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FYZIOLOGIE VOLNEHO TELENI KRAV

]. Kolomaznik

KOLOMAZNIK, ]. (Vysokd 3kola zemé&d&lskd, Brno): Fyziologie volného teleni
krav. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 193—201.

U 339 kusl krav (kifZenek Ceského strakatého skotu a holstynského &ervenostra-
katého skotu) byl sledovdn pridb&h volného teleni. V pokusu byla zjisténa jak
zména chovani zvirat, tak primérné prodlouZeni gravidity o 1,35 dne; u byckl
o 1,72 dne (prGmér 286,5 dne pii smérodatné odchylce 5,22), u jalovi¢ek o 1,06
dne (285,6 dne, smérodatnd odchylka 5,24); vypuzovaci stadium porodu trva
v primeéru do dvou hodin. Pfimé vypuzeni telete trva do 15 minut. Byl zjistén
pokles vyskytu zadrZeni liZek o 43,7 %. Ve sledovéni daldich ekonomick§ch
a zdravotnich vlivii se pokracuje.

krdva; spontdnnf porod; gravidita; etologie

V radé zemé&dé&lskych podnikl se setkdvdme s mnoZstvim zivaZnych
probléml v oblasti reprodukce skotu. Zraly aj. (1990) uvadgji, Ze
v roce 1987 bylo 1é¢eno 68,6 % ze stavu krav, pFi¢emZ u vé&tSiny bylo
uskuteénéno vice lé¢ebnych zdkroki. Nepfriznivou situaci naSich chovi
doklada témer 40% brakace, délka Zivota 2,5 laktace, pFi primé&rné do-
jivosti 3880 1 v roce 1989. Pocetni stavy k 1. 1. 1990 uvddi Maule
(1990) na 1795,1 tis. krav. Hospodéarskd zvifata chovdme vét§inou v pro-
stfedi, v némZ nemiiZzeme dodrZet ekologické podminky, na néZ byli pfi-
zplisobeni jejich divoce Zijici predkové. Musi tedy Zit v podminkéch,
které jim urcil a vymezil ¢lovék, podminkédch uréenych chovatelem, vic
podle jeho ekonomickych z4jm neZ podle fyziologické potreby zviFat.

Ustdjenim jsou zvirata daleko vzdalena prirozenym podminkém, které
zaruCovaly a podporovaly jejich zdravi. Toto poruSeni ekologie je nutno
vyrovnat obecné& platnymi hygienickymi opatfenimi, optimélni vyZivou,
oSetfenim, cilenou reprodukci apod. V rfadé vyspélych zemi probihaji
zootechnick4, plemenarskd a selek¢ni opatfeni pro sniZeni vyskytu ob-
tiZnych porodd. Pfi dosavadnim hodnoceni b&Znych poroddi se uvadi
primérnd délka brezosti u naSich plemen na 285—287 dnd, s vychylka-
mi od 270—300 dnd.

Hlavni pozornost priib&hli poroddi byla vénovdna u masnych plemen.
Schaeffer a Wilton (1981) v rozsdhlém porovndvani 18 mezi-
plemennych kombinaci masnych plemen zjistili v§znamny vliv plemenné
prisludnosti na prib&h porodu. V podstaté lze vSechny systémy hodno-
ceni prib&hu porodli ziZit na dvoustupiiovy systém, Kktery uvadéji
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Suchédnek a Nejezchleba (1986), a to na porod norméalni a
porod obtiZny. VétSina zahrani¢nich autorii ve shodé s vySe uvedenymi
autory jeSté rozdéluje porod obtiZny na podkategorie porod t&Z$i a po-
rod s komplikacemi. Procentudlni vyskyt obtiZnych porodd v bé&Zngch
podminkédch se ve svété pohybuje v rozmezi 10—25 % (Mahon aj,
1976; Smidt aj., 1977).

Hlavni vlivy pisobici na prib&h porodu studovala rada autori (Mey
aj., 1978, Pollak a Freeman, 1976; Oldenbroek, 1980 aj.).
Patri k nim predevSim poradi porodu matky, pohlavi a hmotnost telete,
porod dvojcat, délka brezosti, vliv byka a vliv chovu nebo technologické
jednotky.

V nasich podminkéach zhodnotili nékteré, zejména zdravotnické aspek-
ty pri klasickych porodech Kudléd¢ a Kozumplik (1979), Stréa-
felda (1990). Jiné vlivy a zdravotni zku3enosti z provozu volné sku-
pinové porodny krav popsali Reznidek a Derda (1990). Rada
autori uvadi, Ze dédivost porodi je nizkd, napf. Philipson aj.
(1979) uvéadeéji u riznych evropskych plemen koeficient heretability
0,03 az 0,20 a Schaeffer a Wilton (1981) u masnych plemen
koeficient 0,10. Kolomaznik (1989, 1990) po mnohaletém sledo-
vani uvadi sniZeni v§skytu puerperdlnich komplikaci ze 41,9 na 15,4 %
pIi prestavbé velkokapacitnich kravind na stlané technologie.

Jednim z limitujicich pfedpokladli optimélniho rozvoje chovu skotu
je dosaZeni optiméalniho poétu zdravych a dobfe odchovanych telat.
Dobry zdravotni stav je do zna&né miry podmin&n geneticky, av3ak na
jeho vyvoj vyznamné puasobi faktory vné&jsiho prostfedf, predevsim
v kritickych fazich vyvoje telat. Napf. DoleZal aj. (1989) srovnévéa
prirGistky hmotnosti pfi rfiznych typech vzdu3ného odchovu a doporu-
¢uje hleddni novych netradi¢nich zplsobii, které naplni biologické po-
Zadavky telat.

Zku3enosti z etologického sledovéani zvifat popisuji Kovalé&ik a
Kovaldikova (1990), kdy jako prioritni zddraziiuji vytvofeni tzv.
pohody zvifat, pfi které je moZné prl zékladni znalosti chovéni zviFat
posoudit veskeré reakce na dané podminky, v€as zabezpe€it pr¥ipadnou
Gpravu a v&as zabrénit ztratam.

MATERIAL A METODY

Vyzkumné sledovéni byla provdd&na ve tfech lokalitdch s primé&rnou drovnf dosa-
hovanych vysledkt v prib&hu celého roku. Spontdnn& probfhajfci volné porody_byly
sledovany pod 3irgym nebem ve stlanych kotcich, umisténgch na vn&j3i strand stéjf,
kde byly soustfedovdny dva mésice pfed porodem skupiny pfibliZn& po dvaceti vysoko-
br¥ezich kravdch a jalovicich po cely rok, bez ohledu na po&asi. Mimo metody pF¥fmého
nepfetrZitého pozorovanf byla vyhodnocovéna Ffada zooveterinérnich Gdajd, které byly
o t&chto skupindch zvifat vedeny, zejména o zvifatech, kterd z &asovych divodd ne-
bylo moZno pfimo sledovat. U pfimého pozorovéni byl predev3im hodnocen a zazna-
menévan Casovy prabsh probfhajictho porodu, vfetné viech zmén v chovéni jak sa-
motné krdvy, tak chovéani ve skupin& zvifat & chovédni jednotlivfch skupin zviFat
mezi sebou.

Podle stejnych kritérif jsme hodnotili chovéni narozenych telat k matce, chovéan{
telat mezi sebou a chovéni k jinym plemenicim. PFi préci jsme pouZivali metodu ne-
zGCastn&ného pozorovani, tedy zésadu nezasahovat pfi absolutni vé&t3in& pozorovangch
d&jii mimo situaci hrozici Ghynem mladéte. Stejnou zdsadou byla minimalizace v3ech
negativnich vlivii pozorovédnim, které by mohly ovlivnit jak chovén! jednotlivych zvi-
fat, tak chovani celé skupiny.
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U v3ech takto odchovdvangch zviFat byla shodn& vypoltena a vyhodnocena délka
gravidity, v&k p¥ porodu, pofadi porodu, mezidobf, servis perioda, priibdh porodu,
vyskyt poporodnich komplikacf, déle pak pomé&r pohlavi telat v€etn& primérd dosa-
zené gravidity, parametry zdravi telat od porodu do odstavu, hmotnost a vék mlddste
pfi odstavu, druh komplikaci a lé¢enf pFi pifipadnych onemocn&nich a Fada dal3ich
pomocnych ukazateld. Zvl&3t peclivé byly vyhodnocovadny v¥echny pFipady zmeténi,
mrtvé narozenych telat a porodd s komplikacemi, u kterych byla nutnéd lidsk& pomoc.
Komparaéné& byl srovnén vliv pohlavi na délku gravidity.

Jako kontrolnf byly podle stejnych kritérif hodnoceny porody a v¢sledky odchovu
telat, které u t&chto konkrétnich zvifat prob&hly o rok diive v bé&Znych podminkéch
ve vaznych nebo volnych stdjich p¥i srovnatelné vyZivé.

VYSLEDKY A DISKUSE

PFimym neziGéastn&nym etologickym pozorovédnim probihajicich spon-
tannich volnych porodid byly zjiStény znaéné rozdily od priib&hu klasic-
kych porodl jak v chovéni matek, tak nové narozenych telat k nim a cel-
kové zvifat mezi sebou. Jako hlavn{ symptom je moZno charakterizovat
vyrazné t&sné kontakty zvirat, které jsou velmi krdtkou dobu po porodu
nebo budou ve velmi krdtké dobé& rodit. Tato zvirata se drZi pii sobs,
olizujf se, ofichévaji se a spoletn& pefuji jak o nové narozené telata,
tak spoletn& poZirajf vypuzené plodové obaly. Cinnost t&chto zvifat se
velmi &asto matce mldd&te nelibi, ale tato zvifata pritahovanéd pravdé-
podobn& pachem plodovych vod, vytvareji &asto kruh kolem &erstvé na-
rozeného mléddé&te. Ostatni zvifata st4da se pouze na tivod sezndmi s no-
vym pifriistkem a pak o nov#& narozené tele ztrati vyrazné&jsi zdjem. Tato
situace trvd pfibliZn& jednu hodinu po porodu, tedy pfibliZn& do doby,
kdy je tele jiZ dikladné& olizdno a pomérné je jiZ oschlé. Pak se matka
drZi u telete a prfl delSim pozorovdni je pri leZeni patrné stupiiovité
rozvrstven{ stdda, kdy tele leZi vZdy chrdn&no matkou a celkové lokali-
zace zvirat charakterizuje vztahy nadrizenosti a podrizenosti ve stadé.

B&hem naSich pozorovédni se ndm nikdy nestalo, Ze by rodily dvé mat-
ky ve stejnou dobu, i kdyZ n&kolikrat bylo moZno pozorovat vypuzovaci
stadium porodu u né&kolika krav. Dokonce se ném jevi, Ze plemenice
»teka“, tedy olizuje cizi tele, Zere cizi 1iZko a jak také ostatni ztréceji
vyrazn&jSi zdjem o tele, za¢ind rodit sama. Dal3im charakteristickym
pfiznakem je vyrazné zkrédceni viech dasovych etap porodu. Domnivdme
se, Ze pri tomto zpflisobu odchovu jde o uré¢ity ndvrat k chovéni nedo-
mestikovaného skotu. U pfipadd, které jsme sledovali, netrvala doba
od prasknuti prvnich plodov§ych obald do vlastniho porodu déle neZ dvé
hodiny a vlastni vypuzeni mlddéte trvalo 4—8 minut.

Tedy pii znalosti zdkladnich symptomi chovéani zvifat je moZné se
znaénym stupn&m pravd&podobnosti posoudit jejich reakci na dané pod-
minky, v€as zabezpedit pripadnou dpravu, a tim zabrénit ztratam. Pred-
tasné zasahovani do procesu porodu povaZujeme za nezédouci, méd za
nésledek zvySeni po&tu porodnich a poporodnich komplikaci. Nutnou
zésadou je pouze vytvofeni pohody zviFat zabezpefenim dostatetného
mnoZstvi nutrién® adekvatniho krmiva a lehko pfistupné pitné vody.
Tato pohoda se vyrazn& projevi v chovani zvirat ve stadé.

Charakteristika sledované skupiny krav je uvedena v tab. I. PIi roz-
boru hmotnosti pfi odstavu jsou zifejmé mezipohlavni rozdily, kdy by&ci
jsou priblizn& o 1 kg téZ8i. Vyhodnocenim gravidity t&chto zvifat bylo
zji§t&no, Ze pfi spontdnnich porodech si v priiméru o 1,35 dne prodlu-
Zujf graviditu. Tento jev je vyrazn&jsi pri porodu byZki, kdy gravidita
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1. Zé&kladn{ charakteristika pokusnych skupin — Basic characteristics of the test groups

Klasicky porod ! Volny porod 2

primér 3 odchylka 4 prame&r3 | odchylka?
VEk [dny] 5 1021 239,1 1394 252,5
V&k [roky] 6 2,79 0,65 3,81 0,69
Odstav [dny]7 17,40 5,33 17,10 7,55
Hmotnost telat [kg] 8 49,12 6,21 49,98 6,83
Hmotnost jalovidek [kg] 10 49,96 6,48 50,74 6,92
Hmotnost by¢ki [kg]? 48,42 5,94 49,20 6,66
Gravidita pti porodu by&ki
[dny] 11 284,84 5,33 286,56 5,22
Gravidita pri porodu jalovi¢ek
[dny] 12 284,58 5,91 285,64 5,24

'traditional parturition, 2free

6age [years], 7weaning [days],
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parturition, 3average, 4deviation, S5age [days],

8 calf weight [kg], ?bullock weight, 10heifer
weight, ! pregnancy duration in the delivery of bullocks [days], 12pregnancy dura-
tion in the delivery of heifers [days]

S
300

1. RozloZeni gravidit klasickych porodi;
osa X — délka gravidity ve dnech, osa
y — frekvence vyskytu — The distri-
bution of pregnancies in traditional
parturitions; x-axis — pregnancy dura-
tion in days, y-axis — frequency of
occurrence

je delsi v priméru o 1,72 dne (smérodatnad odchylka 6,92), neZ u jalovi-
¢ek v priméru 1,06 dne (smérodatnd odchylka 6,66) v porovnénl ke
klasickym porodim téch samych zvirat o rok diive. Mezidobi téchto po-
rodi v priméru ¢inilo 366,7 dne (smérodatnd odchylka 35,9). Servis
perioda mezi porody sledovaného souboru zvirat byla 81,7 dne (sméro-
datnd odchylka 33,7). Do sledovéni byly zafazeny v3echny gravidity,
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2. RozloZeni gravidit volnych porodil; osa 3. Srovnéni Gaussovych krivek gravidity

X — délka gravidity ve dnech, osa y — délka gravidity ve dnech; —
— frekvence vyskytu — The distribu- volny porod; ...... klasicky porod —
tion of pregnancies in free parturitions; Comparison of the Gaussian curves of
X-axis — pregnancy duration in days, pregnancy in free and traditional
y-axis — frequency of occurrence parturitions; x-axis — pregnancy dur-

ation in days; free parturition;
...... traditional parturition

které byly ve fyziologické normé, tedy v rozsahu 270—300 dni, a to
u 332 zvirat. RozloZeni gravidit klasickych porodi je zndzornéno na
obr. 1, stejné rozloZeni gravidit volnych porodi vyjadfuje obr. 2. Ze
srovnani obou grafl vyplyva vétsi soustiedéni spontdnnich volnych po-
rodt do méné dnd, pfi maximdlnim vyskytu porodd 287. den gravidity.
Na obr. 3 jsou hodnoty frekvence gravidit sestaveny do Gaussovy Kkfiv-
ky. Test Spicatosti Gaussovy krivky néds upozoriiuje na lep$i fyziologic-
ké rozloZeni spontdnnich volnych porodi.

Dalsi vysledky uvadi tab. II, kde je potreba zdlraznit zejména kladny
vliv volnych porod@i na sniZeni vyskytu syndromu zadrZenych ldZek.
U némi sledovaného souboru tento vyskyt pri volnych porodech poklesl
0 43,7 %. Tedy ze 4,94 % vyskytu ze stavu krav pfi klasickych porodech
na 2,78 % vyskytu ve sledovaném souboru pfi pouZiti technologie spon-
tédnnich volnych porodi.

Tab. III ndm ukazuje procentudlni srovndni poméru vyskytu zmeténi,
mrtvé rozenych telat a procenta vyskytu dvojcat mezi klasickym a vol-
nym porodem téch samych zvifat. Vyrazny je zejména pokles vyskytu
zmetdni pri provozovéani technologie volnych porodd a odchovd.

Z dosaZitelné odborné literatury ndm doposud neni zndmo obdobné
srovnéni klasickych a volnych porodi. NaSe dosaZené vysledky sledo-
véani volnych porodii miiZeme prozatim srovnat jen ve dvou ukazatelich

VETERINARNI MEDICINA — 1932 197



1. Rozbor vysledkd porodd sledovaného souboru krav — Analysis of the results of
parturitions in the test population of cows

i 2 Volny porod 3
Primérné hodnoty ! Kla:’ikfogooSOd Lp

= 70 Q/

n 0

Gravidita [dny] 4 284,74 286,09 100,47
Gravidita pri porodu byckl
[dny] S 284,84 286,56 100,60
Gravidita pri porodu jaloviéek
[dny] 6 284,58 285,64 100,37
Gravidita pfi mrtvé naroze-
nych telatech [dny]7 288,20 284,75 98,80
Retence sekundin [%] 8 4,94 2,78 56,27
Porodd [ks]? 328 339 103,35
PoZet by&ki 10 160 165 103,12
Pocet jalovitek ! 151 163 107,94
Dvoj¢ata [ks] 12 (] 2 33,33
Zmetan{ [ks] 13 6 5 83,33
Mrtvé narozené [ks) 14 5 4 80,00

1 average values, Z2traditional parturition, 3free parturition, 4pregnancy duration
[days], 5 pregnancy duration in the delivery of bullocks [days], © pregnancy duration
in the delivery of heifers [days], 7pregnancy duration in the delivery of stillborn
calves [days], B8afterbirth retention [%], ¢ parturitions [number], !0number of
bullocks, ! number of heifers, !2twins [number], !3abortions [number], 14stillborn
calves [number]

11I. Srovnénf procentnfho podflu z 2ivé narozenych telat v jedné lokalité a u stejnych
zvifat — Comparison of the percentage of liveborn calves on one farm and in the
same animals

Klasicky porod! | Volny porod 2
l
Zmetén{ 3 1,35 0,87
Mrtvd narozeno 4 3,98 3,62
V¢skyt dvoj&at 5 0,91 0,29

! traditional parturition, 2free parturition, 3abortions, 4stillborn calves, 5twin
occurrence

(procento vyskytu mrtvé narozenych telat a procento zadrZenych lizek)
s vgsledky Reznid¢ka a Derdy (1990), kteff pfi rdmcovém sledo-
vani zdravotniho stavu obdobné skupiny zvifat uvadé&ji procento vyskytu
mrtvé rozenych telat od 2,49 do 2,56 a procento vyskytu zadrZengych li-
Zek od 11,66 do 14,49.

Némi sledovany soubor zvirat vykazoval vy3§i procento vyskytu mrtve
rozenych telat (3,68) a vyrazné& niZ$i procento vyskytu zadrZenych liZek
(2,78). Zrejm& tyto vysledky souvisi jak s rozdilnou krmnou dévkou
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a rozdilnym zdravotnim stavem zvifat, zejména v rozdilné tUrovni meta-
bolického naruSeni vnitfnich orgdnli neadekvéitni vyZivou (zadrZend
1iZka), tak s rozdilnou tdrovni sledovédni probihajicich spontdnnich vol-
nych porodd (mrtvé rozené telata).

V né&mi hodnoceném souboru zvifat probihal tento dozor prevdzné&
jen v pracovni dob& oSetfovateld, ktefi krmili i v dal8ich st4jich s kla-
sickym provozem, tedy pouze po né&kolik hodin denné.

Z dosavadnich vysledkd sledovédni volnych porodid je moZno konsta-
tovat tyto hlavni pfednosti pfed klasickymi systémy provAd&ni porodi
krav:

— pri volnych spontdnnich porodech probihaji veSkeré procesy bez ru-
S§ivého zé4sahu ¢&lovéka s plnym uplatn&nim zafixovanych mateifskych
pudi zvifat;

— pro pristi Zivotaschopnost telete je ni¢im nenahraditelné dikladné
olizani, pro matku je oliz4ni a séni z vemene stejn& diileZité — vy-
voldvéa totiZ oxytocinovy efekt, tak dileZity pro vypuzenf zbytkd plo-
dovych vod a 1dZka, tedy pro optimélni néstup involuce dé&lohy;

— tento zpidsob odchovu vytvAari t&sn&j5i vazby matek na telata a prav-
dé&podobné& zabezpefuje dobré napiti telat mlezivem,;

— pfi spontdnnim volném teleni dochézi b&Zn& k placentofagii;

— 1 kdyZ nebylo provdd&no oSetifeni pupkl po porodu, dochéz{ jen vel-
mi vyjime&n& k vyskytu omphalophlebitid;

— celkovd doba porodu je nejen zkrdcena, ale nésledn& ve svém di-
sledku sniZuje vyskyt vSech poporodnich komplikaci;

— pri spontdnnim volném teleni jsou zvifata uchrdné&na od vét3iny stre-
sovych stavil; pro rychly ndvyk je vSak nutné vytvéret porodnf sku-
piny krav ze zvifat pfibliZn& stejné hmotnosti, odrohovanych nebo
viechny s rohy a s dostatednym piedstihem (nejmén& dva mésice
pred porodem) pro vytvoreni vhodné stddové hierarchie;

— po sestaveni skupiny je nutnéd kontrola, zda jsou v3echna zviFata do
stdda prijata (vyskyt $rdmd po rozich ¢i po boji) a pfi nélezu tako-
vého zvifete je nutné ho ze skupiny vyradit;

— pii samovolném volném teleni odpadd prevdZné vétSina manudlni
préce oSetfovatelll a zootechnikii, jejich €innost musi byt zamé&fena
na pozorovani chovani zvirat, zhodnoceni a rozhodnuti, zda je tfeba
odborného zédsahu; tato €innost ovliviiuje mnoZstvi mrtv& rozenych
telat a musi byt poZadovéna i od noé¢nich hlidaé&i;

— z hlediska povétrnostnich vlivii nebyly zjiStény negativni disledky
na zdravi zvifat, zdsadou v3ak musi byt zajiSténi dostateCného mnoz-
stvi suché podestylky a ochrana pred vétrem.

