts
(100 000 oocysts) in gnotobiotical piglets and 200 000 oocysts in conventional piglets).
In infected gnotobiotical piglets, the APM activity was studied in the period from
the 3rd 11th day after infection (DAI) and in infected conventional piglets in the
period of to the 2nd to 10th day after infection [DAI). Control piglets, in the group of
the gnotobiotical animals at the age of 2 to 5 days in the group of the conventional
animals at the age of 4 to 7 days, had different APM activity in the microvillous zone
of the intestinal mucosa. It was stated that the microvillous zone of the intestinal
mucosa gained higher values in control conventional piglets (-+7.01 mean values of
density). In infected gnotobiotical piglets the density fall of the reaction product of
APM was demonstrated already on the third day with further marked reduction of
‘APM density on the 4th day after infection in the whole small intestine with pre-
dominance of the persisting APM activity in illeum. Even despite the slight increase
in the density of the reaction product of APM in the period from the 5th to 7th DAI
{the highest increase in APM density on the 6th DAI), a further decrease of the acti-
vity was recorded again on the 8th and namely the 9th DAT in the whole small intes-
tine (the lowest value of density was found in the rear jejunum), the illeum mucosa
being affected, too. A slightly higher density of the reaction product of APM was
found in the duodenum. On the 10th DAI the APM density started to change and on
the 11th DAI in the duodenum and in the middle jeiunum it even reached higher
values in comparison with the control data. Some differences were proved in the
infected conventional piglets in comparison with the development of the APM activity
in the small intestine mucosa in the infected gnotobiotical piglets. On the 3rd and
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4th DAI APM defect occurred in the whole small intestine, with APM density prevail-
ing in the illeum mucosa (like in the group of infected gnotobiotical piglets). The
sécond period of decrease in -APM activity lasted for almost four days (6th to 9th
DAI). In both groups of infected piglets, goblet cells with a strong APM activity were
detected at the same time in the small intestine mucosa of the gnotobiotical piglets
on the 2nd to 10th DAI and 11th DAL

conventional piglets; gnotobiotical piglets; aminopeptidase M; experimental infection;
densitometrical analysis; Isospora suis

KUDWEIS, M. — JULI§, 1. — LOJDA, Z. — VITOVEC, ]. — KOUDELA, B. (Parasitho-
logisches Institut der CSAV, Ceské Budé&jovice; Laboratorium fiir Histochemie der
medizinischen Fakultdt der Karsluniversitiit, Praha): Densitometrische Analyse der
Aktivitdt der Aminopeptidase M auf der Diinndarmschleimhaut der experimentell mit
der - Kokzidie Isospora suis infizierten Ferkel. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11):
679—694.

Bei gnobiotischen und konventionellen am ersten Tag nach der Geburt mit Oozysten
der Kokzidie Isospora suis infizierten Ferkeln fiihrten wir die densitometrische Analyse
der Aktivitdt der Aminopeptidase M (EC.3.4.11.2.; APM) in der mikrovilosen Zone der
Diinndarmschleimhaut durch. Die Ferkel wurden mit einer unterschiedlichen Gabe
von Oozysten (100000 Oozysten bei den gnobiotischen und 200000 Oozysten bei den
konventionellen Ferkeln) infiziert. Bei den gnobiotischen infizierten Ferkeln unter-
suchten wir die APM-Aktivitdt am 3. bis am 11. Tag nach der Infektion und bei den
infizierten konventionellen Ferkeln am 2. bis 10. Tag nach der Infektion. Die Kontroll-
ferkel, in der Gruppe der gnobiotischen Tiere im Alter von zwei bis fiinf Tagen und
in der Gruppe der konventionellen Tiere im Alter von vier bis sieben Tagen, haben
eine unterschiedliche APM-Aktivitdt in der Diinndarmschleimhaut. Wir stellten fest,
dass die APM-Aktivitdt in der mikrovilosen Zone der Darmschleimhaut hthere Werte
bei den konventionellen Kontrollferkeln (-}7,01 des durchschnittlichen Densitédtswer-
tes) aufweist. Bei den infizierten gnobiotischen Ferkeln wiesen wir den Abfall der
Densitdt des Reaktionsproduktes der APM schon am 3. Tag nach der Infektion mit
einem weiteren bedeutenden Abfall der APM-Densitdt am 4. Tag nach der Infektion
im gesamten Diinndarm mit Uberragen der erhaltenen APM-Aktivitdt im Ileus nach.
Ungeachtet einer nur unbedeutenden Steigerung der Densitdt des Reaktionsproduktes
von APM am 5.—7. Tag nach der Infektion (mit dem Gipfel der APM-Densitédtsstei-
gerung) wiesen wir einen weiteren Aktivitdtsabfall am 8. und vor allem am 9. Tag
nach der Infektion wiederum im gesamten Diinndarm (den niedrigsten Densitdtswert
stellten wir im Hinterleerdarm) nach, wobei auch die Ileusschleimhaut betroffen
wurde. Eine einigermassen h8here Densitdt des Reaktionsproduktes von APM stellten
wir im Duodenum fest. Am 10. Tag nach der Infektion begann sich die APM-Densitdt
umzuwandeln um am 11. Tag nach der Infektion im Duodenum und im mittleren
Leerdarm sogar hthere Werte im Vergleich zu Kontrollangaben zu erreichen. Bei den
konventionellen infizierten Ferkeln wiesen wir einige Abweichungen im Vergleich
zur Entwicklung der APM-Aktivitdt in der Diinndarmschleimhaut der infizierten gno-
biotischen Ferkeln nmach. Am 3. und 4. Tag nach der Infektion ist vom APM-Defekt
der gesamte Diinndarm bei gleichzeitig {iberwiegender APM-Deunsitdt in der Ileus-
schleimhaut (genauso wie bei der Gruppe der gnobiotischen infizierten Ferkel) be-
troffen. Die zweite Periode des APM-Aktivitdtsabfalls dauert fast vier Tage lang (6.
bis 9. Tag nach der Infektion). Die voriibergehende Modifizierung der APM-Aktivitat
ist bei den konventionellen infizierten Ferkeln kiirzer und dauert nur einen einzigen
Tag (5. Tag nach der Infektion). Bei den beiden Gruppen von infizierten Ferkeln
wiesen wir gleichzeitig in der Diinndarmschleimhaut am 2. bis am 10. Tag nach der
Infektion und am 11. Tag nach der Infektion bei den gnobiotischen Ferkeln Becherzel-
len mit einer bedeutenden APM-Aktivitdt nach.

