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VZTAH SPERMIOTOXICITY CERVIKALNIHO HLENU KRAV KE KONCEPCI

J. Simonik, E. Kudlag

SIMONIK, J. — KUDLAC, E. (Okresni veterinarni sprava, Karvina; Vysoka $kola
veterinarni, Brno): Vztah spermiotoxicity cervikdlniho hlenu krav ke koncepci.
Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3): 129—134.

Cervikdlni sekret jsme odebrali od 99 dojnic ve véku 24 aZ 109 mésicil, plemene
Cernostrakatého nfZinného s minimalni uZitkovosti 4000 kg mléka rocné, ve spon-
tanni ©iji minimalné 42 dni post partum. Pri stanoveni progesteronu (radioimu-
nologicky) v odstredéném mléce se prokazalo, Ze u vSech plemenic (n = 99)
byl Fijovy sekret odebran v optimalni dobé inseminace (x == 0,19 ng.ml~' proge-
steronu). Ze statistického souboru 99 krav 56 dojnic zabtezlo, tj. 56,57 % a 43
dojnic zustalo jalovych, tj. 43,43 0. Zjistili jsme, Ze vysledky koncepce neovliv-
nilo poradi inseminace po porodu a koncepcni schopnost krav nebyla ovlivnéna
délkou doby od porodu Kk jednotlivgm inseminacim. Nase S$etfeni prokazala, Ze
s prodluZujici se dobou preZitelnosti spermii v cervikdlnim sekretu in vitro se
zvySuje koncepéni schopnost plemenic. Nejvy$3i koncepéni schopnost (80 %)
byla zjisténa u krav, jejichZ cervikalni sekret byl bez spermiotoxického acéinku.
V té&chto pripadech motilita spermii byla zachovana v Fijovém hlenu in vitro pri
teploté 38 °C po dobu vice nez 300 minut. Naopak jsme prokdazali, Ze se zkracujici
se dobou preZitelnosti spermii v cervikdlnim sekretu klesd koncep¢ni schopnost
krav.

skot; Fije; cervikalni hlen; spermiotoxicita; koncepcni schopnost

Jednim z Kklicovych momentd tsp&sné reprodukce a dobré plodnosti
skotu je inseminace plemenic fertilnim semenem v optimalni dobé Fije.

Cervikalni hlen — produkt epitelidlnich bunék déloZniho cervixu —
je v dobg Fije jednim z hlavnich viditelnych fenoment fije a pro Gaspés-
nou koncepci plemenic, podle Cetnych literdrnich tudajti, ma funkci fil-
tra¢ni, selektivni, zasobni, protektivni, antibakteridlni, antimykotickou
a energetickou (Kudlac¢ a Holy, 1984). Podle biochemickych a
ultracentrifugac¢nich studii se sklddd ze dvou hlavnich komponentd.

Prvni sloZkou je semisolidni mukoidni gel sloZeny z makromolekul
glykoproteinti, které jsou kondenzovany do micel a jejich uspofadani
zdvisi na endokrinnim stavu organismu. Druhou sloZkou je cervikalni
plazma obsahujici nizkomolekularni latky jako jsou elektrolyty, sacha-
ridy, aminokyseliny, lipidy, peptidy a polysacharidy. Semisolidni mukoid-
ni gel méa sitové usporadani, které se méni vlivem estrogenii a gesta-
genl. Ve folikularni fazi cyklu jsou micely usporfdddny paralelné a lon-
gitudidlné obsahujici 100—1000 Fetézct glykoproteind. Vzddlenost mezi
micelami (1—10 «) umoZiiuje pohyb spermii i diftzi rozpuSténych la-
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tek. V lutedlni fazi se struktura gelu méni a oka sité jsou asi 10x mensi
(0,3 u). Glykoproteinové molekuly se sklddaji z heterosacharidovych
fetdzcl pripojenych na dlouhy polypeptid.

Vodni faze cervikalniho hlenu (cervikalni plazma) se sklddd z nizko-
molekuldrnich a vysokomolekuldrnich latek. Z nizkomolekuldrnich latek
je nejdalezitdjsi NaCl. Je z elektrolytli zastoupen nejvyraznéji a odpo-
vidd spolu s ionty za fenomén arborizace. Natriumchlorid v Cerstvém
hlenu nevykazuje cyklické zmény, jde priblizné o izotonicky roztok
s obsahem 0,93 % NaCl. Naopak v zaschlém hlenu je markantni cyklic-
kd zmeé&na v podilu NaCl s maximem v dcbé ovulace. Obsah soli v dobé
ovulace je 40—70 % proti 2—20 % mimo tuto dobu. Z vysokomolekular-
nich latek obsahuje cervikdlni hlen lokdlné produkované proteiny IgA,
1gG, dale enzymy (alkalicka fosfataza, aminopeptiddza, amylaza, lyso-
zym aj.), kterd maji vétSinou cyklicky pribéh s minimem v dobé& pFed-
ovula¢niho maxima estrogent. Ze sérovych protein byly prokézény al-
bumin, gamaglobulin aj., které rovnéZz maji minimum v dobé pfedovu-
laéni a maximum v lutedlni fazi pohlavniho cyklu (Horsky, Presl, -
1978; Gam<cik aj., 1980; Rob, 1935 a dalsi).

Kvantita a kvalita cervikdlniho hlenu je v primé korelaci s neurohu-
moralnim stavem jedince. Sekrece cervikalniho hlenu je regulovdana po-
hlavnimi steroidnimi hormony a odrazi vztah vnéjSiho a vnitfniho pro-
stfedi plemenice (Kudlac¢ a Elecko, 1977).

V poslednim obdobi vznikla Fada praci, které referuji o sniZeni bio-
logické kvality cervikdlniho hlenu. Wudl a Sherman (1983) uva-
dgji, Ze fada toxickych latek, vcetnée tézkych kovii, vyvolava cytotoxicitu
pri prostupu do sekretii pohlavniho tstroji a dochazi k naruseni embrya.
Rob (1985) zjistil spermiotoxické vlastnosti rijového sekretu Kkrav se
sniZenou plodnosti. Referuje, ze k naruseni biologickych vlastnosti cer-
vikalniho hlenu dochdzi transferem soli téezkych kovi, bakterialnimi to-
xiny, pfipadné mykotoxiny. Vylucovani chemickych prvki v Fijovém
sekretu prokdzali Rob (1985), RiZicka (1986), Simonik (1989).
Chemické prvky negativné zasahuji do reprodukcéni sféry ucinkem cyto-
toxickym, embryotoxickym, teratogennim, mutagennim a Kkarcinogen-
nim tim, Ze se kumuluji v reprodukc¢nich orgdnech (Bencko aj.,
1984). Chronicky pfivod toxickych prvki do organismu kromé jiného
naruSuje sexudlni funkce u samcl a samic hospodéarskych zvifat a stava
se hlavni pfi¢inou vzniku poruch plodnosti (Rob, 1985).

Prace vySe citovanych autordt jsou prioritni, ale neuvadé&ji vztah sper-
miotoxickych vlastnosti Fijového sekretu ke koncepcni schopnosti skotu.
Cilem naSeho Setfeni bylo objasnit spermiotoxicitu cervikdlniho sekretu
krav ve vztahu ke koncepc¢ni schopnosti.

MATERIAL A METODA

Cervikdlni sekret byl odebrdn na zemédélském podniku OKD H., farma VKK 1 R od
99 dojnic cCernostrakatého niZinného plemene ve véku 24—109 meésicd s minimaln{
uzZitkovost! 4000 kg mléka ro¢né, ve spontanni Fiji minimaln& 42 dni post partum.

Ukazatele plodnosti v obdobf Setfeni spermiotoxicity cervikdlniho sekretu byly na
nizké drovni: procento brezosti po 1. inseminaci krav 46,2 %, biezost po v3ech inse-
minacich krav 47,9 %, interval 68 dni, servis perioda 99,1 dni.

Odbér cervikédlniho hlenu byl provadén po predchozim zevnim, vagindlnim a rektél-
nim vy3etteni pohlavnich orgédni krav a klinickém posouzeni fenoménu ffje (otevien!
cervixu, hyperemie sliznic, Graafv folikul, pritomnost hlenu). Optimaln{ doba inse-
minace (Ffje) byla kontrolovdna stanovenim progesteronu v mléce radioimunoanalgzou
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odstfed&ného mléka (Hru$ka aj, 1983a, b). Vlastni odbér fijového hlenu pfed pro-
vedenim inseminace (1.—4. po porodu) u spontanné se tijicich krav byl provddén ste-
rilnimi a chemicky Cistymi pipetami. Odbér byl proveden pod vizudlni kontrolou s po-
moci vagindlniho spekula z okoli zevni branky déloZniho krc¢ku v minimé&lnfm mnoZ-
stvi 1 g. Takto ziskang cervikalni hlen byl prenesen do chemicky ¢istgch a sterilnich
zkumavek, které byly uzavieny a vzorky cervikdlniho hlenu byly bezprostfedn& zamra-
Zeny na —18 °C.

Po odb&ru cervikalniho hlenu byla do 30 min provedena uméld inseminace do déloZ-
niho cervixu zmrazenym spermatem. Testace spermiotoxicity cervikdlniho sekretu in
vitro byla provadéna podle Roba (1985) za 12—18 dni po odbéru.

Vysledky koncepce [zabfeznuti) byly zjiStovany rektdlné za 40 aZ 50 dni po inse-
minaci (rand diagnostika gravidity].

Matematicko-statistické hodnoceni vgsledkl bylo provedeno na pocitaci TNS. Zavis-
lost koncepce na kvalitativnich znacich (doba ptreZitelnosti spermif v Ffjovém sekretu)
byla zjidtovana pomoci kontingenCnich tabulek a z nich vychézejiciho testu nezévislosti.

VYSLEDKY

Vysledky stanoveni progesteronu (radioimunoanalyzou) v odstfeds-
ném mléce prokéazaly, Ze vSem plemenicim (n = 99) byl cervikdlni hlen
odebran v optimalni dobé fije (% = 0,19 ng.ml~! progesteronu).

Ze statistického souboru 99 krav 56 doinic zabfezlo, tj. 56,57 % a 43
dojnic zistalo jalovych, tj. 43,43 % (tab. I). Pro zjisténi pripadné zavis-
losti brezosti na poradi inseminace (1.—4. p. p.) bylo pouZito testu ne-
zdvislosti v kontingencni tabulce (tab. II). Bylo zjisténo, Ze vysledky
koncepce neovlivnilo poradi inseminace od porodu, tj. koncepc¢ni schop-
nost nebyla ovlivnéna dobou od porodu k jednotlivym inseminacim.

I. Vysledky koncepce krav sledovaného souboru (n = 99) — Conception results in
the cows of the set under study (n = 99)
Skupina*
Ukazatel!
n I %

Koncepce? + 56 56,57

Koncepce? — 43 43,43

Celkem? | 99 | 100,00

Tparameter, 2conception, 3total, ‘group

II. Koncepce dojnic v zévislosti na poradi inseminace (n = 99) — Conception in the
dairy cows, as depending on the rank of insemination ( n = 99)
Poradi inseminace p. p.4
Ukazatel! == C;ll‘lésgn
1 2 | 3 | 4

Koncepce? + 28 15 8 5 56

Koncepce? — 22 10 8 3 43

Celkem krav3

Koncepce? -+ — 50 25 16 8 99

Znaky jsou na sob#& nezavislé (alfa = 0,05) — The traits are independent of each other
(alpha = 0.05)
For 1—2 see Tab. I; 3total no. of cows, ‘rank of insemination p. p.
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I11. Z&vislost koncepce krav na spermiotoxicité cervikalniho hlenu in vitro — The dependence of cow conception on the spermioto-

xicity of their cervical mucus in vitro

Spermiotoxicita® [min]
" , . | : ; ; Celkem
: Ukazatel’ < 30 ‘ < 60 < 120 l < 180 < 300 300" = krav3
| T - a1 1 -
| n | % : n ( % n %o | n | 0o n % | n | % o [
Koncepce? -+ 0 0,00 0 l 0,00 5 1 ‘3571 1 16 66,66 15 \ 55.55 20 80,00 56
Koncepce? — 4 100,00 5 | 100,00 ‘w 9 | 6428 ' 8 33,33 12 I 4444 | 5 20,00 43 |
3
CBTRpTS Ll 4 | 10000 | 5 | 10000 | 14 | 10000 | 24 | 10000 | 27 | 10000| 25 | 100,00 99
Koncepce? + —
ZnaKy jsou na sobé zavislé (alfa = 0,05) — The traits are dependent on each other (alpha = 0.05). Spermiotoxicita — Spermio-
toxicity: < 30' vyrazné agresivni — very aggressive; < 60' velmi silnd& — very strong; < 120" silnd — strong; < 180’ stfedni — medium;
300" mirnd — slight; 300’ = bez spermiotoxického efektu — free of spermiotoxici action

For 1—3 see Tab. 1I; “spermiotoxicity



VysledKy Setfeni testace spermiotoxicity cervikdlniho hlenu a kon-
cepce krav s jednotlivymi typy spermiotoxicity cervikdlniho hlenu jsou
uvedeny v tab. III. Z ni je obecn& patrno, Ze s prodluZujici se dobou pfe-
Zitelnosti spermii v cervikalnim sekretu in vitro se zvySuje koncepc¢ni
schopnost krav. Nejlepsi koncepcni schopnost — 80 % byla zjiSt&na
u krav, jejichZ cervikalni sekret byl bez spermiotoxického ucinku. To
znamena, ze motilita spermii byla zachovdna v Fijovém sekretu té&chto
krav in vitro pri teploté 38 °C po dobu vice neZz 300 minut. Naopak na3e
getfeni prokazala, Ze se zkracujici se dobou preZitelnosti spermii v cer-
vikdIlnim hlenu klesda koncepcni schopnost krav (tab. III).

DISKUSE

Nage Setfeni prokdzala rGznou biologickou plnohodnotnost Fijového
sekretu v obdobi inseminace, prestoZe cervikdlni sekret byl odebran
v optimdalni fdzi pohlavniho cyklu, o CemZ svédci vysledky progestero-
nového testu v mléce krav. Zjistili jsme rtznou kvalitu cervikalnich hle-
nit s riznym spermiotoxickym tcinkem v obdobi Fije. Kvalita cervikalni-
ho sekretu v obdobi fije byla ovlivnéna prFitomnosti toxickych prvki
w genitalnim sekretu, jak jsme o tom referovali dfive (Simonik
a Pavelka, 1989; Simonik, 1989; Simonik aj., 1990). Doba
motility spermii v cervikalnim hlenu mohla pravdépodobné rovnéz byt
ovlivnéna fazi fije, avSak tento vztah jsme v tomto Setieni nesledovali.
Rob (1985) uvadi, Ze cervikdlni sekret krav v obdobi optimalni insemi-
nace (druha polovina rije, kapradovita arborizace) vykazuje niz8{ sper-
miotoxicky efekt neZ cervikdlni hlen odebrany v prvni poloviné Fije
(plavuriovita arborizace).

Lze vyslovit domnénku, Ze biologicka kvalita cervikdlniho sekretu
mohla byt ovlivnéna bakteridlnimi toxiny, pripadné mykotoxiny. V dobé
naSeho Setfeni incidence postpuerpalnich endometritid v chovu byla
v rozmezi 12—26 Y%, avSak bakteriologické a mykologické vySetfeni
cervikdlniho hlenu v obdobi inseminace jsme neprovadéli. Pfi preven-
tivni depistdZi na stejném zemédélském zdvodé jsme vSak prokdazali pii-
tomnost plisné Penicilium, Absida a Mucor.

NaSe sledovani obecné prokazala, Ze s prodluZujici se dobou preZitel-
nosti spermii in vitro v cervikdlnim hlenu stoupd koncepéni schopnost
plemenic. Nejlepsi koncepcni schopnost, tj. 80,0 %, jsme zjistili u krav,
jejichZ cervikdalni hlen v obdobi Fije nemél spermiotoxicky Gcinek a doba
prezitelnosti spermii byla minimalné 300 minut. To znamend, Ze pfi-
pravna faze k syngamii gamet na spermiich (tzv. kapacitace) probihala
v pohlavnim ustroji skotu, jejichZ cervikdlni sekret nemeél spermioto-
xické vlastnosti, v optimdlni casové posloupnosti. Kapacitace spermii
v pohlavnim ustroji skotu probihd po dobu kolem 6 h (Kudlac
a Elec¢ko, 1977).
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Doslo dne 14. 2. 1990

SIMONIK, J. — KUDLAC, E. (District Veterinary Administration, Karvind; University
of Veterinary Medicine, Brno): Relationship of the spermiotoxicity of the cervical
mucus of cows to conception. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3): 129—134.

ICervical secretion was collected from 99 dairy cows of the Black Pied Lowland breed
@t an age of 24 to 109 months with a minimum performance of 4000 kg of milk an-
nually in spontaneous oestrus 42 days post partum at the minimum. It was demonstrat-
ed by the radioimmunological determination of progesterone in skim milk that from
all the breeding cows (n = 99) the oestral secretion was collected during an optimum
insemination time (x = 0.19 ng.ml— ' progesterone). Of the statistical set of 99 cows,
55 (i. e. 56.57 %) got in calf and 43 (i. e. 43.43 %) remained barren. As found, the
conception results were not influenced by the rank of the insemination after parturi-
tion' and the conception capacity of the cows was not influenced by the length of
time from parturition to the respective inseminations. It was demonstrated in our
investigation that the conception capaciy of the cows increases as the time of sperm
survival prolongs in the cervical secretion in vitro. The highest conception capacity
(80 %) was recorded in the cows whose cervical secretion was free of spermiotoxic
action. In such cases the motility of the spermatoza in the oestral mucus was main-
tained at a temperature of 38°C for longer than 300 minutes. On the other hand,
it was demonstrated that the conception capacity of the cows declines with shorteining
time of sperm survival in the cervical mucus.

cattle; oestrus; cervical mucus; spermiotoxicity; conception capacity
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GLYKEMIA A GLYKOZURIA PRI HLADANI NOVE] ENERGETICKE]
DOTACIE U TELIAT

]. Struharikova, L. Slanina, A. Elbertova

STRUHARIKOVA, |. — SLANINA, . — ELBERTOVA, A. (Ustav experimentilnej
veterinarnej mediciny, Ko8ice: Vysokd $kola veterinarska, Ko$ice; Experimental-
ne vyskumné stredisko VSV, Zempiinska Teplica): Glykémia a glykozuria pri
hladani novej energetickej dotdcie u teliat. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3):
135—145.

Telatam troch vekovych kategorif [prerumindlne, prechodné obdobie, ruminu-
jice) sme po 12hodinovej hladovke aplikovali peroralne monosacharid (glukoza),
disacharid (hydrolyzdt sacharozy) a polysacharid (maltodextrin KMS-X 70).
Metodicky sme brali do uavahy uaroven glykémie, glykozarie, kyseliny mlietnej,
osmolality plazmy, hematokritu, €istcho acidebazického vylucku a sudiny trusu.
Stupen vyuzitia sacharidov sme posudzovali podia glykémie, glykozuarie a Kkli-
nického stavu. Pouzitie maltodextrinov u teliat vo veku dvoch aZ troch tyZdiiov
sa ukazalo ako nevhodné. Absorbcia hydrolyzdtu sacharozy vykazovala vyraznid
vekovl zdvislost. Davka 25 g.kg~' 2z. h. hydrolyzdtu sachar6zy je bilancovana
vzhladom na glykémiu a glykozidriu, ale nie na su$inu trusu. Pri porovnanf s ab-
sorbciou glukozy sa zda by{ hydrolyzdt sacharozy vhodnym energetickym zdro-
jom pre telatd roznych vekovgch kategorii.

tela; sacharidy; glukoza; hydrolyzat sachardzy; maltodextrin; glykémia; glyko-
zlria; diarhoe

Chorobnost mladat hospodarskych zvierat, hlavne teliat, je celosveto-
vym problémom. S koncentraciou chovu chorobnost ¢asto tumerne stipa
s relativne pestrou Skalou ochoreni. V popredi problémov stoji diarhoic-
Ky a respiracny syndrom, ktoré spolu predstavujia az 80 % celkovej cho-
robnosti teliat.

Pri hnackovych ochoreniach dochadza u teliat k sprievodnej hypogly-
kémii s nepriaznivymi nasledkami vo forme zniZenej vitality, anorexie,
nezriedka aj priameho hynutia. Preto vznikd aktudlna potreba dotovat
chorobou naruseny organizmus vhodnymi energetickymi Zdl‘O]mi aspori
do drovne 50 % dennej energetickej potreby.

Glukoza je povazovana za primarne redukujici sacharid a energetic-
ky substrdt vhodny pre novorodené prezivavce. Fétus preZivavcov mé
vysoki hladinu fruktozy a relativne nizku hladinu glukdézy v krvi. Za-
tial, ¢o malo alebo vobec nevyuZitelnd fruktoza sa po narodeni rychlo
eliminuje, stiipa markantne obsah glukézy v krvi (Piatkowski a i,
1975; Daniels a i, 1975). Ako zdroj glukézy slaZi hlavne v posled-
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nej faze gravidity relativne velké mnoZstvo glykogénu vytvoreného fé-
tom a deponovaného v peceni, svalstve, plicach a srdci, ktoré sa z vel-
kej miery rychlo mobilizuje. Vysoka hladina glukozy v krvi dosiahnuta
post partum sa v ddsledku trvalého poklesu dostdva vo veku dva aZ tri
mesiace na uroveil normalnych hodnot dospelych prezivavcov. Toto Kle-
sanie sa neddva do suvisu s rozvojom bachora, ale s poklesom koncentra-
cie glukoézy v erytrocytoch (Piatkowski a i, 1975; Surynek,
1985). Vyznam glukozy v ldatkovej vymene s rozvojom predzalidkov po-
stupne klesda. To sa prejavuje napriklad v tom, Zze absorbcia glukozy
z Creva je u ovce pomalSia ako u monogastrov, zatial ¢o u preruminal-
neho telata prebieha velmi rychlo.

