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ZMENY BIOCHEMICKYCH UKAZOVATELOV KRVI TELIAT
POD VPLYVOM NIZKYCH TEPLOT

]. Brougek, L. Novéak, K. Kovaléik, D. Gajdosik

BROUCEK, ]. — NOVAK, L. — KOVALCIK, K. — GAJDOSIK, D. (Vgskumny
dstav Zivoci3nej vyroby, Nitra): Zmeny biochemickych ukazovatelov krvi tellat
pod vplypvom nizkych tep6t. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (12): 705—715.

20 teliat — jaloviciek holstajnsko-frizskeho plemena a kriZencov so slovenskym
strakatym plemenom sa v priemernom veku 19 dni rozdelilo do dvoch skupin.
Pokusnda skupina bola ustajnend v drevenych vonkajsich baddach a kontrolnd
v zateplenom telatnfku. Krv sa odoberala vo veku 20, 33, 48 a 60 dni pri von-
kajsich teplotach 3, —2, —5 a —8 °C. U teliat z bad sa zistili signifikantne vys-
sie hladiny neesterifikovanych mastnych kyselin v porovnani s kontrolnou sku-
pinou. Najvicsi rozdiel sa pozoroval pri teplote —8 °C (271 umol - 1-1! oproti
224 umol - 1—!). Podobny trend sa evidoval aj u glykémie, najv#&sia diferencia
bola pri teplote —5 °C (4,3 mmol - 1-! oproti 3,9 mmol - 1-!). Koncentrdcia
inzulinu sa postupne zvy3ovala s vekom. Signifikantné zvySenie hladiny trijod-
tyroninu sa u pokusnej skupiny prejavilo aZz pri teplote —8 °C (0,85 nmol - 1-!
oproti 0,64 nmol - 1-1) a podobny stav bol aj pri stanoveni obsahu tyroxinu
(66,3 nmol - 1-! oproti 52,9 nmol - 1-1!). Vplyvom nizkych teplot sa evidovali
zmeny v natrémil a kalémii, najdirsf pomer, Statisticky preukazny, medzi sodi
kom a draslikom sa zistil pri teplote —2 °C (31,0 a 27,4).

tefatda; nizke teploty; neesterifikované mastné kyseliny; gluk6za; tyroxin

Pre hodnotenie reakcie zvierat na extrémne nizke teploty je okrem
zootechnickych ukazovatelov a sprdvanie sa doleZité tieZ sledovanie
homeostazy. Indikatormi eventudlnych zmien stalosti vnitorného pro-
stredia st hematologické a biochemické ukazovatele a hormodny. S po-
klesom teploty okolia pod zonu termoneutrality stipaji tepelné straty
a musia byt vyrovndvané aktivhym poOsobenim termoregulatnych me-
chanizmov. Ked nestac¢i na udrZanie telesnej teploty zamedzenie vydaja
tepla, zvySuje sa jeho produkcia chvenim svalov, alebo u zvierat adapto-
vanych na chlad netrasovou termogenézou. Termogenéza bez svalového
chvenia je vyvoldvana predovSetkym kalorigénnym u¢inkom noradre-
nalinu. Stimulaciou sympatiku sa vyplavia z drene nadobli¢iek katecho-
laminy, po interakcii noradrenalinu s bune¢nou membrénou sa aktivuje
adenylcykldaza (Jansky, 1966). ZvySuje sa tvorba 3,5-adenozinmono-
fosfatu, nastava lipolyza a uvolnovanie neesterifikovanych mastnych
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kyselin z depotnych zasob (Horwitz, 1971). Velky vyznam mé aj
inzulin svojim kalorigénnym u¢inkom, predovSetkym na peceii, svaly
a mozog. ZvySuje aj oxidadny metabolizmus bieleho tukového tkaniva
(Jansky, 1973), Johnson (1986) a Groth (1984) zistili, Ze na
tejto termoregulédcii majui najvac¢si podiel hormény Stitnej Zlazy. Ich
pésobenim sa zvySuje intenzita metabolizmu. ZvySuje sa spotreba Kkyslika
v tkanivdach a indukuje sa ¢innost Na* K* pumpy v buneénych membra-
nach (Kriesten, 1981). ZvySenie turovne celkového metabolizmu
zlepSenim oxidacnej ¢innosti vplyvom Stitnej Zlazy dokdzal Roberts-
haw (1981). HormoOny Stitnej Zlazy tyroxin a trijodtyronin zabezpeduju
mobilizovanie energetickych zdrojov zasahovanim do glycidového, biel-
kovinového a lipidového metabolizmu. Nizka teplota pdsobi ako stre-
sovy faktor, aktivuje sa os hypotalamus—hypofyza—nadobli¢ky, zvySuje
sa aktlvita tyreoidey (Girardier a Stock, 1983). Broudek
a i. (1987) zistili u jalovic chovanych v otvorenej, nezateplenej mastali
pri teplotach az —10 °C, vyznamné zvySenie obsahu neesterifikovanych
mastnych Kkyselin a tyroxinu. Priamy negativhy dopad na uZitkovost
zvierat ma chemicka termoreguldcia odferpavanim casti energie, ktora
by inak sluaZila na rast Zivej hmotnosti. Kariya a i. (1985) zistili uz
pri krdtkodobom nizkotepelnom strese (6 hodin pri teplote —10 °C)
zvysenie celkovych bielkovin, cholesterolu a hematokritu.

MATERIAL A METODA

Pouzilo sa 20 teliat — jalovi¢iek holStajnsko-frizskeho plemena a kiiZencov so slo-
venskym strakatym plemenom s vyssim podielom zuslachfujiceho plemena. Priemerny
vek pri naskladneni bol 19 dnf. Telce boli rozdelené do dvoch skupin po 10 kusov,
pricom sa zohladnil ich vek a Zivd hmotnost. Pokusnd skupina bola ustajnena v indi-
viduélnych drevenych vonkajSich budach s podstielanim, kontrolna v zateplenom
telatniku voIne v kotercoch na hlbokej podstielke. Napéjanie mlietnou kifmnou zme-
sou Laktavit bolo individudalne dvakrat denne, Startérovd kfmna zmes a seno sa poda-
vali do chuti, Odstav od mlietnej vyZivy sa previedol vo veku 50 dni. Uskuto¢nili sa
styri pozorovania vo veku 20, 33, 48 a 60 dni, pri vonkajdich teplotich 3, —2, —5
a —8 °C. Krv sa odoberala vZdy o 8. hodine rdno. V krvi sa stanovovala gluk6za Bio—
La—testom, v sére neesterifikované mastné kyseliny (Brenner a Relnhardt,
1978), sodik, draslik a vdpnik plamenovou fotometriou. Analgza trijodtyronfnu a tyro-
xinu sa prevddzala radioimunologickou met6dou pomocou stiprav URV]T Kosice, inzulin
kitom IAE—IPRC Otwock, Polsko a cyklicky adenozinmonofosfat sapravou UVVVR
Praha.

VYSLEDKY

Zo sledovania koncentréacie neesterifikovanych mastnych kyselin (tab.
I) vidno, Ze telce ustajnené v budach, kde bola vzZdy niZ8ia teplota ako
v zateplenom objekte, mali vo vSetkych pozorovaniach vysSiu hladinu
tohoto ukazovatela. Najvacsi rozdiel vysoko preukazny sa stanovil vo
veku 60 dni pri vonkajsej teplote —8 °C (271 wmol - 17! oproti 224
pmol . 171), ale aj v prvom a tretom odbere krvi pri teplotach 3°C a —5°C
sa zistili signifikancie. U prvej skupiny boli vysoko preukazné rozdiely
medzi prvym a Stvrtym a druhym a Stvrtym odberom. U teliat zo zatep-
leného objektu bol preukazny rozdiel medzi prvym a Stvrtym pozorova-
nim, pretoZe aj tu sa postupne mierne zvy3oval obsah volInych mast-
nych kyselin.
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I. Obsah neesterifikovanych mastnych kyselin (NEMK) a adenozinmonofosfdtu v krvnej plazme sledovangch skupin teliat —
The content of nonesterified fatty acids (NEFA) and adenosine monophosphate in the blood plasma of the observed groups
of calves

Vonkajsia teplota a priemerny vek 2 | 3
3 °C, 20 dnf 2°C, 33 dnf | 5 °C, 48 dni 8 °C, 60 dni e
Ukazovatet ! : 2 : 20900 __| rozdieloy
P zatepleny 2 zatepleny = zatepleny < 4 zatepleny £ i ey
hids objekts | PAY® | Topjekts | PAYY | Tgpjeres | Pad objekts | Skupiny
% 2240 188,0 211,0 197,0 2430 | 207,0 2710 2240 bady 4 1:4++
NEMK 6 s 35,6 31,4 33,1 34,8 38,4 26,5 27,7 32,1 2 4++
fumel - 1-4] % 15,9 16,7 15,7 17,6 15,7 12,8 10,2 14,3 objekt51: 4+
: d 36,0 14,0 36,0 47,0
t—test 2,364+ 0,887 2,441+ 3,469+ +
x 10,3 9,0 12,1 121 11,5 10,0 129 115 bady *+ 1:4t
Adenozin- s 2,0 1,8 2,7 2.2 3,0 2,3 2.8 19 _1:4*
monofosfat 7 ¢ 19,7 19,8 22,2 18,3 16,5 229 220 16,3 objekt> 1:2++
[umol - 1-1] d 1.3 0,0 1,5 1,4
t—test 1,513 0,063 | 1,256 1,316
+ P <0,05
++ P<0,01

1parametqr, 2outdoor temperature and average age, 3significance of differences within the groun. ¢hutches, 7 insulated building,
® NEFA, ‘adenosine monophosphate



Hladina adenozinmonofosfatu u obidvoch skupin vyk&zala zvySenie
vo veku 33 a 60 dni. Nasledkom toho bol u prvej skupiny stanoveny
preukazny rozdiel medzi prvym a Stvrtym odberom a u druhej skupiny
20 zatepleného objektu medzi prvym a druhym a prvym a Stvrtym od-
berom. Diferencie medzi pokusnou a kontrolnou skupinou boli nizke
a nesignifikantné (tab. I).

Podobne ako u neesterifikovanych mastnych kyselin boli aj v pripade
glukozy vidy vySSie hodnoty u teliat z bud (tab. II). Najvyraznejsi roz-
diel, signifikantny, sa zistil vo veku 48 dni pri vonkajsej teplote —5 °C
(4,3 mmol - 17! oproti 3,9 mmol - 17'). Signifikantné diferencie v ramci
skupiny sa zistili len u teliat pokusnej skupiny z bud, a to medzi prvym
a Stvrtym a druhym a Stvrtym odberom.

Obsah inzulinu sa postupne zvySoval vekom zvierat (tab. 11). Vo veku
20 dni boli hodnoty prakticky rovnaké u obidvoch skupin (9,9 uUI -

I "a 10,4 xUI - 1°") a najvyssie hladiny sa namerali vo veku 60 dnf
(19 wUI - 1"" a 156 pUL - 1°'). Rozdiely medzi skupinami boli nepre-
ukazné, najvyssia diferencia sa zistila na konci mlieénej vyzivy vo veku
60 dnf (19 wUI - 1! u zvierat z bud a 15,6 xUI - 17! u teliat zo zateple-
ného objektu). Jediny signifikantny rozdiel (na trovni pravdepodobnosti
99 %) v ramci jednotlivych skupin sa vypocital u teliat z btad pri po-
rovnani prvého a stvrtého odberu krvi.

Koncentrdcia horménu S$titnej Zlazy trijodtyroninu sa z pociatoénych
0,8 nmol - 1"'a 0,76 nmol - 1-! zniZila u obidvoch skupin na 0,61 a 0,62
nmol - 1 '. V dalsich dvoch sledovaniach sa u kontrolnej skupiny zo
zatepleného objektu zaznamenali minimdlne zmeny, naproti tomu sa
u zvierat pokusnej skupiny pod vplyvom nizkotepelnej expozicie zistilo
pri teplotdch —5 °C zvySenie na 0,72 nmol - 17! a pri dalSom odbere,
ktory nasledoval po teplotdch —8 °C, elevdciu na 0,85 nmol - 1-% Pri
tomto pozorovani bol rozdiel medzi skupinami signifikantny (tab. III).
V ramci pokusnej skupiny sa zaevidovala signifikancia v porovnanf
druhého a Stvrtého odberu.

Pri prvom sledovani sa u pokusnej skupiny teliat zistila o 11,8 %
vyssia hladina tyroxinu (71,2 nmol - 1! a 63,7 nmol - 1°'). V druhom
a trefom odbere sa hodnoty u obidvoch skupin rozliSovali len maélo
(tab. IIT), o to v&dési rozdiel, vysoko signifikantny, sa stanovil vo veku
60 dni a pri vonkaj3ej teplote —8 °C (66,3 nmol - 1°! oproti 52,9 nmol -

17') — 25,3 %. Podobne ako v predchddzajucom parametri Stitnej
zlazy trijodtyroninu sa prejavil preukazny rozdiel medzi druhym a Stvr-
tym odberom u teliat z bud.

Natrémia sa u obidvoch skupin pri druhom sledovani vyrazne zniZila
z pbvodnych 142,3 nmol - 1-!' a 138,8 nmol - 1-! na 135,4 nmol - 17!
a 132,9 nmol - 1°'. Tento pokles je u obidvoch skupin signifikantny.
V dalSich sledovaniach sa koncentrdcia sodika v krvnom sére u zvierat
z bid mierne zvy$ovala, zatial ¢o u zvierat zo zatepleného objektu vy-
razne. Nasledkom toho sa u teliat vo veku 60 dni pri teplote prostredia
—8 °C zaregistroval preukazny rozdiel 2,3 nmol - 1! medzi pokusnou
a kontrolnou skupinou (tab. IV]).