ZAVER

PFi pouZiti technologie spontdnnich volngch porodd nastdvd prodlou-
Zeni gravidity zvifat v primé&ru u by¢kl o 1,72 dne (primér 286,5 dne
pii sm&rodatné odchylce 5,22), u jaloviéek o 1,06 dne (285,6 dne, smég-
rodatnd odchylka 5,24). Pfi spontdnnim porodu dochézi ke zkréceni
délky vypuzovaciho stadia na maximéln& dvé hodiny; vlastni vypuzeni
telete trvd 10—15 minut. Byl zjist&n ubytek vyskytu zadrZenych liZek
ze 4,94 na 2,78 % a rozdil v hmotnosti mezi pohlavimi pfi odstavu telat;
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hmotnost u by¢ki je o 1,54 kg vyssi pii obou porodnich systémech. Po-
drobné sledovani néslednych ekonomickych a zdravotnich vyhod bude
déale vyhodnoceno.
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KOLOMAZNIK, J. (University of Agriculture, Brno): The physiology of free parturition
of cows. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 193—201.

In the year 1990 free parturitions of 339 cows were followed on three farms; these
parturitions were compared with the last parturitions of these cows when the tender’s
assistance was available. The spontaneous free parturitions were followed in the open
air in litter boxes which were located outside the barns where the groups of about
twenty highly pregnant cows and heifers were housed for two months before their
parturitions all the year round irrespective of the weather conditions. In addition to
direct continuous observations, a host of zooveterinary data filed for these groups
of animals were evaluated, concerning particularly those animals which could not be
directly followed for the time reasons. Through direct observations the time schedule
of the given parturition was evaluated and recorded above all, including all changes
in the behaviour of the cow itself, and also behavioural changes in the group of ani-
mals or the behaviour of particular groups of animals toward each other. Applying
the same criteria, the behaviour of born calves toward the mother, behaviour of calves
toward each other and their behaviour toward other breeding cows was evaluated.
The method of disinterested observation was used, this means the principle of non-
interference with the most actions observed, with the exception of such situations
that could result in the calf death. Another principle was to minimize through these
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observations all negative effects that could influence the behaviour of individual ani-
mals and also the behaviour of the whole group. The characteristics calculated in the
same way in all animals kept in this way; pregnancy duration, age at parturition,
parturition order, calving interval, service period, parturition course, occurrence of
postpartal complications, male to female ratios in calves including the averages of
the given pregnancy, calf health parameters recorded from birth to weaning, calf
weight and age at weaning, sort of complications and treatment of potential diseases,
and other additional parameters. Care was taken to evaluate all abortions, still—born
calves and dystocias when the tender’s assistance was required. By comparison, the
effect of sex on pregnancy duration was evaluated. The parturitions and the results
of calf rearing documented in these animals in the previous year when they were
kept in tie or loose stalls in normal conditions on relatively the same diet, were taken
as controls and they were evaluated by the same criteria. Given the hitherto results
of the observations of free parturitions, it is possible preliminarily to review the main
regularities and advantages in comparison with the traditional systems of cow partu-
rition execution: In free parturitions all processes take place without the man’s inter-
ference and with full manifestation of fixed maternal instincts of the animals. Allover
licking cannot be replaced by any other treatment with respect to the calf’s viability.
On the mother’s side, the licking and the calf sucking from the udder is also of vital
importance; the oxytocin effect is evoked, which is so important for the expulsion
of parturitions was not only shortened, but it also resulted in the lower occurrence of
uterus involution. This sort of breeding helps create closer linkages between the mother
and the calves, and it also provides probably for the calf sufficient intake of colo-
strum. The placentophagy is common in free parturitions. Although the navels were
not treated after parturitions, omphalophlebitis occurred sporadically. The total time
of parturitions was not only shortened, but it also resulted in the lower occurrence of
all postpartal complications. The animals avoid most stress situations in free parturi-
tions. For accelerated habituation of the animals it is necessary to build the groups
of cows of about the same weight, dehorned or all with horns; these groups of ex-
pectant cows should be built in time (at least two months before parturitions) to
facilitiate the origin of the convenient her hierarchy. After the group building the
check is required if ali animals have been accepted to the herd (scratches from horns
or after fight), and if there is such a hurt animal, it must be eliminated from the
group. In free parturitions most of the manual work done by tenders and zootechni-
cians is removed. Their activities should consist in observations of the animal beha-
viour, in the evaluation and decisions concerning their skilled assistance. The tender’s
activity will influence the number of stillborn calves, and it will also be required
from night—shift tenders. The weather conditions were not found to have any negative
impacts on the animal health. But the requirement is to provide a sufficient amount
of dry litter and wind protection. If the technology of free parturitions is used, the
pregnancy of cows is prolonged on an average by 1.72 days in the bullocks (the aver-
age of 286.5 days with the standard deviation 5.22), and by 1.06 days in the heifers
(285.6 days, standard deviation 5.24). Other results about the test population of the
cows are shown in Tabs, I—III. The expulsion phase is shortened to maximally two
hours in free parturitions. The expulsion proper of the calf lasts 10 to 15 min. Placenta
retentions decreased from 4.94 to 2.78 %. There were differences in the weight between
the males and females when the calves were weaned; the bullock weight was higher
by 1.54 kg in both calving systems. Figs. 1 to 3 show the distribution of the pregnan-
cies of traditional and free parturitions and the density of pregnancy frequency in the
experimental and control groups. The economic and health consequences continue to
be investigated.

cow; free parturition; pregnancy; ethology
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VYUZITIE KOZNEHO TESTU PRE HODNOTENIE AKTUALNE] GROVNE
CELULARNE] IMUNITY A JEJ UI}OVNE PO EXPERIMENTALNE] APLIKACII
GLUKANU A LEVAMIZOLU U VYKRMOVYCH BYCKOV

S. Paulik, S. Svréek, Z. Beni$ek, M. Hiska, A. Durove

PAULIK, 8. — SVRCEK, 8. — BENISEK, Z. — HUSKA, M. — DUROVE, A. (Uni-
verzita veterindrskeho lekdrstva, Ko3ice): VyuZitie koZného testu pre hodnotenle
aktudlnef Grovne celuldrnej imunity a jej drovne po experimentdlnej aplikdcii
glukdnu a levamizolu u vgkrmovych byékov. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4):
203—212.

Hodnotili sme pouZitelnost koZného testu indukovaného dinitrofluorobenzénom
(DNFB) pre urovanie aktudlnej drovne celuldrnej imunity (CI) in vivo a jej
stavu po experimentdlnom imunomodulainom zdsahu o 80 kusov vykrmovy§ch
by&kov vo veku 10—11 mesiacov na dvoch hospodarstvach (po 40 zvierat). Pri
zvolenom metodickom postupe predstavovala vychodzia priemernd hodnota re-
akéného &fsla u 80 byékov 4,5+ 1,5 mm, pri€om aZ u 77,5 % zvierat sa jeho
troveit pohybovala v rozmedzi 3,6—9,6 mm, u 18,7 % od 2,0 do 3,5 mm a len
u 3,8 % pod 2,0 mm. Zjavnd expresia reakcie poukazuje na moZnost vyuZfvania
uvedeného metodického postupu koZného testu za pouZitia DNFB k urdovaniu
drovne CI u hov#ddzieho dobytka. Zaznamenané priemerné hodnoty CI (4,0 +
+ 1,3 mm), koncentracie celkovych sérovych Ig (28,3-+4,4 j ZST) a sérového
IgG (18,4-+35 g - 1-1) na hospodarstve 1 boli signifikantne niZ3ie (P < 0,01,
resp. 0,05) neZ na hospodérstve 2 (t. j. 49+ 16 mm; 32,5+ 3,8 j ZST; 20,3 +
+35 g - 1-!), ¢o poukazuje na rozdielnu celuldrnu a humorédlnu imunologickad
vybavenost zvierat na porovnavanych hospodérstvach. Rozdiel na uvedengch
hospodérstvach bol zaznamenany aj pri urcovani vplyvu pouZitfch imunomodu-
latngch latok na droveinl CI. K¢fm na hospodérstve 1 bol preukazng pozitivny
efekt glukdnu (rozpustny, fungélny; aplikovany v déavke 5, resp. 10 mg - kg-—!
%. h.) na koZna oneskorend precitlivelostni reakciu, tak v porovnani k jej Grovni
pred jeho palikdcion (P < 0,05), ako aj v porovnan{ k drovni u kontrolnej sku-
piny zvierat (P < 0,05, resp. 0,01) po aplikdcii, na hospodérstve 2 nebol takyto
vplyv zaznamenany. Pri levamizole (5 mg - kg—! Z. h.) sme pozitivny G¢inok
na CI nezistili ani na jednom hospodérstve.

vykrmové bycky; koZny test; celuldrna imunita; dinitrofluorobenzén; imunomo-
dulédcia; glukédn; levamizol; sérové imunoglobuliny

KoZné testy umoZiiuji hodnotit imunitny stav pacienta, t. j. ziskat
informéciu o jednej zo zloZiek imunologickej reaktivity, celularnej imu-
nite (CI). Jednym z parametrov vyuZivanych k ur€eniu CI u zvierat je
oneskorend precitlivelost, merand koZnou odpovedou po senzibiliz4cii
(Hodgin a i, 1978; Woodard a i, 1978; Thilsted a i, 1979
a dalsi). Z chemickych senzibilizdtorov vyuZivanych v koZnom teste si
aj 2,4-dinitrofluorobenzén (DNFB; Hansbrough a i, 1983; Smith
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a i., 1987), resp. 2,4-dinitrochlérbenzén (DNCB; Brummersted a
Basse, 1973; Reddi a i., 1981). V poslednych rokoch velmi aktuél-
nym problémom je imunomoduldcia. Imunomoduldtory sa substancie
rézneho pdévodu, pricom mnohé z nich maji schopnost pozitivhe modu-
lovat imunitni odpoved (Sedlacek a i, 1986). V naSej praci sme
pouZili levamizol a glukén.

Cielom prédce bolo zistit pouZitelnost koZného testu indukovaného
DNFB pre kvantitativne stanovenie aktudlnej drovne CI a jej trovne po
experimentdlnom imunomodula¢nom z&sahu u vykrmovych byckov.

MATERIAL A METODA

POKUSNE ZVIERATA

U osemdesiatich bytkov o priemernej hmotnosti 300 kg (pribliZny vek 10—11 me-
siacov) bola na dvoch hospodérstvach (po 40 zvierat) stanovend aktuadlna (pociato&n4)
drovent CI koZnym testom a drovenl humordlnej imunity kvantifikdciou celkovych séro-
vych imunoglobulinov (CS—Ig) a sérového IgG. Na zdklade stupiia aktualnej Grovne
CI bolo dvadsat bytkov na kaZdom hospodarstve rozdelenych do Styroch experimen-
tdlnych skupin (po 5 zvierat); s pribliZne rovhakou priemernou hodnotou koZnej re-
akcie. U tychto zvierat bola sledovand tdroveil CI po aplikdcii pouZitych imunomodu-
latorov.

POKUSNE SKUPINY ZVIERAT

Prva skupina byckov (skupina K) slaZila ako kontrola (bez aplikdcie imunomodu-
latorov). Dal3fm skupindm zvierat bol v deii stanovenia aktudlnej drovne CI a ich
rozdelenia do skupin aplikovany levamizol (Nilverm inj., Bioveta Nitra) subkuténne,
v davke 5 mg - kg—! Z. h. (skupina L); resp. roztok glukdnu (rozpustny, fungalny —
hliva ustricovd, Bioveta Nitra) intramuskuldrne, v dédvke 5 mg - kg—1! Z. h. (skupina
G5); resp. 10 mg - kg—! Z. h. (skupina G10).

KVANTIFIKACIA CELULARNE] IMUNITY SENZIBILIZACIOU DNFB

DNFB bol pouZity vo forme acetén—olivovy olej (4:1) v 0,5% (pre senzibilizaciu)
a 0,2% (pre Celen?) koncentrécii; aplikovany intradermalne, v objeme 0,2 ml. CelenZ
bola vykonana na 14. deil po senzibilizécii, t. j. defi pred aplikdciou imunomoduldtorov
(pre stanovenie aktualnej urovne CI) a na 30. deil po ich aplik4cii (pre stanovenie
imunomodula¢ného vplyvu). Reakcia bola odé¢itand za 24 hodin po CelenZi zmeranim
hribky koZe mikrometrom. Rozdiel hodnoty pred &elenZou a 24 hodin po &elenZi ozna-
Cujeme ako lokalne zhrubnutie koZe (LZK), resp. reak¢né ¢islo vyjadrené v mm. Hod-
nota LZK charakterizuje tdroveiti CI in vivo u hovédzieho dobytka (Reddi a i, 1981).

STANOVENIE KONCENTRACIE SEROVYCH IMUNOGLOBULINOV

Koncentracia celkovych sérovych Ig (CS—Ig) bola stanovena turbidimetrickou
metédou podla McEwana a i, (1970). Za fyziologické rozpdtie sme povaZovali kon-
centraciu 26—46 j. ZST (Slanina a i, 1979). Koncentrdciu sérového IgG sme
stanovili metdédou jednoduchej radidlnej imunodifdzie (Mancini a i, 1965) za po-
uZitia antiséra IgG a 3¥tandardy (Bioveta Nitra, MVDr. ]J. Zajac). Za fyziologické roz-
pitie sme povazZovali kocentraiu ziskani na zaklade vysoko signifikantnej korelacie
(P <0,01) medzi koncentrdciou CS—Ig a koncentrdciou sérového I1gG. Na hospodér-
stve 1 trovni 26—46 j. ZST zodpovedala koncentracia 17,3—26,9 g - 1-1 IgG; na hos-
podéarstve 2 to predstavovalo koncentraciu 16,9—27,5 g - 1-! IgG.

STATISTICKA VYZNAMNOST

PouZili isme t-test pre parované hodnoty (Pt-test), Studentov t-test [St-test) a kore-
lacna analyzu (Polacek, 1984).
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VYSLEDKY

Na moznost vyuZitia koZného testu indukovaného DNFB k ziskaniu
informécie o aktudlnom stave CI u hovddzieho dobytka poukazuji sta-
novené hodnoty LZK na 80 byfkoch na dvoch hospodarstvach (hosp.).
Celkove len u 3 zvierat (3,8 %) sme zaznamenali hodnotu koZnej reakcie
pod 2,0 mm, u 15 zvierat od 2,0 do 3,5 mm (18,7 %) a aZ u 77,5 % (62
zvierat) nad 3,5 mm (od 3,6 do 9,6 mm]).

Percentudlne zastipenie zvierat rozdelenych do skupin podla turovne
LZK na sledovanych hospod&rstvach uvéadza tab. I. Z nej vyplyva, Ze re-
lativne lepSia aktudlna vybavenost zvierat z hladiska CI bola na hosp. 2,

I. Percentudlne zastipenie zvierat podla aktudlnej drovne celuldrnej imunity —
The percentual representation of animals according to the actual level of cellular

immunity
Lokdlne zhrubnutie koZe — LZK [mm] ?
Chov !
(n) do3 35* 3,6—5,0 51—6,0 nad 4 6,0
(n) (n) (n) (n)
1 32,5 47,5 15,0 5,0
(40) (13) (19) (6) (2)
2 12,5 425 30,0 15,0
(40) (5) (17) (12) (6)

* —hodnota LZK pod 2,0 mm bhola zistend u dvoch zvierat v chove 1 a jedného zvierata

v chove 2 —

breed, 2local skin reaction LZK [mm], 3less than, ‘more than

= the LZK value lower than 2.0 mm was recorded in two animals
from breed 1 and in one animal from breed 2

1. Percentudlne zastdpenie zvierat podla akuélnej urovne ukazovatelov humorélnej
imunity — The percentual representation of animals according to the actual level
of humoral immunity parameters

Koncentracia sérovych imunoglobulinov 2

Chov ! ~ Cs—Ig" []. Z8T] IgG [g - 171]
(n do 26 nad 26 do 17 nad 17

(n) (n) (n) (n)
1 30,0 70,0 42,5 57,5
(40) (12) (28) (17) (23)
2 5,0 95,0 15,0 85,0
(40) (2) (30) (6) (34)

* = celkové sérové imunogulobuliny — * = total serum immunoglobulins

I breed, 2serum immunoglobulin concentration
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na €o poukazuje rozdielne percento zvierat zaradenych do skupin s hod-
notami LZK do 3,5 mm a nad 5,0 mm. Potvrdzuje to aj priemernd hod-
nota LZK, ktorej udroveii 4,0-1,3 mm na hosp. 1 bola signifikantne
(P < 0,01) niZ8ia, ako na hosp. 2 (4,9 = 1,6 mm).

OdlisSnost imunologickej reaktivity zvierat sme na uvedenych hospo-
darstvach zaznamenali aj pri hodnoteni aktudlnej trovne ukazovatelov
humordlnej imunity. Pri byfkoch na hosp. 1 bola zistend koncentrécia
CS—Ig (28,3 * 4,4 j. ZST) a sérového 1gG (18,4 3,5 g - 17!) Statisticky
preukazne niZ§ia (P < 0,01, resp. 0,05) ako na hosp. 2 (32,5 * 3,8 j. ZST,
resp. 20,3+ 3,5 g - 17!). Poukazuje na to aj rozdiel v percentdlnom za-
stipeni by&kov s hypo- a normo-imunoglobulinémiou na uvedenych hos-
poddrstvach (tab. II). Takéto rozdelenie zvierat podla koncentrécie sé-
rového IgG ndm umoZnilo stanovenie fyziologického rozpétia, a to na
zdklade preukédzanej vysoko signifikantnej pozitivnej korel4cie (P < 0,01)
medzi hodnotami CS—Ig a sérového IgG (obr. 1).

Rozdiely imunologickej reaktivity zvierat na uvedenych hospodér-
stvach sme zaznamenali aj pri urdovani vplyvu pouZitych imunomodu-

XX
146 /9.1l
30

25
20 7

1% 1

10 -

30 1

25

20 1

15 ]

10 -~

15 20 25 30 35 40 45 CS-1g /3.251/

1. Koreldcia hodndt celkovgch sérovych Ig a sérového IgG; x — chov 1 (r=0,61;
P <0,01); xx — chov 2 (r=0,58; P <0,01) — The correlation of the values of total
serum Ig and serum IgG; x — breed 1 (r=0,61; P <0,01); xx — breed 2 (r = 0,58;
P <0,01).
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II1. Kvantifikdcia celuldrnej imunitnej odpovede koZnym testom po aplikécii imuno-
moduldtorov — The quantification of cellular immunity response to a skin test after
immunomodulator application

Lokélne zhrubnutie koZe — LZK
Skupina ! b (mm; x _ts)° Pt-test*
. pred aplikdciou 3 po aplikécii 4
K 39 14 42 t-0,7a0 P > 0,05
L 4,0 1,6 4,1 -09¢cd P > 0,05
G5 45 +0,7 6,8--15ac¢ P < 0,05
G 10 4,1-+0,7 6,0 --0,6bd P < 0,05

* =t-test pre parované hodnoty; Studentov t-test: a, ¢ = P <0,05; b, d = P <0,01;
hodnoty oznacené rovnakym pismenom sG signifikantne rozdielne — * —t-test for
paired values; Student'’s f-test: a, ¢ = P < 0.05; b, d == P < 0.01; the values denoted
with the same letter are significantly different

lgroup, 2localy reaction of skin LZK (mm; X +s), 3before application, 4after
application

laénych latok na tdroveii CI. Kym na hosp. 1 (tab. III) sme u zvierat
skupin G5 a G10 zaznamenali na 30. deii po aplikdcii imunomoduldtorov
signifikantny vzostup priemernej hodnoty LZK tak v porovnani k jej
hodnote pred aplik4ciou (Pt-test; P < 0,05), ako aj v porovnani k jej
drovni so skupinou K (pri G5 — P < 0,05; pri G10 — P <0,01) a L (pri
G5 — P <0,05; pri G10 — P < 0,01) po aplik4cii (St-test), na hosp. 2
nebol takyto vyrazny imunostimulacny efekt pozorovany ani u jednej
skupiny zvierat. Imunomodulaény efekt levamizolu (pri pouZitej ddvke)
nebol preukézany u zvierat ani na jednom hospodérstve.

DISKUSIA

Bunkou sprostredkovand imunitnd odpoved je ddleZitou stdastou imu-
nitnej obrany organizmu proti intraceluldrnym parazitom (Duffus,
1989). K testom, ktoré sa pouZivaji k hodnoteniu Grovne buneénej imu-
nity u zvierat, patri aj koZny test oneskorenej precitlivelosti ( More -
no—Lopéz 1977; Woodard a i, 1981 a dal3i). Indukcia a expre-
sia oneskorenej koZnej precitlivelosti (OKP) pri pouZiti DNFB je citli-
vym a kvantifikovateInym ukazovatelom CI in vivo (Hansbrough
ai, 1983; Smith a i., 1987). U hovéddzieho dobytka je koZné reakcia
vo&i DNCB vy¢sledkom lok&lnych histologickych zmien, ktoré st charak-
terizované diftznou infiltrdciou lymfocytov, makrofdgov a malého poé&tu
neutrofilov pod epidermis (Brummerstedt a Basse, 1973;
Reddi ai, 1981).

