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KONCENTRACIE cAMP, ¢cGMP, 17 BETA-ESTRADIOLU A PROGESTERONU
VO FOLIKULARNE] TEKUTINE NAJVACSIEHO FOLIKULU KRAV Z FOLI-
KULARNE] FAZY POHLAVNEHO CYKLU A PO SUPEROVULACNOM
OSETRENI SO SEROVYM GONADOTROPINOM

L. Lazér, ]J. Hajurka

LAZAR, L. — HAJURKA, ]. (Ostav experimentalnej veterindrnej mediciny, Kosice):
Koncentrdcle cAMP c¢GMP, 17 beta-estradlolu a progesterénu vo folikuldrnej teku-
tine nafvdtsieho folikulu krdv z folikuldrne| fdzy pohlavného cyklu a po super-
ovulatnom oSetrenl so sérovym gonadotropinom. Veter. Med. (Praha), 36, 1991
(7): 385—392.

Porovnéavali sme koncentrdcie 17 beta-estradiolu (E;), progesterénu (P;), cyklic-
kého adenozinmonofosfdtu (cAMP) a cyklického guanozinmonofosfdtu (cGMP)
vo folikuldrnej tekutine najvd&ifch folikulov krdv v zévislosti na steroidnej do-
minancii (estrogén dominantné-ED, progester6n dominantné-PD) z vaje&nikov
zfskangch od krdv so synchronizovanou rujou cloprostenolom (Oestrophan, Spofa)
a superovulovangch PMSG (Sérovy gonadotropfn, Bioveta, Ivanovice na Hané)
a to 48 a 72 hodin po druhej dédvke cloprostenolu a kontrolnych krav vo foliku-
larnej faze neovplyvneného pohlavného cyklu. Priemerné koncentrdcie cAMP boll
v ED folikuloch z folikularnej fazy pohlavného cyklu v§znamne vy3sie ne¥ pri
kravach so stimulovanym rastom folikulov 48 resp. 72 hodin po druhej d4vke clo-
prostenolu. Pri PD folikuloch boli koncentrédcie cAMP a cGMP z folikuldrnej fazy
pohlavného cyklu tie? vy33ie ako po stimuldcii rastu folikulov, ale bez signi-
fikancie. Priemerné koncentrdcie E, v ED folikuloch boli najvy3$ie 48 hodin
po druhej davke cloprostenolu, vgznamne vy3sie ako po 72. hodine pri P < 0,01,
alebo vo folikuldrnej féze pohlavného cyklu pri P < 0,01. Pri PD folikuloch sa
najvy3sie koncentracie E; zistili vo folikuloch z folikuldrnej fazy pohlavného
cyklu vy3sie ako po navodeni ich rastu v 48. hodine resp. 72 hodfn po druhej
davke cloprostenolu bez zistenia $tatistickej v§znamnosti. Priemerné koncentracie
P, boli vy3%ie ako v ED, tak PD folikuloch po o%etreni syntetickym anal6gom
PGF,alfa so sérovym gonadotropinom v porovnanf s folikulmi z folikuldrnej fazy
pohlavného cyklu krav pri PD folikuloch vysoko signifikantne (P < 0,001). Vy-
razné rozdiely v koncentracidch cAMP, ¢cGMP a P; vo folikuloch z folikuldrnej
fazy pohlavného cyklu a po superovulanom oSetrenf s PMSG poukazuji na moZny
negativny vplyv sérového gonadotropfnu na vnétorné prostredie a vyvoj lpred-
ovulanych folikulov.

CAMP; cGMP; 17 beta-estradiol; progesterén; superovuldcia; PMSG (sérovy gona-
dotropin)

RozmnoZovanie cicavcov je zloZity proces, ktory je zaloZeny na pro-
dukcii oocytu, ktory je schopny oplodnenia a dal3ieho v§voja v plno-
hodnotné embryo. Preto poznatky okolo v§voja a rastu folikulov pri
normélne cyklujicich zvieratdch st vychodiskom pri vybere pouZivania
synchronizaénych a superovulaénych postupov, resp. terapie ovulac-
nych portch.
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Pohlavny cyklus je regulovany interakciou horménov hypotalamo-hy-
pofyzarno-ovaridlnej osi. Hlavna bezprostrednid tlohu zohrdvaji gona-
dotropiny, ktoré prostrednictvom adenylat cykldazového systému a cAMP
ako druhého posla (Kolena a Channing, 1972; Marsch,
1975) aktivaciou bunetnych enzymov steroidogenézy (Robinson
a i, 1970) reguluju rast a zrenie folikulov a syntézu steroidov folikular-
nymi bunkami (Erickson, 1986). Dynamika zmien v syntéze steroi-
dov odraZa steroidogénnu kapacitu folikulov (Byskov a i, 1979) a je
dobrym indikdtorom ako morfologickych, tak funkénych zmien foliku-
lov (Brailly ai., 1981; Laz4r, 1987). Estrogénna dominancia fo-
likulov je znakom rasticeho vyvijajiceho sa folikulu, progesterénova zna-
kom atrézie a luteinizdcie. Zmena estrogénnej dominancie predovulac-
nych folikulov po LH vrchole na dominanciu progesteronova krdatko pred
ovulaciou (Dieleman, 1984) ma velky vyznam pri zreni oocytov
(McGaughery, 1977) pravdepodobne odstranenim urcitého inhibic-
ného vplyvu estradiolu na pokracovanie meiotického zrenia oocytov
(Ainsworth a i, 1980). U&inok cyklickych nukleotidov a steroidov
na harmonické zrenie oocytov je komplexny proces. Odchylky od fyzio-
logickych zmien steroidogenézy predovuladnych folikulov méZu mat ne-
gativny vplyv na plnohodnotnost produkovanych oocytov (Kruip
ai., 1983).

Cielom prdce bolo porovnat troveili koncentracii 17 beta-estradiolu,
progesteronu, cAMP a cGMP vo folikuldrnej tekutine najvécSieho folikulu
krdv z folikularnej fazy fyziologického pohlavného cyklu a folikulov
po synchronizacii (PGF,alfa) ruje cloprostenolom a superovula¢nom
oSetreni so sérovym gonadotropinom (PMSG) v zdvislosti od steroidnej
dominancie folikulov.

MATERIAL A METODY

Na superovulaZné o3etrenie sa zaradilo na zéklade rektdlneho nédlezu 2)<25 krav
kriZeniek SS)NC urenych na vyradenie. Vybrané boli len zvieratd s aktivnym Zltym
telieskom. Na synchronizdciu ruje sa aplikoval cloprostenol &s. proveniencie Oestro-
phan Spofa v ddvke 500 ug v jednej ddvke. Na 11. deii od prvej ddvky sa aplikovala
druhd dévka 500 ug cloprostenolu, pri€om 48 hodin pred druhou dévkou sa podal
Sérovy gonadotropin (Bioveta, Ivanovice na Hané) v ddvke 2500 m. j. Zvieratd sa po
48. hodine resp. 72, hodine po druhej dévke cloprostenolu zabili na bitdnku. Do sledo-
vania sa vybrali vajeniky od 2> 13 kr4v, ktoré dobre reagovali na synchronizéciu
a superovuléciu.

Vaje¢niky od kontrolnych krdv vo folikuldrnej faze pohlavného cyklu sa ziskali na
bitdnku po ich vykrven{ do 30 minidt od ich zabitia. F4dza pohlavného cyklu sa urtila
podia met6édy Irelanda a i. (1980) na zaklade morfologického vzhladu ZItého
telieska (ZIté teliesko v regresii mendie ako 1 cm, svetlohnedé aZ biele, po narezani
oranZové aZ ¥1té) a pritomnosti velkého predovula&ného folikulu. Sprdvnost urZenia
fazy pohlavného cyklu sa podloZila stanovenim priemernej koncentrdcie progesterénu
v krvnom sére (2,71 40,6 nmol.1-1 t. j. 0,85 ng.ml~') zvierat, od ktorgch sa vajec-
niky odobrali, ako aj prftomnosti ¢ireho hlienu v maternici. Pri porovndvani koncent-
racii sledovanych parametrov sa to vZdy robilo medzi rovnakymi kategériami foliku-
lov, v pribliZne rovnakom 3tddiu rastu (estrogén dominantné folikuly s estrogén do-
minantnymi folikulami a progesterén dominantné s progesteron dominantnymi). Zis-
kané vajecniky sa uloZili do Tadového fyziologického roztoku aZ do spracovania. Do
pokusu sa zaradilo 31 pédrov vajetnikov, na ktorych zo 47 ks najvd&sich folikulov bola
spirovand folikuldrna tekutina. T4to sa centrifugovala na chladiacej centrifdge pri
3000 G. Supernatant sa oddelil a uloZil do mrazni¢ky pri teplote —18°C aZ do spra-
covania.

K stanoveniu 17 beta-estradiolu a progesterénu vo folikuldrnej tekutine sa pouZili
sapravy z URV]JT (KoSice) pod typovym oznadenim RIA-test-Estra (SI-125-9) resp.
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RIA-test-Prog [S]-125-6] Folikuldrna tekutina Dbola riedend 1,5% hoviddzim gamaglo-
bulfnom. Intra- a interassay koeficientom varidcif pouZitej metody spracovania 17 beta-
-estradiol RIA supravy bola 10,1 a 13,3 % pre progesteron RIA-stpravy 11,4 a 13,7 %.

Koncentracie cyklickgch nukleotidov sa stanovili RIA sipravami z OVVVR (Praha).
Koeficient varidcii intra- a interassay zvolenej metdody s pouZitymi sGpravami pre
cAMP tapového oznatenia cAMP'S] RIA kit (RIO12) boli 9,1 a 11,4 %. Koeficient va-
1idacif pre sdpravy cGMP'] RIA (RI042) bol 9,8 a 11,6 %. Na urcenie steroidnej do-
minancie folikulov sa pouZila metoda Callesen a i. (1986), zaloZend na vyjadreni
vzajomného indexu pomeru medzi progesterébnom a 17 beta-estradiolom. Folikuly
s indexom podielu koncentracif progester6énu a estradiolu men$im ako 0,8 sa pova-
7ovali za estrogén dominantné, od 0,8 aZ 1,2 za folikuly v prechodnej faze vyvoja
a s indexom nad 1,2 za folikuly progesteron dominantné.

Testovanie vyznamnosti medzi dvoma stbormi hodnét sa robilo neparovym Studen-
tovym t-testom po predchadzajacom testovani vyznamnosti rozdielu medzi smerodaj-
nymi odchylkami pomocou F-testu (Sokal a Rohlf, 1989). Statistickd zavislost
korelacngch vztahov jednotlivgch dvojfc hodndt sa analyzovala met6dou linedrnej
koreldcie. Samotné S$tatistické analyzy boli robené na mikropoditadi ZX Spectrum
Statistickym programom Stat 87. Vysledky st uvadzané v nmol.l-' 4+~=SEM.

VYSLEDKY

Pri porovnani priemernych koncentracii steroidov vo folikuldarnej te-
kutine medzi folikulami z folikuldrnej fazy fyziologického pohlavného
cyklu a folikulmi po superovulacnom oS$etreni sérovym gonadotropinom
(PMSG) 48 a 72 hodin po aplikdcii druhej davky cloprostenolu sa zistilo,
Ze priemerné koncentracie estradiolu v estrogén dominantnych foliku-
loch z fyziologického pohlavného cyklu boli vy$Sie 3402,2 +1237,1
nmol .1~ oproti koncentrdciam v estrogén dominantnych folikuloch su-
perovulovanych krédv, 72 hodin po aplikacii druhej davky cloprostenolu
1502,8 +238,4 nmol.1" ' folikuldrnej tekutiny. Na druhej strane boli
vyznamne niZSie neZ vo folikuloch 48 hodin po aplikacii druhej davky
cloprostenolu 12 614,0 +2404,0 nmol .1~ ! tekutiny, a to je na hranici
Statistickej vyznamnosti. Priemerné koncentrdcie estradiolu v progeste-
ron dominantnych folikuloch boli vy$8ie v Case folikuldrnej fazy cyklu
167,0 +77,5 nmol.1-1 folikuldrnej tekutiny oproti folikulom zvierat
superovulacne osetrenych 48 hodin 59,13 +30,0 a 72 hodin 100,19 486,86
nmol . 171 od aplikacie druhej davky cloprostenolu.

Priemerné koncentracie progesteronu ako v estrogén tak v progeste-
ron dominantnych folikuloch 219,9 +53,5 nmol. 11 resp. 883,1 +355,5
nmol . 171 boli niZ3ie vo folikularnej faze pohlavného cyklu ako po su-
perovulaénom o3etreni s PMSG 48 hodin od aplikdcie druhej ddvky clo-
prostenolu 490,81 +125,0 nmol .11 resp. 3729,4 +2857,7 nmol.1"1a 72
hodin 421,7 +124,8 resp. 4436,1 +489,1 nmol .1~ pri progesteron domi-
nantnych folikuloch vyznamne P < 0,001 (obr. 1).

Koncentracie cAMP pri superovulacnom os$etreni v estrogén dominant-
nych folikuloch boli signifikantne niZ8ie po 48 hodindch od aplikacie
druhej davky cloprostenolu 26,17 +0,4 nmol.1-? folikuldrnej tekutiny
po 72 hodinach 26,3 +3,2 nmol.1- " ako v estrogén dominantnych foli-
kuloch a folikularnej fazy pOhldVllehO cyklu 71,4 40,7 nmol.1~1 v oboch
pripadoch vyznamné P < 0,01. Pri progesteron dominantnych folikuloch
sa_medzi porovndvanymi skupinami nezistili Ziadne signifikantné zmeny.
Pri superovulovanych kravach 48 a 72 hodin po aplikdcii druhej davky
cloprostenolu boli priemerné koncentracie cAMP 2,1 nmol.1-1 vo foli-
kuldrnej faze pohlavného cyklu 20,3 +4,6 nmol . 171,

Priemerné koncentrdcie cGMP v estrogén dominantnych folikuloch po

VETERINARNI MEDICINA — 1991 387



E 44
15000 | rmol.17Y | 50
13000 { 5000
11000 1 4500

9000 4000
7000 L 3500
T
5000 1000
. 800
3000
1000 A L 600
200 ] f L 400
e
100 4 d 200
| 0
ESTROGEN , PROGESTERON PROGESTERON ESTROGEN
DOMINANTNE DOMINANTNE 2 DOMINANTNE?2 DOMINANTNE

1. Priemerné koncentrédcie 17 beta-estradiolu (Ez2) a progesterénu (P4) vo folikularrej
tekutine krdv 48 h (3rafovany sloupec), 72 h (plny sloupec), po druhej davke clo-
prostenolu a folikuldrnej faze cyklu (prédzdny sloupec) v zavislosti na steroidnej
dominancii folikulov — Average cocentrations of 17 beta-estradiol (Ez2) and pro-
gesterone (P4) in the follicular fluid of sows in 48 hours (hatched column}), and
72 hours (full column) since the administration of the second dose of cloprostenol
and follicular phase of the sexual cycle (empty column) in dependence on the
steroidal dominance of follicles
1 estrogen-dominant, 2 progesterone-dominant
a,b—P<0;ac—P<01;g, h— P <0,001

-1 -1
100 Jmol.177) [nmol.17") Lo
%0 1 9
1 .
% 80 8 3
70 = 7
60 A 6
50 1 L 55
40 i L 4
304 B Fo3
20 1 L
= 2
10 1 1
g 0
ESTROGEN PRUG[SIERﬂE  PROGESTERGN ESTROGEN
DOMINANTNE! DOMINANTNE DOMINANTNE 2 DOMINANTNE!

2. Priemerné koncentrédcie cyklického adenozin- a guanozinmonofosfatu vo fulikuldrnej
tekutine krdv 48 h (Srafovany sloupec), 72 h (plny sloupec), po druhej ddvke clo-
prostenolu a folikuldrnej fadze cyklu (prdzdny sloupec) v zavislosti na steroidnej
dominancii folikulov — Average concentrations of cyclic adenosine and guanosine
monophosphate in the follicular fluid of sows in 48 hours (hatched column), and
72 hours (full column) after the administration of the second dose of cloprostenol
and follicular phase of the sexual cycle (empty column) in dependence on the
steroidal dominance of follicles

a,c —P<001;bc—P<001;j1—P<0,01; k,1 — P <0,05

For 1, 2 see Fig. 1
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superovulatnom o$etreni 48 a 72 hodin po aplikécii druhej davky clopro-
stenolu boli 3,5 +0,2 nmol .17 1 resp. 4,8 40,03 nmol . 1-1, ¢o je vfznamne
nizdie ako v rovnakych typoch folikulov z folikuldrnej fazy pohlavného
cyklu 5,9 40,03 nmol .11 v obidvoch pripadoch pri P < 0,01. Pri pro-
gesteron dominantnych folikuloch sa koncentrdcie cGMP vyznamne ne-
1i8ili (obr. 2).

DISKUSIA

V¢znamne vy$Sie koncentrdcie 17 beta-estradiolu vo folikularnej teku-
tine estrogén dominantnych folikulov krav 48 hodin po druhej davke clo-
prostenolu v porovnani s folikulami z obdobia 72 hodin po aplikécii clo-
prostenolu st v zhode s poznatkami autorov Dieleman (1984), Ire-
land a Roche (1982). Po zaciatku ruje tesne pred LH vrcholom
dominantny predovulacny folikul ma najvy3Sie koncentriacie 17 beta-
-estradiolu vo folikuldrnej tekutine, zatial ¢o koncentrédcie progesteronu
st nizke (Dieleman, 1984). Po LH vrchole tieto vysoké koncentra-
cie 17 beta-estradiolu sa len pomaly zniZuji. Najvac¢3i pokles Diele -
man (1984) zaznamenal medzi 6.—20. hodinou po vrchole gonadotropi-
nov. Od 20. hodiny aZ po ovuldciu st koncentracie tuplne na nizkej trov-
ni, zatial ¢o koncentriacie progesteronu sa vyrazne zvysia aZ pred ovu-
laciou (Dieleman, 1984). Za jednu z pri¢in tychto zmien pri pred-
ovulacnych folikuloch sa povazZuje strata schopnosti aromatdzového sy-
stému folikulu syntetizovat 17 beta-estradiol ako dosledok straty schop-
nosti buniek granulozy reagovat na dalSiu stimuldciu s LH v désledku
zaniku citlivosti adenylat-cykldzového systému buniek na tento gona-
dotropin (Hunzicker-Dunn, 1979). V désledku straty citlivosti
adenylat-cyklazového systému dochadza k zniZeniu uvoliiovania cAMP
ako druhého posla pri regulacii syntézy 17 beta-estradiolu bunkami gra-
nuléozy (Hunzicker-Dunn, 1979).

Signifikantne vy33ie koncentrdcie cAMP a cGMP v estrogén dominant-
nych folikuloch z folikularnej fazy fyziologického pohlavného cyklu v po-
rovnani s folikulmi tej istej steroidnej dominancie po superovula¢nom
oSetrenf s PMSG poukazuji na vyznamne niZdiu aktivitu adenylcyklazo-
vého systému v tychto folikuloch. Pritomnost vysoko citlivého adenyl-
cyklazového systému v predovulagnych folikuloch je nevyhnutné
(Hunzicker-Dunn, 1979; Richards, 1975). Chybanie takého-
to systému resp. jeho nedostatotnost méZe mat za nésledok, Ze ani pre-
behnuty LH vrchol nevyvold ovuldciu. Odchylky resp. asynchronnost pro-
dukcie steroidov ako aj cyklickych nukleotidov méZe mat za nésledok
produkciu mélo Zivotaschopnych oocytov a nasledne embryi ako to opi-
sali (Kruip ai., 1983; Moor a i, 1984, 1985; Liebfried-Rut-
ledge a i, 1985). Za jednu z prigin rozdielov v produkcii ako cyklic-
kych nukleotidov tak steroidov, vysvetluji Yadav a i. (1986). Ti
uvadzaji, Ze maximdlne koncentrdcie estradiolu v krvnom sére pri kra-
vach po superovuldcii s PMSG sa vyskytuji uZ 36—56 hodin po podani
PGFaalfa, ¢o ovplyviiuje aj skordi vyskyt LH vrcholu pri tychto zviera-
tach vo fyziologickom pohlavnom cykle. Né4sledok je aj skorsi vyskyt
ovulacii u tychto zvierat. Autori zistili, e po LH vrchole dochddza
k zvySovaniu sa koncentracii progesterénu v krvnom sére krav oZetre-

nych s PMSG uZ za 44 hodin, zatial o u kontrolnych bez o3etrenia aZ za
99 hodin (Yadav ai., 1986).
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Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze produkcia cyklickych nukleotidov
hlavne cAMP je vo folikuloch o3etrenych krdav s cloprostenolom a séro-
vym gonadotropinom vyrazne niz3ia ako vo folikuloch z folikuldrnej
fazy neovplyvneného pohlavného cyklu. Tiez sa zistila vyrazna luteini-
z4cia folikulov po oSetreni so sérovym gonadotropinom, na ¢o poukazuju
vysoké koncentracie progesteréonu ako v estrogén tak v progesteron
dominantnych folikuloch.

Vyrazné rozdiely v koncentrdaciach cAMP, cGMP a P4 vo folikuloch
7z folikularnej fazy pohlavného cyklu a po superovulacnom oSetreni
s PMSG poukazuji na moZny negativny vplyv sérového gonadotropinu
na vnitorné prostredie a vyvoj predovulacnych folikulov a tym aj na
kvalitu produkovanych oocytov tymito folikulmi.
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LAZAR, L. — HAJURKA, ]. (Institute of Experimental Veterinary Medicine, Kosice):
Concentrations of cAMP, cGMP, 17 beta-estradiol and progesterone in the follicular
fluid of the largest cow follicle in the follicular phase of sexual cycle and after super-
ovulation treatment with serum gonadotrophin, Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (7):
385—392.

