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STEROIDNA DOMINANCIA, ENZYMATICKA AKTIVITA
A MORFOLOGICKY VZHI!AD BUNIEK GRANULOZY
NAJVACS{CH FOLIKULOV KRAV

L. Lazar!, L. Kolodzieyski’

YWstav experimentdlnej veterindrnej mediciny, KoSice
Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

Porovnavali sa koncentricie 17 beta-estradiolu a progesteronu vo folikulove;j tekutine
najvacsich folikulov krav s morfologickym stavom steny folikulov posiidenych rastro-
vacou elektronovou mikroskopiou a enzymatickou aktivitou nedpecifickej esterdzy a
kyslej fosfatazy bunick folikulov. Priememné koncentracie 17 beta-estradiolu, estrogén
dominantnych folikulov (n = 12) boli 2173,0 + 1605,0 nmol/l, zatial o progesterénu
260,1 t 69,1 nmol/l. Priememe koncentricie 17 beta-estradiolu v progesterén domi-
nantnych folikulov (» = 22) boli 225,8 + 130,7 nmol/1 a progesterénu 2121,7 + 675,5
nmol/l. Enzymatickd aktivita ako kyslej fosfatdzy aj neSpecifickej esterazy bola vy-
razna v bunkich granulézy progesterén dominantnych folikulov, pri progesterén do-
minantnych folikulov s vysokymi koncentraciami progesterénu velmi vyrazna. Pri
estrogén dominantnych folikulov sa v niektorych pripadoch zistila nizka aktivita tychto
enzymov, hlavne vo folikuloch, kde index podielu medzi progesterénom a estradiolom
sa bliZil ku koeficientu 0,8. Pri rastrovacej elektronovej mikroskopii sa pozorovala uni-
formita velkosti folikularnych buniek pri vyraznej estrogénovej dominancie folikulov.
S pribudanim koncentracii progesterénu vo folikuldrnej tekutine sa zistil vyskyt vac&3ie-
ho po¢tu mensich buniek pravdepodobne pyknotickych. Pri vyraznej luteinizdcii sa po-
zorovala pritomnost velkého po&tu mikroklkov na bunkich granulézy. Z vysledkov
vyplyva tizky vzfah medzi zmenami koncentricii steroidov vo folikuldmej tekutine
a zmenami v enzymatickej aktivite folikulimych bunieck a morfologického vzhfadu
steny folikulov.

krava; folikul; progesterén; 17 beta-estradiol; kysla fosfatdza; nedpecificka esteraza,
rastrovacia elektronova mikroskopia

Cyklickd povaha reprodukénych procesov samic je do zna¢nej miery z4visld na
jedine¢nej kapacite ovaridlnych folikulov zmenif $truktiru a funkcie. Proces dife-
rencidcie pocas folikulogenézy prebieha vo v3etkych Castiach folikulu. Bunky gra-
nuldézy odrdzaju vysoky stuperi Strukturdlnych zmien a hraju kla¢ovu lohu pri
funk&nom zreni neporuseného folikulu. Zmeny v reakcii na endokrinné a parakrinné
vplyvy vytvdraji unikdtne prostredie, ktoré je nevyhnutne potrebne pre rast oocytu
a ovuldciu, ¢o je dosiahnuté zmenami biochemickej aktivity a vniutorného anato-
mického vzdjomného vzfahu folikulu (Linder ai, 1976; Hsueh, 1986).

Cely tento proces rastu a diferencidcie je zdvisly na gonadotropnej stimuldcii fo-
likulov a kvantite receptorovych miest schopnych ich viazaf. Gonadotropiny cez
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receptorovy systém buniek granul6zy aktivizuji adenyldt cykldzovy systém, €o
vedie ku syntéze intraceluldimeho druhého posla cAMP. V dosledku pdsobenia
cAMP dochddza ku syntéze steroidov, hlavne 17 beta-estradiolu, ktory ma povahu
autokrinného reguldtora rastu folikulov(Richards, 1980; Hsueh ai., 1984)
a spolu s FSH, inzulinom, inzulinu podobnym rastovym faktorom a inymi rastovymi
faktormi je nevyhnutny pri tvorbe receptorovych miest pre LH (Erickson,
1986; Driancourt, 1991). Je tieZ i¢innym mitogénym faktorom pre bunky
granulézy (Hisaw, 1947). Progesterén, glukokortikoidy, prolaktin a iné faktory
naopak tieto pochody vo folikuloch brzdia(Mc¢ Neilly ai., 1982; Schoo -
maker ai, 1983; Schreiber, 1980).

Ciefom prace bolo porovnaf koncentricie 17 beta-estradiolu a progesterénu vo
folikuldrnej tekutine najvacSich folikulov krdv s morfologickym stavom stien foli-
kulov, konkrétne membrana granuldza, ako aj enzymatick aktivitu alkalickej fosfa-
tdzy a neSpecifickej esterdzy ako markerov katabolyckych pochodov vo folikuloch.

MATERIAL A METODY

Vaje¢niky sa ziskali na bitinku od 34 kusov ndhodne vybratych krdv kriZzeniek
SS x NCS. Folikuldrna tekutina pre stanovenie koncentrécii 17 beta-estradiolu a pro-
gester6nu sa odobrala aspirdciou najvi&§ich folikulov. Centrifugovala sa pri
otatkach 3000 G a ulozila do mrazni&ky pri - 18 °C. Cast steny folikulu sa vystrihla
a fixovala pre postdenie rastrovacou elektrénovou mikroskopiou. TieZ sa z foliku-
lov urobili stery na podlozné skli¢ka pre postidenie enzymatickej aktivity foliku-
larnych buniek membréna granul6za.

Koncentrdcie 17 beta-estradiolu a progesterénu sa stanovili RIA sipravami
z URVIJT Kogice typového oznacenia RIA-test-ESTRA (SI-125-129), resp. RIA-
-test-Prog (SI-125-6). Folikuldrna tekutina sa riedila 1,5% hoviddzim gamaglobuli-
nom. Intra- a inter-assay koeficient varidcie pouZitych metdd pre 17 beta-estradiol
RIA supravy bola 10,1 a 13,3 %, pre progesterén RIA-supravy 11,4 % a 13,7 %.

Na ur¢enie steroidnej dominancie folikulov sa pouZila metéda Callesena
a i. (1986) zaloZend na vyjadreni vzdjomného indexu podielu medzi koncentrdciami
progesteronu a 17 beta-estradiolu. Folikuly s indexom podielu koncentracii men$im
ako 0,8 sa povaZovali za estrogén dominantné, v rozpiti od 0,8 do 1,2 za folikuly
v prechodnej fize vyvoja a s indexom nad 1,2 za folikuly progesterén dominantné.