Test OKP je beZne pouZivany v huménnej medicine pri uréovani CI od-
povede k réznym senzibilizdtorom (Prochédzkovéd a i, 1986).
O jeho vyuZivani u hovddzieho dobytka je pomerne mélo ddajov. Pre
tento 1cel st pouZivané bud Specifické antigény, alebo chemické senzi-
bilizdtory. Prikladom Specifick§ch antigénov k ur&eniu stupiia CI u ho-
védzieho dobytka je napr. PPD tuberkulin z M. bovis (Woodard
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a i, 1978, 1981) a antigén PIV—3 (Moreno—Lopéz, 1977), ktoré
boli v koZnom teste aplikované intradermélne v objeme 0,1, resp. 0,2 ml.
Ako chemicky senzibilizdtor bol u tohto druhu zvierat pouZity 2% DNCB
v acetone, aplikovany perkutdnne, v objeme 0,5 mm u dospelych zvierat
(Reddi a i, 1981) a v ddvke 0,1 ml u teliat (Jennings, 1979),
alebo 2%, resp. 0,2% DNCB v alkohole, aplikovany perkutdnne, v mnoz-
stve 2 ml u teliat (Brummerstedt a Basse, 1973). Paulik
a Vrzgula (1989) pouZili u hovddzieho dobytka réznej vekovej kate-
gorie k senzibiliz4cii 0,5% DNFB v roztoku acetén—olivovy olej, apliko-
vany intradermélne, v mnoZstve 0,1, resp. 0,2 ml. Rozdiel v metodickom
postupe uvednych autorov bol aj pri navodzovani senzibilizdcie. Kym
Brummerstedt a Basse (1973) ju vykon4vali sedem a Reddi
a i. (1981) tri dni po sebe, Jennings (1979) a Paulik a Vrz-
gula (1989) volili v tomto smere jednorazovu aplikaciu. CelenZ bola
citovanymi autormi vykonand na 14. deii po senzibilizdcii, rovnakou
koncentrdciou a mnoZstvom a spdsobom aplikdcie senzibilizdtora, aZz na
Paulika a Vrzgulu (1989), ktori v tomto pripade pozmenili kon-
centrédciu (0,1 %) a spdsob podania (perkuténne).

V prezentovanej prdci sme zvolili rovnaky metodicky postup, ako
v na$ej predoSlej préci, okrem rozdielného spdsobu aplikdcie (intrader-
malne) a koncentracie (0,2 %) DNFB pri celenzi. Od¢itanie koZnej re-
akcie bolo vysSie uvedenymi autormi vykonané za 24, resp. 48 h po Ce-
lenZi, priCom jej stupefi priamo v meratelnych jednotkédch vyjadroval
Reddi a i (1981) a Paulik a Vrzgula (1989). Brummer -
stedt a Basse (1973) zistili v porovnani ku kontrolnej aplikécii
podobny stupeii klinického obrazu koZnej reakcie po pouziti 2% a 0,2%
DNCB, pricom vS8ak nepriaznivy efekt (tvorba krist) aplikdcie DNCB bol
slab8i v pripade niZ$ej koncentrédcie. Podobné zistenie sme zaznamenali
(Paulik a Vrzgula, 1989) pri &elenZi (perkutdnna aplikdcia
s DNFB o koncentrécii 0,5 % a vysSej, ¢o staZovalo presnej$ie hodno-
tenie koZnej reakcie z dévodu vytvorenia netypického zhrubnutia koZe.
Reddi ai. (1981) vSak uvadzajq, Ze nimi zvoleny postup navodzovania
senzibilizdcie a expresie koZnej reakcie pri pouZiti 2% DNCB (na plochu
28,3 cm?) bol dostatodny k vyvolaniu zretelnej reakcie bez vyrazneij$ich
nepriaznivych vedlajSich afekcii na koZi. Po intradermélnej aplikéacii
DNFB (0,2%) pri &elenZi sme sice zaznamenali slabd lokdlnu destrukciu
koZe v mieste vpichu, tdto vSak v Ziadnom pripade neovplyviiovala pres-
né zmeranie vzniklej koZnej indurécie.

Pri nami zvolenom metodickom postupe sledovania turovne CI koZ-
nym testom sme u osemdesiatich sledovanych by¢kov (vek 10—11 me-
siacov) zaznamenali priemernt hodnotu LZK 4,5+ 1,5 mm, o je takmer
zhodné (5,0 +1,9 mm) s predo$lym na3im pozorovanim u tejto vekovej
kategérie zvierat (Paulik a Vrzgula, 1989); pritom aZ u 77,5 %
z nich jej troveii sa pohybovala v rozmedzi 3,6—9,6 mm, u 18,7 % v roz-
medzi 2,0—3,5 mm a len u 3,8 % (3 zvieratd) pod 2 mm. Dosiahnuty
stupeil expresie oneskorenej koZnej precitlivelosti bol takmer v kaZdom
pripade zjavne vyjadreny a meratelny, ¢o poukazuje na moZnost vyuZi-
vania koZného testu za pouZitia DNFB k urcovaniu aktuélnej trovne CI
u hovddzieho dobytka. Moreno—Lopéz a i. (1976) uvadzaja, Ze
pozitivna koZné reakcia bola dobre viditelnd, palpovateInd a meratelnéd
dokonca aj pri zhrubnuti koZe len o 1,5 mm, &o zjavne dokresluje do-
siahnuté vysledky v prezentovanej préci, ako aj v predoSlej préci
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u mladSich vekovych kategorii teliat (Paulik a Vrzgula, 1989).

Reddi a i. (1981) zaznamenali priemernd hodnotu koZnej reakcie
10,0--2,0 mm za 24 h po c¢elenZi u dojnic veku 8—10 rokov. Slab3iu
drovenl odozvy v naSom sledovani moZno snéd pripisat rozdielnému po-
stupu pri navodzovani senzibilizdcie (pri€om jednorédzové interdermélna
senzibiliz4cia je praktickejSia), pripadne aj vekovej zdvislosti (Salvin
ai, 1962; Moreno—Lopéz ai, 1976; Moreno—Lopéz 1977;
Hodgin ai,1978; Paulik a Vrzgula, 1989).

Z pohladu skupinového hodnotenia CI na zdklade koZného testu usud-
zujeme, Ze u zvierat na hosp. 2 bol jej aktualny stav v porovnani k zvie-
ratdm na hosp. 1 na vy$Sej urovni, ¢o moZno pripisat aj rozdielnym
chovatelskym, zdravotnym a oSetrovatelskym podmienkam. Reddi
a i. (1981) uvéadzaji, Ze DNCB test mdZe byt povaZovany za Standardni
techniku pre urcovanie CI odpovede u hovddzieho dobytka, avSak si
eSte potrebné dalSie Studia k objasneniu jeho prospeSného pouZivania
za odliSnych Specifickych a neSpecifickych zdravotnych pomerov.

Levamizol je syntetickd imunomodulatnd 1l4atka posobiacia hlavne
v smere celuldrnej imunity. ReStauruje ju k normélu ak je depresovani,
ale nehyperstimuluje pri jej zachovalej funkénosti. (Symoens a
Rosenthal, 1977). V spektre ufinnosti levamizolu je hlavne aktiva-
cia T lymfocytov (Lichtenfeld a i, 1976; Paulik a i, 1989
a dalsi) a fagocytov (Al-Ibrahim ai, 1977; Jayappa aLoken,
1982 a dalsi), pravdepodobne ako cGMP inducer (Brunner a Mus-
coplat, 1980). Su udaje aj o jeho pozitivhom uG€inku na opozdeny typ
precitlivelosti po vystaveni k senzibilizdtoru (Strejéek a Roven-
sky, 1978; Hennessy a i, 1987; Kusenda a i, 1988). V naSom
experimente sme pri jednordzovej ddvke 5 mg - kg~! Z. h. nezazname-
nali pozitivny efekt levamizolu na OKP indukovani DNFB. Hennessy
a i. (1987) zaznamenali zvySenie expresie koZného testu indukovaného
PHA u prasiatok chovanych oddelene od matiek po dvojrdzovom podani
levamizolu pri ddvke 2 mg - kg ! Z. h. U nami sledovanych skupin teliat
bola pocdiato¢nd hodnota koZnej reakcie takmer rovnaka, zatial ¢o spo-
minany autori zaznamenali jej droveil signifikantne niZSiu u pokusnych
prasiatok, v porovnani ku kontrole (prasiatka pod prasnicou). Rozdiel-
nost dosiahnutych vysledkov sndd zévisela od uvedenych diferenciécii,
pretoZe imunomodulaény u¢inok levamizolu znaéne zavisi od funkéného
stavu imunity, pouZitej davkovej a Casovej schémy aplikdcie (Brun -
ner a Muscoplat, 1980). Aj mnohymi dalS$imi autormi boli publi-
kované rozdielne tudaje pri klinickom overovani levamizolu u réznych
druhov zvierat tak z hladiska jeho ucinnosti na CI a protiladtkovi odpo-
ved, ako aj na redukciu morbidity a mortality.

Glugény su polysacharidové latky mikrobidlneho pévodu (Whist-
ler ai., 1976), s neSpecifickym imunomodulaé¢nym ud¢inkom. Si stimu-
latorffi makrofagov, ako aj moduldtormi celuldrnej a humoréalnej imu-
nity (Burgaleta a i, 1978; Kimura a i, 1983; Holbrook
a i., 1981 a dalsi). Z buneénych zloZiek imunity ovplyviiuji hlavne cyto-
toxické a pomocné T lymfocyty a T bunky zuCastiiujice sa na onesko-
renej precitlivelosti (Chihara, 1985). Pri potencovani $pecifickej
protilatkovej odpovede zohravaju adjuvantny ucirok (Sharma a i,
1984 a dal$i). Imunostimulaé¢né uéinky glukdnov st manifestované zvy-
Senou odolnostou hostitela vofi bakteridlnym, virusovym, fungalnym,
parazitirnym (Di Luzio a Williams, 1978; Williams a
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Di Luzio, 1980; Cook a i, 1982; Browder a i, 1984 a dalsi)
a neoplastickym (Williams a i, 1985 a dalsi) ochoreniam. V naSom
experimente sme zaznamenali zvyraznenie koZnej reakcie po jednoréa-
zovej aplikécii glukdnu, ¢o poukazuje na jeho modulaény uc¢inok v sme-
re bunkou sprostredkovanej imunity. Podobne Masuko a i. (1982)
a Abe a i (1983) zistili zvySenu uroveil oneskorenej precitlivelostnej
reakcie pri sledovani antitumorového efektu glukdnov u mysi. Sula
a Nouza (1990) vSak pozorovali v prevaznej vdcSine utlm tejto re-
akcie proti baranim erytrocytom, ak testované glukdny (z S. cerevisiae)
boli aplikované v Case senzibilizdcie. Len v niektorych pripadoch téato
reakcia preukézala pozitivitu, ktord zdvisela okrem c¢asového a dédvko-
vého schématu aj na genetickom pozadi pouZitych inbrednych kmeiiov
mysi. Udajov v tomto smere sledovania je mélo, takZe je dost tazko po-
rovndvat nami dosiahnuté vysledky u hovéddzieho dobytka s inymi. Tak-
tieZ to staZuje podat vysvetlenie k nami zaznamenanej rozdielnej ucin-
nosti glukdnu v dvoch odliSnych chovoch zvierat. Sndd to mohlo byt
zavisle od rozdielnej pocliatofnej trovne imunologickej vybavenosti
zvierat, ako to bolo zistené pri sledovani tvorby interferénu po aplikécii
glukdnu (Hipikova a i, 1990), rozdielnych chovatelskych a zdra-
votnych pomerov, pripadne dal§ich v komplexe pdsobiacich zatial ne-
znamych faktorov.
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Doslo dfia 17. 7. 1991

PAULIK, 8. — SVRCEK, 8. — BENIZEK, Z. — HOSKA, M. — DUROVE, A. (University
of Veterinary Medicine, Ko8ice): Applicability of a skin test to the evaluation of the
actual level of cellular immunity and its level after an experimental application of
glucan and levamisol in fattening bulls. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 203 —212.

Applicability of a skin test induced by dinitrofluorobenzene [DNFB) to quantification
of the actual level of cellular immunity (CI) in vivo and its level after an experi-
mental immunomodulation intervention were evaluated in two breeds (40 animals in
each) of fattening bulls (10—11 months old). At the selected methodical procedure
of intensity determination of the delayed type of hypersensitivity (DTH), its average
value reached 4.5-+15 mm in 80 animals, while in 77.5 % of bulls its level ranged
from 3.6 to 96 mm. in 18.7 % from 2.0 to 3.5 mm and in 3.8 % remained less than
2.0 mm. Evident expression of the reaction points to the possibility of application of
the used methondical procedure of the skin test using DNFB to quantify the level of CI
response in vivo in cattle. Percentual representation of animals according to the in-
tensity of skin reaction [Tab. I1 and concentration of total serum immunoglobulins
[CS—Ig) and serum IgG (Tab. II) indicates the different cellular and humoral state
of animals in investigated breeds. This is also confirmed by the recorded averace
values of mentioned parameters which were significantly lower (P <0.01; or 0.05)
in animals of the first breed 4.0 ---1.3 mm; 28.3-}4.4 U ZST, 18.4-4-3.5 g - 1-1) than
in breed 2 (49 1.6 mm; 32.5--3.8 U ZST; 20.3-+35 g - 1-1). The animals of each
breed were divided into four experimental groups with the approximately equal actual
levels of DTH (Tab. III). Immunomodulation effects of a single administration of
soluble fungal glucal [Pleurotus ostreatus) at the dose 5 mg [(RFG 5 group) and 10
mg - kg-1 (RFG 10 group) and levamisol [Nilverm inj.) at the dose 5 mg - kg-!
(L. 5 group) on CI response tested on day 30 after application were compared to the
control. While animals of breed 1 demonstrated positive glucal effects. for both doses
used on DTH reaction to DNFB, both in comparison to its level before application
[P <0.5) and to the level of control animals after its application (P < 0.05; or 0.01),
(Tab. IIIN. similar effects of glucan were recorded in the bulls of breed 2 no. Poten-
tiating effects of levamisol (5 mg - kg~!) on DTH to DNFB were observed in none of
the breeds.

fattening bulls: skin test: cellular immunity; dinitrofluorobenzene; immunomodulation;
glucan; levamisol; serum immunoglobulins

Adresa autorov:

MVDr. Stefan Paulfk, CSc., prof. MVDr. Stefan Svr&ek, CSc., MVDr. Zdenek
Benf¥ek, (Sc. MVDr. Miroslav Hidska, MVDr. Anna Durove, Univerzita vete-
rinarskeho lekéarstva, Komenského 73, 041 81 Kosice
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IZOLACIA A KONTROLA FUNKCNE] KVALITY mRNA BOVINNEHO
LEUKOCYTARNEHO INTERFERONU

S. Vildek, O. Forgaé, V. Hipikova

VILCEK, 8 — FORGAC, 0. — HIPIKOVA, V. (Ustav experimentélne] veterindrne]
mediciny, Ko8ice; Univerzita veterindrskeho lekdrstva, Ko3ice): Izoldcia a kon-
trola funké&nej kvality mRNA bovinného leukocytdrneho interferénu. Veter. Med.
Praha), 37, 1992 (4): 213—220.

Za utelom konstrukcie banky cDNA bola z bovinnych leukocytov indukovangch
5 h s NDV (virus idukujdci interfer6n) izolovand celkovd bunkovd RNA. Pri izo-
lacii bol pouZity guanidin-izotiokyanat a ultracentrifugdcia v gradiente CsCl.
Elektroforézou v MOPS pufri boli vo vzorkdch RNA detekované pasy 18S a 28S.
Zo zmesi RNA bola mRNA separovand afinitnou chromatografiou na oligo (dT)-
-celul6ze. Funkénd kvalita mRNA BoIFN—a« bola overovand mikroinjekciou do
oocytov Xenopus laevis. Meranfm inhibicie cytopatického efektu bolo potvrdené,
Ze injikované oocyty syntetizuji 320—64 0U - ml~! BolFN—a (16—32 U/50 ul).

bovinny leukocytarny interfer6n; informacna RNA; mikroinjekcia; Zabie oocyty

Jednou z vyznamnych biologicky aktivnych latok imunitného systému
je interferén (IFN). IFN je latka bielkovinovej povahy s antivirusovymi
a inymi biologickymi t¢inkami, perspektivne antivirusové a imunomodu-
lacné lie¢ivo (Borecky, 1983). Bunky ho syntetizuji na podnet in-
duktora vo velmi malom mnoZstve, a preto doneddvna bol taZkc do-
stupny. Techniky rekombinantnej DNA otvorili nové moZnosti ziskania
nielen IFN, ale aj inych vzacnych bielkovin klénovanim a expresiou gé-
nov v heterolégnych bunkdch (Turima a i, 1990). Kym v st¢asnosti
je vyroba ludskych rekombinantnych IFN zhruba zvlddnutd (Pestka,
1983), pre rekombinantné IFN hospodéarskych zvierat sa eSte len hla-
daja najvyhodnejSie postupy ich pripravy v laboratérnom meritku. Tak-
to uZ bol napr. pripraveny prasaéi (Lefevre a La Bonnardiere,
1986), konsky (Himmler a i, 1986), bovinny leukocytdrny (Ca -
pon ai., 1985; Velan ai., 1985a, b) a bovinny imunny (Cerretti
a i., 1986) rekombinantny IFN.

Zvy3end pozornost sa venuje $tidiu bovinnych rekombinantnych IFN.
Bolo zistené, Ze BolFN—« je kédovany bohatou rodinou génov (Ca -
pon a i, 1985). Iné $tidie naznacili jeho perspektivne vyuZitie vo vete-
rindrnej medicine (Ohmann a i., 1987).

Pri izolacii IFN génov sa vychadza z chromozémovej banky génov,
alebo banky cDNA, kedy vychodiskovym produktom pre pripravu banky
cDNA je mRNA separovanéd z celkovej RNA (Maniatis a i, 1982).
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Na naSom pracovisku sme sa ststredili na konStrukciu bovinnej banky
cDNA s ciellom izolovat gény koédujice bovinny leukocytdrny IFN
(BoIFN—e). Prvym stupfiom pripravy banky cDNA je izolacia Specific-
kej mRNA.

V predloZenej praci sme sa zamerali na izoldciu mRNA bovinného leu-
kocytarneho IFN a overenie jej translac¢nej aktivity mikroinjekciou do
Zabich oocytov X. laevis.

MATERIAL A METODY

INDUKCIA BoIFN—«

Leukocyty sme vyizolovali centrifugdciou 80 ml heparinizovanej krvi z vrstvy ,buffy
coat“, pri¢om erytrocyty sme lyzovali premgyvanim s roztokom NHisCl o pH 8,3. K sus-
penzii leukocytov o koncentrdcii 1,5 - 107 buniek ml-! v 10% MEM sme pridali 20—40
H] ml-1! virusu Newcastleskej choroby. Po Shodinovej inkubdcii pri teplote 37 °C sme
suspenziu buniek scentrifugovali pri 500 g - min—! a zfskali sediment 1,2 - 108 buniek.

IZOLACIA CELKOVE] RNA (Chirgwin a i, 1979)

K sedimentu indukovangch buniek sme pridali 10 ml lytického roztoku (4M GITC—
—Serva; 5mM citronan sodny — pH 7,0; 0,1 M g-merkaptoetanol; 0,5 % Sarkozyl—
—Serva). Do homogenéatu lyzovanych buniek sme potom pridali 4 g kryS$talického CsCl
(Loba Feinchemie), roztok opatrne naniesli na 1,5 ml vrstvu 5,7 M CsCl v 0,1 M EDTA
— pH 7,5 a centrifugovali vo vgkyvnom rotore 11 h pri 100 000 g za izbovej teploty na
ultracentrifdge fy MSE typ Superspeed 65. Sediment sme rozpustili v 400 ul roztoku
o zloZenf (10 mM tris-HCI — pH 7,4; 5 mM EDTA; 1 % SDS) a RNA predistili dvojna-
sobnou extrakciou zmesou chroform: 1-butanol — 4:1. RNA jsme z vodnej féze vyzra-
Zali 2,5 objemami 96 % etanolu v pritomnosti 0,25 M octanu sodného (pH 5,2) cez noc
pri teplote —20 °C.

ELEKTROFOREZA RNA

Elektroforeticki analyzu RNA sme robili podla autorov Lehrach a i. (1977)
v MOPS pufri.

IZOLACIA mRNA (Aviv a Leder, 1972)

Polyetylenovi kolonku o priemere 8 mm sme naplnili 300 mg oligo(dT)-celuldzy
(Pharmacia) a premyli 10 ml premyvacieho roztoku (20 mM tris-HCl — pH 7,5; 1 mM
EDTA; 0,5 M NaCl; 0,2 % SDS). Po nanesenf 100 ul vzorky celkovej RNA (rozpustend
v autoklavovanej redestilovanej vode) sme kol6nku eluovali s 0,5 ml premgvacieho
roztoku. Zachytend mRNA sme z kolébnky vyeluovali roztokom o zniZenej i6novej sile
(20 mM tris-HCl — ph 7,5, 1 mM EDTA, 0,2 % SDS). RNA v eluate sme vyzraZali eta-
nolom v pritomnosti 0,25 M octanu sodného (pH 5,2) cez noc pri —20 °C.