The ob'ective of this study was to compare the concentrations of 17 beta-estradiol,
progesterone, cAMP and cGMP in the follicular fluid of the largest cow follicle from
the follicular phase of physiological sexual cycle and of follicles after synchroniza-
tion of fut by cloprostenol (PGF;alpha) and superovulation treatment with serum
gonadotrophin (PMSG), in dependence on steroidal dominance of follicles. 2 X 25
cows, Slovak Pied X Lowland Black-Pied crossbreds with active corpus luteum, were
subjected to superovulation treatment on the basis of rectal examination. Rut synchro-
nization was achieved by cloprostenol of Czechoslovak provenience (Oestrophan Spofa),
administered at the amount of 500 ug per dose. Serum gonadotrophin (Bioveta Con-
cern, Ivanovice na Hané) at the amount of 2500 I. U. was administered forty-eight
hours before the second dose of cloprostenol. The animals were killed in slaughter-
houses 48 hours later, or 72 hours later, since administration of the second dose of
cloprostenol. The phase of the sexual cycle of control animals was determined by the
method after Ireland et al. (1980) on the basis of morphological appearance of
corpus luteum, presence of large preovulation follicle and by means of average con-
centrations of progesterone in blood serum. Aspirated follicular fluid was centrifuged
using a cooling centrifuge at 3000 G. After separation, the supernatant was stored in
a freezer at —18°C until further treatment. 17 beta-estradiol and progesterone in the
follicular fluid were determined by means of kits under the brand-names RIA-test-
-ESTRA (SI-125-9), or RIA-test-Prog (SI-125-6). Concentrations of cyclic nucleotids
were determined by the RIA kits from the Institute vor Radioisotope Research, Pro-
duction and Use (Prague), cAMP by 5] RIA kit (RIOl12) and cGMP by 25] RIA
(R1I042). The method after Callesen et al. (1986), based on the expression of the
mutual index of progesterone and 17 beta-estradiol ratio, was used to determine the
steroidal dominance of the follicles. Average concentrations of estradiol in the estro-
gen-dominant follicles from the physiological sexual cycle were higher (3402.2 +4-1237.1
nmol.1-1) compared to the concentrations in the estrogen-dominant follicles of the
superovulated cows in 72 hours since the administration of the second dose of clopro-
stenol (1502.8 -+238.4 nmol.1-"' of follicular fluid). They were, however, significantly
lower than in the follicles examined 48 hourse after the administration of the second
dose of cloprostenol and amounted to 12 614.0 4+2404.0 nmol.1-! of fluid, correspond-
ing to the level of statistical significance. In the progesterone-dominant follicles higher
concentrations were recorded during the follicular phase of the cycle (167.0 4-77.5
nmol .1~ of follicular flu.d) compared to the follicles of animals subjected to super-
ovulation treatment and exzam:ned 48 hours (59.13 +4-30.0) and 72 hours (100.19 +-86.86
nmol.1-') after the administration of the second dose of cloprostenol. Average con-
centraticns of progesterone both in the estrogen-dominant follicles (219.9 +53.5 nmol .
.1-1 883.1 4-355.5 nmol. ~", resp.) were lower in the follicular phase of the sexual
cycle than after the superovulation treatment with PMSG, in 48 hours since the ad-
ministration of the second dose of cloprostenol (490.81 -+125.0 nmol.1-1, 3729.4
-+2857.7 nmol.1-, resp.), or in 72 hours (421.7 —4-124.8 nmol.1-1, 4436.1 --489.1
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nmol.1-1, resp.) in the progesterone-dominant follicles, at the significance level
P < 0.001 (Fig. 1). Concentrations of cAMP in the estrogen-dominant follicles were
significantly lower 48 hours after the administration of the second dose of clopro-
stenol (26.17 4-0.4 nmol.1-! of follicular fluid) as well as after 72 hours (26.3 +43.2
nmol.1-') than in the estrogen-dominant follicles and follicular phase of the sexual
cycle (71.4 4+0.7 nmol.1-"), in both cases at the level P < 0.01. No significant changes
between the compared groups were observed for the progesterone-dominant follicles.
Average concentrations of cGMP in the estrogen-dominant follicles after the superovu-
lation treatment, 48 and 72 hours after the administration of the second dose of clo-
prostenol, were equal to 3.5 +0.2 nmol.1-' and 4.8 +0.03 nmol.1-", resp., which is
in both cases significantly lower than in the same types of follicles from the follicu-
lar phase of the sexual cycle (5.9 —40.03 nmol.1-') at the level P < 0.01. In the
progesterone-dominant follicles cGMP concentrations did not differ significantly (Fig.
2). The presented results indicate significantly lower production of cyclic nucleotids,
particularly cAMP, in the follicles of the cows treated with cloprostenol and serum
gonadotrophin compared to the follicles from the follicular phase of unaffected sexual
cycle. Moreover, pronounced luteinization of follicles was also observed after the
administration of serum gonadotrophin, which is indicated by high concentrations
of progesterone Dboth in estrogen-dominant and in progesterone dominant follicles.
Marked differences in concentrations of cAMP, cGMP and Py in follicles from the
follicular phase of the sexual cycle and after the superovulation treatment with

PMSG suggest the possible negative influence of serum gonadotrophin on the internal
environment and development of pre-ovulation follicles and at the same time on the
quality of oocytes produced by these follicles.

CAMP; cGMP; 17 beta-estradiol; progesterone; superovulation; PMSG (serum gonado-
trophin)
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NOVE POZNATKY V BIOTYPIZACI Staphylococcus aureus Z PRVOVYROBY
MLEKA

V. RiZickova

ROZICKOVA, V. (Vyzkumny Gstav veterinarntho lékai‘stvi, Brno): Nové poznatky
v biotypizaci Staphylococcus aureus z prvovgroby mléka. Veter. Med. (Praha),
36, 1991 (7): 393—399.

Byla provedena detailn&j3f analyza biotypové prisludnosti kmen@ Staphylococcus
aureus ve vztahu k jejich plvodu a enterotoxinogenité. Vy3etFili jsme celkem 432
kment vykultivovangch z riznych materidld uzce souvisejicich z prvovyrobou
mléka. Biotypizace prokazala znacnou prevahu biotypl C; a C, v mlétné Zlaze
matitidnich krav. Nalez 13 % kment néaleZejicich biotypu A a 8 % kmentd bio-
typu D indikuje i jiné zdroje infekce mlé¢né Zlazy. Ve smésngch vzorcich syro-
vého mléka dominoval biotyp C), kterému néaleZelo 81 9% izolatd. Téme&F 19 %
kment izolovanych od lidi a dva kmeny vykultivované z mastitidnich &tvrtf bylo
uréeno k nové oznafenému biotypu G. PFi sledovani enterotoxinogenity jsme zjisti-
li, 2e produkce enterotoxinu se vazala prevaZné& na kmeny izolované od lidf a na
biotypy G a A. Tri enterotoxinogenni kmeny S. aureus naleZely biotypu B a jeden
kmen nebyl klasifikovan do Zadného z biotypi.

prvovyroba mléka; Staphylococcus aureus; biotypizace; enterotoxinogenita kmend

BliZ§im studiem koaguldza-pozitivnich stafylokoki se zjistilo, Ze kmeny
S. aureus se navzajem lisi ve svych biochemickych vlastnostech. S roz-
poznadnim variability v enzymové aktivité se vyskytly ndvrhy na dife-
renciaci kmenti S. aureus podle Zivoc¢iSnych druhii, z nichZ byly izolo-
vany. Pivodni snahy o rozliSeni tzv. zvifecich a lidskych kment pozdé&ji
vyustily v Gspé&3nou diferenciaci do biotypd, které vyjadfuji azky vztah
izolatd k urcitym druhdim hostitele (Hajek a Mar§alek, 1971,
Skalka a Smola, 1981; Devriese, 1984). V soucasné dobé je
mozZné s vyuZitim Sesti biochemickych testli rozliSit kmeny S. aureus
na Ctyri standardni biotypy A, B, C a D podle hostitele: biotyp A — ¢lo-
vék; biotyp B — kur domaéci, prase; biotyp C (n&kdy diferencovany na
subtypy C; a C;) — skot, ovce a biotyp D — zajic. Z dosavadnich zku-
Senosti vyplyva, Ze ne vSechny kmeny S. aureus jsou klasifikovatelné
do znamych biotypi. To je s nejvétsi pravd&podobnosti zpiisobeno pro-
meénlivosti vlastnosti stafylokokii, které jsou ve svém prostfedi vysta-
veny uacinkdm antibiotik, dezinfekénich prostfedkt nebo zasahim pfii
technologické tipravé potravin a surovin Zivocisného ptivodu (Hé&jek
aj.,, 1983; Schlemmerova, 1987). Z praktickych divodi nelze po-
vazovat za novy biotyp kaZdou variantu odpovidajici kombinaci rtiznych
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kritérii u zndmych biotypl. N&kdy vSak lze vyjimecné& prijmout nové
oznaceni pro ty kmeny S. aureus, u nichZ neobvykla kombinace bioche-
mickych vlastnosti tizce souvisi s jinym vyznamnym fenotypovym zna-
kem, napr. s produkci stafylokokového enterotoxinu.

V na$i préci jsme se s vyuZitim nékterych biochemickych kritérii po-
kusili diferencovat do biotypli a srovnat s produkci enterotoxin kmeny
S. aureus ziskané z riznych materialli Gizce souvisejicich s prvovyrobou
mléka.

MATERIAL A METODY

Byl studovan soubor 432 kmenu S. aureus, z nichZ 288 kment pochézelo ze 30 vzor-
ki syrového kravského mléka z tdchovnych nadob, 52 kment z 24 stdrd z dojicich
zarizeni, 60 kmenl z 54 &tvrtovych vzorki mléka mastitidnich krav a 32 kmend z 21
vytéri z nosu a krku osetifovateli skotu a dojifek. Izolace kment S. aureus byla
provedena pfimo na selektivnim Baird-Parkerové agaru nebo po pomnoZen{ v tekutém
B-P bujonu (Van Doorne aj, 1981). Po subkultivaci na krevnim agaru byla zji%-
tovana prislusnost izolati k S. aureus pomoci konvenénich biochemickych testd ( H 4 -
jek aj, 1983) a komer¢ni soupravy STAPHY-test (Lachema, Brno).

Pri diferenciaci do biotypil byly pouZity testy, které pro biotypizaci navrhli Héa jek
aj. (1983).

Pritkaz tvorby enterotoxini A, B a C byl proveden imunodifdznim mikrotestem v su-
pernatantech z kultur stafylokoki ziskanych celofdnovou kultivaci (Petras, 1980).
Cisté enterotoxiny A a B a prisluiné protilatky byly ziskany od prof. M. S. Bergdolla
z Food Research Institute, University of Wisconsin v USA a enterotoxin C s antisérem
byly ziskdny z IHE Praha.

K pripravé pevngch pid byly pouZity zdklady pro krevni agar & 2 a 4, dale z4klad
pro Baird-Parkerv agar z n. p. IMUNA. Pidy byly doplné&ny piisludngmi ingredien-
cemi podle receptur. Tekuté Zivné pldy byly pripraveny 2z masopeptonového bujénu
€. 2 (n. p. IMUNA) a z mozkosrdcového bujonu (OXOID). V testu na detekci ente-
rotoxind byl pouZit Special Agar Noble (DIFCO).

VYSLEDKY

Vysledky biotypizacnich testli, koaguldzové aktivity v krdli¢i plazmé
a tvorby termonukledzy jsou uvedeny v tab. I. Bylo zjisténo, Ze vétSina
kment vykultivovanych ze syrového mléka, stéri a ¢tvrti byla pozitivni
v nésledujicich testech: tvorba pigmentu, koagulace hovézi plazmy a spo-
lecnd produkce hemolyzinii alfa a beta. Téme&F 89 % izolatd z mléka
a stérli vyristalo na KV agaru v oranZovych koloniich (tj. CV-test, typ
A). U kmeni izolovanych z mastitidnich ¢tvrti pfevaZoval ristovy typ C
s fialovymi koloniemi o 20 % proti typu A a podet kment tvoFicich he-
molyzin alfa pfevySoval producenty hemolyzinu beta o 5 %.

Kmeny S. aureus pochazejici od lidskych bacilonosi¢t netvofrily ve
stejné hojném pocétu pigment a méné neZ polovina koagulovala hovézi
plazmu. Naproti tomu 93,8 % huméannich kmend produkovalo hemolyzin
alfa a 65,6 % kmeni vykazovalo fibrinolytickou aktivitu. U téchto kmend
v CV-testu mirné prevaZoval ristovy typ C.

astoupeni biotyplt u souboru 432 kmenu S. aureus ve vztahu k jejich
plivodu je uvedeno v tab. II. Pfi diferenciaci izolati bylo zjisténo, Ze
mezi kmeny vykultivovanymi ze syrového mléka dominoval biotyp Ci,
ke kterému néaleZelo 81 % kment. K ostatnim biotypim byly zbyvajici
kmeny zafazeny takto: k biotypu C, 18 % kmeni, k biotypu A dva kmeny
a k biotypu B jeden kmen. Mezi kmeny izolovanymi ze stérii z dojicich
zaFizeni byl zji§tén opé&t nejvy3si pocet kmeni (84,6 %) biotypu C,.
K biotypu C, néaleZelo 11,5 % kment a k biotypu B pouze dva kmeny.
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I. Vysledky biotypiza&nich testd ve vztahu k tvorbé plazmoaguldazy a termonukleédzy
u kmenld S. aureus — Relations between biotypes of S. aureus and production of plas-
mocoagulase and thermonuclease

Yestl Pocet (procento) pozitivnich kment®

mléko™ l istéry ¥ mastitidy 6 lidé"
Fibrinolyzin?2 2 (0,7) 0 (0) 10 (16,7) 21 (65,6)
Koagulace hovéz{
plazmy? 285 (98,9) 50 (96,2) 46 (76,7) 13 (65,6)
Pigment* 284 (98,6) ‘52 (100) 46 (76,7) 21 (65,6)
CV-test, typ A3 255 (88,5) 46 (88,5) 24 (40,0) 15 (46,9)
CV-test, typ Cé 33 (11,5) 6 (11,5) 36 (60,0) 17 (53,1)
Alfa hemolyzin’ 4 (1,4) 3 (5.8) 10 (16,7) 30 (93,8)
Beta hemolyzin® 30 (10,4) 4 (7,7) 7 (11,7 0 (0)
Alfa + beta
hemolyzin? 252 (87,5) 44 (84,6) 43 (71,6) 0 (0)
Koagulace kralic¢f
plazmy 0 288 (100) 52 (100) 60 (100) 32 (100)
Termonukleaza'! 288 (100) 52 (100) 60 (100) 32 (100)
Sl pocet 288 52 60 32

‘test, ?fibrinolysin, 3bovine plasma coagulation, 4pigment, SCV-test, type A, ¢CV-test, type
C, ’alpha-haemolysin, 8beta-haemolysin, %alpha-beta haemolysin, rabbit plasma coa-
gulation, "thermonuclease, 2total number of strains, Pnumber (percentage) of positive
strains, “milk, “smears, “mastitis, "people

1. Zastoupen{ biotypl v souboru 432 kmenl S. aureus ve vztahu k jejich pivodu —
Relations between biotypes and origin of 432 strains of S. aureus

Pocet (procento) kmen zatfazenych do biotypud

Pivod kmend' P°C9t7 (p ) y i

‘kmentl A I B Cy | C, D G
Syrové mléko? 288 2 (0,7) | 1 (0,35)| 233 (81)]52 (18) | 0 (0) 0 (0)
Stéry z doji-
cfch zafizeni3 52 0 (0) 2 (3,9) |44 (84,6)| 6 (11,5)| 0 (0) 0(0)
Mastitidnf
Gtvrte! 60 8 (13,3)] 1 (1,7) | 21 (35) |23 (38,3)| 5 (8,3) | 2 (3,4)
Osetrovatelé ;
skotu’ 32 15 (47) 2 (6,2) 8 (25) | 0 (0) 0 (0) 6 (18,8)
Celkem® 432 |25 6 306 81 5 8
% 100 |58 | 14 | 708 188 | 12 1.9

lorigin of strains, 2raw milk, 3smears from milking machines, “mastitic udder guarters,
Scattle tenders, ‘total, 'number of strains, ®number (percentage) of strains classified
to the biotype

V souboru kmeni izolovanych z mastitidnich ¢tvrti bylo zaznamenano
zastoupeni vSech zndmych biotypti A aZz D, vCetné nové oznaceného bio-
typu G. Nejvice izol4ti bylo zafFazeno do bovinnich biotypi, pFicemZ
k biotypu C; bylo uréeno 35 % kmenti a k biotypu C, 38 % kmenii. Zby-
vajicich 13,3 % kmeni naleZelo biotypu A, 8,3 % biotypu D, dva kmeny
biotypu G a jeden kmen biotypu B.
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Z humannich kmen, ziskanych od oSetfovateli skotu a dojicek, bylo
diferencovano 47 % kmen@ biotypu A, 6,2 % kmend biotypu B, 25 %
kmenii biotypu C;, 18,8 % kmeni biotypu G a jeden kmen nebyl klasi-
fikovan do Zadného z biotypu.

V tab. III je uveden prehled jednotlivych biotypl ve vztahu k jejich
produkci enterotoxinit A, B a C. V mléce byly nalezeny dva kmeny pro-
dukujici enterotoxin C, ve stérech z dojicich zafizeni jeden kmen tvofici
rovnéz enterotoxin C a ve Ctvrtovych vzorcich inléka jeden kmen, ktery
syntetizoval enterotoxin A. V souboru 32 kmeni od lidskych bacilonosicii
bylo zjisténo celkem 9 enterotoxinogennich kment, z nichZ tfi produko-
valy enterotoxin A, jeden enterotoxin B, Ctyfi enterotoxin C a jeden
kombinaci enterotoxini A a B. Z vysledkli je dale patrno, Ze produkce
enterotoxinu A byla zjiSténa u kment, které nélezely vylu¢né biotypu G.
Enterotoxin B produkoval jeden kmen uréeny k biotypu B. Enterotoxin C
tvoFily tFi biotypy A, dva biotypy B a jeden biotyp G. Jeden kmen nebyl
klasifikovan do Zadného z biotypli. Soucasnd produkce enterotoxini A
a B byla prokdzdna u jednoho kmene néleZejiciho biotypu A.

11I. Zastoupeni biotypd u kmend S. aureus ve vziahu k tvorbé enterotoxini A, B a C
— Relations between biotypes of S. aureus and production of enterotoxins A, B and C

Prodiiko Pocet kmenh zatazenych
: L 5
vany typ| Pocet da histypn
Pivod kmeni' entero- | kmena?
itoxinu? A B G neza-
fazeno™

Syrové mléko? c 2 2 0 0 0
Stéry z dojicich
zarizenf3 (& 1 0 1 0 0
Mastitidn{ Ctvrté4 A 1 0 0 1 0
OSetrovatelé skotu® A 3 0 0 3 0

B 1 0 1 0 0

C 4 1 1 1 il

A+B 1 1 0 0 0

Celkem® | 13 4 | 3 5 1
% | 100 308 | 231 | 384 .7

For 1—6 see Tab. 1I; 7produced type of enterotoxin, ®number of strains, number of
strains classified to the biotypes, ®not classified

DISKUSE

Zdkladnim biotypizacnim testem pro odliSeni tzv. lidskych kmena S.
aureus od zvifecich je prikaz fibrinolytické aktivity (Hajek a Mar-
34lek, 1971; Devriese, 1984). Z naSich vysledkl lze ucinit po-
dobny zavér, nebot z celkem 23 izolath vykazujicich fibrinolytickou ak-
tivitu 21 kment pochézelo od lidskych bacilonosici a pouze dva kmeny
byly izolovdny ze syrového mléka. Pro kmeny S. aureus, které se vysky-
tuji u skotu, je charakteristickd koagulace hovézi plazmy. ZjiSténd po-
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zitivni koaguldzova aktivita v hovézi plazm& u 98 % kmenl z mléka
a u 96 % kment ze stértt z dojicich zafizeni potvrzuje skutefnost, Ze
mléko a mlécnd 7laza skotu jsou kontaminovdny s naprostou pievahou
bovinnim biotypem C.

Typ ristu na agaru s krystalovou violeti a produkce hemolyzinl alfa
a beta jsou oznacovany jako variabilni znaky, nebot jsou do znacné miry
z4vislé na pivodu kmeni (Vymola, 1983). Zastoupeni vysokého po-
dilu tvorby alfa hemolyzinu, které jsme zjistili u 93,8 % kmeni izolo-
vanych od lidi dobfe Kkoreluje s nékterymi literarnimi udaji, napf.
Elek a Levy (1950), Hdjek a Mar8dalek (1971). U kment
z mléka, stérii a mlécné Zlazy jsme zjistili znacnou pfevahu spolecneé
produkce hemolyzint alfa a beta. Tato zjist&nf jsou v souladu s vysled-
ky, které uvadi napf. Jasper aj. (1985). V na3ich Setfenich jsme
v3ak nepotvrdili vysoky stupeil korelace mezi koaguldzovou aktivitou
a tvorbou pigmentu, zejména u kmeni izolovanych z mastitidnich ctvrti
a od lidskych bacilonosicli. S podobnou anomaélii se setkali Hajek aj.
(1972) u kmeni izolovanych z norkd, Skalka (1977) u bovinnich
kmenti a Opletal (1987) u kmend z mlécné zlazy mastitidnich krav.