Hladina draslika sa v priebehu odchovu u obidvoch skupin zvySovala
(tab. IV), ale zatial ¢o u teliat zo zatepleného objektu bola tato elevacia
postupnd a takmer pravidelnd, u pokusnej skupiny nastal vo veku 33
dni vyrazny pokles a v dalsich odberoch opét vyrazny vzostup. Rozdiel
medzi druhym a S$tvrtym sledovanim je u tychto zvierat signifikantny.
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11. Koncentracia glukézy a inzulinu v krvnej plazme sledovanych skupin teliat — Glucose and insulin concentrations in the blood
plasma of the observed groups of calves

Vonkajsia teplota a priemerny vek ? )
e Preukaznost
: 3 °C, 20 dnf ~2/°C, 33 dnf —5 °C, 48 dni —8 °C, 60 dnf rozdielov
Ukazovatel ! :
bddy 4 zatepleny bady 4 zatepleny zatepleny bady 4 zatepleny ;’k!l‘]ar?:‘ 3
y objekt 5 y objekt 5 objekt 5 y objekt piny
% 41 3,9 41 4,0 43 3.9 45 41 bady 4 1:4+
6 s 0,3 0,4 0,3 0,4 0,2 0,4 0,4 0,5 2:4%
[G,L““I:g]za, 1-1) % 6.6 10,3 7.0 91 46 9.9 8.9 12,0
d 0,2 0,1 0,4 0,4
t—test 1,428 0,342 2,813+ 2,078
X 99 10,4 15,4 13,4 15,0 13,7 19,0 15,6 bady 4 1:4++
i s 4,4 5,3 8,1 5,6 5,6 5,9 5,8 6,6
[pUI - 1-1] % 442 50,5 52,6 42,0 37,4 43,6 30,8 422
# a —0,5 2,0 1,3 3,4
t—test 0,221 0,621 0,505 1,226
+ P <0,05
++ P < 0,01
For 1—5 see Tab. I; ¢ glucose, 7insulin
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I1I. Hladina horménov 3$titnej Zlazy v krvnej plazme sledovangch skupin teliat — The level of thyroid hormones in the blood plasma
of the observed groups of calves

Vonkajsia teplota a priemerny vek 2 _
°C, 33 dnf 5 °C, 48 dnf 8 °C, 60 dnf FIERA Oz
Ukazovatel ! = e . —_ - rozdielov
bidy 4 zatepleny bady 4 zatepleny bady 4 zatepleny bady 4 zatepleny Zklfr?;l 3
4 objekt 5 y objekt 5 y objekt 5 y objekt 5 Py
X 0,80 0,76 0,61 0,62 0,72 0,66 0,85 0,64 biady 4 2:4%
Trijod- s 0,20 0,25 0,18 0,13 0,14 0,22 0,20 0,20
thyronin 6 % 25,70 32,90 29,60 21,10 20,20 34,20 23,60 31,10
[nmol - 1-1] d 0,04 —0,01 0,06 0,21
t—test 0,340 0,212 0,706 2,280%
X 71,2 63,7 67,8 67,7 63,4 61,2 66,3 52,9 objekt > 2:4+
TiroRii 7 S 11,0 15,4 10,2 15,7 10,1 15,5 7,0 10,2
[gmol . 1-1] % 15,5 243 15,1 23,2 16,0 254 10,6 19,2
d 75 0,1 2,2 13,4
t—test 1,258 0,020 0,371 3,411+ +
+ P < 0,05
++ P < 0,01

For 1—5 see Tab. I; ¢ triiodothyronine, 7thyroxine
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IV. Obsah sodfka a draslika v krvnej plazme sledovanych skupinteliat — Sodium and potassium contents in the blood plasma of the
observed groups of calves

Vonkajdia teplota a priemerny vek 2 . —
3 °C, 20 dni — 2°C, 33 dnf —5 °C, 48 dni —8 °C, 60 dni medzi odberm|
Ukazovatel ! S Krvi v ramci
zatepleny zatepleny . zatepleny et zatepleny N
bady 4 objekt 3 ; iy 4 objekt > bady 4 objekt > . objekt > skupiny
@ 1423 138,8 135,4 132,9 135,5 137,0 137,4 139,7 biady 4 1:2%
Sodik 6 s 49 6,6 3,4 1,6 2,5 2,4 1,6 1,8 ~1:3%
[mmol - 1-1] % 3,5 47 2,5 1,2 1,8 1.7 1.1 1.3 objekt>1:2%+
d 3,5 2.5 —1,5 —2,3
t—test 1,346 2,139 1,379 3,015+
x 4,59 473 4,41 4,87 4,97 5,00 5,09 5,05 bady 4 2 :4%t
Draslik 7 s 0,37 0,37 0,54 0,42 0,41 0,43 0,30 0,28
(mmol - 1-1] % 8,08 7,79 12,20 8,68 8,19 8,61 5,87 5,48
d —0,14 —0,46 —0,03 0,04
t—test 0,827 2,153 0,176 0,271
+ P <0,05

For 1—5 see Tab. I; 6 sodium, 7 potassium
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V. Obsah vdpnika a pomer sodika k drasliku v krvnej plazme sledovanych skupin teliat — Calcium content and sodium to potas-

sium ratio in the blood plasma of the observed groups of calves

Vonkajgia teplota a priemern¢g vek ?

= Preukaznost
; 3 °C, 20 dnf —2 °C, 33 dnf —5 °C, 48 dnf —8 °C, 60 dni medzi odbermi
Ukazovatel ! = : s
zatepleny zatepleny zatepleny zatepleny vl ¥ Eamel
ady 4 1 i 1) idy 4 L idy ¢ iny 3
bady objekt> | P94Y* | “opjekes | Pady objekts | Pady objekts | Skupiny
X 31,1 29,4 31,0 27,4 275 27,7 271 27,7 bady 4 1:3,4+
Pomer s 2,3 19 3,1 2,3 2,5 2,0 1,6 1,5 2:34%
sodika ] % 7,3 6,7 10,1 8,4 9.3 7.2 5.9 5,6
k drasliku® d 17 3,6 —0,2 —0,6
t—test 1,772 2,950+ 0.263 0912
X 2,69 2,50 2,49 2,35 2,41 2,42 2,45 2,51
Vépnik 7 s 0,32 0,21 0,21 0,13 0,06 0,08 0,16 0,28
[ P 1-1-1] % 11,90 8,60 8,50 5,60 2,60 3,50 6,70 11,30
g d 0,19 0,14 —0,01 —0,06
t—test 1,547 1,722 0,330 0,517
+ P <0,05
For 1—5 see Tab I; 6 sodium to potassium ratio, 7 calcium



Pomer sodika k drasliku (tab. V) bol v prvych dvoch pozorovaniach
vo veku 20 a 33 dnf $irSi u teliat z bud. Najvac¢si rozdiel, Statisticky
preukazny, sa zistil pri druhom odbere krvi pri teplote —2 °C (31,0
a 27,4). U pokusnej skupiny boli signifikantné rozdiely v porovnani
medzi sledovaniami.

Kalcinémia sa u pokusnej skupiny s vekom zniZovala z 2,69 mmol
- 17! na 2,41 aZ 2,45 mmol - 171 U teliat kontrolnej skupiny bol z pd-
vodnych 2,5 mmol - 17! pokles na 2,35 mmol - 1°! vo veku 33 dni a po-
tom nastalo postupné zvySovanie opdt na 2,51 mmol - 1-'. Ziadny roz-
diel nebol Statisticky preukazny (tab. V).

DISKUSIA

Zo sledovanych biochemickych ukazovatelov sa medzi telatami z bud
a zatepleného telatniku zistili signifikancie u neesterifikovanych mast-
nych kyselin, glukozy, trijodtyroninu, tyroxinu, sodiku a pomeru sodika
k drasliku. Z literdrnych udajov (Jansky, 1973; Kriesten, 1981
a dal8i) je znadme, Ze pri nizkych teplotach sa zvySuje tvorba tepla
v svaloch netresovou termogenézou, ktord je vyvoland najméd uc¢inkom
neurotransmitterov. NajvyraznejSim indikdtorom tohto javu bola zvySe-
na koncentracia neesterifikovanych mastnych kyselin u pokusnej sku-
piny. Pri dlhotrvajicim pdsobeni nizkych teplot sa zvySuje intenzita me-
tabolickych pochodov, ¢o dokazuje zvySeny obsah hormoénov tyreoidey
trijodtyroninu a tyroxinu v krvi zvierat chovanych v extrémnych pod-
mienkach prostredia — v bidach (Johnson, 1986; Robertshaw,
1981; Broucek a i, 1987). Poclas aktivizdcie osi hypotalamus—
hypofyza—nadobli¢ky vplyvom mineralokortikoidov dochéadza k zadrZo-
vaniu sodika v organizme, ¢o sa potvrdilo pri teplote —8 °C, kedy mali
telce z bud nizZ8i obsah tohto prvku v porovnani s kontrolnou skupinou
(Girardier a Stock, 1983). Experiment sme uskutoc¢nili v pod-
mienkach prirodzeného vyvoja tepldt v mesiacoch januadr — februdr.
Zhodou okolnosti sa teploty postupne zniZovali, tak Ze telatd mali moZ-
nost sa prisposobit. Preto sa nedomnievame, Ze zvySovanie hladiny ne-
esterifikovanych mastnych Kkyselin u kontrolnej skupiny bolo vyvolané
adaptéaciou na teploty, ale Ze to je skoOr vyrazom vekovych zmien. Toto
potvrdzuje sprdvanie sa hormoénov tyreoidey, ktoré sa u tychto zvierat
postupne zniZovali. Podobnym spésobom sa moéZe vysvetlit aj priebeh
hladin inzulinu, a to u obidvoch sledovanych skupin.
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Dodlo diia 8. 2. 1991

BROUCEK, J. — NOVAK, L. — KOVALCIK, K. — GAJDOSIK, D. (Research Institute of
Animal Production, Nitra): Variations of biochemical indicators of calf blood as
a result of low temperatures. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (12): 705—715.

Twenty calves, heifers of the Holstein—Friesian breed and crossbreds with the Slovak
Pied breed, were divided into two groups at the average age of 19 days. The trial
group was kept outdoors in wooden hutches and the control group was housed in an
insulated building. Blood was sampled at the age of 20, 33, 48 and 60 days at the
outdoor temperatures of 3 °C, —2 °C, —5 °C and —8 °C. The calves kept in hutches
where temperatures were always lower than in the insulated calf—house had the
higher level of nonesterified fatty acids in all observations. The largest, highly signi-
ficant difference was determined at the age of 60 days at the outdoor temperature of
—8 °C (271 wumol/l vs. 224 umol/l), and the significance of differences was also obser-
ved in the first and third blood samplings at the temperatures of 3 °C and —5 °C.
The differences were highly significant in the first group between the first and fourth,
and second and fourth samplings. In the calves kept in the insulated building the
difference was significant between the first and fourth observation because the content
of free fatty acids was also gradually increasing in this case (Tab. I). Glycaemia
values were also higher in the calves kept in hutches (Tab. I1). The most noticeable
(significant) difference was determined at the age of 48 days at the outdoor tempe-
rature of —5 °C (4.3 mmol/l vs. 3.9 mmol/l). Significant differences within the group
were recorded only in calves from the trial group kept in hutches. Insulin concentra-
tions increased gradually with the older age of animals (Tab. 11). At the age of 20
days the values were identical in fact in both groups and the highest concentrations
were recorded at the age of 60 days. The differences between the groups were not
significant, the largest difference was observed at the end of milk feeding period
at the age of 60 days (19 wUI/l in calves from hutches and 15.6 pUI/l in calves from
the insulated building). Triiodothyronine concentrations decreased from the starting
values of 0.8 nmol/l and 0.76 nmol/l in both groups at the age of 33 days to the values
of 0.61 and 0.62nmol/l. In the two following observations the variations in the
control group from the insulated calf—house were minimum, on the other hand in the
animals of the trial group the low—temperature exposure resulted in an increase to
0.72 nmol/l at —5 °C and in a subsequent sampling which took place following the
exposure to —8 °C there was an elevation to 0.85 nmol/l. The difference between the
groups in this observation was significant (Tab. III). The thyroxine content was found
to be higher in the trial group of calves in the first observation (71.1 nmol/l and 63.7
nmol/l). In the second and third sampling the difference in the values of both groups
was small (Tab. III), but the much larger, highly significant difference was determined
at the age of 60 days and at the outdoor temperature of —8 °C (66.3 nmoll vs. 52.9
nmol/l). Similarly like in the above—mentioned parameter of the thyroid gland, triio-
dothyronine, a significant difference was observed between the second and fourth
sampling in calves kept in hutches. Natraemia in both groups markedly decreased in
the second observation. At the age of 60 days at the ambient temperature of —8 °C,
a significant difference of 2.3 nmol/l between the trial and control groups was re-
corded (Tab. 1V). The potassium content in general was increasing in the course of
rearing in both groups (Tab. 1V); this elevation was gradual and almost regular in
the calves from the insulated building, but in the trial group a marked decrease
occurred at the age of 33 days, followed by a marked increase in subsequent samplings.
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The sodium to potassium ratio (Tab. V) was wider in the calves from hutches in the
first two observations at the age of 20 and 33 days. The largest, statistically significant
difference was recorded in the second sampling of blood at the temperature of —2 °C
(31.0 and 27.4).

calves; low temperatures; nonesterified fatty acids; glucose; thyroxine
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RECENZE

VADEMECUM VETERINARNEHO LEKARA
L. Slanina, ]J. Sokol
Bratislava, Priroda 1991. 1182 s.

Ve vydavatelstvi Priroda v Bratislavé vysla koncem roku 1991 velmi zdasluzna a po-
trebnda kniha: Vademecum veterinarneho lekara. Celkem 92 vybranych odbornikd —
specialistii pod vedenfm prof. MVDr. L. Slaniny, DrSc. a doc. MVDr. ]. Sokola, CSc., na
1182 strankach pripravili publikaci, bez niZ se neobejde nikdo ve veterinarni sluzbé,
kdo chce vykondvat svou praci na vysoké profesiondlni drovni.

~Vade mecum® v doslovném piekladu znamena ,kracej se mnou“, a to je vlastni
naplnf a poslanim této pravé vydané publikace. Kniha soustteduje veskerou odbornou
problematiku celého rozsahu veterinarni mediciny a slouz{ jako zdroj pohotovych infor-
maci a ndavodd, jez umoZiuji predevSim terénnimu veterinarnimu lékari, aby se mohl
dobfe a spravné orientovat v preventivni i diagnosticko-terapeutické veterinarn& me-
dicinské ¢innosti. DalSim poslanim knihy je dG¢inné napoméhat veterindrnimu lékati
i v jeho organizatorské, kontrolni i spravni ¢innosti, a to jak pri plnénf veterinarnich
dkold u soukromgch chovatelli, zemé&dé&lskych druZstev i jingch forem zemédélskych
zgvodl. Pojedndva o ochrané zdravi jednotlivych druhG hospodéiskych zviiat i celych
velkych populaci a slouzf tak i k produkci zdravotné nezdvadnych a biologicky vysoce
hodnotnych potravin jak pro doméci trh, tak pro export.

Vademecum se déli na Ctyfi casti. V prvni, vS§eobecné Casti, se uvadéji poznatky z ve-
terindrni legislativy, technické normalizace, zdsady projektovanf staveb pro hospodai-
skd zvirata, zoohygienické normy, vyuZiti poc&itacd ve veterindrn{ mediciné, zéklady
vyzivy hospodéarskych zvirat, vybrané kapitoly z etologie a radiobiologie, autoimunity,
veterindrni farmakologie a hygieny potravin.

Druh4 ¢ast soustfeduje choroby vybranych druhd zvirat, a to dribeZe, ryb, koZzesi-
novych zvitrat, lovné zvéte, vcel, laboratornich zvifat a zvifat v zoologickych zahradach
véetné exotického ptactva.

Tretf &4st obsahuje hesla a syndromy onemocnéni hlavnich druh@i hospodafskych
zvirat, usporddané v abecednim potradi.

Kone¢ng& ve Ctvrté Casti, jiZ tvoif hygienicky doplnék, se vhodné kompletizuji v pfed-
chozi kapitole uvedené nosologické jednotky.

Kniha ma format A5 a je psdna petitem. Jeji vydani se dostdvd do rukou ctenéie
po dlouhé dobé& od vydani dvou predchozich (1. vyddnf — MVDr. P. Laurencik, 2. vyda-
ni — prof. MVDr. K. Fried), jeZ byla velmi rychle rozebrana.

U pré4vé recenzovaného 3. vydanf je tfeba vysoce hodnotit, Ze se diky slovenskym
autortim dostdva na nas knizni trh kniha dosud chybg&jicf. Vedoucim autorského kolekti-
vu prof. Slaninovi a doc. Sokolovi je tfeba podékovat za mravenéf praci, kterou museli
vynaloZit pfi sestaveni, rozélenéni, zpracovani a zadéani celé osnovy a pak i za konecné
celkové zpracovani a redakéni usporddani této tak potfebné publikace pro nase zemeé-
délské odborniky, a predevdim pak pro veterinarni lékate, v obdobi privatizace vete-
rindrnf sluzby.

Prof. MV Dr. Dr. h.c. Zdenék Sova, DrSc.