KONSTRUKCIA MIKROINJEKTORA (Vilc&ek, 1988)

Na injekciu nl objemov roztoku mRNA do Zabich oocytov sme pouZili mikroinjektor
vlastne jkonitrukcie. Jemny definovany posun piestu 10 ul mikrostriekacky typu Ha-
milton zabezpedil tlak ramena mikroskrutky. Na koniec injek&nej ihly mikrostriekacky
sme nasunuli jemnd hadi¢ku (dlZka 2 cm) a pripojili skleneny hrot o vonkaj$om prie-
mere 20 ym. Tento rozmer sme dosiahli opatrnym vytahovanim tenkej kapilary (prie-
meru 1 mm) nad plameiiom. Do striekatky sme najprv natiahli silik6bnovy olej a aZ
potom asi 2 ul vzorky RNA. Mikroinjektor bol dalej zloZeny z mikroskopického stol-
deka, ktor§y umoZiioval posun mikrostriekacky réznymi smermi. Presnost davkovania
mikroinjektora sme overovali injekciou roéznych objemov radioaktivneho roztoku
(Naz51Cr04).
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MIKROINJEKCIA mRNA DO OOCYTOV X. LAEVIS (Gurdon ai. 1971)

Zabie oocyty sme ziskali z dospelych samidiek Ziab X. laevis imobilizovanych anesté-
ziou Tadom. Chirurgickym zakrokom sme odstranili ¢ast ovdria a oocyty sme vloZili
do Barthovho roztoku (88 mM NaCl, 1 mM KCI, 0,33 mM Ca(NOs)2, 0,41 mM CaClz,
0,82 mM MgSO04, 24 mM NaHCOs3, 2mM tris-HCI — pH 7,6). Na mikroinjekciu sme vy-
berali vizudlne zrelé, jasné, bielo-Cierné oocyty o priemere asi 1 mm. Vpichovanie ihly
mikroinjektora cez membrédnu oocytov oddelenych po jednom kuse v injekénom boxe
sme kontrolovali pod mikroskopom. Do kaZdého oocytu (20 ks) sme injikovali 30 nl
analyzovaného roztoku mRNA rozpustnej v autokldvovanej redestilovanej vode. Oocyty
sme inkubovali po 5—7 ks v 100 w1l Barthovho roztoku 24 h pri izbovej teplote. Inku-
baény roztok sme potom scentrifugovali pri 400 g - 20 min—1! a supernatant sme odobrali
na stanovenie antivirusovej aktivity IFN.

STANOQVENIE IFN (Tilles a Finland, 1968)

Oocytami syntetizovany leukocytdrny BolFN—« uvoliiovany do inkuba&ného roztoku
sme stanovili na bovinnych MDBK bunkdch mikrotitratnou met6édou inhibicie cytopa-
tického efektu s pouZitim VSV ako ¢&elenZného virusu. Antivirusovy wd¢inok IFN sme
porovnali s G¢inkom medzindrodného $tandardu HulFN —e« (VU SAV Bratislava) a vy-
jadrili v U - ml-1,

VYSLEDKY A DISKUSIA

Jednym z metodickych postupov ziskavania génov kédujicich biolo-
gicky aktivne latky je konStrukcia banky cDNA z mRNA. Vyhoda takého
pristupu je v tom, Ze banka obsahuje len gény, ktoré sa aktivne zucast-
Nujd na transtripcii. V pripade IFN, induktorom indukované bunky naj-
prv syntetizuji mRNA a aZ potom sa syntetizuji interferé6nové molekuly.
Z viacerych studii vyplynulo, Ze vrchol syntézy mRNA—IFN je len 1,5 aZ
6 h po indukcii buniek, neskor je mRNA degradovana (Sehgal a i,
1977, Cavalieri a i, 1977). Preto sme pre naSe Stidie vybrali inter-
val 5 h po indukcii leukocytov virusom NDV.

Prvym stuprfiom pri izoldcii mRNA—IFN je izolacia celkovej RNA z in-
dukovanych buniek. RNA je moZné z eukaryotickych buniek ziskat napr.
extrakciou fenolom (Sehgal a i, 1977; Raj a Pitha, 1977), po-
mocou zmesi LiCl-modovina (Auffray a Rougeon, 1980), izola-
ciou s guanidin hydrochloridom (Adams a i, 1977), guanidinizotio-
kyanatom a ultracentrifugéciou v gradiente CsCl (Glisin a i, 1974,
Chirgwin a i, 1979). Z celkovej RNA sa mRNA separuje najcastejSie
na oligo(dT)-celuléze (Aviv a Leder, 1972).

Pre naSe ucely sme zvolili na izoldciu celkovej RNA postup s vyuZitim
GITC a ultracentrifugdciou v gradiente CsCl.

Elektroforetickou analyzou sme potvrdili, Ze vyizolovand celkov4 RNA
z leukocytov indukovanych NDV mé dva charakteristické pasy eukaryo-
tickgch RNA odpovedajice velkosti 18S a 28S (obr. 1). Z tejto vzorky,
v ktorej prevldda predovSetkym rRNA, sme minoritnd mRNA izolovali
metodou afinintnej chromatografie na oligo(dT)-celuléze. PretoZe v prie-
behu celej izolacie hrozi nebezpefenstvo degraddcie mRNA ribonukleé-
zami, starostlivo sme dbali, aby sklo bolo sterilné a autokldvované, via-
de, kde to bolo moZné, sme vyuZili silikénové polyetylénové skiimavky,
pracovali jsme v gumennych rukaviciach a mRNA sme rozpustali v re-
destilovanej autokldvovanej vode. K elimindcii ribonukledz sa pri izo-
lacii RNA ¢&asto vyuZivajii rézne inhibitory ribonukledz, napr. RNazin,
vanadylové komplexy, DEP a pod. (Maniatis a i, 1982). Nami zvo-
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1. Elektroforetickd anal§za celkovej RNA
vyizolovanej z bovinngch leukocytov
indukovanych NDV (1,5% agar6za,
MOPS elektroforeticky pufer, 15 mA—

—— START —1,5 h, farbenie etidium bromidom);
1,3 — RNA (2,5 ug v 20 ul roztoku) rie-
dend redestilovanou vodou 1:1; 24 —
koncentrovanad RNA (5 ug v 20 ul roz-
toku) — Electrophoretic analysis of
28§ total RNA separated from bovine leu-
cocytes induced with NDV (1.5% aga-

rose, MOPS electrophoretic buffer, 15

118 S mA—1.5 h, ethidium bromide staining);
1,3 — RNA (2,5 ug in 20 wul solution)
diluted with redistilled water 1:1; 2,4
— concentrated RNA (5 ug in 20 wul
V solution)

1 start

leny metodicky postup izoldcie RNA vyuZiva GITC ako denaturacéné ¢&i-
nidlo a ako silny inhibitor ribonukledz (Chirgwin a i, 1979).

Izolovand mRNA, ktoré je zloZend z roznych $pecifickych mRNA, eSte
nezabezpecuje, Ze je biologicky aktivna a Ze v zmesi sa nachddza v na-
Som pripade aj mRNA—BoIFN—u«.

Pre konstrolu funkénej kvality vyizolovanej mRNA—IFN sa osveddila
predovSetkym mikroinjekcia do Zabich oocytov (Reynolds ai., 1975),
alebo aj in vitro translacia v lyzatoch kraliCich retikulocytov (Pelham
a Jackson, 1976), bezbuneé¢nom ribozomélnom systéme Zivoc¢iSnych
buniek (Pestka a i, 1975) a v extraktoch pSeni¢énych klickov
(Thang ai., 1975).

Z viacerych moZnosti overovania translacnej funkcie mRNA—BoOIFN—«
sme zvolili mikroinjekciu do Zabich oocytov, ktora prvykrat metodicky
rozpracoval Gurdon a i. (1971). Vyhodou oocytov X. laevis v porov-
nani s bezbunednymi translaénymi systémami je to, Ze oocyty ovela
vykonnejSie vyuzZivaji exogénne mRNA, spotrebuji ovela menej vzacnej
vzorky mRNA, syntetizovand bielkovina je posttranslatne modifikovana
a ked je v eukaryotickych bunkéch vylud¢ované z buniek, a to je pripad
IFN, vylucuji ju aj oocyty.

Pre mikroinjekciu sa pouzivaji komercéné mikroinjektory, napr. fy
Alcatel, Zeiss. V naSich podmienkach sme pouZili jednoduchy mikro-
injektor vlastnej konstrukcie (obr. 2), ktory spliial poZadované naroky,
injekciu 30 nl roztoku do Zivych oocytov. Pri kalibrovani davkovacich
vlastnosti mikroinjektora sme pomocou roztoku °!Cr zistili v rozmedzi
objemov 20—60 nl priamoé&iaru zavislost (obr. 3).
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2. Celkovy pohlad na zariadenie pre mik-
roinjekciu mRNA do Zabich oocytov;
1 — mikroinjektor, 2 — mikroskrutka,
3 — mikrostriekacka fy Hamilton, 4 —
teleso mikroskopu zabezpecujlce ver-
tikdlny pohyb, 5 — mikroskop na pozo-
rovanie oocytov pri mikroinjekcii, 6 —
stol¢ek mikroskopu, na ktory sa vlozi
injek&ny box s oocytami s moZnostou
horizontalneho pohybu — A general
view of the apparatus for mRNA mic-
roinjections into frog oocytes; 1 — mic-
roinjector, 2 — microscrew, 3 — mic-
rosiringe of the Hamilton firm, 4 —
microscope body providing for vertical

movement, 5 — microscope for the
examination of oocytes during mic-
roinjection, 6 — microscope stage

where an injection box with oocytes is
placed; the stage can be moved hori-

zontally

6 000

5000

4000 3. Kalibrdcia objemu roztoku po mikro-
injekcii do oocytov X. laevis pomocou
mikroinjektora vlastnej kon3trukcie;

5000 osa X — objem injekovaného roztoku
[nl]; osa y — aktivita 51Cr [impulzy
za min] — Calibration of the solution
volume after microinjection into the

oh oocytes of X. laevis using a microin-
jector of our own construction; x-axis
— injected solution volume [nl]; y-
-axis — S5ICr activity [impulses per

20 3c 40 50 60 min |

Mikroinjekéné Stidie potvrdili Gdspedni izoldciu mRNA—BoIFN—«. Po
translacii mRNA Zabimi oocytami sme v inkubadnom roztoku dokézali
antivirusova aktivitu BoIFN—e« o titri 16—32 U - 50 ul~!, t. j. po pre-
pocéte 320—640 U - ml~! (tab. I). Napriek tomu zdoraziiujeme, Ze nie
kazda izoldcia mRNA BOFIN—e« bola uspeSné (tab. I, pokus 3}, ¢o je
zrejme spOsobené degradédciou RNA ribonukledzami. V niektorych pripa-
doch sme tiez pozorovali toxické uc€inky inkubadného roztoku oocytov
na MDBK bunky (na nich sa testuje antivirusova aktivita BolFN—«]),
sndd spdsobené uvoltiovanim nezndmeho toxického produktu zo Zabich
oocytov.

VETERINARNI MEDICINA — 1992 217



I. DOkaz translaénych vlastnosti mRNA—BoIFN—« mikroinjekciou do oocytov X. laevis
— Evidence of translation properties of mRNA—BoIFN—a« by means of micro-
injection into the oocytes of X. laevis

Pokus ! Titer BoIFN—a (U/50 ul) 2
1 16
2 32
3 i
4 18—32

L experiment, 2titre of BoOIFN—a (U/50 ul)

Novsie poznatky naznaduju, Ze pri izoldcii génov méZe byt s vyhodou
vyuzitd PCR metoda zaloZena na in vitro amplifikdcii vybratého useku
DNA (Saiki a i, 1985), napr. aj konkrétneho génu (Seow a i,
1990). To znacne zjednoduduje dalSi postup izolacie génov. Zvoleny gén
sa moZe amplifikovat priamo z mRNA, ktord sa reverznou transriptdzou
prepiSe do cDNA.

Uspesné izolacia mRNA—BolFN—a otvara moZnosti konstrukcie ban-
ky cDNA. SubeZne s tym sme rozpracovali aj metodicky postup pripravy
genomovej banky (Vilc¢ek a i, 1989). Tym sme vytvorili podmienky
pre pripravu lubovolnej banky s cielom izolacie eukaryotickych génov
pre rozne biologicky aktivne latky.
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VILCEK, 8. — FORGAC, 0. — HIPIKOVA, V. (Institute of Experimental Veterinary
Medicine, University of Veterinary Medicine, Ko3ice): Isolation and control of the
function quality of mRNA bovine leucocyte interferon, Veter. Med. (Praha), 37, 1992
(4): 213—220.

For he construction of the cDNA library total cellular RNA was separated from bovine
leucocytes induced with NDV (inductor of interferons) for five hours. Guanidinisothio-
cyanate and ultracentrifugation in the gradient of CsCl were used for the separation
of the total RNA (Chirgwin et al, 1979). Bands 18S and 28S were detected in
the samples of RNA by electrophoresis in an MOPS buffer (Fig. 1). mRNA was separa-
ted from the mixture of RNA via affinity chromatography on oligo(dT)—cellulose
(Aviv and Leder, 1972). The function quality of mRNA BolFN—a was verified
by microinjection into the oocytes of Xenopus laevis using a microinjector of our own
construction (Fig. 2). The microinjector was calibrated by injection of a radioactive
51Cr solution (Fig. 3). It was found out on the basis of CPE inhibition measurements
that the injected oocytes synthetized 320—640 U/ml BolFN—e& (16—32 U/50 ul; Tab. I).

bovine leucocyte interferons; messenger RNA; microinjection; frog oocytes
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VPLYV PRIDAVKU MEDI A KOBALTU NA STRAVITELNOST FIBROZNYCH
KRMIV U OVIEC

I. Zeleiidk, D. Jalg&, I. Plach&, P. Sviatko, T. Vendrdk, P. Siroka, F. Gyulai

ZELENAK, 1. — JALGC, D. — PLACHA, 1. — SVIATKO, P. — VENDRAK, T. —
SIROKA, P. — GYULAI, F. (Ustav fyziologie hospodarskgch zvierat SAV, Kosice;
Statny veterindrny astav, Kosice): Vplyv pridavku medi a kobaltu na strdvitelnost
fibroznych krmiv u oviec. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 221—229.

Sledoval sa vplyv pridavku medi, kobaltu a medi - kobaltu na in vitro stravitel-
nost sena, upravenych bukovych pilin a celulézy bachorovou ¥tavou oviec kfme-
nych kompletnou kfmnou dévkou, kompletnou kfmnou davkou s obsahom 15 %
upravengch bukovgch pilin a diétou pozostdvajacou z 80 % sena a 20 % ja&meiia.
Z vysledkov vyplynulo, Ze pridavok medi a kobaltu mal pozitivny vplyv na stré-
viteInost sena, upravenych bukovych pilin a celulézy pri pouZitf kompletnych
kifmngch davok. Pri diéte pozostdvajicej zo sena a jameiia sa straviteInost pilin
ani celulézy nezvgsila. Vplyv mikroelementov na UMK bol variabilny. Aplikécia
Cu a Co do bachora oviec kimenych kompletnou kfmnou ddvkou s 15% obsahom
upravenych bukovgch pilin zvysila podet protozof z rodu Isotricha a Dasytricha,
pricom sa celkovy pofet protozof nemenil. Pri diéte pozostdvajicej zo sena a jac-
meiia sa vyznamne zniZil celkovy pocet protozoi len po aplikéacii Cu.

ovce; méd; kobalt; stravitelnost; protozoéa

Minerélne la4tky maji nezastupitelné miesto v potrave zvierat, pretoZe
predstavuja jednu zo zloZiek, ktoré je nevyhnutné pre ich normdlny rast
a zdravie. 96 % celkovej hmotnosti zvierat tvoria $tyri prvky — kyslik,
vodik, uhlik a dusik. Sedem dalSich prvkov — vépnik, fosfor, draslik,
sira, sodik, chlér a hor&ik tvoria zbyvajice 4 %. Organizmus zvierat
potrebuje pribliZne dalSich 15 prvkov, avSak ich celkovd potreba je
mensia nez 0,01 % ich hmotnosti (Young, 1986). Tieto prvky tvoria
skupinu tzv. mikroelementov. Napriek malej potrebe maja velky vyznam
pre organizmus zvierat. Niektoré z nich st esencidlne, iné sice maju
metabolicky G¢inok, ale nie si nepostradatelné a su aj také, ktoré sa
do organizmu dostani len ndhodnou kontamindciou. Mikroelementy
plnia v biologickych systémoch $tyri zdkladné funkcie (Keen a Gra-
ham, 1989). Si siucastou telovych tekutin; tvoria kofaktory v enzyma-
tickych reakcidch; viaZu, transformujd a uvolniuji kyslik a mdZu byt
stdastou Strukturdlnych zloZiek neenzymatickych makromolekil. U pre-
Zivavcov su ddleZité nielen pre rézné biochemické reakcie v makroorga-
nizme zvierat (Chesters a Arthur, 1988), ale aj pre ¢innost mik-
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roorganizmov, ktoré sa podielaji na fermentéacii potravy v ich trdviacom
trakte (Thivend, 1985). Mikrobidlny ekosystém je hlavnou pri¢inou,
Ze potrava v bachore podlieha velkym zmendm. Deje se tak pdsobenim
enzymatickych systémov, ktorych poévodcami st mikroorganizmy.

Je zname, Ze aj celulolytickd aktivita je stimulovand privodom stopo-
vych prvkov. Stena bakteridlnej bunky je schopné fixovat stopové prvky
vizbami, ktoré si v kyslom prostredi reverzibilné. Preto potrebu stopo-
vych prvkov pre baktérie nie je moZné stanovit podla ich hladiny v mase
mikroorganizmov. Na druhej strane prebytok stopovych prvkov médze
inhibovat mikrobidlnu fermentéciu.

V na3ej préaci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu kobaltu a medi
na straviteInost sena, celulézy a upravenych bukovych pilin u oviec.
Sledoval sa tieZ vplyv na protozodlnu populéciu v bachore.

MATERIAL A METODA

StraviteInost sena, celulézy a upravenych bukovgch pilfin sa stanovila met6dou
in vitro podla autorov Mellenberger a i. (1970). Bachorova ¥tava sa zfskavala
od Siestich dospelych baranov plemena merino, kfmenych réznymi diétami. Diéta 1
predstavovala kompletnd kfmnd ddvku pozostavajicu zo 600 g ld¢neho sena, 200 g
kimnej zmesi, 200 g kukurice, 120 g melasy a minerdlnej zmesi (vyjadrené v susine).
V diéte 2 sa 15 % sudiny sena nahradilo upravenymi bukovymi pilinami, ostatné kom-
ponenty boli rovnaké ako v diéte 1. Diéta 3 sa skladala z 800 g ldi¢neho sena a 200 g
jatmenného $rotu. Bukové piliny boli upravené defibradnou metédou (Bucdko a i,
1987). Po rannom podani krmiva sa aplikovala baranom cez fistulu do bachora med
vo forme CuSOi - 5H20 tak, aby vgsledna hladina Cu v kifmnej dévke bola 12 mg -
- kg—1, kobalt vo forme CoSO4 - 7H20 v mnoZstve, ktoré zabezpefilo jeho celkovy
obsah v diéte 2 mg - kg~! alebo Cu-- Co spolu. Pri kaXdej diéte sa na zadiatku po-
kusu pred zacatim aplikdcie mikroelementov odobrala od vSetkych zvierat bachorové
§tava na ziskanie kontrolnych hodnét. V bachorovej $tave boli stanovené unikavé
mastné kyseliny (UMK) plynovou chromatografiou a poéty prvokov. Bachorova 3tava
sa odoberala po uplynuti troch hodin od podania ranného krmiva.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Zo ziskanych vygsledkov vyplynulo, Ze pridavok medi a kobaltu do
kfmnych ddvok oviec ovplyvnil in vitro stravitelnost sena, pilin i celu-
lozy (tab. I).