PFi biotypizacni klasifikaci souboru 432 kmenu S. aureus jsme identi-
fikovali biotyp A ve v3ech skupindch izolath z mléka, z mastitidnich
¢tvrti a od lidskych bacilonosicli, u kterych mél pocetné nejvy3ssi zastou-
peni. Biotyp B se vyskytl ojediné&le ve vSech skupindch S. aureus a lze
proto povazovat kmeny tohoto biotypu spiSe za sekundarni kontaminanty
¢i tranzitni mikrofléru.

Bovinni biotypy C byly zjiStény v znacné pFevaze ve vSech souborech
kmenid s vyjimkou lidskych kmend, pricemZ v mléce a stérech domi-
noval biotyp Cs. Biotyp C, se vyskytl v pfevaze pouze u kment z masti-
tidnich ¢tvrti, u nichZ pocetn& pfesahl druhou variantu C; o 3 %. Biotyp
D jsme nalezli pouze mezi izoldty z mastitid. Jeden kmen ziskany od
lidského bacilonosice nebyl klasifikovdn do Zddného z biotypli. Obdobné
zastoupeni biotypt uvadi Opletal (1987), ktery vSak zjistil ve sku-
piné 157 kmend S. aureus z mastitidnich ¢tvrti vysoké zastoupeni bio-
typu A, které ¢inilo 27 %. Na3e zjisténi biotypu A u 13,3 % kmenit vy-
kultivovanych rovnéZ ze d&tvrti podporuje jeho predpoklad existence
jinych zdroji infekce pro mléénou Zlazu.

Kmeny S. aureus izolované ze surovin Zivoc¢iSného piivodu jsou nékdy
obtiZzné klasifikovatelné do zndmych biotypi. Napf. v Japonsku byly
z laboratornich my3if, krys a morcat izolovdny kmeny, které produko-
valy fibrinolyzin jako biotyp A, ale soucasné koagulovaly hov&zi plazmu
jako biotyp C. Kmeny s témito vlastnostmi byly popsdny jako biotyp G
(Shimizu aj., 1986). Stejné oznaceni biotypu jsme pouZili pro 3est
kment izolovanych od lidi a pro dva kmeny vykultivované z mastitidnich
Ctvrti.

Syrové kravské mléko je potenciondlnim rezervodrem enterotoxino-
gennich kment S. aureus, ty vSak svym poctem ovliviiuji celkovy pocet
mikroorganismi jen nepatrné. U enterotoxinogennich kmenii z mléka
je nejcastéji prokdzana produkce enterotoxinu A, dile enterotoxinu C
a enterotoxinu D (Bryan, 1983; Harvey a Gilmour, 1985;
Bautista aj., 1988). Ve vétsiné publikovanych praci, ve kterych bylo
cilem sledovat u stafylokoki{i vztah mezi biotypem a produkci enteroto-
xinu, dosp&li autofi k zdvéru, Ze nejvice enterotoxinogennich kmeni se
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vyskytuje mezi biotypy A (Hdjek a Mars4lek, 1971; Olsvik
aj., 1981; Schlemmerovd, 1987). Nade vysledky tento zav&r po-
tvrzuji jen do uréité miry, nebot témé&r 31 % izolath produkujicich ente-
rotoxiny néleZelo biotypu A, av3ak nejvice enterotoxinogennich kmendt,
tj. 38,4 %, bylo zafazeno k nové oznafenému biotypu G. Na3e vysledky
jsou v souladu s literarnimi udaji rovn&Zz v tom, Ze nédlez enterotoxino-
gennich kmeni je vice spjat s ¢lovékem jako hostitelem, neZ s pfisius-
nost{ k biotypu A. Potvrzuje se tim nesporny vyznam huméanni konta-
minace ve vyrobé mléka a mlécéné vyZivy. Tato zdvaZné skutecnost za-
sahuje do celé oblasti produkce zdravotné nezdvadné vyZivy lidi.

Literatura

BAUTISTA, L. — GAYA, P. — MEDINA, M. — NUNEZ, M.: A quantitative study of ente-
rotoxin production by sheep milk staphylococci. Appl. environ. Microbiol, 54, 1988,
s. 566—569.

BRYAN, F. L.: Epidemiology of milk-borne diseases. ]J. Fd Protec., 46, 1983, s. 637 —647.
DEVRIESE, L. A.:: A simplified system for biotyping of Staphylococcus aureus. ]. appl.
Bact., 56, 1984, s. 215—216.

DOORNE, H. van — BAIRD, R. M. — HENRIKSZ, D. T. — KRECK, D. M. — PAUWELS,
H. P.: Liquid modification of Baird-Parkers medium for the selective enrichment of
Staphylococcus aureus. Antonie van Leeuwenhoek, 47, 1981, s. 267—278.

ELEK, S. D. — LEVY, E.: Distribution of haemolysins in pathogenic and non-patho-
genic staphylococci. J. Path, Bact., 62, 1950, s. 541—553.

HAJEK, V. — MARSALEK, E.: The differentiation of pathogenic staphylococci a sug-
gestion for their taxonomic classification. Zentbl. Bakt. Parasit. - Kde, A, 217, 1971,
s. 176—182.

HAJEK, V. a kol.: Diagnostika stafylokokl a stafylokokovych infekci. Acta hyg. epidem.
microbiol., pfiloha &. 5, Praha, IHE 1983, s. 3—30.

HARVEY, ]J. — GILMOUR, A.: Application of current methods for isolation of staphy-
lococci in raw bovine milk. J. appl. Bact., 59, 1985, s. 207 —221.

JASPER, D. E. — INFANTE, F. — DELLINGER, ]. D.: Relationship among the results
of coagulase, staphylococcal toxin and thermonuclease tests on staphylococci from
cow milk. ]. clin. Microbiol., 21, 1985, s. 582—584.

OLSVIK, 0. — BERDAL, B. P, — FOSSUM, K. — OMALD, T.: Enterotoxin production by
Staphylococcus aureus related to the origin of the strains. Acta path. microbiol.
scand., B, 89, 1981, s. 423—426.

OPLETAL, A.: Né&které biologické vlastnosti a patogenita Staphylococcus aureus pro
mlé&nou Zlazu skotu. [Kandidatsk4 dizertace.] Brno 1987, 180 s. — Vg¢zkumng§ Gstav
veterindrnfho lékafstvi.

PETRAS, P.: Detection of staphylococcal enterotoxigenicity. 1. Methods. ]. Hyg. Epidem.
Microbiol. Immun., 24, 1980, s. 22—28.

SHIMIZU, A. — KAWANDO, ]. — KIMURA, S.: Biotyping of coagulase-positive Staphy-
lococcus aureus and Staphylococcus intermedius strains isolated from various animals
in Japan. Jap. J. Sci., 48, 1986, s. 1227—1235.

SCHLEMMEROVA, L.: Stafylokoky v poZivatindch, metody kultivace a hodnoceni né&-
lezfi. [Kandidatskd disertace.] Praha 1987, 330 s. — Institut hygieny a epidemiologie.
SKALKA, B.: Diagnostika koaguldzopozitivnich stafylokokil se zFetelem na moZnost
jejiho epizootologického vyuZitf., [Vyzkumna zpréva.] Brno, Vysoka 3kola veterindrnf,
1977, 40 s. )

SKALKA, B. — SMOLA, ].: Prakticky vyznam biotypizace Staphylococcus aureus. Ve-
terinafrstvi, 31, 1981, s. 303—305.

VYMOLA, F. a kol.: Stafylokokové infekce. Praha, Avicenum 1983, s. 69—81.

Doslo dne 3. 7. 1990

ROZICKOVA, V. (Veterinary Research Institute, Brno): Recent knowledge of biotypes
of Staphylococcus aureus strains isolated in dairy farms. Veter. Med. (Praha), 36,
1991 (7): 393—399.

398 VETERINARNI MEDICINA — 1991



A detailed analysis of biotypes of Staphylococcus aureus, as related to their origin
and enterotoxigenicity, was performed, using 432 strains isolated from bulk milk,
milking machines, quarter milk samples collected from mastitic cows, and cowherds
and milkers. All strains coagulated rabbit bleed plasma and produced thermonuclease
(Tab. I). Human strains differed from bovine ones mostly in the groduction of alpha-
-haemolysin (94 %) and fibrinolysin (66 %]). Biotypes C; (35 %) and C, (38 %)
dominated clearly among the strains isolated from quarter milk samples. The findings
of 13 % of biotype A and 8 % of biotype D suggest that other sources of udder in-
fections than mastitic cows were involved. Almost 19 % of human strains and two
strains isolated from quarter milk samples were identified as the recently defined
type G. The production of enterotoxins (Tab. III) was associated mostly with strains
of human origin (69 %) and with biotypes G (35 %) and A (31 %). Three entero-
toxigenic strains belonged to the biotype B and one strain was not classifiable.

milk production; Staphylococcus aureus; biological typification; enterotoxigenicity
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AKTIVITA DEHYDROGENAZ VE SLIZNICI TENKEHO STREVA PRI
EXPERIMENTALNI KOKCIDIOZE SAJICICH SELAT

M. Kudweis, Z. Lojda, I. Juli§, L. Lenhardt, J. Marcanik

KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, I. — LENHARDT, L. — MARCANIK, J. (Vy-
zkumnéd a diagnostickd histochemicka laboratoF¥, nemocnice, Cesky Krumlov; La-
boratof pro histochemii pfi 1ékafské fakult® Univerzity Karlovy, Praha; Vysoka
Skola veterinarni, Ko3ice): Aktivita dehydrogendz ve sliznict tenkého stieva pri
experimentdlni kokcididze sajicich selat. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (7):
401—413.

Ve sliznici duodena, jejuna i ilea 19 konven&nich selat infikovanych prvni{ den
po porodu (DPP) oocystami kokcidie Eimeria debliecki (infekéni davka 200 000
oocyst) jsme mikrodenzitometricky vyhodnotili aktivitu 3-g-hydroxybutyrat dehyd-
rogendzy (EC. 1.1.1.30.; HBD) a izocitrat dehydrogendzy (EC. 1.1.1.41.; ICD).
Syntézu obou dehydrogendz jsme ve sliznici tenkého stfeva studovali v obdobf
1.—10. den po infekci (DPI). Aktivitu HBD i ICD jsme sledovali také v tenkém
stievé Ctyf kontrolnfch konvenénich selat ve véku 2—5 dnid. Zjistili jsme, e ob&
dehydrogendzy vykazuji topograficky gradient, pri¢emZ jejich aktivita stoupd ve
sliznici tenkého stfeva od duodena smérem abordlnim. Vice je sliznice st¥evnf
vybavena aktivitou ICD, u které jsme proké&zali vyrazn&jsi topiku, kdeZito HBD
mé svoji aktivitu rozloZenou na Grovni enterocytd disperzn&. U infikovangch selat
jsme prokazali, Ze denzita obou enzymi klesd jiZ prvni DPI a nejniZ$f hodnoty
denzity dosahuje osmy¢ (ICD), resp. devaty (HBD) DPI. Statisticky v¢znamno»
predispozici k hypoaktivité studovangch dehydrogendz a jeji zretelny posun jsme
v obdobf experimentédlnf infekce nezaregistrovali. Rychlej3f rekonstrukci syntézy
jsme prokdazali u ICD, Groveli jejiZ aktivity 10. DPI ve sliznici stfevnf odpovidala
93 U aktivity této dehydrogendzy, zjisténé v tenkém stfevd kontrolnich selat.
Denzita HBD se ke stejnému dni (10. DPI) upravila pouze na 44,7 % hodnoty,
prokéazané ve sliznici stfevni kontrolni skupiny zvifat.

Limeria debliecki; experimentalnf infekce; konvené&ni selata; histochemie; mito-
chondrialnf enzymy; mikrodenzitometrie

Eimeria debliecki, vedle E. perminuta a E. scabra, patfi v naSich pod-
mink4ch k t&m druhtm kokcidii rodu Eimeria, u které byla zjisténa nej-
vy88i frekvence vyskytu v rtznych velkochovech prasat (Nadprav-
nik a Fajko§, 1978, Chroustova, 1980).

Patogenezi a patologii infekci, etiologicky vazanych na E. debliecki
se zabyval Vetterling (1965) a Lindsay aj. (1987).

Pomérné dobré predstavy o znacné rozdilné patologii enteralnich
zmé&n vyvolanych jednotlivymi druhy kokcidii uvefejnili Stuart
a Lindsay (1986).

Témér Z4dné znalosti nejsou o funkénich defektech sliznice tenkého
stfeva selat a prasat, spontdanné ¢i experimentalné infikovanych kokcidii
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E. debliecki. Touto problematikou se zabyval pouze Kudweis aj.

(1991), pficemZ podstatné Sirsi jsou sou¢asné znalosti o histochemii en-
'zymi sliznice stfevni selat a b&hounid infikovanych kokcidii 1. suid
(Kudweis a Lojda, 1989a), popf. druhem E. scabra (Kudweis
aj., 1987).

]Histochemii dehydrogenédz se ve veterindrni patologii doposud véno-
valo pouze ng&kolik autord (Marcanik, 1980; Lenhardt aj.,
1988; Kudweis aj.,, 1989).

Siroké spektrum dehydrogendz a jejich aktivitu ve sliznici stfevni lid-
skych novorozenci a riznych mladat hospodarskych zviFat véetn& selat
studovali Lojda (1969a, 1974), Fric¢ aj. (1975) a Kudweis
a Lojda (1989b, c).

Pro pochopeni histochemie a vyznamu dehydrogendz v metabolismu
enterocytii a nékterych dalSich bunék maji zdsadni vyznam poznatky,
kleré uverejnili Lojda (1969b, 1974, 1983), Lojda aj. (1979),
Klein a McKenzie (1983) a Firmansyah aj. (1989).

O zna¢ném vyznamu a rozSifeni dehydrogenazovych komplexid v Zivo-
¢iSném organismu svédcéi studie, které publikovali Kataoka (1970),
Iijimou a Imai (1976), Elias aj., 1982; Elias, 1985 Gu-
lotta (1985) a Skolek-Winnisch aj. (1986).

Cilem naSi prace je posoudit funkc¢ni stav sliznice tenkého stieva ex-
perimentalné infikovanych selat kokcidii E. debliecki prostfednictvim
studia aktivity vybranych enzymi dehydrogendzového systému.

btudle prinasi také v naSich podminkach prioritni vysledky objektiv-

Eosouzene topochemické distribuce obou sledovanych dehydrogenaz
absorp¢nich buiikach jednotlivych tsekii tenkého stieva u zdravych
selat.

MATERIAL A METODA

Prehled experimentdln& infikovangch a kontrolnich konvené&nich selat, v&etn& &aso-
vych ddaji (DPP, DPI, vé&k) uvadi tab. I

O zpiisobu odbéru vzorki jednotlivgch dsekd tenkého stfeva, jejich zpracovanf a tech-
nice pripravy zmrazenych fezli jsme referovali diive [Kudwels aj., 1989).

Selata byla infikovdna kmenem oocyst E. debliecki (infek&ni ddvka 200 000 oocyst),
kiery jsme ziskali separaci, ofist€nim a pomnoZenim oocyst této kokcidie ze spontanni
infekce b&hounil ve véku tif mésici a chovanych v podminkach velkovyrobnf techno-
logie. Pripravené infek&ni inokulum bylo staré dva mé&sice a k infekci jsme pouZili
jicni rourku.

Zmrazené Fezy, pofrizené na zarizeni Frigocut Mod. 2700 (Reichert Jung, SRN), tlusté
maximdlng 10 gm jsme inkubovali v médiu pripraveném pro detekci HBD i ICD podle
Barka a Andersona (1963) v modifikaénich upravach, jak je uvddéjf Lojda
aj. (1979).

Jako substrdtu volby pro prikaz HBD jsme uZili DL-3-hydroxybutyrdt sodny a pro
detekci ICD trojsodnou sl DL-izocitronové kyseliny. Akecptorem v obou inkuba&nich
roztocich byl nikotinamidadenin dinukleotid (NAD).

Aktivitu obou studovanych dehydrogendz jsme na urovni absorpénfch bun&k v3ech
studovanych tdsekd tenkého stfeva (duodenum, stfedni a zadni jejunum, ileum) vyhod-
notili na po&itatem rizeném (SAPI-ZPS-2) skanujicim a integrujicim mikrodenzitometru
Vickers M-86 pri pouZitf objektivu 20)< a clony &. 2 (primér 2 um).

Denzitu reak&nfho produktu HBD i ICD jsme mé&Fili p¥i vlnové délce 480 nm, kter4
ve zvolené konfiguraci pristroje odpovidala maximdlnf absorpci deponovaného reaké-
nfho produktu.

Koncentraci enzymi a jejich denzitu jsme méFili na 15 Fezech kaZdého dseku ten-
kého stieva, pticemZ jsme na jednotlivgch Fezech hodnotili aktivitu dehydrogeniz na
15 stievnich klcich. Na kaZdém prohliZeném stievnim klku jsme optickou koncentraci
enzymil zji§tovali v 15—20 bodech, odpovidajicich lokalizaci enterocytd.
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I. Prehled zpracovaného materidlu — A survey of the experimental material

Selell B DPPjn* DPI,"* 1 Vek!
KsgED 1, 2 1 1 2
KsED 3 1 2 3
KsED 4, 5 1 3 4
KsED 6, 7 1 4 5
KsED 8, 9 1 5 6
KsED 10, 11, 12 1 6 7
KsgED 13, 14 1 7 8
KsED 15, 16 1 8 9
KsgED 17 1 9 10
KsED 18, 19 1 10 11
K1—K4*** 0 0 2—5
BBKSED — konvenéni sele — E. debliecki; "infekce ve dnech po porodu; **utracenf

ve dny po infekci; ***kontrolni selata — BBXsED — conventional piglet — E. debliec-
ki; *infection on days after parturition; **killing on days after infection; ***control
piglets

lage

Na kaZdém Dbodu jsme denzitu promérili v pozici supra-, para- a infranukleirnf a vy-
sledky jsme pak pievedli do primé&rnych hodnot, prezentujicich denzitu jednotlivych
enterocytd.

Takto ziskané ddaje jsme statisticky zpracovali (ze v8ech Gsekid tenkého stieva)
a stanovili prdmérnou hodnotu denzity (Dx) reakénfho produktu HBD a ICD v ab-
sorp&nich buiikdch pro kaZdy dsek tenkého stfeva samostatné.

Podrobnou charakteristiku denzitometrické analyzy obrazu, vcCetné& S$ir§tho souboru
statistickgch modell poddvé ve své prdci Kudweis (1989).

VYSLEDKY

Aktivitu HBD i ICD jsme studovali na trovni supra-, infra- a paranuk-
ledarni oblasti enterocytd (obr. 1).

U kontrolnich konvenénich selat ve véku 2—5 dnll jsme prokazali to-
pograficky gradient u obou dehydrogendz, jejichZ aktivita od sliznice
duodena smérem abordlnim stoupa.

V pfipadé HBD naértst denzity (duodenum — ileum) odpovida 4,3 %;
u ICD je zvySeni ménd zfetelné (1,9 %]). V lokalizaci ma lepsi topiku
ICD, kterd je deponovana prevazné v supranukledrni z6n& absorpénich
bunék. Infra- a paranukledrné je anzym lokalizovdn pouze ve stopovych
koncentracich. Slabou pozitivitu ICD jsme ve sliznici stfevni kontrol-
nich selat prokazali také na trovni stromatu stfevnich klki, v lokalité
lamina muscularis mucosae (obr. 2). V celularni lokalizaci jsme v jednot-
livych tsecich tenkého stfeva kontrolnich selat Zadné odliSnosti neza-
registrovali (obr. 3).

HBD je lokalizovdn disperzné, ve vSech oblastech enterocytd témeér na
shodné trovni. Také v pfipadé této dehydrogendzy se nam podafilo pro-
kazat jeji depozici, ve srovnani s aktivitou ICD siln&jsi, ve svalové vrst-
vé stfevnich klkd a také v burikdch stfevnich krypt (obr. 4). Celkové
viak ve sliznici tenkého stfeva kontrolnich selat prevaZuje aktivita ICD,

v

jejiz DX je o 23,4 % vyssi, neZ je denzita HBD.
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1. Absorpéni povrch tenkého stfeva v ob-
lasti jejuna (detail); 1 — supra-, 2 —
para-, 3 — infranuklearni oblast en-
terocytli; [] — lokalita absorpéni buii-
ky (zv. 800X, HE) — The absorption
surface of small intestine in the jeju-
num region (detail view); 1 — supra-,
2 — para-, 3 — infranuclear region of
enterocytes; [] — absorption cell lo-
cality (enl. 800)<, HE)

2. Reakce na ICD. Reakéni produkt je
lokalizovdn zejména v supranukledrnf
z6né& enterocytd (-). Kontrolnf sele
ve véku 3 dni, oblast zadnfho jejuna;
* — pozitivita ICD v lamina muscula-
ris mucosae (zv. 140X) — The re-
action to ICD. The reaction product is
localized mainly in the supranuclear
zone of enterocytes (-). A control
piglet at the age of 3 days, posterior
jejunum region; * — ICD positivity in
the lamina muscularis mucosae (enl.