konventionelle Ferkel; gnobiotische Ferkel; Aminopeptidase M, experimentelle In-
fektion; densitometrische Analyse; Isospora suis
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FYZIOLOGICKA POTREBA BIELKOVIN KAZEINU A PSENICNEHO GLUTE-
NU U STVORMESACNYCH KRYS

0. Dibék, M. Krajéovidova-Kudlaékova

DIBAK, 0. — KRAJCOVICOVA-KUDLACKOVA, M. (Vyskumny Gstav vgZivy Iudu,
Bratislava): Fyziologickd potreba bielkovin kazeinu a p3eniéného gluténu u 3tvor-
mesaénijch krys. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 695—704.

Zdroje bielkovin kazeinu a pSeni¢ného gluténu boli analyzované na obsah bielko-
vin, tukov, sacharidov, vody a aminokyselin. Bolo urené chemické skére amino-
kyselin a pomer esencidlnych a neesencidlnych aminokyselin (E/N). U krys
(samcov) vo veku 120 dni boli metédou stipajiceho obsahu bielkovin kazeinu
a p3¥eni¢ného gluténu od 0 do 40 % v diéte a po l4dennej aplikdcii diét ur&ené
zo zmien telového dusika, telovej vody a hmotnosti v zévislosti na prijme bielko-
vin ich optimédlne a udrZiavacie fyziologické denné davky. Pre bielkoviny kazeinu
je optimédlna dennéd ddvka u kr§s vo veku 120 aZ 134 dnf 1,75 g (7,5 % bielkovin
v diéte), pre bielkoviny p3eni¢ného gluténu 2,46 g (10 % bielkoviny v diéte).
UdrZiavacie davky zo zmien hmotnosti, telového dusika a telovej vody v zdvis-
losti na prijme bielkovin u tychto krys st pre bielkoviny kazeinu postupne 1216,
1214 a 1302 mg, pre bielkoviny p3eniéného gluténu 1731, 1760 a 1861 mg.

Stvormesaéné krysy; bielkoviny kazeinu; bielkoviny pSeniéného gluténu; fyziolo-
gicka potreba

Uréenie fyziologickej potreby diétnych bielkovin v z4vislosti na veku
nie je dostatofne rozpracované (NRC, 1978). V db6sledku toho boli dote-
raz zo vztahu medzi prijmom bielkovin kazeinu a gluténu telového du-
sika, telovej vody, resp. telovej hmotnosti, uréené minimélne a optimél-
ne fyziologické denné davky u krys vo veku 35 aZ 49 dni a 75 aZ 89 dni
(Dibak a i, 1984, 1985; Dibdk a Krajéovicdova, 1985). Vy-
znam danych $tidii vyplyva naviac z nahromadenych poznatkov o indu-
kovanom tu&inku nadmerného alebo nedostatoéného prijmu jednotlivych
Zivin na rdzne metabolické procesy a teda z hladiska dal$ich S$tadii
v tomto smere a to ¢i uZ bezprostredne po ich podévani, alebo v ne-
skorsich fdzach ontogenézy. Dalej preto, Ze modelové Stidium utilizacie
a fyziologickej potreby bielkovin zo solitérnych druhov je nutnym pre
nasledovné Stadie ich utilizacie a fyziologickej potreby z dvoch alebo
viacerych druhov bielkovin, teda pri ich pouZiti v zmesiach.

V predmetnej 3tadii sa urdila fyziologickd potreba bielkovin kazeinu
a pSeni¢ného gluténu u krys vo veku 120 aZ 134 dni, ktoré dosahuju
'hmotnosti okolo 380 a¥ 400 g a stdle rasti. Na urdenie optimélnych
a udrZiavacich fyziologickych davok bola pouZitd met6da stlipajiceho
obsahu bielkovin v diéte.
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MATERIAL A METODY

Pokusy boli robené na krysach (samcoch, kmeii Wistar) vo veku 120 dni o pocia-
to¢nej hmotnosti okolo 380 aZ 400 g. Zvieratd boli do zaliatku pokusu chované Larse-
novou diétou (LD, doddvanou n. p. VELAZ).

PouZité zdroje a to kazein (Laktos, Praha) a p8eniény glutén (Slovenské Zkrobérne,
Trnava) boli analyzované na obsah dusika, tukov, sacharidov, vody a aminokyselin
(tab. I): Zakladnou diétou bola bezdusikovd diéta (Henry, 1965): ryZovy Skrob
64 %, zemiakovy Skrob 10 %, cukor 12 %, margarinovy tuk 10 %, solnd zmes Osborne
4 Y. Bielkoviny zdrojov boli priddvané namiesto ryZového $krobu v mnoZstve 2,5; 7,5;
10; 12,5; 15; 20; 25; 30; 40 %. Okrem uvedenych skupin zvierat boli v pokuse e3te

I. ZloZenie kazeinu- a pSeni¢ného gluténu — Caseine and wheat gluten composition

Kazein (n=28)

Glutén (n=28)