Rastrovacia elektronovd mikroskopia sa robila z excizii stien folikulov po
vystrihnuti a opldchnuti kakodyldtovym pufrom. Tieto sa fixovali v zmesi 2,5% glu-
taraldehydu a 2% paraformadelhydu a postfixovali v 1% rozpustnom 0,125 Mol ka-
kodyldtovom pufri. Odvodiiovali sa vzostupnym radom etanolu. Vysusili kritickym
bodom CO, (polarom), pokovili zlatom o hribke 20 pm JEOC (JFC 1100) a pozo-
rovali v elektronovom mikroskope JEOC 1200 MX pri urychlovacom napiti 20 kV.

Postidenie enzymatickej aktivity sa robilo na steroch z granul6znych buniek, kde
sa dokazovala aktivita kyslej fosfatdzy a ne3pecifickej esterdzy inkubéciou v inku-
ba¢nych médidch podrla autorov L 0 jd a ai. (1979). Po inkubdcii sa steny opldchli
destilovanou vodou, fixovali formalinom, zaliali do glycerin Zelatiny a pozorovali
svetelnym mikroskopom (Carl-Zeiss Jena). Koncentricie steroidov st uvidzané
v nmol/l + SEM.
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VYSLEDKY

Priememné koncentrdcie 17 beta-estradiolu v estrogén dominantnych folikuloch
(n = 12) boli 2170,0 £ 1605,3 nmol/l, pri¢om individudlne koncentrdcie sa pohy-
bovali od 170,0 do 10180,0 nmol/l. Priememé koncentricie progesteronu boli
v tychto folikuloch 260,1 + 69,1 nmol/l pri individudlnych koncentrdcidch od 98,9
do 473,7 nmol/l.

Priemerné koncentrdcie 17 beta-estradiolu v progesteron dominantnych foliku-
loch (n = 22) boli 225,8 + 130,7 nmol/l, pri individudlnom rozpiti od 1,7 do
1118,0 nmol/l. Priememné koncentrcie progesterénu v tych istych folikuloch boli
2121,7 * 685,5 nmol/l pri individudInych koncentrdcidch od 225,2 do 5729,4 nmol/l.

Folikuly v prechodnej fize vyvoja sme v experimente nezaznamenali.

Enzymatickd aktivita kyslej fosfatdzy ako 4j neSpecifickej esterdzy bola vyrazna
hlavne pri bunkdch granulézy, pochddzajicich z progesterénu dominantnych foli-
kulov. Intenzita zafarbenia sa pohybovala v rozpiti od + do +++ kriZikov (obr. 1
a 2). Pri estrogén dominantnych folikuloch sa v bunkdch granulézy niektorych fo-
likulov tieZ zistila nizka aktivita oboch sledovanych enzymov na + kriZik, hlavne
vo folikuloch so zvySenymi koncentrdciami progesterénu (obr. 3 a 4), ked index
pomeru medzi progesteronom a estradiolom sa bliZil k hodnote 0,8.

Pri vyraznej estrogénnej dominancii folikulov sa rastrovacou elektrénovou
mikroskopiou zistovala vyraznd uniformnd velkosf buniek membrana granuléza
(obr. 5 a 6). So zistenym ndrastom koncentracif progesterénu vo folikuldrnej tekutine
sa pozoroval vyskyt vi¢Sieho po&tu mensich svetlych buniek pyknotickych (obr. 7
a 8). Pri vyraznej luteinizcii folikulov sa pozorovala pritomnost vefkého pottu
mikroklkov na bunkdch granulézy (obr. 9 a 10).

DISKUSIA

Zistenie zmien koncentracii 17 beta-estradiolu a progesterénu ako aj morfolo-
gickej rozdiely v kvalite folikulov su porovnatefné s dostupnymi udajmi z literatiry
(Kolena a.i,,1976; Ireland a Roche, 1982;1983; Dieleman ai,
1983; Lazdr ai., 1990, 1991).

Zmeny koncentrdcii steroidov vo folikuldrnej tekutine st markerami, ktoré odra-
Zaju schopnost folikulu produkovat a vylu€ovat steroidy (England ai., 1981;
Lazdr ai, 1990). Pri strate schopnosti folikulu syntetizovat estradiol, vo foliku-
ldrnej tekutine sa zistuji vy$8ie koncentrdcie progesterénu a androgénov, &o je
doprevddzané zmenou kvality folikulu, pri¢om histologicky ndlez sa zhoduje s ni-
lezmi aké si pozorované pri atretickych, resp. luteinizovanych folikuloch po LH
vrchole Ireland a Roche, 1983; Callesen ai, 1986; Fortine
a i, 1991). Histologické ndlezy pri estrogén dominantnych folikuloch sa naopak
zhoduju s ndlezmi aké su zistované pri rasticich vyvijajucich sa folikuloch (M ¢
Natty ai, 1979; Carson ai, 1981; Webb a England , 1982). Fo-
likuly s prevlddajicimi koncentrdciami progesteronu (progesteron dominantné) sa
velkosfou nelifia od estrogén dominantnych folikulov (Zimmermann ai,
1990), obsahuju menej buniek granulézy a maji naruSeni bazdlnu membrinu
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1. Aktivita kyslej fosfatizy. Progesteron dominantny folikul. Koncentricie E2 194,0 nmol/l;
P4 5729,4 nmol/l; zva&3enie 290x - The activity of acid phosphatase. A progesterone dominant
follicle. The concentration of E2 194.0 nmol/l; P4 5729.4 nmol/l; 290-fold magnification

2. Aktivita ne3pecifickej esterdzy. Progesteron dominantny folikul. E, 194,0 nmol/l; P, 5729,4
nmol/l; zvacSenie 290x - The activity of nonspecific esterase. A progesterone dominant follicle.
E; 194.0 nmol/l; P, 5729.4 nmol/l; 290-fold magnification

324 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6): 321-332



3. Aldtivita kyslej fosfatdzy. Progesteron dominantny folikul pri nizkych koncentrécidch. Ez a P4 83,9
nmol/l, resp. 235,2 nmol/l; zva&Senie 290x - The activity of acid phosphatase. A progesterone do-
minant follicle at low concentrations. E2 and P4 83.9 and 235.2 nmol/, respectively; 290-fold magni-
fication