140X

3. Reakce na ICD. Reakcni produkt je lo-
kalizovdn zejména v supranukledrni
zOoné enterocytd (-). Kontrolnf sele
ve véku 5 dnli, oblast duodena (zv.
140><) — The reaction to ICD. The
reaction product is localized mainly
in the supranuclear zone of enterocy-
tes (~). A control piglet five days old,
duodenum region (enl. 140<)

4, Reakce na HBD. Reak¢nf produkt je
rozloZen v celé plo3e enterocytll («-).
Kontrolni sele ve véku 3 dny, oblast
zadniho jejuna (zv. 160)X) — The re-
action to HBD. The reaction product
is spread over the whole area of en-
terocytes («-). A control piglet at the
age of 3 days, posterior jejunum re
gion (enl. 160<)
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U experimentalné infikovanych selat jsme u obou dehydrogenaz za-
znamenali pokles aktivity jiz 1. DPIL.

Denzita HBD se sniZovala ve sliznici vSech studovanych tsekt tenkého
stfeva v podstaté shodne. Zbytkova aktivita enzymu byla deponovana
predevsim v infranukledrni zoné enterocytt (obr. 5).

Statisticky vyznamné predispozice k hypoaktivité HBD se ndm proka-
zat nepodarilo. Nejnizs§i Dx v celém tenkém stfevé jsme zjistili 9. DPI
(22,8 % kontrolnich zjisténi), pricemzZ se aktivita HBD pohybovala v roz-
mezi od 22,9 (stfedni jejunum; obr. 6) do 28,2 % (duodenum). 10. DPI
jsme zaregistrovali nédstup funkc¢nich reparativnich zmén, kdy se Dx
HBD v absorp&nich buiikach zvys$ila na 44,7 % fyziologické aktivity.
Tato rekonstrukce meéla variabilitu od 34,2 (stfedni jejunum) do 54 %
(ileum]).

Domnivame se, Ze prfes pomerné vyrovnany deficit HBD v celém ten-
kém stfevé b&hem experimentalni infekce, je obnova aktivity tohoto
enzymu realnéjsi v zadnich partiich tenkého stieva.

Také Dx ICD enterocytii se snizuje u infikovanych selat pomérné vy-
rovnané. Vyjimkou je 4. a 5. DPI, kdy je prednostné deficitni sliznice
zadniho jejuna a ilea (4. DPI) a duodena a stiedniho jejuna (5. DPI).

Nejmeéne je sliznice tenkeého stfeva aktivitou ICD vybavena 8. DPI, kdy
DX dosahuje 68,1 % urovné kontrolnich hodnot s variabilitou od 67,5
(zadni jejunum; obr, 7) do 69,4 % (ileum).

(81}

Reakce na HBD. Zbytkova aktivita de-
ponovana ze ména v intranukledrni
zoné enterocytt 5. DPI v oblasti stred-
niho jejuna (-): * — pozitivita HBD
v buiikach stievnich krypt — The re-
action to HBD. The residual activity
is deposited mainly in the intranuclear
zone of enterocytes on DAI 5 in the
middle jejunum region (-); * — HBD
positivity in the cells of intestinal
crypts
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6. Reakce na HBD. Znac¢né redukovana
aktivita dehydrogendazy 9. DPI v ob-
lasti stfednfho jejuna. Aktivita stéle
pfevaZzuje v infranuklearni z6né& ente-
rocytid (zv. 160X) — The reaction to
HBD. The markedly reduced activity of
dehydrogenase on DAI 9 in the middle
jejunum region. The activity is still
prevailing in the infranuclear zone of
enterocytes (enl. 160<)

7. Reakce na ICD. Vyrazny pokles akti-
vity ICD po celém obvodu stfevnich
klkii 8. DPI v oblasti zadnfho jejuna
(zv. 140X) — The reaction to ICD.
A marked decrease in the ICD acti-
vity along the periphery of intestinal
villi on DAI 8 in the posterior jejunum
region (enl. 140X

9. a 10. DPI se nam podarila prokazat nastupujici tprava aktivity ICD
absorpénich bung&k, kterd byla nepatrné vy33i v oblasti duodena a stied-
niho jejuna. 9. DPI celkova dprava dosahla Dx 92,7 % (89,7 % v zadnim
jejunu — obr. 8 aZ 94,6 % v ducdenu) a 10. DPI 93 % (90,3 % v ileu aZ
95,5 % v duodenu).

Prokéazali jsme tedy, Ze dva enzymy téhoZ (dehydrogen&zového) kom-
plexu maji odlisnou topografickou rekonstrukci syntetické schopnosti,
pravdépodobng ve vztahu k rtizné lokalizaci kmenovych enterocytd, ca-
sovému pilisobeni enterdlniho vlivu pouZité kokcidie a predevSim ke spe-
cifické citlivosti obou dehydrogenéz.

Statistiku vyvoje aktivity HBD a ICD ve sliznici stFevni infikovangych
selat dokumentuje tab. II a obr. 9 a 10.
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8. Reakce na ICD. Rekonstrukce aktivity
ICD 9. DPI v oblasti zadnfho jejuna.
Apex stfevnich klkl zlistdva prevaZné&

stale deficitni (*; zv. 140X)

— The

reaction to ICD. The resumption of
ICD activity on DAI 9 in the posterior
jejunum region. The apex of intestinal
villi is mostly deficient in this acti-

vity (*; enl. 140¢)
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9. Vgvoj aktivity HBD [%] ve

sliznici tenkého stfeva infi-
kovanych selat — The de-
velopment of the HBD ac-
tivity [%] in the small in-
testine mucosa of infected
piglets

Explanatory notes to Figs.
9—10: control value, Z2days
after infection

10. Vyvoj aktivity ICD [%]
ve sliznici tenkého stfeva
infikovanych selat — The
development of ICD activi-
ty [%] in the small intes-
tine mucosa of infected
piglets

7

i
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16617 — VNIDIAAW INYYNINALIA 80F

II. Vyvoj aktivity HBD (a) a ICD (b} ve sliznici tenkého streva infikovanych selat — statistika® — The development of HBD (a)
and ICD (b) activities in the small intestine mucosa in infected piglets — statistics*

Strevo** DPI1 DPI2 DPI2 DPI4 DPI5S DPI6 l DPI17 DPI8 DPI9 DPi10 K1—x<l

D 97,7 97.4 90.3 87.2 57.6 36,7 401 | 341 20,1 419 104,4

I 101,3 102,4 81,5 95,9 62,0 38,5 325 | 31.3 246 36,7 105.4

a J2 104.,8 96,2 93,1 88.4 62,2 40,3 30,9 330 25.2 55,1 109.1

I 99,8 100,1 97,7 87,1 62,7 419 41,7 34,2 24,7 57.8 109,0

X 1009 99,2 90,3 89.7 61,1 | 294 36,3 332 26,2 479 106.9

yma 94,3 92,6 84,8 83,8 57,1 | 368 33,9 30,9 24,4 447 100.0

|

D 136,8 95,8 99,0 1009 93,1 95,7 95.5 95,3 132,1 1334 137,0

Ja 139,0 103,9 98,2 1009 90,4 913 | 97.7 94.4 120.4 132,8 140,2

h I2 137.3 114,6 101,4 97.2 100.3 94,1 85.2 943 125.2 127.2 140,3

I 134.7 108,7 98,4 94.0 104.1 DR 941 96.9 130.7 126.2 141,2

X 136,9 105,3 99,4 98,3 96,9 | 33.5 959 95,2 129.,6 129,9 139.6

l s 1] 98,1 75.4 k4 70,3 694 | 7.2 68,6 68.1 92,7 930 | 1000

|

*vgsledky v Dx; **D — duodenum; ]; — stfedni jejunum; J, — zadni jejunum; 1 — ileum; Bsontrolni selata; BBvyvoj aktivity [%]
— *the results in Dx; **D — duodenum; J, — middle jejunum; J, — posterior jejunum: I — ileum; Bcontrol piglets; l-activity

development [%)]



DISKUSE

Kokcidiéza sajicich selat, etiologicky spojovdna s kokcidii E. debliec-
ki, nema podle n&kterych autort zpravidla ve vztahu k patologickému
obrazu sliznice stfevni tak zdvaZny charakter, jako jiné druhy kokcidil
rodu Eimeria, pFipadné rodu Isospora (Stuart a Lindsay, 1986).
Doklada to také naSe diivéjsi studie, ve které referujeme o minimélnich
zménach morfometrickych dat stfevniho reliéfu selat, experimentalné in-
fikovanych kokcidii E. debliecki ( Kudweis aj., 1990).

Prepatentni perioda kokcidie E. debliecki je zpravidla udavana 6,5 dne
(Vetterling, 1965), patentni perioda 5 dnit (Vetterling, 1965)
aZ 7 dntt (Lindsay, 1987). Za predispozi¢ni lokalitu vyvojovych
stadii kokcidie uvadgji zmin&ni autori prfedni usek jejuna, popf. sliznici
duodena.

Enzymy, Fadici se do dehydrogendzového komplexu, maji ve sliznici
stifevni zdsadni vyznam pro budovani energetickych vazeb a pro objek-
tivni posouzeni zralosti, resp. stupné& opotfebovani absorp&nich bunék
{Klein a McKenzie, 1983; Lojda, 1983).

Dehydrogenaz, které se daji podrobit vcelku seriozni histochemické
analyze in vivo je zndma v enterocytech lidského tenkého stfeva cela
fada (Lojda, 1974). Jedna se o skupinu enzymi, vyhradné lokalizo-
vanych v mitochondriich, pfipadné& pouze ojedinéle v cytosolu (Loj-
da, 1969a; Fric aj., 1975; Lojda aj., 1979).

V cytoplazmatu enterocytli jsou mitochondrie lokalizovany v supra-,
para- a také infranukledrni zoné. Proto je aktivita dehydrogendz nejcas-
téji rozloZzena po celé ploSe absorp¢ni butiky (Lojda, 1969a).

Z energetické prislusnosti dehydrogendaz, jak je uvadi Lojda (1974)
je patrné, Ze v enterocytech je vysokd aktivita glykolitického, Krebsova
a také pentozového cyklu. Energetického vytéZku za spoluidcasti dehyd-
rogendz bunka zpravidla uZivd pro aktivni resorpci nejriizné&jsich sub-
stanci (Lojda, 1969a).

Vysokou aktivitou dehydrogenazového komplexu jsou vedle lidskych
absorpénich bunék vybaveny enterocyty sliznice stfevni sajicich selat
(Marcanik, 1980; Kudweis a Lojda, 1989b, c) a b&houni
(Lenhardt aj., 1988).

Znacnou aktivitu dehydrogendz obsahuji rovnéz absorpéni buiiky ten-
kého stfeva hospodarsky vyznamnych ptakd. Dokladd to studie Mar -
canika (1980), ktery se v&noval histochemii tenkého stfeva kufat.

3-g-hydroxybutyradt dehydrogendza (3-hydroxybutyrat-NAD*-transhyd-
rogendza; D-3-hydroxybutyrat-NAD *-oxidoreduktaza; EC. 1.1.1.30.; HBD)
a izocitrat dehydrogeniza (3-DS-izocitrat-NAD*-oxidoreduktdza; EC.
1.1.1.41.; ICD) patfi do skupiny koenzym-dependentnich dehydrogeniz
(Lojda aj., 1979).

HBD je kromé& vyznamného enzymu v metabolismu mastnych kyselin
konvertorem predevSsim D-3-hydroxybutyrdtu na acetoacetat, ktery je
dileZity pro ziskdni a transformaci energie. HBD se v3ak zicastiiuje také
zpétné redukce acetacetatu na D-3-hydroxybutyrat (lijima a Imai,
1976) a je enzymem, majicim rozhodujici dlohu pro tvorbu pohotového
energetického paliva. Jeji deficit, kromé& pfimého energetického bloku,
také znacéné redukuje biosyntézu ketonovych latek, tzv. Lynelliv cyklus
(Firmansyah aj, 1989). Je lokalizovdna pouze v mitochondriich
(Lojda, 1969a).
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ICD se v buiikdch vyskytuje ve dvou forméch. ICD-NADP-dependentni
(EC. 1.1.1.42.), vazané v mitochondriich a volné v cytosolu a ICD-NAD *-
-dependentni (EC. 1.1.1.41.), deponované vyluc¢né na mitochondridlni
membrany a matrix (Lojda aj., 1979).

V nasi praci jsme studovali aktivitu ICD-NAD*-dependentni, kterd ma
zasadni vyznam pro dekarboxylaci izocitrdtu a syntézu 2-oxoglutaratu.
Je enzymem, ktery je povazovan za klicovy, udavajici krok a dynamiku
celému citrdtovému cyklu (lijima a Imai, 1976, Elias aj.,
1982).

Dehydrogendazy, vcetné HBD a ICD, jsou zastoupeny kromé& enterocytii
také v jinych ZivociSnych buiikach.

V Zaludecnich slizni¢nich buiikdch krys vysokou aktivitu nékterych
dehydrogendz, vcetné ICD, popisuje Kataoka (1970). V né&kterych
butikdch mozku krys prokazali dehydrogenazy Iijima a Imai (1976).
V srdecni svalovin& pozorovali Elias aj. (1982), kromé jinych dehyd-
rogendz, také vysokou aktivitu HBD a ICD. V lidské mlécné Zlaze stejny
soubor dehydrogendaz doloZil Elias (1985). V lidské hladké svalovingé
a svaloviné nékterych laboratornich zvifat za fyziologickych podminek
dehydrogendzy (mimo jiné také HBD) zjistii Gullotta (1985). Na
komplex dehydrogendz jsou bohaté také epitelidlni buliky placenty, jak
pri studiu histochemického obrazu placenty prasat prokdzali Skolek-
-Winnisch aj. (1986).

Dehydrogenédzové komplexy jsou znacné citlivé na vlivy, které ptisobi
v negativnim slova smyslu zménu vnitiniho prostiedi zaZivaciho systému.

Na tbytek aktivity mitochondridlnich enzymii, vietnd nékterych de-
hydrogendz v lidské sliznici tenkého stfeva u malabsorpcniho syndromu
upozoriiuje Lojda (1969b). Nepopisuje zménu aktivity dehydrogenaz
v jednotlivych oblastech enterocytii, ani ve vySkové topografické depo-
zici stfevnich klkia a krypt.

SniZeni koncentrace dehydrogendz a dalSichi enzymii pozorovali ve
sliznici stfevni selat infikovanych kokcidii I. suis Kudweis (1989),
Kudweis a Lojda (198%9a) a Kudweis aj. (1989) a pti infekci
b&hountt kokcidii E. scabra Kudweis aj. (1987).

Znacny ubytek aktivity dehydrogendz prokdzal Marcanik (1980)
ve sliznici tenkého stieva selat s experimentdiné vyvolanou gastroente-
ritidou inokulaci tzv. terénnthe viru IGO a v tenkém stfevé kurat into-
xikovanych pyridathionem.

U mladsich kategorii prasat, zaostdvajicich v ristu pri neinfekcéni etio-
logii, popisuje sniZeni celého souboru enzymi, véetné aktivity vybranych
dehydrogendz ve sliznici tenkého stfeva Lenhardt aj. (1988).

Pri etiologicky nedefinované malnutricii krys pokles aktivity dehydro-
gendz v enterocytech tenkého streva zaregistrovali Firmansyah
aj. (1989).

Z uvedeného prehledu je patrné, Ze hypoaktivita dehydrogendaz je obec-
nym charakteristickym rysem, postihujicim sliznici tenkého stfeva pri
raznych infekc¢nich a neinfekcnich 1ézich.

V nasi praci jsme prokéazali, Ze nejvice deficitni je lenké stfevo na obé
studované dehydrogenazy 8. resp. 9 DPI, tedy v obdobi potatku patentni
periody (Vetterling, 1965; Lindsay aj., 1987). Stejné vysledky
jsme dolozili pri téZe infekci u selat také v pfipadé histochemického
studia aktivity glukozo-6-fosfatazy ve stfevni sliznici, u které jsme nej-
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niz$i hodnoty denzity prokdzali 8. aZ 9. (resp. 10.) DPI (Kudweis
aj., 1991).

]Domnivame se, Ze na zakladé soucasnych vysledkii, které jsou zavaz-
nym doplnénim naSich dfivéj§ich poznatkii (Kudweis aj., 1991),
lze postulovat nékolik zavéra.

Pfedné skutecnost, ze kritickym dnem infekce selat kokcidii E.
debliecki je 8.—9. DPI. V tomto obdobi je kromé defektni diferenciace
enteroblastu ( Kudweis aj., 1991) zavazné postiZzen energeticky me-
tabolismus, zejména pak energetika citratového cyklu a pfeména mast-
nych kyselin.

Predpokldadame vsSak, Ze je nutné uvazovat také o patologické rekon-
strukci bunécnych organel, vcetné mitochondrii v procesu normadlni,
cyklické reepitelizace sliznice stfevnich klkii, jak ji popisuji Klein
a McKenzie (1983).

Zavérem je mozZné uvést, Ze pres nevyrazné zmény architektury ten-
kého stfeva pri infekci selat kokcidii E. debliecki, 1ze presto povaZzovat
tuto kokcidii za znacné patogenni, zadsadné ovliviiujici funkcéni vlastnosti
slizni¢niho povrchu.
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KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, I. — LENHARDT, L. — MARCANIK, ]. (Research
and diagnostical Histochemistry Laboratory of the Regional Hospital, Cesky Krumlov;
Laboratory of Histochemistry at the Faculty of Medicine, Charles University, Praha;
University of Veterinary Medicine, Ko$ice): The activity of dehydrogenases in the
small intestine mucosa during experimental coccidiosis of suckling piglets. Veter.
Med. (Praha), 36, 1991 (7): 401—413.

The activities of 3-g-hydroxybutyrate dehydrogenase (EC. 1.1.1.30.; HBD) and isocitrate
dehydrogenase (EC. 1.1.1.41.; ICD) were evaluated microdensitometrically in the
mucosa of duodenum, jejunum and ileum of 19 conventional piglets infected on the
first day after parturition (DAP) with oocysts of Eimeria debliecki coccidium (infec-
tion dose of 200000 oocysts). The two investigated enzymes are deposited in mito-
chondria which are dispersed in the supra-, para- and infranuclear region of absorption
cells (Fig. 1). The synthesis of the two dehydrogenases was investigated in the small
intestine mucosa in the period of 1st to 10th day after infection (DAI). The HBD and
ICD activities were also followed in the small intestine of four control conventional
piglets at the age of 2—5 days (Tab. I). The two dehydrogenases could be characterized
by a topographic gradient; it means that their activity was increasing in the small
intestine mucosa through duodenum in an aboral direction. The ICD activity is higher
in the intestinal mucosa of healthy piglets (Figs. 2 and 3), where its topic concentra-
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tion was more marked while the HBD activity is dispersed in enterocytes (Fig. 4). In
infected piglets the density of the two enzymes was demonstrated to decrease already
in the starting period of experimental infection, and it reaches the lowest values for
the first time on DAI 5—6 (Fig. 5, Tab. II), then on DAIs 9 (HBD; Fig. 6, graph I)
or 8 (ICD; Fig. 7 and 10). In the period of experimental infection no statistically
significant predisposition to the hypoactivity of target dehydrogenases nor its marked
shift were observed. Somewhat rapid resumption of synthesis was demonstrated as
soon as on DAI 8 in ICD (Fig. 8); its activity on DAI 10 in the intestinal mucosa corres-
ponded to the 93% activity of this dehydrogenase recorded in the small intestine of
control piglets. The density of HBD to the same day (DAI 10) reached in the intestinal
mucosa of infected piglets the values making only 44.7 % of those demonstrated
in the intestinal mucosa of the control group of animals.

experimental infection; conventional piglets; histochemistry; mitochondrial enzymes;
microdensitometry
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Upozorné&ni pro prisp&vatele a ¢tenére casopisu
VETERINARNI MEDICINA

Pro lep$i zpiistupn&ni vysledk@i &eskoslovenského vyzkumu
zahraniénim odbératelim rozhodla redakéni rada d&asopisu
VETERINARNI MEDICINA pod&inaje ro¥nikem 1991 uvefejiio-
vat roz8ifené, podrobné& zpracované (s odkazy na tabulky
a obréazky) souhrny v angli¢ting. Od ro¢nfku 1992 budou tyto
souhrny podminkou pro pfijeti prisp&vki do tisku.

Proto Z4ddme autory nasSeho &asopisu, aby piisp&vky zasilané
do redakce vybavili krat§im souhrnem, ktery bude publiko-
van v cesdtin& ¢i slovensting, a dédle delsim souhrnem (v roz-
sahu do dvou rukopisnych stran), ktery bude prfeloZen do an-
gli¢tiny.

Doufdme, Ze se toto opatieni setkd s priznivym ohlasem jak
u autordi, tak i u &¢tenaf naseho ¢asopisu.

Redakce €asopisu
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KONZUM VODY SELATY CASNE ODSTAVOVANYMI V RUZNEM VEKU
NA TEKUTOU DIETU

A. Holub

HOLUB, A. (Ustav biochémie a genetiky Zivo&ichov SAV, Ivanka pri Dunaji):
Konzum vody selaty &asné odstavovanymi v rizném véku na tekutou dietu. Veter.
Med. (Praha), 36, 1991 (7): 415—422.