Bielkoviny [%] 78,9 40,51 77,0 40,89
Tuky [%] 0,9 --0,02 0,4 --0,01
Sacharidy [%] 6,7 =+0,18 11,4 40,41
Susina [Y] 87,3 0,91 89,1 +0,89
Aminokyseliny
bielkovin
[mg.g-1] His 26,9 41,7 14,6 4-0,7
ile 39,1 42,3 32,1 41,7
Leu 109,0 6,0 70,2 +4-3,5
Lys 74,5 43,1 10,9 40,5
Met 25,5 41,2 10,5 40,4
Phe 50,4 +2,8 41,1 42,2
‘Thr 34,1 42,1 17,0 4-0,7
Val 60,1 +3,0 28,1 41,2
Arg 33,2 +1,2 30,1 +1,5
Glu 184,3 6,2 455,2 -4-19,7
Pro 112,0 +4,9 115,0 +4,9
Ser 476 -4-2,5 40,1 +1,7
Tyr 60,0 43,0 259 41,1
Ala 22,1 +1,1 20,0 40,8
Asp 58,3 43,2 28,9 +1,4
Gly 13,9 4-0,9 29,3 41,2
E/N 0,790 0,294
provizérna aminokyselinova aminokyselinové skoreP)
,,scoring® vzorka?) kazein glutén
Ile 40 98 80
Leu 70 156 100
Lys 55 135 20
Met-}-Cys®) 35 73(83) 30(90)
Phe--Tyr 60 183 112
Thr 40 85 43
Tryd) 10 160 100
Val 50 120 56
sx— — strednd chyba z priemeru

a) — podla FAO/WHO: Energy and Protein requirements Report of Joint FAO/WHO
ad hoc Expert Comittee, Geneva, FAO/WHO, 1973, 118 pp.

b) skére aminokyseliny =

mg aminokyseliny v g testovaného proteinu

mg aminokyseliny v g referen¢nej vzorky

X 100

c.d) mnoZstvo cystinu a tryptofanu podla: Amino acid content of foods and biological
data of proteins FAO, Roma, 1970, 288 pp.
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zvieratd skupiny 0. diia, usmrtené na zaciatku pokusu, z ktorych zistené hodnoty telo-
vého dusika, telovej vody, suSiny tela a hmotnosti po vy€isteni gastrointestindlneho
traktu slaZili na vypocCty tych istych parametrov na za¢iatku pokusu (B- pred apliki-
ciou diét) a pre vypocet ich zmien za 14 dni podédvania diét. Ku vSetkym diétam sa
priddvala Standardnd vitaminova zmes (zloZenie na 1 kg diéty: tiamin 3,3 mg; ribo-
flavin 5,5 mg; pyridoxin hydrochlorid 3,3 mg; kalcium pantotendt 11,0 mg; kyselina
félova 0,6 mg; biotin 0,6 mg; kyselina para-aminobenzoova 11,0 mg; inozitol 110,0 mg;
kyselina nikotinovda 11,0 mg; cholin hydrochlorid 1900,0 mg; vitamin K 2,2 mg; cyano-
kobalamin 20 g; vitamin A 4,5 mg; vitamin D 0,3 mg; vitamin E 5,0 mg).

Zvierata z jednotlivgych skupin (po Siestich v kaZdej) boli umiestnené v individual-
nych klietkach s mrieZkovou podlahou pri teplote 22 aZ 23 °C. Diéty a vodu dostavali
ad libitum. Denne bolo sledované mnoZstvo prijatej stravy a hmotnost zvierat.

Po aplikécii diét 14 dnf a predchddzajicom 16hodinovom hladovani boli zvierata
véetkych skupin usmrtené v jeden deii éterovou nark6zou a vypreparovany gastroin-
testindlny trakt za cielom o€istenia od zbytkov potravy. Jednotlivé zvieratd boli potom
sudené pri teplote 105 °C do konstantnej hmotnosti. Z homogenatu karkasu ]ednothvych
zvierat odoberaté vzorky boli analyzované na obsah dusika a tuku.

MnoZstvo tuku v zdrojoch, diétach a tele zvierat sa urcilo gravimetricky po extrakcii
Soxhletomu. Dusik vo vzorkdch z pouZitych zdrojov bielkovin, dalej z diét a karkasu
jednotlivgch zvierat bol urfeny Dumasovou metédou (Vondenhof a Schulte,
1979). Sacharidy v zdrojoch a diétach sa stanovili met6dou podla Schoorla (Pribe-
la, 1978).

Aminokyseliny v zdrojoch boli uréené automatizovanou chromatografickou metédou
podla Spackmanna a i. (1958) po kyselej hydrol§ze v 6 N HCl za 72 hodin pri
teplote 100 °C.

VYSLEDKY

V tab. I je uvedené zloZenie pouZitého kazeinu a p3eni¢ného gluténu
na obsah bielkovin (Nx6,25), tukov, sacharidov a suSiny, ¢o je potrebné
jednak pre meranie prijmu jednotlivych Zivin, jednak pre zostavenie
jednotlivych diét s r6znym obsahom diétnych bielkovin. Aminokyselinové
zloZenie bielkovin zdrojov — aj ked sa v jednotlivych SarZiach zrejme
v dosledku technologického spracovania a aj analytickej pripravy odli-
Suje — sa pouZiva za cielom pripadného urCovania optimdlnych C¢i
minimédlnych ddvok najméd primarnych a sekundarnych limitujacich ami-
nokyselin, resp. ostatnych aminokyselin. Podobne ako predtym (Di-
bdk a Krajcdovidova, 1985) su obidva zdroje bielkovin kvalitou
velmi odlisné, ako to vyplyva ¢i uZ z pomeru esencidlnych a neesencil-
nych aminokyselin (E/N), alebo z chemického skore, pri¢om zloZenie
aminokyselin oboch zdrojov nasved¢uje, Ze ide o bielkoviny navzdjom
dopliikové.