716 VETERINARNI MEDICINA — 1991



IMUNOSTIMULACNE UCINKY NIEKTORYCH LATOK
PRI EXPERIMENTALNE] ASKARIDOZE PRASIAT

M. Benkova, Z. Borogkova, |. Soltys

BENKOVA, M. — BOROSKOVA, Z. — SOLTYS, ]. (Helmintologicky tstav SAV,
KoSice): Imunostimulaéné uéinky niektorych ldtok pri experimentdlnej askari-
dbze prasiat. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (12): 717—724.

Autori preskimali vplyv Styroch imunomodulaénych latok biologického poOvodu
(purifikovang glukéan, glukdan s prasacim imunoglobulinom a zinkom, transferovy
faktor a vitamin A) na T a B lymfocyty a ich ochranny efekt pri experimen-
talnej askaridoze prasiat. Skuamané latky stimulovali obidve bunkové populédcie
v roznej intenzite a ich ochranny efekt, hodnoteny redukciou pocdtu migrujicich
lariev askarid v placach, bol od 17 do 65 %. Z nich najefektivnej3f bol trans-
ferovy faktor a glukdn s prasa¢im imunoglobulinom a zinkom. Obidve latky
vyznamne aktivovali T a B bunky a redukovali az o 62—65 % pocet migrujacich
lariev askarfid v plicach hostitelov. Vysledky si vyznamné z hladiska ne3peci-
fického stimulovania imunity pri askaridoze a niektorych inych helmintézach.

prasatd; Ascaris suum, T a B lymfocyty; imunomodulac¢né latky

Vyskum l4tok, ktoré neSpecificky upravuji alebo posiliiuji imunitné
reakcie zvierat nadobtida vo veterindrnej medicine mimoriadny v§znam,
a to v suvislosti s narastanim imunosupresivne posobiacich c¢initelov
v ZivocCisnej velkovyrobe. Hladaji sa nové, efektivne prostriedky a spé-
soby regulacnych zédsahov do imunitnych dejov s cielom ich vyuZitia
v klinickej praxi.

Aj v helmintolégii sa v poslednych rokoch venuje vyskumu neSpeci-
fickej imunomodulédcie velka pozornost. Pri modelovych helmintézach
sa preskumal imunostimulaé¢ny uc¢inok celého radu pripravkov biologic-
kého a chemického pdvodu, ich Gcinok na Specifické i amplifikadné
zloZky imunitného systému a vplyv na zniZovanie intenzity invéazie
(Grove a Civil, 1978, Mitchell a Armour, 1981; Bo-
roSkova a i, 1988 a dalsi). Sporadicky sa objavuji i experimental-
ne prace o pozitivnom efekte imunostimulaénych latok pri terapii hel-
mintéz (GadZieva, 1987).

Cielom préce bolo porovnat imunostimulaény u¢inok roznych latok
biologického poévodu (dva pripravky na baze glukanu, transferovy fak-
tor a vitamin A) pri experimentdlnej askarido6ze prasiat. Zaroveil sme
sledovali ochranny efekt kaZdej latky, hodnoteny redukciou poctu mig-
rujucich lariev askarid v placach zvierat.
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MATERIAL A METODY

ZVIERATA A USPORIADANIE POKUSOV

V Styroch pokusoch sme pouZili 46 prasiat plemena slovenska biela uslachtild o3i-
pané vo veku Styroch tyZdinov a hmotnosti 12—14 kg.

Dynamiku T a B buniek sme sledovali na 30 prasatich. Z nich pokusné skupiny
(I.—I1V.), pre kazdy pripravok zvlast, tvorilo 6 prasiat. Kontrolna skupina pre vietky
latky pozostdvala tak isto zo 6 prasiat.

Pokusné skupiny a kontrolnd skupinu prasiat sme experimentalne invadovali pero
rdlne davkou 20 000 vajicok A. suum na jedno pokusné zviera.

Percentudlne hodnoty T a B lymfocytov sme sledovali u pokusnych a koantrolnej
skupiny v periférnej krvi na —1., 1., 2, 5, 7., 9., 12, 15, 19. a 22, deli po experimen-
talnom invadovani.

Na zostavajacich 16 prasatach sme vyhodnotili ochranny efekt kaZdej latky, t. j.
redukciu poCtu migrujacich lariev askarid v plicach. Prasata boli rozdelené na 4 po-
kusné skupiny (po 2 prasata) a 4 kontrolné skupiny (po 2 prasatd), pre kazda latku
osobitne. Pokusné a kontrolné skupiny sme experimentdlne invadovali ddavkou 5000
vajicok na jedno zviera. Na Osmy deii sme vSetky prasatd usmrtili a larvy z plic sme
ziskali Baermannovou metédou.

APLIKACIA IMUNOMODULACNYCH LATOK

1. Purifikovany glukan zo Saccharomyces cerevisiae (Bioveta, Nitra; 1% glukan
v 0,25 ml) sme aplikovali intramuskularne vZzdy po 0,25 ml - kg—! Z. h. na jedno zviera
v dvoch ddvkach takto: prvd davka — 24 hodin pred invadovanim (—1. deii), druha
davka na 3. den po invadovani (podla niavodu vyrobcu).

2. Kombinovany glukanovy pripravok (Bioveta, Nitra; 1% glukan; 7,2 % prasadieho
imunoglobulinu; 0,032 % zinku v 0,25 ml) sme podavali intramuskularne vidy po
0,25 ml + kg—! Z h. v dvoch davkach, v rovnakych c¢asovych intervaloch ako pri puri-
fikovanom glukéne.

3. Specificky transferovy faktor (TF), piripraveny zo 4.10% buniek izolovanych z 2,5 g
lymfoidngch organov prasiat experimentalne invadovanych A, suum (USOL, Praha) sme
aplikovali vZdy po 2 ml na jedno zviera v rovnakych casovych intervaloch ako pred-
chadzajace pripravky.

4. Vitamin A sa aplikoval peroralne vzdy po 15000 m. j. na jedno zviera po dobu
5 dni. Prasatd sme experimentélne invadovali 24 hodin po poslednej aplikacii vitaminu,
a to rovnakou davkou vajiCok A. suum ako pri predchéadzajacich skupinach.

Lmyfocyty z krvi sme izolovali podla Prochdzkovej (1979). T a B lymfocyty
sme detekovali rozetovymi metodami (E a EAC) podla autorov Stadecker a i.
(1973) a Komarek (1979).

Statisticki  v¢§znamnost priemerngch hodndt obidvoch druho imunokompetentngch
buniek sme hodnotili testom rozdielu relativnych hodnot podla Reisenauera
(1970).

VYSLEDKY
T BUNKY

Zastupenie T bunkovej populédcie v periférnej krvi prasiat po apliko-
vani jednotlivych latok, vyjadrené v percentdch pocas experimentu,
uvadzame v obr. 1.

Purifikovany glukén

K prvému (miernému) zvySeniu hodndt T buniek doSlo uZ na 1. dei
po invadovani (37,5 %), oproti —1. diiu (34,2 %). Hodnoty tychto bu-
niek sa dalej zvy3ovali a dosiahli maximum na 7. deii po invadovani
(85,2 %). Po tomto dni sme zaznamenali pokles hodndt tychto buniek,
ktory pokracoval aZ do skoncenia pokusu, t. j. do 22. diia po invadovéni,
kedy sledované bunky dosiahli takmer vychodzie hodnoty (36,0 %).
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1. Experimentdlna askaridéza osfpangch. Zastipenie T lymfocytov v periférnej krvi
prasiat po aplikovani réznych imunomodulaénych ldatok — Experimental ascariasis
of pigs. Proportions of T lymphocytes in the peripheral blood of pigs after admi-
nistration of different immunomodulative substances

Aplikacia latok: purifikovany glukan, glukan s prasac¢im imunoglobulinom a zinkom,
transferovy faktor — 1. ddvka: 24 h pred invadovanim, II. ddvka: na 3. deil po inva-
dovanf. Vitamin A: v piatich davkach po dobu 5 dnf pred invadovanim — Administra-
tion of substances: purified glucan, glucan with porcine immunoglobulin and zinc,
transfer factor — dose I: 24 h before invasion, dose II: day 3 after invasion. Vitamin A:
at five doses within five days before invasion

Vysvétlivky pro obr. 1 a 2 — Explanatory notes to Figs. 1 and 2:

O ———— O purifikovany glukdn — purified glucan

o ————+o glukdn s prase¢im imunoglobulinom a zinkom — glucan with porcine
immunoglobulin and zinc

D ——— — A transferovy faktor — transfer factor
A ——— A vitamin A — vitamin A
M ———— M Kkontrolna skupina — control group

Glukén s prasatim imunoglobulinom a zinkom
Prvé zvySenia hodnét T lymfocytov sme zaznamenali uz 1. deil po apli-

kovani (61,6 %), zatial ¢o vychodzia hodnota (—1. deii) bola len 37,2 %.
Nérast hodnoét tychto buniek pokracoval aZz do 7. dila, kedy dosiahol
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maximum (96,6 %). V dalsich diioch sa zastipenie T buniek postupne
zniiox:;lo a na 22. denn pokusu dosiahalo takmer vychodzie hodnoty
(40,8 %).

Transferovy faktor

Prvy narast T buniek sme zistili uz na 1. def po invadovani (43,0 %),
oproti —1. ditu (32,0 %). Vyraznejsi vzostup tejto populdcie sme zistili
na 2. defi po invadovani, ktory dosiahol maximum na 9. dei (75,0 %).
Po tomto dni doSlo k faze poklesu hodnot tychto imunoceluldrnych ele-
mentov, ktord poKkraCovala az do ukonéenia pokusu, ale ich percen-
tualne zastipenie znacne prekroc¢ilo vychodzie hodnoty (52,0 %).

Vitamin A

Pri tejto latke (podobne ako pri predoslych) do$lo k prvému zvydeniu
hodndt na 1. defi po invadovani (28,0 %), oproti —1. diiu (24,0 %).
V dalsich sledovanych diioch faza vzostupu T buniek pokradovala aZ
do 12. dna, kedy sme zistili ich maximalne hodnoty (45,0 %). Pri na-
sledujucich vySetreniach hodnoty buniek poklesli. Posledny, t. j. 22.
den sledovania, bol po¢et T buniek najnizsi (27,0 %).

B BUNKY

Percentudlne zastipenie B buniek po aplikacii jednotlivych imuno-
modulac¢nych 1latok v periférnej krvi prasiat je zndzornené na obr. 2.

Purifikovany glukén

K nérastu hodnét B bunkovej populacie lymfocytov dosSlo na 1. derni
po invadovani (18,2 %), oproti 14,7 % v —1. deii. Hodnoty tychto lym-
focytov sa dalej zvySovali a dosiahli maximum na 7. defi po invadovani
(28,7 %). Po tomto maxime nastipila faza poklesu hodnét B buniek,
ktord pokracovala aZ do skoncenia pokusu, kedy ich percentudlne za-
stipenie dosiahlo vychodzie hodnoty (18,2 %).

Glukén s prasa¢im imunoglobulinom a zinkom

Prvé zvySenie hodnét B lymfocytov sme zistili na 1. deil po invado-
vani (31,6 %), oproti 19,6 % v —1. defi. Po dosiahnuti maxim&lneho
percentudlneho zasttpenia tychto buniek na 7. deii (63,6 %), ich hod-
noty v dalSich diioch vyraznejSie poklesli k poslednému, t. j. 22. difiu
odberu. Na konci experimentu dosiahlo zastipenie B lymfocytov hod-
noty blizke vychodzim (23,1 %).

Transferovy faktor

Mierny nédrast hodndt B lymfocytov sme zistili uz na 1. deil po inva-
dovani (17,0 %), oproti 16,0 % v —1. defi. K vyraznej§iemu vzostupu
ich hodnot doslo na 2. a 9. deii, kedy ich hodnoty dosiahli maximum na
9. defi po invadovani (27,0 %). Poc¢inajic tymto dilom sme zazname-
nali pokles ich percentudlneho zastipenia aZz do konca pokusu, kedy
hodnoty tychto buniek boli na trovni vychodzich hodnét (17,0 %).
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2. Experimentdlna askaridoza oS$ipanych. Zastipenie B lymfocytov v periférnej krvi
prasiat po aplikovani roznych imunomodulaénych latok — Experimental ascariasis
of pigs. Proportions of B lymphocytes in the peripheral blood of pigs after admini-
stration of different immunomodulative substances

Vitamin A

Narast percentudlneho zastipenia sledovanych buniek sme zazname-
nali opdt na 1. deil po invadovani (18,2 %), oproti 14,7 % (—1. deii).
V dalSie dni pokradovala fdza vzostupu B lymfocytov, s maximom na
7.den po invadovani (28,2 %). V nasledujice dni sa hodnoty tychto bu-
niek zniZovali az do skondenia pokusu (22. den: 18,2 %), kedy dosiahli
vychodzie hodnoty.

V porovnani s kontrolnou skupinou prasiat boli hodnoty obidvoch
bunkovych populédcii (T a B) pri purifikovanom glukane, glukane s pra-
sa¢im imunoglobulinom a zinkom a TF, signifikantne vyssie (P < 0,05 aZ
0,01). Rozdiely medzi pokusnou skupinou prasiat a kontrolnou pri vita-
mine A boli Statisticky vyznamné (P < 0,01) len pri B lymfocytoch.

Ochranny efekt skimanych latok bol pri purifikovanom glukéane 17,0
percent, glukdne s prasac¢im imunoglobulinom a zinkom 65,0 %, TF 62,0
percent a vitamine A 50,0 Y.

DISKUSIA
V réamci predklinického vyskumu pri experimentédlnej askarid6ze pra-

siat sa sledoval imunomodulaény d¢inok réznych latok biologického po-
vodu (purifikovany glukéan, glukdn s prasa¢im imunoglobulinom a zin-
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kom, TF, vitamin A) na T a B bunkovi populdciu. Vyhodnotil sa tieZ
ochranny efekt skumanych latok, t. j. vplyv na redukciu poétu lariev
askarid v placach Specifickych hostitelov — prasiat.

Z vysledkov prezentovanych v tejto prdci vyplyva, Ze preskimané
imunomodulacné latky aktivuji v prevaznej miere najdoleZitejSie bunky
imunitného systému — T a B lymfocyty v roznej intenzite. NeSpecificka
stimulacia tychto buniek v krvi hostitellov skiimanymi ldtkami posilnila
obranné mechanizmy, ¢o sa v konetnom dosledku prejavilo i zniZenim
poc¢tu migrujiacich lariev v hostiteloch od 17 do 65 %. Percentuélne za-
stipenie T a B lymfocytov pri purifikovanom glukdne a vitamine A ne-
boli v koreldcii s ich dosiahnutym ochrannym efektom. Dynamika obi-
dvoch imunokompetentnych buniek pri jednotlivych latkach bola v sii-
lade s askaroidnym typom endogénnej migracie lariev.

Zo Styroch skumanych imunomodulaénych latok sa zistilo, Ze naj-
efektivnejsi z nich je transferovy faktor a pripravok na baze glukanu
s homolognym imunoglobulinom a zinkom. Obidve latky vyznamne sti-
mulovali T a B bunkovi populaciu a mali najvysSie ochranné efekty.
Imunostimulaénd efektivnost maéalo ucinného purifikovaného glukdnu
sa zvySila jeho kombinovanim so zinkom a prasacim imunoglobulinom,
u ktorého sa predpokladd, Ze neSpecificka stimulacia obrannych me-
chanizmov je vyznamnejsia, ako jeho 3pecificky udinok (Zuffa a i.,
1984).