U 72 selat bflého u$lechtilého plemene odstavenych bud v druhém, Sestém, desé-
tém, ¢i &trndctém dnu po narozenf jsme do v&ku ¢&tyF tydnt mérili konzum vody.
Selata byla individudlné odchovédvédna v termoneutrdlnf z6né& na tekuté diet& ob-
sahem makronutrienti podobné mléku prasnic a hydratované ze 78,47 %. Dieta
jim byla nabfzena k sani devétkrdt denné& ve dvouhodinovg¢ch intervalech. Zjistili
jsme, Ze v&k selat pii odstavu vyznamné ovliviiuje p¥fjem vody. U selat odlouce-
nych od prasnic Casn&ji je denni ingesce vody vy33f neZ u jedincl podrobengch
tomuto zdkroku pozd&ji; u skupiny prvni dosahuje aZ 29, u druhé 26, u tFetf
28 a u c&tvrté 20 % Zivé hmotnosti. Na metabolickou hmotnost je to je¥t& vice,
u prvni skupiny koncem &tvrtého tydne dokonce pres 40 %. Presto, Ze intervaly
zahdjenf odstavu mezi jednotlivymi skupinami selat byly vZdy stejné (&tyri dny),
rozdily v jejich konzumu vody stejné nebyly. Mezi prvni a druhou a mezi tfFetf
a Ctvrtou skupinou byly mensf, neZ mezi druhou a tretf. Tato skute&nost potvr-
zuje pFedchozi zobecnéni o periodizaci raného postnatdlnfho Zivota selat. Zaldtek
odstavu prvnich dvou skupin totiZ spadd do dGdobf oznaeného jako kojenecké,
zatimco dvou dal¥fch skupin do periody odstavu. V disledku rozdflného p¥fjmu
vody i Zivin selata odstavend pozd&ji i méné rostla.

sele; prvni Ctyfi tydny po narozenf; postnatdini vyvoj; adobi sanf; perioda odstavu

V prvinim meésici postnatdlniho Zivota se selata vyznaluji vysokym
konzumem bruttoenergie (BE) i vody, jejiZ ingesce je pfi sdni mléka
s pfijmem Zivin neoddélitelné spojena. V tradi¢nim zplsobu odchovu,
kdy jsou prasnicemi kojena a v pribéhu tfetiho tydne podinaji byt pii-
krmovéana, prijimaji na jednotku hmotnosti BE nejvice (Holub, 1962,
1968, 1988). Relativni konzumace vody dosahuje maxima v tydnu dru-
hém (Aumaitre, 1964, 1965), tj. za den asi Ctvrtiny Zivé hmotnosti,
coZ je dvaaplilkrat vic, nez u prasat vzrostlych. Na metabolickou hmot-
nost je ingesce vody jesSté vétsi (Holub, 1990).

U selat odstavenych druhy den po narozeni na tekutou dietu, obsa-
hem makronutrienti podobnou mléku prasnice, je denni konzum BE
i vody jeSté vy38i (Holub, 1964, 1982, 1988; Holub a Komé4-
rek, 1964). Po kriatkodobém pfFizpiisobeni dosahuje za den 15—16 %
7Zivé hmotnosti (PoniZilovd a Holub, 1964), ve tfetim a ¢tvrtém
tydnu Ctvrtiny jejich Zivé hmotnosti a ve ¢tvrtém tretiny jejich metabo-
lické hmotnosti (Holub, 1990).
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Bylo vSak doloZeno, Ze se tento relativn& velky konzum Zivin a BE
mén{ v zdvislosti na v&ku, v némZ byla selata odstavena. Pfi odstavu
mezi druhym a &trnactym dnem je u jedinci izolovanych casné&ji v prvych
¢tyfech tydnech postnatdlniho Zivota vy$88i ( Holub, 1971, 1988).

Jaké jsou v3ak disledky véku selat, v némZ pocala byt individudlné
odchovavéna pii pevné stanoveném nutri¢nim reZimu, na spotfebu vody,
zatim popsdno nebylo. Cilem piedklddaného sdéleni je doplnit dosa-
vadni poznatky.

MATERIAL A METODY

Konzum vody jsme méfili u 72 selat plemene bilého u$lechtilého, rozdélenych do
¢tyF skupin. Prvnf byla odebrdna od prasnic 2., druhd 6., tfetf 10. a &tvrtd 14. den
Zivota. Poté jsme je odchovévali individudln& v tepelné pohod&, zplsobem kter¢ jsme
jiZz popsali difve (Holub, 1964, 1966, 1988, 1990; Holub a Koméarek, 1964).
Zivili jsme je vylutn& tekutou dietou (Holub, 1963), kterou jsme jim po zahfatf na
teplotu t&la nabizeli k sédnf z lahv{ pies savitku ad libitum ve dvouhodinov¢ch inter-
valech devétkrdat denné s osmihodinovou no¢nf prestavkou. Jejf konzum jsme mé&Fili
vaZzenim lahvi s dietou pfed a po sani. Dieta obsahovala 4,95 % hrubého proteinu,
6,78 % tukd, 8,59 % sacharidd a 5,36 MJ].kg-! BE. Hydratovdna byla ze 78,47 %;
na 1 M] BE a 1 g bilkovin m&la tudiZ 146, piipadn& 16 g vody. Zivou hmotnost selat
jsme kontrolovali denn& vZdy pred prvnim sanfm. Jejich relativnf ridst jsme vyjadio-
valli podle Brodyho (1945). Vysledky meéteni byly statisticky hodnoceny Studen-
tovym t-testem, jejich variabilita vyjadiovana stiedn{ chybou pruméru.

VYSLEDKY

Denni konzum vody se u selat v3ech Ctyf skupin po jedno- nebo dvou-
dennim pfizptisobeni novému nutricnimu reZimu s vékem zvySoval; ve
skupiné prvni (od 3. do 28. dne) 5,93krat, v druhé (od 7. do 28. dne)
3,88krat, ve treti (od 13. do 28. dne) 3,44krat a ve ¢tvrté (od 16. do 28.
dne) 2,31krat. Stoupajici trend ingesce vody byl ve vSech ¢tyFech skupi-
nédch soubézny. U prvé a druhé byl jeji riist dokonce témér stejné velky.
Statisticky priikazné se liSil jen 8. a 16. den (druhd skupina meéla konzum
vy3si) a 26. den (méla jej naopak niz$i). Skupina ti‘eti v8ak vykazovala
statisticky prikazné mensi prijem vody neZ druhd az 22. den po celé
srovndvané udobi. Skupina &tvrtd ingestovala, s vyjimkou 16. a 28. den,
vody statisticky priikazn& méné (obr. 1).

Jednotlivé skupiny selat se liSily svou hmotnosti na zaCatku experi-
mentu, a to jiZz proto, Ze do ného vstupovaly v razném véku, tj. dva az
¢trnact dni. Selata odstavena pozdéji byla, az na skupinu posledni, pri-
kazné téZ$i. Na konci pokusu tomu bylo opacné; ¢im vys$Si vék pfi zaha-
jeni odstavu, tim mensi hmotnost ve ctyrech tydnech (s vyjimkou druhé
skupiny). Selata totiZ rostla béhem pokusu nestejné. V prvni skupiné
zvysila hmotnost 5,99krat, v druhé 3,61krat, ve tfeti 2,36krat, ve Ctvrté
1,70krat. Rozdily v pfirtistcich hmotnosti byly podmin&ny i nestejnym
trvdnim experimentu; u skupiny prvni probihal 26, druhé 22, tifeti 18,
a u posledni jen 14 dni. V dennich prFirtstcich jednotlivych skupin v8ak
priukazné rozdilné nebyly.

Jinak se jevil relativni rist, aktudlni hmotnost selat jako proménnou
korigujici. Podle tohoto Kritéria rostla selata prvni skupiny nejvice,
Ctvrté nejméné. U skupiny odstavené ve vy3$Sim véku (o Ctyfi dny pozdé-
ji), byl rlst vZdy o polovinu niZsi (tab. I}).

Denni hydratace selat vyjadfend v procentech jejich Zivé hmotnosti
¢inila po adaptaci na novy nutri¢ni reZzim u prvni skupiny od 20,1 40,8
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1. Dennf konzum vody 25 A
[g.kg—%7] selaty odstavo-
vangmi v rdzném véku [kg)
[dny] na tekutou dietu —

The daily consumption of
water [g.kg-%7%] in weanl-
ing piglets transferred to

liquid food at different age (L
[days] 20 P

Selata odstavend po narozenf:

O 2. den, @ 6. den, /\ 10. den, (5

A 14. den (platf i pro obr. 2) $ T T
— The piglets weaned on the

O 2nd day, @ 6th day, /\ 10th (5

day, A 14th day after birth J)
(also applies to Fig. 2) 1,51 ‘ 4

1,04 ‘QQ ¥ ?
o * mt
N
® O 4
os{  gose by, !
0° s o *hy
A
o 4
. ? Al T T
0 5 10 15 20 25y, 30

do 28,6 +1,3 %, u druhé od 16,5 40,5 do 26,4 +1,7 %, u tFeti od 11,0
-+0,6 do 27,2 +1,0 % a u &tvrté od 11,1 +1,7 do 20,0 +1,3 %. U prvni
skupiny dosdhla ingesce vody jiZ 4. den Ctvrtiny Zivé hmotnosti, u druhé
skupiny po dvou dnech pokusu pétiny, u treti a ctvrté desetiny. Relativni
konzum vody selat vSech skupin zprvu stoupal, pak mél prikazné vy-
kyvy, ale byl vidy vysoky. Jednotlivé skupiny se vSak spotfebou vody
mezi sebou liSily. Nejvy$8i byla u prvni, u druhé byla z 21 srovnavanych
dnid 13 dnl (9.—12.; 18.—22. a 24.—27.) jrikazné& niz8i, u tfeti skupiny
byla ze 17 dnl 6 dnl niZ8i (12.—17.) a ve dvou vy35i (20. a 22.) neZ
u druhé, u ¢tvrté skupiny byla ze 13 srovnavanych dnd po 8 dna pri-
kazné niZ8i (17.—24.) neZ u tieti (tab. II).

Na prirastek hmotnosti vSak byla ingesce vody ve vSech skupindch
témef stejnd. Cinila 3,64, 3,69, 3,77, pripadné 3,76 kg . kg~

I na metabolickou hmotu t&la (kg®75) se denni konzum vody u vsech
ctyF skupin selat ménil soub&Zné&. Po kratkodobém kolisdni Ci statisticky
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1. Zivd hmotnost a riist selat odstavenych v 2., 6, 10. a 14. dnu po narozen! — The
liveweight and growth of piglets weaned on the 2nd, 6th, 10th and 14th day after
birth

| 2 l 6 10 | 14
Zivd hmotnost
na za&atku pokusu!
(kg] 1,54 40,082 | 2,67 40,093 | 3,31 +4-0,183bc| 369 -0,24abe
na konci pokusu?
[kgl 9,22 40,42 9,63 0,392 7,81 -+0,408b | 6,28 +0,453b
Celkovy pfirlistek
Zivé hmotnosti3
[kg] 7,68 40,50 | 6,96 -4-0,483 4,50 40,583 | 2,59 +4-0,692b
Dennf piirdstek Zivé
hmotnosti4
(g] 295 419 316 4222 250 432 185 +-492
Relativnf riist’ 143 +92 113 F-8ab 81 f11ab 52 114
n 39 8 19 8

a, b, ¢ = Gdaje na témZe fd4dku oznacené tymiZ pfsmeny se od sebe statisticky prikaz-
n& lisf (p < 0,05); platf i pro tab. I — a, b, c = the same letters in the same line
denote statistically different data (P < 0.05); also applies to Tab. II

live weight at the beginning of the trial, 2at the end of the trial, 3total weight gain,
‘daily weight gain, °relative growth

11. Relativnf dennf{ konzum vody u selat odstavenych 2., 6., 10. a 14. den po narozenf
v raném postnatdlnfm Gdobi (% Zivé hmotnosti) — The relative daily water consump-
tion in piglets weaned on the 2nd, 6th, 10th and 14th day after birth in the early
postnatal period (% of live weight)

Den pokusu' , 2 | 6 l 10 14
2 91 41,0 — — .
3 24,0 1,1 = — =
4 25,0 +0,6 — — -
5 23,9 40,9 - — -
6 241 30,7 2,1 +0,2 o -
7 23,7 0,9 199 16 = e
8 22,3 +0,8 19,9 +1,3 - -
9 20,1 --0,82 17,2 40,72 — -~
10 23,7 0,9 16,5 0,5 1,6 +0.2 -
11 25,5 40,83 22,0 41,02 9,3 +1,1 -
12 25,6 +0,73 21,3 41,03 12,9 40,6 -
13 25,3 40,9 22,6 +1,3b 11,0 40,6 —
14 25,4 30,8 23,9 &1,1b 11,5 +0,9b 05 40,0
15 26,7 4+1,0 24,7 41,6 12,6 +4-1,0b 55 +18
16 27,0 ¥1,3 26,4 41,70 14,6 +1,3b 15,1 40,8
17 26,0 1,1 23,9 +1,3b 17,8 4-1,3be 12,7 4-0,5¢
18 28,1 1,88 22,1 1,62 214 —F1.2¢ 11,9 F1,0°
19 28,6 11,32 20,0 0,62 22,5 +1,1¢ 11,1 F1,7¢
20 27,5 +1,42 23,6 +1,1ab 24,0 -+1,0bc 13,9 -f-1,6¢
21 27,7 F1.62 21,1 1,08 249 +1,3¢ 14,3 +1,5¢
22 27,5 41,02 22,0 41,820 2,2 }1,0bc 17,2 F1,5¢
23 27,0 1,2 23,6 1,7 25,3 11,0 18,7 F2,3¢
24 27,1 F1,28 21,2 ¥1,48 235 F1,1¢ 19,3 F1,7¢
25 27,8 1,38 22,6 +1,1a 20,3 +1,4 18,2 +1,1
26 26,8 41,42 18,8 +0,92 20,5 +1,6 17,8 +1,6
27 25,4 40,88 21,0 1,98 20,2 1,4 18,5 +14
28 24,5 iO.Q 21,5 il.g 19.2 #,3 20.0 il,B

'day of trial
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neprikazném poklesu rostl. U skupiny prvni od 9. do 25., u druhé od
10. do 16., u tieti od 13. do 22. a u ctvrté od 19. do 28. dne. Po tomto
vzestupu (u skupin odstavenych pozdéji strmé&jSim) nésledovaly u prvni
skupiny nepriikazné, u druhé priikazné vykyvy. Celkova droveri konzumu
se v3ak jiZ nemé&nila. Jen u skupiny tfeti byl od 22. do 26. dne zazname-
nan priikazny sestup. Nejvice se hydratovala prvni skupina. Do 10. dne
konzumovala vody za den vic neZ 25 %, potom 30 % a od 18. dne aZ
do konce mé&feni 40 % své metabolické hmotnosti; druhd skupina spo-
tfebovala od 7. do 12. dne nad 20 % a poté nad 30 %; tf¥eti skupina
méng&, 20 % teprve od 16. a 30 % od 18. dne a s v§jimkou 22. dne vZdy
pod 40 %; &tvrta skupina pfes 20 % jen 16. a 21. den a nad 30 % pouze
v poslednim dni pokusu (obr. 2).

50 i [g'kg‘o,qsl

M‘LJ)
d
Jast® b

: &%rﬁ tl T*l ll
ORI T?xl+

S BV S B
2 | TTTTtT

. A LY

2. Relativni denni konzum vo- é
dy v kg (na metabolickou 10 1
hmotnost) u selat odstavo-
vangch v rizném véku f
[dny] na tekutou dietu — |
The relative daily consump-
tion of water in kg (con- ®
verted to the metabolic - A
weight) in weanling piglets l l Al : ’ .
transferred to liquid food
at different age [days] 9 . 10 5 20 25(gny) 30
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DISKUSE

Selata odchovdvana v raném postnatdlnim tdobi u prasnic jsou ve
fazi vysokého anabolismu. Proto konzumuji relativngé i mnoho vody
(Aumaitre, 1964, 1965; Mount, 1968; Mount a Ingram,
1971; Bauer et al, 1978; Bauer, 1983; Holub, 1988, 1990).

U jedinc odstavenych ve druhém dnu Zivota stoupi spotfeba vody
s vékem jeSté strméji (PoniZilovd a Holub, 1964; Holub,
1990). U selat odejmutych od prasnic pozdéji se celkovd denni spotfeba
vody jiZ tak prudce nezvySuje. U druhé skupiny byla sice témé&r stejné
velkd jako u prvni, ale u tfeti byla az na jediny den priikazné mensi
neZ u druhé. Ctvrta pak vykazovala, aZ na dva dny, pritkazné nizsi kon-
zum neZ tfeti. TrebaZe jsme tedy prevadéli jednotiivé skupiny selat na
tekutou dietu vzdy v intervalu ¢tyf dnt (2., 6., 10., 14. den), rozdil v kon-
zumu vody mezi nimi stejny nebyl.

Tato skutecnost se promitala do relativni hydratace, at jiZ byla vzta-
hovana na Zivou ¢i metabolickou hmotnost. Uvddéné ndlezy jsou ve shodé&
s udaji o konzumu Zivin a BE selaty odstavovanymi v uvedenych dnech
(Holub, 1971, 1988) a nepochybné& souviseji s jejich funkénim vy-
vojem. Na hmotnost téla spotfebuji selata v prvnich tydnech u postna-
talniho Zivota za den pomérn& mnoho vody, asi tolik jako stejn& star4,
ale pri narozeni asi 250krat mensi krysi mladata (Kfed&ek aj, 1956;
Krecek a Krec¢kova, 1957, 1961; Kredek, 1962, 1973).

I u selat jsou v perinatdlnim a postnatdlnim udobi aktivovany a pfe-
vratné se vyvijeji funkce nutricni (Holub, 1968, 1988, 1990). Po naro-
zeni se u nich objevuje soubor obZivnych mechanismi, vytvaiejicich
i u jinych savéich neonétt zdklad zcela specifické vyvojové periody. Po
bouflivém ndstupu téchto novych regulagnich prvkl nésleduje perioda
dalsi, pfechodn4, charakterizovana jinou trovni odpovédi na vné&jsi pod-
néty, transformaci funké&nich soustav a zménami vztahu k prostiedi
(Krecek, 1973), napF. nastupem nebyvalych interakci mezi matkou
a mladétem, pripadné& mezi mlddaty (Scot a Marston, 1950; Wil-
liams a Sco tt, 1953; Scott, 1958; Deneberg, 1962). V jejim
prib&hu jsou inges¢ni odpovédi postupn& podmiiliovdny (Volochov,
1959), zpresiiovany, diferencovédny, nabyvaji na adresnosti, jsou cilengjsi.
Tim se kryti proménlivych metabolickych potfeb neonéatd v novém Zivot-
nim prostfedi, jejich nutrice a hydratace, stdle zdokonaluje (Adoplh,
1968).

Casnym odstavem je sloZitd biologickd jednotka — prasnice a vrh —
rozmetdna. Selata jsou zbavena moZnosti volit frekvenci konzumace,
spojovat se sanim mléka a pitim vody pfijem netekutého pfikrmu a se-
lektovat druh potravin. Zbyva jim rozhodovat jen o stylu sdni, o velikosti
porce diety o nem&nném sloZeni (Holub, 1988, 1990). V naSich po-
kusech jsme odstavovali selata ve véku 2, 6, 10 a 14 dnid. Prvnf dvé sku-
piny tedy v udobi kojeneckém, dalsi dv& skupiny v period& odstavu
(Holub, 1962, 1968, 1988). To se projevovalo i v pFijmu vody. Dolo-
Zené rozdily v jeji spotfeb& u selat odstavovanych v rtiznych fazich
postnatdlniho vyvoje proto znovu dokazuji, Ze i mechanismy Fizeni in-
gesce vody u selat jsou v tdobi kojeneckém jiné neZ v periodé& odstavu.
Periodizace postnatalniho vyvoje selat vyvozend z analyzy konzumu
Zivin a energie (Holub, 1962, 1968, 1971, 1988, 1990) je tudiZ prezen-
tovanymi nélezy o ingesci vody potvrzovéna.
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HOLUB, A. (Institute of Biochemistry and Animal Genetics, Slovak Academy of Scien-
ces, Ivanka pri Dunaji): Water consumption in weanling piglets transferred to liquid
food at different age. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (7): 415—422.

Water consumption was recorded in 72 piglets of the Lorge White breed, weaned
either on the second, sixth, tenth day or on the fourteenth day of age, this parameter
was followed till the age of four weeks. The piglets were kept individually in a ther-
moneutral zone and they received a milk diet with macronutrient content, similar to
sow's milk and water content of from 78.47 %. The diet was offered to suck nine
times a day in two-hour intervals. The piglet age at weaning was found to influence
significantly water intake. Daily water ingestion is higher in piglets separated from
the sows at a younger age than in piglets weaned later on; it reaches as much as
29 % in the first group, 26 % in the second group, 28 % and 20 % of live weight in
the third and fourth groups, respectively. If converted to the metabolic weight, the
percentage is still higher: more than 40 % in the first group at the end of the fourth
week. Although the spans of weaning beginnings were always identical in particular
groups of piglets (four days), the differences in the water consumption were not the
same. The differences were smaller between the first and second group, and the third
and fourth group, in comparison with those between the second and third group. This
fact confirms previous general statements about the periodization of early postnatal
life of piglets. The beginning of weaning of the first two groups belongs to the
“suckling” period, while the beginning of weaning of the other groups is within the
“weaning” period. The piglets weaned at the older age were growing rather slowly;
this was due to different intakes of both water and nutrients,

piglet; first four weeks after birth; postnatal development; suckling period; weaning
period
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PROTILATKOVA ODPOVED MYSI, KRALIKOV A PRASIAT VYVOLANA
OCKOVANIM INAKTIVOVANOU OLEJOVOU VAKCINOU S OBSAHOM
ROTAVIRUSU A KMENOV Escherichia coli S FIMBRIOVYMI

ANTIGENMI K88, K99 a 987P

A. Zuffa, E. Salajka, J. Zajac, Z. Salajkova, T. Zuffa, P. Alexa

ZUFFA, A. — SALAJKA, E. — ZAJAC, ]. — SALAJKOVA, Z. — ZUFFA, T. —
ALEXA, P. (Bioveta, Nitra; Vyzkumny dstav veterinarniho lékatstvi, Brno): Proti-
latkova odpovéd mysi, krdlikov a prasiat vyvoland ofkovanim inaktivovanou
olejovou vakcinou s obsahom rotavirusu a kmenov Escherichia coli s fimbriovgmi
antigénmi K88, K99 a 987P, Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (7): 423—431.