V tab. II a III si uvedené zistené parametre po aplikdcii diét s roz-
nym obsahom Kkazeinu a pSeni¢ného gluténu po dobu 14 dni a ich hod-
noty pred aplikdciou diét, t. zn. pri zapocati experimentu, ktoré hodnoty
st vypocitané za pomoci hodndt ziskanych u skupiny zvierat 0. diia.
Rozdiel v hodnotdch sledovanych parametrov.na zaciatku experimentu
a po jeho skonceni ddva zmeny v hmotnosti, zmeny telovej vody a telo-
vého dusika, ku ktorym doSlo za 14 dni aplikacie diét s réznym obsahom
bielkovin (tab. IV).

Z nameranych hodnét sledovanych parametrov (tab. II, III) najmé
vSak zo zmien hmotnosti, zmien telového dusika a telovej vody (tab. IV)
v zdvislosti na prijme bielkovin vyplyva u Stvormesaénych krys linedrny
vztah pri poddvani kazeinovych diét do obsahu bielkovin 7,5 % (obr. 1),
pri podavani gluténovych diét do obsahu 10 % bielkovin v diéte (obr. 2).
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Pri vy$Som prijme bielkovin z oboch zdrojov sa sledované parametr:
dalej zvySuji ovSem neadekvétne prijatym bielkovindm, pricom k zvySo
vaniu dochddza len do urcitého obsahu bielkovin v diéte a to v pripad

1I. Hmotnost Ziv4, hmotnost po vydisteni git, susSina, telovd voda a telovy dusik v .
u skupiny 0. diia a skupin krys (Stvormesaénych) po aplikdcii diét s 0—40 % bielkc
vin kazefnu 14 dni (A) a pred aplikdciou diét (B—O0. deii pokusu) — Live weigh!
weight after gastrointestinal tract (GIT) cleaning, dry matter, body water and bod
nitrogen in g in the group of the Oth day and in the groups of rats (4-month-old
after the administration of the diet with 0—40 per cent casein protein for 14 day
(A) and before the administration of the diet (B — the Oth day of the experiment

Hmotnost | Hmotnost , Telovy dusil
Percento Ziva po vydcisteni Slfmim Telm{;é ]voda [g]
8] git [g] uE & 5.h
skupina 0. diia

5 3857 +2,0 | 358,1 +2,1 | 1343 41,8 | 2238 43,3 | 12,73 40,36

25 A — po aplikacii diét 14 dnf
32 360,8 4-3,5 | 338,3 44,2 | 128,1 42,6 | 210,1 4-2,7 | 11,81 40,38
100 383,4 43,7 | 362,6 43,8 | 138,0 42,4 | 2246 +1,9 | 12,58 0,37
150 408,0 44,1 | 3828 42,9 | 148,0 41,7 | 235,3 +3,8 | 13,23 40,15
200 415,6 +4,3 | 3955 +2,8 | 151,0 43,8 | 2425 41,5 | 13,57 40,20
250 419,3 4-4,3 | 394,8 +2,1 | 154,0 4-2,3 | 241,8 £-0,6 | 13,47 10,34
300 428,0 45,1 | 3950 42,7 | 160,1 42,2 | 234,8 44,8 | 13,64 0,37
400 420,3 429 | 389,3 3,1 | 1555 +1,1 | 233,8 --3,8 | 13,47 0,37
g 402,3 +-3,8 | 374,0 42,0 | 143,3 42,8 | 229,6 42,7 | 13,07 +0,35
399,8 £-3,3 | 3735 +1,7 | 143,5 42,4 | 228,0 42,2 | 13,03 4-0,25
370,0 42,5 | 344,5 41,5 | 129,1 42,9 | 215,3 42,6 | 12,35 +0,35

B — pred aplikdciou diét (zaciatok experimentu)

0,0 393,6 42,3 | 365,3 4-2,12| 135,1 4-0,7°| 230,1 41,3 12,83 4-0,07"
2,5 399,1 44,3 | 371,7 4-2,8 | 137,0 41,7 | 234,1 43,0 | 13,06 4-0,16
5,0 401,7 43,5 | 372,7 4+-3,3 | 137,9 41,2 | 234,8 42,1 | 13,09 40,11
7,5 400,0 +1,9 | 371,2 +1,8 | 137,3 40,6 | 233,8 +1,1 | 13,04 40,06
10,0 391,5 44,3 | 363,3 +2,0 | 134,4 41,1 | 228,9 42,5 | 12,77 +-0,14
15,0 . 392,0 43,3 | 363,7 +3,0 | 134,6 41,1 | 229,1 41,9 | 12,78 40,10
20,0 396,2 43,8 | 364,3 +3,5 | 1348 41,3 | 2295 +2,2 | 12,80 0,13
25,0 386,6 +3,6 | 358,8 +3,3 | 132,8 1,2 | 226,0 --2,1 | 12,65 +0,11
30,0 388,6 +2,9 | 360,6 +2,7 | 133,4 40,9 | 225,1 41,7 | 12,67 0,09
40,0 374,5 4+-0,9 | 347,5 41,2 | 128,6 40,3 | 228,9 +4-0,5 | 12,22 --0,03

Vysvetlivky pre tab. II a III — Notes for Tabs. II and III:

8 — mftva hmotnost zvierat 0. diia jednotlivych skupin vypocitand z hmotnosti zviera
skupiny 0. diia — dead weight of animals on the Oth day in the individual group
calculated from the weight of animals of the Oth day group.

b — su¥ina zvierat 0. diia jednotlivgch skupin vypod&itand z hmotnosti a susiny zviera
skupiny 0. diia — dry matter of animals of the Oth day in the individual groups calcu
lated from the weight and dry matter of animals of the group of the Oth day.