Rozdielna vekova zavislost pri metabolizacii jednotlivych sacharidov
je z literatiry zndma (VasSko, 1979; Roy, 1980; Medvecky,
1983). Zatial Co monosacharidy vo forme glukozy a z disacharidov lak-
toza su organizmom teliat po perordlnom prijme vyuZzitelné uZ od
prvého dila, sacharoza a Skrob az od 28. diia Zivota. Do tej doby moZno
s polysacharidmi pocitat po ich tepelnej tprave, resp. expandovani Skro-
bu. V inom pripade dochadza k osmotickej hnacke a zdtazi organizmu.
Nadmernd davka mono-, di- aj polysacharidov v pripade, Ze st resorbo-
vané, ma po prekroceni glukozového prahu za nasledok glykoziriu.
Cleek ai. (1979) a Levine ([1986) uvadzaji, Zze prekrocenie gly-
kémie nad 200 mg% predstavuje prekrocenie glukozového prahu a vedie
ku glykozuarii.

Aby boli prijaté uhlohydraty pouzitelné pre latkovi vymenu organiz-
mu telata musi dojst k ich absorbeii v traviacom trakte. Dostato¢nd ab-
sorbcia monosacharidov v Creve je nevyhnutna pre zabezpecenie telata,
lebo hlavne pri infekénych ochoreniach su zdasoby glykogénu rychlo od-
birané (Hartmann a i, 1977).

Anochin a Morozova (1976) sledovali u klinicky zdravych
a hnackujuacich teliat po skrmovani glukozy, laktozy a Skrobu priebeh
koncentrdcie glukozy v krvi. Zistili, Zze u hnackujacich je spomalend ab-
sorbcia glukozy a poSkodené fermentacné tiepenie laktozy ako aj $kro-
bu v porovnani so zdravymi kontrolami. Podobné vysledky zazname-
nali aj Hartmann a i, (1980, 1985), ktori ale uvadzaji, Ze ani pri
niekolko dni trvajicej silnej hnacke nedoslo k tplnému systovaniu ab-
sorbcie glukozy. Pri zistovani absorbcnej kapacity tenkého creva pomo-
cou D-xylozového testu stanovili v prvych hodindch zniZena absorbciu
0 1/3 az 1/2. Behom osmich hodin sa absorb¢na schopnost dostala na tro-
venl zdravych teliat. Tieto vysledky hovoria v prospech moZzZnosti pouZi-
tia ordlne aplikovanych dietnych napojov s obsahom glukozy, ktoré mo-
Zu Ciastocne stabilizovat latkovi vymenu glukozy u hnackujucich teliat.
Davku je vSak nutné stanovit tak, aby celkové mnoZstvo podaného sa-
charidu mohlo byt absorbované a v ¢reve nezostala nestrdvend glukoza,
ktord by zvysSovala osmozu Creva a potencovala aktudlny patogeneticky
stav.

Cielom prace bolo overit vhodnost pouzitia a otypovanie davky hydro-
lyzatu sacharozy a maltodextrinu KMS-X 70 pre telatd roéznych vekovych
kategorii postdenim intenzity ich resorbcie (glykémia), elimindacie mo-
com (glykozuria) a ovplyvnia klinického stavu, hlavne vznik hnacky.
V druhom slede nds zaujimali vzajomné vztahy glykémie a glykozirie po
podanych sacharidoch.
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MATERIAL A METODA

_V pokusoch sme pouZili bycky troch vekovych kategérii — prerumindlne (21 Ks,
x vek 17 d), v prechodnom obdobi (4 ks, x vek 36 d) a ruminujice (9 ks, X vek 57 d},
ktorgm sme skrmovali glukozu (CSL), hydrolyzat sacharozy vyrobcu Cukrovar Sladko-
vicovo a maltodextriny KMS-X 70 vyrobené v Skrobdriiach Havlickav Brod v cel-
kovom mnoZstve uvedenom pri jednotlivych pokusoch riedené v 3 1 vody, resp. mliec-
nej kfmnej zmesi. Aplikacia bola vylucne perordalne cicanim cez cumel, pripadne vol-
nym pitim po 12Zhodinovej hladovke. U pokusnych zvierat sme sledovali odchylky
vedomia a vyskyt hnaCky. Krv sme odoberali z vena jugularis pomocou kanyl alebo
jednotlivymi: odbermi celkove dsemkrat (0, 30, 60, 120, 180, 240, 300 a 360 min po
aplikécii). V krvi, resp. plazme, sme stanovili obsah glukozy (Biola-chema test], kyse-
linu mlie¢nu (test firmy Boehring), osmolalitu a hematokrit, ktory slazil ako kon-
trola pre posidenie moZnej hemokoncentracie.

Mo¢ sa odoberal 10krat, t. j. aZ do 480 min po aplikacii; stanovoval sa obsah gluko-
zy a Cisty acidobazicky vglutok (CABV). Trus sa odoberal Styrikrat t. j. nulty odber
a v dvojhodinovych intervaloch po 6 h sledovania, pricom sa v fom zistoval obsah
susiny.

Statistické vyhodnotenie sa urobilo pdrovym 7-testom. Hodnoty jednotlivych para-
metrov boli porovndvané s referencnymi normami, ktoré uvadzaja Vrzgula a i,
(1987).

VYSLEDKY

HODROLYZAT SACHAROZY — PRERUMINALNE TELATA

Na obr. 1 je porovnana glykémia a glykozuria v skupine preruminal-
nych teliat pri davke 1,65 a 3,3 g.kg™1 Z. h. hydrolyzatu sacharozy.
Davka 1,65 g.kg™ ! z. h. sposobila glykémiu (krv) v ramci fyziologickej
normy s vykyvmi okolo dolnej hranice. Glykozuria bola nulova. Naproti
tomu davka 3,3 g.kg ' Z. h. vyvolala prudky vzostup hladiny glukozy
v krvi nad horna hranicu fyziologickej normy uZ 30 min po aplikacii.
Vrchol hyperglykémie bol v 1. h, pricom hyperglykémia sa udrZala po-
Cas celej doby sledovania t. j. 6 h po aplikacii. Vrchol glykozirie bol
oproti piku glykémie posunuty o 1 h, glykozuria do 8 h po aplikacii
odznela.

{mmol.l"]

Glykémia (K)

1. Hydrolyzat sachar6ézy u preruminal-
nych teliat — Saccharose hydrolyzate PR
in preruminal calves i

.......... 33 g.kg=' % h. — 3.3 g per kg

coliciodl 165 g.kg~'Z h. — 1.65 g per kg
1. w.

?re vSetky obrazy spoloné — Applies to
all figures

fyziologické rozpidtie — physiolo- 0051 2 3 4 5 &l
gical range
..... FE—
X = krv — blood Glykémia — [t Glykozdria
Glycaemia 81
P = plazma — plasma Glykozdria — 6 D,
Glycosuria i // LY
2 7 M e
T S
0os1 2 3 4 5 6 7 8l
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Vychadzajiuc z tychto udajov v dalSej etape sme overovali strednui
ddavku hydrolyzdtu sacharozy, t. j. 2,5 g. kg1 Z. h. U prerumindlnych te-
liat tato davka aplikovana v Laktosane a vo vode spdsobila glykémiu (plaz-
ma) rovnakej tendencie. Pri pouZiti Laktosanu bola krivka vyrovnanej-
Sia a dlhSia; do 6 h hyperglykémia neodoznela. Od 1.—6. h doSlo oproti
nultému odberu k Statisticky vyznamnému vzostupu hladiny glukozy
v plazme (P < 0,05). Pri pouZiti vody odznievala hyperglykémia medzi
3.—4. h a potom sa hladina glukozy pohybovala v rdmci fyziologickej
normy. V 1., 2, 5. a 6. h do3lo k Statisticky vyznamnému vzostupu hla-
din glukozy v krvi oproti nultému odberu (P < 0,05), v 30. min a 3. h
k Statisticky vysoko vyznamnému vzostupu (P < 0,01).

Glykozuria pri Laktosane nastipila sibezne s hyperglykémiou s vrcho-
lom v 1. h a odznela do 8. h po aplikacii. Intenzita glykozurie pri pouZi-
ti vody bola nizSia. Krivka bola dvojvrcholova s casovym posunom 1 h
oproti vrcholu hyperglykémie (obr. 2]).

Obli¢ckovy prah u jednotlivych zvierat bol znacne variabilny. Po vylua-
¢eni jednotlivcov (Laktosan 1 ks, voda 2 ks) s extrémnym vylucovanim
glukozy, sme ziskali ploché krivky glykozurie pri davke 2,5 g kg Z. h.
u prerumindlnych teliat.

Osmolalita plazmy sa pohybovala vo vyhovujicom rozmedzi 287 —292
mOsm . kg~' v skupine s Laktosanom a 280—287 mOsm . kg~ ' v skupine
s vodou.

Su$ina trusu pri Laktosane bola priaznivejSia a udrZiavala si vyrov-
nanejdiu tendenciu s poklesom vychodzich 25 % na 10 % v 8. h. V sku-
pine s vodou bol od 2. h pozorovany pokles susiny trusu aZ na 3,6 %
so sprievodnou hnackou. Hnacky odzneli spontinne do 24 h.

[mmol.")
Glykémia (P)
GF

2. Hydrolyzat sachar6zy u preruminal-
nych teliat v divke 25 g.kg~'! Z h.
— Saccharose hydrolyzate in prerum-
inal calves at the dose of 2.5 g per
kg 1. w.
-———— hydrolyzat sachar6zy rozpusteny
v Laktosane — Lactosan-dissolved
g — § saccharose hydrolyzate
005 1 58 4 5 & -~ hydrolyzat sacharézy rozpusteng
Jlmmolll vo vode — water-dissolved saccha-
rose hydrolyzate
...... hydrolyzat sachar6zy rozpusteny
v Laktosane po vylaceni extrém-
nych jedincov — Lactosan-dissol-
ved saccharose hydrolyzate after
extreme individuals have been eli-
minated
----- hydrolyzat sacharézy rozpusteny
vo vode po vylaceni extrémnych
jedincov. — water-dissolved sac-
charose hydrolyzate after extre-
me individuals have been eliminat-
ed
A SO = I3 ¢ P < 0,05
2 3 4 5 6 7 BN AN P <001

Glykozuria
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CABV mal u oboch skupin zhodnu tendenciu podiato¢ného poklesu
k 4.—5. h sledovania s naslednym vzostupom k 8. h, s vy$§Sou intenzitou
v skupine s Laktosanom.

Kyselina mliecna si u oboch skupin udrZala vyrovnana hladinu.

HYDROLYZAT SACHAROZY — TELATA V PRECHODNOM OBDOBI

U teliat prechodného obdobia davka 1,65 g.kg~1 Z. h. hydrolyzatu sa-
charéozy viedla ku kratkodobej hyperglykémii (krv) s maximom v 1. h;
v 4.—6. h bol pozorovany pokles az do hypoglykémie. Pri glykozurii
boli opét zistené vyrazné individudlne rozdiely, ked u jedného zvierata
bola glykozuria na urovni prahovych hodnét a u druhého do$lo v 2. h
k vzostupu na 9,5 mmol a do 8. h po aplikacii glykoziiria eSte pretrvava-
la (obr. 3).

Dvojnasobna dévka hydrolyzatu sacharozy 3,3 g.kg~! Z. h. u tej istej
vekovej kategorie viedla k vzostupu hladin glukézy v Kkrvi uz 30 min
po aplikacii a zvySené sa udrzali az do ukoncenia pokusu (do 8. h).
Tato davka vyvolala glykoziriu s vrcholom v 3. h, ktord do 8. h odznela
(obr. 4).

HYDROLYZAT SACHAROZY — RUMINUJUCE TELATA

Pri pouziti tej istej davky, t. j. 2,5 g. kg~ Z. h,, hydrolyzatu sacharozy
doslo k hyperglykémii (plazma) s vrcholom v 2. h, ktord4 do ukoncenia

{mmol ) (mmol.l")

Glykémia (K) Glykémia (K)

0as1 2z 3 4 5

J {mmol ("]
9

7

0051 2 3 4 5 61

4
[mmol.l'] Glykozuria

§os1 3 3 4§ & 7 am

3. Hydrolyz4t sachar6zy u teliat v pre-
chodnom obdobi v davke 1,65 g.kg~!
%. h. — Saccharose hydrolyzate in
calves in the transition period at the
dose of 1.65 g per kg 1. w.

- priemernd hodnota — average
value

...... jednotlivé hodnoty — individual
values

4. Hydrolyz&t sachar6zy u teliat v pre-
chodnom obdobf v dévke 3,3 g.kg~!
2. h. — Saccharose hydrolyzate in
calves in the transition period at the
dose of 3.3 g per kg 1. w.
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pokusu neklesla do fyziologického rozpitia. Co sa tyka glykozurie,
opdt sa stretdvame s variabilitou jedincov, kde zo 6 pokusnych teliat
bola u 2 ks vyrazna glykoziria s vrcholom ¥ = 11,8 mmol .1 ' a u zvys-
nych 4 ks bola nulova (obr. 5). Sudina trusu poklesla z 22,5 % v 6. h na
10,7 %, pricom hnackovali len 2 ks. Osmolalita plazmy si udrzala vy-
rovnana uroveil v rozmedzi 290—292 mOsm . kg~ '. CABV mal po vzostu-
pe v 30. min tendenciu trvalého poklesu.

MALTODEXTRINY — PRERUMINALNE TELATA

Maltodextriny KMS - X 70 v ddvke 3 a 6 g. kg 'Z. h. u preruminédlnych
teliat nevyvolali zvySenie hladin glukozy v krvi ani v moci. U vSetkych
zvierat sa po 60 min zvySila diuréza (vo forme polytrie a polakizurie),
ktora trvala aZz do ukoncenia pokusu t. j. do 8. h po aplikécii.

r L0 2
o (mmol () Glykémia (P)
P
A 7 T
7 F _—
_/
54 /./
4
L i, o ) G s i) sl [mmol.l"] )
7 Glykémia (P)
/ 61
T e e S S e S
g T T 1 Sl
0051 2 3 4 5 6 [h)]
4.
12 [mmol.('] Glykozlria
21
1" a
T T T T T T
0 051 2 3 4 S 6 [h]
9-
71’ mmol ] Glykoziria
et o 0 — - - -
005 1 > 3 L 5 b 0051 2 3 4L 5 61

5. Hydrolyzat sacharozy u ruminujicich 6. Glukoza u prerumindlnych teliat v dav-
teliat v davke 2,5 g.kg—' Z h. — ke 1,25 g.kg-' 2. h. — Glucose in
Saccharose hydrolyzate in ruminating preruminal calves at the dose of 1.23
calves at the dose of 2.5 g per kg 1. w. g per kg 1. w.

.......... glykozaria po vyladeni extrém-

nych jedincov — glycosuria after
extreme individuals have been eli-
minated
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GLUKOZA — PRERUMINALNE A RUMINUJUCE TELATA

Davka glukozy 1,25 g.kg~' Z. h. testovand u prerumindlnych teliat
z hladiska vhodnej absorbcie, resp. hyperglykémie dostatocnej intenzity
a dlzky bez vyvolania glykozirie spodsobila zretelnd hyperglykémiu
(plazma) uZ 30 min po aplikédcii. Hyperglykemicky stav trval 1/2—4 h
po aplikdcii. V 2. a 4. h doSlo k Statisticky vyznamnému vzostupu hladi-
my glukozy v krvi oproti nultému odberu (P < 0,05). Glykoziria bola
nulova. Susina trusu varirovala od 21,6 do 25 %. CABV mal tendenciu
vzostupu od negativhych hodnét k nulovym. Hodnoty sa pohybovali od
8 do 18 mmol .11 (obr. 6).

Uroveli glykémie je zdvisla od davky sacharidu, ¢o vidiet na obr. 7.
Takmer trojnasobna davka glukozy (3,3 g.kg~! Z. h.) vyvolala u rumi-
nujicich teliat hyperglykémiu, ¢o do intenzity vys$Siu, ale vrchol ako aj
dlZka trvania boli rovnaké ako pri ddavke 1,25 g.kg=1Z. h. V 1/2—3. h
po aplikdcii doSlo k Statisticky vyznamnému vzostupu glykémie proti nul-
tému odberu (P < 0,05); v 4. h k Statisticky vysoko vyznamnému (P <
'<'0,01). Kym pri davke 1,25 g.kg ! Z. h. bola glykozuria nulova, pri
davke 3,3 g.kg~1Z h. bola tato uz vyraznd, nastupujic spravidla hned
po hyperglykémii; jej troveil v mmol.1" ' bola viac nez dvojndsobné
v porovnani s glykémiou.

: -1
[mmol.l']

8 Glykémia

4

mod Y (mmol 1)
504

[mmot L) 404

Glykozur
174 LREERAS

134 \

9- ,’ SN {
= . 10
3
1 / ¥ 1 gima
T 3 - S T 'é‘:;"““—'é‘!h] 2 4 l 6 é 10 szfz [mmol 1)
7. Glukoza u prerumindlnych a ruminu- 8. Zavislost glykémie a glykozdrie na
jacich teliat — Glucose in preruminal priklade glukozy v davke 3,3 g.keg~!
and ruminating calves Z. h. u ruminujacich teliat. V rozmedz{
3,3 g.kg~' 2. h. u ruminujicich 5—8 mmol.1-' glykémie zacCinala pra-
— 3.3 g per kg 1. w. irc ruminat- hova glykozdria — A dependence of
ing calves glycaemia and glycosuria using an
---------- 1,25 g.kg~-' Z h. u prerumindl- example of glucose administration at
nych — 1.25 g per kg 1. w. in pre- the dose of 33 g per kg 1. w. in
ruminal calves ruminating calves. Within the range

of 5—8 mmol per 1 the threshold va-
lue of glycosuria appeared
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Vztah glykémie a glykozirie ma teda svoju zakonitost. V prvych 3 h
po troveri glykozurie 45 mmol .1 ' bola zavislost glykémie a glykozirie
parabolicka. Spravidla v rozmedzi 5—8 mmol .1~ ' hyperglykémie uZ do-
chadzalo k prahovej glykozirii (obr. 8).

DISKUSIA

U teliat mladsich vekovych kategorii ma vyznamnua ulohu v rdmci die-
tetickych hnaciek enzymatické diarhoe sposobené niz3ou produkciou
niektorych enzymov v porovnani s dospelymi preZuvavcami a prejavu-
jice sa hlavne pri vekovo neadekvatnej vyZive. Ked vezmeme do uvahy
chybanie, resp. niZsiu produkciu niektorych enzymov u mladych teliat
a nevhodné mlieéne nahrazky, resp. rézne stresy v priemyselnom systé-
me chovu, méZeme pocitat so znac¢nym zataZenim trdaviaceho traktu,
ktoré moZe vyustit do portch trévenia.

Vlastnd perordlna terapia aplikovan4d na zaciatku hnacky u teliat
je neocenitelnou pomocou pri zvlddnuti rychlo sa vyvijajucej hypovolé-
mie, hemokoncentrdcie a pridruzenej acidozy. KedZe glukoza je rychlo
absorbovanéd z Crevného limenu mladych teliat a mnohé hnacékujice
telatd st hypoglykemické, je glukoza cennym komponentom efektivnej
perordlnej terapie. Poznatok, Ze NaCl pomé&ha zvySit absorbciu hyper-
tonického roztoku glukézy u klinicky zdravych teliat je potrebné zohlad-
niovat vzhladom na skutoc¢nost, Ze mnohé pripady hnaciek su spojené so
zvySenym pomnoZenim ¢revnych baktérii bez ohladu na pri¢inu ente-
rdlneho poskodenia. Preto len rychlo absorbovatelné a primerane d4vko-
vané sacharidy zniZia mozZnost bakteridlnej utilizdcie s tvorbou nizko-
uhlikovych kyselin a dalSieho pomnoZenia baktérii (Cleek a i, 1979).

Vezmic do uvahy casty vyskyt diarhoického syndromu infekéného
a neinfekcného pdévodu v prvych tyZdiioch Zivota teliat a fakt, Ze mno-
hé hnackujice telata su hypoglykemické (Lewis a i, 1975; Cleek
a i, 1979; Jagos$ a i, 1981) riesili sme otdzku uhrady energetického
deficitu réznymi sacharidovymi zdrojmi.

Odsku$ali sme skrmovanie maltodextrinu KMS --X 70 u teliat vo veku
dva aZ tri tyZdne napriek zndmemu faktu, Ze telatd tejto vekovej kate-
gorie nie sa schopné travit $krob ( Roy, 1980). Maltodextrin KMS - X 70
je natrdveny 3krob (70% stupeii natravenia) do turovne glukozy, fruk-
tozy a malého podielu $krobu. PouZitie dvojnisobnych davok (3 a 6 g.
.kg~1 2. h.) oproti hydrolyzatu sacharozy (1,65; 2,5; 3,3 g.kg ' Z. h.)
neovplyvnilo hladinu glukoézy v krvi. Tieto vysledky poukazuji na ne-
efektivnost jeho pouZitia pre tito vekovi kategoriu.