V porovnani s naSimi predchéadzajacimi pokusmi (Benkovéd a i,
1984, Boroskova a i, 1988, 1989), v ktorych sme sledovali dyna-
miku T a B buniek v priebehu migracnej fdzy experimentdlnej askari-
dozy ne$pecifickych hostitelov — morciat (po aplikovani tych istych
imunostimulaédnych 14tok), st hodnoty sledovanych buniek, ako aj ich
ochranné efekty pri Specifickych hostiteloch (prasatdch) vo vidcSine
pripadov preukazne vysSie.

Vyznamny je imunostimulaény ucinok vdcsiny skdmanych latok (puri-
fikovany glukdn, glukdn s prasac¢im imunoglobulinom a zinkom, TF) na
obidve bunkové populdcie uz v prvych diioch po invadovani, o v pripa-
de askaridozy oSipanych, ale aj pri inych helmintézach, predstavuje
§tadium s najsilnejSim patogénnym vplyvom na hostitela.

Okrem vplyvu na redukciu poétu parazitdrnych cervov v hostiteloch
pri modelovych helmintézach bola efektivnost nami sledovanych imu-
nomoduldtorov preskimana aj z inych hladisk.

Pri modelovych helmintdozach bol uZz davnejSie dokdzany imunostimu-
laény vplyv vitaminu A na proteosyntézu a alergické prejavy, hladinu
cirkulujtacich protilatok, u¢inok na rezistenciu a intenzitu pri hypovita-
min6ze hostitelov (Leutskaja, 1963; Teplov, 1968; LeStan
a Dubinsky, 1975; Dubinsky, 1981).

Pri experimentdlnej strongylatéze preZzivavcov Ross a Halliday
(1979), McKenzie a i. (1982), Hunter a i. (1983) potvrdili
protektivny tu¢inok transferového faktora po jeho profylaktickej apli-
kéacii a opisali alergické zmeny v sleze hostitelov.

Uginok glukanu z pekarenskych kvasiniek nebol doteraz v helminto-
16gii Sirsie preskumany. Zistilo sa, Ze glukdn stimuluje retikuloendote-
lidlny systém pri experimentdlnej schostosoméze ( Tuwaijri, 1988)
a v kombinacii s 1gG a so zinkom moduluje funkciu krvnych fagocytov
pri experimentdlnej askaridoze prasiat (Benkova a i, 1989).

792 VETERINARNI MEDICINA — 1991



Poznatky o ne$Specifickej stimuldcii imunity imunomodulatnymi 14t-
kami vo veterinarnej helmintolégii zatial neprekrocili rdmec experimen-
tovania, hoci ich perspektivne pouZitie sa uZ dnes predpokiadd vo via-
cerych oblastiach. Osobitnd tloha imunomodula¢nych latok sa oCakéava
pri prevencii a terapii imunologickej nedostato¢nosti zapri¢inenej hel-
mintmi. Perspektivnou oblastou je aj ich pouzitie pri zvySovani Gé¢innosti
specifickych protihelmintéznych vakcin, pri znizovani terapeutickych
davok antihelmintik a ich profylaktickd aplikdcia mladatam, ktoré st
zvlast vnimavé k invaznym chorobam.

I ked overenie vplyvu nami sledovanych imunomodulacnych latok na
A a B bunky a stanovenie ich ochranného efektu nie st jediné kritéria
ich efektivnosti, vysledky ich vyskumu na naSom pracovisku pomohli
vyriesit zakladné otdzky spojené s ich predklinickym hodnotenim. Do-
siahnuté poznatky vytvdraju predpoklady pre uplatnenie sa imunosti-
mulaénych latok nielen pri askaridoze oSipanych, ale aj pri inych hel-
mintézach vyznamne zniZujicich produktivitu chovu hospodarskych
zvierat.
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BENKOVA, M. — BOROSKOVA, Z. — SOLTYS, ]. (Helminthological Institute of the
Slovak Academy of Sciences, Kosice): Immunostimulative effects of some substances
in pigs with experimental ascariasis. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (12): 717—724.

The effects were studied of four imimunomodulative substances ol biological origin
(purified glucan. glucan with porcine immunoglobulin and zine, trarsfer factor and
vitamin A) on T and B lymphocytes, along with their protective effects in pigs with
experimental ascariasis. These substances activated T and B lymphocytes with different
intensity. The nonspecific stimulation of these cells in the blood of pigs with the
immunomodulative substances intensified the protective mechanisms: this resulted in
a decreased number of migrating ascaris larvae in the lungs of pigs by 17 % to 65 %.
Of the four immunomodulative substances studied, transfer factor and glucan—based
substances with porcine immunoglobuline and zinc proved to be the most effective,
Both the substances exerted a significant stimulative effect on T— and B—cell popula-
tions even in the first days after infection, reaching the maximum on days 7—9 p. i.
(Figs. 1 and 2). The protective effect, assessed by the reduction of migrating ascaris
larvae in the lungs of pigs, was 62 % and 65 % using transfer factor and glucan
preparation with homologous immunoglobulin and zinc, respectively. The percentage
of occurrence of T and B lymphocytes, obtained by the use of purified glucan and
vitamin A, was not in correlation with their protective effect (purified glucan 17 %,
vitamin A 50 7). The immunomodulative effects of little effective purified glucan
increased when combined with porcine immunoglobulin and zinc. The results are sig-
nificant from the aspect of the nonspecific stimulation of immunity in ascariasis and
in some other helminthoses.
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BIOCHEMICKE A HISTOLOGICKE ZMENY V HYPOTALAME
U HORMONALNE STIMULOVANYCH OVIEC

B. Pastorova, A. Stanikova, V. Rajtova

PASTOROVA, B. — STANIKOVA, A. — RAJTOVA, V. (Vysoka s§kola veterinarska,
kosicel: Biochemichké a histoloaické zmey v hypo'alame u hormondlne stimu
lovanygch oviec. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (12): 725—730.

Studovali sme G¢inok hormondlneho prepardtu sérového gonadotropinu (SG) na
zmeny koncentracie katechoiaminov v hypotalamickgch oblastiach priamo sa
podielajacich na regulacii pohlavngch funkcii a v hypofyze vo vztahu k neuro-
sekrécii, PAS-—pozitivnym mukopolysacharidom a k histologickym zmendm
ependymoveého povrchu v III. mozgovej komore oviec plemena merino a valaska
v estrickom obdobi. Estrus oviec sme synchronizovali poSevnymi tamp6nami
Agelin (Spofa). Ovce (n = 30) sme stimulovali podanim 2000 1U Sérového go-
nadotropinu (Bioveta, Ivanovice na Hané). Mozgy oviec pre stanovenie koncen-
tracie katecholaminov rdadioenzymatickou metodou sme rozdelili segmentovou
analyzou podla stereotaxickej konfiguracie. Odoberali sme vzorky z oblasti
eminentia mediana, area preoptica a corpus mamillare a z hypofyzy. Pre histo-
logické Stadium sme vzorkKy mozgov spracovali bezZngmi histologickymi meto-
dami. Mnozstvo neurosekrec¢neho materidlu sme hodnotili svetelnou mikroskopiou
(Nakahara, 1963). Vzorky pre sledovanie ependymovej vystielky dolnej Casti
[1l. mozgovej komory Dboli Studované v riadkovacom elektronovom mikroskope.
7 dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze v preoptickej oblasti hypotalamu dochadza
po podani SG k S$tatisticky vyznamnému zniZeniu (P < 0,05) koncentracie epi-
nefrinu. Najvgznamnej$i pokles (P < 0,001) hladin norepinefrinu, dopaminu a epi-
nefrinu sme zaznamenali v oblasti eminentia medialis u oviec plemena vala3ka.
V corpus mamillare sa Statisticky vy¢znamne (P < 0,01) zniZili koncentrdcie nore-
pinefrinu. Neurosekrécia a aktivita reakcie PAS na dOkaz mukopolysacharidov
si po hormondlnej stimulacii zvy8ené, Pozorované zmeny ependymového povrchu
v oblasti niektorych jadier hypotalamu sved¢ia o jeho zvySenej sekrécii. Stimu-
la¢ny dc¢inok hormonalneho prepardtu SG je na neurosekréciu a PAS—pozitivne
mukopolysacharidy vyraznejsi u oviec plemena s!ovenské merino. Vzhladom na
to, ze norepinefrin je povaZovany za inhibitor neurosekrécie, je zmnoZenie neuro-
sekrétu v jadrach hypotalomu po stimuldcii SG v korelacii s poklesom hypota-
lamického norepinefrinu.

ovca; ependym; katecholaminy; norepinefrin; dopamin; epinefrin; radioenzyma-
ticka met6da; neurosekrécia; PAS—pozitivne mukopolysacharidy

Jednym z vyznamnych intenzifikacnych faktorov v chove oviec je ria-

dena

reprodukcia, najméd v popredi zdujmu je aktudlna otdzka super-

ovuladcie (Arendarcé¢ik a i, 1987). Napriek velkému mnoZstvu
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vedeckych poznatkov (Advis a i, 1980; Bahr a Ben Jonat-
han, 1981), vztah jednotlivych neuromedidtorov k produkcii gonado-
tropnych hormoénov nie je dostatone objasneny. Katecholaminy hypo-
talamu zasahuju do sekrécie gonadotropnych hormoénov hypofyzy tak,
Ze sa podielaju na regulacii sekrécie hypotalamickych releasing hor-
monov do hypofyzdrneho portdlneho krvného obehu (Crowley a i,
1978). Norepinefrin je medidtor na nervovych zakonc¢eniach ventralnej
Casti hypotalamu a stimuluje sekréciu FSH, LH z hypofyzy. Dopamin je
povazovany za prolaktostatin (Dluzen a Ramirez 1989) a do
hypofyzy sa dostava portalnym systémom, kde priamo inhibuje hypo-
fyzarne bunky sekretujuce prolaktin. StuCasne dopamin stimuluje alebo
inhibuje sekréciu LH v zavisiosti od koncentracie ovaridinych steroidov,
ktoré senzibilizuji receptory neurotransmiterov, ¢im uvplyviiujua syn-
tézu regulaénych horménov (Akema a Kimura, 1989). Sekrécia
LH a FSH je pod kontrolou alfa-adrenergnych receptorov hypotalamu,
pricom koncentrdcia 17 beta-estradiolu v krvi moduluje alfa-adrenergny
uc¢inok na sekréciu gonadotropnych hormoénov (Meites a i, 1977).
Naopak zmeny v hladindch gonadotropnych hormoénov v krvnej plazme
spatne posobia na hladiny a funkciu katecholaminov v hypotalame
(Kuljis a Advis, 1989). Katecholaminy hypotalamu sa podielaju
aj na reguldcii sekrécie hormonov neurohypofyzy—oxytocinu a vazopre-
sinu. V stcasnosti sa predpokladd, Ze norepinefrin pdsobi ako inhibitor
neurosekrécie (Grant a Stumpf, 1975).

Stadium neurosekrécie je velmi ddlezité, lebo poukazuje na stav ¢in-
nosti neurénov za fyziologickych, ale najmd za experimentalnych pod-
mienok, kedy sa jeho mnozstvo meni (Haider a Sathynesan,
1974; Jasinski a i, 1974; Van Den Pol, 1982; Arendarcik
ai, 1983; Stanikova a i, 1988). Stadium ependymu III. mozgovej
komory prispieva k poznaniu reprodukcie hospodarskych zvierat tym,
ze prehlbuje poznatky o morfoldgii a funkcii centier, ktoré ju riadia. Aj
ked ependym nepatri k pohlavnym Zlazam a nenachadzaju sa v 1nom
priamo centra pre pohlavna ¢innost, jeho vysoko 3pecializované epen-
dymové bunky—tanycyly maja dolezitu ulohu pri prenose, snad aj pri
transformaécii vysokoucinnych latok z nadradenych centier hypotalamu,
alebo opacne.

V nasej prédci sme sa zamerali na Stadium koncentracii katecholami-
nov v regulaénych hypotalamickych oblastiach reprodukénych funkcii
oviec vo vztahu Kk neurosekrécii a histologickym zmenam ependymu
III. mozgovej komory.

MATERIAL A METODY

Pozorovania sme vykonali na 30 ovciach plemena slovenské merino a valaSka, vo
veku 3—4 roky, s priemernou Zivou hmotnostou 40 kg v estrickom chdobi. Vsetky ovce,
aj kontrolné, boli synchronizované 20 mg chiérsuperiutinu v poSevnych tamponoch
Agelin Spofa. Ovce boli po vybrati agelitovych hubiek ihned stimulované 2000 1U
Sérového gonadotropinu (Bioveta, Ivanovice na Haneé). Zvieratd sme zabijali 99—149
hodin po vybrati hubiek.

Bezprostredne po vykiveni a vybrati z lebe¢nej dutiny sme mozgy rozdelili segmen-
tovou analyzou a podla stereotaxickej konfiguracie hypotalamu oviec (Welento
a i, 1968) odobrali vzorky z oblasti eminentia mediana a area preoptica aj corpus
mamillare. Tkanivo sme po odobrani ihned ponorili do kvapalného dusika, v ktorom
sme ho udrziavali v zmrazenom stave do dalsicho spracovania. Koncentracia katecho-
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laminov bola stanovena u 12 oviec plemena valaska, z toho bolo 6 oviec kontrolnych
a 6 pokusnych.

Vzorky sme homogenizovali vo vychladenej HCIOs (¢ == 0,4 mol - 1-!), s pridanim
redukovaného glutationu (¢ == 0,05 mol - 1-1) a centrifugovali po dobu 15 min pri
£ 10000 za min.

Katecholaminy v tkanivovych supernatantoch sme stanovili rddioenzymatickou me-
todou za pomoci testu Catechola (UOVVVR, Praha). Aktivitu derivdatov katecholaminov
sme stanovovali 3H znacenym donorom metylovych skupin (S — adenosyl-L-metyl)
— 7H metionin. Produkty reakcie o-metylderivaty katecholaminov sme rozdelili tenko-
vrstvovou chromatografiou na chromatografickych doskdch SILUFOL UV 254. Po zme-
rani aktivity vzoriek na scintilatnom spektrometri PACKARD TRI CARB v 3H kanali
sme vypocitali koncentrdciu epinefrinu, dopaminu a norepinefrinu za vyuZitia principu
viiitorného Sstandardu. Vysledky uvadzame v ng Katecholaminov na 1 mg bielkovin
tkanivovych homogenatov. Bielkoviny sme stavovili v tkanivovgch homogenatoch me-
todou podla Lowryho a i. (1551). Vysledky uddvame v aritmetickych priemeroch
-I- S.E.M. Histologické a elektromikroskopické vySetrenie bolo prevedené u 10 oviec
plemena merino, z toho 4 kontrolnych a 6 pokusnych. U plemeira valaSka boli uvedené
vysetrenia robené na 4 kontrolnych a 6 pokusnych ovciach. Bezprostredne po vykf-
veni sme hlavu zvieratam odrezali a mozgy sme cez ariéria carotis communis perfun-
dovali 2% pufrovanym paraformaldehrydom. Po vybrati z lebecnej dutiny sme ich do-
fixovali v pufrovanom pikroformole po dobu 72 hodin. Parafinové rezy sme farbili
kroton —aldehyd—fuchsinom na neurosekrét a PAS-—reakciou na mukopolysacharidy.
Mozgy pre stadium v riadkovacom elektronovom mikroskope sme spracovali nasle-
dovne: Bezprostredne po vykrveni krvné rieciste hlavy sme preplachli fosfatovym
pufrom (¢ == 0,2 mol - 11}, potom Karnovského roztokom a odobraté vzorky sme
dofixovali 3% roztokom glutaraldehydu v kakodylatovom pufri (pH roztokov 7,4;
teplota 4 "C). Potom nasledovalo spracovanie vzoriek (Murakami a i, 1977),
dehydratacia etvlalkoholom, su$enie metdodou kritického bodu, pozlatenie vo vakuu
a prehliadanie v riadkovacom elektronovom mikroskope Stereoscan Cambridge 2A.