¢ — telovd voda zvierat na 0. defi pokusu u jednotlivgch skupin vypoéitand z hmof
nosti a telovej vody zvierat skupiny 0. dila — body water of animals on the Oth da
of the test in the individual groups calculated from the weight and body water o
animals of the group of the Oth day

d — telovy dusfk zvierat jednotlivych skupin na 0. deii pokusu vypoditany z ddajo
sudiny 'a telového dusika zvierat skupiny 0. dila — body nitrogen of animals of th
individual groups on the test calculated from the data on dry matter and body nitroge:
of animals of the group of the Oth day.
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kazeinovych do obsahu 15 %, v pripade gluténovych bielkovin do ob-
sahu 20 % v diéte. Od mnoZstva 15 % bielkoviny kazeinu v diéte napriek
dalSiemu narastaniu prijmu bielkovin vykazuji sledované parametre
stistavny pokles. Podobne je to aj pri gluténovych diétach, no s tym roz-
dielom, Ze k poklesu prirastkov hmotnosti, alebo zmien telového dusika
a telovej vody dochddza od 20 % bielkovin v diéte, pricom pokles v3et-
kych ukazovatelov je podstatne mensi v porovnani s ich hodnotami u zvie-
rat na kazeinovych diétach.

Optimdlna fyziologickd denna dédvka bielkovin kazeinu, ktord odpo-
vedd vrcholu linearity medzi prijmom bielkovin a zmenami hmotnosti,
telovej vody a telového dusika je pri obsahu 7,5 % bielkovin kazeinu
v diéte, resp. pri 10 % bielkovin p3eni¢ného gluténu v diéte a odpovedd
u Stvormesaénych krys mnoZstvu 1,75 g na deii bielkovin kazeinu (obr.
1; tab. V), resp. mnoZstvu 2,46 g bielkovin pSeni¢ného gluténu na deii
a zviera (obr. 2; tab. V).

Z rovnic regresnych priamiek (obr. 1; tab. V) a to zo zmien telového
dusika v zavislosti na prijme bielkovin je udrZiavacia ddvka bielkovin

III. Hmotnost Zivd, hmotnost po vyéisteni git, suSina, telovd voda a telovy dusik v g
u $tvormesaénych krys skupiny 0. diia a skupin po aplikécii diét s 0 aZ 40 Y% bielkovin
gluténu 14 dni (A) a pred aplikdciou diét (B — 0. deil pokusu) — Live weight, weight
after cleaning of the GIT, dry matter, body water and body nitrogen in g in 4-month-
-old rats of the group of the Oth day and of the groups after the diet. administration
with 0—40 per cent gluten protein about 14 days (A) and before the diet administra-
tion (B — the Oth day of experiment)

Hmotnost Hmotnost .
Percento 7iva po vy&isteni Susina Telova voda|Telovy dusfk
gl git [g] [g] lgl [g] s.h

skupina 0. diia
385,8 42,0 | 358,1 42,1 | 1343 +1,8 | 2238 +3,3 | 12,73 40,36
A — po aplik4cii diét

0,0 370,8 42,6 | 3385 42,1 | 131,1 41,7 | 207,3 +2,3 | 11,52 40,32
2,5 3716 26 | 3503 F3.2 | 137.9 15| 2126 3.9 | 11.90 +0.20
5,0 380,0 2,7 | 362,8 -£4,0 | 144,7 1,6 | 218,1 4,4 | 12,30 0,17
7,5 400,5 +2.9 | 387.5 +3.0 | 1535 +09 | 234.0 1.8 | 13,07 F0,17
10,0 4156 +3,8 | 399,5 £2,5 | 155,6 41,9 | 243,8 +-2,8 | 13,60 F-0,11
15,0 4203 48 | 3996 2.6 | 155.6 1.8 | 2440 2.7 | 1371 F0.15
20,0 405,8 1-3,8 | 387,6 3,0 | 149,3 &-1,2 | 238,3 }-2,1 | 13,40 3-0,16
25,0 410)6 +2.8 | 3855 +2.7 | '148,0 2.1 | 237,5 F2.1 | 13.43 F0.20
30,0 400,7 32,5 | 372,5 29 | 1428 31,9 | 229,6 3,1 | 13,06 =4-0,20
40,0 401,4 26 | 369,2 41,5 | 140,0 2,5 | 229,2 +2,5 | 13,01 30,15

B — pred aplikdciou diét 14 dnf

0,0 400,8 43,5 | 371,9 +2,38| 137,6 -4-1,4b| 234,3 +4-2,9¢| 13,07 40,324
2,5 389,1 2,7 | 361,0 3,2 | 133,6 41,3 | 227,4 3,2 | 12,69 40,30
5,0 385.8 3.5 | 358.0 5.1 | 1325 +15 | 2255 3.2 | 12,58 0.18
7,5 395.8 +2.1 | 367.3 +46 | 1359 +05 | 231,4 2.1 | 12,90 F0.23
10,0 400,8 F3,1 | 371,9 26 | 137,6 1,1 | 234,3 43,1 | 13,07 7-0,23
15,0 395,0 42,5 | 366,5 43,1 | 135,6 =1,7 | 230,8 +1,8 | 12,88 0,21
20,0 , 382,5 3,1 | 355,0 &=3,1 | 131,3 0,9 | 223,86 +-3,9 | 12,46 --0,21
25,0 388,6 42,0 | 360,6 2,3 | 133,4 42,0 | 227,1 4-2,9 | 12,67 40,29
30,0 379,1 25 | 351,8 2,9 | 130,1 £1,2 | 221,6 42,9 | 12,35 40,27
40,0 380,0 3-2,6 | 352,6 &-2,5 | 130,4 +-2,0 | 222,1 +-26 | 12,38 +-0,13

VETERINARNI MEDICINA - 1990 699



kazeinu u krys vo veku 120 aZ 134 dni 1214 mg na deii, zo zmien telovej
vody 1302 mg na deii a z prirastkov hmotnosti a prijmu bielkovin 1216 mg
na deii. Rovnako udrZiavacia ddvka bielkovin pSeni¢ného gluténu (obr.
2; tab. V) zo zmien telového dusika a prijmu bielkovin je 1760 mg na deii,
zo zmien telovej vody v zdvislosti na prijme bielkovin 1861 mg na deil
a z prirastkov hmotnosti a prijmu bielkovin 1731 mg na deil a zviera
(tab. V).