Biohydrolyzat sachardzy je zmesou glukozy a fruktézy so zbytkovym
obsahom sacharozy obohatenou o vitaminy skupiny B a pre vyZivu ddle-
Zité makro- a mikroelementy. Davky 1,65 a 3,3 g.kg~! Z. h. sa ukéazali
ako extrémne. Prvd kvOli nedostatocnej hyperglykémii a druhd z dé-
vodu silnej hyperglykémie s néslednou glykozuriou.

Strednd davka 2,5 g.kg~!' Z. h. sa ukazuje byt vhodnou z hladiska
navodenia hyperglykémie v dizke 3—5 h, bez glykozirie u vac8iny po-
kusnych zvierat. Stretli sme sa vSak s vyraznou individudlnou resorb-
ciou, kedy v skupine pokusnych zvierat jedno aZ dve telatd reagovali
s extrémne vysokou glykozuariou. Napriek vybilancovaniu davky z hla-
diska glykémie a glykozirie zda sa byt tato davka (2,5 g.kg™ ' Z. h.)
vysokd vzhladom na ovplyvnenie osmolality ¢revného obsahu. U oboch
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9. Hydrolyzat sacharozy v ddavke 2,5 g. 10.Hydrolyzat sachar6zy a gluk6za u

.kg~' Z. h. u preruminalnych teliat preruminalnych teliat — Saccharose
— Saccharose hydrolyzate at the dose hydrolyzate and glucose in prerumin-
of 2.5 g per kg 1. w, in preruminal cal- al calves
ves ——— 25 g.kg~1 2 h. hydrolyzat sacha-
- ruminujice — ruminating calves rozy — 2.5 g.per kg 1. w. — sac-
---------- prerumindlne — preruminal charose hydrolyzate
calves e 1,25 g.kg~' Z. h. gluk6za — 1.25

g per kg 1. w. — glucose
'dry matter of faeces

skupin teliat, preruminalnych aj ruminujacich, vyvolal hydrolyzat sacha-
rozy' v davke 2,5 g. kg~ Z. h. pokles suginy trusu z 25 % aZ na 3,6 %
s naslednou hnackou, resp. z 22,5 % aZ na 10,7 %. Sus8ina féces dosahuje
u zdravych teliat v obdobi mliecnej vyZzivy priemerne 17 %, pri starsich
tela%ich 20—30 % a klesa pri hnatke az na 5 % (Slanina a i,
1977).

VyuZitelnost hydrolyzatu sacharozy stipa s vekom, ¢o je pochopitelné
vzhladom na vyvin enzymatického aparatu teliat umoZiiujiceho im vy-
uZivat aj dalSie dva sacharidy z hydrolyzatu sacharozy (fruktozu a sa-
charoézu; obr. 2 a 5).

Vzhladom na pribliZne 50% podiel glukozy v hydrolyzédte sacharozy
mozno povedat, Ze jeho vyuZitelnost pre preruminélne telatd je na Grov-
ni polovi¢nej davky glukozy, ale s vacSim varirovanim vzhladom na gly-
koziriu a s vyraznejSim ovplyvnenim suSiny trusu.

Pociatocné hodnoty glykémie pokusnych zvierat boli niZSie ako refe-
rencné hodnoty, ktoré uvddzajit Bouda a Jago$ (1984), potvrdila
sa ale pozitivha dynamika vzostupu a perzistencie hyperglykémie po pe-
roralnom prijme hydrolyzatu sacharozy.
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Pri hodnoteni dosiahnutych vysledkov je potrebné si uvedomit, Ze hod-
notenie absorbcie v ¢reve po ordlnej aplikacii sacharidov s néslednym
zistovanim ich objavenia sa v krvi nie je jednoznacne platnym Krité-
riom, nakolko obsah glukézy moZe byt ovplyvneny aj inymi faktormi,
ktoré nie st bezprostredne vo vztahu k absorbcii. Okrem toho musi byt
brané do tvahy, Ze glykémia nie je identickd s absorbovanym mnozZstvom
v Creve, ale je skor vysledkom absorbcie, rozdelenia v organizme, meta-
bolizacie, vylucovania, ako aj v pripade komplexnych sacharidov vy-
sledkom ich fermentacného odbiiravania (Hartmann a i, 1980).

Grafickym zndzornenim z4avislosti glykémie a glykozirie sa potvrdil
podobny priebeh kriviek s hodinovym posunom glykozirie oproti gly-
kémii. Matematicky sa zatial nepodarilo urcit vSeobecnejSie platnd hla-
dinu glykémie, pri ktorej by obvykle dochadzalo k prekroceniu oblicko-
vého prahu a ndaslednej glykozurii. Zaznamenali sme vyrazné individual-
ne rozdiely v nastupe a intenzite glykozurie so Sirokym rozptylom limit-
nej glykémie od 2,5 do 10,9 mmol .17, rozdielnym u jednotlivych sacha-
ridov.
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STRUHARIKOVA, ]. — SLANINA, L. — ELBERTOVA, A. (Institute of Experimental Ve-
terinary Medicine, KoS$ice; University of Veterinary Medicine, KoS$ice; Experimental
Research Centre of the Veterinary University, Zemplinska Teplica): Glycaemia and
tglycosuria with respect to searching new energy sources for calves. Veter. Med.
(Praha), 36, 1991 (3): 135—145.

Monosaccharide (glucose), disaccharide (saccharose hydrolysate) and polysaccharide
(maltodextrin KMS-X 70) were administered perorally to the calves of three age
categories (pre-rumination, transition, rumination period) after 12-hour fasting. The
following characteristics were investigated: glycaemia, glycosuria, lactic acid con-
centration, plasma osmolality, hematocrit value, net acid-base secretion and exrement
dry matter. The degree of saccharide utilization was evaluated from glycaemia, gly-
cosuria and clinical condition. The administration of maltodextrins to calves at the
age of two to three weeks was not found convenient. The absorption of saccharose
fhydrolyzate depended strongly on age. The saccharose hydrolyzate dose of 2.5 g
per kg 1. w. was calculated with respect to glycaemia and glycosuria, but not to the
excrement dry matter content. In comparison with glucose absorption, saccharose
hydrolyzate seems to be a convenient energy source for calves of different age ca-
tegories.

calf; saccharides; glucose; saccharose hydrolyzate; maltodextrin; glycaemia; glycosuria;
diarrhoea
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Upozornéni pro prispevatele a ctendfe casopisu
VETERINARNI MEDICINA

Pro lepsi zpristupnéni vysledkii ceskoslovenského vyzkumu
zahrani¢nim odbérateliim rozhodla redakéni rada Ccasopisu
Veterindrni medicina pocinaje roc¢nikem 1991 uverejiiovat
rozsifené, podrobné zpracované (s odkazy na tabulky a obraz-
ky) souhrny v angli¢ting. Od ro¢niku 1992 budou tyto souhrny
podminkou pro prijeti prispévki do tisku.

Proto Zaddme autory naseho casopisu, aby plispévky zasilané
do redakce vybavili kratsim souhrnem, ktery bude publikovan
v CeStiné Ci slovenstiné a dale delSim souhrnem (v rozsahu
do dvou rukopisnych stran), ktery bude prelozen do anglic-
tiny.

Doufdme, Ze se toto opatreni setka s priznivym ohlasem jak
u autord, tak i u ¢tenara naseho casopisu.

Redakce Casopisu
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DYNAMIKA ZMIEN TYROXINU U KASTROVANYCH NOVONARODENYCH
BYCKOV

P. Puzder, A. Elbertov4, J. Kudnir, T. Zeltvay

PUZDER, M. — ELBERTOVA, A. — KUSNIR, J. — ZELTVAY, T. (Experiment4lne
vyskumné stredisko V3V, Zemplinska Teplica; Stdtny plemenarsky podnik, Bra-
tislava): Dynamika zmien tyroxinu u kastrovangch novonarodenych bgékov. Ve-
ter. Med. (raha), 36, 1991 (3): 147—152.

V nasej praci sme sa zamerali na sledovanie zmien hladin tyroxinu u teliat kast-
rovanych bezprostredne po narodeni. Zmeny koncentrdcie tyroxfnu v krvnom sére
sme sledovali do dsmého diia Zivota teliat, hmotnostné prirastky aZ do obdobia
odstavu vo veku 90 dnf. V pokusnej skupine sme zaznamenali niZ§ie hodnoty ty-
roxfnu od tretej hodiny post natum, ktoré pretrvéavali aZ do dsmého dila a s vy-
nimkou tretej hodiny neboli Statisticky vvgyznamné. Rovnako sme nezistili $tatis-
ticky vgznamné rozdiely priemernych dennych prirastkov u oboch skupin teliat. Z&-
kroky u novonarodengych teliat charakteru nekrvavej met6dy kastrdcie nevyvo-
lavaji extrémnu stresova reakciu s néslednym narudenim zdravotného stavu a vi-
tality.

tela; kastrdcia; tyroxin,; stres

DéleZitou sddastou neuroendokrinnej ststavy je Stitna Zlaza, ktorej
normélna funkcia je nutnd nielen pre fetdlny, ale aj postnatilny vyvoj
mlidat hospodarskych zvierat (intrauterinny vyvoj, termogenéza, regu-
lacia latkového metabolizmu). U teliat je dokazatelnd funk¢éné aktivita
Stitnej Zlazy uZ koncom prvej tretiny embryondlneho vyvoja (Leirer,
1981).

Rozdielne koncentrdcie hormoénov $titnej Zlazy medzi matkou a plo-
dom v réznych fdzach embryondlneho vyvoja sved¢ia o rozsiahlej auto-
noémii fetdlnej Stitnej Zlazy (Strbak ai., 1976).

Hormény 3titnej Zlazy pdsobia na celkovy metabolizmus organizmu,
ich prim&rny Gcéinok spociva v ovplyvneni celuldrnej syntézy protefnov.
Za fyziologickych podmienok aktivaény aG&inok tyroiddlnych horménov
podmieriuje anabolické pochody — rast, anatomickd a funkénid diferen-
cidciu, ¢i maturdciu buniek, resp. tkaniv a orgdnov. T4to ¢innost prebie-
ha za proporcionélnej ucasti daldich humorélnych faktorov (napr. soma-
totropného horménu, inzulinu) ako aj faktorov nutri¢nych.

Literdrne tdaje sa dost lisia v hodnoteni reakcie tyroiddlnych hormo-
nov — tyroxfnu a trijédtyroninu na akitnu z4taZ (stres). Bleha
(1956) vysvetluje zniZenie ¢innosti $titnej Zlazy v désledku pdsobenia
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stresovych faktorov zvySenym vylucovanim ACTH a zniZenym vylucCova-
nim TSH hypofyzou. Sekrécia TSH z adenohypofyzy je pod kontrolou
hypotalamu, z ktorého sa sekretuje tyreotropin uvoliujici hormoéon (TSH-
-RH), ktory udrZiava kludovi sekréciu TSH. Podla Arendéarcika
(1979) vSetky stresory zvySuju aktivitu Stitnej Zlazy. Schreiber
(1985) uvadza, Ze pri samotnom operacnom vykone a naslednej rekon-
valescencii nezistili Ziadne zmeny v hladinach celkového tyroxinu a tri-
jodtyroninu. ZvySenu tyroidalnu aktivitu v suvislosti s chladovym stresom
u oviec zaznamenali Westra a Christopherson (1976) — cit.
Lirette a i. (1988). Po aplikacii kortizolu a posobeni radu stresorov
(operacny zékrok) zistili Limanova a Simonova (1981) zniZe-
na dejodéaciu T4 na T3, miesto ktoreho vznika reverzny T;, ktory je meta-
bolicky inaktivny a dokonca snad vytesiiuje T3 z jeho receptorov. Na
zdklade udajov Leirera a Deschnera (1983), Leirera a i.
(1986) doch&dza pri infek¢nych ochoreniach a hnackéach teliat v zavis-
losti od dlZky trvania a stupiia ochorenia k poklesu hladin metabolicky
aktivnych hormoénov Stitnej Zlazy.

V suvislosti s uvedenymi poznatkami sme sa zamerali na sledovanie
zmien koncentrdacie tyroxinu v krvnom sére novorodenych teliat kastro-
vanych (stresovy faktor) bezprostredne post natum.

MATERIAL A METODA

Do pokusu bolo zahrnutych dsem byCkov slovenského strakatého plemena, z &oho
Styri tvorili pokusnd skupinu — kastrovane a Styri boli kontrolnou skupinou. Pokus
sme realizovali v obdobi od 15. septembra do 4. decembra. VSetky zakroky a podmien-
ky chovu boli rovnaké v obidvoch skupindach.

Zivotaschopnost teliat po narodeni bola hodnotend metodikou podla Apgarovej
(1966), kde v3etky zvieratd dosiahli hodnotenie — vitalita dobra. U vSetkych zvierat
sa vykonali obvyklé chovatelské a preventivne opatrenia (vaZenie, dezinfekcia pupka,
osudenie, napojenie mledzivom do prvej hodiny po narodeni, Ferridextran i. m., Com-
binal AD; p. 0., napdjanie mliekom trikrdt denne od vlastnej matky). Hmotnostné
prirastky sme sledovali v mesatnych intervaloch az do odstavu, t. j. do veku 90 dni.
V ustajiiovacich priestoroch boli zabezpecené poZadované zoohygienické parametre.
PocCas sledovaného obdobia, t. j. do 8 dni boli v8etky zvieratd klinicky zdravé. Telatdm
kontrolnej, ako aj pokusnej skupiny sme ihned po narodeni (do 5 min) odobrali krv
punkciou vena jugularis, ¢o sme evidovali ako nulty odber. Po odbere krvi sme u po-
kusnych teliat vykonali nekrvavd kastrdciu gumennymi kraZkami technikou a metédou
ako sa pouziva pri kastracii barancekov. Po zaloZeni kruZkov sme zaznamenali zvy3e-
na bolestivost do 5 minit, Citlivost mieSka a inguinalnej krajiny bola badatelnd aZ
do 48 hodin. Po totalnej atrofii semennikov (2—3 tyZdne), dodlo k odpadnutiu mieika
v tasovom rozpdti 5—8 tyZdnov bez klinickych priznakov ochorenia v sivislosti s kast-
raciou.

Dalsie odbery krvi sme vykondvali v 1., 3., 6., 24., 48. hodine, v 5. a 8. dni po naro-
deni. Ziskané sérum sme zmrazovali. Vyhodnotenie hladin tyroxfnu sme vykon4vali
komer&ngymi sidpravami RIA-test T, (URVJT Kosice), Multidetektor gamamera& JNG 401.

Statistickd vyznamnost diferencii hladin tyroxinu medzi jednotlivgymi hodinami
a diami, ako aj medzi kontrolnou a pokusnou skupinou zvierat sa urc¢ila parovym
t-testom a testom zhody dvoch strednych hodnot.

VYSLEDKY

Dynamiku zmien tyroxinu v kontrolnej a pokusnej skupine vyjadruje
obr. 1. U Styroch byckov kontrolnej skupiny sme zaznamenali vychodziu
hodnotu v 0. hodine 90,75 +8,38 nmol .1~ tyroxinu v krvnom sére. Hla-
dina tyroxinu mala stupajicu tendenciu s vrcholom v 3. hodine post
natum, kedy dosiahla hodnotu 201,6 49,52 nmol.1-1 Od 6. hodiny

148 vETERINARNI MEDICINA — 1991



1. Dynamika zmien tyroxinu v pokusnej
a kontrolnej skupine — Dynamics of
changes in thyroxin in the experim- g
ental and control groups

I‘nmnl.\"

e ® kontrolnd skupina — control
group 150
(O— —0O pokusnd skupina — experi-
mental group 3,
100 .
\
Icastration -
50
of 1 3 6 2% 48h Sd 8d
xostraco’

(199,0 435,34 nmol.1-') nastal vyrazny pokles aZ k 48. hodine (99,67
+32,15 nmol.1"') s poklesom v 8. dni (76,0 +29,55 nmol.1"1),

V pokusnej skupine sme zaznamenali v 0. hodine hodnotu tyroxinu
96,0 +21,65 nmol.1~'. V 1. hodine do3lo k vzostupu koncentrdcie na
133,75 +40,47 nmol.1-1. V 3. hodine nastal prechodny pokles hladiny
tyroxinu (117,5 420,40 nmol.1~') s naslednym vzostupom v 6. hodine,
kedy sa dosiahla aj maximéilna hladina (150,0 +68,46 nmol.1-1). Od
6. hodiny sme zaznamenali klesajicu tendenciu s poklesom hladiny
v 24. hodine (140,0 431,20 nmol .1~ '}, v 48. hodine (113,5 411,62 nmol .
.17 a 5. dni (63,67 410,12 nmol.1-'). V 8. dni Zivota (67,5 +34,65
nmol . 17') sa udrzala koncentricia tyroxinu na drovni 5. diia.

Statisticky vyznamny rozdiel (P < 0,05) medzi kontrolnou (201,6
449,52 nmol.1-1) a pokusnou skupinou (117,6 420,40 nmol.1"') sme
zistili len v 3. hodine.

Statistickd vyznamnost diferencii koncentrdcie tyroxinu medzi jed-
notlivymi odbermi v kontrolnej ako aj pokusnej skupine je vyjadrena
v tab. I. Za celé obdobie mlie¢nej vyZivy, t. j. do veku 90 dni sa dosiahol
priemerny denny prirastok 0,82 kg v pokusnej skupine a 0,89 kg v sku-
pine kontrolnej. Tento rozdiel v3ak nebol $tatisticky vyznamny.

DISKUSIA

Prechod z intrauterinného do postnatdlneho Zivota je spojeny s roz-
hodujicou prestavbou latkového metabolizmu. V prvych hodinach Zivota
u teliat prebiehaji podstatné zmeny koncentrécie tyroiddlnych hormo-
nov. Pre novorodené zvieratd su charakteristické s vekom permanentne
klesajuce hodnoty T, a Ts.

Leirer a Deschner (1983) na zdklade svojich experimentov
zistili zvySené hodnoty tyroxinu a trijédtyroninu v obdobi prvych Sty-
roch hodin Zivota u novorodenych nenapojenych teliat s poklesom hod-
noét od prvého dna Zivota do veku jedného tyZdiia.

Leirer (1981) zaznamenal u novorodeného telata najvysSiu kon-
centraciu uz v 2. hodine post natum s miernym poklesom v 4. hodine.

Prvy aZ treti den Zivota je hormondlna hladina v porovnani s hladina-
mi u dospelého dobytka napr. matiek podstatne vys$$ia, potom klesa do
veku jedného tyZdia asi na ich troveii a uZ sa podstatne nemeni pocas
prvych tyZdiiov Zivota (Leirer, 1985).
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I. Statistickd vyznamnost medzi jednotlivgmi odbermi v pokusnej a kontrolnej skupine
— Statistical significance of differences between samplings in the experimental and
control groups
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Nage pozorovania sa zhodujta s poznatkami Vermorela ai. (1985),
ktori pozorovali signifikantnid vekovid zavislost hladin tyroid4lnych hor-
monov, ktoré stipali prvych Sest hodin Zivota s néslednym poklesom k
prvému diiu (T3) alebo k druhému diiu Zivota (T,).

Zvy3ené hodnoty T4 do 6. hodiny sme zistili rovnako v oboch skupindch
by&kov, kontrolnej ako aj pokusnej, ale u kastrovanych byckov tieto ne-
dosahovali hodnoty kontrolnej skupiny v prvych 24. hodindch Zivota.
V 3. hodine po narodeni bola hladina T, v pokusnej skupine o 41,72 %
(P < 0,05) niZsia, v 6. hodine o 20,1 % a v 24. hodine o 13,18 % niZ3ia.

Podobné vysledky dosiahol Vermorela a i. (1989), ktory pozo-
roval, Ze hladiny horménov (T, a T3) u teliat signifikantne nekolisali
s obtiaZnostou pérodu pocas prvych dvoch dni Zivota, aviak boli o 42 %
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niz8ie pri narodenf (P < 0,05) u teliat po komplikovanych pérodoch ako
u teliat narodenych bez komplikécii a hladina T, bola o 30 % niZ3ia ete
dve hodiny po narodeni.

V skupine Kkastrovanych byckov doslo k trojhodinovému posunu do-
siahnutia maximdlnej koncentracie tyroxinu (v 6. hodine), kym v kon-
trolnej skupine bola dosiahnutd maximélna koncentrdcia uZ v 3. hodine
Zivota, ktord sa udrZala do 6. hodiny. Fenomén niZ8ej hladiny tyroxinu,
jeho pokles v 3. hodine s naslednym vzostupom v 6. hodine, si vysvetlu-
jeme stresujicim vplyvom kastracie. UZ od narodenia maji telatd schop-
nost odpovedat zvySenymi hladinami 17-hydroxykortekosteroidmi a dal-
§imi ukazovatelmi zvySenej adrenokortikdlnej aktivity na pdsobiace stre-
sory (Dvorak, 1971).