VYSLEDKY

Koncentracia katecholaminov je u kontrolnej intaktnej skupiny oviec
v Studovanych oblastiach hypotalomu rozdielna. NajvySSie zastupenie
norepinefrinu (obr. 1) sme stanovili v preoptickej oblasti hypotalamu
(4,2 + 0,350 ng - mg'). V oblasti corpus mamillare a v eminetia me-
diana su hladiny norepinefrinu vyrovnané (obr. 1). Dopamin sa nachadza
v hypotalame kontrolnej skupiny oviec (obr. 2) v niZSich koncentré-
cidch nez norepinefrin (od 0,490—0,900 ng - mg~'). Hladiny hypotala-
nmického epinefrinu (obr. 1) si velmi nizke (0,051—0,270 ng - mg~!).

Po podani 2000 IU SG v porovnani s kontrolnou intaktnou skupinou
sme zaznamenali zmeny Kkoncentrdcie katecholaminov v Studovanych
oblastiach CNS podielajucich sa na reguldcii reprodukénych funkecii
oviec. V preoptickej oblasti hypotalamu oviec (obr. 3) sme pozorovali
signifikantné zniZenie (P = 0,05) hladin epinefrinu (o 36,4 %). Dopamin
a norepinefrin nevykazuji v preoptickej oblasti hypotalamu (obr. 3)
v porovnani s kontrolnou skupinou Statisticky vyznamné zmeny. Signi-
fikantné zniZenie hladin norepinefrinu (P < 0,001) sme pozorovali po
podani Sérového gonadotropinu (o 52,8 %) v oblasti corpus mamillare
(obr. 4). Koncentrdacie dopaminu a epinefrinu sa v corpus mamillare
v porovnani s kontrolnou skupinou signifikantne nemenili (obr. 4). Po-
danie 2000 IU SG najvyraznejSie meni hladiny katecholaminov v oblasti
eminentia mediana (obr. 5), kde sme zaznamenali Statisticky vyznamny
pokles koncentrdacii norepinefrinu (P < 0,001). Hladiny dopaminu sa
zniZili v eminentia mediana o 40,9 % v porovnani s kontrolnou skupinou
oviec a tento pokles je Statisticky vyznamny (P < 0,05).
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1. Distribacia katecholaminov v hypotalamickych ob-
lastiach podielajacich sa na regulédcii reproduk-
¢ngch cyklov oviec (area preoptica, eminentia
NE -NOREPINEFRIN mediana, corpus mamillare). Vysledky s@ vyjadre-
3 glggr:g':m né v ng katecholamfnov na 1 mg bielkovin,v arit-

metickych priemeroch -- S.E.M. — Catecholamine
ol distribution in the hypothalamic regions partici-
1 = pating in the control of reproductive cycles of
ewes [area preoptica, eminentia mediana, corpus
mamillare). The results are given in ng catecho-
lamines per 1 mg proteins, as arithmetical means
+ S.EM.

KONTROLY

1
ng mg
»~

J

3

I
AREA EMINENTIA  CORPUS
PREOPTICA MEDIALIS MAMILLARE

KONTROLY
“w NE - MOREPINEFRIN
& - DA - DOPAMIN
o5 £ -EPINEFRIN
2. Distribucia katecholaminov v oblasti nucleus cau-
datus hypofyze a v epifyze kontrolnych oviec. V§-
sledky sa vyjadrené v aritmetickych priemeroch s
-I-S.E.M. — Catecholamine distribution in the
nucleus caudatus, hypophysis and epiphysis of 5
control ewes. The results are given as arithmeti-
cal means |- S.E.M. ~ w
2 [’[ bes]
1o (el | I
% |3
AREA PREOPTICA B
NUCLEUS — HYPOPHYSIS
— Avcigus EPIPHYSIS
p
“w 3 NOREPINEFRIN
K-~ KONTROLA
20
A- AGELIN 2000 1U SG
A
ng/mq
1 DOPAMIN
12
0,8
e 3. Vplyv hormonalnej stimulacie na hla-
diny katecholaminov [norepinefrinu,
A dopaminu a epinefrinu) v preoptickej
EPINEFRIN oblasti hypotalamu oviec plemena va-
Ag/my laska. Vysledky sa vyjadrené v ng
mg~! v aritmetickych priemeroch
- S.E.M. — The effects of hormonal
stimulation on the concentration of
catecholamines [norepinephrin, dopa-
mine and epinephrin) in the area pre-
optica in the hypothalamus of ewes
of the Wallachian breed. The results
are given in ng per mg, as arithmetic-

al means - S.EM.
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CORPUS MAMILLARE EMINENTIA MEDIALIS
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A
A
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012
0,800
008 "
0,200
004a
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5. Hladiny katecholaminov v  oblasti

Vplyv hormonéalnej stimuldcie na kon-
centrdcie katecholaminov v  oblasti
corpus mamillare hypotalamu oviec.
t+P < (0,01 — The effects of hormonal
stimulation on catecholamine concen
trations in the corpus mamillare ol
sheep hypotalamus. ++P- 0.01

eminentia mediana oviec po hormonél-
nom ovplyvneni, 2000 1U SG. Vysledky
st vyjadrené v aritmetickych prieme
roch -t- S EM. + P <0,05; ++ P < 0,001
— Catecholamine concentrations in the
eminentia mediana of ewes after hor-
monal stimulation at a dose of 2000 1U
SG. The results are given as arithme
tical means | S.EM. tP -0.05 t++P
0.001

V hypofyze oviec (obr. 6) hormondlne stimulované sérovym gonado-
tropinom sme zaznamenali signifikantny vzostup koncentrdcie dopami-

nu a epinefrinu (P < 0,05). V epifyze

(obr. 7) po hormonalnej stimulacii

SG jsme pozorovali pokles hladin norepinefrinu (P < 0,01) a nezmenené

hladiny epinelrinu a dopaminu.

V rostrdalnom hypotalame (nucleus paraventricularis) dochadza k zvy-
Senej aktivite neurosekrecnych buniek, ¢o sa prejavilo miernym zmno-
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HYPOPHYSIS EPIPHYSIS

NOR EPINEFRIN
NOREPINEFRIN

K- KONTROLA

K - KONTROLA

. A - AGELIN 2000V SG
A - AGELIN 20001U SG

-
et . ;
DOPAMIN
DOPAMIN

EPINCIRIN
EPINEFRIN

6. Vplyv hormondlnej stimulicie na hla- 7. Hladiny norepinefrinu, epinefrinu a

diny katecholaminov v hypofyze oviec. dopaminu v epifyze hormondlne stimu-
Vysledky sd vyjadrené v ng - mg-!, lovanych oviec. Vysledky s@ vyjadrené
v aritmetickych priemeroch -t S.E.M. v ng - mg-! v aritmetickych prieme
+ P <0,005 — The effects of hormonal roch + S.EM. + P - 0,05 — Norephine-
stimulation on catecholamine concent- phrin, epinephrin and dopamine con-
ration in the hypophysis of ewes. The centrations in the epiphysis of hormo-
results are given in ng per mg, as nally stimulated ewes. The results are
arithmetical means -+ SSEM, tP < 0.005 given in ng per mg, as arithmetical

means | SEM. t P <0.05

Zenim neurosekrétu u obidvoch plemien. V medidlnom hypotalame
(nucleus arcuatus) sui neurosekrec¢né Struktiry po hormonélnom ovplyv-
neni u oviec plemena merino vyraznejSie stimulované k tvorbe neuro-
sekrétu ako ovce plemena valaSka.

V kaudalnom hypotalame (nucleus tuberomamillaris) je neurosekrécia
bez vyraznejSich zmien v porovnani s kontrolnymi zvieratami u obidvoch
plemien.

Aktivita reakcie PAS na doOkaz mukopolysacharidov je u oviec ple-
mena merino vo vietkych sledovanych jadrdch mierne zvySena. U oviec
plemena valaska je v rostrdlnom a kaud4lnom hypotalame bez vyraz-
nych zmien a mierne je aktivita zvySena v medidlnom hypotalame.
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Husté mikroklky z dolne) c¢asti infun-
dibula u bahnice v proestre tvoria poly-
edricky vzor; s — malé sférické pro-
trazie miniblebs; zv. 6 600krat — Dense
microvilli in the lower part of infun-
dibulum in a ewe in pro—oestrus form
a polyhedric pattern; s — miniblebs;
enl. 6600 times

10. Supraependymova bunka z dolnej casti

infundibula u bahnic
— supraependymovda bunka, vm —
vlaknité mikroklky; zv. 1980krat —
A supraependymal cell from the lower
part of infundibulum in lambing ewes
during oestrus; sb — supraependymal
cell, vm — fibrous microvilli; enl
1980 times

pocas estru; sb

superependymova bunka v dolne) casti
infundibula kontrolnej bahnice v estre

pri vacsom zvacseni; sh — supraepen
dymova bunka, zm — zvlnend membra-
na, zv. 4400krdat — A supraependy-

mal cell in the lower part of infundi-
bulum of control Jambing ewe in oe-
strus at greater enlargement; sb —
supraependymal cell, zm — undulated
membrane, enl. 4400 times

11. Oblast recessus mamillare u pokusnej

bahnice; m — hrubé mikroklky; zv.
5 175krdat — The recessus mamillare in
a test lambing ewe; m— coarse micro-
villi; enl. 5175 times
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12. Oblast pred recessus infundibularis
u bahnice po hormondlnej stimuldcii;
sp — sférické protrazie; zv. 6 100krat
— The region anterior to the recessus
infundibularis in a lambing ewe after
hormonal stimulation; sp — miniblebs;
enl. 6100 times

V dolnej casti infundibula III. mozgovej komory, hlavne oblast emi-
nentia mediana, u bahnic pocas anestru sa vyskytuju hrubé mikroklky
a nizke pologulovité protrizie (blebs). V proestre dolnt c¢ast infundi-
bula pokryvaju jemné husté mikroklky a vytvaraji nepravidelny poly-
edricky vzor. Ojedinele sa vyskytuja aj malé sférické protrizie — mini-
blebs (obr. 8). U bahnic pocas estru v dolnej casti infundibula st
pritomné supraependymové bunky, vybezky, ktorych su bud skryté
v ependyme, alebo tvoria na povrchu charakteristicky zvinené membra-
ny (obr. 9 a 10}.

Apikalne membrany cpendymovych tanycytov po podani sérového
gonadotropinu pokryvali hrubé mikroklky (obr. 11 a 12). Supracpen-
dymové bunky sme u hormondlne stimulovanych oviec nenasli.

DISKUSIA

Hypotalamické Kkatecholaminy sa podielaju na reguldcii sekrécie go-
nadotropnych hormoénov pocas estralnych cyklov zvierat. Poznatkov
o funkcii, koncentraciach a metabolizme katecholaminov v hypotalame
hospodéarskych zvierat po podani exogénnych hormoénov je v dostupnej
literatire menej (Smolich a i, 1979; Pastorova a i, 1988,
1989 a sporadicky sa vyskytuju tdaje ziskané na laboratornych zviera-
taich (McCornack a Mayer, 1963; Loflstrom a i, 1977).

Pomer a zastupenie katecholaminov v nami skiimanych oblastiach moz-
gu kontrolnej intaktnej skupiny oviec Studovanych réadioenzymatickou
metodou zodpoveda udajom inych autorov ziskanych na laboratérnych
zvieratach (Culman a i, 1981).

Extrahypofyzdrny hormon sérovy gonadotropin, kKtory vykazuje FSH
a LH aktivitu, ma dlhy poloCas biologického rozpadu v organizme a jeho
podanie je spojené s vyraznym dlhodobym zvySenim estrogénov v Krvnej
plazme. Vysoké koncentrédcie estrogénov podsobia na adrenergické re-
ceptory hypotalamu a ako uvadzaju Davies a i. (1975), dochédza
pri tychto stavoch k poklesu zastipenia hypotalamického norepinefrinu.
V stlade s uvedenymi tidajmi sme v naSom pokuse pozorovali Statisticky
vyznamny pokles (P < 0,001) koncentracie norepinefrinu v oblasti
eminentia mediana a corpus mamillare po aplikdcii hormondineho pre-
paratu sérového gonadotropinu. Do rostrdlneho hypotalamu patri pre-
optickd oblast, ktord je stucastou vysSieho regulacného mechanizmu ria-
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denia gonadotropnych funkcii adenohypofyzy (Leranth a i, 1988).
V tejto oblasti sa nachadzaju adrenergické nervové termindly podiela-
juce sa na sekrécii gonadotropinov. Podla sucasnych vedeckych poznat-
kov (Leranth a i, 1988) sa predpoklada, Ze zvySenie turnoveru nore-
pinefrinu v medidlnej preoptickej oblasti pocas proestru spdésobuje adre-
nergnd blokddu, ktorda predchddza vyraznému vrcholu LH. Katecholaminy
v preoptickej oblasti pésobia na uvolfiovanie LH—RH toénickou inhibiciou
cez GABA—ergické interneurozy, ktoré potencuji uvoliiovanie LH—RH.

Lofstrom a i. (1977), Smolich a i (1979) zistili, Ze exo-
génne hormony PMSG a HCG poOsobia na adrenergné receptory hypota-
lamu potkanov, najvyraznejSie na neurony v rostrdlnej oblasti hypota-
lamu. V naSom pokuse sme pozorovali signifikantné zniZenie koncen-
trdcie epinefrinu (P < 0,05) v preoptickej oblasti hypotalamu oviec.
Saavedra (1981) uvadza, Ze neurony obsahujice epinefrin v pre-
optickej oblasti hypotalamu sa podielaji i na regulacii integracie peri-
férnej adrenergnej odozvy.

Vyraznua funkciu v hypotalame ma dopamin, nachadzajici sa v tubero-
infundibuldarnych dopaminergickych neurénoch hypotalamu, ktoré vy-
kazuji cyklické zmeny aktivity v priebehu estrdlnych cyklov. Tieto ne-
urony sa podielaji na koordinécii hypotalamickej kontroly sekrécie troch
gonadotropnych hormonov: prolaktinu, FSH a LH. Dopamin je uvoliiova-
ny z neurénov eminentia mediana do portalnych ciev a je déleZitym fakto-
rom v reguldcii sekrécie prolaktinu v hypofyze. Z naSich vysledkov vy-
plyva, ze najvyraznejSie zmeny dopaminu sme pozorovali po podani 2000
IU SG najmé v oblasti eminentia mediana, kde sme zaznamenali signifi-
kantné zniZenie hladin dopaminu (0 46,94 %).

Pri porovnani vysledkov z tohto pokusu s naSimi predchédzajicimi
(Pastorova a i, 1988, 1989) je moZné konStatovat, Ze i napriek
tomu, Ze exogénny hormoén sérovy gonadotropin spdsobuje Statisticky
vyznamné zniZenie hypotalamickych katecholaminov u oviec plemena
valaska, eSte vyraznejsi vplyv ma na zmeny katecholaminov oviec ple-
mena slovenské merino.

V hypofyze dochadza po hormonélnom ovplyvneni k signifikantnému
vzostupu dopaminu a epinefrinu (P < 0,05). O funkcii hypofyzarnych
katecholaminov si zndme vedecké poznatky iba niekolko rokov (Holz -
bauer a i, 1981). Vyznamnu uUlohu v hypofyze m4 najmd dopamin
pritomny v neurdlnej a intermedialnej ¢asti hypofyzy, ktory ma vyznam
najma v priebehu laktacie a pri sekrécii oxytocinu a vazopresinu.