DISKUSIA

Ziskané udaje optimdlnych a udrZiavacich fyziologickych davok biel-
kovin kazeinu a pSeni¢ného gluténu u krys vo veku 120 aZ 134 dni spolu
s tdajmi naSich predchadzajicich prdc (Dib&dk a i., 1984, 1985; Di-
badk a Krajéovidovd, 1985) v prvom rade ukazuji, Ze optimédlne
davky diétnych bielkovin s vekom Kklesaji a naopak udrZiavacie davky
s vekom narastaji. Kym optimédlna davka bielkovin kazeinu, resp. biel-
kovin pSeni¢ného gluténu, je u krys vo veku 35 aZ 49 dni 3,25 g na deii
(15 % bielkovin kazeinu v diéte), resp. 4,05 g na deii (20 % bielkovin
pSeni¢ného gluténu v diéte), u krys vo veku 75 aZ 89 dni 2,76 g na defi
(10 % bielkovin kazeinu v diéte), resp. 3,76 g na deil (15 % bielkovin

IV. Prijem proteinov a zmeny hmotnosti (prirastky hmotnosti v g), zmeny telovej vody
a telového dusiku (v g) za 14 dnf pod4vania diét s 0—40 % bielkovin kazeinu a p3e-
ni¢ného gluténu u Stvormesacénych krys — Protein intake and weight changes (weight
gains in g), changes of body water and body nitrogen (in g) during 14 days of diet
intake with 0—40 per cent casein protein and wheat gluten in 4-month-old rats

Prijem Prirastky Zmeny telovej Zmeny telového
Percento protefnov hmotnosti vody dusfka
(kazein
0,0 0 —32,8 40,8 —20,0 41,7 —1,02 0,04
2,5 9,2 40,2 —156 +1,2 — 95 40,1 —0,48 -+0,03
5,0 20,7 +1,1 6,3 40,5 0,5 --0,3 0,14 40,06
7,5 24,6 -+0,5 15,6 41,0 8,7 40,8 0,53 0,06
10,0 39,8 +1,5 27,8 +2,1 12,9 40,4 0,70 -}-0,07
15,0 59,0 1,4 36,0 41,9 5,7 40,3 0,86 =-0,07
20,0 72,6 +1,7 27,7 41,7 4,3 40,2 0,67 0,04
25,0 95,9 1428 15,6 +1,4 3,6 40,2 0,45 4-0,03
30,0 102,2 42,2 11,3 +1,2 2,9 40,1 0,36 0,05
40,0 129,2 +2,4 — 45 +0,7 — 3,6 10,2 0,13 40,05
pSeni¢ny glutén
0,0 0 —30,0 4-0,7 —27,0 1,1 —1,55 40,07
25 11,8 40,1 —17,5 40,5 —14,8 40,3 —0,79 40,09
5,0 22,1 40,4 — 5,8 +0,2 — 7,4 0,7 —0,28 +-0,05
7,5 26,9 40,9 47 40,1 2,6 +0,3 0,17 40,05
10,0 34,4 +0,7 14,8 40,2 9,5 40,4 0,53 +0,05
15,0 58,6 +1,8 25,3 +1,4 13,2 40,6 0,83 40,04
20,0 67,1 +19 23,3 10,5 14,7 +0,3 0,94 40,03
25,0 75,5 +2,6 22,0 40,6 10,4 4-0,3 0,76 -+0,05
30,0 96,6 13,6 21,6 41,2 8,0 0,2 0,71 —+0,04
'40,0 131,6 +3,9 21,4 40,9 7,1 40,2 0,63 40,03
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0661 — VNIDIAQAIN INYVNIUILIA

T0L

V. Rovnice regresnych priamiek zo zmien %ivej hmotnosti (a), zmien telového dusfka (b) a zmien telovej vody (c) v zévislosti na
prijme bielkovin kazefnu a p¥enidného gluténu u Stvormesadnych kr§s; minimédlne a optimélne fyziologické denné déavky bielkovin
kazefnu a p3eniéného gluténu — Equation of regression lines from the changes of live weight (a), body-nitrogen (b) and body
water (c) in dependence on the intake of casein protein and wheat gluten protein in 4-month-old rats; minimal and optimal phy-
siological daily rations of the protein of casein and wheat gluten