Bachorova Stava od zvierat kfmenych kompletnou kfmnou ddvkou sa
vyznadovala signifikantne vys$Sou strdvitelnostou sena, ked sa do ba-
chora pridala Cu (P < 0,05), Co i Cu+ Co (P < 0,001). StraviteInost ce-
lulézy mala podobni tendenciu po pridani Cu i Co, vyznamné v3ak bola
len v pripade Co (P < 0,05). Pridanie Cu + Co malo za nésledok nevy-
znamné zniZenie strévitelnosti celulézy. Vysoko vyznamny efekt malo
pridanie mikroelementov vo vSetkych troch forméach (P < 0,001) na
strivitelnost upravenych bukovych pilin bachorovou 3tavou oviec kfme-
nych diétou s 15% obsahom pilin, i ked vychodzia stravitelnost pilin
S§tavou zvierat, ktoré nedostdvali mikroelementy (kontrola), bola po-
merne nizka (44,9 %). Podobny trend bol aj v stravitelnosti celulozy,
avSak po pridani Co nebolo zvy3enie strdvitelnosti signifikantné. Ba-
chorova $tava zvierat kimenych senom (80 %) a jadmeifiom (20 %) sa
vyznadovala najvdéSou stravitelnostou. Str4vitelnost pilin dosiahla hod-
notu 60 % a celulézy 95,9 % bez pridavku mikroelementov (kontrola).
V tomto pripade sa vplyv pridania mikroelementov na strévitelnost pi-
lin prejavil len v pripade Co, ked doSlo k signifikantnému poklesu ich
strdviteInosti (P < 0,001). Aj stravitelnost celulézy sa signifikantne zni-
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1. Stravitelnos! sena, pilin a celulézy po aplikacii mikroelementov — Hay, beech sawdust and cellulose digestibility after micro-

element supplementation

| < 3 ; ,
Mineralny | Kompletnd kimna dé4vka 2 komp}:&?&;‘g}ﬁi 9"“ A Seno (80 % -+ jacmen (20 %) 4
doplnok !
| seno > 1. celulbza ¢ piliny 7 | celuldza ? piliny 7 | celuléza ¢
— 59,9 -+ 0,60 87,0 + 3,23 449 — 0,76 64,7 — 0,53 60,0 + 0,51 95,9 —- 1,02
Cu 61,6 -+ 0,42* 93,1 42,83 49,6 +-0,48*** 73,2+ 2,18" 59,5 —— 0,87 89,6 —1,12**
Co 62:9-1-'0,32*"" 95,2 + 1,28* 53,2 5=1,75%*" 78,8 -+ 6,88 54,9 = 0,82**" 91,0 — 1.64°
Cii-}- Co 63,0 -+ 0,55** 78,9 -+ 6,30 53,7 +1,13*** 84,8 +2,29"** 58,6 -+ 1,04 96,5 -~ 1,61
*— P<005 * —P<0,01; *** — P <0,001
Odchylka od priemerov predstavuje hodnoty S.E. — The deviation from the means represents the S. E. values

1 mineral supplement, 2complete food ration, 3 complete food ration -- 15 % beech sawdust, “hay (80 %)

5hay, °©cellulose, 7Dbeech sawdust

-~ barley (20 %)},




Celkove UMK 1. Koncentrdcia celko-
vych unikavgch mastngch

mmol.1" kyselin (UMK) v bacho-
rovom obsahu baranov
__I_ po aplikécii Cu, Co a Cu
— [ +Co; ** — P<0,01 —
__}_ ++ The concentrations of
total volatile fatty acids
80} ++ xx in the rumen fluid of
+ ~f7 rams after Cu, Co and
_I_ —{1.{_ Zu -+ Co supplementation;
60 F Fh ** —P<001
oo 3 : $ g g
2| sl #] & ol wl wl 2 2l al @l =
20— E 3 v v v x v v v x v v v
Diéta 1 Diéta 2 Diéta 3

Zila po podani Cu (P < 0,01) a Co (P < 0,05), podanie Cu + Co v3ak jej
strévitelnost neovplyvnilo.

Z uvedeného vyplyva, Ze pridavok Cu a Co mal pozitivny vplyv na
stréviteInost sena, upravenych bukovych pilin a celulézy pri pouZit{
kompletnych kfmnych d4vok, pri ktor§ch mala bachorové $tava men$iu
fermentaéna aktivitu. Pri pouZiti diéty, ktor4 sa vyznadovala vysokou
fermentatnou aktivitou bachorovej Stavy (seno + jatmeii), minerélny
pridavok uZ nezvy3oval stravitelnost pilin ani celulézy.

Koncentrdcia UMK v bachorovej $tave oviec pod vplyvom minerdlneho
pridavku sa prakticky nemenila (obr. 1). Bola zaznamenané len tenden-
cia k vy$$im hodnotdm u zvierat kfmenych kompletnou kimnou ddvkou
bez pilin i s pilinami. K signifikantnému zvySeniu koncentracie UMK
v bachore do$lo len u oviec kfmenych senom a jaémeiiom po pridani
Cu + Co (P < 0,01).

Mol % kyseliny octovej v bachorovej $tave oviec kimenych komplet-
nou kifmnou déavkou signifikantne stiplo pri pouZiti vSetkych troch do-
plnkov (obr. 2). Pri kimnej ddvke s 15% obsahom pilin sa zvy$ilo len
pri doplnku Co a pri diéte seno + jameii pri doplnku Cu + Co. Mol %
kyseliny octovej pri tejto diéte bolo vy3Sie ako pri diétach 1 a 2 (P <
< 0,001).

Mol % kyseliny propiénovej pri diéte 1 malo pri pouZiti doplnku kle-
sajicu tendenciu, ¢o bolo signifikantné pri pouZiti Co (obr. 3). Pri diéte
2 boli hodnoty po doplnku Cu + Co vyznamne vy3$Sie, podobne ako po
Cu a Co pri diéte 3.

Mol % kyseliny maslovej malo tieZ klesajici trend pri pouZiti dopln-
kov, &o bolo pri diéte 1 a 2 po doplnku Cu + Co signifikantné, pri diéte 3
bol pokles vyznamny po doplnku Cu a Cu + Co (obr. 4). Signifikantne
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Kyselina octova

2. Mol % kyseliny octo-
vej v bachorovom obsahu

mol e baranov po aplikécii Cu,
Coa Cu-+Co; * — P<
<0,05; ** — P<0,01 —
x_ Molar percentage of ace-
70 - "—‘r——_‘ tic acid in the rumen
x_x XX fluid of rams after Cu,
' ] | — Co and Cu--Co supple-
60 1] mentation; * — P < 0,05;
** — P<0.01
50
40 2 & L] of s °
2 v [ o ° v
T . T i T “
o L] o 2 o ) ] El ) 2 ° 3
30F x| vl vlwv x| vlv|w x|v|lu|lw
Diéta 1 Diéta 2 Diéta 3
Kyselina propionova
mol %%
20+ x
—
—
16 - T T L
| — WO O i S
3, Mol % kyseliny pro- '2[
pi6bnovej v bachorovom
obsahu baranov po apli- 8k - . .
kécii Cu, Co a Cu - Co; ° o 3 o S i
* — P<005 ** — P< - . s v % .
<0,01 — Molar percen- 4L 2l S|o]e =[3| 3]3S 2| S|l S|
tage of propionic acid in
the rumen fluid of rams
after Cu, Co and Cu- Co
ion; * — P
supplamgntation; Diéta 1 Didta 3 Diéta 3

<0.05; ** — P <0.01

niZ§ie hodnoty boli zaznamenané pri diéte 3 v porovnani s diétami 1 a 2,
a to vo v3etkych troch doplnkoch, véitane kontroly (P < 0,001).

MoZno povedat, Ze celkové UMK a mol % kyseliny octovej smerovali
k vy38im hodnotdm pri pouZiti minerdlnych doplnkov, kym mol % Kky-
seliny maslovej sa zniZilo. V pripade Kkyseliny propiénovej bol vplyv
mikroelementov variabilnej$i. Hodnoty UMK boli ovplyvnené aj charak-
terom jednotlivych diét.
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Kyselina maslova 4. Mol % Kkyseliny mas-

mol °/e lovej v bachorovom obsa-
hu baranov po aplikécii
Cu, Co a Cu-Co; * —
- P <0,05; ** — P<0,01;
20F ] *** _ P 20,001 — Molar
— percentage of butyric
— acid in the rumen fluid
16 | | x_ i of rams after Cu, Co and
X Cu -}- Co supplementation;
* — P<005;, ** — P<
12+ — M. <001 *** — P<0.001
xx
8r % ¥ T: ° S °
& v = v = v
c * c * c .
o £l o 2 -] £ o E] ] 3 o 3
4} x|v|lvu|lvu x|v|lvu|lv x| v|lu| v
Diéta 1 Diéta 2 Diéta 3

Aplikécia Cu a Co do bachora baranov mala vplyv aj na protozodlnu
populdciu (tab. II, III). Pri kompletnej kfmnej ddvke s obsahom 15 %
upravenych bukovych pilin Cu, a eSte vyraznejSie Co, zvy$ili pocty pro-
tozoi rodov Isotricha a Dasytricha. Celkovy pocet protozoi sa signifi-
kantne nemenil. Pri diéte pozostdvajicej zo sena a jadmeiia (80: 20)
doslo k vyznamnému zniZeniu len celkového poc¢tu protozoi po aplikécii
Cu. ZloZenie diét malo vyrazny vplyv na celkovy pocet protozoi. Pri kom-
pletnej kfmnej ddvke s obsahom pilin boli ich poéty vyrazne vysSie neZ
pri druhej diéte (seno + jacmeii).

Pri zostavovani pokusu sme vychéadzali z hypotézy, Ze divalentné ka-
tibony Cu** a Co** by mohli ulahé&it prilnutie bachorov§ch baktérii
s negativne nabitym povrchom k povrchu krmovin, ktoré maja tieZ ne-
gativny ndboj (Satter a i, 1984), o by sa mohlo pozitivne prejavit
na ich strivitelnosti. TAto hypotéza sa Ciasto¢ne potvrdila. Pri kfmeni
zvierat kompletnou kimnou dévkou doslo k zvySeniu stravitelnosti sena
pri vSetkych troch formach aplikdcie mikroelementov. Pri celuléze sa
to prejavilo len po aplikécii Co. Zaradenie pilin do kfmnej ddvky malo
za nésledok niZSiu stravitelnost celulézy i bukovych pilin, o ktorych sa
uZ z predchAddzajicich mnohondsobnych analyz vedelo, Ze maji stravi-
telnost okolo 60 %. V tomto pripade v3ak ich stravitelnost bola len
45 %. Teda sa nepotvrdil predpoklad, Ze bachorova 3tava zvierat, kto-
rych kimna ddvka obsahovala 15 % pilin, bude disponovat mikroflérou
zadaptovanou na tento netradi¢ny zdroj krmiva. Na druhej strane apli-
kdcia Cu a Co vo vSetkych troch pripadoch signifikantne zvysila stré-
viteInost celulozy. Vychéadzajic z naSich predchéddzajicich prdc (Jalc
ai, 1983; Zeleinidk a i, 1990) sme vedeli, Ze bachorovd mikrofléra
mé najvdcsiu aktivitu pri trdveni fibréznych materidlov vtedy, ked si
zvieratd kifmené senom a malym doplnkom jafmeria. Potvrdilo sa to aj
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1. Vplyv Cu a Co na prolozodlnu populdciu v bachore baranov kfmengch kompletnou
kifmnou davkou s ubsahom 15 % pilin — The effect of Cu and Co on the protozoan
populations in the rumen of rams fed a complete food ration with 15 % beech

sawdust

Minerélny doplnok 4

— Cu Co \ Cu- Co
Celkovy pocet
[x103/m1] ! 1198 -f- 241 1104 -+ 115 761 -+ 111 734+ 54
Rody Isotricha
a Dasytricha [ml]2 | 1933 694 3911 466* [14 600 -1-1862** | 2766 - 870
Rody Entodinio-
morphida (okrem
rodu Entodinium)
[ml] 3 9 666 -1-2 989 8 622 +-3 845 6 966 -1-1 131 3166 + 538

* —P<005; ** —P<0,001

! total counts [x103/ml],
genera (except the Entodinium genus) [ml],

21sotricha and Dasytricha genera [ml],
4 mineral supplement

3 Entodiniomorphida

III. Vplyv Cu a Co na protozodlnu populdciu v bachore baranov kfmen§ch senom
(80 %) a jatmetiom (20 %) — The effect of Cu and Co on the protozoan popula-

tions in the rumen of rams fed hay (80 %) and barley (20 %)

Minerédlny doplnok 4
— Cu | Co Cu - Co
Celkovy pocet
 [x10%/mi1] ! 355 + 18 195 4 33°* 3914+ 31 348 1 48
Rody Isotricha
a Dasytricha [ml] 2 8 316 -+ 999 6 016 - 627 11 300 -1~ 2 828 8 822 + 921
Rody Entodinio-
morphida (okrem
rodu Entodinium)
[ml]3 4283 + 749 2383 +- 550 2716 + 322 3650 4 632

*— P<0,01
For 1—4 see Tab. II

v tomto pripade. Stréavitelnost kontroly (bez pridavku mikroelementov)
bola 60 % a celulézy 96 %. Nezaznamenali sme v3ak Ziadny pozitivny
vplyv aplikdcie mikroelementov. Stravitelnost pilin po aplikédcii Cu i Co
sa dokonca zniZila. Z uvedeného sa zd4 akoby pozitivny G€inok pridav-
ku Cu a Co sa prejavoval skdr pri niZ$ich stréaviteInostiach, kdezZto pri
vy$sich mo6Ze mat i negativny efekt. Tento poznatok vSak bude potrebné
v dalSich experimentoch preverit.

VETERINARNI MEDICINA — 1992 227



Vplyv mikroelementov na UMK bol dost variabilny, a preto tu nemoZ-
no hovorit o jednoznaénych vztahoch.

Pozitivny vplyv mikroelementov na populdciu prvokov sa prejavil len
u rodov Isotricha a Dasytricha pri diéte s obsahom pilin. Negativhu odo-
zvu mal pridavok medi na celkovy polet protozoi. Zaujimavé je vSak
zistenie vyrazne vy3Sieho celkového poctu prvokov pri diéte s obsahom
pilin v porovnani so senovoja¢metiovou diétou.
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ZELENAK, I. — JALC, D. — PLACHA, 1. — SVIATKO, P. — VENDRAK, T. — SIROKA, P.
— GYULAI, F. (Institute of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Ko3ice;
State Veterinary Institute, Kosice): The effect of copper and cobalt supplementation
on the diegestibility of fibrous feeds in sheep. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 221 aZ
229.

The effects of an addition of copper, cobalt, and copper -+ cobalt on the in vitro
digestibility of hay, treated beech sawdust and cellulose by the rumen fluid of sheep
fed a complete food ration, complete food ration with 15 % treated beech sawdust
and a diet consisting of 80 % hay and 20 % barley were investigated, respectively.
The rumen fluid obtained from animals fed a complete food ration showed the signi-
ficantly higher digestibility of hay (Tab. I) when Cu (P < 0.05), Co, or Cu+ Co (P <
< 0.001) had been added into the rumen. The cellulose digestibility increased only after
Co application (P <0,05). The microelements supplementation in all three forms had
a very significant effect on the digestibility ot treated beech sawdust by the rumen fluid
of sheep fed a diet with 15 % sawdust content, although the initial digestibility by the
rumen fluid in the control animals (without microelements) was only 44.9 %. A similar
trend was also observed in the cellulose digestibility, but after Co application this
increase was not significant. The rumen fluid of animals fed hay (80 %) and barley
(20 %) showed the highest digestibility. The digestibility of sawdust reached 60 % and
the of cellulose 95.9 "f; without microelements sopplementation (control). In this case
the effect of microelement supplementation on the sawdust digestibility was manifested
only in the case of cobalt by the digestibility decrease (P < 0.001). The cellulose
digestibility also decreased after administration of Cu (P < 0.01) and Co (P < 0.05). The
Cu + Co supplementation did not influence its digestibility. It follows from our results
that Cu and Co supplementation had a positive effect on the digestibility of hay,
treated beech sawdust and cellulose provided the animals were fed complete food
rations when the rumen fluid showed the lower fermentation acitivity. At the diet

228 VETERINARNI MEDICINA — 1992



with the high fermentation acitivity (hay - barley) of the rumen fluid, the mineral
supplementation did not increase the digestibility of sawdust or cellulose. The effect
of microelements on the production and composition of volatile fatty acids was variable
(Figs. 1, 2, 3 and 4). The application of Cu and Co into the rumen of sheep fed a com-
plete food ration with 15 % treated beech sawdust increased the number of protozoa
of the Isotricha and Dasytricha genus, whereas the total number of protozoa did not
change (Tab. II). At the diet consisting of hay and barley the total number of protozoa
decreased significantly only after Cu administration (Tab. III).

sheep; copper; cobalt; digestibility; protozoa
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KONCENTRACIE ORTUTE V ORGANOCH A TKANIVACH OVIEC
PO ZATAZI ORGANIZMU EXTREMNE NIZKYMI JE] DAVKAMI

P. Katmaér, ]. Legéth, J. Neuschl

KACMAR, P. — LEGATH, ]. — NEUSCHL, ]J. (Vysoka 8kola veterindrska, Koice):
Koncentrdcie ortute v orgdnoch a tkanivdch oviec po zdfa’l organizmu extrémne
nizkymi fej ddvkami. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 231—235.

V pokusoch na 3iestich ovciach plemena slovenské merino, ktorym sa spolu
s krmivom podévalo po&as 28 dnf 4 mg anorganickej Hg2+ na kus a deii sa
zistili nasledovné koncentrdcie rezidul ortute v orgédnoch a tkanivach v porovna-
nf s kontrolnymi zvieratami: peleii 1,580 £ 0,326, resp. 0,091+ 0,014 mg.kg~!
Hg2+; svalovina 0,064 - 0,009, resp. 0,026 + 0,006 mg . kg—! Hg?+; slezina 0,142 -}-
--0,025, resp. 0,022 -+ 0,010 mg.kg-1 Hg2+; oblicka 9,054 -+ 3,794, resp. 0,128 -
-+ 0,080 mg.kg~-! Hg2+; obsah bachora 0,309 + 0,069, resp. 0,021 - 0,007 mg.
.kg—1 Hg?t; obsah hrubého &reva 0,267 + 0,058, resp. 0,043 4-0,004 mg.kg~!
Hg?t. Z vysledkov vyplynulo, Ze dlhodobé prijimanie nizkych davok ortute s krmi-
vom malo za nésledok jej vyraznd kumuldciu v oblickach a v peleni. Nepomerne
nizdie koncentracie ortute boli stanovené v svalovine a slezine. Vysledky pouka-
zuji na zna&né riziko kontamindcie surovin Zivo¢i¥neho pdvodu ortutou.

ortut; nizke ddvky v krmive; koncentrdcia Hg v orgdnoch a tkanivdch oviec

Ortut popri kadmiu a olovu patri medzi toxikologicky najv§znamnejsie
kontaminanty Zivotného prostredia. Jej zvySend koncentrdcia v jednotli-
vych zloZk&dch ekosystému (voda, pdda, rastliny) vytvdra redlne riziko
poskodenia fyziologickych funkcii Zivych organizmov. MéZe sa to prejavit
najmd skrytymi, klinicky eSte nemanifestnymi G¢inkami (imunopatolo-
gické zmeny, teratogenita aZ karcerogenita, alergie a i.), ktoré sa beZne
zahfiiaja k chronickym $kodlivym ud¢inkom prvkov taZkych kovov.

Ku kontaminédcii zvierat ortutou dochddza predovSetkym emisiami zo
spalovania fosilnych paliv (Airey, 1982), inikom zo zavodov na spra-
covanie celuldézy (Olsson, 1976), vyuZivanim kalov z Cistiarni odpa-
dovych vod na hnojenie polnohospodéarskej pédy (Hinesley a i, 1972;
Cappon, 1984), pouzivanim ortutorganickych fungicidov a i. Chemické
alebo elektrochemické zdvody spracitivajice ortut kontaminuji svoje oko-
lie ortutovymi exhaldtmi aZ do vzdialenosti 20—100 km (Lodenius
a Tulisalo, 1984).

V organizme zvierat je ortut pritomna prevdZne vo forme monometyl
zliCeniny (Kamps a i, 1972; Gardner a i, 1975), priCom podiel
metylortute na celkovom obsahu Hg v svalovine je aZ 99,7 % (Hiro-
katsu a Atsushi, 1984). Z toho vyplyva, Ze do potravinového re-
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tazca vstupuje biologicky najucinnejSia organicka metylovana ortut
(Buck ai., 1980).

Koncentracia ortute v organizme stiipa v zavislosti na veku (Nriagu,
1979). Existuji udaje popierajiice vekovi zavislost rastu koncentrécie
ortute v organoch a tkanivdach zvierat (Subramanian a i., 1985). Za
zmienku tu stoji spomentt stopovy prvok selén, ktorého priaznivy tGéinok
redukuje toxicitu a rezidud tak organickej, ako aj anorganickej ortute
(Aoi a i, 1985). Presny mechanizmus tohoto protektivneho tcéinku se-
lénu nie je zndmy (Miura ai., 1981).

Produkty hospodéarskych a volne Zijicich zvierat hraji déleZiti tlohu
vo vyZive ludi. Je preto nutné sledovat priebeZne obsah ortute (olova,
kadmia, pripadne i dalSich taZzkych kovovych prvkov) v tkanivach a ex-
krétoch zvierat nielen vzhladom k moZnym intoxikdciam a poruchdm ich
reprodukcénej schopnosti, ale i z hladiska potencidlneho ohrozenia zdravia
¢loveka.

V predloZenej praci sa zistovala koncentracia ortute v orgadnoch a tka-
nivach oviec, ktorym sa dlhodobo podavali s krmivom extrémne nizke
davky anorganickej ortute.

MATERIAL A METODY

Pokusy sa realizovali na 12 ovciach plemena slovenské merino o Zivej hmotnosti od
22 do 28 kg. Sest zvierat, predstavujicich pokusnd skupinu, boli kimené 28 dni kfmnou
ddvkou podla CSN 46 7070 s pridavkom 4 mg Hg2+ na kus a deil. Kfmna ddvka obsa-
hovala: seno li¢ne priemerné — 0,4 kg, Melasové krmivo M — 0,6 kg, ktoré obsaho-
valo melasu, mackany ovos, pSeni¢nd kfmnu muku, p$eni¢né a raZné otruby a mine-
rdlne kfmné prisady. Daldich 6 oviec kfmengch tou istou kfmnou ddvkou bez pridavku
ortute predstavovalo kontrolnd skupinu. Vodu sme podéavali ad libitum.

Vzorky pre anal§zu obsahu ortute (svalovina — m. gluteus profundus, pecel, slezina,
obli€ky, obsah hrubého &reva a bachora) sa odoberali ihned po zabiti zvierat. Ortut
v odobranych vzorkach biologického materidlu, ako aj v sene a melasovom krmive, sa
stanovovala met6dou atémovej absorb&nej spektrometrie na jednodcelovom analyzétore
TMA 254 (fy Tesla Hole3ovice). Navratnost pridavku ortute do analyzovanej vzorky
bola 99,2 %. Koncentrdcia Hg je vyjadrend na kg Cerstvo analyzovaného tkaniva, resp.
na kg krmiva.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V analyzovanych organoch a tkanivach oviec, kfmenych 28 dni kifmnou
davkou obsahujicou 4 mg Hg?* na kus a deii, boli zistené nasledovné
koncentracie ortute: pecen 1,58 (1,232—2,042) mg . kg~! Hg®*, svalovina
0,064 (0,048—0,074) mg.kg~! Hg?*, slezina 0,142 (0,106—0,187) mg.
.kg~! Hg**, oblicky 9,054 (5,702—14,053) mg.kg~! Hg** (obr. 1), obsah
hrubého ¢reva 0,267 (0,197—0,347) mg . kg~! Hg”*, bachorovy obsah 0,309
(0,278—0,389) mg . kg~ Hg**.