V pokusoch na mysiach, krdlikoch a odstav&atdch sa testovali $tyri pokusné 3arZe
kombinovanej inaktivovanej olejovej vakciny proti hnatkovym ochoreniam cicia-
kov urcenej na ockovanie prasnic, obsahujice porcinny rotavirus (PRV), pric¢om
dve z nich aj bovinny rotavirus (BRV) a bakteriny enterotoxigénnych kmetiov
E. coli s protektivnymi antigénmi K88, K99 a 987P. Pri nizkych vychodiskov§ch
titroch protildtok stimulovala u mys$i dvojrdzova i. m. aplikdcia 0,2 ml vakciny
tvorbu protildtok na priemernd hodnotu titrov 1:128 proti PRV a 1:256 proti BRV,
u kréalikov dvojrazova i. m. aplikdcia 2 ml vakciny do priemernych titrov 1:508,
resp. 1:500 a u odstav¢iat dvojrdzova i. m. inokuldcia vakciny do titrov 1:1028,
resp. 1:469; aglutina¢né protildtky dosiahli u my3i proti antigénu K88 priemerni
hodnotu 1:68, proti antigénu K99 1:44 a proti antigénu 987P 1:8192, u kralikov 1:285,
1:136, resp. 1:6006 a u prasiat 1:570, 1:631, resp. 1:8192. Protilatky proti antigénu
987P pretrvdvali u prasiat na rovnakej drovni pocas S$iestich mesiacov. Aj pri
postupnom poklese protildtok proti antigénom K88 a K99 boli ich hodnoty v tomto
tase 9,8krat, resp. 15,2krdt vysSie ako vygchodiskové hodnoty a len protilatky
proti PRV klesli na predvakcina¢na troveii. Opakovana aplikédcia vakciny prasatam
po Siestich mesiacoch po revakinécii vyvolala, s vynimkou antigénu 987P, za 14
dni vzostup protilatok do titrov aké sa zaznamenali po revakcinécii.

rotavirusy; enterotoxigenne E. coli; kombinovand vakcina; myS$i; krédliky; prasata

Rotavirusy (RV) a enterotoxigénne kmene E. coli (ETEC) st hlavny-
mi etiologickymi Cinitelmi hnackovych ochoreni novorodenych mlddat
(Woode a Crough, 1978, House, 1978; Svensmark a i.,
1989). Hoci kaZzdé agens je samoosebe schopné vyvolat hnackové ocho-
renie, kombinovana infekcia RV a ETEC vyvola u prasiat intenzivnejSie
ochorenie ako infekcia len jednym z uvedenych zarodkov (Tzipori
ai, 1980; Benfield a i., 1988).

Imunoprofylaxia hnackovych ochoreni vyvolanych ETEC sa zaklada
na ockovani prasnic bakterinmi s obsahom odpovedajicich protektivnych
antigénov (Alexa ai., 1986; Salajka a i, 1983) a ochoreni vyvo-
lanych RV na oralnom alebo parenterdlnom ockovani prasnic a cicaju-
cich prasiat pomocou Zivych vakcin (Fitzgerald a i, 1986a, b;
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Westercamp, 1986). Napriek poznaniu, Ze kombinované infekcie
vyvolavaji u prasiat vaZnejSie klinické ochorenia ako samotnd infekcia
ETEC, resp. RV, doposial sa robi ich profylaxia samostatne (Alexa
ai., 1986; Fitzgerald ai., 1986a).

Ochranné ocCkovanie prasnic za ucelom profylaxie hnac¢kovych ocho-
reni ciciakov vyvolanych ETEC sa u nas robi uZz po mnoho rokov (Sa -
lajka a i, 1983), kym potreba Specifickej profylaxie enteritid vyvola-
nych infekciou RV vyvstala aZ roku 1987. V tom ¢ase sa vo viacerych
spolo¢nych chovoch zaznamenal vyskyt tazkych hnackovych ochoreni
ciciakov spojenych s kombinovanou infekciou ETEC s adherentnym an-
tigénom 987P a porcinnym RV (Salajka a Valicek, 1987).
Tieto zistenia boli pre nds podnetom k vyvoju kombinovanej inaktivova-
nej vakciny s obsahom RV a kmetiov ETEC vybavenych protektivnymi
antigénmi K88, K99 a 987P. V predkladanej praci referujeme o vysled-
koch laboratéornych pokusov, ktorych cielom bolo charakterizovat imuno-
biologické vlastnosti pripravenej vakciny.

MATERIAL A METODY

Virusy: Povod porcinneho rotavirusu (PRV), kmeiia OSU/6, a spdsob jeho pesto
vania na Kkultdrach stabilnej bunkovej linie MA-104, sme opisali v predchadzajicom
ozndmeni. Po niekolkych pasdZach na uvedenom druhu tkaniva, sme ho adaptovali
na primdarne kultdry z fétalnych bovinnych obli¢iek (FBOB). Rast adaptovaného virusu
na uvedeny druh tkaniva je doprevddzany vyvojom cytopatickgch zmien veddcich aZ
k dplnej lyze bunkovej kultary, pri¢om infek&né tkanivové tekutiny obsahujd okolo
106'5 TK]Dso.ml_l.

Bovinny rotavirus (BRV), kmeii TM-91, izolovany z trusu teliat postihnutych gastro-
enteritidou (Salajka a in., 1979), adaptovany na bunkova liniu MA-104 a Kkultdru
FBOB, predstavuje laboratorny kmen pouZivany na pripravu inaktivovanej vakciny proti
hna¢kovym ochoreniam teliat ROTAKOL (Zuffa a i, 1986).

Priprava bakterinu ETEC: Bakteridlne kmene ETEC s fimbriovymi anti-
génmi K88 (0147:K88 a 0149:K88) a 987P (K85:987P) sme pomnoZovali v tekutom Ziv-
nom médiu na baze kazeinhydrolyzdtu ( Alexa a i, 1986) a kmeili 0101:K99 v tekutom
Minca médiu (Guinée a i, 1977). Kultiry s poZadovanym obsahom protektivnych
antigénov, sme inaktivovali formaldehydom v kone&nej koncentrécii 0,5 % a odstredo-
vanim zahustili tak, aby 1 ml obsahoval okolo 5)X10% bakteridlnych tiel.

Titrdcia virusu a protildtok: Obsah infek&nych jednotiek vo virusovych
suspenziach a protilatok v sérach pokusnych zvierat proti PRV a BRV sme stanovili
titraciami na skli¢kovych kultirach MA 104, s identifikovanim pritomnosti virusovej
infekcie pomocou imunofluorescencie (IF). Postupovali sme pritom rovnako ako sme
opfsali v predchéadzajicom ozndmeni (Zuffa a i, 1986). Pri titracii virusu sme za
pozitivne povaZovali aj Kultdry, na ktorych sme zistili &o len jednu fluoreskujicu bun-
ku, a za titer séra to jeho riedenie, ktoré neutralizovalo okolo 103.9 TKIDs, virusu kvanti-
tatfvne, t. j. otkované kultiry boli bez akéhokolvek Specifického Ziarenia.

TITRACIA PROTILATOK PROTI FIMBRIOVYM ANTIGENOM ETEC

Na pripravu antigénov sme pouZili kmene ETEC lisiace sa od produk&ngch kmeifiov
v 0-antigénoch, ale zhodné vo fimbriovych antigénoch, nasledovnych sérotypov: 08:K88,
09:K99 a 09:K103:987P.

Krvné séra: Krvné séra ziskané od jednotlivgch druhov zvierat sme po vyCl-
renf{ odstredenim inaktivovali pri teplote 56 °C pofas 30 min a aZ do vy3etrenia skla-
dovali pri —20 °C.

Priprava pokusnych vakcin: Testovali sme 3tyri 3arZe pokusnych vak-
cin. Vakciny €. 01 a 03 obsahovali po dva a pol diela virusovych suspenzif PRV a BRV
s obsahom 10%% TKIDsy.ml~"', po jednom dieli bakterinov ETEC s protektivnymi anti-
génmi K88, K99 a 987P, pri kazdom s obsahom po 5X10" zdrodkov, a dva diely adju-
vantngch olejov; vakciny 02 a 04 obsahovali pit dielov inaktivovanej suspenzie PRV
a po jednom dieli bakterinov K88, K99 a 987P.
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Pokusné zvierata: My$i o hmotnosti 1520 g boli nakupované z VELAZ
Praha. Kraliky roznych plemien boli nakupované od sdkromnych chovatelov o hmot-
nosti 2,5—3,5 kg. Odstavc¢ata, zivej hmotnosti 25—30 kg, boli nakdpené z konven¢ného
chovu ZD D. N.

Hodnotenie imunogenity vakciny: Imunizaénd ucinnost vakciny sme
posudzovali podla tvorby, resp. vzostupu neutralizacnych protilatok (NP) proti PRV
a BRV a aglutina¢nych protilatok (AP) proti protektivnym antigénom K88, K99 a 987pP
v sérach odoberanych pred ockovanim a po revakcindcii.

Usporiadanie pokusov: Pokusnymi vakcinami 01 aZ 04 sme oCkovali po
20 mys$f davkou po 0,2 ml do stehenného svalstva, a revakcinovali rovnakym spdsobom
za dva tgzdne. Za 10 dnf po revakcindcii sme imunizované mys$i krvacali sicasne s 20
neotkovanymi kontrolami.

Rovnakymi vakcinami sme ockovali po 10 krdlikov v davke 2 ml i. m. a revakci-
novali za dva tgZdne. Krvné vzorky sme od v3etkych kralikov odoberali pred ockova-
nim a za 10 dnf po revakcinacii.

7 celkového poctu 20 odstavciat, zaradenych do pokusu, sme oc¢Kkovali po sesl{ vak-
cinami €. 01 aZ 04 v davke po 2 ml i. m. dvojrdazovo v intervale troch tyzdiiov a Sesf
prasiat ostalo neoSetrenych ako kontroly. Krvné vzorky sme od vetkych prasiat odo-
berali pred o¢kovanim a pred revakcinaciou a za 14 dnf po revakcindcii; od prasiat
otkovanych vakcinami ¢. 01 a 02 sme dalej odoberali krvné vzorky za 12, 18, 22 a 20
tyzditov od prvého o¢kovania, kedy sme im aplikovali tretiu ddavku vakciny, a krvne
vzorky odobrali za dalSie dva tyZduoe.

VYSLEDKY

Hodnoty titrov NP proti kmeiiu OSU/6 PRV a kmeiiu TM-91 BRV a aglu-
tiaCngch protilatok proti fimbriovym antigénom K88, K99 a 987P, zistené
v sérach mysi otkovanych pokusnymi vakcinami &. 01 az 04 sa uvadzajui
v tab. I. VSetky pokusné skupiny mysi vytvorili vyrovnané hladiny proti-
latok proti PRV (titer 1 : 128) a mysi ockovanych vakcinami 02 a 04, s ob-
sahom len PRV, sa zaznamenal mierny aZ signifikantny (&. 02) vzostup
protilatok aj proti BRV. Hodnoty aglutinaénych protilatok proti fimbrio-
vym antigénom K88, K99 a 987P boli niZ§ie pri pokusnych skupindch mysi
ockovanych vakcinami 02 a 04, s obsahom len PRV. Naproti tomu vytvo-
rili proti antigénu 987P vSetky pokusné skupiny my3i vyrovnané a velmi
vysoké hladiny protilatok. Sérum kontrolnej skupiny my3i bolo bez proti-
latok proti vietkym trom fimbriovym antigénom.

Vysledky vySetreni sér, odobratych od kralikov pred ofkovanim a po

I. Priemerné hodnoty titrov protilatok u mysi oCkovanygch inaktivovanou vakcinou proti
hnadkovym ochoreniam prasiat — The average values of antibody titres in mice treated
with an inactivated vaccine against diarrhoeas of pigs

Obsah neutraliza¢nych Obsah aglutinacnych
Vakciny! protilatok proti2 protilatok proti3

osue | ™91 Kes | Kog I,,, 987P
01 (+BRV)*+ 128 256 | 64 64 , 8192
02 (—BRV)*++ | 128 32 | 6 | 16 | 8192
03 (+BRV) 128 256 128 64 | 8192
04 (—BRV) ) 128 16 64 32 | 8192
Kontrola® 4 8 0 0 ' 0

vaccines, 2content of neutralizing antibodies to, 3content of agglutination antibodies to,
4~
control
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revakcindcii jednotlivymi vzorkami pokusnych vakcin na obsah NP proti
PRV a BRV a aglutinaénych protilatok proti antigénom K88, K99 a 987P,
sa uvAadzaju v tab. II.

1I. Priemerné hodnoty titrov protildtok u krélikov okovanych inaktivovanou vakcinou
proti hnatkovym ochoreniam prasiat — The average values of antibody titres in rabbits
treated with an inactivated vaccine against diarrhoeas of pigs

Protilatky proti?
0su/6 TM-91 K88 K99 987P

Vakciny! pred | PO |pred | PO |ppred | PO | pred | PO | pred | PO

otko-| T€- |ocko-| T€- |o&ko-| *€- |o&ko-| T€  |ofko-| Te-

va- | vak- | ya. | vak- | ya. | vak-| ya- | vak-| ya- | vak-

nim3 | €iNé- | pnim3 | ¢ind- | pym3 | cind- | pp3 | cind- | piy3 | ciné-

ciit ciit ciit cii# ciit

01 (+BRV) 16 279 24 473 3 224 0 '176 4 4096

02 (—BRV) 8 486 = 75 2 204 0 115 2 6653

03 (4BRV) 18 372 6 528 0 328 0 100 2 7281

04 (—BRV) 5 896 18 84 0 384 0 154 3 5997

Priemerné 11,7 | 508 | A8 | 500 | 1,2 | 285 | O 136 | 2,9 | 6008
hodnoty3

vaccines, 2antibodies to, 3before vaccination, ‘after revaccination, Saverage values

Séra odobraté od kralikov pred o¢kovanim boli bez (<1:8) alebo obsa-
hovali len nizke hodnoty protildtok proti obidvom RV- a zvéc¢Sa nulové
titre protilatok proti vSetkym trom fimbriovym antigénom ETEC. Na dvoj-
rdzové podanie jednotlivych vakcin reagovali v3etky krdliky tvorbou,
resp. vzostupom protilatok do strednych aZ vysokych titrov proti viruso-
vym aj bakteridlnym antigénom, pri velmi vysokych titroch protilatok
proti antigénu 987P. Rovnako ako mysi, reagovali aj krdliky na podanie
vakcin obsahujicich len PRV vzostupom protilatok aj proti BRV. Bez
ohladu na pritomnost ¢i absenciu BRV vo vakcinach obsahovali séra
vSetkych pokusnych skupin kralikov pomerne vyrovnané hodnoty proti-
latok proti v3etkym bakteridlnym antigénom, ale priemerné hodnoty
titrov NP proti PRV boli pri kralikoch o¢kovanych vakcinami 01 a 03,
s obsaliom PRV aj BRV, niZ8ie ako pri kralikoch otkovanych vakcinami
02 a 04 s obsahom len PRV, aj ked rozdiely nie si preukazné.

Aplikacia vakcin 01 aZ 04 nevyvolala u prasiat zaznamenatelné lokal-
ne ani celkové reakcie. Priebeh tvorby NP proti virusovym a aglutinac-
nych protildtok proti bakteridlnym antigénom a ich pretrvavanie v sé-
rach prasiat ofkovanych vakcinami 01 a 02 je zndzorneny na obr, 1
a 2. Hodnoty protildtok zaznamenané v sérach prasiat ofkovanych vak-
cinami 03 a 04, odobratych pred ockovanim a po revakcin4cii, su uve-
dené v tab. III a IV.
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I11. Priemerné hodnoty titrov protilatok u prasiat ofkovangch inaktivovanou vakcinou
proti hna¢kovym ochoreniam prasiat — The average values of antibody titres in pigs

treated with an inactivated vaccine against diarrhoeas of pigs

Titre protilatok3
1 i 2
Vakeina Antigény pred ockovanim?! pred po revakcinéciié
revakcinaciou’
0osu/6 72 533 1152
TM-91 14 88 752
02
(4-BRV) K88 8 125 725
K99 11 72 618
987P 4 2730 8192

vaccine, 2antigens, 3antibody titres, ‘before vaccination, Sbefore revaccination, Safter
revaccination

1V. Priemerné hodnoty titrov protildtok u prasiat ofkovangch inaktivovanou vakcinou
proti hnatkovym ochoreniam prasiat — The average values of antibody titres in pigs

treated with an inactivated vaccine against diarrhoeas of pigs

Titre protilatok3
1 i 2
Ehele oy pred ofkovanim?* kPFe% _ po revakcin4ciié
revaxKcinaciou
0Su/6 101 768 2218
TM-91 12 16 32
04
(_BRV) | K88 4 28 885
K99 30 883
987P 5 1642 8192

For 1—6 see Tab. III

VSetky prasatd zaradené do pokusov obsahovali v krvnych sérach
pred ogkovanim NP proti kmeiiu OSU/6 PRV v strednych aZ vysokych
titroch, ale nulové alebo len nizke titre protildtok proti kmetiu TM-91
BRV a bakteridlnym antigénom K88, K99 a 987P. Aplikdcia vSetkych po-
kusnych vakcin vyvolala tvorbu alebo preukazny vzostup protildtok proti
virusovym aj bakteridlnym antigénom zastipenym vo vakcinach, a re-
vakcindcia stimulovala ich vzostup do vysokych aZ mimoriadne vyso-
kych titrov (antigén 987P). Aj u prasiat navodilo podanie vakcin 02 aZ
04, obsahujicich len PRV, mierny vzostup protilatok proti kmeriu TM-91
BRV. Proti PRV a antigénu 987P pretrvavali protildtky na rovnakej drov-
ni najmenej pocas Styroch tyZdiiov po revakcinédcii, kym proti antigénom
K88, K99 a BRV doslo uZ v tomto ¢ase k ich vyraznému poklesu. V nasle-
dujacom obdobi sa zaznamenal mierny, ale postupny pokles protildtok
proti antigénom K88 a K99, vyrazny pokles proti PRV, ale pretrvavanie
protilatok pribliZne na rovnakej turovni po celé sledované obdobie proti
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1. Priemerné hodnoty titrov sérovych 2. Priemerné hodnoty titrov sérovych
protilatok u osipanych, oCkovanych protilatok u osipanych ockovangch

kombinovanou inaktivovanou olejovou
vakcinou proti hnatkovym ochoreniam
prasiat (¢. 01 s obsahom PRV aj BRV)
The average values of titres of
serum antibodies in pigs treated with
a combined inactivated oil vaccine
against diarrhoeas of pigs (no. 01 with
the contents of PRV and BRV)

kombinovanou olejovou vakcinou proti
hnackovym ochoreniam prasiat (¢. 02
s obsahom PRV bez BRV) — The ave-
rage values of titres of serum antibo-
dies in pigs treated with a combined
inactivated oil vaccine against diar-
rhoeas of pigs (no. 02 with the con-
tent of PRV, but no BRV)

Explanatory notes to Figs. 1—2: 'week-

ly, 2revaccination

antigénu 987P. Tretie podanie vakciny, uskuto¢nené za Sest mesiacov od
revakcinédcie, vyvolalo véasny vzostup protilatok do vysokych titrov
proti virusovym aj bakteridlnym antigénom, ktorych hodnoty dosiahli
troven zaznamenanu po revakcinacii.

V kontrolnej skupine ostali protilatky na vychodiskovej trovni po celé
sledované obdobie.