Mechanizmus tc¢inku vplyvu exogénnych hormondlnych pripravkov na
koncentrdacie katecholaminov v hypotalame a hypofyze je bez Stidia
ich obratu taZko definovat. Je pravdepodobné, Ze dochéddza k spétno-
vdzobnému posobeniu estrogénov na adrenergné receptory hypotalamu
a tym k zmenenému uvolnovaniu katecholaminov v adrenergnych neu-
ronoch. Obrat a aktudlne hladiny katecholaminov zdvisia od mnohych
faktorov, akymi si syntéza a degrad4cia, uskladnenie a extraceluldrne
vychytdvanie, od transneurdlneho toku a interakcie s autoreceptormi.
Poru3enie niektorého z uvedenych faktorov vedie k zmene koncentracii
a funkcie katecholaminov v nervovom tkanive.

Stadium neurosekrécie je velmi doleZité, lebo poukazuje na stav ¢in-
nosti neurénov za fyziologickych, ale najméd za experimentdlnych pod-
mienok, kedy sa jeho mnoZstvo meni. Je dost podrobne rozpracovany
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u laboratérnych zvierat (Jasinski ai, 1974; Haider a i, 1974).
Z hospodérskych zvierat u jalovic pozorovali Marac¢ek a Aren-
darc¢ik (1978) zvySenu aktivitu neurosekrecénych Struktir po podani
melengestrolacedtu a u oviec po hormondalnej stimuldcii (Staniko-
va ai., 1988).

Pri Stddiu ependymu v rastrovacom elektronovom mikroskope sa uka-
zalo, Ze ependym je heterogénnou Struktirou, a to ako na svojom lumi-
nalnom povrchu, tak aj vo svojej morfologickej stavbe (Leonhardt,
1980). Nakolko CNS nemé vytvoreny lymfaticky systém, predpoklada
sa, Ze cerebrospindlny mok odvadza aj produkty metabolizmu. Z tohoto
dovodu sa niektori autori domnievaji, Ze sférické protrizie by sa mali
povaZovat za produkt sekrec¢nej cinnosti ependymu (Booz 1975;
Rajtova a i, 1983). Wood (1983) uvadza, Ze ¢innost kinocilii
napomgha pruadeniu cerebrospindlnej tekutiny. Apikdlny povrch epen-
dymovych buniek sa povaZuje za akusi bariéru pri dotyku cerebrospi-
nélnej tekutiny s ependymovou vystielkou.

Ked porovndme na$e dosiahnuté vysledky s vysledkami inych auto-
rov, moZeme sa domnievat, Ze na infundibularnom ependyme doS$lo
k aktivovaniu jeho ¢innosti, ¢o sa prejavilo zvySenou ependymosekré-
ciou (miniblebs). Z dosiahnutych vysledkov v naSom experimente vy-
plyva, Ze hormondalna stimuldcia sérovym gonadotropinom pésobi na
hypotalamické jadra, ktoré stimuluje k zvySenej tvorbe neurosekrétu a si-
casne posobi i na pokles koncentracie hypotalamickych katecholaminov,
najmd norepinefrinu. Tieto vysledky st vo vzdjomnej zhode, vzhladom
na to, Ze je zndme, Ze hypotalamicky norepinefrin je povaZovany za
inhibitora neurosekrécie hypotalamickych jadier.
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PASTOROVA, B. — STANIKOVA, A. — RAJTOVA, V. (University of Veterinary Medicine,
Kosice): Biochemical and histological changes in the hypothalamus of hormonally
sttmulated ewes. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (12): 725—736.

The effects were investigated of a hormonal preparation of serum gonadotrophin (SC)
on neurosecretion, PAS—positive mucopolysaccharides and on histological changes
in the third cerebral ventricle; at the same time variations were determined of cate-
cholamine concentrations of ependyma surface in the hypothalamic regions that
control directly reproductive functions in ewes of the Merino and Wallachian breeds
in the oestrus period. Ewe oestrus was synchronized by insertion of Ageline (Spofa)
sponges into the vagina. A dose of 2000 1U of serum gonadotrophin (Bioveta, Ivanovice
in Hand) was administered to stimulate the ewes (n = 30). Twelve ewes of the Walla-
chian breed, six control and six test ones, were used for radioenzymatic detection of
catecholamines (Catechola test, Prague). The brains were segmented immediately after
bleeding and samples were taken from the eminentia medialis, area preoptica and
corpus mamillare pursuant to the stereotactic configuration of the sheep hypothalamus
[Welento et al, 1968). The brains of ten ewes of the Merino breed, four control
and six test ones, and of cight ewes of the Wallachian breed (four control and four
test ones] were used for histological treatment. For the purposes of a histological
study, the brains were treated with current histological methods. The amount of neuro-
sccretory material was assessed by light microscopy (Nakahara, 1963). Samples
for the study of ependyma of the lower part of the third cerebral ventricle were
examined in a scanning electron microscope. The obtained results demonstrate a sta-
tistically significant decrease by 36.4 % (P < 0.05) in epinephrin concentrations in the
area preoptica of hypothalamus after SG administration (Fig. 3), in comparison with
the control group. A decrease in norepinephrin concentration in the corpus mamillare
(Fig. 4) was statistically significant (P < 0.001). The dose of 2000 IU SG influenced
most markedly catecholamine concentrations in the eminentia medialis (Fig. 5), where
a statistically significant decrease in epinephrin and norepinephrin concentration was
observed (P < 0.01). Dopamine concentrations also decreased sigvificantly (P < 0.05)
in the eminentia medialis (Fig. 5). Following the hormonal stimulation, a significant
increase in dopamine and epinephrin concentrations was observed in the hypophysis
of sheep (Fig. 6; P <0.05) and in the epiphysis there was a significant decrease in
epinephrin and dopamine concentration (P < 0.01). Neurosecretion and the activity
of PAS reactions determined to demonstrate mucopolysaccharides, were elevated after
hormonal stimulation. The observed variations in the ependyma surface around some
nuclei point to elevated secretion. Dense microvilli and low blebs were found out in
the lower part of infundibulum of the third cerebral ventricle; they occur mainly in
the eminentia mediana in lambing ewes during anoestrus. In proestrus, dense fine
microvilli cover the lower part of infundibulum and they form an irregular polyhedric
pattern. Small miniblebs also occur sporadically (Fig. 7). During oestrus of lambing
ewes there are supracpendymal cells in the lower part of infundibulum, the eminences
of which are sunk in ependyma, or they form typically undulated membranes on the
ependyma surface (Figs. 8 and 9). Apical membranes of ependyma tanycytes were
covered with coarse microvilli and miniblebs after serum gonadotrophin administration
(Fig. 11). The stimulative effects of hormonal preparation on neurosecretion and PAS
positive mucopolysaccharides were more marked in the ewes of the Slovak Merino
breed. As norepinephrin is considered as a neurosecretion inhibitor, neurosecretion
multiplication in the hypothalamus nuclei after SG stimulation is in correlation with
a decrease in hypothalamic norepinephrin.

sheep; ependyma; catecholamines; norepinephrin; dopamine; epinephrin; radioenzy-
matic method; neurosecretion; PAS—positive mucopolysaccharides
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VYHODNOTENIE VYSLEDKOV ELISA PRI KVANTITATIVNOM
STANOVENI PROTILATOK PROTI INFEKCNE] BURZITIDE HYDINY

]. Zajac, L. Novotnéa

ZAJAC, ]. — NOVOTNA, L. (Bioveta, Nitra): Vyhodnotenie viysledkov ELISA pri
kvantitativnom stanoveni protildtok proti infekénej burzitide hydiny. Veter. Med.
(Praha), 36, 1991 (12): 737—743.

Vnimavé kurcatd sme vakcinovali 2ivou a revakcinovali inaktivovanou vakcinou
proti infek¢nej burzitide. Pri sledovani $pecifickych protildtok sme zaznamenali
analogicky priebeh titrov neutraliza¢nych protilatok a ELISA., VyS$etrovanim sa-
boru 138 vzoriek slepalieho séra sme preukdzali vysokd koreldciu medzi titrami
ELISA odéftangmi vizudlne v rozsahu $tvorndsobngch riedeni séra a hodnotami
absorbancie odé¢ftanymi pri jednom riedenf séra spektrofotometrom. Pomocou pro-
gramu spektrofotometra sme zostavili stupnicu kvantifikdcie protilatok podla
intenzity imunoenzymatickej reakcie. Aby bola metdda reprodukovatelnd, robili
sme hodnotenie v rozsahu ohrani¢enom priemermi absorbancie pozitivneho a ne-
gativneho kontrolného séra. Ohrani¢eny tdsek bol rozdeleny na desat rovnomer-
nych &astf, oznadenych stupifiami 0 aZ 9. Vy3etrovanym vzorkam bol priradeny
podla stanovenej hodnoty absorbancie odpovedajici stupefi pozitivity. Medzi uve-
denymi hodnotami ELISA a titrami neutralizadnych protilatok bola signifikantna
koreldcia. Precipitaénd aktivita vzoriek bola limitovand stuptiom ELISA poziti-
vity a titrami neutralizaénych protilatok.

infekénd burzitida hydiny; kvantifikdcia protilatok; stupeii ELISA pozitivity; ne
utralizacné protilatky; precipitacné protildtky

V rdamci vyvoja imunoenzymatickych metod v avidrnej virologii vypra-
covali Marquardt a i. (1980) mikromodifikdciu nepriameho testu
ELISA na stanovenie protilatok proti infek¢nej burzitide. Pomocou novej
metody zaznamenali vzostup Specifickych protilatok uZ na Stvrty den po
infekcii, maximélne hodnoty za sedem dni a dlhodobé pretrvdvanie proti-
latok aZ jeden rok. V porovnani s neutralizatnym a agar-gélovym preci-
pitaCnym testom hodnotili metodu ELISA ako dspornd, vysoko senzitiv-
nu, Specifickii a dobre reprodukovateIni. Analogické vysledky dosiahli
Howie a Thorsen (1981), ktori pouZili skimavkovid modifikaciu
metody, peroxiddzovy konjugédt vyrobeny z kréli¢ieho séra proti slepacim
imunoglobulinom, indik4torovy systém 5-aminosalicylovej kyseliny a vy-
Setrovali Specifické protilatky v sérach sliepok a moriek po experimen-
tdlnej infekcii. Nicholas a i. (1985) hodnotili pomocou ELISA, ne-
utralizacného testu a agar-gélovej precipitdacie protilatkovi aktivitu v sé-
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rach kurciat po aplikdcii inaktivovanych vakcin proti infekénej burzitide.
Zaznamenali pritom tak koreldciu medzi hodnotami neutralizacného
a agar-gélového precipitacného testu, ako aj medzi neutralizacnym testom
a ELISA. Imunoenzymaticky test bol pritom podstatne citlivej$i ako po-
rovnavané metody a vysoko reprodukovatelny. Na rozdiel od uvadzanych
autorov, ktori vySetrovali protilatky pri odstupriovanom riedeni séra,
Solano ai. (1985) vypracovali systém kvantifikdcie protilatok podla
intenzity farebnej reakcie pri vySetrovani sér v jednom riedeni. Pocita-
cové spracovanie vysledkov ELISA reakcie pri hodnoteni tirovne humo-
ralnej imunity proti vyznamnym virusovym infekcidm hydiny vypraco-
vali Snyder a i (1984) a v praxi pouzili Mallison ai. (1985). Je-
ho podstatou bola kvantifikacia protilatok podla intenzity ELISA reakcie
pri jednom riedeni vySetrovanej vzorky za pomoci titracnej priamky Stan-
dardného séra. Pre jednoduchu graficki a tabeldrnu interpretaciu vy-
sledku bol stupen pozitivity vyjadreny v rozsahu desiatich numerickych
hodnét 0 az 9.

V predloZenej praci opisujeme podstatu jednoduchej kvantifikdcie pro-
tilatok podla intenzity imunoenzymatickej reakcie na priklade infekcnej
burzitidy hydiny a dosahované hodnoty porovnavame s vysledkami neutra-
lizacného a agar-gélového precipitacného testu.

MATERIAL A METODY

Imunoenzymaticky test ELISA sme robili na mikrotitracngch platnickach s plochym
dnom jamiek. Na pripravu antigénu sme pouZili virus infek&nej burzitidy hydiny, vakci-
nacény kmen Z 2037, ktory sme pomnozovali na kultdrach SPF kuracich embryonélnych
buniek v Hanksovom roztoku s laktalbuminhydrolyzdtom podla Cernfka a i. (1983).
Koncentrovanie a purifikdciu virusového materidlu sme robili ultracentrifugdciou v sa-
char6zovom gradiente, modifikdciou metédy podla Snydera ai. (1984).

V imunoenzymatickej reakcii sme pouZili peroxidazovy konjugat, pripraveny z ovcich
afinitne &istenych protildtok proti slepadiemu imunoglobulinu G (Ch IgG ENZYKON],
vyrobok Bioveta Nitra. Pripravu roztokov a optimalizovanie reakcie sme robili vopred
odskG$anou technikou, ako je opfsané v predchadzajicej praci (Zajac a Zuffa,
1988).

Pri vySetrovanf sme postupovali nasledovnym spdsobom:

1. Antigén vo vdzobnom roztoku sme naniesli do jamiek mikrotitracnej platni¢ky po
0,1 ml a inkubovali cez noc pri chladni¢kovej teplote. Potom sme jamky vypréazdnili
a premyli.

2. Kvantitativne stanovenie protilalok sme robili dvojakym spdosobom:

— Titer ELISA sme vy3etrovali pri $tvorndasobnom riedenf séra od 1:20 do 1:20480; do
prvej jamky s obsahom 0,19 ml roztoku ELISA sme naniesli 0,01 ml séra, premiesali
a prenésali dalej po 0,05 ml v rade jamiek s obsahom 0,15 ml ELISA roztoku. Na kaZdej
platnicke sme riedili rovnakym spdsobom kontrolné pozitivne a negatfvne séra.

— Stupeii ELISA pozitivity sme vy3etrovali pri jednom riedenf séra 1:20; vzorky vy-
Setrovaného séra sme nanédgali po 0,01 ml vZdy do dvoch jamiek s obsahom 0,19 ml
ELISA roztoku. Rovnako sme nan&asali na kaZdd platnicku kontrolné séra. Platnicky
sme prikryli vieékom a inkubovali hodinu pri teplote 37°C. Potom sme jamky vy-
prazdnili a trikrdat premyli.

3. Do jamiek sme naniesli po 0,1 ml roztok konjugatu a inkubovali hodinu pri teplo-
te 37 °C. Potom sme jamky vyprédzdnili a premyli.

4. Do jamiek sme naniesli substratovy roztok 5-aminosalicylovej kyseliny po 0,1 ml
a za 30 aZ 60 minGt sme odéftali reakciu:

— Vizudlne pri stanoven{ titrov ELISA podla intenzity zafarbenia substratového roz-
toku v jamkach pri $tvornasobnom riedenf séra. Intenzitu zafarbenia sme hodnotili:
+++ syto fialovo&ervené zafarbenie,

++  fialovoCervené zafarbenie,

+ zreteIne ruZovodervené zafarbenie,

+  nevgrazné ruZové zafarbenie.
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Vysledny titer sme stanovili pri riedeni séra, kde bola intenzita zafarbenia hodnotenéd
+. Pri reakcii hodnotenej + bol vysledny titer o polovicu niZsf.