Priemerna koncentrdacia ortute u kontrolnej skupiny oviec cinila: v sva-
lovine 0,026 (0,020—0,038) mg . kg~! Hg**, v peceni 0,091 (0,071—0,109)
mg . kg~! Hg?*, v slezine 0,022 (0,010—0,040) mg . kg~! Hg**, v obli¢kach
0,128 (0,119—0,138) mg . kg!~ Hg>* (obr. 1), v obsahu hrubého &reva (tru-
se) 0,043 (0,037—0,048) mg.kg ! Hg?t a v bachorovom obsahu 0,021
(0,016—0,037) mg . kg~! Hg**.

Koncentracia ortute v kfmnych komponentoch bola: v sene (n = 10)
0,047 (0,043—0,050), v melasovom krmive (n = 10) 0,007 (0,007—0,008)
mg . kg~! Hg?*.
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1. Koncentrédcia ortute v orgé-
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28driovy perordlny denny prijem nizkych ddvok ortute (4 mg.kg~’
v krmive na kus a defi) mal za ndsledok vyraznd kumuldciu kovu pre-
dovSetkym v obli¢kdch (9,054 versus 0,128 mg.kg~!) a v pedeni (1,580
versus 0,091 mg.kg™!). Vyrazne najmen3i vzrast koncentracie ortute sa
zaznamenal v svalovine (0,064 versus 0,026 mg.kg~') a v slezine (0,142
versus 0,022 mg.kg~!). Koncentricia ortute v analyzovanom sene ne-
presahovala hodnotu 0,050 mg . kg~! a v melase sa ortut nachadzala v sto-
povych mnoZstvach (0,007—0,008 mg . kg~!).

Na3e vysledky si v dobrej zhode s tidajmi autorov Wright ai. (1973),
ktori sledovali distribiciu ortute v tkanivach hovddzieho dobytka a oviec
po poddvani ortut obsahujiceho fungicidu Ceresanu M. Po jednorazovej
aplikécii vysokych davok ortutnatého pripravku (15 mg.kg~! Z. h.) po-
kusnym zvieratdm zaznamenali najvy38iu koncentrdciu ortute v oblic-
kédch, niZ8iu v peleni a najniZ8iu v svalovine. Autori konStatujd, Ze kym
koncentracia ortute v svalovine pokusnych zvierat sa udrZiavala na rovna-
kej trovni pocas celého sledovaného obdobia experimentu, rezidua v oblic-
kdch a v peceni zacali klesat po¢nic 10. tyZdiiom od jednordzového po-
dania ortutnatého fungicidu.

Afinita ortute k oblickdm a peceni je pravdepodobne spojend s pred-
nostnym naviazanfm jej organickych zlifenin na SH~ skupiny plazma-
tickych bielkovinn tychto orgdov. Prave vdzbou na sulfhydrilové skupiny
proteinov dochddza k inhibicii proteosyntézy a tym i syntézy enzymov
a protildtok (Donaldson a Thaxton, 1975; Desnoyers a i,
1973).

V stcasnych podmienkach pokracujiicej chemickej kontaminécie Zivot-
ného prostredia dochddza k neustdlemu privodu nizkych koncentracii
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tazkych kovov do organizmu zvierat, kde je nutné pocitat aj s chronickym
Skodlivym ucinkom ortute a jej zlicenin na produkénd a reproduként
schopnost GzZitkovych hospodéarskych a volne Zijtacich zvierat.
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KACMAR, P. — LEGATH, ]. — NEUSCHL, ]J. (University of Veterinary Medicine, Ko§ic§]:
Mercury concentrations in sheep organs and tissues after loading the organism with
extremely low doses. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 231—235.

Experiments were carried out with six sheep of the Slovak Merino breed, weighing
22—28 kg. For 28 days the animals were given 4 mg inorganic Hg?t+ in the feed per
animal/day. In contrast with the controls, the following residual mercury concentra-
tions were determined in the single organs and tissues: liver 1.580 -- 0.326 mg.kg~!
Hg?+ and 0.091-4-0.014 mg.kg—! Hg?+, respectively muscle 0.064 +-0.009 mg. kg
Hg?+, and 0.026 + 0.006 mg .kg~1 Hg?+, resp. spleen 0.142 - 0.025 mg.kg-! Hg?+,
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and 0.0224-0.010 mg.kg-! Hg?*+, resp. kidney 9.054 4+ 3.794 mg.kg-! Hg>+, and
0.128 4- 0.080 mg.kg~! Hg**, resp. (Fig. 1), abomasal contents 0.309 -+ 0.069 mg . kg—!
Hg?+, and 0.021 4-0.007 mg.kg—! Hg+, resp. large intestinal contents 0.267 -4 0.058
mg - kg—! Hg2+, and 0.043 + 0.004 mg - kg—! Hg®+, resp. The results suggest that the
long-term ingestion of mercury with feed leads to a pronounced Hg accumulation 1n
the kidneys and liver. Much lower levels were observed in the muscle tissue and spleen.
The affinity of mercury to the kidney and liver is probably related to the preferential
bonds of organic mercury compounds to the SH— groups of the plasma proteins In
these organs. It is the bond to the sulphhydril groups of proteins that results in the
inhibition of proteosynthesis and thus enzyme and antibody inhibition. Under the con-
ditions of continuing chemical contamination of the environment, a permanent supply
of low concentrations of heavy metals the animal organism is observed. A chronical
adverse effect of mercury and its compounds on the production and reproduction of
both farm and wildly living animals has to be taken into account.

mercury; low doses in feeds; Hg concentrations in sheep organs and tissues
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KLINICKE UCINKY A MORFOLOGICKE ZMENY PO NIZKYCH DAVKACH
OCHRATOXINU A U BROJLEROVYCH KURCIAT

A. Mraz, |. Kodutzky

MRAZ, A. — KOSUTZKY, ]. (Ustav experimentalnej veterinarnej mediciny, Kosice;
Vyskumny Gstav hydinédrsky, Ivanka pri Dunaji): Klinické uéinky a morfologické
zmeny po nizkych ddvkach ochratoxinu A u brojlerovgch kuréiat. Veter. Med.
(Praha), 37, 1992 (4): 237—242.

Sledovali sa G¢inky relatfvne nizkych davok ochratoxfnu A (850 ug.kg—!) u broj-
lerovgch kur¢iat HYBRO. Ochratoxin sa pod4val v krmive podas vykrmu kuréiat
(1—42 dnf). Po vyvolanej experimentdlnej ochratoxikéze sa u sexovanych kohud-
tikov hodnotili klinické a morfologické zmeny vo veku 42 dni. Po expozicii kur-
¢iat relatfvne nizkej ddvke ochratoxinu A sa nepozorovali vyraznejSie prejavy
ochorenia, zmeny v spravan{ a pod. Od veku 14 dn{ sa zaznamenalo zaostdvanie
v raste a niZ$ia Zivd hmotnost kohdtikov oproti kontrolnej skupine. Pokles Zi-
vej hmotnosti bol $tatisticky preukazny vo veku 21, 28 a 35 dnf. Patologicko-
-anatomicky nédlez bol negativny. Histologickym vy3etrenim obli¢iek a petenf sa
odhalili patologické zmeny charakteristické pre ochratoxik6zu. Zistila sa dystro-
fia epitelovych buniek tubulov, eozinofilné gulé¢ky v lumene tubulov, dystro-
fické zmeny na glomeruloch a celulizdcia pojivového tkaniva intertubuldrnych
priestorov. Nédlez v peceniach poukazuje na alergick¢ prejav a obrannd reakciu
organizmu voc&i ochratoxinu A. Na zdklade vykonaného experimentu moZno kon-
Statovat, Ze uZ relatfvne nizke d4avky ochratoxinu A vyvoldvajd histopatologické
zmeny v obli¢kdch a pefeni kurc¢iat a moéZu negatfivne ovplyviiovat ich GZitko-
vost.

brojlerové kurcatd; mykotoxiny; ochratoxin A; morfologické zmeny

Mykotoxin ochratoxin A (OA) patri medzi toxické metabolity plesni
z rodu Aspergillus a Penicillium. Zo znadmych troch foriem ochratoxinu
(A, B, C) je ochratoxin A najtoxickej5i (Tucker a Hamilton, 1971;
Huff a i, 1975). OA vyvolava u hydiny a oSipanych roézne zdravotné
problémy, ma nefrotoxické, hepatotoxické a teratogénne GCinky (Huff
ai, 1974; Chernozemsky ai., 1977; Krogh 1974). Toxinogénne
kmene plesni produkujice ochratoxin rasti a pomnoZuji sa vo viacerych
komponentoch krmiv, obzvla§t v ceredlidch. MéZu predstavovat poten-
cidlne nebezpecenstvo pre hospodirske zvieratd, ale aj ¢loveka. V po-
slednom cCase sa ochratoxinom venuje vd¢$ia pozornost v hydindrsky vy-
spelych $tatoch vo vztahu k uZitkovosti brojlerovych kurdiat. Aj v su-
sednych Stdtoch (Madarsko, Polsko, SRN) sa pozornost sistreduje na
vztahy OA k zdravotnym a GZitkovym aspektom, hlavne o3ipanych a hy-
diny. OA predstavuje hazard i z pohladu ohrozovania zdravotného stavu
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Iudi, je napr. zndmy endemicky vyskyt nefropatii v Juhosldvii, Rumun-
sku a Bulharsku.

Nepriaznivé biologické uclinky vysokych davok ochratoxinu A (2—4
mg . kg™!) sa sledovali u hydiny podrobnejSie a si dokumentované vo
viacerych prdcach (Krogh, 1974; Dwivedi a i, 1984). Pomerne
madlo tdajov je k dispozicii o pésobeni niZsich davok OA ako 1 mg. kg ™!
krmiva, pripadne tzv. realistickych ddvok. Huff a i. (1974) uvadzaja
vysSiu citlivost 1diiovych ako 21diiovych kurciat a analyzuje vekové roz-
diely pri experimentdlnej ochratoxikéze. Po jednorazovej velmi vysokej
perordlnej ddvke (16 mg.kg~!) OA u kurciat v klinickom obraze pozo-
roval nervové priznaky, hnacku, vyCerpanost a hynutie uZ v priebehu
22—25 hodin. Pitvou uhynutych kurciat zistovali nestrdveny obsah krmi-
va v hrvole, Zlaznatom a svalnatom Zaltidku, petéchie na papilach Zlaz-
natého Zalidka, jemné erézie v svalovine Zaludka, bledé pecene a vy-
razné zmeny na oblickdch a pankrease. Doupnik a Peckham
(1970),Peckham ai. (1971) pri experimentdlnej ochratoxikoze uvadza-
ji dehydratdciu a vychudlost, drobné hemorégie v ZIznatom Zaladku,
enteritis a viscerdlnu dnu. Mikroskopicky zistili akutnu nefrozu, dege-
nerdciu pecene a zvdcsenie epitelovych buniek tubulov, roz$irenie lume-
na tubulov a pritomnost protefnového materidlu v lumene tubulov. Dege-
nerativne zmeny a nekrézu hepatocytov potvrdili histologicky Huff a i.
(1975), Elling a i. (1975) popisali toxickd nefropatiu kurc¢iat v Styroch
pordZkériiach hydiny s ndlezom rezidui ochratoxinu A vo svalovine. Mi-
kroskopicky zistovali degenerdciu a atrofiu proximélnych a distdlnych
tubulov a intersticidlnu fibrozu. Dwivedi a Burns (1984) popisu-
ji u brojlerovych kuréiat podrobné histopatologické zmeny v oblickach,
peceni, Fabriciovej burze, tymuse, slezine, nadoblickdch a intestindlnych
lymfatickych orgdnoch po ddvkach 2 a 4 mg.kg~! OA v krmive. V obli¢-
kéach zistili hypertrofické tubuly, nekr6zy epitelovych buniek, dystrofické
zmeny a mnohé mitézy. Najmi po vy$Sej ddvke boli ¢asté uzlovité infil-
trdcie lymfoidnych buniek. V lumene tubulov sa naché&dzali homogénne
hyalinne gule a zhrubnutd bazdlna membrdna glomerulov. V peceni sa
vyskytovala vakuolizdcia hepatocytov, moduldrna lymfoidné infiltracia
a glykogén, najmd na periférii lobulov. V tymuse, slezine, nadobli¢kéach
a intestindlnych lymfatickych orgédnoch zistovali dabytok lymfoidnych bu-
niek folikulov a redukciu zdrodo¢nych centier.

Mélo tddajov sa ststreduje na davky ochratoxinu pod 1 mg.kg™! ¢o
plati nielen pre sledovania biologickych G¢inkov OA, ale aj pre hodnote-
nie jeho morfologickych zmien. -

Cielom nésho pokusu bolo zhodnotit klinicko-morfologické acinky OA
u brojlerovych kurciat. Experimentdlna ochratoxik6za bola vyvolana dav-
kami, ktoré sa bliZia k realistickym v na8ich podmienkach. Zamerali sme
sa na hodnotenie morfologickych zmien v oblickdch a peceni brojlero-
vych kurciat po relativne dlhodobej expozicii OA.

MATERIAL A METODA

V pokuse sa pouZili brojlerové kurcéatd HYBRO (sexovani kohitici otcovskej linie),
ktoré sa rozdelili do dvoch skupin po 30 kusoch. Kurfat4d sa umiestnili na hlboki
podstielku, vodu a krmivo mali k dispozicii ad libitum. Svetelny reZim bol nepretrZity.
Po celd dobu pokusu sa podédvalo krmivo BR II (ME 12,8 MJ, N-latky 19,9 %). Pokusna
skupina kuréiat dostdvala v krmive 850 ug.kg—! OA od 1. do 42. diia veku. Kurcatd
sa véaZili v 7diovgch intervaloch, pravidelne sa sledoval zdravotny a kondi¢ny stav,
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zoohygienické podmienky a spotreba krmiva. Vo veku 42 dni sa kurfatd odporazili,
zistovali sa hodnoty krvaého obrazu (hemoglobin, hematokrit, polet erytrocytov) a pa-
tologicko-morfologické zmeny. K histologickému vy$etreniu sa odobrali vzorky pecene
a obli¢iek. Excizie sa fixovali v 10 % formaline a po spracovani parafinovou techni-
kou sa rezy farbili hematoxilin-eozinom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Relativnhe dlhodoba expozicia brojlerovych kurciat (sexovanych kohi-
tikov) davke 850 ug.kg™! OA pocas 42 dni v kfmnej zmesi BR II nevy-
volala postrehnutelné zmeny v spravani sa kurciat, neviedla k prejavom
ochorenia resp. zvy$eniu tihynov a pod. Kurdatd pri pravidelnom tyZden-
nom véaZeni od veku 14 dni preukazovali niZ$iu Zivi hmotnost voci kon-
trolnej skupine. Preukazny pokles hmotnosti nastal u skupiny exponova-
nej OA od veku 21 dni a bol Statisticky vyznamny aj v 28. a 35. dni. V tej-
to stvislosti musime poznamenat, Ze zvolend davku OA, t. j. 850 ug.kg™!
musime povazZovat v naSich podmienkach eSte za relativne vysoku, teda
skoér za vynimku ako pravidlo, ¢o dokumentuji aj vysledky vySetrenia
krmiv (Ruprich ai. 1988; Piskac¢ a Ruprich, 1989). Pri hodno-
teni spotreby krmiva sa medzi jednotlivymi skupinami preukazné rozdiely
nepozorovali.

Patologicko-anatomicky ndlez po 42. diioch skrmovania ochratoxinu
nevykazoval u brojlerov vyznamnej$ie odchylky od normalu. V sledova-
nom obdobi neuhynuli Ziadne kurcatd ani v pokusnej, ani kontrolnej
skupine. To nasvedcuje, Ze v terénnych podmienkach by prebiehala né-
hodnd mierna ochratoxik6za subklinicky, a aj beZnou veterindrnou pre-
hliadkou v podobnom pripade by sa nedali rozli§it kurcatd exponované
rovnakej davke OA.

Histologické vySetrenie obli¢iek a peCene odhalilo patologické zmeny,
ktoré dost jasne poukazuji na nepriaznivé pésobenie OA skrmovaného po
dobu 42 dni na zdravotny stav kurciat. Histologicky sa v oblickdch na$li
v menSom rozsahu dystrofické zmeny epitelovych buniek tubulov (obr.
1) v lumene tubulov eozinofilné gulécky, pritomnost ojedinelych lymfo-
cytov a loZiskova celulizicia v pojivovom tkanive intertubularnych prie-
storov. Dalej sa zistovali dystrofické zmeny na glomeruloch (obr. 2), va-
kuolizdcia a zhrubnutie baz4lnej membrény (obr. 3). V peeni poukazoval
nédlez na napadné zmnoZenie lymfoidnych buniek formujicich sa do fo-
likulov a na dost vyraznu loZiskovi infiltraciu s prevahou eozinofilnych
granulocytov (obr. 4).

Aj ked histologicky nélez v oblickach nebol velkého rozsahu, predsa
len mal charakteristické znaky ochratoxikozy ako ich v tomto orgéne
uvddzaji Dwivedi a Burns (1984), Doupnik a Peckham
(1970), Huff a i. (1975), Elling a i. (1975). Zaujimavy nélez bol
v peleniach. Vyrazné zmnoZenie lymfoidnych buniek formujdcich sa do
zhlukov — folikulov a ndpadné eozinofilia poukazuji na alergicky prejav
a obranna reakciu organizmu vocéi OA. Vysledok nédsSho histologického
vySetrenia nés opraviiuje k uzdverom, Ze uz davka OA niZSia ako 1 mg.
. kg~! krmiva moZe vyvolat poruchy zdravotného stavu kurc&iat, ¢o je
v stlade s Gdajmi, ktoré uvddza Hu ff a i. (1974).

Hematologické vySetrenia sa vykonali po 42diiovej expozicii kohitikov
OA. Zamerali sme sa na porovnanie hodnét hemoglobinu, erytrocytov
a hematokritu (tab. I). V priemere niZ§ie hodnoty hemoglobinu, poctu
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2. Obli¢ka. Ochratoxikéza. Dystrofia glo
meruly, zosilend bazdlna membréna. Ok.
15<, obj. 40>¢, H-E (Foto Blahutiakové)
— Kidney. Ochratoxicosis. The dystrophy
of glomerules, the thickened basal mem-
brane. Eyepiece 15>, lens 40>/, H-E (The
photo by Blahutiakova)

4. Peleill. Ochratoxikéza. LoZiskovad zépa-
lova infiltrdcia s prevahou eozinofilngch
granulocytov. Ok. 15><, obj. 16X, H-E (Fo-
to Blahutiakovd) — Liver. Ochratoxicosis.
The focus of inflammatory infiltration
with a prevalence of eosinophil granulo-
cytes. Eyepiece 15X, lens 16>{, H-E (The
photo by Blahutiakovd)
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I. Oblitka. Ochratoxik6za. Dystrofia epi-
telovych buniek tubulov, buneny infiltrat
v lumene tubulov, intertubuldrna celuliz4-
cia. Ok. 15)<, obj. 16>, H-E (Foto Blahu-
tiakovd) — Kidney, ochratoxicosis. The
dystrophy of the tubular epithelial cells,
cellular infiltrate in the tubulus lumen,

intertubular cellulization. Eyepiece 15,
lens 16°</, H-E (The photo by Blahutia-
Kovd)

3. Oblitka. Ochratoxikoza. Hyalinne kva-
potky v lumene tubulov. Ok. 15>/, obj.
40>, H-E (Foto Blahutiakova) — Kidney.
Ochratoxicosis. Hyaline droplets in the
tubulus lumen. Eyepiece 15>, lens 40>,
H-E (The photo by Blahutiakova)




1. Hematologické vyS$etrenie kohitikov — The haematological examination of cockerels

S Hemoglobin4 Erytrocyty® Hematokrité
1 2
Skuplny (g %) (< 1012.1-1) (%)
Kontrola? 79,2 217 29,8
3
?gg‘gfg"’l‘{‘g_l ] 74,4 2,15 28,5

lgroups, Zcontrol, 3ochratoxin, 4haemoglobin, Serythrocytes, thaematocrit

erytrocytov a hematokritu sa sice zaznamenali v skupine exponovanej
ochratoxinu A, aviak ddvka OA a dlZka aplikdcie (42 dni) nemala preu-
kazny vplyv na sledované hematologické ukazovatele. K preukaznym
zmenam hematologickych ukazovatelov doSlo napr. u kurciat po expozi-
cii vy$8im divkam OA, 2—4 mg.kg™! (Bailey a i., 1989). V naSom
pripade podana davka 850 ug.kg ~! v krmive vyvolala pokles hemoglo-
binu. Z vyhodnoteného poétu zvierat v jednotlivych skupindch (10 ku-
sov) nebol tento rozdiel preukazny. Vo viacerych sledovanych ukazova-
teloch sa zistovali jedinci relativne odolni vo¢i podanym ddvkam myko-
toxinu, ¢o sa potvrdilo aj v niektorych naSich predchddzajicich poku-
soch. Na strane druhej prejavovali niektoré kurcatd citlivej§iu reakciu,
¢o v sthrnnom hodnoteni vyznievalo v smere nehomogenity vo viace-
rych sledovanych ukazovateloch.
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Doslo dnia 17. 6. 1991

MRAZ, A. — KOSUTZKY, ]. (Institute of Experimental Veterinary Medicine, KoS$ice;
Unigal Company, Poultry Research Institute, Ivanka pri Dunaji): Clinical effects and
morphological lesions after low ochratoxin A levels in broiler chicks. Veter. Med.
(Praha), 37, 1992 (4): 237—242.