DISKUSIA

Vychadzajic z rozpornych vysledkov pouZitia zivych vakcin pri profy-
laxii rotavirusovych hnackovych ochoreni prasiat (Biehl a Hoef-
ling, 1986; Fitzgerald ai., 1986a, b Hoblet ai., 1986; Wel-
ter i., 1986), neuspésnych pokusov o aktivnu imunizdciu teliat proti
rotavirusovym enteritidam pomocou Zivych vakcin (Agres a Ra-
dostis, 1976; De Leeuw a i, 1980), ale efektivnej profylaxie
hnackovych ochoreni teliat virusovej aj bakteridlnej povahy pomocou
kombinovanych inaktivovanych vakcin (Bachmann ai., 1985; Sté-
panek a i, 1987) ako aj zo zistenia preukazne vyS$Sej antigénnej po-
tencie i. m. aplikovaného inaktivovaného PRV v olejovom adjuvans v po-
rovnani so Zivym ordlne alebo parenterdlne podanym virusom (Zuf -
fa, 1991), pripravili sme kombinovani inaktivovani olejovi vakcinu
$ obsahom RV a ETEC vybavenych protektivnymi antigénmi K88, K99
a 987P.
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Motivaciou pre zaradenie BRV do kombinovanej vakciny bolo pred-
chéddzajice zistenie, Ze pri prvych vyskytoch rotavirusovych hnaciek
u ciciakov, kedy sme nemali k dispozicii PRV, sme preukazny protektiv-
ny acinok dosiahli imunizdciou prasnic pomocou inaktivovanej vakciny
pripravenej z BRV (Zuffa, 1988). V silade s tymto pozorovanim
chrdnilo bovinne kolostrum a sérum jahiiatd proti ochoreniu pri ich
infekcii ovéim rotavirusom (Snodgrass a Wells, 1978) a bovin-
ne kolostrum prasata infikované PRV (Lecce a i, 1976). Protektivny
ucinok kolostra s obsahom heterolognych protildtok sa pripisuje ulinku
rotavirusovych skupinovo-Specifickych protilatok, alebo nejakym inym
fyziologickym ucinkom kolostrdlnych protilatok v Creve. Nami pripra-
vena vakcina je ur¢end na ocCkovanie prasnic v obdobi pred pérodom
s cielom dosiahniit chrdnenost cicajicich prasiat cestou laktogénnej
imunity. Ak v pokusoch vy$8ie citovanych autorov chranilo kravské ko-
lostrum s obsahom protilatok proti BRV jahiiatd proti infekcii ovCim
a prasatd proti infekcii prasacim RV, moZno opradvnene predpokladat, Ze
prinajmenej rovnaky stupeil ochrany poskytne cicajicim prasatdm pri-
rodzenou cestou prijaté kolostrum a mlieko od prasnic obsahujice proti-
1atky proti PRV. Zaradenie BRV do vakciny rozsirilo spektrum protilatok
proti antigénom RV, pri¢om nezniZilo preukazne troveii tvorby protilatok
proti PRV,

Predvakcinacné séra mysSi a kralikov obsahovali nizke titre protilatok
proti PRV a BRV, ale boli, s vynimkou antigénu 987P u kralikov, bez
protiladtok proti antigénom K88 a K99 ETEC. Predvakcinacné prasacie
séra obsahovali, zrejme ako prejav predchéddzajicej prirodzenej infekcie,
stredné aZ vysSie titre NP proti PRV, zatial ¢o nepravidelny vyskyt proti-
latok proti BRV v nizkych titroch mohol byt vyvolany antigénom PRV
spolo¢nym pre obidva virusy. Vyslovenie tohoto predpokladu podporujt
sérologické ndlezy zaznamenané po prvom podani inaktivovanej vakci-
ny; kym vzostup protilatok proti PRV je charakteristicky pre anamnes-
ticki imunologicku reakciu, slabd protildtkovd odpoved proti BRV méa
povahu primédrnej imunitnej odpovedi.

V3eobecne bola protildtkovd odpoved u kralikov a o$ipanych vyssia
ako u my3i, ale bola dobra koreldcia medzi titrami NP zistenymi u kra-
likov a o3ipanych proti vSetkym vySetrovanym antigénom. Hodnoty pro-
tilatok, zaznamenané pri jednotlivych druhoch zvierat ockovanych §tyrmi
rozdielnymi vzorkami vakcin dokumentuji, Ze dodrZanie vypracovanej
technolégie zabezpecuje vyrobu kombinovanej rota-koli vakciny $tan-
dardnych imunobiologickych vlastnosti.

Pri o3ipanych pretrvavali hladiny protilatok proti antigénu 987P na
postrevakcina¢nej trovni po celé sledované obdobie, kym pri ostatnych
doslo k ich postupnému poklesu. Aj po Siestich mesiacoch boli v3ak
titre protilatok proti antigénom K88 a K99 9,8krat, resp. 15,2krdt vyssie
ako vychodiskové hodnoty, a len proti PRV poklesli na predvakcinacni
uroveii. Opakovana aplikdcia vakciny prasatam za Sest mesiacov po usku-
tocneni zakladnej imunizdcie pdsobila ako booster, ked do 14 dni stimu-
lovala, s vynimkou antigénu 987P, opakovany vzostup protilatok proti
virusovym aj bakteridlnym antigénom do titrov zaznamenanych po ocko-
vani a revakcindcii.

Pravidelnost aj tdroveii protildtkovej odpovedi vyvolanej o¢kovanim
kombinovanou inaktivovanou olejovou vakcinou u prasiat s obsahom
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postvakcinaénych protilatok je v protiklade s interferujicim ufinkom
preexistujacich postinfekénych protilatok pri oc¢kovani prasiat Zivou rota-
virusovou vakcinou (Fitzgerald a i., 1986b]). Je vSak v stlade s vy-
sledkami na$ich predchéadzajicich pokusov, v ktorych vyvolalo orélne,
parenterdlne alebo kombinované podanie 2x107 TKIDs, Zivého PRV kon-
venéne odchovanym 10 aZ 12tyzdilovym prasatdm s obsahom sérovych
protilatok ich signifikantny vzostup len pri zvieratach s titrami = 1:16,
kym pri vy$3ich vychodiskovych titroch nebol vzostup protilatok preu-
kazny. Naproti tomu vyvolala i. m. inokuldcia 2 ml formaldehydom in-
aktivovaného PRV emulgovaného v olejovom adjuvans pdtndsobny a re-
vakcindcia dalsi trojndsobny vzostup NP bez ohladu na ich vychodisko-
vé hodnoty (Zuffa, 1991). MoZno preto opravnene predpokladat, Ze
zdkladnd imunizdcia prasniciek, spocivajuca v dvojrazovej aplikacii vak-
ciny v intervale troch tyZdilov, a ndsledné jednordzové preolkovanie
prasnic v obdobi pred pérodom, navodi vo vakcinovanych chovoch vy-
soky stuperni humordlnej imunity, ktory, prenosom protilatok laktogénnou
cestou, poskytne cicajicim prasatdm chrénenost proti RV a ETEC, ktoré
si hlavnymi patogénmi enterdalneho traktu vo vcéasnom postnatdlnom
obdobi.
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ZUFFA, A. — SALAJKA, E. — ZAJAC, ]. — SALAJKOVA, Z. — ZUFFA, T. — ALEXA, P.
(Bioveta, Nitra; Veterinary Research Institute, Brno): Development of antibodies in
mice, rabbits and pigs after administration of an inactivated oil vaccine containing
rotavirus and Escherichia coli strains with fimbrial antigens K88, K99 and 987P. Veter.
Med. (Praha), 36, 1991 (7): 423—431.

In trials with mice, rabbits and weanling piglets, four experimental charges of
a combined inactivated oil vaccine against diarrhoeas in mammals were tested: the
vaccine was to be implanted to sows and it contained porcine rotavirus (PRV); two
charges also contained bovine rotavirus and bacterins of enterotoxicogenic strains of
E. coli with protective antigens K88, K99 and 987P. At low starting antibody titres the
twofold i .m. implantation of 0.2 ml vaccine stimulated in mice the production of anti-
bodies to reach the average titre value of 1:128 against PRV and of 1:256 against
BRV; in rabbits the twofold i. m. implantation of 2 ml vaccine stimulated the antibody
development to reach the average titres of 1:508 or 1:500, and in weanlings after the
twofold i. m. implantation of the vaccine the titres were 1:1028 or 1:469; in mice
agglutination antibodies to antigen K88 had the average value of 1:68, to antigen
K99 the value of 1:44 and to antigen 987P the value of 1:8192; in rabbits the respective
titres were 1:285, 1:136 and 1:6006 and in pigs 1:570, 1:631 and 1:8192. The antibodies
to antigen 987P persisted at the same level in pigs for six months. Even though there
was a gradual decrease in the antibodies to antigens K88 and K99, at that time the
values were 9.8 times, or 15.2 times higher than the starting values, and only the
antibodies to PRV dropped to the pre-vaccination level. Repeated administration of
vaccine to pigs after six months from revaccination induced, with the exception of
antigen 987P, an increase in antibodies in a fortnight to reach such titres that were
recorded after revaccination.

rotaviruses; enterotoxicogenic E. coli; combined vaccine; mice; rabbits; pigs
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vych a hnackujucich teliat
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M. Kudweis,Z. Lojda, I. Juli§, L. Lenhardt, J. Mar-
canik, E. Svicky: Syntéza nespecifické esterdzy enterocytil
tenkého stieva b&hem experimentdlni kokcidozy sajicich selat

A. Zuffa: Stimulovanie tvorby sérovych protildtok u prasiat
vyvolané oralnym, podkoZnym a kombinovanym podanim Zivého
alebo i. m. inokulovanim inaktivovaného porcinneho rotavirusu
v olejovom adjuvans

T. Walko, I. Zeleiidk: VyuZitie laktozylureidu v kfmnej
davke oviec

M. Molnarovda, |. Arendarcik, T. MészAarosovéa:
Antiproteolytické aktivity krvnej plazmy a folikuldrnej tekutiny
ovarii oviec po stimuldcii sérovym gonadotropinom (PMSG) a po-
dani Antisergénu
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VPLYV SYNCHRONIZACNEHO OSETRENIA V SEZONNOM OBDOBI
A V GRAVIDITE OVIEC NA KONCENTRACIE TYROXINU, TRIJODTYRO-
NINU, 17 BETA-ESTRADIOLU, PROGESTERONU A CHOLESTEROLU

E. Bekeova, M. Krajni¢dkova, V. Hendrichovsky, 1. Maracek

BEKEOVA, E. — KRAJNICAKOVA, M. — HENDRICHOVSKY, V. — MARACEK, I
(Ostav experimentélnej veterindrnej mediciny, KoSice): Vplyv synchronizaéného
odetrenia v sezénnom obdobi a v gravidite oviec na koncentrdcie tyroxinu, trijéd-
tyroninu, 17 beta-estradiolu, progesterénu a cholesterolu. Veter. Med. (Praha), 36,
1991 (7): 433—444.

V préaci sme sa zamerali na $tddium simultdnnych dynamickych zmien koncentra-
cif tyroxinu (Ty), trijodtyroninu (T;3), 17 beta-estradiolu (E;), progesteronu (P,)
a cholesterolu (Chol) u 10 oviec plemene merino poc¢as synchronizacie ruje
a v gravidite. Synchronizdcia sa robila chlorsuperlutinom (Agelin-poSevné tam-
pO6ny, SPOFA; 20 mg chlérsuperlutinu na tampén) a PMSG (500 m. j. na zviera).
Krv sa odoberala pri inzercii tamponov (—13. deii) s pokracovanim za dalSie tri
(—10. den) a sedem (—7. de) dnf, pri vybere tampénov a aplikacii PMSG (—3.
deil) pri inseminé&cii (0. defl) v 7., 14. a 17. dni a v polovici 2., 3., 4. a 5. mesiaca
gravidity. V porovnanf k —13. diiu sme vzostup koncentrédcif E; zaznamenali
v —7. dni (P < 0,001) a jeho vrcholové hodnoty v —3. dni synchronizdcie (P <
< 0,001). SaibeZne sme pozorovali intermitentné zmeny T, s najniZz$imi hodnotami
v —10. dni (P < 0,05) a —3. dni a jeho najvys$8ie hodnoty v —7. (P < 0,01)
a v 0. dni experimentu. Koncentracie P, poklesli k najniZ$iin hodnotdm v 0. dni
(P < 0,05). Signifikantné zmeny koncentrdcif T; a cholesterolu sme pri synchro-
nizdcii ruje nezistili. Potas gravidity mali koncentrdcie E, vzostupny trend so
signifikantnostou v 7. dni (P < 0,01), 14. dni, 4. a 5. mesiaci gravidity (P < 0,05).
Koncentrdcie Ty sa od 14. diia do 5. mesiaca gravidity udrZiavali na mierne zvy-
Senych hladindch. Koncentracie T3 mali klesajiacu tendenciu so signifikantne naj-
niz§fmi hodnotami v 4. a 5. mesiaci gravidity (P < 0,001). Narast koncentracie
Py sme zaznamenali v 3., 4. (P < 0,01) a 5. mesiaci gravidity (P < 0,001). Pokles
koncentrdcif cholesterolu v 4. mesiaci gravidity bol 3tatisticky nepreukazny.
Vgznamnd Korelatna zavislost sme zistili vo vzfahoch T4 E, (v —7. a 14. dni),
T3:E; (v —13. a —7. dni), T3:P4 (v —7. dni), T3:Chol (v —3. dni), E;:Chol (v 14.
dni a v 5. mesiaci). UvaZujeme o vzdjomnych vztahoch horménov vaje&nika
a Stitnej Zlazy, ktoré sG sGtastou komplexného biologického mechanizmu vytva-
rajiceho optimélne podmienky pre plnohodnotnd ovuldciu a priebeh gravidity
hospodérskych zvierat.

ovca; synchronizdcia ruje; gravidita; tyroxin; trijodtyronin; 17 beta-estradiol;
progester6n; cholesterol

Poznanie patogenézy pohlavnych dysfunkcii pri zmenenej cinnosti
Stitnej Zlazy je limitované vedomostami o multiplicitnom a ubiquitnom
posobeni jej hormoénov v rozsahu celého organizmu pri sicasnom Speci-
fickom vplyve na celi hypotalamo-hypofyzarno-ovaridlnu 0s. Jedna
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z moZnosti modula¢ného vplyvu horménov Stitnej ZIazy na pohlavné
funkcie mo6Ze byt realizované cez ucast tyroxinu a trijédtyroninu na syn-
téze a metabolizme primdrneho substrdatu syntézy stereidov-cholesterolu.
Po privode tyroxinu sa zistila zvySena aktivita g-hydroxy-gmethylglutaryl-
-COA-reduktazy, ktora je vyznamnym kontrolnym bodom v regulécii bio-
syntézy cholesterolu (Dempsey, 1974 — cit. Mayes, 1977,
Norman a Litwack, 1987). Tyreidektémia Kkrys indukovala vSe-
obecné zniZenie na energetickom kofaktore—NADPH zavislych hydro-
xylacnych procesov (Benelli a i, 1982), hypotyroidizmus redukoval
u krys mitochondridlne a mikrozoméalne koncentracie cytochrémov sku-
piny Pysp (Negrie a i, 1978) katalyzujic Stepenie bo¢nych retazcov
cholesterolu a biosyntézu pregnenolénu a progesterénu (Richards
a Hedin, 1968; Orly, 1989). Podla Katz-Feigenbauma
a i, (1981) tyroidné hormoény Specificky, cestou stimuldcie vdzby k re-
ceptorom bunkového povrchu, internalizdciou a p&sobenim lyzozémovej
kyslej cholesterol ester hydratdzy, zvy$uji katabolizmus LDL, ktoré su
zdrojom cholesterolu pre steroidy produkované endokrinnymi sdstavami
(Grummer a Caroll, 1988).

Vychéddzajic z uvedeného sme sa v predkladanej praci zamerali na
Stadium vzajomnych dynamickych zmien koncentracii tyroxinu, trijod-
tyroninu, progesteronu, 17 beta-estradiolu a cholesterolu pri synchroni-
z4cii ruje a v gravidite oviec pri si¢asnom korelatnom hodnoteni vzdjom-
nych vztahov sledovanych parametrov.

MATERIAL A METODY
POKUSNE ZVIERATA

Do experimentu sme zaradili 10 oviec plemena merino s priemernou hmotnostou
50 kg. Kfmna dévka pre jednotlivé fdzy reproduk&éného cyklu bola ur¥end podla
CSN 46 7070 (1982). V pripdstacom obdobf, v &ase od 14. 9. do 24. 9., sme u zvierat
synchronizovali ruju intravagindlnou aplikdciou polyuretdnovy§ch tampdénov s obsahom
20 mg chlérsuperlutinu (Agelin-po3evné tampoOny, Spofa). Po desiatich dioch pdsobe-
nfa sme tamp6ny odstrdnili a kaZdé zo zvierat i. m. o¥etrili s PMSG v d4vke 500 m. j.
na zviera. Insemindcia sa robila Cerstvym riedenym semenom.

ODBER VZORIEK KRVI

Krv sa odoberala punkciou v. juguldris v deii aplikdcie tampoénov (—13. deit), 3.
a 7. deii pelas inzercie tampénov (—10. a —7. deii), pri vyberanf tampénov a injiko-
vanf PMSG (—3. deil), pri insemindcii (0. defi), v 7., 14. a 17. dni a v polovici 2., 3.,
4. a°5. mesiaca gravidity. Zfskané sérum sme do spracovania uskladiiovali pri teplote
—20°C.

LABORATORNE ANALYZY

Koncentrécie tyroxinu (Ty), trijodtyroninu (T3), progesterénu (P,), 17 beta-estradiolu
(E2) sme stanovili v krvnom sére slpravami RIA-test-T;, RIA-test-T;, RIA-test-Prog
a RIA-test-Estra (ORVJT Kog$ice). K stanoveniu koncentrécif cholesterolu (Chol) v krv-
nom sére sme pouZili BIO-Lachema-test (Lachema Brno).

STATISTICKE HODNOTENIE
Statistickd vyznamnost rozdielov v koncentrdciach sledovanych parametrov v jed-
notlivgch diioch v porovnanf k —13. difu sme hodnotili Studentovym t-testom. Vz4ajom-

nd zavislost zmien sledovanych parametrov sme uréili vypo&tom korela&ného koefi-
cientu (r) a jeho 3tatistickej vyznamnosti (Cervenka, 1975).

434 VETERINARNI MEDICINA — 1991



VYSLEDKY

Vyrazné zmeny v koncentracidch tyroxinu (T4) sme pozorovali od
—13. do 7. diia experimentu (tab. I, obr. 1). V porovnani k —13. diiu
sme po intermitentnom vzostupe, signifikantnom v —7. dni (P < 0,01)
a Statisticky vyznamnom zostupe v —10. a 7. dni (P < 0,05) zaznamenali
jeho vyrazny, nie v3ak preukazny pokles (P > 0,05) v —3. dni pozoro-
vania k hodnotdm 50,22 +18,77 nmol .1~ " séra. V defi inseminédcie do-
siahli jeho koncentracie hodnoty 85,4 + 17,22 nmol - 1~ ' séra. S vynimkou
prechodného, nesignifikantného poklesu v 4. mesiaci gravidity sa od
14. diia do 5. mesiaca gravidity koncentracie tyroxinu udrZiavali na
mierne zvySenych hladindch, podobnych vychodzim hodnotidm. Kolisali
v medziach 68,66 +17,74 aZ 73,8 +12,91 nmol .1~ ! séra.

V koncentraciach trijédtyroninu (T3) sme podstatné zmeny v priebehu
pdsobenia chlérsuperlutinu nepozorovali (tab. I, obr. 2). V —10. a —7.
dni sme v porovnani k vychodzim hodnotdm —1,32 40,26 nmol.1"?
séra, zaznamenali ich nesignifikantny vzostup. Statisticky nepreukazny
pokles, pozorovany podobne ako pri tyroxine v —3. dni, k hodnotdm
1,24 40,22 nmol . 1~ séra, vystriedal vzostup koncentracii T3 v 0. dni po-
zorovania na troveii hodnét 1,58 +0,30 nmol .11 séra. V priebehu gra-
vidity, s vynimkou epizodického vzostupu v 2. mesiaci gravidity, mali
jeho koncentracie klesajicu tendenciu a signifikantne najnizsie hodnoty
0,71 + 0,24 a 0,76 + 0,22 nmol - 1-' séra (P < 0,001) dosiahli v 4. a 5.
mesiaci gravidity.

l T‘[nmol.l"l
o ' T, tamolh
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\ \ T/" 1|5~<
50
ol 104 -]
X -8
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E ,9 L]
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‘TEEE o 2348 BN T 30 1 % 11 2348
synchronizacia®— gravidita® synchronizécia%—s gravidita
dni dnit mesiace® dni® dni* mesiace®
1. Koncentrdcie tyroxfinu (T4) v systé- 2. Koncentrdcie trijédtyroninu (T;3) v sy-

movom obehu pofas synchronizédcie ru-
je a gravidity oviec — Concentrations
of thyroxine (T,) in the systemic cir-
culation in the course of oestrus syn-
chronization and gravidity of ewes

Explanatory notes to Figs. 1—5: lin-

semination, 2synchronization, 3gravidi-

ty, ‘days, Smonths

stétmovom obehu pofas synchronizécie
ruje a gravidity oviec — Concentra-
tions of trifodothyronine (T3) in the
systemic circulation in the course of
oestrus synchronization and gravidity
of ewes
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1. Priemerné koncentracie tyroxfnu (T,), trijédtyroninu (T3), 17 beta-estradiolu
v systémovom obehu poclas synchronizédcie ruje a gravidity oviec — Average concentrations of thyroxine (T,), triiodothyronine (T3],
17 beta-estradiol (E;), progesterone (P,) and cholesterol (Chol) in the systemic circulation in the course of oestrus synchronization

(E2),

progesteronu (P;), a cholesterolu (Chol)

and gravidity of ewes o
i -1
— Koncentracie? [nmol.1-"]
T, Ty l Ey l Py CHOL
—13 67,22 418,29 1,32 40,26 0,084 +0,036¢ 3,40 + 3,61 1,63 4-0,35
—10 41,75 +20,23* 1,50 40,94 0,066 -+0,020 2,54 + 2,98 1,73 40,33
— 7 96,77 +17,51°* 1,43 40,21 0,471 +0,079*"* 281 + 1,94 1,71 $0,24
— 3 50,22 418,77 1,24 40,22 0,542 +0,177°** 1,79 + 3,71 1,61 +0,42
0 85,40 419,59 1,58 +0,30 0,155 +0,140 0,09 + 0,08* 1,87 40,21
7 43,50 +17,22* 1,52 40,26 0,176 +0,058** 3,95 + 3,83 1,61 40,40
14 70,00 +33,62 1,40 0,27 0,140 +0,077 4,57 + 391 1,65 +0,42
17 73,80 +12,91 1,44 40,20 0,170 -+0,090" 3,50 -+ 2,40 1,72 40,33
Mesiac?
2 72,20 -+16,45 1,69 40,31 0,096 +-0,049 572 + 2,50 1,71 40,33
3 68,66 +17,74 1,13 40,28 0,177 +-0,141 10,54 + 5,11** 1,81 +0,45
4 58,10 +11,14 0,71 +0,24*** 0,355 +-0,255* 21,10 +10,72** 1,47 40,33
5 89,55 + 9,12 0,76 +-0,22°°* 0,448 4-0,417* 37,31 416,57°** 175 +0.33

Signifikantnost diferencii hodnot sledovangch parametrov medzi —13. diiom a dal$imi dfami: * = P < 0,05; ** = P < 0,01;
*** = P < 0,001 (platf i pro tab. II) — Significance of differences of the values of the followed parameters beginning on day
—13 and on following days: * = P < 0.05; ** = P < 0.01; *** = P < 0.001 (applies also to Tab. II)
'day, month, 3concentrations



V porovnani k —13. diiu sme v koncentrdcidch 17 beta-estradiolu (E;)
po prechodnom S$tatisticky nepreukaznom poklese v —10. dni pozorova-
nia (tab. I, obr. 3) zaznamenali ich signifikantny narast v —7. a —3. dni
experimentu s vrcholovymi hodnotami 0,47 +0,07 a 0,54 40,17 nmol .1~
séra (P < 0,001). Vrcholové hodnoty vystriedal v 0. dni ndhly pokles
koncentracie E,, droveili vychodzich hodnét v8ak nedosiahli. Od nultého
do 17. dila gravidity sa udrZiavali koncentracie E, na zvySenych hladi-
nach signifikantnych v 7. a 17. dni pozorovania (P < 0,01, P < 0,05).
Po prechodnom poklese v 2. mesiaci gravidity sme zaznamenali ich vy-
razny vzostup s najvyssimi hladinami 0,35 40,25 a 0,44 +0,41 nmol . 1!
séra v 4. a 5. mesiaci gravidity (P < 0,05).