— Spektrofotometrom sme pri 490 nm od¢itali a vyhodnotili reakciu na zariadeni Mini-
reader Il fy Dynatech, pomocou programu LIMIT. Pritom sme definovali spodnd hra-
niénd hodnotu ,.Lo limit“ ako priemer absorbancie pri negativnych kontrolach a hor-
nd hrani¢nd hodnotu ,Hi limit* ako priemer absorbancie pri pozitivnych kontroldch.

Titre neutralizacnych protilatok proti virusu infek¢nej burzitidy hydiny sme vysSe-
trovali skratenou modifikdciou neutralizacného testu podla Cernika a i. (1983).

Agar-gélovy precipitadny test pri stanoveni protilatok proti infek&nej burzitide sme
robili podla Salaja ai. (1988).

Vy3etrovany materidl reprezentovali dva subory vzoriek:

1. Séra kurciat hybridu Shaver Starcross 288, ktoré sme od prvého dina veku cho-
vali v podmienkach izoldacie. Vo veku 42 dni sme kuréatdm podali per os po 0,5 ml
Zivej vakciny proti infekénej burzitide FYLORNISR fy Bioveta Nitra. Za dalsich pat
tyzdiniov sme kuréatd ocCkovali intra muskuldrne davkou po 0,5 ml inaktivovanej vakci-
ny AVINAK ND + GO proti pseudomuru a infek&nej burzitide hydiny, fy Bioveta Nitra.
Vo veku 1, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 56, 63, 70, 77, 84 a 91 dni sme vZdy od desiatich kur-
¢iat odoberali punkciou srdca vzorku krvi na sérologické vyS$etrenie.

2. Sabor 138 vzoriek slepacieho séra, ziskanych na tzemf zdpadného Slovenska v cho-
voch hydiny rozdielnych plemien a vekovych kategorii.

Kontrolné séra. Ako kontrolné negativne sérum pri ELISA stanoveni sme pouZili
zmesku sér SPF kurciat. Pozitivhe kontrolné sérum sme ziskali, ako uvedieme vo vy-
sledkoch od kurciat vakcinovanych a revakcinovanych proti infekénej burzitide.

VYSLEDKY

Za pomoci troch rozdielnych metod sme sledovali dynamiku materskych
a postvakcinacnych protildtok proti virusu infek&nej burzitidy v sérach
kurciat vakcinovanych Zivou a nasledne inaktivovanou vakcinou. Metdédou
ELISA sme pritom zistovali titre $pecifickych protilatok pri $tvornasob-
nom riedeni vySetrovanych vzoriek, vizudlnym hodnotenim reakcie. U jed-
notlivych odberov uvddzame priemerné hodnoty titrov ELISA, neutrali-
zacnych protilatok a percento vzoriek s obsahom precipitacnych proti-
latok na obr. 1. Podla dosiahnutych vysledkov mala dynamika mater-
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1. Dynamika titrov ELISA — e neutralizaénych protildtok (NP—()) a percento vzoriek
pozitivnych pri vy3etreni agar-gélovym precipitaénym testom (% AGPT) v sérach kur-
¢iat vakcfnovanych Zivou a inaktivovanou vakcfnou proti infekénej burzitide — Dyna-
mics of ELISA titres — e and neutralizing antibodies (NP—()), and percentage of po-
sitive samples in the agar-gel precipitin test (% AGPT), in the serums of chicks vacci-
nated with live and inactivated vaccine against infectious bursal disease
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skych protilatok, stanovend ELISA a neutralizacnym testom, charakteris-
ticky zostupny priebeh, vyrazny najmi v intervale prvych 21 dni. V dobe
aplikacie zivej vakciny, vo veku 42 dni, sme v sérach kurcCiat protilatky
nezistili. V intervale dvoch tyzdnov po vakcindcii nastal vyrazny vzo-
stup protilatok, pricom titre ELISA dosahovali priemernt hodnotu 2,5
logy, titre neutralizacnych protilatok 2,7 logy,, a precipitacné protilatky
vykazovalo 90 % vzoriek. U dalSich odberov, vo veku 63, 70 a 77 dni boli
hodnoty ELISA titrov 2,3, 2,2 a 2 log 1, titre neutralizacnych protilatok
boli 2,5, 2,6 a 2,2 log,, a precipitacné protilatky malo 100 %, 90 % a 80 %
vzoriek. Tyzden po revakcinacii sme dokazali slaby vzostup titrov ELISA
na 2,2 log), a neutralizacnych protilatok na 2,4 log,,. Najvy3Sie hodnoty
titrov ELISA 3,6 log;, a neutralizacnych protilatok 2,9 log,, sme zistili
v sérach dva tyZdne po revakcindcii. Po imunizdcii kfdla inaktivovanou
vakcinou vykazovali vSetky séra precipitacnu aktivitu. Séra s najvyssim
obsahom protilatok sme zmieSali a pouZili ako pozitivne kontrolné sé-
rum,.

Rozdielnou technikou ELISA, neutralizatnym a agar-gélovym precipi-
tacnym testom sme vySetrili 138 vzoriek slepacieho séra. Porovnanie ti-
trov ELISA stanovenych vizudlnym odcitanim reakcie v rozsahu S$tvor-
nasobnych riedeni séra s hodnotami absorbancie odcitanymi spektrofo-
tometrom pri riedeni séra 1:20 uvadzame na obr. 2. Korelacny koefi-
cient bol 0,85 a rovnica regresnej priamky y = 1,14 + 1,45 x. Na obr. 3 je
vyznacené, ako sme u vySetrovanych vzoriek stanovili podla vysledkov
spektrofotometrického odcitania reakcie stupne ELISA pozitivity, v roz-
sahu ohrani¢enom priemernymi hodnotami absorbancie, ktoré sme na-
merali pri kontrolnom pozitivhom a negativhom sére. Medzi titrami ne-
utralizacnych protilatok a hodnotami ELISA bola korelacia r = 0,61.
Z celkového poctu 138 sér bolo 109 pozitivhych v agar-gélovom precipi-
tatnom teste. Negativne boli vzorky, ktoré nepresahovali stupeni ELISA
pozitivity 3, a séra bez neutralizacnych protilatok. VSetky séra s mini-
malnym stupfiom ELISA pozitivity 7 a séra s titrami neutralizacnych pro-
tilatok 3 log,, a vyssie vykazovali precipitacnua aktivitu.
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3. Porovnanie vysledkov vy$etrenia saboru 138 vzoriek slepacieho séra. Rozsah stupiov
ELISA pozitivity je ohraniceny priemernymi hodnotami absorbancie pozitivneho a ne-
gativneho séra. VzorKky s precipitacnou aktivitou sa vyznacené plngmi kraZzkami. Kore-
lacia r = 0,61 bola stanovena medzi hodnotami ELISA a titrami neutralizaénych protilé-
tok (NP) — A comparison of the results of examination of a set of 138 samples of fowl
serum. The extent of ELISA positivity degrees is limited by the average absorbance va-
lues of positive and regative serum. Solid circles designate samples with precipitin
activity. The correlation r = 0.61 was determined between the ELISA values and titres
of neutralizing antibodies (NP)

DISKUSIA

Hodnotenie vysledkov nepriameho testu ELISA sme robili pri kvanti-
tativnom stanoveni protilatok proti infekCnej burzitide hydiny, pricom
sme ich porovndavali s vysledkami Kklasickych vySetrovacich postupov.
Dynamika materskych a postvakcina¢nych protilatok, ako sme ju zazna-
menali metédou ELISA a neutralizacnym testom, mala analogicky prie-
beh. Vysledky zistené po ockovani vnimavych kurciat Zivou vakcinou
zodpovedaju udajom, ktoré zaznamenali Vindevogel ai. (1975) pri
porovnavani neutralizacného a agar-gélového precipitacného testu. Pri
pouziti ELISA dosiahli porovnatelné vysledky s naSimi Marquardt ai.
(1980) a Nicholas ai. (1985). Technika testu titracie protilatok, ako
to uvedeni autori opisali, vyzaduje vySetrované vzorky riedit a je ma-
teridlovo ndkladnejSia a mdlo efektivna. Naproti tomu kvantifikdcia pro-
tilatok podla intenzity imunoenzymatickej reakcie pri jednom riedeni
séra, ako to opisali Snyder a i. (1984), alebo Solano a i. (1985)
je tsporna a efektivne vyuZiva technické zariadenie. V naSej praci sme
podali dékaz o tom, Ze vysledky takéhoto vySetrenia st rovnako objektiv-
ne, nakolko medzi hodnotami spektrofotometrického merania a titrami
ELISA stanovenymi vizudlne bola vysoka korelacia r = 0,85. Za ucelom
jednoduchého vyhodnotenia reakcie sme podla modelu, ktory vypracoval
Snyder a i. (1984), zostavili pomocou programu stupnicu kvantifikéa-
cie Specifickych protildtok podla tdajov odc¢itanych spektrofotometrom.
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V rozsahu ohranicenom priemernymi hodnotami absorbancie pozitivneho
a negativneho kontrolného séra bolo vyznacenych desat rovnomernych
usekov oznacenych 0 aZ 9, ktoré predstavuji stupne ELISA pozitivity.
Cely proces odcitania a vyhodnotenia sme robili na spektrofotometri fy
Dynatech programom LIMIT. Za rovnakym ucelom je mozZné vyuZit spek-
trofotometre fy Flow a Labsystém Oy, u ktorych to umoZiiuje analogicky
program RANGE. Za predpokladu, Ze na kaZdej mikrotitracnej platnicke
su okrem vySetrovanych vzoriek Standardné kontrolné séra, vysledky hod-
notenia su objektivne a reprodukovatelné. Spektrum pozitivity pritom
zavisi na obsahu protildtok v Standardnom pozitivhom sére. V nasej pra-
ci sme za danym ucelom pouzili sérum kurciat revakcinovanych inaktivo-
vanou vakcinou s maximdalnymi titrami protilatok. Medzi titrami neutra-
lizaCnych protilatok a hodnotami ELISA, ktoré sme ziskali vySetrenim
stboru 138 vzoriek slepacieho séra hola signifikantna korelacia r = 0,61,
porovnatelna s hodnotou r = 0,656, ktorti uvddza Nicholas ai. (1985).
Podla vysledkov Solana ai. (1985) mo6zZe stupeil korelacie medzi hod-
notami ELISA a neutraliza¢ného testu vyznamne kolisat. Autori vypoci-
tali nizku hodnotu r = 0,4 pri vySetreni sér ziskanych v rozdielnych ca-
sovych intervaloch od kurciat vakcinovanych opakovane Zivou a potom
inaktivovanou vakcinou proti infek¢nej burzitide. Pri vySetreni siboru
sér ziskanych za rovnakych podmienok od kurciat vakcinovanych jeden-
krat zivou a inaktivovanou vakcinou bol korelacny koeficient r = 0,74.
Najvyssiu korelaciu (7 = 0,82) dosahovali hodnoty v sérach kurciat, ktoré
neboli vakcinované a obsahovali materské protilatky. Pri dalSom porovna-
vani vysledkov sme zistili, Ze precipitacna aktivita séra je limitovana
stupfiom ELISA pozitivity ako aj titrami neutralizacnych protilatok. Roz-
diely medzi vysledkami ELISA a dalSich metod zaznamenali aj ini auto-
ri. Marquardt ai. (1980) ich vysvetluje divergenciou v reakcii anti-
génu s protilatkou pri rozdielnych testoch a Snyder a i. (1983) a
Wilcox ai. (1983) heterogenitou Specifickych protilatok.

Dosiahnuté vysledky svddcia pre to, Ze technika ELISA v uvedenej
modifikdcii je metéda senzitivha a Specifickd a pouZity spoésob hodno-
tenia vysledkov umozni ziskat v krdatkom case prehlad o urovni humo-
ralnej imunity proti infek¢nej burzitide v kidloch hydiny.
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ZAJAC, ]. — NOVOTNA, L. (Bioveta, Nitra): Evaluation of ELISA results at quantitative
determination of antibodies to infectious bursal disease virus. Veter. Med. (Praha), 36,
1991 (12): 737—-743.

Specific antibodies were investigated in serums of chicks vaccinated with live vaccine
and revaccinated with inactivated vaccine against the infectious bursal disease virus,
using three methods. An ELISA technique was used to determine antibody titres at
a fourfold serum dilution; the reaction was evaluated visuaily. The results were com-
pared with the titres of neutralizing antibodies and percentage of samples with pre-
cipitin activity (I'ig. 1). The average values of neutralizing antibody titres and ELISA
titres were found to have an analogical pattern; a decrease in maternal antibodies
on the first days of chick life and an increase in the antibodies after vaccination,
accompanied by an increase in precipitin activity, were typical in these tests. Using
the different ELISA technique, 138 samples of fowl serum were examined (Fig. 2). The
high correlation, r = 0.85, was found between the ELISA titres determined by visual
reading of the reaction within the fourfold serum dilutions and the absorbance values
determined at single serum dilution. Applying a spectrophotometer programme, a sca-
le of antibody quantification was made up pursuant to the intensity of immunoenzy-
matic reaction, For the purposes of method reproducibility, the evaluation was made
within the average values of absorbance of positive serum on the one hand and of
negative serum on the other. The span of these values was divided into ten equal
parts, designated by degrees 0 to 9. Corresponding degrees of positivity were assigned
to the examined samples in dependence on the determined value of absorbance (Fig.
3). The correlation r =0.61 was found between the ELISA values and the titres of
neutralizing antibodies. The precipitin activity of the examined serum samples was
limited by the degree of ELISA positivity or by the titre of neutralizing antibodies.

infectious bursal disease of fowl; antibody quantification; degree of ELISA positivity;
neutralizing antibodies; precipitin antibodies
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LISTERIA MONOCYTOGENES V POTRAVINACH

V. Mic¢kova

MICKOVA, V. (Statni veterinarni Gstav, Ostrava): Listeria monocytogenes v po-
travindch. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (12): 745—750.

Sledovali jsme frekvenci vyskytu bakterii  Listerta monocytogenes v raznych
druzfch potravin po dobu jednoho roku. Ze 700 rizngch drubhd vzorki (mléko
syrove, mléko pasterovane, povrch mas, dribez, syry, masné vyrobky tepelné
neopracované, vgrobni zatizenf masného pramyslu) Dbylo izolovano 51 Kkment
L. monocytogenes (tj. 7,2 %). Nejvice kmenii bylo izolovdano z povrchu mas
(135 %) a z vyrobniho zatizeni masného primyslu (12,72 %). U dribeZe byl
zjistén 10% vyskyt z povrchu, nizsf nalezy (5 %) byly zjistény ze syrd, tepelné
neopracovanych masnych vgrobki (3,8 %) a ze syrového mléka (3,3 %). Z paste-
rovaného mléka nebyl zjistén Zadny kmen. Kromeé chladové inkubace byla ovéie-
na metodika dvojiho pomnozeni pro zdchyt listerii z potravin a selektivni médium
LPM agar, ktery se ukdzal jako vhodny. Byla ovéiena metoda CAMP-testu
s exoldtkou Rhodococcus equi jako vhodny test pro odliSeni L. monocytogenes
od ostatnich listerif.