Prijem bielkovin Prijem bielkovin pre optimélne
pre nulovd bilanciu davky
Z4vislost Rovnice r 95% interval 95% interval
Priemer spolahlivosti Priemer spolahlivosti
[mg za deii] regresnej [mg za deii] regresnej
ipriamky priamky

kazefn — linearita do 7,5 % bielkovin v diéte (n = 24)

a — zo zmien hmotnosti
a prijmu bielkovin y = 1,9598 x — 33,3507 0,962 1216 1114—-1327 1,75 1,62—1,93

b — zo zmien telového
dusika a prijmu bielko-

vin y = 0,0612 x — 1,0405 0,958 1214 1157—1275 1,75 1,68—1,84
¢ — zo zmien telovej vody
a prijmu bielkovin y = 1,1043 x — 20,1253 0,937 1302 1192—1418 1,75 1,61—1,92

gluten — linearita do 10 % bielkovin v diéte (n = 30)

a — zo zmien hmotnosti

a prijmu bielkovin y = 1,3085 x — 31,6554 0,897 1731 '1578—1900 2,46 2,256—2,73
b — zo zmien telového dusfka

a prijmu bielkovin y = 0,0579 x — 1,4259 0,913 1760 1641—1890 2,46 2,29—2,66
¢ — zo zmien telovej vody

a prijmu bielkovin y = 1,0581 x — 27,5600 0,797 1861 1715—2028 2,46 2,27—2,70




pSenitného gluténu v diéte) a u krys vo veku 120 aZ 134 dni 1,75 g na
deii (7,5 % bielkovin kazeinu v diéte), resp. 2,46 g na deii (10 % biel-
kovin gluténu v diéte), zatial udrZiavacia davka napr. zo zmien telového
dusika a prijmu bielkovin kazeinu, resp. pSeniiného gluténu je u Kkrys
vo veku 35 aZ 49 dni 268, resp. 892 mg na deii, u krys vo veku 75 aZ 89
dni 970, resp. 1514 mg na deifi a u krys vo veku 120 az 134 dni 1214, resp.
1760 mg na deil. Podobne je to aj s udrZiavacimi ddvkami zo zmien te-
lovej vody a hmotnosti v zdvislosti na prijme bielkovin u krys r6zneho
veku. Z uvedeného vyplyva, Ze ani u krys vo veku 120 aZ 134 dni nie
je eSte udrZiavacia ddvka bielkovin kazeinu, resp. pSeni¢ného gluténu,
rovnaka s ich fyziologickou potrebou. Ak je totiZ optimélna dévka biel-
kovin kazeinu 7,5 %, tak percentudlne vyjadrend udrZiavacia davka je
zo zmien telového dusika 5,17 %, zo zmien telovej vody 5,54 % a zo
zmien hmotnosti v zdvislosti na prijme bielkovin 5,18 % bielkovin kazei-
nu v diéte. Rovnako je tomu pri bielkovindch p3eni¢ného gluténu len na
inej drovni. Optimédlna ddvka bielkovin p3eniného gluténu je pri 10 %
ich obsahu v diéte, zatial o udrZiavacia ddvka je zo zmien telového
dusika 7,15 %, zo zmien telovej vody 7,56 % a zo zmien hmotnosti v za-
vislosti na prijme bielkovin 7,03 % bielkovin gluténu v diéte. V porov-
nani s Gdajmi autorov Hartsook a Mitchell (1956), ktoré pre-
berd NRC (1978) a ktori urcovali potrebu dietného proteinu (kazeinu)
na zaklade depozicie Zivin v karkase, resp. na ziklade dusikovej bilan-
cie, sti podla naSich vysledkov pri pouZiti objektivnejSej metody stipaji-
ceho obsahu bielkovin v diéte optimalne denné d4avky bielkovin kazeinu
vySSie pri sGicasne niZSom obsahu bielkovin v diéte. Ak totiZ podla
Hartsooka a Mitchella (1956) a NRC (1978) na podklade bi-
lan¢nych pokusov vyplyva, Ze sa obsah bielkovin kazeinu v diéte s ve-
kom krys zniZuje z 28 % u 30diiovych krys (odpoveda to ddvke 360 mg
dusika denne, teda 2,25 bielkovin kazeinu — N x 6,25) na 10 % bielko-
vin u 50diiovych Kkrys (odpovedd to 263 mg dusika denne a teda 1,64 g
bielkovin kazeinu), podla naSich tddajov je davka bielkovin kazeinu
u krys vo veku 35 aZ 49 dni podstatne vys$Sia (3,25 g na deii) a obsah
bielkovin niZ3i (15 %]). Okrem toho podla naSich vysledkov je pokles
optimélnych d4vok bielkovin v zdvislosti na veku podstatne pomalsi, ako
to udavaja v NRC (1978), Co je podla naSej mienky plne zddvodnené
prudkym rastom pokusnych zvierat nielen v obdobi do 50. dila veku, ale
tieZ rastom v neskorsom obdobi.

Naviac uvedeni autori (Hartsook a Mitchell, 1956) v tej
istej praci na podkladoch metabolickych $tiddii uddvaji potrebu bielko-
vin kazeinu u mladych zvierat (53 dni) 14,04 % v diéte a u dospelych
(342 dni) 3,18 %, o je v urditom rozpore s predchadzajicimi ich za-
vermi.

Vysledky tejto prdce spolu s predchddzajicimi (Dib&ak a i, 1984,
1985; Dibdk a Krajcovidova, 1985) si naviac ddkazom toho,
Ze v ontogenéze jedinca nemobZe platit uniformita a teda rovnaky nutric-
ny reZim pre pokusné zvieratd bez ohladu na ich vek a zrejme aj iné
fyziologické podmienky, ako to uvadza NRC (1978), ked udéava, Ze 12 %
bielkovin celého vajca, resp. 15,1 % bielkovin kazeinu v diéte je davka,
odpovedajica ako potrebdm rastu, tak potrebam gestdcie Ci laktécie
a 4,2 % bielkovin celého vajca alebo 5,3 % bielkovin kazeinu je davka
pre potrebu udrZby. Zrejme toto spolu s predchadzajicimi tdajmi je
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pri¢inou jednozna¢ného konstatovania NRC (1978), Ze problém zavis-
losti fyziologickej potreby diétnych bielkovin na veku nie je uspokojivo
rieSeny a podla naSich vysledkov hore uvddzané hodnoty potreby bielko-
vin nezodpovedaji skutoénym fyziologickym potrebam. Vo vysokej miere
toto plati najmd pre jednotlivé vekové kategorie krys v obdobi rastu,
hoci prave v rastovom obdobi krys je urobend podstatnd vécSina experi-
mentov z najrdéznejsich oblasti fyzioldgie.