Signifikantny pokles koncentrdcii progesteronu (P4) z hodnét 3,40
+3,61 nmol.1 ' séra zistenych v —13. dni experimentu (tab. I, obr. 4)
k hodnotam 0,09 +0,08 nmol .1~ séra sme zaznamenali v deifi insemina-
cie (P < 0,05). Od 7. dna do 2. mesiaca gravidity mali koncentracie P,
v porovnani k —13. dilu vzostupni tendenciu. NajvyS8Sie hodnoty 37,31
+16,57 nmol.1 1" séra (P < 0,001) dosiahli v piatom mesiaci gravidity.

V koncentraciach cholesterolu (Chol) (tab. I, obr. 5) sme Statisticky
preukazné rozdiely v priebehu sledovania nezistili. Po miernom vzostupe
hodnét koncentracii v —10. a —7. dni sme jeho najvy$Sie priemerné
koncentracie 1,87 -4-0,21 nmol .1~ 1 séra zaznamenali v ¢ase inseminéacie
(0. def1). V 7. dni gravidity sa koncentrdacie cholesterolu pohybovali na
urovni vychodzich hodnét. Vzostup s pohybom hodnét v medziach 1,65
+ 0,40 aZ 1,81 + 0,45 nmol - 1- ' séra, pozorovany od 14. diia do 5. me-
siaca gravidity prerusil vyrazny pokles jeho koncentrdcii k hladindm
1,47 4+ 0,33 nmol - 1~ 'séra v 3. mesiaci gravidity.

Statisticky vyznamnt korelacni zavislost (tab. II) sme zistili vo vzia-
hoch TgE; v —7. a 14. dni, T3:E; v —13. a —7. dni, T3:Py v —7. dni,
T3:Chol v —3. dni a E;:Chol v 14. dni a 5. mesiaci gravidity.
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3. Koncentracie 17 beta estradiolu (E;) v 4. Koncentrdcie progesterénu (P;) v sy-

systémovom obehu poc¢as synchroniza- stémovom obehu podas synchronizéacie
cie ruje a gravidity oviec — Concent- ruje a gravidity oviec — Concentra-
rations of 17 beta-estradiol (E;) in tions of progesterone (P;) in the sy-
the systemic circulation in the course stemic circulation in the course of
of oestrus synchronization and gravi- oestrus synchronization and gravidity
dity of ewes of ewes
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II. Korela¢né hodnotenie vzdjomnych vztahov sledovanych parametrov v jednotlivgych diioch — Correlative evaluation of mutual re-

lations of the followed parameters on particular days

et Koeficient korelacie (r) vztahov?
e
Ty:Ep [ Ts:Ep T4:Ps T:Py T4:CHOL T3:CHOL E»:CHOL P,:CHOL
—13 0,1725 0,7594" 0,2079 —0,2636 —0,3923 —0,0769 —0,2451 —0,2974
—10 —0,1456 —0,4557 0,5572 0,0263 —0,1225 —0,3424 0,3501 —0,0235
-7 0,7610* —0.7371"* —0,0351 —0,7285* —0,3322 0,4057 0,2196 —0,0657
— 3 —0,0325 —0,0325 0,3232 0,3995 —0,3441 —0,7185* 0,0575 —0,2876
0 —0,3609 0,0298 0,3488 —0,0826 —0,6191 0,0765 0,1120 0,4682
7 —0,4811 0,1474 0,5338 0,3433 —0,4419 0,2551 0,4850 0,0159
14 —0,7336" —0,1889 0,1067 0.4275 —0,4976 —0,3146 0,9849*** —0,3462
17 0,4442 —0,5820 10,3981 0,0576 0,0179 —0,0341 —0,3447 —0,3987
Mesiac?
2 —0,2867 —0,0526 0,3134 0,1039 —0,3865 0,4150 0,5072 —0,5528
3 —0,6643 0,6214 —0,0861 0,5041 —0,1127 —0,2468 0,1366 —0,2309
4 —0,2155 —0,0511 —0,4327 0,3406 —0,1729 —0,1478 0,2512 0,3383
5 —0,4280 0.0699 —0,1542 0.4502 0.2345 0,4044 0.5376* 0,0318

For 1—2 see Tab. I; 3correlation coefficient (r) of relationships




5. Koncentrdcie cholesterolu (Chol) v sy-
stémovom obehu pocas synchronizéacie
ruje a gravidity oviec — Concentra-
tions of cholesterol (Chol) in the
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DISKUSIA

Ako z vysledkov vyplyva vzostup koncentrdcii 17 beta-estradiolu po
synchronizdcii ruje chlorsuperlutinom a sérovym gonadotropinom
(PMSG) v sezonnom obdobi priptistania oviec, sme zaznamenali po troch
a vrcholové hodnoty po 10 diioch pdsobenia gestagénu. V dni insemina-
cie hladiny jeho koncentrdcii v porovnani k —3. dilu signifikantne po-
klesli. Koncentrdcie progesteronu v priebehu instalacie Agelinu klesali
pozvolne. Po vybere hubiek a oSetreni zvierat s PMSG dosiahli v dni
inseminacie signifikantne najniZSie hladiny. Nami pozorované zmeny
v koncentrdcidch progesteronu st podobné k dynamickym zmendam,
ktoré zaznamenali Kasztelan a i. (1988) po indukcii ruje implanta-
tom s obsahom 375 mg progesteronu a 500 m. j. PMSG v miernom pédsme
v mesiaci decembri. Fukuji a i. (1983) u oviec oSetrenych s methyl-
-acetoxyprogesteronom (MAP) a PMSG v obdobi od 21. septembra do
7. novembra pozoroval prvé zvySenie 17 beta-estradiolu v deviatom dni
pri vysadeni MAP a aplikacii PMSG. Systémové koncentrdcie progeste-
ronu poklesli k najniz8§im hodnotdm o 24 h neskoér pri sticasnom vrcho-
leni 17 beta-estradiolu. Pri zistovani vplyvu ro¢ného obdobia na ovarial-
nu a adenohypofyzdrnu responzibilitu oviec k synchronizacnému oSetre-
niu fluorgeston acetdtom a PMSG zaznamenal Echternkamp
(1982) signifikantny vzostup plazmatického estradiolu 12 h po aplikécii
PMSG s pretrvdvanim, v z4vislosti od sezény, do troch dni. V experimen-
toch, v ktorych sa ruja indukovala s MAP a PMSG v mimosezonnom Ob-
dobi pozoroval Fukuji ai. (1984) najvysSie koncentrdacie 17 beta-est-
radiolu v den vysadenia MAP a injikovani PMSG a jeho najniZsie hodnoty
v 75. aZ 81. h po oSetreni. Progesterén sa pohyboval na najniZ8ich arov-
niach medzi 51. az 57. hodinou po podani PMSG.

Rozdiely v Case vzostupu 17 beta-estradiolu, ktoré sme v porovnani
k citovanym autorom zaznamenali pravdepodobne sivisia s vy§kou endo-
génnych koncentracii progesterénu v case exogénneho privodu gesta-
génu. Hormony Zltého telieska na jednej strane, v zvislosti od hladin
poésobia ako protektor Zltého telieska, na druhej strane ¢asuji uterus
k produkcii prostaglandinov (Scaramuzzi a i., 1977), cez kontrolu
ténickej sekrécie LH (Goodman a Karsch, 1980), vedicej k sti-
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mulécii syntézy androgénov (Huhtaniemi, 1983) sa podielaji na
syntéze estrogénov a conditio sine qua non pésobia na CNS v jeho
priprave na estrus indukujice p6ésobenie estrogénov.

StibeZne so vzostupom systémového 17 beta-estradiolu sme zazna-
menali intermitentné zmeny koncentrdcii T,. Signifikantnému poklesu
T4 v —10. dni odpovedal Statisticky nepreukazny vzostup Ts;. Vrchol
17 beta-estradiolu v —3. dni doprevadzal vyrazny pokles T, a mierne
zniZenie T3. Tieto vysledky st zhodné s naSimi pozorovaniami u dojnic,
u ktorych sme po vzostupe koncentracii E, v 44. h po podani cloproste-
nolu pozorovali pozvolny a medzi 52.—56. h signifikantny pokles tyro-
xinovych hladin aZ na urovenl hypotyredznych hodnoét (Elecko
a i., 1985). Tyroxin — depresivny ucinok estrogénov je podla Chena
a Walfisha (1978) vysledkom stimulatného pdsobenia estrogénov
na monodejodaciu T, a jeho konverziu na biologicky aktivny Tj;. Pokles
systémovych koncentracii T, po 48hodinovej infizii estradiol benzoatu
u dojnic (Elecko a i, 1982) tato hypotézu podporuji. Z uvedenych
poznatkov, ale i z vysledkov, v ktorych Chan a Tan (1986) pozoro-
vali inhibicné pdsobenie T, a T3 na aromatdzovu aktivitu indukovanu
v bunkach granulozy s FSH predpokladdme, Ze depresia T, a T; v Case
estru a nasledné spidtnovdzobnym mechanizmom regulované vyplavenie
TRH, st vyznamné hiologické mechanizmy optimalizujice priebeh repro-
dukc¢ného cyklu a koncepcieschopnost hospodarskych zvierat. Parcidlne
je uvedend hypotéza podporovana vysledkami experimentov, v ktorych
sme nizSie koncentrdcie tyroxinu zistili pri prvej tspesSnej insemindcii
v porovnani k druhej, resp. tretej, uspeSnej insemindcii u prebiehaviek
ako aj vySS8i pocet zabreznutych zvierat pri nizSich koncentraciach tyro-
xinu v mesiacoch jin a november v porovnani k marcovému pripastaniu
(Bekeovd a i, 1985, 1989).

V koncentraciach cholesterolu po miernom vzostupe v —10. dni sme
pozorovali ich pozvolny pokles s najniZz§imi hodnotami v —3. dni expe-
rimentu, ktoré boli v dern inseminacie (0. dni) vystriedané prechodnym
zvySenim. V zhode s naSimi vysledkami, Talavera a i. (1985) pri
Stadiu dynamickych zmien cholesterolu v priebehu estrdlneho cyklu
dojnic zaznamenali jeho vrcholové hladiny medzi nultym a 2. postestral-
nym diom. Negativha korelatna zavislost, ktori sme pozorovali pocas
synchronizatného oSetrenia vo vztahu cholesterolu a progesterénu je
porovnatelna s korelacnymi vysledkami pocas estrdlneho cyklu u oviec
(Raval a i, 1986), dojnic (Talavera a i, 1985) a miniprasiat
(Lussiercacan a i., 1977). Z paralelného hodnotenia dynamickych
zmien sledovanych parametrov pocas podsobenia gestagénu a PMSG
usudzujeme, Ze zmeny v dynamike cholesterolu v priebehu synchroni-
zacného oSetrenia oviec st vysledkom modula¢ného pdsobenia zniZe-
nych, resp. zvySenych hladin tyroxinu evokujicich zmeny aktivity enzg§-
mov zahrnutych v metabolizme Zl¢ovych a mastnych kyselin (Heim-
berg a i, 1985), cholesterol-esterdazu aktivujicim tuc¢inkom gestagénu
(Caffrey a i, 1986) a energetického posobenia E, a FSH, resp. E;
a LH na stimuldciu pohotovostného poolu cholesterolu a jeho efektiv-
nu postovulacni utilizdciu k syntéze pregnendlonu v mitochondridch
(Veldhuis ai, 1984, Holt a i., 1988).

Od c¢asu priptstania, t. j. nultého dila po druhy mesiac gravidity, sa
koncentracie 17 beta-estradiolu pohybovali v porovnani k vychodzim
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vzostup sme pozorovali od 4. mesiaca gravidity. Challis (1971) zistil
hodnotam na priemerne i signifikantne zvy$enych hladindch. Ich dalsi
vrchol koncentracii estrogénov 24 h pred pdrodom. U dojnic bol konti-
nudlny vzostup estrogénu a 17 beta-estradiolu pozorovany od 4. pred-
porodného tyZdiia s jeho vrcholenim v €ase pérodu (Robertson,
1974; Sawada a i, 1988). U k6z medzi 16. a 4. prepartdlnym diiom
dosiahli koncentracie 17 beta-estradiolu troveri 85 pg.ml~! s maximom
165 pg. ml~'24 h pred pérodom (Valker a Peaker, 1978). Povod
a indukéné mechanizmy spustajice syntézu estrogénov su zatial nejas-
né. Z experimentdlnych prac robenych na krysdch sa usudzuje, Ze
v druhej polovici gestacie posobenim doteraz neidentifikovanych fakto-
rov zacina placenta produkovat androgénne substraty aromatizované
v ovdaridch na estrogény (Gibori a Sridaran, 1981; Jackson
a Albrecht, 1985). Predpokladame, Ze so vzostupom syntézy a pro-
dukcie placentdrnych androgénov a u oviec i progesteronu (Bedford
a i., 1977) stvisi i ndhly pokles trijodtyroninu (Banovac a i, 1986)
a cholesterolu medzi 3. a 4. mesiacom gravidity zisteny v naSej praci.

Z vysledkov sledovania koncentracii tyroxin-viaziceho globulinu (TBG)
v gravidite a po ordlnej aplikacii estrogénov sa vSeobecne predpoklada,
ze vzostup koncentrdcii celkového tyroxinu pocas gestacie je sekundar-
nym javom Kk estrogénmi indukovanej stimulacii syntézy TBG (Fuku-
da ai., 1980; Souma a i, 1981; Guillaume a i, 1985). Z kore-
lacnej analyzy TBG s nekonjugovanym estronom a 17 beta-estradiolom
v8ak Spare ai., (1987) usudzuji, Ze mimo estrogénov existuji iné do-
teraz neobjasnené faktory vyznamne vplyvajice na syntézu TBG v gra-
vidite. Tymto si cCiastocne vysvetlujeme rozdielny ucinok zvySenych
hladin estrogénov na tyroiddlne hormény a ich koncentrdcie zistené
v priebehu o3etrenia bahnic s chlorsuperlutinom a PMSG a v gravidite.

Z hodnotenia vzdjomnych dynamickych a korelaénych zavislosti sle-
dovanych parametrov s prihliadnutim na ich vzdjomné sibeZné a na-
sledné vplyvy usudzujeme, Ze medzi hormonmi §titnej Zlazy a vajecnika
sa v preovulacnom obdobi, ale i pocas gravidity vytvaraja zloZité, vza-
jomne sa ovplyviiujice vztahy, ktoré si siucastou komplexného biolo-
gického mechanizmu vytvarajiceho optimédlne podmienky pre plnohod-
notnu ovuldciu, koncepcieschopnost a graviditu zvierat.
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BEKEOVA, E. — KRAJNICAKOVA, M. — HENDRICHOVSKY, V. — MARACEK, I
(Institute of Experimental Veterinary Medicine, Ko$ice): Influence of synchronization
treatment in the seasonal period and of sheep gravidity on concentrations of thyroxine,
triiodothyronine, 17 beta-estradiol, progesterone and cholesterol. Veter. Med. (Praha),
36, 1991 (7): 433—444.

Knowledge of pathogenesis of sexual dysfunctions at altered thyroid activity is limited
by the knowledge of multiple and ubiquitous action of its hormones throughout the
organism. One of the possibilities of modulatory influence of thyroid hormones on
sexual functions can be realized through the participation of thyroxine and triiodothy-
ronine in the synthesis and metabolism of primary substrate of steroid synthesis —
cholesterol. The presented work is aimed at the study of simultaneous dynamic changes
of concentrations of thyroxine (T4), triiodothyronine (T3;), 17 beta-estradiol (E;),
progesterone (P;) and cholesterol (Chol) during synchronization of the rutting period
and gravidity at parallel correlative evaluation of mutual relations of the followed
parameters in ten Merino sheep in the seasonal period. Synchronization was achieved
by chlorsuperlutin (Agelin — vaginal swabs, Spofa; 20 mg of chlorsuperlutin/swab)
and PMSG (500 1. U/animal). Blood was sampled by means of a jugular vein puncture
at the time of swab insertion (—13th day) and after three (—10th day) and seven
(—7th day) following days, at the removal of swabs and application of PMSG (—3rd
day), on the day of insemination (zero day), on the 7th, 14th and 17th day and in the
middle of the 2nd, 3rd, 4th and 5th month of gravidity. In the phase of oestrus syn-
chronization a significant increase of E; concentrations on days —7 and —3 of the
experiment (0.47 40.079 and 0.542 4-0.177 nmol.1-1 of serum, P < 0.001; P < 0.001)
was observed compared to the E; values (Tab. I, Graph 3) on day —13 (0.084 4-0.036
nmol .1-' of serum). Parallel to these observations, marked intermittent changes of
T4 (Tab. I, Graph 1) were recorded with the lowest values of this parameter observed
on days —10 (41.75 42023, P < 0.05) and —3 (50.22 +18.77, P < 0.05) and the
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highest on day —7 (96.77 =417.51 nmol.1-% P < 0.01) and day zero (85.40 +-19.59
nmol.1-1 of serum, P < 0.05) in comparison with the —13th day (67.22 +18.29
nmol.1-' of serum). Concentrations of P, (Tab. I, Graph 4) declined to the lowest
values on day zero observation (0.09 +0.08 nmol.1-' of serum, P < 0.05 vs 3.40
4+ 3,61 nmol.l-' on day —13). No significant changes of concentrations of Tj
(Tab. I, Graph 2) and Chol (Tab. I, Graph 5) were observed during oestrus synchro-
nization. During gravidity, concentrations of E; (Tab. I, Graph 3) showed an increasing
trend compared to the —13th day. The highest significant values were reached on
day 7 (0.176 +0.058 nmol.~1', P < 0.01), day 17, and in the 4th and 5th month of
gravidity (0.17 -+0.09; 0.355 --0.255; 0.448 4-0.417 nmol.1-! of serum, P /< 0.05).
A temporary statistically significant decrease of T, concentration (Tab. I, Graph 1)
on day 7 of observation (P < 0.05) was followed by concentrations maintaining the
values similar to those on day —13, in the period from the 14th day till the 5th
month of gravidity. After the temporary statistically insignificant increase in the 2nd
month of gravidity, T; concentrations (Tab. I, Graph 2) showed a decreasing tendency
beginning from the 3rd month to the end of observation, with a significant decline
in the 4th and 5th month of gravidity (0.71 +0.24 and 0.76 --0.22 nmol .1~ P < 0.001,
P < 0.001). After the gradual increase of P, concentrations during the first days of
gravidity (Tab. I, Graph 4) their significant increase was observed in the 3rd, 4th
and 5th month of gravidity (10.54 -5.11; 21.10 +-10.72; 37.31 +-16.57 nmol.1-' of
serum, P < 0.01; P < 0.01; P < 0.001). The decrease of Chol concentrations in the
4th month of gravidity (Tab. I, Graph 5) was statistically insignificant. Significant
correlation dependences of the followed parameters (Tab. II) were observed for
T14:E2 (on day —7 and 14), T3:E, (on day —7), T3;:Chol (on day —3), E;:Chol (on day
14) and in the 5th month, Dynamics of the followed parameters and their mutual
correlation dependences as well as the present knowledge of the effects of parameters
followed in our study indicate that the thyroid hormones stimulate the development
and production of ovarian estrogens zy affecting the processes of synthesis and meta-
bolism. Estrogens play an important role in conversion of thyroxine to biologically
active triiodothyronine. Degradation of system thyroxine by feedback mechanisms
evokes the production of TRH and TSH, and also of thyroxine and triiodothyronine
and their repeated action on processes of cholesterol metabolism and synthesis. The
above-mentioned, and for the time being very brief knowledge indicates the existence
of complicated, mutually affected relationships of ovarian and thyroid hormones not
only during the preovulation period but also during gravidity. They represent a part
of complex biological mechanisms which produces the optimal conditions for full-
-value ovulation, conceptive ability and gravidity of farm animals.

sheep; oestrus synchronization; gravidity; thyroxine; triiodothyronine; 17 beta-estra-
diol; progesterone; cholesterol
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