Bolest ako jeden zo stresovych faktorov aktivuje symptoadrendlny
systém a hypofyzarno-nadoblickovi os s vyslednym zvySenim syntézy
a sekrécie nadoblickovych korovych hormoénov. Mobilizované nadoblic-
kové steroidy podsobia v tuzkej stcinnosti s ostatnymi neuroendokrinny-
mi mechanizmami stimulovanymi stresovou reakciou a teda zvySenou
sekréciou ACTH a kortizolu dojde k zniZeniu cinnosti Stitnej Zlazy
(Bleha, 1956).

Podla Williamsa a i. (1975) st tyreoadrendlne vztahy obojstran-
né, hormony S§titnej Zlazy ovplyviiuji sekréciu, transport aj metaboliz-
mus glukokortikoidov predovSetkym svojim v3eobecnym metabolickym
uc¢inkom a naopak glukokortikoidy ovplyviiuja funkciu tyreoidei a meta-
bolizmus tyreoiddlnych hormonov.

Délezitym aspektom je suvislost medzi funkciou S&titnej Zlazy a ab-
sorpciou kolostrdlnych imunoglobulinov nevyhnutnych pre Zivot novo-
rodeného telata. Su zname dokazy o vzostupe hodnoty na protein viaza-
ného jodu po podani kolostra, ktory sa vysvetluje zvySenym obsahom
jodu v kolostre. Leirere a Deschner (1983) v3ak nedokéazali
priame ovplyvnenie hladiny hormonov Stitnej Zlazy u teliat v podani
kolostra. Ako zdroj jodu m& vsak kolostrum vyznam pre fyziologicki
funkciu $titnej Zlazy novorodeného telata. Tento nalez sa dopliia s tdaj-
mi dalSich autorov (Varma a i., 1978; Vigouroux a i, 1980).

Cabello a Levieux (1980) pozorovanim zistili negativnu kore-
laciu medzi tyroxinémiou pri pérode a absorpciou IgG; a IgM u teliat,
kedy redukcia absorpcnej kapacity kolostralnych imunoglobulinov v doé-
sledku zvySenych hladin tyroidalnych horménov pri pérode zvySuje citli-
vost novonarodenych teliat k roznym infekcidm.

Ako vyplyva z naSho experimentu, nezaznamenali sme zvy3enie hla-
din tyroxinu v suvislosti s kastrdciou novorodenych teliat. NedoSlo
k zhorSeniu tdrovne fyziologickej tyroxémie po poérode a tym Kk naruSe-
niu absorp¢nej kapacity imunoglobulinov kolostra. Nezistili sme ani na-
ruSenie zdravotného stavu, vitality teliat a ovplyvnenie hmotnostnych
prirastkov po kastracii vykonanej bezprostredne po pdrode.
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Changes in thyroxin levels were studied in calves castrated just after birth. The chan-
ges in thyroxin concentration in the blood serum were studied until the eighth day
of life of the calves and the weight gains were monitored until weaning at an age
of 90 days. In the experimental group, lower thyroxin levels were first recorded in
the third hour post natum and were observed to persist until the eighth day; except
for three hours the decrease was not statistically significant. Neither were any signif-
icant differences observed in the average daily gains in both groups of calves. Treat-
ments 'like non-surgical castration in newborn calves do not elicit extreme stress
reactions that would be conducive to disorders of health and vitality.
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HISTOCHEMIE NUKLEOSIDFOSFATAZ A FOSFOGLUKOMUTAZY
TENKEHO STREVA BEHEM KOKCIDIOZY SELAT

M. Kudweis, Z. Lojda, 1. Juli¥

KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, I. (Vyzkumn4d a diagnostickd histochemickéa
laboratof nemocnice, Cesky Krumlov: Laboratof pro histochemii pfi lékafské fa-
kult& Univerzity Karlovy, Praha): Histochemie nukleosidfosfatdz a fosfoglukomu-
tdzy tenkého stieva béhem kokcidiézy selat. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3):
153—163.

Ve sliznici tenkého stfeva 22 konvencnich selat prvni den po porodu (DPP) ex-
perimentdlné infikovanych oocystami kokcidie Isospora suis (infek&ni davka
200 000 oocyst) jsme denzitometricky vyhodnotili aktivitu 5-nukleotidazy(5-ribonu-
kleotid fosfohydroldaza; EC. 3.1.3.5.) a fosfoglukomutdzy («-D-gluk6zo-1-fosfat
fosfotransferdaza; EC. 5.4.2.2.). Aktivitu enzymid jsme u infikovanych selat sledo-
vali v pribé&hu 2.—10. dne po infekci (DPI). Soucasné jsme stejné histochemické
vy3etfeni provedli ve sliznici stfevni péti kontrolnich konven&nich selat ve v&ku
2—14 dnil. Zjistili jsme, Ze denzita 5-nukleotiddzy i fosfoglukomutdzy je ve sliz-
nici tenkého stfeva kontrolnich selat znatné& vysokd, deponovand prevaZné do
supranukledrnf oblasti absorp¢nich buné&k, mikrovilézni z6ény enterocytdi a hlad-
kych svalovych elementd lamina muscularis mucosae. U experimentdln& infiko-
vanych selat jsme prokdzali béhem infekce vyrazné sniZeni denzity obou enzymd.
Deficitem byla pfechodné postiZena mikrovilézni zona a supranukledrni oblast
enterocytii a trvale muskulatura slizni¢nf vrstvy. Inaktivita mé&la vice protraho-
vany charakter v pripadé fosfoglukomutdazy (zejména 5.—9. DPI). Denzita
5-nukleotiddzy se Castedn& upravovala jiZ od 7. DPI s pferudenim rekonstrukce
aktivity 10. DPI. Obnovu aktivity enzymi v lamina muscularis mucosae jsme v pri-
b&hu infekce nezaznamenali. Denzita ani jednoho ze studovanych enzymi ve
tfech sledovanych lokalitdch nedosahovala na konci experimentu (10. DPI) srov-
natelnych parametr s kontrolnfmi hodnotami.

histochemické metody; hydrolazy; metabolismus; enteropatogen; mikrovilézni{
z6na; supranukledrni oblast enterocytl; denzitometrie

Patologii enterdlnich zmén, které pri kokcididze sajicich selat posti-
huji pfedevSim sliznici tenkého stfeva se zabyvalo doposud vice autorii
(Robinson aj, 1983; Stuart a Lindsay, 1986; Vitovec
a Koudela, 1990). Onemocnéni je charakterizovano atrofii stfevnich
klk@, rdzné pokrocilou nekrdzou epitelu a vodnatym prijmem, ktery na
rozdil od kokcidi6z u jinych druht mlddat hospodéarskych zvifat neob-
sahuje u sajicich selat krev (Stuart a Lindsay, 1986).

Obdobny obraz patologickych lézi popisuji néktefi autofi v priibéhu
experimentalni i spontdnni virové a bakteridlni infekce sajicich selat
(Adaragh aj., 1980; Debouck a Pensaert, 1980; Reed aj.,
1985).
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Radu morfologickych zm&n na trovni jednotlivych typl bunék sliz-
nié¢niho povrchu tenkého stfeva v obdobi infek¢niho onemocnéni popisuji
Narita aj. (1982).

Destruované sliznice po odeznéni infekce, popr. jeSté v prib&hu one-
mocné&ni, prod&ldva obnovenou diferenciaci bunék, kterd je v mnoha
ohledech charakterizovana patologickymi markery (Goodlad aj.,
1987; Kudweis, 1989; Kudweis a Lojda, 1989a).

Kromé patologického po$kozeni sliznice tenkého stieva je absorpcni
povrch v obdobi infekce selat kokcidii I. suis poSkozen také funkCné,
coZ se projevuje inaktivitou nékterych enzymii (Kudweis, 1989;
Kudweis aj., 1989a, b). U prijmujicich telat stejné postiZeni sliznic-
niho povrchu tenkého stfeva pozoroval Landsverk (1980, 1981).

Aktivita enzymil absorpc¢nich bunék se vSak neméni pouze v prib&hu
infek¢niho onemocnéni, ale také pri poruchdach karence, zménéné dieté
a obecné& u mladat hospodarskych zvifat zaostavajicich v rlstu s nejas-
nou etiologii (Marcanik a Skarda, 1979; Pauer aj., 1989).

Sliznice tenkého stfeva zdravych sajicich selat je vybavena Fadou en-
zymi (Kudweis, 1989; Kudweis a Lojda, 1989b, c].

Mikrovilozni zona, supranukledrni oblast enterocytl a lamina muscu-
laris mucosae zdravych selat obsahuje kromé dalSich enzymi pomérné&
vysokou koncentraci 5-nukleotidazy a fosfoglukomutazy; enzyma vy-
znamnych pro diferenciaci bunék, biochemii nukleotidii a glukozovy me-
tabolismus (Lund a Smith, 1987; Thotakura a Bahl, 1987,
Madrid aj, 1989; Saavedra a Perman, 1989). O znacném roz-
gifeni a vyznamu 5-nukleotidazy v ZivociSném organismu sveédcéi vysled-
ky né&kolika autori (Mizukami aj., 1982; Matsubara aj., 1987;
Adair aj., 1988). Polyceluldarni lokalizace fosfoglukomutazy neni za-
tim jednoznacné doloZena.

Cilem na3i studie je, za pouziti moderni techniky, vyhodnotit dynami-
ku aktivity 5-nukleotidazy a fosfoglukomutazy ve sliznici tenkého stre-
va experimentalné& infikovanych konvencnich selat kokcidii I. suis a po-
ukézat na vazné funkcni poruchy, které lze na zékladé naSich vysledka
postulovat.

Soucasné se jednd o prvni praci svého druhu ve veterindrni patologii,
ktera se histochemii t&chto méné obvyklych enzymi zabyva.

MATERIAL A METODA

Ptehled zpracovaného materidlu, vcetné casovych ddaji (DPP, DPI, vék) je uveden
v tab. I. Konvenc¢ni selata byla infikovana davkou 200000 oocyst kokcidie 1. suis.
Infekce, zptsob odb&ru vzorki tenkého stieva, jejich zpracovanf a techniku pripravy
zmrazenych Fezlli jsme popsali diive ( Kudweis aj., 1989b).

Zmrazené fezy jsme inkubovali pro detekci 5-nukleotiddzy a fosfoglukomutézy. Pro
stanoveni 5-nukleotiddzy jsme pouZili metodu podle Wachsteina a Meiselové
(1957) s adenosin-5-monofosfatem o pH 7.2: fosfoglukomutdzu jsme stanovili podle
Meijera (1967) s gluk6zo-1-fosfatem a NADP (pH 7,4) v Lojdové modifikaci (Lo j-
da aj., 1979).

Aktivitu 5-nuklectiddzy a fosfoglukomutézy ve sliznici tenkého stieva selat jsme na
arovni mikrovilézni zény a supranuklearni oblasti enterocytli vyhodnotili skanujict
mikrodenzitometrif analyzdtorem VICKERS M-85 pfi pouziti objektivu 20 a clony
¢, 2 (primér 2 um).

Denzitu reakénfho produktu 5-nukleotiddzy jsme mérFili pri vinové délce 590 nm,
denzitu reakénfho produktu fosfoglukomutazy pri vinové délce 510 nm. Zvolena vinovéa
délka pro oba enzymy odpovidala pri dané konfiguraci pristroje maximalni absorpci
deponovaného reakéniho produktu.
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V lamina muscularis mucosae jsme aktivitu enzymi hodnotili pouze semikvantitativng.

Na 15 rezech kaZdého useku tenkého stfeva jsme prohlédli 15 stFevnich Kklkd pFi
obouw reakcich. Denzitu reakénfho produktu enzymd v mikrovil6zni z6né a supra-
nukledrnf oblasti enterocytl jsme vyhodnotili promé&fenim 15—20 bodd na kazdém
prohliZeném stfevnim klku. Ziskané udaje jsme statisticky zpracovali a stanovili pri-
mérnou hodnotu denzity (DX) enzyml v apikdlnf Gasti enterocytd (mikroviléznf zona
a suépranuklearni oblast absorp¢ni bufiky) u kaZdého udseku tenkého stfeva samo-
statng,

I. Pf¥ehled zpracovaného materidlu — A survey of the material processed

Sele! DPPin* DPI,** ViEk?
IS 13, 22, 25 1 2 3
IS 14, 15, 26 1 3 4
1S A1, 12, 16; 17, 27 1 4 5
IS 20, 23, 28 1 5 6
1S 24, 29 1 6 7
IS 30 1 7 8
1831, 32 1 8 9
IS 33, 34 1 9 10
IS 35 1 10 11
K1—K5*** 0 0 2—14
1S — Isospora suis; *infekce ve dnech po porodu — infected, in days after parturi-
tion; **utracen{ ve dnech po infekci — killed, in days after infection; ***kontrolnf

selata — control piglets
Tpiglets, 2age

VYSLEDKY

U kontrolnfch selat jsme prokézali ve sliznici stfevni pomé&érné vyso-
kou koncentraci obou enzymi v prib&hu celého tenkého stfeva. 5-nu-
kleotidaza je nejvice koncentrovdna v oblasti duodena [DZ] 165,98), pfi-
¢emZ smérem kauddlnim jeji aktivita kles4d a nejniZ3i Dx dosahuje ve
sliznici ilea (148,46).

Fosfoglukomutdza je deponovdna zejména ve sliznici ilea a zadniho
jejuna.

Studované enzymy jsou lokalizovdny v mikrovilézni z6né&, supranu-
klearni oblasti enterocytii a ve svaloving slizni¢ni vrstvy (obr. 1, 2). To-
pograficky jsou oba enzymy rozloZeny po celém obvodu stfevnich klki
(obr. 3).

U experimentdlné infikovanych selat aktivita 5-nukleotiddzy v apikal-
ni ¢asti enterocytl klesd vyraznéji 3. DPI s prohlubujicim se deficitem
do 5. DPI. Ve svaloviné sliznice jsme enzym v tomto obdobi neprokéazali
(obr. 4).

Denzita 5-nukleotiddzy se 6., resp. 7., DPI zadind upravovat a rekon-
strukce jeji syntézy trvd do 9. DPI. Také toto obdobi obnovy aktivity pii
experiment4ln{ infekci selat probihd rovnomérné ve sliznici celého ten-
kého stfeva. V lamina muscularis mucosae jsme aktivitu enzymu ani
9. DPI nezjistili.
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Prokédzali jsme vSak deponovdni reak¢niho produktu 5-nukleotiddzy
do infra- a paranuklearni oblasti absorpcnich bunék (obr. 5. 10. DPI se
aktivita 5-nukleotidazy opé&t snizila; nejnizsi Dx jsme naméfili ve sliznici

duodena.

1. Reakce na 5-nukleotidazu.

produkt je lokalizovdn v mikrovil6z
n{ zon& enterocyti a jejich supranu
klearni oblasti. Znacna aktivita enzy

Reakéni

mu je také ve svaloving slizni¢ni vrst
vy (<). Kontroln{ sele ve véku 8 dnf;
zv. 160X — Reaction to 5-nucleotid
ase. The reaction product is located
in the microvillous zone of entero-
cytes and their supranuclear region.
There is also a considerable enzyme
activity in the muscle of the mucous
layer (<). A control piglet at an age
of 8 days. Magnif. 160)<.
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Reakce na fosfoglukomutdzu. Reakéni
produkt se stejnou Jokalizacf, jako v
pfipadé 5-nukleotidazy. < svalovina
sliznice; « stievni Kkrypty; zv. 100X
— Reaction to phosphoglucomutase.
The reaction product with the same
location as in the case of 5-nucleotid-
ase. < muscle tissue of the mucosa;
intestinal cryps; Magnif. 100X

3. Oba dva studované enzymy
jsou lokalizovédny po celém
obvodu strevnich Kklkd (re-
akce na 5-nukleotidazu).

< svalovina sliznice; zv.
160> — Both enzymes
under study are located

along the whole perimeter
of the intestinal villi (re-
action to 5-nucleotidase).

muscle of the mucosa;
magnif. 1603<)



4. Znaény Gbytek aktivity 5-nukleotiddzy
4. DPI ve v3ech lokalitach; zv. 120X

tidase activity, 4th

day after

Considerable decline of 5-nucleo-

infec-

tion in all locations; magnif. 120

5

Céstetnd a-
mikrovil6zni
aktivity en-
zymu zejména do supranukledrni zo6-

Reakce na 5-nukleotidéazu.
prava aktivity v oblasti
zony a evidentni presun

ny enterocytd (") 7. DPI; zv. 100X
Reaction to 5-nucleotidase. Partial
restoration of activity in the micro-
villous zone and evident shift of ac-
tivity, mainly to the supranuclear zone
of the enterocytes (*) 7th day after
infection; magnif. 100>

Vyvoj atkivity 5-nukleotiddzy ve sliznici tenkého stfeva experiment4l-
né infikovanych selat je zndzornén na obr. 6.

Zasadni rozdil spocivd v tom, Ze pokles denzity reakcniho produktu
fosfonukleomutdzy je protrahovany a trvd v podstaté celé sledované
obdobi (od 2. do 9. DPI). Neni tedy prokazatelna castec¢na uprava akti-
vity enzymu v obdobi infekce, jak jsme ji popsali u 5-nukleotidazy. Ve
svalové vrstvé sliznice jsme fosfoglukomutdzu v priibéhu infekce nezjis-
tili. Zbytkova aktivita fosfoglukomutdzy pokryva ve znac¢né redukovaném
aktivhim poli zejména boky stfevnich klk s c¢astou absenci enzymu

v jejich apikdlni ¢asti (obr. 7).

6. Vyvoj aktivity 5-nukleotida-

zy Development
-nucleotidase activity

Dz
160

of 5-

140

kontrola'

OBl

5 7 8 3 10
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Uprava aktivity fosfoglukomutazy nastdva az 10. DPI. Neobnovuje se
pouze aktivita svaloviny sliznice a bez reakéniho produktu zistavaji
také stfevni krypty (obr. 8). Priibéh aktivity fosfoglukomutdzy ve sliz-
nici stfevni selat v obdobi infekce je uveden na obr. 9.

Porovnanim obr. 2 a obr. 8 zjiStujeme, Ze vizualné je aktivita enzymu
témér shodnd. Denzitometricky je vSak prokazatelny rozdil v koncentra-
ci deponovaného reakc¢niho produktu na jednotku plochy, kterd 10. DPI
dosahuje pouze 54,88 % trovné kontrolniho zjisténi.

V na8i praci povaZujeme za nutné poukdzat na prednosti modernich
diagnostickych metod, v tomto pripadé mikrodenzitometrii, které jsou
svoji objektivnosti nesrovnatelné se semikvantitativnim, nejcast&ji po-
uZivanym zplisobem hodnoceni atkivity enzymd.

Lze uvést, Ze vyvoj aktivity obou studovanych enzymi je odli$ny,
s protrahovanou nebo prerusovanou inaktivitou a Ze na konci nami sle-
dovaného obdobi infekce (10. DPI) se aktivita zddného z enzymi ne-
upravuje k normé.

Statistika geneze aktivity 5-nukleotiddzy a fosfoglukomutazy je uve-
dena v tab. II.

7. Reakce na fosfoglukomut4-
zu. Vyrazny dbytek aktivity
enzymu v mikroviléznf zo6-
né a supranukledrni oblasti
absorpénich bunék. Svalo-
vina sliznice je negativnf
(*) 8. DPI. < inaktivni api-
k&lni cést strevnich klkd;
zv. 200 — Reaction to
phosphoglucomutase. A mar-
ked decline of enzyme ac-
tivity in the microvillous
zone and supronuclear area
of the absorption cells.
The muscle of the mucous
membrane is negative (*)
8th day after infection. <
inactive apical part of in-
testinal villi; magnif. 200X

8. Reakce na fosfoglukomuté-
zu. 10. DPI je patrnad dpra-
va aktivity enzymu se sté&-
lou absenci ve svaloving
sliznice (*) a ve stf¥evnich
kryptach (X); zv. 160X —
Reaction to phosphoglucomu-
tase. The 10th day after in-
fection there is seen a res-
toration of enzyme activity
with permanent absence in
the mucosa muscle (*) and
in the intestinal crypts (X);
magnif. 1603
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6ST T66T — VNIDIAIW INVYYNINILIA

II. Vyvoj aktivity 5-nukleotiddzy (a) a fosfoglukomutdzy (b) — statistické vysledky v DX — Development of 5-nucleotidase (a) and
phosphoglutamase (b) activity — statistical surveys in DX

L Strevo! | prr2 pP13 | DPl4 | DPIs | DpPis | DP17 | DPI8 | DP9 | DPIo | K1—Ks*

D 131,7 | 1081 | 101, 39,6 62,1 1002 | 1116 990 | 753 1659 |

Ji 146,8 | 107,3 98,1 37,2 51,5 1049 | 1032 104,0 89,0 158,2 |

a T2 1296 | 1119 875 | 37,6 49,4 1022 | 1067 107,2 93,0 151,1 |

I 1366 | 1116 921 | 36,7 39,8 106,4 943 | 1113 | 915 1485 |

% | 1382 | 1097 947 | 578 507 | 1034 | 1039 | 1054 | 87,2 155,9 |

D 75,7 798 | 764 | 469 371 | 348 33,3 27,1 50,7 927 |

Ji 75,3 77,8 71,2 44,6 858 | 345 33,3 27,0 50,6 91,8 |

b 2 76,0 78,0 67,2 44,4 47,3 33,2 31,6 26,8 64,4 106,9 .
I 76,6 70,4 67,5 44,0 479 | 335 31,7 27,2 64,6 124,1

X 76,2 76,5 70,6 45,1 21 | 340 32,5 27,1 57,6 1049 |

D — duodenum; J; — stfedn{ jejunum; J, — zadnf jejunum; I — ileum; *kontroln{ selata — control piglets

lintestine
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DISKUSE

Lokalizace enzymi, jejichZ aktivitu jsme v prib&hu experimentalni
infekce selat kokcidii I. suis studovali, byla difive dost sporna.