4. Aktivita nedpecifickej esterdzy. Estrogén dominantny folikul. E, 440,0 nmol/l; P4 112,2 nmol/l;
zvit3enie 290x - The activity of nonspecific esterase. An oestrogen dominant follicle. E, 440.0
nmol/l; P, 112.2 nmol/l; 290-fold magnification
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5. Rastrovacia elektrénovad mikroskopia. Estrogén dominantny folikul. E2 440,0 nmol/l; P4 112,2
nmol/l; zvag¥enie 3,0 x 1500 - Scanning electron microscopy. An oestrogen dominant follicle.
E2 440.0 nmol/l; P4 112.2 nmol/l; 3.0 times 1,500 magnification

6. Estrogén dominantny folikul. E, 10180,0 nmol/l; P, 473,7 nmol/l; zva&3enie 2,8 x 2500 - An
oestrogen dominant follicle. E, 10180.0 nmol/l; P, 473.7 nmol/l; 2.8 times 2,500 magnification

326 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6): 321-332



7. Estrogén dominantny folikul s nizkou aktivitou steroidov. E2 170 nmol/l; P4 18,9 nmol/l; zvaZ3enie
3,0 x 600 - An oestrogen dominant follicle with the low activity of steroids. E2 170 nmol/l; P4 18.9
nmol/l; 3.0 times 600 magnification

8. Progesterén dominantny folikul nizke koncentricie steroidov. E, 83,9 nmol/l; P, 225,2 nmol/l;
zvit3enie 2,8 x 2000 - A progesterone dominant follicle. Low concentrations of steroids. E, 83.9
nmol/l; P4 225.2 nmol/l; 2.8 times, 2,000 magnification
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9. Progesteron dominantny folikul. E2 194,0 nmol/l; P4 5729,4 nmol/l; zva&3enie 2,8 x 2500 - A pro-
gesterone dominant follicle. E2 194.0 nmol/l; P4 5729.4 nmol/l; 2.8 times 2,500 magnification

10. Progesterén dominantny folikul. E, 18,9 nmol/l; P4 2567,1 nmol/l; zva¢3enie 2,8 x 2500 - A pro-
gesterone dominant follicle. E, 18.9 nmol/l; P, 2567.1 nmol/l; 2.8 times 2,500 magnification
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a vrstvy téky a tieZz zniZen\ schopnost viazaf gonadotropiny (Ireland a
Roche, 1983).

V takychto folikuloch sa pri histologickych vySetreniach zistuje zvySeny vyskyt
buniek granul6zy s pyknotickymi jadrami (R y an, 1981).

Pri nastupujucej atrézii, resp. pri zmene kvality folikulov dochddza okrem zmien
morfolegickych a endokrinnych aj k histochemickej zmene kvality buniek membri-
na granuldza. Tieto histochemické zmeny, predchddzaji ndslednym morfologickym
zmendm atrézie folikulov (R yan, 1981).

Su zndme rozdiely v enzymatickej aktivite alkalickej fosfatdzy, leucin amino-
peptiddzy, laktdt dehydrogendzy v predovulaénych folikuloch. TieZ sa zistil zvySeny
vyskyt aktivity kyslej fosfatdzy a neSpecifickej esterdzy v bunkdch granul6zy Graa-
fovych folikulov potkanov po aplikdcii PMSG - hCG (Guray a, 1985). ZvySenie
koncentrdcie enzymov sa zistilo bez toho, Ze by boli pozorované morfologické
zmeny pri pouZiti klasickych histologickych technik na bunkdch bez najmen$ich
priznakov luteinizdcie, resp. degenerdcie (Guraya, 1985).

Pri posudzovani folikulov na zdklade rastrovacej elektronovej mikroskopie sme
dospeli k ndzoru, Ze histochemické zmeny a endokrinné zmeny folikulov su
v izkom vzfahu s morfologickymi zmenami buniek granul6zy, aj ked tieto klasicky-
mi histologickymi technikami na wirovni svetelnej mikroskdpie eSte nie su zistitefné.
Obraz kvality folikuldmych buniek nami sledovanych estrogén dominantnych foli-
kulov zodpoveda kvalite zdravych rasticich folikulov, ako to opisali vo svojej praci
Chang ai. (1978).

Bunky granulézy pravidelného tvaru bez mikroklkov zodpovedali bunkdm z fo-
likulov estrogén dominantnych, pri¢om zvySovanie sa koncentrdcii progesterénu ma
za nasledok objavenie sa buniek menS$ich, pravdepodobne pyknotickych (Chang
a i., 1978) a neskor mikroklkov. Pri vyraznejSej luteinizicii vo folikuloch s prevla-
dajucimi koncentrdciami progesterénu su tieto bunky zastrené vefkym po&tom
mikroklkov. Podobny obraz opisaliajChang a Ryan (1976) vo velkych fo-
likuloch oSetrenych potkanov po 24 - 36 hodindch od podania PMSG pri nastu-
pujucej luteinizicii.

Tento poznatok autorov pri porovnani s naSimi vysledkami nds podporuje v ni-
zore, Ze objavenie sa mikroklkov na bunkdch granulézy je znakom luteinizdcie bu-
niek v dosledku zvySenych koncentrdcii progesterénu a predchddzaju vlastnej
luteinizdcii, resp. atrézii buniek granulézy.

Zéiverom, mdZeme konstatovaf, Ze morfologické zmeny buniek granulézy si
predchddzané tak histochemickymi zmenami niektorych enzymov buniek granul6zy,
ako aj zmenami produkcie steroidov folikuldmymi bunkami.
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The cyclic nature of the female reproduction process depends to a considerable degree
on the unique capacity of ovarial follicles to change their structure and function. The
diffentiation process during folliculogenesis takes place in all parts of the follicle. Granu-
losa cells reflect a high degree of structural changes and play an important role in func-
tional maturation of the inert follicle. Changes in the reaction to endocrine and paracrine
effects from a unique environment that is inevitably necessary for oocyte growth and
ovulation were reached by changes in the biochemical activity and the internal anatomic
mutual relation of the follicle Linder etal, 1976; Hsueh, 1976). This growth
process and differentiation depende on gonadotropic stimulation of the follicles and the
quantity of receptor sites able to bind them.

The aim of this work was compare estradiol 17-beta and progesterone levels in the
follicular fluid of the largest follicles with the morphological structure and enzymatic
activity of membrana granulosa cells.