Ochratoxin A (OA) was fed to HYBRO broiler chicks at a relatively low levels of 850
ug/kg up age 42 days. The effects of OA on chick development, health state
and the patho-morphological lesions in internal organs were investigated in this
experiment. The chicks exposed to the relatively low OA levels were observed to lag
behind in their growth; this was confirmed by their regular weekly weighing when the
lower liveweight in comparison with the control group was recorded from the age of
14 days. A decrease in the liveweight was statistically significant at the age of 21, 28
and 35 days. The patho-anatomic finding was negative. A histological examination of
kidneys and liver revealed the pathological lesions typical for ochratoxicosis. The
lesions observed included the dystrophy of the tubular epithelial cells (Fig. 1), eosi-
nophil granules in the tubulus lumen (Fig. 3), dystrophic lesions in the glomerules
(Fig. 2) and cellulization of the connective tissue of intertubular spaces (Fig. 1). The
lesions of liver (Fig. 4) show to allergic responses and defense reactions of the
organism to the OA action. On the basis of results it can be concluded that the rela-
tively low ochratoxin levels cause histopathological lesions in the kidneys and liver
of chicks, and in this way they can negatively influence their development and per-
formance.

broiler chicks; mycotoxins; ochratoxin A; morphological lesions
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POUZITI XYLAZINU S KETAMINEM K UVODU HALOTANOVE ANESTEZIE
U PSA

]J. Mezerova, M. Snésil, L. Némedek

MEZEROVA ]. — SNASIL, M. — NEMECEK, L. (Vysoka 3kola veterinarnf, Brno):
Pouzitl xylazinu s ketaminem k #vodu halotanové anestézie u psa. Veter. Med.
Praha), 37, 1992 (4): 243—248.

V prédci poddvdme zku3enosti s pouZitim xylazinu s ketaminem jako dvodnf
anestézie pfi inhala&n{ halotanové nark6ze u psa. Po zhodnocen{ tohoto postupu
u 10 pokusnych psit jsme xylazin-ketaminovy tdvod pouZili pfi réznych operac-
nfch zdkrocich u vice neZ 160 pacientd. Po premedikaci atropinem (0,05 mg -
- kg~!) a xylazinem (1,5—2 mg - kg—1!) spoleéné& i m. jsme psy uvedli do cel-
kové anestézie i. v. podanim 1% roztoku ketaminu (2 mg - kg—!). Po intubaci a
napojeni zvifete k narkotizaénimu pfistroji byla k dosaZeni toleran¢niho stadia
nark6zy potfebna 2,5—3,5% koncentrace halotanu po dobu 2—8 minut. Potom byla
anestézie udrZovana 0,5—1,5% koncentraci par halotanu. Na zdklad& nasich
vysledkd by ovéFovany zplsob mohl nahradit tradi¢ni Gvod thiopentalem, u n&hoZ
je nebezpel{ kardiopulmondlni deprese aZ zastavy ob&hu.

pes; inhala¢ni anestézie; xylazin; ketamin; halotan; puls; EKG; teplota; dech;
dechové objemy; acidobazicka rovnovéha

Pro fadu déletrvajicich operaénich vykond se na specializovanych
veterindrnich pracovistich pouZiv4 inhala¢ni halotanov4 anestézie. K jeji-
mu tvodu se pro klidny a rychly tvod stéle pouZiv4 thiopental (Dré4b -
kové, 1987). Thiopental viak s sebou nese riziko deprese dechu a akut-
ni zdstavy ob&hu, protoZe stejn& jako ostatni barbiturdty vykazuje ne-
gativni inotropni uc¢inek. PfedevSim je to v pfipadech, kdy zvolend dév-
ka neni prizplisobena zhor$enému zdravotnimu stavu a véku pacienta
(Schatzmann, 1986).

Ackoliv zku3enosti s xylazinem a ketaminem pro injekénf anestézii
jsou uvedeny v Fadé& publikaci, nesetkali jsme .se v literatufe s konkrét-
nimi Gdaji o pouZiti kombinace t&chto l4tek k tvodu do inhala&ni halo-
tanové nark6zy u psa. Proto jsme na skupin& pokusnych zvifat zhod-
notili tuto kombinaci jako Gvod do inhala&ni anestézie psa smési
halotanu, oxidu dusného a medicindlniho kysliku s pfedpokladem vyuZit
ziskanych poznatkid u klinick§ych pacientdi.

MATERIAL A METODA

Xylazin-ketaminovy Gvod do inhalaéni halotanové anestézie jsme pouZili u vice neZ
170 ps@. Pokusnou skupinu tvofilo 10 klinicky zdravych psi, vé&tSinou kiiZencl obojiho
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pohlavi, ve véku 3—9 rokd a hmotnosti 14,5—32 kg, ktef{ byli pfipraveni 24hodinovou
hladovkou. Vedle této skupiny byl ovéfovany zplsob pouZit u vice neZ 160 klinickych
pacientli pri opera&nich vykonech na pohybovém dastroji (kloubni operace, osteosyn-
tézy), na travicim traktu, na oku, pFi exstirpaci novotvarli, pfi o3etfenf rozsahlych
poranéni a dalSich.

U pokusngch pst i u pacientd byla anestézie vedena stejnym zplisobem. Po premedi-
kaci atropinem v dévce 0,05 mg - kg—! spoleéné s xylazinem (Rometar 2 % inj.)
v davce 1,5—2 mg - kg~! i. m. byl po néastupu sedace pomalu i. v. injikovan 1% roz-
tok ketaminu (Narkamon) v dévce 2 mg - kg—!. Po ukonéeni aplikace ketaminu jsme
zavedli endotrachedlni kanylu o priméru 7,5—14 mm podle hmotnosti zvifete a pri-
pojili pacienta k narkotizacnimu pristroji. Smés halotanu (Narcotan), oxidu dusného
a kysliku jsme podavali v zavieném dvojcestném okruhu, pfi¢emZ poc&ateéni koncen-
trace halotanu, az k dosaZeni toleran¢nfho stadia narkézy, byla 2,5—3,5 %; k udrZo-
vani tohoto stadia se pohybovala mezi 0,5—1,5 %, v zavislosti na klinickgch prizna-
cich anestézie. Kyslik a oxid dusny byly doddvany v mnoZstvi pouZivaném v humannf
anesteziologii a ovéfeném na chirurgické klinice VSV (tab. I). V pokusné skupin& byla
u vSech psQ udrZovdna inhala¢ni anestézie po dobu 90 min, u pacientli trvala do
skonfeni operacniho zékroku a jeji délka se v jednotlivfch pripadech pohybovala
v rozmezi 20—150 minut.

Vedle hodnoceni viastni anestézie jsme sledovali v pokusné skupin& ve stanovengych
intervalech — pired zahdjenfm pokusu a za 15, 30, 45, 60 a 90 min inhalaéni anestézie
— dechovou frekvenci, dechové objemy, vnitfnf t&lesnou teplotu a snimali EKG. Pred
pokusem, po docilen{ tolerantnfho stadia nark6zy (v priiméru za 6 min po intravenéznf
aplikaci ketaminu) a v 90, minuté inhala¢ni anestézie jsme odebirali venézni krev
pro posouzeni ukazateld acidobazické rovnovdhy. Hloubku analgezie jsme u pokusngch
psi ovéfovali vpichy jehlou v meziprstf, u klinickgch pacienti podle reakce zvifete
na provadény opera¢ni zékrok. Statistické zhodnoceni meétitelnych veliin jsme pro-
vedli parovym f-testem (Reisenauer, 1970). Grafické zné&zornén{ stanovengch
hodnot jsme vyjadiili pomoci mezi spolehlivosti, zjisténych metodou intervalového od-
hadu aritmetického primeéru s 99% spolehlivosti.

VYSLEDKY

Pribéh tvodni xylazin-ketaminové anestézie i vlastni inhala¢ni halo-
tanové narkézy byl u pokusnych psii i klinickych pacienti podobny.
Po premedikaci xylazinem nastoupila sedace v jednotlivych pripadech
za 13—20 min (primeérné za 16 min). U jednoho pokusného psa a u péti
pacientdi doslo po néastupu t¢inku k vomitu. Uvod do celkové anestézie
pomalou i. v. aplikaci 1% roztoku ketaminu v rozmezi 30—60 s byl
plynuly. Anestézie nastoupila pri dokonCeni podéni, pouze u tri pripadi
az do dvou minut po aplikaci. U jednoho pacienta nastaly ihned po inji-
kovani epileptiformni krefe a psa se nepodarilo intubovat. U sedmi psii
se objevilo zpomalené dychéni aZ apnoe trvajici do jedné minuty, u jed-
noho psa vyjimecné tfi minuty. V Zddném piipadé jsme nezjistili draz-
divy ucéinek ketaminu a vyskyt z&nétlivé reakce v misté aplikace. Vy-
chozi 2,5—3,5% koncentraci halotanu bylo dosaZeno toleran¢niho stadia
narkézy b&hem 2—8 min, potom byla anestézie udrZovana 0,5—1,5%
koncentraci. V pripadech, kde se v priibéhu anestézie objevovaly zndmky
probouzeni, byla koncentrace halotanu prechodné& kratkodob& zvySena
na 2,0—2,5 %. Probouzeni po ukon¢eni narkézy bylo klidné, bez vedlej-
§ich neZddoucich projevii. K celkovému zotaveni, kdy pes byl schopen
se postavit, dochézelo mezi 30 a 90 minutami.

Z méfitelnych veli¢in doslo k statisticky vyznamnému poklesu hodnot
u dechové frekvence (obr. 1) a minutového dechového objemu (obr. 2)
v méfeni 15 minut od zah&jeni inhalaéni anestézie. Hodnoty dechového
objemu (obr. 3) se v prib&hu anestézie priikazné neménily. Rovn&Z byl
zaznamenan prikazny pokles vnitfni télesné teploty (obr. 4) od 30.
minuty méfeni. Hodnoty tepové frekvence (obr. 5) se naopak v§znamné
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zvy§sily v méfeni za 15 minut od zad4tku inhalace. Vyhodnocenim uka-
zateld acidobazické rovnovdhy (tab. II) byly zjiStény statisticky pri-
kazné rozdily u hodnot pH, pCO; a pO; v komparaci s v§chozimi hodno-
tami. Rozborem EKG krivek nebyly zjis§tény abnormélni odchylky.
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1. Anesteticky postup pii xylazin-ketaminovém tvodu a inhala&nif halotanové nark6ze
— An anaesthetic procedure for the xylazine-ketamine induction and halothane
inhalation anaesthesia

Premedikace !

Atropin 0,05 mg - kg—!

Xylazin 2,00 mg - kg~!, spoletnd i. m. !0
Ovod ?

Ketamin 2,00 mg - kg—1, pomalu i. . 1!

Inhaladn{ anestézie sm¥sf halotanu, 3 Oz a N20

podateéni > 25—35 %
v priibdhu anestézie ¢ 0,5—1,0 %

Pritok O2 a N20 v uzavieném systému: 7

Koncentrace halotanu: 4

pfi hmotnosti psa 8 do 10 kg 0,3—0,5 1 O2/min
10—20 kg 0,6—0,8 1 O2/min
20—30 kg 0,9—1,4 1 O2/min
30—40 kg 1,5—2,0 1 O2/min
Pom&r Oz a N20:? 122
! pre-medication, 2induction, 3halothane inhalation anaesthesia, ¢halothane con-

6 during anaesthesia, 70z and N20 circulation in a closed

centrations, 5 initial,
902 to N20 ratio, 0jointly i. m., slowly i. v.

system, &at the dog weight,

II. Hodnoty ukazateldl acidobazické rovnovéhy stanovené v krvi odebrané pied poku-
sem (1), po i v. aplikacf ketaminu (2) a po skon&enf inhala&ni halotanové anestézie
(3) — The values of acid-base balance parameters determined in the blood collected
before the experiment (1), after ketamine i. v. implantation (2) and after the termi-
nation of halothane inhalation anaesthesia (3)

1 HCOs3—

Odbér! 1 pH pCOz [kPa] pO:2 [kPa] (MM - 1-1
X 7,333 5,288 8,036 21,05
s -+ 0,042 t-0,361 +-1,224 -+ 1,85
Sx -+-0,013 --0,114 +-0,387 -- 0,59
v [%] 0,57 6,83 15,23 8,77
Odber! 2 |
x 7,318 6,257 7,143 22,34
s -+ 0,044 --0,869 -+- 0,874 -i- 1,96
Sx -+-0,014. - 0,275 -+ 0,276 -t- 0,62
v [%] 0,60 13,90 12,23 8,78
Odbgr! 3 l
X 7,311 6,486 7,101 22,08
s -1- 0,035 0,792 -+ 1,102 - 2,46
Sx -1-0,01 --0,251 -1- 0,348 - 0,78
v (%] 0,47 12,17 15,51 11,13

x — aritmeticky prim&r — arithmetical mean

s — smérodatnd odchylka — standard deviation

sx — stifednf chyba priiméru — standard error of the mean

v — varia&nf koeficient — coefficient of variance

lsampling
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DISKUSE

Pro dvod do inhalagni halotanové anestézie jsme pouZili na klinice
b&Zn& pouZivanou metodu injek&ni xylazin-ketaminové anestézie, publi-
kovanou autory Némec ek aj. (1986). NaSe vysledky jsme srovnévali
s Gdaji Izquierdo (1982), kterd pro tvod do 60minutové halotanové
anestézie pouZila thiopental. Podobné jako Izquierdo (1982) jsme
zaznamenali klidné navozeni celkové anestézie. Na zdkladé naSich
dlouhodobych zku$enosti s thiopentalovym tivodem miiZeme konstatovat,
Ze i po xylazin-ketaminovém tuvodu je intubace rovn&Z dobfe provedi-
telnd, avSak v dlisledku zachovanych reflexit v oblasti hltanu a dychacich
cest pon&kud obtiZzn&j$i neZ po aplikaci thiopentalu. Vlivem podré&Zdé&ni
dychacich cest miiZe byt neSetrnou intubaci vyvoldna krdtkodob4 apnoe.
Proto je vyhodné potfit povrch endotrachedlni kanyly anestetizujici
latkou (Mesocain gel, Cinchocain ung.).

Zatimco u thiopentalu je obecn&é znédma drézZdivost tkdni vedouci aZ
k nekrbéze pii eventudlnim paravenéznim poddni (Drédbkov4, 1981),
nezjistili jsme ani v jednom pripadé& zanétlivou reakci v misté injikovéani
ketaminu. AZ na jeden pfipad navodil xylazin vyhodnou sedaci, ktera
umoznila zejména u vétSich plemen psi snadné&j$i manipulaci se zvife-
tem a usnadnila intravené6zni aplikaci ketaminu. NeZ&douci Géinky keta-
minu v podob& ki'e¢i u jednoho pacienta pfipisujeme nedostatetné sedaci
xylazinem. Pfi pouZiti thiopentalu popisu je Izquierdo (1982) pfi pro-
bouzeni z narkézy u nékterych zvirat psychomotoricky neklid, probou-
zeni u ndmi ovéfovaného zplisobu bylo ve vSech pfipadech klidné, bez
rusivych momentd.

Souhlasné s literdrnimi Gdaji jsme zaznamenali prikazny pfrechodny
utlum dechové c¢innosti pri xylazin-ketaminovém tvodu a z pp&étku
halotanové anestézie. Signifikantni zvySeni hodnot tepové frekvence
po zah&jeni inhalaéni anestézie lze priCist tachykardickému vlivu atro-
pinu a ketaminu. Statisticky priikazné odchylky v hodnotdch acidoba-
zické rovnovahy svédéi i pfi tomto zplsobu narkézy pro ¢édstednd kom-
penzovanou respiraénf acidézu.
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Our experience of the administration of xylazine and ketamine for an induction of
halothane inhalation anaesthesia in dogs is described in this paper. After this procedure
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had been evaluated in 10 test dogs, the xylazine-ketamine induction was used for
different surgical interventions in 160 patients. After joint i. m. atropine (0.05 mg/kg)
and xylazin (1.5—2 mg/kg) pre-medication general anaesthesia of the dogs was induced
by an i. v. administration of 1% ketamine (2 mg/kg). After intubation and anaesthetizer
connection halothane vapours had to be applied for 2 to 8 minutes at a 2.5% to 3.5 %
concentration to induce the tolerance stage of anaesthesia. Then the anaesthesia level
was maintained by an application of halothane vapours at a 0.5 to 1.5% concentration
(Tab. I). In addition to an evaluation of the anaesthesia proper, breathingrate, inspira-
tory and expiratory volumes, internal body temprature were recorded, ECG was made
and venous blood samples were taken to evaluate acid-base balance changes. The pro-
cessing of the obtained data (Figs. 1 to 5, Tab. II) revealed a transient breathing at-
tenuation after the xylazine-ketamine induction and partly compensated respiratory
acidosis. On the basis of our results this tested method can replace the traditional thio-
pental induction associated with the risks of cardiopulmonary depression, or even
blood circulation stoppage.

dog; inhalation anaesthesia; xylazine; ketamine; halothane; pulse; ECG; temperature;
breathing; inspiratory and expiratory volumes; acid-base balance
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LOZISKOVE ZMENY V PLOCACH ZAJACA POLNEHO VYVOLANE
PARAZITOM PROTOSTRONGYLUS COMMUTATUS (DIESING, 1851)

A. Pajersky, R. Svarc, M. Medvedova

PAJERSKY, A. — 3VARC, R. — MEDVEDOVA, M. (Helmintologicky tstav SAV,
Kosice): Loziskové zmeny v plicach zajaca polného vyvolané parazitom Proto-
strngylus commutatus (Diesing, 1851). Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (4): 249—255.

Studovali sme patomorfologicky obraz plic zajaca polného (Lepus europaeus
Pallas, 1778), vyvolany parazitom P. commutatus (Diesing, 1851). LoZiskové zme-
ny morfologicky pripominaji liahiiové uzly protostrongylidéz malych domécich
preZavavcov, no chyba v nich pohlavne produk&ny ¢erv. Podla naSich zistenf
ich formuja neoplodnené vajiCka, alebo rozpadavajice sa larvy vyvoldvajace
zapalové reakcie, ktoré sa roz8irili z bronchiolov do okolia. Makroskopicky sa
loZiskové zmeny prejavuji ako emfyzematické, zédpalové a indurované okrsky,
ktoré sa lokalizuji hlavne na koncoch diafragmatickych lalokov. Vyrazny edém,
ktory sprevddza regeneraéné pochody v loZiskovych zmenédch, vytvdra vhodné
podmienky na uplatnenie sa sekundarnych infekcii najrozmanitejej etioldgie.
PovaZujeme preto loZiskové zmeny z patogenetického a prognostického hladiska
za velmi nepriaznivé pre dalsi priebeh ochorenia.

zajac polny; Protostrongylus commutatus; loZiskové zmeny; emfyzém; zépal;
indurédcie; edém; pohlavné produkty

Literdrne tdaje o patomorfologickom obraze zajacej protostrongylézy,
najméd opisy makroskopického prejavu si rozdielne. Cvetajeva
a Mozgovoj (1960) uvadzaja, Ze protostrongyldozne zmeny na pla-
cach zajaca makroskopicky niekedy imituji pseudotuberkulézu. We't -
zel a Rieck (1972) ich opisuji ako hnedodervené tuhé loZiské roz-
dielnej velkosti. Hell (1972) opisuje plica zajacov invadované para-
zitom P. commutatus ako zvé&Sené a na povrchu hrbolaté. Kotlén
(1960), Babos (1962), Kotsche a Gottschalk (1977) uvad-
zajui, Ze kazdy druh rodu Protosrongylus prazitujici v plicach zajacov
m4é tak charakteristicky makroskopicky obraz, Ze uZ adspekéné vySetre-
nie plic je dostatoéné pre uréenie druhu.

Nami vySetrované zajace boli invadované len jednym druhom parazita,
a to P. commutatus. Morfologicky obraz pri monohelmint6ze vytvéara
podklad pre prakticki diagnostiku plicnej Cervivosti u tejto lovnej zveri
v nasich prirodnych podmienkach.

MATERIAL A METODY
Vysledky vychédzali z vy3etrenia 42 zajacov poInych (Lepus europaeus Pallas, 1778)

zo v3etkych ro&nych obdobf v priebehu Styroch rokov. Zo zajacov ziskangch irdivi-
dudlnym odstrelom sme do jednej hodiny po odstrele vypitvali pldca a vySetrili ich
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Gplnou orgénovou helmintologickou pitvou. Hodnotili sme na nich aj velkost, farbu,
konzistenciu a miesta odliSujice sa od zdravych pldc, a to tak na povrchu, ako aj
v plicnom parenchyme. PlGcny parenchym sme vy$etrovali kompresorickou metédou.
T4to met6da umoZnila urCovat nielen vgvinové 3t4di& plicneho nematbda, ale aj etin-
logicky poukdzat na charakter pldcnych lézif. Na zdklade tohto predbeZného vySetrenia
sme odoberali pldcne excizie na histopatologické 3tGdium. Fixovali sme ich 24 hodin
Bouinovym fixatnym roztokom, alebo neutrdlnym formolom. Po odvodnen{ v stdpajicej
alkoholovej rade sme ich zaliali do parafinu. Rezy hrubé 7—10 um sme farbili hema-
laun-eozinom a zaliali do kanadského balzamu ( Kutlfk, 1950). Makro- a mikrosko-
pické zmeny sme fotograficky dokumentovali.