Ve sliznici tenkého stfeva jsou oba enzymy lokalizovany v mikroviléz-
ni zoné a supranuklearni oblasti enterocyti (Lojda aj., 1979; Kud-
weis, 1989; Kudweis a Lojda, 1989b, c¢). Supranukledrni loka-
lizace sv&dci pro jejich organelovou vazbu k lysozom@m, jak ji v p¥i-
padé 5-nukleotiddazy néktefi autofi popisuji (Lojda aj., 1979; Mizu-
kami aj, 1982; Matsubara aj, 1987). Koncentrace lysozomi je
v této oblasti enterocyti nejvy3si (Lojda, 1974).

Topochemickad souvislost nukleosidfosfatdz se svalovou tkdni je zna-
ma pomeérné dlouho (Lojda aj., 1979). Také aktivita fosfoglukomuté-
zy ve svaloviné sliznice strevni selat byla jiZ popsdna (Kudweis,
1989).

5-nukleotiddza se Kkromé& své lokalizace v bunéénych membranéach
(mikrovilézni zona) a lysozomech (tzv. kyseld forma enzymu) vysky-
tuje volné v cytosolu (tzv. cytosolova forma enzymu; Mizukami aj.,
1982). Cytosolové aktivité 5-nukleotidazy jsme pozornost nevénovali.

Fyziologickd tloha v na$i praci detekovanych enzymi neni jesté plné&
rozpracovana. Podle Lojdy aj. (1979) se 5-nukleotiddza zucCastiiuje na
degradaci nukleovych kyselin a transportu nukleotidi pres bunécné
membréany.

Pomérné S§ir$i spektrum funkci 5-nukleotiddzy popisuji Horsky
a Kube§ (1977), Mizukami aj. (1982), Matsubara aj. (1987)
a Adair aj. (1988). Domnivaji se, Ze 5-nukleotiddza vyznamné ovliv-
fiuje bun&ény rist a Ze transport adenosinu zprostfedkovany 5-nukleoti-
ddzou miZe vyrazn& ovlivnit adenylcykldzovy membrdnovy systém
a tak omezit pfi inaktivaci enzymu regulaci zdkladnich bun&énych funk-
ci v negativnim slova smyslu. Pokles aktivity 5-nukleotiddzy povaZuji
uvedeni autofi za inicialni k urychlené bunéc¢né proliferaci, resp. pato-
logické diferenciaci bunék.
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Fosfoglukomutdza je enzym, ktery se podili na glukézovém metabo-
lismu tfm, Ze se tucdastni pfem&ny glukozo-1-fosfadtu v gluké6zo-6-fosfat
(Thotakura a Bahl, 1987). Na tuto metabolickou cestu navazuje
odstépeni fosfatového zbytku prostfednictvim daldiho enzymu, gluko6zo-
-6-fosfatdzy (EC. 3.1.3.9.). Vyznam fosfoglukomutdzy pro absorpci di-
sacharidi lze interpretovat z vysledki Saavedra a Permana
(1989), ktefi veénovali pozornost biochemii malabsorpce a intolerance
laktozy u lidi.

V experimentech ma infekce selat kokcidii [. suis bifdzicky prabéh,
charakterizovany alteraci sliznice stfevni (3.—4. a 8.—9. DPI), na nizZ
plynule navazuji reparativni a regeneracni procesy (5.—7. a 10.—12.
DPI; Vitovec a Koudela, 1990).

Z nasich vysledkl je patrné, Ze aktivita 5-nukleotidazy je vyrazné sni-
Zena 3.—5. a méneé 10. DPI, tedy v obhdobi stfevni alterace, pfipadné po-
catkem reparativnich zmen. V pribéhu prvé reparace se jeji aktivita
zvySuje a zlstdva na stejné drovni do 10. DPI.

Je-li spravny postulat o vlivu 5-nukleotiddzy na buné¢né funkce a pro-
liferaci tkani, pak lze dat do souvislosti sniZeni aktivity enzymu a probi-
hajici alteraci sliznice stfevni. Absorpéni buiika je v této fazi experimen-
talni infekce dysfunkeni, vazne transport pfes mikrovilézni zonu entero-
cytd a soucCasné je mozné piedpoklddat nastup urychlené proliferace
sliznice stfevni, ktera dosahuje podle naSeho nédzoru maxima 7. DPI, tj.
v obdobi ukonc¢eni prvniho reparativniho stadia onemocnéni (Vitovec
a Koudela, 1990). Tento zavér je zcela v toleranci s vysledky, ve
kterych trvani prvé reparativni fdze tasové omezujeme pouze na jeden
den (7. DPI; Kudweis, 1989). Tato pFedstava koreluje také s domnén-
kou o urychlené bun&cné diferenciaci, charakterizované radou patologic-
kych ryst, probihajici v obdobi stfevnich reparaci, o niZ jsme referovali
diive (Kudweis, 1989; Kudweis a Lojda, 1989a; Kudweis
aj., 1989b).

Pokud je fosfoglukomutdza enzymem (mimo disacharidaz), zasahuji-
cim do regulace sacharidového metabolismu, domnivdme se, Ze jeji defi-
cit v priibéhu infekce se vyrazné podili na mechanismu priijmového cha-
rakteru onemocnéni jak jej popisuje Kudweis (1989).

Pfedklddand prace se zabyvad histochemii jen zfidka studovanych en-
zymi. 5-nukleotiddza a fosfoglukomutdza jsou zfejmé& enzymy, podile-
jici se znacnou meérou svym biochemickym vlivem na morfologickém
obrazu alteraci a reparaci a také na celkovém charakteru infekce.

Tyto, ve veterinarni patologii nové diagnostické aspekty roz$ifujf
moZnosti interpretace vysledkd histochemického vySetfeni gastrointesti-
nalniho traktu pfi protozodrnim onemocnéni mlddat hospodéafskych
zvifat.
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KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, L. [Research and Diagnostic Histological Labora-
tory, Hospital, Cesky Krumlov; Histochemistry Laboratory of the Faculty of Medicine
of the Charles University, Praha): The histochemistry of the nucleosidphosphatases
and phosphoglutamase of the small intestine of piglets sufferiiig from coccidiosis.
Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3): 153—163.

The first day after birth, 22 conventional piglets were experimentally infected with
the oocysts of the coccidia of I. suis [(infection dose 200000 oocysts]). The activity
of 5-nucleotidase (5-ribonucleotid phosphohydrolase, EC.3.1.3.5.) and phosphogluco-
mutase (a-D-glucoso-1-phosphat phosphotransferase, EC.5.4.2.2) was densitometrically
assessed in the mucosa of the small intestines of these piglets. Enzyme activities were
studied in the infected piglets during the 2nd to 10th day after infection. The same
histochemical examination was simultaneously performed in the intestinal mucosa of
five control conventional piglets at an age of 2—14 days. 5-nucleotidase and phospho-
glucomutase were found to have a high density in the mucosa of the small intestine
of the control piglets: the high-density locations of these enzymes include, first of
all, the supranuclear area of the absorption cells, the microvillous zone of enterocytes
and the smooth muscle elements of lamina muscularis mucosae. The experimentally
infected piglets showed a marked decline of the density of both enzymes during the
infection. The deficit affected, for a transient period, the microvillous zone and the
supranuclear region of enterocytes; the musculature of the mucous layer was affected
permanently. The inactivity was more protracted in the case phosphoglutamase (es-
pecially 5 to 9 days after infection). The density of 5-nucleotidase showed a partial
return to the normal already the 7th day after infection, with an interruption of re-
sumption of activity on the 10th day. Resumption of enzyme activity in the lamina
muscularis mucosae was not recorded during the infection. In the three locations
under study, the density of none of the enzymes did reach parameters comparable
with the controls at the end of the trial (10 days after infection).

histochemical methods; hydrolases: metabolism; enteropathogen; microvillous zone;
supranuclear region of enterocytes; densitometry
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OCHRANA A TVORBA ZIVOTN{HO PROSTREDI V ZEMEDELSTVI
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FERMENTACIA KRMNE] DAVKY BACHOROVYM OBSAHOM DANIELA
A BARANA V UMELOM BACHORE (RUSITEC)

D. Jalg, N. Oblakov, M. Baran, T. Vendrak, P. Siroka

JALC, D. — OBLAKOV, N. — BARAN, M. — VENDRAK, T. — SIROKA, P. (Ustav
fyziol6gie hospodarskych zvierat SAV, KoSice; Vysoka 8kola zooveterinarska,
Stard Zagora, Bulharsko): Fermentdcia kfmnej ddvky bachorovgm obsahom da-
niela a barana v umelom bachore (RUSITEC). Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3):
165—173.

Pokus bol uskutotneny v umelom bachore RUSITEC (Rumen Simulation Tech-
nique). Do 3tyroch fermenta¢ngch nadob (V,;, V,, V3 V,;) sme dodali inokulum
— tuhy bachorovy obsah s bachorovou tekutinou z daniela (V;, V) a z barana
(V3, V4). Fermentovali sme zékladnd kfmnu davku pozostdvajicu zo sena a mle-
tého ja¢meiia (80:20 %). Dodanim 200 mg mocoviny rozpustenej v 1 1 McDougal-
lovho pufru sme zabezpetili 13% obsah hrubého proteinu (CP) v kfmnej dévke
v kaZdej fermentatnej nddobe. Experiment trval 12 dnf, priCom prv§ch $est dnf
trvala tzv. steady state periGda, poCas ktorej sa stabilizovali podmienky fermen-
tdcie v umelom bachore RUSITEC. Fermentdcia kfmnej davky prebiehala Gé&in-
nejdie vo V3 a V4 s inokulom barana. Prejavilo sa to vyznamne vy$Sou stréavitel-
nostou sudiny krmnej ddavky, vy$Sou produkciou kyseliny octovej, n-maslovej
a izovalérovej, vy$$im pomerom acetdtu a propionétu, av8ak nevyznamne vy3Sou
produkciou CO, a metanu, vyuZitiem glukozy, produkciou adenosintrifosfatu (ATP),
fermentdciou organickej hmoty a a&innostou syntézy mikrobidlnej hmoty (Yatp).
Vyznamne sa zniZila energetickd vytaZnost (E) unikavych mastngch kyselin
(UMK), podiel energie UMK na fermentovant hex6zovG energiu (E;) a podiel
energie v bakteridlnych bunkdch na fermentovana hex6zovi energiu (E3) a zvy3il
sa podiel energie metanu na fermentovanG hexo6zovi energiu (E;) pri fermentécii
kfmnej ddvky vo V3 a V, Ug&inneji vplyv inokula ziskaného z barana vo fer-
mentdcii sa prejavil aj v procese proteosyntézy. Prejavilo sa to vys$Sou produkciou
mikrobidlneho proteinu (Pm), vy38im proteinovym konverznym pomerom (R),
hlavne v3ak vy$Sou acinnostou mikrobidlnej proteosyntézy (E).

umely bachor (RUSITEC); unikavé mastné Kkyseliny; metdn; koneéné produkty
fermentédcie; proteosyntéza; fermentdcia kfmnej davky

Umely bachor — RUSITEC je fermentacné zariadenie pouZivané k 3ta-
diu bachorovej fermentacie za prisne kontrolovateInych podmienok fer-
mentdcie (Czerkawski a Breckenridge, 1977). Oproti inym
in vitro systétmom (Tilly a Terry, 1963; Van Nevel a De-
meyer, 1977), resp. nylon bag metode, ma vyhodu v tom, Ze stabilna
fermentdcia moéZe byt v umelom bachore udrZiavand po dobu niekolkych
tgZdiiov. Okrem stanovenia stravitelnosti suSiny kfmnej davky je tu
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mozZné zistit produkciu unikavych mastnych kyselin (UMK) z produko-
vaného effluentu, produkciu CO, a metanu z produkovaného plynu ako
aj rézne ukazovatele proteosyntézy z mikrobialnej biomasy vytvorenej
pocas ferment4cie.

Cielom tejto prace bolo stanovit a porovnat zdkladné a konec¢né pro-
dukty fermentdcie ako aj ukazovatele proteosyntézy pri fermentécii z4-
kladnej kfmnej davky pozostavajicej zo sena a jacmefia (80:20 %) pri
pouZiti inokula (tuhého bachorového obsahu a bachorovej tekutiny) zis-
kaného z barana a daniela v umelom bachore RUSITEC.

MATERIAL A METODY

Fermentdcia kfmnej davky bola uskuto¢nend v umelom bachore (RUSITEC), ako ho
opisuje Czerkawski a Breckenridge (1977). Objem fermentaéngch nédob
bol 850 ml a prietok umelych slin (McDougall, 1948) 830—930 ml za deil. Ako
inokulum sme pouZili bachorovy obsah dospelgch baranov plemena merino, kfmenych
dobrym ldénym senom (1200 g na der). Tekuty bachorovy obsah bol odobraty cez
bachorova fistulu a pevny bachorovy obsah klieStami. Inokulum od daniela bolo zfs-
kané ihned po jeho zabiti zastrelenim v lese. Daniel pred zabitim bol na prirodzenej
pastve (trava, listie, ihli¢ie) v ohrani¢enom lesnom priestore (obore) a bol prikrmo-
vany senom a jadrovym Krmivom (zmes p3enice, jacmeila a kukurice).

Experiment sme uskuto&nili v $tyroch fermentacnych nadobdch (V) umelého bacho-
ra RUSITEC. 80 g pevnej traveniny bachora z daniela a barana bolo navéZené do nylo-
novych vreca$ok o velkosti 6k 200 wm a dané do fermentaénych nadob V;, V,, resp.
V3, V4, ktoré boli naplnené zmesou bachorovej tekutiny daniela (V,;, V), resp. barana
(Vs, V4) a McDougallovho pufru (1:1). V denngch intervaloch zahriujic prvy deii
experimentu vetky néadoby boli tieZ doplnené¢ kimnou davkou pozostavajicou zo sena
11,59 g DM a jac¢meria 2,78 g DM (80:20 %). Kfmna davka bola uzavretd v nylonovom
vreci8ku, pricom kaZdé vrecu$ko zotrvalo vo fermentadnej nadobe dva dni. Do 1 1
McDougallovho pufru infundovaného cez peristalticki pumpu do fermenta¢ného systé-
mu umelého bachora sme dodali 200 mg mocoviny, ¢im sme dosiahli, Ze kazda diéta po
doplneni moc¢ovinou obsahovala 13 % hrubého proteinu. Experiment trval 12 dnf. Polas
prvych 6 dni (steady state periéda) sa stabilizovali podmienky fermentéacie. Na 7.—12.
deft sme odoberali vzorky effluentu, plynov a nestrdvengych zbytkov krmiva na anal§zy
ako to uvddza Czerkawski a Breckenridge (1977). Koncentrdciu unikavgch
mastnych kyselin (UMK) v effluente sme stanovili metocdou plynovej chromatografie
(Cottyn a Baucque, 1968) za pouZitia kyseliny kroténovej ako interného $tan-
dardu na plynovom chromatografe Perkin-Elmer 8500. Objem produkovangych plynov
bol merany prietokovym plynomerom a plyny (metdn a CO,;) boli analyzované plyno-
vou chromatografiou (Czerkawski a Clapperton, 1968) na plynovom chro-
matografe Chrom 4. Amoniakédlny dusik v effluente sme stanovili mikrodifdznou meto-
dou (Conway a O’'Malley, 1948). Nestravené zbytky krmiva po premyti
McDougallovym pufrom boli sudené do konStantnej hmotnosti pri teplote 105°C k sta-
noveniu stravitelnosti sudiny (DM). V zbytkovom krmive a effluente sme stanovili
bakteridlnu a protozoalnu masu (Aliev a DZavalov, 1986), kyselinu diamino-
pimelovi — DAPA (Czerkawski, 1974) a «-NH; skupiny ( Spies, 1952) za dle-
lom stanovenia ukazovatelov proteosyntézy (Czerkawski a Breckenridge,
1985). Kone¢né produkty fermentdcie sme vypocitali zo stoichiometrickych vztahov
ako ich uddva Czerkawski (1986).

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pred zacatim experimentu v umelom bachore RUSITEC sme bachorovi
tekutinu ziskana z daniela a barana vySetrili na pocet protozoi a ich
diferencidlne zastipenie. Zistili sme u daniela dvojndsobne vy$3i pocet
protozoi (1226000 v 1 ml bachorovej tekutiny) neZ u barana (510 000
v 1 ml) so zastGpenim dvoch rodov — Entodinium 94,5 % a Diplodinium
5,5 % u daniela a piatich rodov — Entodinium 79,5 %, Diplodinium 7,5 %
Ophryoscolex 1,5 Y%, Isotricha 4,5 % a Dasytricha 7 % u barana. V prie-

166 vETERINARNI MEDICINA — 1991



behu experimentu pocet protozoi v effluente bol stabilny a predstavo-
val hodnotu 23 000 protozoi v 1 ml effluentu u daniela a 11 000 u barana.

Fermentdcia kfmnej davky pocas celého experimentu prebiehala pri
pH 6,90—6,95 fermentacného média. Vyznamne vys$3iu straviteInost kfm-
nej davky sme zistili vo fermentacnych nadobach Vj;, V, pri pouZiti
inokula z barana (tab. I). Kay a Goodall (1976) v experimentoch
in vitro zistili vy$8iu stravitelnost sena a trav u oviec oproti jelefiom, o
pripisuji rychlejSej pasazi krmiva cez trdviaci trakt divoZijacich preZa-
vavcov. Utinnejsia fermentdcia kifmnej dadvky v V3 a V, sa prejavila aj
v tendencii vy33ej produkcii kyseliny octovej, n-maslovej a izovalérovej
a vy3sim pomerom acetat:propionat. Koncéntracia amoniakalneho dusi-
ka v effluente bola pomerne rovnakd, kedZe rovnaké mnoZstvo moco-
viny bolo dodané do McDougallovho pufru infundovaného do vSetkych
fermentaénych nadob umelého bachora RUSITEC (tab. I). Produkcia
celkovych plynov bola pri fermentacii vo v8etkych nddobach rovnaké
s tendenciou vysSej produkcie CO, a metdnu vo V3 a V, (tab. II).

Zo zndmych stoichiometrickych vztahov v bachore je moZné kalku-
laciou stanovit vystupy konecnych produktov fermentdcie v RUSITECU
(Czerkawski, 1986) a energetickua vytaznost UMK (Orskov ai.,
1968). Ako je vidiet z tab. IIT pri fermentdcii kfmnej ddavky vo V3 a V,
bola vyrazne nizSia energetickd vytaznost UMK (E), podiel energie
UMK na fermentovanad hexozovi energiu (E;) a podiel energie v bakte-
ridlnej biomase na fermentovani hexozovu energiu (E;3), avSak vyrazne
vy33f podiel energie metdnu na fermentovand hexozovia energiu (E,)
oproti fermentacii kfmnej davky vo V; a V,. Ostatné ukazovatele — vy-
uzitie glukozy a produkcia adenosintrifosfatu (ATP) neboli ovplyvnené
pri fermentéacii. ATP je jednotkou miery energie vytvorenej pocas fer-
mentacie. Na zaklade produkcie ATP a produkcie mikrobidlnej biomasy
vyjadrenych na kg strdvenej suSiny kfmnej davky je moZné stanovit
ucinnost syntézy mikrobidlnej hmoty — Y,7p. V tomto experimente Yarp
‘vykazuje tendenciu vys8Sich hodnét pri fermentdcii diéty vo V3 a V,
(tab. III). Czerkawski (1986) uvadza hodnotu Y,r, — 10,5 pre kon-
centratové a mieSané diéty a 7,0 pre objemové diéty. MnoZstvo fermen-
tovanej organickej hmoty vypocitanej podla vzorca (Van Nevel
a Demeyer, 1977) ako aj produkcia a utilizdcia vodika (H,) vyka-
zovali tieZ tendenciu vy3Sich hodnét pri fermentacii vo V3 a V.