Ovaries were obtained from 34 SS x LBS randomly chosen cows at the slaughter-
house. Follicular fluid to estradiol 17-beta and progesterone level determination was ob-
tained by aspiration of the largest follicles. Estradiol 17-beta and progesterone levels
were determined by RIA sets from the URVIT (Institute of Radioecology and Use of
Nuclear Techniques) in KoSice, type RIA-test-ESTRA (SI-125-129) and RIAA-
test-Prog (SI-125-6), respectively. With the methods used the variation coefTicient of
intra- and interassay for the estradiol 17-beta of the RIA set were 10.1 and 13.3 %, for
progesterone of the RIA set these values were 11.4 and 13.7 % respectively.

Steroid dominance of follicles was determined by the method describedby Calle -
sen etal. (1986), based on the expression of the index of the mutual relation between
progesterone levels and estradiol 17-beta was levels. Excisions from the follicular wall
were examined under the scanning electron microscope JEOC 1200 Mx at an acceleration
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voltage of 20 kV. In granulosa cell smears acid phosphatase and non-specific esterase
activity were determined by incubation in the incubation media accordingto Lojda
et al. (1979). Steroid levels are given in nmol/1 £ SEM.

Mean estradiol 17-beta levels in estrogen dominant follicles were proved to be
2170.0 + 1605.3 nmol/l, whereby individual concentrations ranged from 170.0 nmol/l
to 10180.0 nmol/1.

Mean progesterone concentrations in these follicles were 260.1 £+ 69.1 nmol/l with,
individual levels ranging from 98.9 to 473.7 nmol/l.

Mean estradiol 17-beta levels in progesterone dominant follicles were 225.8 + 130.7
nmol/l, at individual ranges from 1.7 to 1118.0 nmol/l. Mean progesterone levels in the
same follicles were 2121.7 + 675.5 nmol/l, at individual levels ranging from 225.2 to
5729.4 nmol/l.

The enzymatic activity of both acid phosphatase and non-specific esterase was marked
mainly in the granulosa cells coming from progesterone dominant follicles. The staining
intensity was found to range from + to +++ crosses (Figs. 1 and 2). In estrogen dominant
follicles and at low progesterone concentration follicles the low activity of one (+) cross
was stated for both enzymes under examination (Fig. 3 and 4). The intensity of the ob-
served enzyme activity was related to the progesterone level.

In the presence of follicular estrogen dominance the marked uniform size of mem-
brana granulosa cells was shown by a scanning electron microscope (Figs. 5 and 6).
With the increase of progesterone levels in the follicular fluid the occurrence of a larger
amount of smaller light pycnotic cells could be seen (Figs. 7 and 8). Marked luteinizing
follicles were observed together with a great number of microvilli on the granulosa cells
(Figs. 9 and 10).

The results indicate a close relation between the changes of steroid concentrations in
the follicular fluid and the changes of follicular cell enzymatic activity and the morpho-
logical shape of the follicular wall.

cow; follicle; progesterone; estradiol 17-beta; acid phosphatase; non-specific esterase;
scanning electron microscopy
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ELEKTRONOVE MIKROSKOPICKY PRUKAZ VIRU EPIDEMICKE
DIARRHOEY PRASAT V CESKE REPUBLICE

B. Smid, L. Valitek, L. Rodék, J. Kudrna, J. Musilové

Vyzkumny dstav veterindrniho lékaFstvi, Brno

Ve dvou chovech prasat byla zji¥téna epidemicka diarrhoea prasat (PED) zpuisobena
coronaviry, které byly elektronov& mikroskopicky prokdzany ve stfevnim obsahu.
Experimentélni pfenos infekce filtritem stfevniho obsahu na hysterektomované bezko-
lostrélni selata byl uisp&3ny. Virus byl prok4zin elektronové mikroskopicky ve stfevnim
obsahu pritjmujicich selat od 12 h do 4 dni1 po infekci a v epitelidlnich buiikdch sliznice
tenkého stfeva za 18 h po infekcei. Rastrovaci elektronovou mikroskopii bylo zjidténo
zkracovani a fiize klku sliznice tenkych stfev. Identifikace izolovaného viru byla pro-
vedena imunoelektronovou mikroskopii s vyuZitim specifického séra proti referen¢ni-
mu kmeni PED-CV 777.

coronavirus prasat; elektronova mikroskopie; negativni barveni; imunoelektronova
mikroskopie; ultratenké fezy

Epidemicka diarrhoea prasat, ozna¢ovand anglickou zkratkou PED (Porcine Epi-
demic Diarrhoea), byla poprvé popsdna v Anglii v roce 1977 jako epidemicka
diarrhoea prasat typu II (W o o d , 1977), kterd postihovala pouze selata a u niZ pi-
vodce onemocnéni nebyl prokdzan. V roce 1978 pak publikovali jak v Anglii
(Chasey a Cartwright, 1978), tak i v Belgii (Pensaert a De-
bouck, 1978) tém& souCasné price o coronavirovém puivodci epidemické
diarrhoey prasat, ktery se li§i antigenn& od ostatnich coronaviri. Protoze se virus
nedafilo kultivovat na bun&nych kulturdch, byla k jeho pomnoZeni pouZivina
bezkolostrdlni hysterektomovand selata. Pensaert a Debouck (1978)
izolovali na bezkolostralnich selatech kmen oznafeny CV 777, ktery se dnes b&zné
pouziva jako referen¢ni kmen. Uvedeni autofi popsali dile experimentdlni infekci
hysterektomovanych bezkolostrdlnich selat od 3. do 15. dne v&ku. U v8ech infiko-
vanych selat se objevil vodnaty priijem kolem 24 - 36 h po infekci. Elektronové
mikroskopickym vyS$etfenim prokdzali v obsahu stfev coronavirové &astice pleo-
morfniho charakteru, velikosti 95 - 190 nm. Vyb&Zzky korony méfily 18 nm. Morfo-
logicky se ¢dstice neliSily od ostatnich coronavini zplisobujicich onemocnéni prasat,
tj. virové gastroenteritidy prasat (TGE) a hemaglutinujiciho encefalomyelitického
viru prasat (HEV). Teprve v roce 1988 byla popsana prva usp&ind izolace viru PED
na buné&&nych kulturich (Hofmann a Wyler, 1988).