Nakoniec aj u zvierat vo veku 120 dni o pociato¢nej hmotnosti okolo
380 g sa oproti iidajom Hegsteda a jeho spolupracovnikov (Said a
Hagsted, 1969, 1970; Hegsted, 1971, 1973a, b) dok4zali linedrny
vztah medzi prijmom bielkovin pSeni¢ného gluténu a zmenami telového
dusika, telovej vody a hmotnosti v rozsahu od 0 do 10 % jeho bielkovin
v diéte, ak boli bielkoviny gluténu podavané 14 dni a nie 31 alebo 42
dni, ako to robili spominani autori na dospelych krysdch o hmotnosti
200 aZ 220 g, ¢o bolo podrobené analyze a konfrontécii v predchadzajicej
praci (Dibadk ai. 1985).

ZAVER

U krys (samcov) vo veku 120 dni boli metédou stipajiiceho obsahu
bielkovin kazeinu a p3eni¢ného gluténu od 0 do 40 % v diéte a po 14den-
nej aplikacii diét urcené zo zmien telového dusika, telovej vody a hmot-
nosti v zavislosti na prijme bielkovin ich optimdlne a udrZiavacie fyzio-
logické denné davky. Pre bielkoviny kazeinu je optimdlna divka u krys
vo veku 120 aZ 134 dni (v g na deil) 1,75 (7,5 % bielkovin v diéte), pre
bielkoviny pSenitného gluténu 2,46 (10 % bielkovin v diéte). UdrZiava-
cie davky zo zmien hmotnosti, telového dusika a telovej vody v zavislosti
na prijme bielkovin u krys vo veku 120 aZ 134 dni st denné davky pre
bielkoviny kazeinu postupne 1216, 1214 a 1302 mg, pre bielkoviny pSe-
ni¢ného gluténu 1731, 1760 a 1861 mg.
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INBAK, O. — KPAMUYOBMYOBA-KYIJIAYKOBA, M. (HayuHO-MCCIENOBATENBCKUI MH-
CTUTYT IMTAHMS HAPOAA, Bparuciasa): du3MoONOrMYecKas HOpmMa GeJKOB Ka3eMHa M miue-
HMYHOr0 IMOTHMHA Y 4YeThIpexMecAdHbIXx Kpbic). Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 695
—704.

VcTounuKu 5TUX OENKOB aHANM3UPOBAJIM Ha COjiepKaHuMe OENKOB, JKMPOB, CaXapuOB,
BGJbI ¥ AaMMHOKMCIOT. ONpPEAEININ XMMUUYECKOE COAEPKAHNE AMUHOKMCIOT ¥ COOTHOIIEHNE
MEXAY SCCEHNUANBHBIMM ¥ HE3CCEHIMANBHBIMM aMMHOKMcIoTamyu (9/H). ¥ 120-AHEBHBIX
CaMIIOB ONpEAENANM II0 METOAY BO3pacCTalOLero npouneHta GEeJKOBOro Kas3eMHa M IImIe-
HUYHOTO IJIIOTMHA OT 0 A0 40 % B Auere u mocie 14-AHEBHON Aaum AuerT HA 6ase mame-
HEHMI TEJNECHOrO a30Ta M TEJNECHOM BOJbI, KAaK M BECAa B 3aBUMCHMMOCTM OT YCBOCHMS MX
ONTMMAJBHEL ¥ TOAAEPKMBAOLM (DU3MONOrMYECKM CYTOYHBI HOpM. [iusa GelkoB
Ka3euHa ONTMMaJlbHA CyTOuHas j1o3a 1,75 T (7,5 % OGenkoB B jueTe) y 120—134-JHEBHABIX
KPHIC, a A GenkoB rimoTMHA 2,46 ¢ (10 % Genka B auere). IIOAAEPKMBAIOLINE HO3HI,
BLIBEJICHHBIE M3 M3MEHEHMUI BECA ¥ TEJECHBIX a30Ta M BOJLI, ABJISIOTCA Yy Ka3€uHAa I0O-0ue-
penHo 1216 mr, 1214 mr u 1302 Mr, a y rimotuHa 1731 mr, 1716 mr 1 1861 Mmr.

YETHIPEXMECSUHBIE KDHICH; GEJKM Ka3euHa; GeJKy HUIEHMYHOrO TIJIIOTHHA; (DU3MOJIOTH-
yecKas HOpMa

DIBAK, 0. — KRAJCOVICOVA-KUDLACKOVA, M. (Research Institute of Human Nutri-
tion, Bratislava): Physiological requirement for caseine protein and wheat gluten in
4-month-old rats. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (11): 695—704.

Sources of caseine protein and wheat gluten were analysed for the content of pro-
teins, fats, saccharides, water and amino acids. The chemical score of the amino acids
jand the ratio of esential and non-esential amino acids (E/N) were determined. In
fratd (males) at the age of 120 days, given the diets for 14 days, the optimal and
maintenance physiological daily rations were determined from the changes of body
nitrogen, body water and weight dependent on the protein intake, using the method
of increasing caseine protein and wheat gluten content from 0 to 40 per cent in the
diet. In 120—134-day-old rats, the optimal daily dose was 1.75 g of caseine protein
(7:5 per cent of all proteins in the diet) and 2.46 g of wheat gluten protein (10 per
cent of all proteins in the diet). As to the maintenance rations determined from the
weight changes, body nitrogen and body water in dependence on the protein intake,
in these rats the successive daily rations were 1216 mg, 1214 mg and 1302 mg for the
caseine protein, and 1731 mg, 1760 mg and 1861 mg for the wheal gluten protein.

4-month-old rats; caseine protein; wheat gluten protein; physiological requirement
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