Na zéklade stanovenia «-NH, skupin v krmive, nestrdvenych zbytkoch
krmiva a v effluente a kyseliny diaminopimelovej (DAPA) v zbytkovom
krmive a effluente ako aj bakteridlnej biomasy v effluente a zbytkovom
krmive diferencialnou centrifugdciou sme kalkuldciou zistili proteosyn-
tézu (Czerkawski, 1986). Zo ziskanych vysledkov tychto stano-
veni sme vypocitali nasledujice ukazovatele proteosyntézy — celkovy
protein krmiva (P,), mikrobialny protein effluentu a nestravenych zbyt-
kov krmiva (Py), nezmeneny protein (P;), proteinovy konverzny pomer
(R), pomer utilizdcie nebielkovinového dusika NPN (Q), NPN krmiva
(No), pravy proteinovy obsah (T], degradabilitu proteinu (D) a uéin-
nost mikrobidlnej proteosyntézy (E).
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1. Stravitelnost sudiny a produkcie unikavych mastng§ch

tion of volatile fatty acids (VFA)

kyselin (UMK) pocas fermentacie — Dry matter digestibility and produc-

Ukazatel! \'2 Vo i |'_ vy ' } Statistika?
1—3 —
StraviteInost susiny (DM) 1—4 P < 0,01
diéty? [%) 46,99 0,69 46,41 41,06 51,28 0,88 51,29 +1,29 2—-3
| 2—4
NH;3-N v effluente? 12
[mmol. defi—] 9,96 40,40 9,54 40,29 9,46 40,52 9,10 40,52 nevgznamneé
Produkcia celkov§ch UMKS3 12
[mmol . defi—1] 41,69 +1,56 41,84 12,18 43,02 +1,19 47,11 +2,36 nevyznamneé
Produkcia kyseliny octovejé : 1—4 P < 005
[mmol . deti—1] 24,33 4-0,99 24,64 +1,30 26,60 0,75 29,05 +1,55 . 2—4 i
Produkcia kyseliny propiénovej’ 1-3 p . 005
[mmol . defi—1] 12,57 --0,61 12,38 40,72 10,97 40,40 12,63 40,65 3—4 J
Produkcia kyseliny n-maslovej? | 1=3 b _ go1
[mmol . deni—1] 3,06 40,17 2,99 4-0,18 3,69 40,09 3,48 4-0,20 | 2—3 !
|
Produkcia kyseliny n-valérovej?® 2—3 P < 0,01
[mmol . defi— 1] 1,12 40,07 1,28 40,07 0,99 40,07 1,20 4-0,08 3—4 P < 0,05
!
1—3 P < 0,001
Produkcia kyseliny izo-valéro- 1—4 P < 0,05
vej [mmol. defi—] 0,39 40,02 0,42 0,04 0,58 +0,02 0,63 0,08 24
5 5 P <001
2 3P <005
Pomer acetdtu a propionatu' 1,96 --0,09 2,00 40,08 2,43 40,10 2,31 40,23 1-4
24 P <0001

'parameter, 2statistics, 3dry matter (DM) digestibility of feed ration, ‘NH;-N in the effluent, Sproduction of total volatile fatty acids,
éproduction of acetic acid, 7production of propionic acid, ®production of n-butyric acid, *production of n-valeric acid, ®production of
isovaleric acid, ""acetate:propionate ratio, Rinsignificant



II. Unikavé mastné kyseliny [mol %] a produkcia plynov — Volatile fatty acids (mol %) and gas production

Ukazovatel! ! Vi V, V3 Vs Statistika?
33 P <001
Kyselina octova3 [mol %] 58,62 - 1,00 58,89 -+ 0,76 61,82 + 0,68 61,62 + 063 | 14
P < 0,05
2—4
23 P < 0001
Kyselina propi6nova* [mol %] 30,14 + 0,91 29,58 + 0,89 25,47 + 0,36 26,75 + 083 | 14 p 0.05
; Qg =
1=3 p - 01
Kyselina n-maslova® [mol %] 7,33 4+ 0,26 7,23 4+ 0,08 8,60 + 0,25 739 + 023 | 3—4 :
s 2—3 P < 0,001
1—-3 P < 0,05
Kyselina n-valérova [mol %] 2,68 + 0,15 3,08 4 0,12 2,28 + 0,11 254 + 0,12 | 2—3 P < 0,001
2—4 P < 0,01
1—3 P < 0,001
Kyselina izovalérova’ [mol %] 0,94 + 0,04 1,01 4+ 0,07 1,35 4 0,07 1,34 + 0,17 | 1—4 P < 0,05
2—3 P < 0,01
Celkova produkcia plynov8 1-2 P < 005
[ml.defi—1] 2319,16 +77,12 2530,00 +-41,81 2402,50 4-65,24 2536,66 -4-128,03 :
Produkcia metanu® 1—3 P < 0.05
[mmol . deii—1) 8,28 + 1,03 9,08 + 0,55 11,56 4+ 1,11 9,78 + 1,04 '
Produkcia CO,™ [mmol. deii—1] 17,91 + 3,03 23,70 + 3,08 20,72 + 1,98 2257 4+ 2,47 | 1—-3 P < 0,05
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For 1—2 see Tab. I, 3acetic acid, *propionic acid, Sn-butyric acid, én-valeric acid, ’isovaleric acid, 8total gas production,
methane production, °C0O, production
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I11. Stoichiometrické vztahy pri fermentédcii v RUSITECU — Stoichiometric relations during fermentation in RUSITEC

Ukazovatel! Vi Vs V3 Vs Statistika?
2 3P <001
E [%] 78,13 40,43 77,92 40,39 76,26 +0,18 76,65 10,35 | 1—g4
24 P < 0,05
A3 P <0001
E; [%] 78,93 40,32 78,91 40,42 76,91 40,18 77,41 0,39 1—4 P < 0,01
2—4 P < 0,05
33 P < 0,001
E; [%] 11,43 40,32 11,47 +0,42 13,49 40,19 1295 4039 |1—4 P < 0,01
2—4 P < 0,05
o 1-3 p . 0,001
E; [%] 38,47 40,08 38,35 0,06 37,98 40,14 38,37 40,08 | 2—3 '
3—4 P < 0,01
VyuZitie glukozy?3
[mmol . deii—1] 22,67 40,85 22,78 1,17 23,46 40,63 25,51 41,25 | nev§znamnéd
Produkcia ATP* } {
[mmol . defi—1] 104,30 +4,28 105,30 +5,28 | 108,00 43,60 | 116,30 +5,52 nevyznamnés
Produkcia mikrobidlnej DM
[g.kg~1] strdavenej DMS5 120,02 +1,74 123,05 +-2,72 124,42 +2,21 125,47 +3,09 nevyznamné?
Produkcia ATP stravenej DMS$
[mol . kg~ 1] 15,29 4-0,57 15,81 0,83 14,68 +-0,62 15,85 40,85 | nev§znamnés
Yatr [g.mol 1] 7,82 40,34 7,85 40,37 8,52 40,29 8,00 40,34 nevyznamnés
Organickd hmota fermento-
vanad’ [g.deii—1] 3,67 40,18 3,69 +0,19 3,80 4-0,10 4,13 40,20 nevyznamnés

For 1—2 see Tab. I; 3glucose utilization, *ATP production, Sproduction of microbial DM (g per kg), of ingested DM, ¢ATP produc-
tion (mol per kg) of ingested DM, fermented organic matter, insignificant
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IV. Ukazovatele proteosyntézy v RUSITECU — Parameters of proteosynthesis in RUSITEC

I

a zbytkov krmiva [E.deﬁ—']

Ukazovatel! V, V, | V; '/ Statistika?
Produkcia Hz® [mmol. defi—1] 77,01 4292 77,48 4,03 81,88 +2,12 88,21 +4,43 nevyznamnéé
Utilizdcia H,* [mmol . defi—1] 74,35 +4,83 78,45 -+3,50 86,61 45,09 82,22 4,74 nev¢znamnés
Po [mg.den—1] 467,57 467,57 467,57 467,57 -
Py [mg. deii-1] 187,83 220,56 266,98 275,80 —
Pr [mg.deii—1] 83,89 150,93 132,25 93,03 —
R 0,489 0,696 0,796 0,736 —
Q 0,829 0,436 0,256 0,358 —
No [mg.deii~1] 364,89 363,22 355,30 341,35 —
T 0,561 0,562 0,568 0,578 —
D 0,820 0,677 0,717 0,801 —
E 0,225 0,265 0,324 0,341 —_
Bakteridlna biomasa effluentu 0,809 0,819 0,916 0,922 ey

For 1—2 see Tab. I; 3H, production, *H,

Vysvétlivky pro tab. I—IV — Explanatory notes to Tabs. I—IV:

-+ 3tandardna stredna chyba (SEM) — 4 standard mean error (SEM)

V;, V, = fermentadnd nddoba s inokulom daniela — V;, V,

= fermentation vessel with fallow-deer inoculum

V3, V4 = fermentalnd nédoba s inokulom barana — V; V, = fermentation vessel with ram inoculum

utilization, °bacterial biomass of effluents and of feed residues, éinsignificant




Z vysledkov uvedenych v tab. IV je zrejmé, Ze proteosyntéza prebieha
Géinnejsie vo fermentovanych nddobach V; a V4 s inokulum barana o ¢om
sved¢ia vysledky hlavnych ukazovatelov proteosyntézy — Py, R, T a E.
Tieto vysledky s aj v tzkej stvislosti s vy§3ou produkciou bakteridlnej
biomasy ziskanej z effluentu a nestravenych zbytkov krmiva pri fer-
mentédcii kfmnej davky vo fermentacnych nddobdach V3 a V,.

V zavere je mozZné konstatovat, Ze fermentédcia zdkladnej kifmnej dav-
ky v umelom bachore RUSITEC prebieha uc¢innejSie s inokulom barana
neZ daniela, ¢o sa najviac prejavilo v stravitelnosti suSiny kfmnej dav-
ky, v produkcii UMK a v procese proteosyntézy. Tato praca je urcitym
prispevkom k poznaniu procesov travenia v bachore u danielov a v bu-
dicnosti by sa Stidium tejto problematiky mohlo rozsirit aj na iné druhy
divoZijacich preZivavcov.
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JALC, D. — OBLAKOV, N. — BARAN, M. — VENDRAK, T. — SIROKA, P. (Institute
of Animal Physiology of the Slovak Academy of Sciences, Ko3ice; Zooveterinary Uni-
versity, Star4 Zagora, Bulgaria): Feed ration fermentation by means of the rumen
contents of fallow-deer and ram in an artifical rumen (RUSITEC). Veter. Med. (Praha),
36, 1991 (3): 165—173.

An experiment was conducted in the RUSITEC (Rumen Simulation Technique) artificial
rumen. The inoculum — solid rumen contents with the rumen fluid of fallow-deer
(Vi V2) and ram (V3 V,) was put to four fermentation vessels (V;, V,, Vi, V,).
A basal feed ration consisting of hay and barley meal (80:20 %) was subjected to
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fermentation. An addition of 200 mg urea dissolved in 1 1 McDougall buffer provided
for the 13% content of crude protein (CP) in the feed ration in each fermentation
vessel. The experiment lasted twelve days: so called steady state period took the
first sik days, in the course of which the fermentation conditions in the RUSITEC
artificial rumen got stabilized. The feed ration fermentation was more effective in the
vessels V3 and V,, containing the ram inoculum. This was manifested by the higher
dry matter digestibility of feed ration, higher production of acetic acid, n-butyric
and isovaleric acid, higher acetate:propionate ratio, but also by the insignificantly
higher production of CO, and methane, glucose utilization, adenosine triphosphate
production, organic matter fermentation and effectiveness of microbial matter synthe-
sis (YaTtp). There was a significant decrease in the following parameters: energy yield
(E) of volatile fatty acids (VFA), proportion of VFA energy with respect to the
fermented hexose energy (E;) and the proportion of energy in bacterial cells with
respect to the fermented hexose energy (E;), and an increase in the proportion of
methane energy with respect to the fermented hexose energy (E;), in the course
of the feed ration fermentation in V3 and V4. The inoculum prepared from the ram
rumen contents had better effects also in the process of proteosynthesis if the course
of fermentations is evaluated. These better effects resulted in the higher production
of microbial protein (Pm), higher protein conversion ratio (R), and especially higher
effectiveness of microbial proteosynthesis (E).

(RUSITEC) artificial rumen; volatile fatty acids; methane; final products of fermenta-
tion; proteosynthesis; feed ration fermentation
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VYUZITI KURECIHO ZARODKU K PREDIKCI NEKTERYCH
EMBRYOTOXICKYCH UCINKO MYKOTOXINU NA SAVCICH

D. Vesely, D. Vesela

VESELY, D. — VESELA, D. (Ustav experimentdlnf biofarmacie CSAV, Hradec
Krdlové): Vyuziti kureciho zdrodku k predikci nékterych embryotoxickych tdin-
ki mykotoxini na savcich. Veter. Med. (Praha),36, 1991 (3): 175—181.

Embryotoxické G¢inky 25 mykotoxini jsme studovali na dvou-, tf{- a &tyFdennich
kufecich zarodcich s vyhodnocenim v osmém dni jejich vyvoje. Nalezen4 embryo-
toxicita byla v rozmezi 0,0001—0,1 ug na zdrodek pro T-2 toxin, aflatoxiny By,
G;, B, a M, cytochalasin E, ochratoxin A a PR-toxin; 0,1—1,0 g na zarodek pro
sterigmatocystin, aflatoxin G, vomitoxin (4-deoxynivalenol), patulin, rubratoxin
B, sekalonovou kyselinu D, mykofenolovou kyselinu a 1,0 aZ > 100 ug na zérodek
pro penicilliovou kyselinu, cyklopiazonovou kyselinu, tenuazonovou kyselinu, cit-
rinin, brevianamid A, zearalenon, fusariovou kyselinu, griseofulvin, kojovou ky-
selinu a 8-methoxypsolaren. Akutn{ kardiotoxicky efekt jsme pozorovali u PR-to-
xinu, patulinu, rubratoxinu B, penicilliové kyseliny, citrininu a zearalenonu. Te-
ratogenni{ efekt s rdznym spektrem malformaci z4rodkd vykazovaly T-2 toxin,
ochratoxin A, PR-toxin, patulin, sekalonova kyselina D, mykofenolovd kyselina
a citrinin. Embryotoxické dc¢inky, které jsme zjistili na kufecich zérodcich, byly
v korelaci se znamymi literarnimi ddaji o savcich. Vzhledem k rozdilnému che-
mickému sloZeni a biologickym Géinkim mykotoxinl predpokladdme, Ze test
embryotoxicity na kurecich zéarodcich je vhodny také pro testovani jingch bio-
logicky aktivnich latek v Zivotnim prostiedi.

mykotoxiny; kufeci zdrodek; embryotoxicita; teratogenita

Kufeci zdrodek je exaktnim a levnym biologickym modelem, pouZiva-
nym vice neZ jedno stoleti. V prib&hu let se pokusili néktefi autofi
o0 zavedeni systému, ve kterém by se sjednotily nejdidleZit&jsi zdsady
pro préaci s kufecim zarodkem, jako jsou jeho stari, zplisob aplikace tes-
tované latky zarodku a vyhodnoceni u¢inki. Pri praci s toxickymi sekun-
darnimi metabolity mikromycet se nam osve&dcily pracovni postupy
CHEST I a CHEST II (Chick embryotoxicity screening test), které po-
drobné popsal Jelinek (1979, 1982). Ob& metody se osvédcily pri
testovani 1éCiv a nékterych primyslovych 8kodlivin. Jejich prednosti je
dgefinovany zputsob podani latky kufecimu zdrodku, ktery rozhodujicim
zplsobem ovliviiuje reprodukovatelnost a citlivost metod.

Pokusné jsme overili aplikaci (™C) octanu sodného, Ze subgerminalni
zplsob podani u dvoudenniho a intraamnidlni u tfi- a ¢tyfdenniho z4rod-
ku, se kterymi se pracuje v CHEST I a II jsou skute¢né& nejefektivnejsi
(Vesely aj., 1990). Diky bezprostfednimu kontaktu zkousené latky
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pfi jejim podani do amnia se inkorporuje do zarodku kolem 12 % po-
dané radioaktivity jiZ b&€hem 30 min a dosahuje zde maxima. Subgermi-
nédlni podani, nutné u dvoudenniho zarodku, je méné ucinné. Radioakti-
vita inkorporovand zdrodkem nartstd s casem a dosahuje po 24 hodinach
3—4 % ptvodn& podané davky. Casté zplsoby aplikace testované latky
ke kufecim zdrodkim jsou do vzduSného vaku, Zloutkového vaku nebo
vajecného bilku. Testovana latka se tak dostdva k zdarodku aZ po delsi
dobé a v podstatn® niZ$i koncentraci. Proto miZe jeji i¢inek nastoupit
azZ po kritické periodé vyvijejiciho se zdrodku a sniZuje se validita i citli-
vost metody. Pfi aplikaci (™C) octanu sodného do Zloutkového vaku in-
korporovana radioaktivita ve dvou-, tfi- a ¢tyfdennich zarodcich zvolna
narfistd a po 24 h dosahuje pouze 1 % podané davky.

Metoda CHEST I pouZiva kufeciho zarodku starého 40 h a G&inek latky
se vyhodnocuje 24 h po aplikaci. Pro stanoveni embryotoxicity neznamé
latky posta¢i 36 zarodkid. Je vyhodnd a postacujici v pripadech, kdy
chceme znéat pfedev3im cytotoxicitu testovaci latky, odhad LDsy pro savce
a koncentra¢ni pasmo, ve kterém budeme pracovat pfi CHEST II. Metody
CHEST 1 jsme uspésSné vyuzili k testovani mykotoxin, kdy jeji vysledky
korelovaly v rozmezi jednoho koncentrac¢niho rfddu s akutnim toxickym
uCinkem mykotoxini na savcich i tkarnovych a bun&tnych kulturach
{Vesely aj., 1982). Pro svoji jednoduchost a citlivost se osvédcila
i pFi testovani toxinogennich mikromycet (Vesely aj.,, 1984).

Metoda CHEST II vyuZiva testovani latky na dvou-, tFi- a ¢tyFdennim
kufecim zarodku s vyhodnocenim na osmém dni vyvoje. ZpfFesiiuje vy-
sledky metody CHEST I a umoZiiuje sledovani dalSich G¢ink® testované
latky. Z porovnani embryotoxicity na jednotlivgch dnech podéani je moz-
né zjistit nejen mechanismy plisobeni uvedené v metodé (cytotoxicita
a teratogenita), ale i ucinek latek hormonalniho charakteru na ¢tyfden-
ni zdrodek (Peterka a Jelinek, 1983), nebo icinek akutné kar-
diotoxicky (Peterka aj., 1980). Po predbéZném otestovani CHEST 1
sta¢i k analyze 14tky 50 zarodku. Metoda CHEST Il se nam osv&dd&ila pfi
studiu embryotoxicity n&kolika mykotoxini (Vesely aj., 1983, 1985;
Vesela aj, 1985). Proto jsme touto metodou otestovali soubor 25 my-
kotoxini a pokud to bylo moZné, porovnali jsme vysledky s literdrnimi
poznatky ziskanymi dosud na savcich. Kdyby se splnil pfedpoklad dobré
korelace obou pokusnych systémt, bylo by mozné CHEST II vyuZit ne-
jen k predikci biologickych ucinkt mykotoxint, ale i dalSich cizorodych
latek v Zivotnim prostfedi.

MATERIAL A METODY

Mykotoxiny aflatoxin By a G,, brevianamid A, citrinin, cyklopiazonovou kyselinu,
cytochalasin E, mykofenolovou kyselinu, ochratoxin A, patulin, penicilliovou kyselinu,
PR-toxin, rubratoxin B, sekalonovou kyselinu D, sterigmatocystin, tenuazonovou kyseli-
nu, T-2 toxin, vomitoxin (4-deoxynivalenol) a zearalenon, jsme ziskali izolaci z pro-
duké&nich kmend mikromycetd kultivovangch na vhodnych substratech. Aflatoxin M,
jsme izolovali z mléka kozy, které byl podan aflatoxin B,. Aflatoxiny B, a G, fusario-
vou kyselinu, griseofulvin, kojovou kyselinu a 8-methoxypsolaren jsme koupili u firmy
Sigma, USA. Zédkladni roztoky mykotoxini o zndmgch koncentracich jsme pFipravili,
podld jejich rozpustnosti, v redestilované vodé&, 20% ethanolu nebo 1% NaHCOs;.
Ro;toky nizsich koncentrac! vznikly nafedénim zékladnich roztokd redestilovanou
vodou.

Skupin& deseti morfologicky normélnich zarodkd jsme aplikovali vZdy jednu zvo-
lenou koncentraci mykotoxinu ve 3 nebo 10 ul jeho roztoku. Subgermin&ln& ve 2. dni,
intraamnidlné ve 3. a 4. dni vgvoje. Davky jsme volili tak, aby nejvy33f byla letalnt
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a nejniZ3f netoxickd pro celou skupinu zdrodkd. Po aplikaci mykotoxinu jsme zarodky
dale inkubovali do 8. dne vyvoje, vyjmuli z vejce, zvaZili a pod prepara¢nim mikro-
skopem pozorovali vnéjsi abnormality zarodku a jeho srdce. Pofet uhynulych a mal-
formovanych zdrodkli v kaZdé podané koncentraci jsme pouZili k vypoltu stfednf
efektivni davky (EDs). Metodiku jsme popsali v pracich Veseléa aj. (1983), Vese-
ly aj. (1985).

VYSLEDKY A DISKUSE

EDsy testovanych mykotoxini s vypoctenym variacnim rozpé&tim uva-
di tab. I. Hodnoty EDsy dvoudenniho zarodku v tab. I. koreluji s citli-
vosti savCich a bunécnych kultur i s LDsg pokusnych savci. Jsou zpies-
nénim krdatkodobého testu embryotoxicity mykotoxini na kufecim za-
rodku uvedeném v praci Vesely aj. (1982).