Listeria monocytogenes, potraviny; frekvence vyskytu; metodika; selektivini mé-
dia; CAMP-test

L. monocytogenes, pavodné mikrob vyvoldvajici onemocnéni zviral, sc
v hospodéaisky vyspélych zemich stava jiz od roku 1985 plvodcem ali-
mentarnich onemocnéni lidi. MoZnosti vzniku zavaznych onemocnéni
v disledku kontaminace potravin baktériemi L. monocytogenes potvrzuji
hromadna onemocnéni lidi v USA, Kanadé, Francii, Svycarsku, Jugoslavii
a dalSich zemich (Wehr, 1987, Schonberg, 1988), a to po poziti
mléka, mlécénych produkti, ale i zeleniny a masa. Z téchto divodi také
Svétova zdravotnickd organizace vydala zpravu, tykajici se prevence
a kontroly listeriozy (WHO, 1988) a spolec¢né s OIE (Office International
des Epizooties) usporadala v Madarsku Mezindrodni sympozium o pro-
blémech listeriézy (1988), ktery se mimo vSech moZnych aspekti liste-
riozy zabyval i vyskytem listerii v potravindch, surovindch Zivoc¢iSného
pivodu a v prostredi (Smola, 1989).

Hygienické laboratofe v Ceskoslovensku, zabyvajici se prevenci ali-
mentdrnich onemocnéni, se touto problematikou zacaly zabyvat aZ na
zékladé vyse zminénych literarnich tidaji o hromadnych onemocnénich
lidi s cilem zajistit diagnostickou pripravenost pro vyskyt pripadnych
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epidemii, ale také zabezpecit podminky exportu riznych druht potravin,
u kterych je neptitomnost t&chto mikrobi vyzadovana.

Cilem naSi prdace bylo zjistit na zdkladé vhodn& zvolené metodiky
frekvenci vyskytu L. monocytogenes v riiznych druzich potravinaiského
materialu v dostupné lokalité naseho pracoviste, jakoZ i ovérit dostupné
Zzivna média.

MATERIAL A METODY

Predmetem sledovani (obdobi dnor 1988 aZ biezen 1990) byly Zivoéisné produkty, do-
stupné v nasdvaci oblasti naseho pracovidté, a to syrové micko (177 vzorkil), paste-
rované mléko v obchodnim baleni (30 vzorka), syry (120 vzorkii), stéry z povrchu
veprového a hovéziho masa (185 vzorki), masné vyrobky tepelné neopracované (78
vzorkil), joteéné opracovana driithez — stéry (40 vzorkil) a stéry z vyrobniho prostiedi
masneho pramyslu (55 vzorkii).

K cilenému vySetieni jsme pouzivali dvou metod, ktere jsme volili vzhledem k chi-
rakteru vzorku (stér, tekuty, tuhy vzorek):

U odebranych bakteriologickych stérii a u mléka jsme pouzivali klasické metody
chladové inkubace, a to ve VI bujénu IMUNA s pFidavkem 0,2 % glukozy, inkubace
po dobu 14 dnit pii teploté 4 °C s naslednym vyockovanim na agar s tryptosou, kyseli-
nou nalidixovou a acriflavinem (inkubace pii teploté 37 “C po dobu 2 dnlt a dalsi den
pii teploté laboratore). Podezielé kolonie, tj. drobné, v dopadajicim svétle modie na-
zelenalé, jsme vyockovavali na vysece krevniho agaru a dale provadeli dkony beézné
v mikrobiologické laboratofi.

Syry, masné vyrobky tepelné neopracované, jsme vysetifovali podle metodiky americ
kych autort (Lee a McClain, 1988), ktera spocCivala v navaZce vzorku (25 g)
a ve dvojim pomnoZen{ ve vyZivnych bujonech (Listeria Enrichment Broth I a II),
které se 1i5i od sebe obsahem akriflavinu. Vyockovani jsme provadéli na selektivni
médium LPM agar s obsahem lithium chloridu, glycinu a antibiotika moxalactamu
(Yoshida, 1980). Inkubaci jsme provadéli pri teploté 37 “C po dobu 48 hodin.
Drobné, svétlé kolonie s namodralym nadechem jsme pieoCkovavali stejnd jako u kla-
sické metody na krevni agar, provadeli jsme mikroskopicky prepardt, kataldzu, oxi-
ddzu, manit, dusitany a pohyblivost v Difco motility médiu (charakteristicky dedtnikovy
tvar). Pohyblivé, manit a dusitany negativni kolonie s pozitivni kataldzovou reakci
jsme dale podrobili testaci na pozitivitu glukozy, rhamnozy, salicinu, MRT a negativitu
xylozy (Elischerovad, 1981).

Jako dalezitou souédast diferencidlni diagnostiky jsme provadeli Camp-test, zalozeny
na potencovani hemolytické aktivity vySetfovaneho kmene Listeria s exoldtkou Rhodo-
coccus equi ve stupni partidalni purifikace ( Skalka, 1982). Jako kontrolu jsme po-
uzivali kmeny L. monocytogenes CCM 5576, L. inocua CNCTC 40/88 a L. ivanovyi CNCTC
28/72. Vytvoreni hemolyzy jsme posuzovali po krdtké expozici v lednici. Jako médium
pro posouzeni hemolytické aktivity byl pouzivan Columbia agar Base OXOID s propra-
nymi erythrocyty IMUNA. Exolatku Rhodococcus equi jsme ziskali z katedry mikro-
biologie Vysoké $koly veterindrni, Rozplnénou do lahvi¢ek jsme ji uchovévali v mraz-
nicce,

VYSLEDKY

Ve sledovaném obdobi jsme na L. monocytogenes vySettili 700 vzorki
riznych druhit potravin a bakteriologickych stérd a izolovali jsme 51
kment, coz ¢ini 7,2 % z celkem vySetienych vzorkii.

Jak je patrné z tab. I, nejvice kmenl bylo izolovano z povrchu mas
(13,5 %), dale z vyrobniho zafizeni masného priamyslu (12,72 %), z dri-
beze (10 %), ze syrt (5 %). Niz8i ndlezy byly zjistovany u tepeln& ne-
opracovanych masnych vyrobkid (3,8 %) a ze syrového mléka (3,3 %).
Pasterované mléko nevykazovalo Zadny nalez.

Kmeny izolované chladovou inkubaci i pomnoZovaci technikou rostly
dobfe na pouZitych selektivnich médiich (na pidé s tryptonem, kyseli-
nou nalidixovou a akriflavinem a na LPM agaru). Na krevnim agaru
s berani Kkrvi tvorily drobné kolonie s mirnou viridaci nebo bez ni.
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I. Vyskyt L. monocytogenes v potravinach (obdobi unor 1988 aZ biezen 1990) —
The occurrence of L. monocytogenes in foods (February 1988 to March 1990)

}' o Pocet
. oce i /anych kmeni 3
Druh materidlu ! a vysetieni i __lzf_l_ok"_flyfii_fr_l_ -
I absolumit [ %
Syrové mléko ' 177 6 3.3
Pasterované mléko © [ 30 0 0
Syry 7 a | 120 6 5
Masné vyrobky tepelné
neopracovane ® b 78 3 3,8
Stéry z povrchu mas’ ¢ 185 25 13.5
Stéry z driibeze 10 d 10 4 10 ‘
Stéry z vyrobniho zatizeni [
masného priimysiu ! 55 7 12,72 ,
1 Celkem 12 | 700 } 51 7,2
a — olomoucké tvarGzky 69 (6) — small cakes of Olomouc cheese 69 (6)
jiho¢esky zrajici syr 8 (0) — South-Bohemian ripening cheese 8 (0)
syr Primator 2 (0) — Primator hard cheese 2 (0)
syr ovel 10 (0) — sheep cheese 10 (0)
eidamskd cihla 31 (0) - Eidamer hard cheese 31 (0)
b dunajska klobdsa 29 (1) — Dunajskd sausage 29 (1)
Cajovy salim 48 (2)  — mettwurst sausage 48 (2)
¢ = povrch veprovych pillek 120 (13) - surface of pork sides 120 (13)
povrch hovézich ¢tvrti 65 (12) — surface of beef quarters 65 (12)
d = povrch dribeze 20 (4) — pouliry surface 20 (4)
telnt dutiny 20 (0) — body cavities 20 (0)

! kind of material, “number of examinations, % number of isolated strains, 4absolute,
Sraw milk, ©pasteurized milk, 7cheeses, Sthermally not treated meat products,
Y samples from meat surface, '“samples from poultry, !'"samples from meat —industry
machinery, ! total

VSechny kmeny byly pohyblivé v Difco motility médiu s charakteristic-
kym tvarem ristu. Z biochemickych vlastnosti byly viechny kmeny ka-
taldza pozitivni, manit a dusitany negativni, zkva3ovaly glukdzu, salicin,
rhamnoézu (pouze dva kmeny byly rhamnéza negativni), tvoFily kyselinu
octovou a jantarovou. D-xyloza byla u vSech kmentd negativni.

Na agaru s propranymi erytrocyty doslo k jasnému potencovani he-
molyzy vFetenovitého tvaru s exolatkou Rhodococcus equi v souladu
s kontrolnim kmenem L. monocytogenes. L. inocua netvorila Zadnou
hemolyzu a L. ivanovyi zvyraznénou hemolyzu lopatkovitého tvaru.

DISKUSE

V posledni dobé se laboratorni diagnostika listerii stdvd problémem
potravinarské mikrobiologie vzhledem k c¢astému pirenosu listerii ze
zvirat na lidi potravinami Zivo¢iSného piivodu, zvla$té mléénymi vyrob-
ky, ale 1 jinymi potravinami, sekunddrné kontaminovanymi listeriemi
(Elischerova, 1981).
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Nase nélezy ze syrového mléka (3,3 %) a z pasterovaného mléka (0)
se shoduji s udaji napt¥. autori z USA (Lovett aj, 1987), ktefi uva-
deji u syrového mléka 4,2 % a u pasterovaného mléka nulovy zachyt.
Pocet izolovanych kmenl uvadeji vyssi v letnich meésicich, na rozdil od
Spanélskych autori (Gomez — Lucia, 1987), kteri izolovali nej-
vice kmen@ v zimnich mésicich. V na8i prdaci nelze prokazat sezonnost
vyskytu, jelikoz vétSinu vySetfeni jsme provadéli v zimnim obdobi.

Rozdil mezi obéma metodami, tj. chladovou a pomnoZovaci, sledovali
rovnéz riazni autori a dosli k zaveru, ze chladova inkubace je sice znac-
né nevyhodnéa vzhledem k dobé& obdrzeni vysledku a moZnosti zajisténi
naslednych opatfeni v potravinarském pramyslu, na druhé strané ne-
naruSuje jak mnozstvi izolovanych kolonii, tak i morfologii kolonii lis-
terii, coZz neni samozrejmé Zadouci vzhledem k odliSeni od ostatnich
mikroorganismit (Leighton, 1979). V naSi prdci jsme pozorovali
rist drobnéjSich kolonii na LPM agaru a na agaru s akriflavinem, ne
na krevnich agarech.

Zachyt ze syri (5 %) lze hodnotit jako nizky vzhledem k malému
sortimentu vySetfenych syrtt (vSechny kmeny byly izolovdany z olomouc-
kych tvartzkia). Mékké zrajici syry se tedy jevi jako material, ve kte-
rém néalezy listerii by byly pravdépodobné. Némedéti autori (Tham aj.,
1988) uvadeji 48% nalez L. monocytogenes u meékkych syrit z koziho
mléka a ¢erstvych syri. U syrd tvrdych nebyl rovnéz Zadny nalez listerii.
U syrh zrajicich pod mazem uvadeji 2,5% zachyt L. monocytogenes, coz
odpovida nasim nélezim.

Nalezy v tepelné neopracovanych masnych vyrobceich (3,8 %) je moz-
no hodnotit jako nizké, vzhledem ke znac¢nym ndlezim na syrovém
mase.

Presto, Ze nejvice kmenid (13,5 %) jsme izolovali z povrchu mas
v masném prumyslu a rovnéz z prostiedi (12,72 %), jsou nase nalezy
nizsi, nez uvadi napr. Elischerova (1976).

Vyskyt listerii u driibeze (stéry z povrchu a z dutin) je nizky (10 %)
a podle nékterych autortt (Doyle, 1986; Nicolas, 1987) zavisi na
hygienické trovni pri zpracovani.

Pouziti zivnych médii, tekutych i tuhych, bylo zvoleno po prostudo-
vani slozeni rady médii doporucovanych riznymi autory v zahranici
(McClain, 1988; Doyle, 1986; Lee, 1986; Leighton, 1979)
hlavné z hlediska jejich dostupnosti pro naSi laborator. LPM agar se
ukéazal jako vhodny, je doporucovan zvlasté pro izolaci z masa. Toto
médium vzniklo z Baird - Parkerova agaru a obsahuje moxalactam jako
sirokospektralni antibiotikum na vétSinu Gram + i Gram — baktérii.
Obsah glycinu se rovnéz nékterymi autory pripisuje ¢asteény inhibi¢ni
ucinek na listerie (L ee, 1986).

Pokud se tyka typizace L. monocytogenes, vychazeli jsme z pracl autori
Skalka aj. (1982, 1983). Jejich zavery tykajici se hemolytickych exo-
latek listerii a jejich vztahu k patogenité druhu i k virulenci kmene
byly potvrzeny i dalSimi autory (Geoffroy aj, 1987), ktefi oznacili
hemolytickou exosubstanci L. monocytogenes jako listeriolyzin 0.

Podékoviani

Dekuji uprimné doc. MVDr. Borisi Skalkovi, DrCs., z Vysoké 3koly veterindrni
za poskytnuti exolitky Rhodococcus equi a za cenné odborné rady k dané problematice.
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As in recent years laboralory diagnostics of listeria has become part of food micro-
biology, the frequency of occurrence of the bacteria Listeria monocytogenes has been
followed in various kinds of foods for a year. A total of 51 strains of L. monocytogenes
(7.2 %) was isolated from 700 kinds of samples (raw milk, pasteurized milk, meat
surface, poultry, cheeses, thermally not treated meat products, food—industry machin-
ery). As can be seen in Tab. I, the highest number of strains was isolated from meat
surfaces (13.5 %), followed by meat—industry machinery (12.72 %), poultry (10 %)
and cheeses (5 %]). The lower numbers of strains were found out in thermally not
treated meat products (3.8 %) and in raw milk (3.3 %). Pasteurized milk did not
contain any strains. Our findings in raw milk (3.3 %) and in pasteurized milk (0) are
in agreement with the data cited e. g. by authors from the USA (Lovett et al,
1987), who mention the value of 4.2 % in raw milk and the zero value in pasteurized
milk. The percentage of strains monitored in cheeses (5 %) can be evaluated as low
as the assortment of investigated cheeses was small (all strains were isolated from
soft ripening cheeses). German authors (Tham et al., 1988) speak about the 2.5 %
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percentage of L. monocytogenes strains; this is in keeping with our findings. The
findings in thermally not treated meat products (3.8 %) can be evaluated as low
although the number of strains found in raw meat was high. Even though the highest
number of strains (13.5 %) was isolated from the surface of meats in the meat—in-
dustry facilities and also from the environment (12.72 %], our findings are lower
than those mentioned by e. g. Elischerova (1976). The occurrence of listeria in
poultry (samples from the surface and cavities) is low (10 %) and in the opinion
of some authors (Doyle, 1986; Nicolas, 1987) it depends on the hygienic quality
of processing. Besides the traditional cold enrichment procedure, for the purposes
of this examination the methods of American authors (Lee and McClain, 1988),
selective enrichment procedure in nutrient broths (Listeria Enrichment Broth I and II)
and LPM agar selective medium, with contents of lithium chloride, glycine and mo-
xalactam, were used (Yoshida, 1980). CAMP-—reactions were used to distinguish
L. monocytogenes from the other listeria; this test is based on synergic haemolytic
reactions of the examined strain Listeria with the exosubstance Rhodococcus equi in
the stage of partial purification (Skalka, 1982). These methods have proved as
convenient.

Listeria monocytogenes, foods; frequency of occurrence; methodics; selective media;
CAMP reactions
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