Virus PED, kmen CV 777, byl od po&itku studovén z riiznych hledisek. Expe-
rimentdlni infekci byla vénovédna price autori Debouck a Pensaert
(1980)a Debouck aj. (1981), morfogenezi viru v epitelidlnich butikdch stfev
priceautort Ducatelle aj. (1981, 1982), patologickym zmé&ndm u experimentdlng
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infikovanych selat prace autori Coussement aj. (1982) a zm&ndm na slizni-
cich stfev po experimentdlni infekci pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie
prace autori Ducatelle aj. (1981). Z hlediska diagnostiky PED byly publi-
kovéany prace vénujici pozornost elektronové mikroskopické a imunofluorescenéni
diagnostice (Pensaert aj., 1981; Debouck aj., 1981; Prager
a Witte, 1981) a enzymoimunoanalytické metodé (Callebaut aj., 1982).

Cilem na3i price bylo vyuZit elektronové mikroskopickych metod k pritkazu viru
PED v naSich chovech a k hlubSimu studiu onemocnéni, které umozni vypracovani
a zavedeni dalSich diagnostickych metod.

MATERIAL A METODY

PRIROZENA INFEKCE

Vzorky obsahu stfev z utracenych selat byly ziskany béhem hromadného vyskytu
prijmovych onemocnéni prasat v roce 1987 na farmé& Mackovice (okres Znojmo)
a farmé StfiteZ (okres Tfebi¢). Na farmé Mackovice se onemocnéni projevilo
u v3ech kategorii prasat vysokym uhynem selat. Na farmé& Stfitez byli postiZeni
vykrmovi b&houni a priijmové onemocnéni bylo davano do souvislosti s pfedchozim
pfisunem prasat.

.ELEKTRONOVE MIKROSKOPICKE VYSETREN{ OBSAHU STREV

K pfimému pritkazu viru PED ve vykalech prasat byla pouZita metoda negativni-
ho barveni 2% vodnym roztokem molybdenanu amonného pfi pH 7,0. K vlastnimu
barveni byl pouZit supernatant ziskany centrifugaci 20% suspenze vykali v Earlové
médiu bez séra (pouZzita centrifuga Janetzki K24, 3000 x g pfi teplot& 4 °C po dobu
30 min).

EXPERIMENTALNI INFEKCE

K infekci bezkolostralnich hysterektomovanych selat byl pouZit filtrdt superna-
tantu z 20% suspenze obsahu stfev nemocnych prasat (farma Mackovice) v Earlové
médiu s antibiotiky (100 m.j. penicilinu a 200 p streptomycinu na 1 ml) bez séra.
Suspenze byla odstfed&na pfi 3000 x g pfi teplot€ 4 °C po dobu 30 min a supernatant
filtrovén pfes membranovy filtr s péry 450 nm. Ctyfdenni selata byla perordlng infi-
kovdna po 2 ml z filtrdtu a za 48 h po infekci utracena. Z obsahu stfev utracenych
selat byla pfipravena 20% suspenze v Earlové médiu a zpracovana stejnym zpiiso-
bem jako pro experimentdlni infekci. Ziskand filtrovand virovd suspenze byla
napln&na do ampuli a uloZena pfi -70 °C jako zdsobni suspenze viru. Virus byl pro-
kdzin v suspenzi metodou imunoelektronové mikroskopie s vyuzitim madarského
hyperimunniho séra prasat proti referenénimu kmeni CV 777.

Virus PED, kmen CV 777, byl ziskdn v lyofilizovaném stavu od prof. Pensaerta
z Belgie a byl pomnoZen na dvou hysterektomovanych selatech infikovanych pe-
rordlné po 1 ml virové suspenze. Za 48 h po infekci byla ziskdna a zpracovdna
suspenze z obsahu stfev jako u vlastniho kmene ,Mackovice*.
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1. Virion epidemické diarrhoey prasat (PED). Negativni barveni; usetka zna&i 100 nm — A virion
of porcine epidemic diarrhoea (PED). Negative staining; the bar is 100 nm

2. Imunokomplex viru PED. Sipka ukazuje zfetelnou korénu virionti; negativni barveni; ise¢ka znai
100 nm — PED virus immunocomplex. Arrow points to the clearly visible corona of virions; negative
staining; the bar is 100 nm

PRIPRAVA HYPERIMUNNIHO SERA

K imunizaci byla pouZita Sestidenni hysterektomovand bezkolostrdlni selata, kte-
rym bylo perordlné aplikovdno po 2 ml zdsobni suspenze viru kmene ,,Mackovice*.
Stejnym zplisobem byla provedena za 4 tydny perordlni reinfekce. Za dal3ich 14 dni
bylo selattim aplikovano intraperitonedln& po 3 ml zdsobni suspenze virua za 5 dni
poté byla selata vykrvena. Specifita ziskaného séra byla ov&fena metodou imunoe-
lektronové mikroskopie.

METODA IMUNOELEKTRONOVE MIKROSKOPIE (IEM)

K identifikaci prokdzaného coronaviru kmene ,,Mackovice®, , Stfitez“ a CV 77
byl pouzit supernatant stfevniho obsahu pfipraveny pro negativni barveni, ktery byl
smisen s prase¢im hyperimunnim sérem proti viru PED v geometrickém fedéni 1 : 2
az 1 : 128. Do zkumavek Eppendorf byl k supernatantu virové suspenze pfidin
stejny objem pfisluiného fed&ni séra. Po promiseni byly vzorky inkubovany 1 h pfi
teploté 37 °C a poté byly vySetfovany metodou negativniho barveni. Nespecifickd
reakce séra byla vylou¢ena s virem transmisivni gastroenteritidy prasat (TGE), kme-
nem M42, a rotavirem prasat, kmenem OSU.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6): 333-341 335



3. Ultratenky fez E4sti enterocytil tenkého stfeva selete za 18 h po infekci virem PED: Virové &dstice
jsou patmé ve vakuoldch (V) i na povrchu mezi mikroklky; isetka zna&i 1000 nm - Ultrathin section
of a part of small intestine enterocytes of a piglet of 18 hours after PED virus infection. Virus particles
are visible in vacuoles (V) and also on the surface between the villi; the bar is 1,000 nm

METODA ULTRATENKYCH REZU

K prikazu viru u bezkolostrdlnich selat experimentdln& infikovanych kmenem
,,Mackovice* byly pouZity vzorky tenkého stfeva (ilea) odebrané za 18 h po infekci,
fixované v 3% pufrovaném roztoku glutaraldehydu pfi pH 7,2. Kousky fixované
tkdn& o velikosti asi 1 mm byly postfixovany 1 h v 1% pufrovaném roztoku OsO4
pfi pH 7,2. Pak nasledovalo odvodiiovani ve vzestupné acetonové fad& s naslednym
prosycovanim a zalitim do smé&si Durcupan ACM. Polymerace probihala pfi teploté
60 °C po dobu 48 hodin. Ultratenké fezy byly zhotovovéany na ultramikrotomu LKB
IT1, kontrastovdny uranylacetitem a citrdtem olova. K prohliZeni a dokumentaci byl
pouzit elektronovy mikroskop Tesla BS 500.