Z toxicity mykotoxint na rtznych dnech poddni je mozné odhadnout
i mechanismus uc¢inku. Nejcitlivéjsi na cytotoxicky ucinek latek je dvou-
denni kufeci zdrodek a citlivost rychle klesa s jeho stafim. Takovy pri-
b&h embryotoxicity vykazuji nejzfetelnéji mykotoxiny z pocCatku tab. I.
Ma-li latka téz jiné toxické ucinky, miiZze se cytotoxicky efekt zastirat.
Za mykotoxiny s prevazné cytotoxickym ucinkem miliZeme povaZovat
T-2 toxin, aflatoxiny Bj, G;, By, G, a M;, cytochalasin E, PR-toxin, ste-
rigmatocystin, vomitoxin, mykofenolovou kyselinu, tenuazonovou Kyse-
linu, brevianamid A a fusariovou Kyselinu. Cytotoxicky ucinek neni tak
vyrazny u ochratoxinu A, ktery ma pri viech dnech podani $iroké roz-
mezi teratogenni davky.

Bezprostfedné po aplikaci mykotoxini tfi- a c¢tyFdennimu kufecimu
zadrodku mizeme u nékterych pozorovat akutni Gcinky na srdce a krev-
ni ob&h. U patulinu, rubratoxinu B, PR-toxinu a zearalenonu dochézi
k arytmii, sinokomorové disociaci az zastavé srdce. Krev unikd do tka-
fovych prostor zarodku. Penicilliova kyselina zptsobuje sitiokomorovou
disociaci, dilataci srdce, extravazaty a hemoragie organl zdrodku. PFi
podéani citrininu nastdva kontrakce amnia, Zloutkového vaku a perifer-
niho krevniho frecisté. Dochdzi k rupturam v krevnim obé&hu a vylévani
krve do zarodku i amnia. Kontrakce amnia vyrazné zprohyba neuralni
trubici. Smrt nastdava v téchto pripadech selhdnim krevniho ob&hu a cy-
totoxicky ucinek se pri vysSich davkach téchto mykotoxinti nestaci pro-
jevit. Na vy$8i toxicité zearalenonu u tfi- a Ctyfdenniho zarodku v po-
rovnani s dvoudennim se podili jeho estrogenni ucCinek, prokazany
usavci (Long a Diekman, 1984).

Sedm mykotoxin{i, které meély teratogenni ucCinek na kufeci zarodek,
shrnuje tab. II. Za teratogenni ucinek jsme povaZovali, kdyZ rozmezi
teratogenni davky mykotoxinu bylo alespoil na jednom ze dnt podani
v rozpéti jednoho radu. Malformace jsou uvedeny v pofadi cetnosti,
v jakém se na zarodcich vyskytovaly.

Velké rozmezi teratogenni davky na dvoudennim Kufecim zarodku
ma T-2 toxin, na dvou- a c¢tyFdennim PR-toxin a pfi vS8ech dnech podani
ochratoxin A a sekalonova kyselina D. Slab8i teratogenni GcCinky maji
patulin, mykofenolova kyselina a citrinin. AZ na posledni tfi zastupce,
kde jsme nedosahli embryotoxické davky, jsou ostatni mykotoxiny uve-
dené v tab. I. pouze embryocidni.

Vysledky z tab. 1. a II. jsme konfrontovali s literarnimi ddaji o terato-
genité testovanych mykotoxini na savcich. Silny teratogenni ucinek na
savCi zarodek vykazuje T-2 toxin, zvlaSté v ranych stadiich zarodku
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(Hood, 1979, 1986), didle ochratoxin A (Hood, 1979; Mayura
aj., 1984) a sekalonova kyselina D (Mayura aj., 1982; Reddy aj.,
1986). Embryotoxicky ucinek vyznacujici se predevSim embryoletalitou,
resorpci zarodkid nebo ristovou retardaci, ale jen malym procentem mal-
formaci, maji aflatoxiny By a G,, rubratoxin B, citrinin, patulin, penicillio-
vad kyselina, zearalenon (Hood, 1979; Okada aj., 1984; Reddy
aj., 1982), vomitoxin (Khera aj., 1984) a cyklopiazonova Kyselina
(Morrissey aj., 1984; Nishie aj, 1987). Teratogenni ucinky téch-
to mykotoxin@ se projevily pouze pri i. p., s. c. nebo i. v. zplisobu podani.
PFi aplikaci p. 0. se objevily resorpce a sniZzeni hmotnosti zarodk{, a to
pfedevsim pfi vysokych pokusnych davkach a casto pod vlivem otravy
organismu matky.

I. Embryotoxicita mykotoxini na dvoudennf, tfidenni a Clyrdenni kufect zarodky —
Mycotoxin embryotoxicity for two-day, three-day and four-day chick embryos

Myko- EDsy [ug na zarodek?]
toxin; 2. den3 3. den3 l 4. den3
P2 0,0019(0,0013—0,0028) | 0,0094(0,008—0,011) | 0,012(0,010—0,015)
AB, 0,008(0,004—0,014) 0,029(0,019—0,045) | 0,047(0,036—0,060)
AG, 0,017(0,008 —0,031) 0,045(0,029—0,070) 0,110(0,065—0,190)
CE 0,016(0,008—0,032) 0,050(0,034—0,079) 0,180(0,095—0,342)
0A 0,036(0,029—0,045) 0.020(0,018—0,023) 0,030(0,022—0,040)
PR 0,048(0,037—0,062) 0,070(0,058—0,084) } 0,125(0,110—0,143)
AB, 0,086( 0,048 —0,160) 0,190(0,140--0,270) 0,210(0,140—0,330)
AM, 0,110(0,065—0,190) 0,160(0,110—0,230) | 0.180(0,140—0,330)
ST 0,130(0,11—0,15) 0,37(0,32—0,43) 0,56(0,50—0,63)
AG, 0,22(0,16—0,30) 0,30(0,19—0,46) >1
VM 0,32(0,21—0,48) 2,30(1,80—2,94) 2,5(1,95—3,20)
PT 0,50(0,42—0,60) 0,32(0,27—0,37) 0,43(0,37—0,49)
RB 0,62(0,50—0,77) 0,14(0,11—0,18) 0,26(0,22—0,31)
SD 0,90(0,60—1,30) 2,80(1,80—4,30) 3,80(2,60—5,80)
MA 0,94(0,81—1,09) 5,0(3,0—8,3) | 15,0(13,3—17,0)
PA 1,6(1,1—2,2) 7,4(7,2—7,6) | 5,4(4,6—6,0)
cp 2,4(1,7—3,5) 47(2.1—10.3) | 2,7(1,7—43)
TA 8,0(4,7—13,6) 7,1(6,1—8,2) | 32,0(23,7—43,2)
CT 12,0(10,3—13,9) 5,8(4,8—7,0) 9.4(7,8—11,3)
BA 16,0(12,3—20,9) 30.0(22,2—40,5) 47,0(32,4—68,2)
ZN 100,0(71,4—140,0) 28,0(22,4—37,8) 30,0(23,1—31,0)
FA 40,0(27,6—58,0) 49,0(32,7—73,5) 100(56—180)
GR >100 >100 >100
KA >100 >100 >100
MP >100 >100 >100

'mycotoxin, 2EDsy [ug per embryo], 3day

AB,, AB;, AG;, AG, a AM;, = aflatoxin B;, B, G;, G, a M;; BA = brevianamid A; CE =

= cytochalasin E; CP = cyklopiazonova kyselina; CT = citrinin; FA = fusariova
kyselina; GR = griseofulvin; KA = kojovd kyselina; MA = mykofenolovd kyselina;
MP = 8-methoxypsolaren; OA == ochratoxin A; PA = penicilinovd kyselina; PR =
= PR-toxin; PT = patulin; RB = rubratoxin B; SD — sekalonova kyselina D; ST =
= sterigmatocystin; TA = tenuazonovd kyselina; T-2 = T-2 toxin; VM = vomitoxin;
ZN = .earalenon — AB,;, AB,;, AG;, AG, and AM,; = aflatoxins B;, B, G;, G, and M;;
BA = brevianamide A; CE = cytochalazin E; CP = cyclopiazonic acid; CT = citrinine;
FA = fusaric acid; GR = griseofulvin; KA = kojic acid; MA = mycophenolic acid;
MP = 8-methoxypsolaren; OA = ochratoxin A; PA = penicillic acid; PR = PR-toxin;
PT = patulin; RB = rubratoxin B; SD = secalonic acid D; ST = sterigmatocystin;

TA = tenuazonic acid; T-2 = T-2 toxin, VM = vomitoxin; ZN = zearalenone
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Zadné udaje o teratogenité na savéi organismy jsme nenalezli pro
PR-toxin, aflatoxiny B,, G, a M;, cytochalasin E, sterigmatocystin, myko-
fenolovou kyselinu, tenuazonovou kyselinu, brevianamid A, fusariovou
kyselinu, griseofulvin, kojovou kyselinu a 8-methoxypsolaren.

Literarni udaje o teratogennich ucincich mykotoxint pfi aplikacich
i. p., s. c. a i. v. koreluji s vysledky uvedenymi v tab. I. a II. Interpretace
wvysledkd ziskanych na kurfecim zarodku na savci zarodek pFi podéani
p. 0. je obtiznéjsi. Do prenosu mykotoxinu K savCimu zirodku zasahuje
mnoho faktort, jako vstfebdvani a reakce v zazivacim traktu, metabo-
lické pochody v matefském organismu, embryotoxicita metaboliti, afi-
nita podané latky a jejich metaboliti ke krvi matky a mnoho dalSich.

Porovname vysledky testovani 25 mykotoxini testem CHEST II s lite-
rarnimi ddaji zndmymi z pokusil na savcich. Metoda CHEST II upfFesiiuje
odhad toxicity mykotoxini, ktery ziskame metodou CHEST I. Kromé& toho
umoziiuje sledovani nékterych mechanismi plsobeni testovanych latek,
jako cytotoxicitu, vliv na krevni obéh, estrogenni ucinek a predevsim
teratogenitu. Teratogenni acinky na kufeci zdrodek jsou v naprosté
shodé s teratogennimi Gc¢inky na savcich, kterym byl testovany mykoto-
xin podavan i. p., s. c. nebo i. v. Kufeci zarodek nemiZe ovSem imitovat
vliv matefského organismu savce pri podani p. o. Na zdkladé uvedenych
vysledkl vSak miZeme konstatovat, Ze test CHEST II zachyti mykotoxiny
potencialné teratogenni pro savci zarodek.

II. Teratogenni d&inky mykotoXini na dvoudennf, tffdenni a &tyfdenn{ kufeci{ zdrodky
— Teratogenic effects of mycotoxins on two-day, three-day and four-day chick embryos

2. den? l 3. den? 4. den?
Mykotoxin! = T e ==
RTD | malformace? RTD |malformaced] RTD |malformace3
T-2 0,0001— | SCR, Mm 0 0
—0,05
0OA 0,02—1 | SCR, BU, 0,01—0,5| E, HM, MO,| 0,02—0,5| E, HM,
HM, CLCP BU, ev., CLCP
Am, Mm,
def.
PR 0,01—2 | SCR, MO 0 0,1—2 CLCP, MO,
BU, ev.,
hl, Mm
PT 0,1—-2 SCR, MO 0,07—1 | ev., CLCP 0,3—3 ev., CLCP,
Mm, Am,
hl
SD 0,5—5 MO, CLCP, | 2—10 CLCP, def. | 1—30 CLCP, MO,
def. Mm
MA 0,1-3 MO, CLCP. | 2—10 CLCP, SCR | 0
SCR
CT 5—40 CLCP, SCR | 5—10 CLCP, SCR | O
RTD: Rozmez{ teratogenni d4avky mykotoxinu (ug na zdrodek) — RTD: range of
mycotoxin teratogenic dose (ug per embryo)
malformace: Am, Mm = amelia, mikromelia; BO, MO = buftalmie, mikroftalmie;
CLCP = oboustranny rozstép zobaku; hl. = hyperlardose; ev. = eventrace t&lnf sté-
ny; SCR = syndrom kauddlni regrese — malformations: Am, Mm = amelia, micro-
melia; BO, MO = buphthalmia, microphthalmia; CLCP = bilateral fissure of the beak;
hl. = hyperlardose; ev. = eventration of body wall; SCR = syndrome of caudal re-
gression

'mycotoxin, 2day, *malformations
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Pokusy na hospodafskych i pokusnych zvifatech jsou velmi ndkladné.
Probihaji pom&rné dlouho, pokusné a kontrolni skupiny zvifat museji
byfd dostatecn& pocetné a rostou ndklady na velikost chovu a vydaje
s nim spojené. Cena pokusnych zvirat stdle roste a v mnoha zemich se
projevuje odpor verejnosti vici pokusiim na zvifatech z humdnnich da-
vodi. Kufeci zdrodek v testu CHEST II miiZe podat rfadu informaci pri
velmi malych narocich na ndklady, misto a ¢as. Pro kompletni vyhodno-
ceni slouceniny metodami CHEST 1 a II postaci 190—220 kufecich za-
rodkd a 10 mg testované latky. Oba navazujici testy vyzaduji 11 aZ 12
dni, soubéZné miiZze skupina dvou az tri pracovnika testovat tri 14atky.

Chemickym sloZenim jsou mykotoxiny zcela odlisné slouceniny s riz-
nymi toxickymi ucinky. MiZeme proto predpokladat, Ze stejné dobrych
vysledkdl bude dosahovat metoda CHEST II i pfFi testovani jinych cizo-
rodych latek vyskytujicich se v Zivotnim prostredi hospodarskych zvifat
a tim i v potravinovém Fetézci lidi. Je to stale rozsahlejsi skupina slou-
¢enin, zahrnujici veterindrni léciva, rizna aditiva, konzervacni a dezin-
fekéni pripravky a mnoho dalSich cizorodych latek, které pronikaji ne-
kontrolované do krmiv, vcetné jiz uvedenych mykotoxinti. O negativnich
biologickych ucincich nékterych cizorodych latek nemame casto infor-
mace. Pokud se pri testovani na kurecim zarodku objevi zdvazné toxické
ucinky zkouSené latky, které je tFeba ovérit pokusem na savcich, posky-
tuje test cenné voditko pro néasledujici praci na pokusnych zvifatech.
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Do3lo dne 14. 2. 1990

VESELY, D. — VESELA, D. (Institute of Experimental Biopharmacy, Czechoslovak
Academy of Sciences, Hradec Krdlové): The use of chick embryo for prediction of some
tembryotoxic effects of mycotoxins in mammals. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3):
175—181.

Embryotoxic effects of 25 mycotoxins were investigated in two-, three- and four-day
chick embryos; the results were evaluated on the eighth day of development. The
embryotoxicity ranged from 0.0001 to 0.1 ug per embryo in T-2 toxin, aflatoxin By,
G;, Bz and M,;, cytochalazin E, ochratoxin A and PR-toxin; from 0.1 to 1.0 ug per
embryo in sterigmatocystin, aflatoxin G,, vomitoxin (4-deoxynivalenol), patulin, rubra-
toxin B, secalonic acid D, mycophenolic acid, and from 1.0 to 100 ug per embryo in
penicillic acid, cyclopiazonic acid, tenuazonic acid, citrinine, brevianamide A, zearale-
none, fusaric acid, griseofulvin, kojic acid and 8-methoxypsolaren. Acute cardiotoxic
effects were observed in PR-toxin, patulin, rubratoxin B, penicillic acid, citrinine and
zearalenone. Teratogenic effects with a spectrum of dilferent embryonal malforma-
tions occurred in T-2 toxin, ochratoxin A, PR-toxin, patulin, secalonic acid D, myco-
phenolic acid and citrinine. The embryotoxic effects demonstrated in chick embryos
correlated with the well-know literary data on mammals. Considering the different
chemjical composition and biological effects of mycotoxins, we suppose that the
embryotoxicity test of chick embryos will also be suitable for testing other biological-
ly active substances in the environment.

mycotoxins; chick embryo; embryotoxicity; teratogenicity
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Védecky Casopis

POTRAVINARSKE VEDY

vydava od roku 1983 Ceskoslovenska akademie zemé&délska —
Ustav védeckotechnickych informaci pro zemé&délstvi.

Casopis slouzi védeckym, technickym a hospodafskym pra-
covnikim v oboru potravinarstvi. Jeho cilem je integrovat
jednotlivé tseky potravinarské védy od potravinarské chemie
pies biochemii, mikrobiologii, potravindrské inZenyrstvi a bio-
inZenyrstvi, otdzky hygienické a nutriéni aZz po kvalitu pro-
duktl pro potravinarsky primysl a ekonomické otazky potra-
vindfského pramyslu.

Casopis Potravinaiské veédy uvefejiiuje pilivodni védecké
prace v &esting a slovensting, aleiv anglictineg. Clanky
jsou doplnény obsirn&jSim anglickym (prip. ¢eskym ¢i slo-
venskym) souhrnem a v3echny popisy tabulek a obrdzkl maji
uvedeny anglické ekvivalenty.

Kromé védeckych praci jsou v rubrice Pfehledy uvadény
kompila¢ni ¢lanky tykajici se novych technik uZivanych v po-
travinarském vyzkumu. Ctendri mohou v ¢asopisu najit aktuél-
ni informace z védeckého Zivota (zpréavy z konferenci, recen-
ze novych knih atd.). Casopis také uverejiiuje inzeraty tuzem-
skych i zahrani¢nich firem.

Casopis Potravinarské védy vychéazi 4krat ro¢né v celkovém
rozsahu 320 tiskovych stran.
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STUDIUM PATOGENITY Tetratrichomonas gallinarum

Z. Pecka

PECKA, Z. (Parazitologicky ustav CSAV, Ceské Budg&jovice): Studium patogenity
Tetratrichomonas gallinarum. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (3): 183—188.

Ze slepych strev ¢i kloaky kachen a husi domacich bylo izolovdno osm axenic-
kych kmenl Tetratrichomonas gallinarum. Pro vSechny kmeny byly stanoveny
riistové kiivky a vypoc¢itany generacni doby, které se pohybovaly od 2 h 36 min
do 4 h 44 min. Axenické kultury sedmi kmend T. gallinarum byly podrobeny
Honigbergové testu na inbrednich mys$ich. Primérné objemy $estidennich pod-
koZnich abscesli se pohybovaly od 129,98 do 185,63 mm?3 Vybranymi kmeny tri-
chomonad byla provedena experimentdlni ndkaza kachen a husi. Pfi makrosko-
pickém ani mikroskopickém vy$etfovani nebyly zjiSt€ny Zadné vgznamné pato-
logické zmény sliznice coeka ptakd, ackoliv trichomonddy byly pozorovany ve
velkém mnozstvi mezi klky a v kryptach. Na zdkladé dosaZenych vy¢sledkd se
domnivame, Ze druh 7. gallinarum nen{ primarné patogenni pro specifické hos-
titele.

kachny; husy; inbrednf myS3i; patogenita; trichomonéza; Tetratrichomonas galli-
narum

Prvoci druhu Tetratrichomonas gallinarum se b&Zné vyskytuji v tra-
vicim traktu dribeze. U zdravych jedinc jsou lokalizovdni pFedevsim
ve slepém stFevé.

Néazory na patogenitu téchto bicikovcl jsou riazné. Néktefi autofi po-
vazuji T. gallinarum za plvodce enterohepatitidy s charakteristickymi
lézemi na coeku a jatrech (Hadley, 1916; Allen, 1941). Podob-
né onemocnéni plsobené trichomonddami u krit, kufat a nékterych
dalSich ptaka popisuji také Ciolca aj. (1960), Zavadil (1963)
a Podlewska a Wachnik (1971). Weinzirl (1917) povaZo-
val T. gallinarum u kurat za plvodce katardlni enteritidy. Lee (1972),
ktery studoval ultrastrukturu epitelu slepého streva kurat, experimen-
tdlné infikovanych 7. gallinarum, nalézal trichomonddy mezi epitelo-
vymi burikami v mukoéze a v lamina propria.

Pocetna skupina autort se domnivd, Ze T. gallinarum muZe sekundér-
neé pronikat do tkani ¢i krevniho obéhu hostitele (Delappe, 1957;
Lund a Farr, 1965; Mohan aj., 1966).

Nazor, ze bicikovci druhu T. gallinarum jsou nepatogenni prvoci, za-
stava treti skupina autori. Tyzzer (1919) prokdzal, Ze pivodcem in-
fek¢ni enterohepatitis nejsou trichomonddy, ale prvok Histomonas me-
leagridis. K podobnym zavérim dospéli také Hinshaw aj. (1938)
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a Hinshaw (1959). Rada autorii popisuje neschopnost T. gallinarum
vyvolat onemocnéni po experimentdlni infekci (Delappe, 1957;
Reid, 1967). Suchankova (1972) a Kulda aj. (1974), ktefi se
vénovali této problematice u ndas, predpokladaji, Ze intenzivni pomno-
Zeni trichomonad ve stfevé dribeZe nemocné histomondzou muZe byt
pric¢inou diagnostickych omyld.

Ke studiu patogenity 7. gallinarum nés vedly pripady castych thyni
husi s priznaky tzv. trichomonozy.

MATERIAL A METODY

IZOLACE A KULTIVACE TRICHOMONAD

Vsech osm kment T. gallinarum, pouZitych v této studii, bylo izolovano v Ceskoslo-
vensku. Sest kment (H1, H3—H7) bylo izolovano ze slepych stiev ¢i kloaky husi do-
macich a dva kmeny (A2, A6) ze slepych strev kachen domacich. Kromé kmene H7,
ktery byl izolovdn z housera s priznaky tzv. trichomono6zy (silné dilatovand coeka
Sedobilé barvy, jejichz lumen byl vyplnén odlitkem fibrin6zné nekrotickych hmot),
byly v8echny ostatni kmeny ziskdny z hostitelG ndhodné vybranych, bez klinickych
znamek onemocnéni.