VYSLEDKY

Patomorfologické zmeny v plicach zajacov vyvolané parazitom
P. commutatus sa makroskopicky prejavuji ako zmeny loZiskové a uzli-
kové. Vzhladom na to, Ze loziskové zmeny morfologicky pripominaji
liahiiové uzly protostrongylidéz malych domaéacich preZivavcov, rozhodli
sme sa ich zhodnotit samostatne.

LoZiskové zmeny sa na povrchu zajaCich pliuc prejavuji ako emfyze-
matické, zdpalové a indurované okrsky. Lokalizuju sa prevaZne na oboch
koncoch diafragmatickych lalokov. Ked v loZiskov§ch zmenédch prevléa-
da emfyzém, si svetlé a ndpadne sa odliSuji od okolia (obr. 1). Dilato-
vané alveoly dévaju tomuto protostrongyléznemu afektu Strukturélny
ndznak pripominajici malinu. Makroskopicky ho moZeme vtesnat do
formy viaclalotného tutvaru. V zoSkraboch reznych ploch z emfyzema-
tickych loZisk sme nas3li len neoplodnené vajitka protostrongyla. Do-
spelé ¢ervy sme nikdy nena$li. Nepotvrdilo ich ani kompresorické vy3et-
renie celého emfyzematického okrsku a jeho okolia. V histologickych
preparédtoch loZiskovy emfyzematicky afekt ohraniCuje z6na stlacdenych
plicnych Struktir, bez zretelnejSich priznakov rozvoja atelektatickych
zmien (obr. 2). Emfyzematické zmeny v zajaCich plicach vyvolavaja vy-
razné exudativne zé&palové procesy v bronchoch a bronchioloch, stimu-
lované neoplodnenymi a rozpaddvajucimi sa vajickami, s tendenciou
rychlo prenikat do okolitych plicnych tkaniv.

1. Emfyzematicky okrsok — An emphy-
sematous area nou bronchiolitidou — Acute bronchio-
litis stimulated vicarious emphysema
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4. Zépalovy proces, 3iriaci sa z bronchiol
do okolitgch alveol s rozpadavajicimi

sa neoplodnenymi vajickami — The

inflammatory process spreading from

3. Zépalovy okrsok — An inflammation the bronchioles to surrounding alveoli
area with disintegrating unfertilized eggs

5. Monocytdrne a fagocytdrne reakcie
sprevddzané eozinofilnymi granulocyt-
mi v zépalovom loZisku — Monocytic
and phagocytic reactions accompanied
by eosinophilic granulocytes in the
inflammation layer

Emfyzematicky charakter plicneho afektu vystriedajua potom zépalové
loZisk4, ktoré sa makroskopicky prejavuji ako hnedocervené tuhé okrs-
ky. Makroskopicky ich dokumentujeme na obr. 3 a histologicky na obr.
4 a 5. Tieto zmeny su v makroskopickom obraze zajafej protostrongylozy
len prechodné, ¢o vyplyva zo Staddiovosti zdpalu. Zachytit ich v manifest-
nom §taddiu rozvoja nam umoZnilo celorodné vySetrovanie zajacov.
V loZiskovych zmenédch emfyzém kompenzuje zniZenu vitdlnu kapacitu
plic, a preto ho mdZeme oznacit ako vikarujici emfyzém.

Neoplodnené vajicka a uviaznuté, rozpaddvajice sa larvy protostron-
gyla provokuji zapalové reakcie, ktoré mézZu v loZiskovych zmenédch
vylstit az do obliterdcie bronchiolov (obr. 6), o sa makroskopicky pre-
javuje indurdciou (obr. 7). K obliterdcii bronchov dochéddza tak, Ze
fagocytdrna schopnost monocytov je transformovand na reparacni.
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6. Obliterdcia bronchiolu — Bronchiole
obliteration

7. Indurované okrsky — Indurated areas

Z etiologického hladiska priméarnou pri¢inou vzniku loZiskovych zmien
st bud neoplodnené vajicka, alebo uviaznuté rozpaddvajice sa larvy
parazita P. commutatus, ktoré stimuluji zapalové reakcie.

Pri posudzovani uvedenych jednotlivych foriem loZiskovych zmien za-
jacej protostrongylozy z hladiska priebehu zapalovych reakcii moéZeme
povedat, Ze sa na nich podielaji krvné bunkové elementy emigrované
z dobre rozvinutého krvného systému zajaca. Ide hlavne o prestup eozi-
nofilnych granulocytov, ktoré infiltruji okolité plicne tkanivd. Upozor-
nujeme pritom na pozoruhodnid osobitost, Ze nezasahuji tak rusivo do
Struktiary bronchialnych stien, Ze by narusili priechodnost lumenu bron-
chiolov. Zachovanie komunikécie bronchiol s vonkajSim prostredim za-
bezpeCuje eliminovanie splodin zdpalovych reakcii a ¢astic fagocytova-
nych monocytmi. Ufast jednotlivych celularnych zloZiek zapalového
procesu v loZiskovych zmendch vytvara také podmienky, Ze tieto afekcie
vo vidcSine pripadov vyustia do regeneracie. No vyrazny edém, Kktory
sprevddza regeneracné pochody, je predispozi¢nym faktorom na uplatne-
nie sa sekundarnych infekcii najrozmanitejSej etiolégie. PovaZujeme
preto loZiskové zmeny, tak z hladiska patogenetického, ako aj z hla-
diska prognostického, za velmi nepriaznivé.

DISKUSIA

Rozdelenie plicnych afekcii na loZiskové a uzlikové pri protostron-
gyléze zajacov neuvadzaju ziadni autori. K takejto makroskopickej dife-
rencidcii sme prisli na zdklade nadsho hodnotenia. Pri Stadiu protostron-
gyloznych zmien sme okrem morfologickych kritérii brali do uvahy aj
etiologicky agens jednotlivych plicnych afekcii. LoZiskové zmeny formu-
jia bud neoplodnené vajicka, alebo rozpadavajice sa larvy s ndslednymi
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zdpalovymi reakciami. Uzlikové zmeny si prejavom vyvijajacich sa po-
hlavnych produktov parazita. Zistend etiologickd odliSnost pri formo-
vani protostrongyléznych afekcii umoZnila vysvetlit dany reaktivny
prejav hostiteIského organizmu s nédslednym rozdielnym rozsahom mak-
roskopickych zmien. Uc¢ast len pohlavnych produktov na formovani
loZiskovych zmien vych&dza zo spdsobu Zivota Cerva P. commutatus.
Dospelé, pohlavne produkéné cervy s lokalizované na bifurkéicii tra-
chey a na extrapulmonédlnych bronchoch (Pajersky a i, 1991).
Jeho Zivotné prejavy zddvodiiuji aj absenciu protostrongyliddéznych
liahtfiovych uzlov, aké sa formuji u malych domé&cich preZivavcov
(Svarc, 1977). Zendulka a i. (1987) v3ak protostrongyl6zne afek-
cie v plicach zajacov oznacduji ako liahiiové uzly i napriek tomu, Ze
v nich chybaji pohlavne produkéné &ervy. Pricom dalej tvrdia, Ze ver-
minézne uzliky v plicach zajacov chybaji. Autori nevysvetluji, €o si
pod pojmom verminézny uzlik predstavuju. Dévod nediferencovania
makroskopického obrazu protostrongylézy zajacov tak, ako ho uvéadza-
me my, vidime v pristupe k hodnoteniu. Nezohladiiuje sa v fiom rozdiel-
na reaktivnost hostitelského organizmu s néslednym morfologickym
prejavom v spojitosti s etiologickym agensom. Pri protostrongyléze za-
jacov st zmeny na pltiicach — loZiskové, uzlikové — formované len po-
hlavnymi produktami na réznom stupni vyvoja a Zivotaschopnosti. Chy-
banie pohlavne produkénych ¢ervov v plicnych afekcidch je hlavnym
rozdielom medzi protostrongyléznymi loziskami u zajaca a u domécich
preZivavcov.

Rozdielnost spésobu hodnotenia sa prejavuje aj pri samotnom patolo-
gickom opise protostrongyléznych zmien. Wetzel a Rieck (1972)
aj Nickel a Gottwald (1979) uvadzaji, Ze na plicach zajacov
pozorovali hnedocdervené loZiskd, ktoré sme my charakterizovali ako
zdpalové okrsky. Takuto bliZz$iu Specifikdciu umoZiiuji iba sezénne vy-
Setrenia pldc. OdliSné si aj nédzory na vznik indurovanych loZisk. Via-
ceri autori (Erhardova ai., 1953; Zavadil, 1955; Sitko a i,
1970; Nickel a Gottwald, 1979) ich vznik spédjaji s pridruZenou
sekundédrnou infekciou. K takémuto klasifikovaniu uvedeni autori pri-
stupovali preto, lebo v tychto afekcidch nezistovali parazitdrneho pé-
vodcu. NaSim §tidiom sme zistili, Ze primédrnou pri¢inou vzniku induro-
vanych loZisk si len pohlavné produkty parazita. Citovanymi autormi
uvddzand absencia pohlavnych produktov je spdsobend prebiehajicimi
lytickymi a fagocytdrnymi pochodmi. S morfologickym prejavom indu-
rovanych loZisk vyvolanych bakteridlnou infekciou, ako ho uvéadza
Bednd&f (1982), sme sa pri naSom Stidiu nestretli.

Pri patomorfologickom opise zajafej protostrongylozy vdcsina autorov
(Sitko a i, 1970; Gaafar, 1971; Wetzel a Rieck, 1972;
Spenik, 1977, Nickel a Gottwald, 1979; Boch a Suppe-
rer, 1983; Grafner, 1986) uvddza na plicach néalez Zltobielych
fibrinovych povlakov a hnisavych loZisk, ako désledok pridruZenia sa
sekundarnej infekcie. My sme sa v na$ich vypitvanych plicach s takym-
to obrazom nestretli. Dovod tohto rozdielneho obrazu vidime v spdsobe
ziskavania zajacov. Zatial, ¢o v8etky naSe vySetrované plica boli ziska-
né z individualne odstrelenych zajacov, citovani autori uvadzajd, Ze
u nich vé&césSinu pitevného materidlu tvorili ndjdené uhynuté zvierata.
Vysoky podiel pridruZenej bakteridlnej infekcie u tychto zvierat vidime
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v tom, ¥e ona sama bola hlavnou pri¢inou dhynu zajacov. Materiél, kto-
r¢ sme spracovali, pochddzal z baZantnic, kde sa chorobne zoslabnuté
zvieratd stdvaji lahkou koristou dravcov, ¢o zniZuje moZnost nélezu
uhynutych zvierat. Nami zisteny vyrazny edém, ktory sprevéadza zépa-
lové reakcie v loZiskovych zmenéch, vSak vytvdra podmienky pre uplat-
nenie sa rdéznej infekcie. PovaZujeme preto loZiskové zmeny v spojitosti
so sekund4drnou infekciou za jednu z hlavnych prig¢in dhynu zajacov.

Na vznik protostrongyléznych loZiskovych zmien sa podielaji pohlav-
nymi produktami stimulované rézne formy zépalovych reakcii, ktoré sa
roz$irili z bronchiolov do okolitého plicneho tkaniva. Patomorfologic-
kym Stidiom sme zistili, Ze tato zloZka plicneho parenchymu najpod-
statnejSie ovplyviiuje funk&nost pltc. Rozhodli sme sa preto, Ze regene-
raéné zmeny v bronchioloch zhodnotime v samostatnom prispevku, ¢o
nédm vytvori priestor pre ich podrobnejsi opis.
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PAJERSKY A. — SVARC, R. — MEDVEDOVA, M. (Helminthological Institute of the
Slovak Academy of Sciences, Kosice): Layer changes in the lungs of hare provoked
by the parasite Protostrongylus commutatus (Diesing, 1851), Veter. Med. (Praha), 37,
1992 (4): 249—255.

The pathomorphological changes in the lungs of hare (Lepus europaeus Pallas, 1778)
provoked by the parasite P. commutatus (Diesing, 1851) are macroscopically mani-
fested as layer and nodular changes. With regard to the fact that the layer changes
are suggesting the hatching nodules of protostrongyloses of small domestic ruminants,
we have decided to rate them separately because of the differentiation. The layer
changes on the surface of hare's lungs become evident as areas of emphysema, inflam-
mation and induration. The emphysematous changes are macroscopically evident in the
form of lobular formation (Fig. 1). Histologically, it was found out that the emphy-
sematous effect was limited by an area of compressed lung structures without perspl-
cuous signs of the development of atelectatic changes (Fig. 2). The emphysematous
changes are causing prominent exudative inflammatory processes in the bronchi and
bronchioli provoked by unfertilized and desintegrating eggs of parasites. Inflamma-
tory layers are macroscopically evident as solid brown-reddish areas (Fig. 3). Their
macroscopic manifestation is transient. It is qualified by the stages of the inflammation
itself. It is possible to put down the stage of manifestative development of the changes
in the inflammatory areas only by continual examinations of hare's lungs all year
round. Unfertilized eggs and grounded, desintegrating larvae of protostrongylus are
provoking the inflammatory reactions which may lead in the layer changes to the
obliteration of bronchioli (Fig. 6), which is macroscopically evident as induration
(Fig. 7). The bronchioli are oblitered so that the phagocytic ability of monocytes is
transformed to a reparative ability. From the etiological point of view the primary
cause of the origin of layer changes is either unfertilized eggs or grounded desintegrat-
in larvae of the parasite P. commutatus which stimulate the inflammatory reactions.
With regard to the course of the inflammatory reactions the blood elements are par-
ticipating in the formation of the particular forms of the layer changes of the hare's
protostrongylosis. It is mainly the penetration of eosinophilic granulocytes. Participa-
tion of particular cellular parts of the inflammatory process in the layer changes
creates such conditions that these affections lead to regeneration in the majority of
cases. Prominent oedema accompaying the process of regeneration is a predisposing
factor for asserting the secondary infections of various etiology. Therefore from the
pathogenetical point of view, and also from the prognostical viewpoint layer changes
are not favourable.

Lepus europaeus Pallas; layer changes; emphysema; inflammation; induration; oedema;
sexual products

Adresa autorov:

MVDr. Anton Pajersky, CSc., MVDr. Rudolf Svarc, DrSc., MVDr. Maria Med -
vedovad, Helmintologicky ustav SAV, Dukelskych hrdinov 3, 04001 Ko3ice

VETERINARN! MEDICINA — 19392 255



POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU VETERINARNI MEDICINA

Casopis VETERINARNI MEDICINA uvefejiuje pivodni prace, recenze apod.

Autor je plné odpovédny za pilvodnost prace a za jeji vécnou i formé&lni sprdvnost.
K praci musi byt pfipojeno prohléd3eni autora o tom, Ze prdce nebyla publiko-
véna jinde.

O uvefejnéni prace rozhoduje redakéni rada Casopisu, a to se zietelem k lektorskym
posudkiim, védeckému vyznamu a prinosu i kvalit& praci, Jednotlivé prédce nemaji mfit
rozsah vé&tsi nez 10 aZ 12 stran psanych na stroji se viemi prilohami.

Technicka dprava rukopisu. Uprava rukopisu ma odpovidat CSN 88 0220 (forméat A,
30 fadek na stranku, 60 thozi na Ffadku, tzn., Ze mezi Fadky se délaji dvojité mezery).
Ilustrace, grafy, tabulky a fotografie (Cernobilé) maji vyhovovat CSN 88 2109, dodéavaji
se zvlast a nepodlepuji se. Rysuji se tudf na bil§ nebo pauzovaci papir a popisuji se
jednotnou velikosti pisma (3ablona 3,5 mm). Na zadni strané se vyznali tuZkou pota-
dové &islo obrdzku a napiSe se jméno autora Cldnku, Texty k obrazkiim se dodévaji
na zvlastnim list®, umisténi obrazki se oznaCuje na levém okraji prFislusné strany
rukopisu ¢fslici v krouZku. Tabulky se Cisluji Fimskymi Cislicemi, Na v3echny obrézky
i tabulky musi byt v textu prdce odkazy. Pro prfeklad do angli€tiny je nutné vysvétlit
viechny pouZité zkratky.

Oprava vlastni prace. Ndzev prdce nemé presahovat 85 thozil, je nutné se v nézvu vy-
varovat obecnych frazi jako: Studie o..., Prispévek k... KaZdy zaslany ¢lanek musi
byt samostatnou praci, nemohou byt publikovdny Clanky na pokracovéni, stejnd tak
jsou vylouceny podtituly ¢lank.

Jména autorl se uvadeéji bez tituli — prijmeni a prvni pismeno jmeéna.

Souhrn, Vypracovéani souhrnu je nutné vénovat obzvlastni péc¢i. Autor do ného mé
shrnout v3e, co je na jeho préaci pozoruhodné a nové a co méa byt dokumentovano.
Souhrn ma byt nekritickym informaénim vybérem vyznamného obsahu a zavéru, ni-
koliv v3ak jeho pouhym popisem. Musi vyjadrit v3echno podstatné, co je obsaZeno ve
veédecké praci, nema ji vSak nahradit. Nesmi prekrocCit rozsah 170 slov. Je tifeba, aby
byl psdn celymi v&tami, nikoliv telegrafickym zplisobem. Pro preklad do anglittiny se
poZaduje souhrn del$i (do dvou rukopisnych stran) s odkazy na tabulky a obréazky,
popfF. s anglickymi odbornymi terminy nebo uZ preloZeny do angli€tiny. Souhrn zacina
jménem autoril, ndzvem pracovidté a jeho sidlem (v zévorce), titulem ¢lanku a citaci:
Veter. Med. (Praha), 00, 1990, Mista oznafend nulami doplni na kompletni citaci pfi
korekture redakce.

Kli¢ova slova. Pod souhrn je nutno po vynechéni radky pripojit kliCovéa slova. Ta maji
slouzit k rychlé orientaci a pri zalfazovéani prdce do kartotéky. KliCovych slov by ne-
mélo byt méné nez 3 a vice neZ 12. Za¢inaji malym pismenem a oddé&luji se stfednikem.
Ovod. Uvod m4a obsahovat hlavni diivody, pro¢ byla prdace uskutetn&na a velmi struc-
nou formou stav studované otdzky. Je nutné se v ném vyhnout rozsédhlym historickym
prehledim. Uvéadi se bez nadpisu, je mozné v ném uvést k praci se vztahujici citaci
autortt (doporutuje se co nejniZsi pocet citaci — Ctyfi aZ osm autori).

Materidl a metody. Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li pivodni, jinak postaluje
citovat autora metod a uvadét jn piipadné eodchylky. Je v nich popsdn pokusny ma-
terial. Popis metod by mé&l umoZnit, aby kokoliv z odborniki mohl podle n&ho a pfi
pouziti uvedenygch citaci praci opakovat.

Vysledky. Doporutuje se nepouZivat k vyjadieni kvantitativnich stavii tabulek a dat
pfednost grafiim nebo tabulky shrnout ve statistickém hodnoceni naméfenych hodnot.
Tato &ast by neméla obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale faktické nalezy.

Diskuse, Diskuse obsahuje zhodnoceni préace. Diskutuje se o moZnych nedostatcich
a prace se konfrontuje s vysledky drive publikovanymi (poZaduje se citovat jen ty
autory, ktefi maji k publikované préaci bliZ3i vztah), pokud maji souvislost nebo pokud
jsou s predloZenou praci néjak srovnatelné.
Literatura. V textu se pfi citaci uvede jméno autora a rok publikovani. Do seznamu
se zafadi v3echny prace citované v textu Clanku, a to podle abecedy, bez ¢islovani,
kaZda citace na movém Fradku. Je-li vice praci od téhoZ autora ve stejném roce, prida
se k letopoGtu oznadeni a, b, c. Literatura mus{ odpovidat CSN 01 0197.

Zkratky nazvi &asopisl je tfeba dodrZovat podle publikace doc. Bojiianského a kol.,
vydané v roce 1982 Slovenskou akadémiou vied pod nézvom Periodikd z oblasti biolo-
gicko-poInohospodérskych vied, ich citacie a skratky.

Adresa autora. Na zvlastnim list€ uvede autor akademicky titul, jméno (ne jen zkrat-
ku), prijmeni, v&deckou hodnost a podrobnou adresu pracovisté s PSC. Toté¥ uvede
i pro spoluautory.

256 VETERINARNI MEDICINA — 1992



VYHODNY LEASING

STROJU A ZARIZENI
NEJEN PRO ZACINAJICI
PODNIKATELE

AS.

ADEKO, a. s., VAm nabizi

— kapitalovou tdcast v jinych podnikatelskych subjektech

— spole¢né podnikéni

— poradenskou, konzulta¢ni a zprostfedkovatelskou ¢innost
v oboru ekologie

— investorskou a investi¢ni ¢innost

s

— TeSeni odbytovych potiZi vyrobcim a obchodnim organi-
zacim formou leasingového financovani

ADEKQO, a. s.
Slezska 7

12056 PRAHA 2
tel.: 25 83 42

fax: 2072 29




47 681

Rukopisy odevzddny k tisku 28. 2, 1992 — Podepséno k tisku 28. 5. 1992

Védecky tasopis VETERINARNI MEDICINA e Vyd4ava Akademie zemé&dé&lskych v&d CSFR
— Ustav viédeckotechnick§ch informaci pro zem&d&lstvi e Vychazi m&siénd e Redaktor-
ka ing. Zdeiika Rado3ovd e Redakce: 12056 Praha 2, Slezskéd 7, telefon 257541 e Vy-
tiskly OSTRAVSKE TISKARNY, s. p., Ostrava 1, Novinafskd 7 e (C) Ustav v&deckotechnic-
kych informaci pro zem&d&lstvi, Praha 1992

Roz3ifuje PNS. Informace o pfedplatném podd a objedndvky prijimd PNS-UED Praha,
Kafkova 19, 160 00 Praha 6.