RASTROVAC! ELEKTRONOVA MIKROSKOPIE

K zji¥fovani zm&n na povrchu stfevnich sliznic experimentdlng infikovanych selat
byly odebirdny vzorky stfev za 12, 24, 36, 48 a 96 h po infekci do 3% roztoku
glutaraldehydu. Odebrané vzorky byly odvodn&ny v acetonové fadg, vysuseny v kri-
tickém bodu a pokoveny zlatem. ProhliZzeni a dokumentace byly provddény na
elektronovém mikroskopu Tesla BS 300.
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4. Ultratenky Fez asti enterocytil tenkého stfeva selete za 18 h po infekci virem PED. Sipka oznatuje
destruovany mikroklk, hv&zditka oznatuje virovou &dstici mezi mikroklky; usetka zna&i 500 nm
— Ultrathin section of a part of small intestine enterocytes of a piglet of 18 hours after PED virus
infection. Arrow points to a destroyed microvillus, asterisk to a virus particle between two microvilli;
the bar is 500 nm

VYSLEDKY

PRUKAZ VIRU PED VE STREVNIM OBSAHU PRUJMUIJICICH PRASAT

Metodou negativniho barveni byl coronavirus prokdzidn v suspenzi stfevniho
obsahu prasat z lokality Mackovice i z lokality StfiteZ. Coronavirové &dstice byly
pleomorfni a dosahovaly velikosti 130 - 180 nm s typickymi vyb&Zky tvoficimi ko-
rénu o prim&mé velikosti 18 nm (obr. 1). V né&kterych vzorcich byly coronavirové
¢astice bez vyb&Zkii nebo znatn& destruované.

Pfi IEM byla optiméln{ tvorba imunokomplexid dosahovéna pfi fed®ni séra 1 : 4.
Toto fedéni bylo ddle pouZivéano k prikkazu viru PED u experimentaIng infikovanych
selat. Imunokomplexy byly charakteristické shlukem pleomorfnich coronavirovych
&éstic, jejichZ struktura kor6ny byla &asto zastfena navdzanymi a obarvenymi protilatka-
mi (obr. 2), ale byla patma na n&kterych &dsticich (obr. 2, Sipka).

PRUKAZ VIRU PED PO EXPERIMENTALNI INFEKCI

Pti experimentdlni infekci hysterektomovanych bezkolostrdlnich selat virem
PED, kmenem , Mackovice*, byly metodou negativniho barveni a imunoelektronové
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5. Povrchové zmé&ny na sliznici ilea za 24 h po infekci virem PED. F znati fiizi dvou mikroklki;

rastrovaci elektronova mikroskopie; zvé&tseni 200x — Superficial lesions in the ileal mucosa 24 hours
after PED virus infection. F denotes the fusion of two microvilli; scanning electron microscopy;
200-fold enlargement

mlkroskople prokazovziny v obsahu stfev coronaviry od 12 h do 4 dnii po infekci
s maximem viru za 48 h po infekci. Od 5. dne po infekci byly zjisfovéany jen virové
lyzaty, v nichZ nebylo mozno jednozna¢n& ur¢it strukturu viru.

V ultratenkych fezech sliznici jejuna bezkolostrdlniho selete za 18 h po infekci
virem PED, kmenem ,Mackovice", bylo prokdzino velké mnoZstvi virioni v cy-
toplazmatickych vakuoldch i kandlcich enterocytl (obr. 3 V). Viriony se nachdzely
i mezi mikroklky na povrchu enterocytii (obr. 4, hvézdi¢ka). U n&kterych mikroklki
byla patrnd i jejich destrukce (obr. 4, Sipka).

Rastrovaci elektronovou mikroskopii povrchii sliznice ilea hysterektomovanych
bezkolostrdlnich selat experimentdlng infikovanych kmenem ,,Mackovice* byly
zjisfovany prvé zmény za 24 h po infekci. Projevovaly se fuzi klkd (obr. 5)
a v pozdgjsim stadiu, za 4 dny po infekci, jejich vyraznym zkrdcenim (obr. 6).

DISKUSE
Pfi vyskytu hromadného prijjmu ve dvou chovech prasat byl prokdzdn jako pii-

vodce onemocnéni coronavirus morfologicky i antigenné shodny s referenénim CV
777 kmenem viru epidemické diarrhoey prasat (PED). K identifikaci coronaviru
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6. Povrchové zmény na sliznici tenkého stfeva (ilea) za 4 dny po infekci virem PED, projevujici

se vyraznym zkrdcenim mikroklki; rastrovaci elektronovd mikroskopie; zv&t3eni 200 x — Superficial
lesions in the small intestine (ileal) mucosa four days after PED virus infection showing marked
shortening of microvilli; scanning electron microscopy; 200-fold enlargement

PED jsme vyuzili imunoelektronové mikroskopicky priikaz virovych imunokomple-
xu pfi pouZziti specifického antiséra stejné jako Pensaert aj. (1981). Tito autofi
navic srovnanim s dal8imi coronaviry prokdzali jednozna&nou antigenni specifitu
viru PED a jeho odli¥nost od dalSich coronaviri. Jiz pfedtim v roce 1978
Pensaert a Debouck urdili antigenni odli¥nost kmene CV 777 do té doby
zndmych coronaviri prasat - virové gastroenteritidy prasat (TGE) a hemaglutinuji-
ciho encefalomyelitického viru (HEV). V souladu s uvedenymi autory jsme rovnéz
prokdzali metodou IEM antigenni odli¥nost viru PED od viru TGE.