Axenické kultury byly ziskdny migracni technikou (Kulda, 1965) na pidé& pro
trichomonady (Imuna, Sarisské Michalany) nebo v médiu TYM (Diamond, 1957)
s 10 % inaktivovaného kofiského séra a s antibiotiky (1000—2000 1U penicilinu, 1 mg
streptomycinu a 2 mg kanamycinu v 1 ml). Po dvou pasaZich v tomto médiu byli bidi-
kovci preockovani do média bez antibiotik. Kultury ve tieti aZ paté pasazi byly s prii-
sadou 5 % dimetylsulfoxidu zmrazeny a uchovavany v tekutém dusiku. Pfed experi-
mentem byly tyto stabilaty rychle rozmrazeny a vyockovdny do média bez antibiotik.
Celkova doba kultivace v aktivni kultute pri teploté 57 "C nepresdhla tfi tydny. Steri-
lita izolovanych kmeni byla ovérena standardnimi testy sterility.

Ristové Kkrivky byly stanoveny v padé pro trichomonady. Vychozi koncentrace
byla 1>10° bunék v 1 ml média.

TESTY VIRULENCE

Virulence T. gallinarum byla hodnocena pomoci{ Honigbergova testu (Honigberg,
1961). KaZdy kmen trichomonad byl otestovdn na 20 inbrednich my$ich kmene CBA
(samci o hmotnosti 20 g). KaZda myS$, oholend na zadech a bocich, byla ockovana
dvéma vpichy subkutdanné do stredni oblasti bokid. Jednim vpichem bylo injikovano
0,5 ml inokula, které obsahovalo 7<10° organismi. Velikost vytvofenych podkoZnich
abscest byla mérena Sesty den po inokulaci.

EXPERIMENTY NA KACHNACH A HUSACH

K experimentalnim infekcim byla pouZivana kachiiata a housata ve véku &tyf tydnd,
kterd byla od prvniho dne po vylihnuti chovdna v izolovanych mistnostech a krmena
smésif VKCH 1, resp. VCH 1. Ptaci byli infikovani metodou podle Dwyera a Ho-
nigberga (1970). Patnact minut pred inokulaci byli zavéSeni do obracené polohy
— hlavou doli. KaZzdy jedinec obdrZel 1 ml média TYM obsahujiciho 2>{10¢ trichomonad
ve dvou 0,5 ml davkach, pipetovanych do kloaky v pillhodinovém intervalu. Kontrol-
nim ptdkdim byl do kloaky pipetovian 1 ml sterilnifho média TYM vy§Se uvedenym
zptsobem. Po druhé davce zistali ptaci jesté pll hodiny viset hlavou dold.

Ptaci byli utrdceni ve dvou- aZ tridennich intervalech od 6. do 21. dne po infekci.
Z kaZdého coeka a prilehlé oblasti tenkého stfeva byly odebirdny vzorky k histolo-
gickému i elektronmikroskopickému zpracovani. Materidl urceny k histologickému
zpracovani byl fixovan 10% neutralnim formaldehydem a zpracovan béZnou parafino-
vou technikou. Rezy silné 4—5 um byly barveny Harrisovym hematoxylinem a eosinem.
Materi4l urCeny pro elektronovou mikroskopii byl fixovan 4% pufrovanym paraformal-
dehydem (pH 7,2—7,4), dofixovan 2% OsO, v kakodyldtovém pufru, odvodn&n alko-
holovou Fadou a pfes propylenoxid montovdn do pryskyfice Durcupan ACM. Ultratenké
fezy byly kontrastovdny uranylacetdatem a citratem olova. Zarovei bylo provadéno
rutinni bakteriologické vySetfovani.
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VYSLEDKY

RUSTOVE POKUSY

Pro vSechny kmeny pouZité v této praci byly stanoveny ristové kiiv-
ky a vypocitany prislusné ristové konstanty, které jsou souhrnné& uspo-
Ffadany v tab. I. Generacni doba se pohybovala od 2 h 36 min u kmene
A2 do 4 h 44 min pro kmen H3. Nejrychleji rostouci kmen A2 dosahoval

na daném typu média také nejvyssiho nartstu. U vS8ech kmeni byla za-
znamenana lag faze a faze zrychleni.

TESTY VIRULENCE NA MYSICH

Sedm kment 7. gallinarum bylo podrobeno Honigbhergovu testu na
my8ich. Kazdy kmen byl otestovan na 20 mysSich. V nékterych pripadech
v8ak dochdzelo k praskani vytvoienych podkoZnich abscesti, takZe byly
nemeéritelné. U vSech Kkultur pouZitych k inokulaci myS$i byly provedeny
zkousSky sterility. Stejnym zplisobem byla kontrolovdna sterilita obsahu
namatkou vybranych abscesi. Ani v jediném pripadé nebyla zjiSténa
bakterialni kontaminace.

Primérné objemy Sestidennich podkoZnich abscesti (obr. 1) byly
u testovanych kment rozdilné (tab. I). Hodnoty se pohybovaly od 129,98
do 185,63 mm3. Statisticka priikaznost téchto rozdild byla hodnocena
srovnanim intervald spolehlivosti primeérf, za piedpokladu normdlniho
rozloZeni, na 95% hladiné vyznamnosti. V niZze uvedeném schématu,
v némz jsou testované kmeny sefazeny podle vzristajici virulence pro
mySi, nebyly statisticky vyznamné rozdily zjistény mezi jednotlivymi
kmeny v podtrzenych skupinach.

H4 A6 H6 H5 A2  H3  H7

I. Vygsledky ristovych pokusii a subkutdnnfch test studovanych kmeni T. gallinarum
— Results of growth tests and subcutaneous tests with the studied strains of T. galli-
narum

3 ¢ Celkovy néaruist, ;
Genera&ni doba? & ; Primé&rny objem
Kmen! hod : min lmce:j olrgr::lr;lsmﬁ absces v 1 mm3*4
A2 2:36 10 473 000 173,38
A6 3:41 7 470 000 136,05
H1 4:42 3 097 000 netestovan’
H3 4:44 4530 000 176,59
H4 3:43 5100 000 129,98
H5 3232 5 063 000 154,18
H6 3:43 6 210 000 148,29
H7 4:06 5434 000 185,63

Istrairf, 2generation time, 3over-all increase, number of organisms in 1 ml, ‘average
number of abscesses in 1 mm3, not tested
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1. PodkoZn{ abscesy Sestého dne po ino-
kulaci my3f axenickou kulturou T. gal-
linarum — Subcutaneous abscesses on
the sixth day after inoculation of mice
with the axenic culture of T. gallina-
rum

EXPERIMENTALNI INFEKCE KACHEN A HUSI

Na zé&kladé vysledkd Honigbergova testu byly k dalSim experimentéim
na pfirozenych hostitelich vybrany kmeny H7 a A2 jako zastupci vice
virulentnich a kmen A6 jako zastupce méné virulentnich kmend. Ve
dvou experimentech bylo infikovdno celkem 17 housat kmenem H7, 19
kachniat kmenem A6 a 20 kachnat kmenem AZ.

Trichomondady byly zjiStény ve slepém stfevé vSech infikovanych pta-
k. V coeku kontrolnich ptaké (5 housat, 6 kachriat) nalezeny nebyly.
Makroskopicky nebyly na jatrech ani ve slepém stfevé pozorovany Zad-
né patologické zmeény. Bakteriologickym vySetfenim byla ve stfevnim
obsahu prokdzana pritomnost E. coli a Proteus sp. U vSech skupin po-
kusnych i kontrolnich ptdka byly bakteriologické nalezy totoZné.

Jak na histologickych preparéatech, tak i na elektronmikroskopickych
snimcich jsme nepozorovali Zddné poskozeni epitelu, ani prinik tricho-
mondd do tkéani, prestoZe jsme je nalézali ve velkém mnoZstvi mezi klky
a v luminu Lieberkiihnovych krypt (obr. 2, 3).

2. T. gallinarum v Krypt& coeka (polo- 3. T. gallinarum v coeku mezi Klky

tenky fez, zv. 600)) — T. gallinarum (TEM, zv. 5200<) — T. gallinarum
in a crypt in the caecum (half-thin in the caecum between the villi (TEM,
slice, magnif. 600><) magnif. 5200<)
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DISKUSE

Jak vyplyva z této studie, rozdily mezi jednotlivymi kmeny T. gallina-
rum zjisténé na zakladé subkutannich mySich testli se neprojevily po
naockovani do specifickych hostitelii. Ke stejnému zdvéru dospéli také
Kulda aj. (1974). Neprokazali jsme ani korelaci mezi velikosti abscest
a ristovou rychlosti, kterd je dileZitym faktorem urcujicim virulenci
mnoha patogennich mikroorganismi.

Z vysledkli uvedenych v této praci je zfejmé, Ze ndmi testované kmeny
T. gallinarum nejsou primarnimi patogeny kachen a husi, prestoZe jeden
z pouZitych kmeni byl izolovan z pfipadu tzv. trichomonozy. Tento zavér
je v rozporu s nazory téch autorli, ktefi povazuji T. gallinarum za ptvod-
ce vaznych onemocneni dolniho zazivaciho traktu dribeZe. Patologické
zmény popsané pri tzv. trichomonadovych enterohepatitidach jsou té-
meéf nerozeznatelné od histomonozy. Ackoli se Allenova (1941) po-
kusila vymezit diference mezi jaternimi lézemi zptisobenymi trichomona-
dami a histomonadami, dal§i poznatky uvadéji takovato rozliSeni v po-
chybnost (Desowitz, 1951). Je tedy pravdépodobné, Ze tudajné tri-
chomonadové enterohepatitidy byly ve skutec¢nosti plisobené histomoné-
dami. V nékterych pripadech je to zcela zFfejmé z morfologického popisu
prvoki (Hadley, 1916; Ciolca aj., 1960).

Velkd skupina autor(i, ktefi povazuji trichomonady za pfi¢inu vaz-
nych onemocneéni, se opira pouze o kultivacni ¢i mikroskopicky nélez
téchto prvokii v orgdnech. V tomto pripadé mize snadno dojit k omylu,
zejména jde-li o soucasnou infekci trichomonad a histomondad. Je zndamo,
Ze mikroskopicka diagnostika histomonad je velmi obtiZna, zvlasté pokud
neni vy$etfovan cerstvy material. Navic k vyvolani enterohepatitidy
staci inokulace pouhych deseti jedinct H. meleagridis (Lund, 1955).

V na8ich experimentech nebyl prokazan prinik 7. gallinarum do tka-
ni hostitele, coz je v souladu se zdavéry Levina (1961), Reida
(1967) a Kuldy aj. (1974). Lee (1972) vSak nalézal tyto bic¢ikovce
na ultratenkych rezech coekem klinicky asymptomatickych kufat mezi
epitelovymi buiikami v mukoze a sporadicky téZ v lamina propria. V mfis-
tech tésného kontaktu trichomonad s epitelovymi bulikami pozoroval
redukci mikrovilii. Ponévadz, jak autor uvadi, byly v materidlu p¥itomné
i baktérie, nelze vyloucit mozZnost, Ze meély urcity vyznam v pocatku in-
vaze tkani.

Zavérem je mozné konstatovat, ze 7. gallinarum lze stéZi povaZovat
ka zdvazného patogena. OvSem jeho intenzivni pomnoZeni ve stfevé
driitbeZe muZe byt piicinou diagnostickych omyla.
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PECKA, Z. (Parasitology Institute of the Czechoslovak Academy of Sciences, Ceské
Budéjovice): Study on the pathogenicity of Tetratrichomonas gallinarum. Veter. Med.
(Praha), 36, 1991 (3): 183—188.

Eight axenic strains of Tetratrichomonas gallinarum were isolated from the caeca
or cloacae of ducks and geese. Different growth curves were determined for each of
the strains and the generation times were calculated, ranging from 2 h 36 min to
4 h 44 min. The axenic cultures of seven 7. gallinarium strains were subjected to the
Honigberg test on inbred mice. The average volumes of the six-day-old subcutaneous
abscesses ranged from 129.98 to 185.63 mm?3. Selected strains of trichomonads were
used for experimental infection of ducks and geese. Neither the macroscopis examin-
ation nor the microscopic analysis did find any greater pathological changes in the
mucosa of the caecum of the birds, though the Trichomonas organisms were observed
in large quantities among the villi in the crypts. It is believed on the basis of the
results that the species 7. gallinarium carries no primary pathogenicity to the specific
hosts.

ducks; geese; inbred mice; pathogenicity; trichomonosis; T'richomonas gallinarum
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU
VETERINARNI MEDICINA

Casopis Veterindarni medicina uvefejiiuje pivodni
prace, recenze apod.

Autor je plné odpovédny za plvodnost prace a za jeji véc-
nou i formalni sprdavnost. K prdaci musi byt pripojeno pro-
hlaSeni autora o tom, Ze prace nebyla publikovdna
jinde.

O uvelejnéni prace rozhoduje redakcéni rada casopisu, a to
se zretelem k lektorskym posudkiim, védeckému vyznamu a
prinosu i kvalité praci.

Je treba, aby autori presné dodrZovali tyto pokyny:

Jednotlivé prdce nemaji mit rozsah vétsi nez 10 aZ 12 stran
psanych na stroji se vSemi prilohami. Autofi necht se vyva-
ruji nadmerneho mnozstvi tabulek a zarazuji radé&ji grafy.

Technicka tprava rukopisu

Uprava rukopisu ma odpovidat CSN 88 0220 (format A4, 30
Fadek na stranku, 60 thozd na radku, tzn., Ze mezi radky se
delaji dvojité mezery). Ilustrace, grafy, tabulky a fotografie
(Cernobilé) maji vyhovovat CSN 88 2109, doddvaji se zvlast
a nepodlepuji se. Rysuji se tusi na bily nebo pauzovaci papir
a popisuji se jednotnou velikosti pisma (Sablona 3,5 mm). Na
zadni strané se vyznaci tuzkou poradové ¢islo obrazku a na-
piSe se jméno autora ¢lanku. Texty k obrdazkim se dodavaji
na zvlastnim listé, umisténi obrdzkd se oznacuje na levém
okraji prislusné strany rukopisu ¢islici v krouzku. Tabulky se
Cisluji rimskymi cislicemi. Na vSechny obrazky i tabulky musi
byt v textu prdace odkazy. Pro preklad do anglictiny je nutné
vysvétlit vSechny pouZité zkratky.

Oprava vlastni prace

N4azev préace (titul) nema presahovat 85 thozl. Je nutné se
v ndzvu vyvarovat obecnych frazi jako: Studie o. .., Prispévek
k ..., Pokus o ... Kazdy zaslany ¢lanek musi byt samostat-
nou praci, nemohou byt publikovdny ¢lanky na pokracovani,
oznacené napr.: Studie o...I. IL., IIl. atd., stejné tak jsou vy-
lou€eny podtituly ¢lanki.

Jména autorit se uvadeéji bez tituld — prijmeni a prvni pis-
meno jména.

Souhrn

Vypracovani scuhrnu je nutné vénovat obzviastni péci. Autor
do ného ma shrnovat v3e, co je na jeho praci pozoruhodné
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a nové a co ma byt dokumentovano. Souhrn méa byt nekritic-
kym informaénim vybérem vvznamného obsahu a zavéru, ni-
koliv v8ak jeho pouhym popisem. Musi vyjadrit vSechno pod-
statné, co je obsaZeno ve védecké praci, nema ji vSak nahra-
dit. Nesmi piekrocit rozsah 170 slov. Je treba, aby byl pséan
celymi vétami, nikoliv telegrafickym zptsobem. Pro preklad
do angli¢tiny se pozZaduje souhrn delsi (do dvou rukopisnych
stran) s odkazy na tabulky a obrazky, popf. s anglickymi od-
bornymi terminy nebo uZ preloZeny do anglictiny. Souhrn za-
¢ind jménem autordi, ndzvem pracovisté a jeho sidlem (v za-
vorce), titulem c¢ldnku a citaci: Veter. Med. (Praha), 00, 1990.
Mista oznacend nulami doplni na kompletni citaci pri korek-
ture redakce.

Klitova slova (Key words, index terms)

Pod souhrn je nutno po vynechdani radky pripojit kKlicovéa
slova. Ta maji slouzit:

a) k rychlé orientaci (jakysi ,zkraceny referat™);

b) pri zarazovani prace do kartotéky.

Kli¢ovych slov by nemeélo byt méné nez 3 a vice nez 12.
Zacinaji malym pismenem a oddeéluji se stfednikem.

Ovod

Uvod mé obsahovat hlavni diivody, pro¢ byla prdce usku-
tecnéna, a velmi stru¢nou formou stav studované otazky. Je
nutné se v ném vyhnout rozsahlym historickym prehledim.
Uvadi se bez nadpisu, je mozné v ném uvést kK praci se vzta-
hujici citaci autord (doporucuje se co nejnizsi pocet citaci —
¢tyl'i aZz osm autortl).

Material a metody

Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li plvodni, jinak po-
staCuje citovat autora metod a uvadeét jen pripadné odchylky.
Je v nich popséan pokusny material. Popis metod by mél umoz-
nit, aby kdokoliv z odborniki mohl podle ného a pri pouZziti
uvedenych citaci préci opakovat.

V¢sledky

Doporuduje se nepouzivat k vyjadireni kvantitativnich stavi
tabulek a dat prednost grafiim nebo tabulky shrnout ve sta-
tistickém hodnoceni namérenych hodnot. Tato ¢dst by neméla
obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale pouze faktické
néalezy.
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Diskuse

Diskuse obsahuje zhodnoceni préce. Diskutuje se o moZnych
nedostatcich a prace se konfrontuje s vysledky dfive publiko-
vanymi (poZaduje se citovat jen ty autory, ktefi maji k publi-
kované préci bliz§i vztah), pokud maji souvislost, nebo pokud
jsou s predloZenou praci n&jak srovnatelné.

Podékovani

Je-li to nutné, uvadi se strué¢né pod&kovéani (jedna aZ dvé
véty), napf.: za technickou spolupréci, za pomoc pri statistic-
kém zpracovéni a poskytnuti méné& b&Zného léfiva apod.

Literatura

V textu se pri citaci uvede jméno autora a rok publikovéni.
Do seznamu se zafadi vSechny préce citované v textu ¢lanku,
a to podle abecedy, bez &islovani, kaZzd4 citace na novém rad-
ku. Je-li vice praci od téhoZ autora ve stejném roce, piida se
k letopoc¢tu oznaceni a, b, c.

Literatura musi odpovidat CSN 01 0197.

Zkratky nézvi Casopisi je tfeba dodrZovat podle publikace
doc. Bojianského a kol., vydané v roce 1982 Slovenskou aka-
démiou vied pod nazvom Periodikd z oblasti biologicko-pol-
nohospodéarskych vied, ich cit4dcie a skratky.

Adresa autora

Na zvlaStnim listé uvede autor akademicky titul, jméno (ne
jen zkratku), pfijmeni, védeckou hodnost a podrobnou adresu
pracovisté s PSC. TotéZ uvede i pro spoluautory.
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INZERCE

Redakce Casopisu nabizi tuzemskym i zahrani¢nim firmam
moznost inzerce na strankdch casopisu VETERINARNI MEDI-
CINA. Prostfednictvim inzeratt uverejiiovanych v naSem d¢a-
sopise budou o VaSich vyrobcich informovani pracovnici z vy-
zkumu a provozu u nés i v zahranici.

s

Blizsi informace ziskate na adrese:

Redakce Gasopisu VETERINARNI MEDICINA

k rukdm ing. Z. RadoSové

Ustav védeckotechnickych informaci pro zemédélstvi
Slezska 7

120 56 Praha 2

ADVERTISEMENT

The Editors of the magazine offer to the Czechoslovak as
well as foreign firms the possibility af advertising on pages
the VETERINARNI MEDICINA magazine. Through your adverts
published in our magazine, the specialists both from the field
of research and production will be informed about your
products.

For a more detailed information, please contact:

VETERINARNI MEDICINA

atth. ing. Zdena RadoSova

Ustav védeckotechnickych informaci pro zemédélstvi
Slezska 7

120 56 Praha 2
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Upozoriiujeme &tendfe, Ze v Cisle 4/91 v&deckého Casopisu
VETERINARNI MEDICINA

maji byt uvefejnény tyto prispévky:

I. Simonik, J. Pavelka, E. Kudl4ad&: Kontaminace
cervikdlniho hlenu krav chemickymi prvky ve vztahu ke
koncepci a véku

J]. Fejes, I. Breyl, H. Salitro8ova: Detekcia re-
zidui niektorych cudzorodych latok v tkanivdch genitalu
bykov a krav a v sperme bykov

J]. Mazurovd, P. Vinter: Uginnost vybranych antibio-
tik na mikroorganismy kontaminujici ejakulaty kanct

M. Kudweis, Z. Lojda, I. Juli§: g-D-glukosid4dza mi-
krovilézni zény enterocytlt tenkého stfeva pri experimentéal-
ni kokcididze sajicich selat

V. Svobodova: Sarkocystdza jehiiat

J. Ruprich, V. Ostry: Enzymoimunologické stanoveni
mykotoxinu ochratoxin A

I. Tomancovad, L Steinhauser, Z. Maty4as:
Technologické vlivy ptlisobici na preZivani Campylobacter

vaw o2

jejuni v potravindch ZivociSného piavodu
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