Pfi experimentdlni infekci hysterektomovanych bezkolostrdlnich selat jsme
elektronové mikroskopicky prokazovali virus v obsahu stfev od 12 h aZ do 4 dni
po infekci. Na rozdil od naSeho zjidtni Debouck a Pensaert (1980)
prokazovali u experimentdlng infikovanych bezkolostrdlnich selat virus v obsahu
sttev od 2. do 4. dne po infekci. Od 5. dne byly zjitovany jen lyzované &dstice.
Nase diiv&jsi zjisténi viru by mohlo byt zpisobeno bud rychlejsi replikaci virového
kmene nebo vys3i infek&ni ddvkou. Lyzované &dstice zjiSfované od 5. dne po infekci
nelze urdit jako coronaviry. Z hlediska snadné elektronov& mikroskopické diagnosti-
ky je proto zapotiebi odebrat k vySetfeni vzorky co nejdfive po vyskytu klinickych
pfiznaki gastroenteritidy.
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Metoda ultratenkych fezi slouZila jen k prikkazu viru v buiikdch sliznice tenkého
stfeva experimentdIng infikovaného selete utraceného za 18 h po infekci a nikoliv
pro studium morfogeneze viry, jak ji studovali Ducatelle aj. (1981, 1982) a
Pospischil aj. (1981). Prokdzali jsme viriony v cytoplazmatickych vakuoldch
i v kandlcich enterocytli a mezi mikroklky enterocytld v souladu s ndlezem uvede-
nych autorti. N4§ ndlez virionti za 18 h po infekci odpovidd i zji¥t&ni virioni
v burikdch sliznice tenkého stfeva selete za 18 - 24 h po infekci autory Duca -
telle aj. (1981, 1982) a lidi se od zji¥t&ni autori Pospischil aj. (1981),
ktefi prokazovali stejnym zptisobem virus za 36 - 48 h po infekci. Pospischil
aj. (1981) se domnivaji, Ze tyto rozdily mohou zdviset na virulenci pouZitého kmene
nebo na infekéni ddvce viru.

Zme&ny na sliznici ilea pozorované rastrovaci elektronovou mikroskopii se pro-
Jevovaly za 24 h po infekci po&inajici destrukci a fuzi klk aZ po rozsdhlou fuzi
spojenou s ndpadnym zkrdcenim klkii pozorovanym za 4 dny po infekci. Podobné
ndlezy pomoci rastrovaci elektronové mikroskopie po infekci bezkolostrdlnich selat
kmenem CV 777 popsali Ducatelle aj. (1981).

Od prvého priikkazu viru PED ve dvou chovech prasat byly coronaviry n&kolikrat
prokdzany u prijmujicich prasat v dalSich chovech. PfestoZe se jednd o ndhodn4 vy-
Setfeni jen omezeného pottu yzorki, pfedpoklddime zna¢né rozifeni coronaviro-
vych infekci v naSich chovech. Proto také na3e dal3i prdce bude zamé&fena na
diagnostiku coronavirovych infekci u prasat.
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SMID, B. - VALICEK, L. - RODAK, L. - KUDRNA, J. - MUSILOVA, J. (Veterinary Re-
search Institute, Brmo):

Electron microscopic demonstration of porcine epidemic diarrhoea in the Czech Re-
public.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993, (6) : 332-341.

Coronavirus-induced porcine epidemic diarrhoea (PED) was diagnosed in two swine
herds. The causal agent was demonstrated in intestinal contents by electron microscopy
and identified by immunoelectron microscopy using specific immune serum to the ref-
erence strain PED-CV77. Experimental transmission to hysterectomy-derived, colos-
trum-deprived piglets with an intestinal contents filtrate was successful. The virus was
demonstrable by electron microscopy in the intestinal contents between 12th hour and
4th day, and in small intestinal epithelial cells 18 hours after infection. Scanning electron
microscopy revealed shortening and fusion of villi of small intestinal mucosa.

porcine coronavirus; electron microscopy; negative staining; immunoelectron micro-
scopy; ultrathin sections
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VPLYV HERBICIDU BENTAZON CESKOSLOVENSKEJ
PROVENIENCIE NA INVADOVANOST OVIEC
GASTROENTERONEMATODAMI

J. Neuschl, J. CiZmérovi, J. Lopuchovsky

Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

Na ovciach plemena slovenské merino (ustajnené na hibokej podstielke a denne vy-
hétiané na pastvu) sa v jesennom a jamom obdobi overoval moZny antihelminticky
udinok Ceskoslovenského herbicidu bentazén (Vyskumny tistav chemickej technolégie,
Bratislava) proti beZne vyskytujiicim sa strongyldtom gastrointestinilneho traktu.
Opodstatnenie, zameraf sa na sledovanie antihelmintického €inku predmetného herbi-
cidu bola skuto&nost, ¢ sme nemohli vylikif jeho moZny zdsah do energetického me-
tabolizmu helmintov, na ¢o nepriamo poukazovali nade toxikologické 3tidie
v podmienkach akitnej a subakiitne;j intoxikacie. V jesennom obdobi sa bentazén po-
déaval v diavke 250 mg/kg Z.h. a v jamom obdob{ v ddvke 500 mg/kg Z%ivej hmotnosti.
Aplikoval sa jednordzovo per os sondou v slne¢nicovom oleji. KontréIne koprologické
vy3etrenie na 10. deil po aplikdcii predmetného herbicidu dokazuje v oboch pokusoch
nevyrazne niZsiu invadovanosf oviec v porovnani s nilezom pred jeho podanim. V G&in-
nosti bentazénu v zavislosti od jeho ddvky sa nezaregistrovali podstatnej$ie rozdiely.

ovce; &s. herbicid bentazdn; antihelminticky 1i¢inok; strongylaty gastrointestindlneho
traktu

Poznat toxikologicko-hygienicki charakteristiku kazdého novo doporudeného
herbicidu pred jeho zavedenim do polnohospodarskej praxi nastoluje poZiadavku
vyskumu miery ich toxikologického rizika a biologickych i¢inkov u hlavnych dru-
hov hospoddrskych a volne Zijucich zvierat.

Z uvedeného aspektu v spolupréci s Vyskumnym tstavom chemickej technolégie
v Bratislave bola na pracovisku zrealizovand komplexnejsia toxikologickd testicia
herbicidu bentazon &eskoslovenskej provenincie. Toxikologické Studie sa realizovali
na ovciach, krdlikoch a bazantoch v podmienkach akitnej a subakitnej intoxikicie
Ka¢mdr ai, 19883, Neuschl a Ka¢madr, 1992a, Neuschl
a Kadé¢madr, 1993) a na ovciach v podmienkach subchronickej intoxik4cie - 3-me-
saény skrmovaci experiment (Kaémdr ai, 1988b, Neuschl ai, 1992b).

Pri ziskavani idajov o miere jeho toxikologického rizika sa v podmienkach
akutnej intoxikdcie zaznamenalo, Ze ovplyviiuje aj energeticky metabilzmus je-
dincov (Ka&m4r ai., 1988a). Orientatnym kontrélnym vySetrenim trusu sa na
konci skrmovacieho experimentu si¢asne zaregistroval aj pokles po¢tu vajiCok ne-
matédov gastrointestindlneho traktu. Z aspektu uvedenych zisteni sme nemohli
vyluéit ani jeho moZny zdsah do energetického metabolizmu helmintov.
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Uvedené zistenia boli opodstatnenim, Ze sme pristipili k orientatnému overeniu
jeho moZného antihelmintického efektu u oviec v pastevnych podmienkach so za-
meranim na gastroenteronematody.

Herbicid bentazoén je technicky produkt Eeskoslovenskej proveniencie (fy
Vyskumny ustav chemickej technologie, Bratislava) a li8i sa od bentazén zahra-
ni¢nej proveniencie (SRN) tym, Ze je syntetizovany z inych vychodzich produktov.
Z chemického hladiska patri do $irokej skupiny heterocyklickych zligenin, k dia-
zinom. Ide o 3-izopropyl 1-hydro-2,1,3-benz tiadiazin-4-on-2,2dioxid s molekulo-
vou hmotnostou 240,3 tohoto §truktirneho vzorca:

o}
Il

\‘i -cH<Hy

CH,y

S0,

Velmi slabo sa rozpista vo vode, lepSie v oleji a dobre v acetone, benzine, chlo-
roforme a etanole.

MATERIAL A METODA

Pokus sa realizoval v jesennom a jarnom obdobi na jarkach plemena slovenské
merino. Jarky boli ustajnené na hlbokej podstielke a denne vyhdriané na pastvu.
Predmetny herbicid bentazén (fy Vyskumny ustav chemickej technoldgie, Bratisla-
va) sa v jesennom obdobi aplikoval 7 jarkdm v ddvke 250 mg/kg Z.h. (asi 3 tyzdne
pred ukonéenim pastvy, vek 8 mesiacov, hmotnost 33,0 + 5,0 kg) a v jarnom obdobi
7 jarkdm v davke 500 mg/kg Z.h. (asi 2 tyZdne po zahdjeni pastvy, vek 12 mesiacov,
hmotnost 37,5 £ 4,0 kg) jednordzovo per os sondou, rozpusteny v stolovom oleji
v pomere 1 : 5. Kontrolnym skupindm po 6 jedincov sa aplikoval rovnaky objem
stolového oleja.

Utinnost sa hodnotila na zéklade kontrolného ovoskopického vySetrenia trusu na
10. deti po aplikdcii predmetného herbicidu. Koprologické vySetrenie sa robilo flo-
ta¢nou metodou podfa B r e zu (1957) za pouZitia roztoku o Specifickej hmotnosti
1300. Stupeii invazie sme hodnotili podla po&tu vaji¢ok v zornom poli mikroskopu
pri 100 ndsobnom zvicSeni. Ndlez 1 - 10 vaji¢ok sme hodnotili ako slabi (+), 11 - 50
za strednu (++) a viac ako 50 vaji¢ok ako silni invdziu (+++).

VYSLEDKY

Vplyv herbicidu bentazén na invadovanost jariek strongylatmi gastrointestindlne-
ho traktu je uvedeny v tab. I.
Z tabulky vyplyva, Ze invadovanost jariek strongylitmi trdviaceho traktu bola
pred aplikdciou bentazonu strednd aZ silnd v obidvoch sledovanych roénych obdo-
biach. Kontrolné ovoskopické vySetrenie trusu na 10. deii po aplikdcii predmetného
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I. Vplyv herbicidu bentazénu &eskoslovenskej provaniencie na invadovanosf jariek strongyldtmi
gastrointestindlneho traktu — The effects of the herbicide bentazone of Czechoslovak provenience
on gastroenteronematode infestations of sheep

Stupeii napadeni a pocet invadovanych zvitat®
Potet pred aplikzn:i5 10. den po aplikaci6
Obdobi' | Skupina zvifat® | - o3 [~ RN RS o
zvifat g o 2 k= - S
ohs ©0 .'é' :E" 2 00 :‘é _z‘
2| 2| 3| | g|E| 3| ®
Podgigi! oSetfenych'? 7 oo |3 |4 |0 | a3 ]o0
1
neoSetfenych' 6 0| o 1 s 1o o] 1 5
el odetfenych'> 7 o |l o | 4|30 4| 3]0
neoSetfenych'* 6 o]l o | 2|4 ]|]0]0o 1 5

|season, 2ammzll group, 3humber of animals, degree and number of mvaded ammals, Sbefore ad-
mlmstratlon, day 10 after administration, 7negat|ve, low, gmedlum, 0hlgh autumn, spring,
treated "\ ntreated

herbicidu dokazuje v oboch experimentoch niz§iu invadovanost jariek v porovnani
s ndlezom pred jeho podanim. Pred aplikdciou bentazonu zaregistrovand strednd az
silnd invadovanost poklesla po jeho podani na stredni az slabu. V zdvislosti od
ddvky predmetného herbicidu nepozorujeme rozdiel v navodenom poklese invado-
vanosti. U jedincov kontrolnych skupin v porovnani s pokusnymi neregistrujeme
pokles strongyldtov.

DISKUSIA

Antihelminticky efekt antihelmintik je sprostredkovany viacerymi mechanizma-
mi. MdZe byt navodeny ich anticholinesterazovym u¢inkom s ndslednou spastickou
paralyzou, kurarefornym w¢inkom blokddou acetylcholinu na neuromuskuldrnej
platnitke, potenciovanim GABA s naslednou blokddou postsynaptického impulzu
a zdsahom do energetického metabolizmu helmintov. Energeticky metabolizmus
helmintov mdZe byt naruSeny inhibiciou oxidagnej fosforyldcie, ireverzibilnou blo-
kddou prijmu glukozy, resp. inhibiciou tvorby ATP.

Toxikologické §tidie s bentazonom v podmienkach akutnej intoxikdcie (po z-
tazi jedincov letdlnymi ddvkami) napovedali, Ze ovplyviiuje aj energeticky metabo-
lizmus intoxikovanych jedincov (K a &¢m4r ai., 1988a). Skuto¢nost, Ze na konci
3-mesacného skrmovania bentazénu sme sucasne (ndhodne) zaznamenali pokles
invadovanosti jariek (Ka&m4r a i, 1988b) nds opravilovalo predpokladat, Ze
pokles bol navodeny samotnym bentazénom a nie v ddsledku individudlneho
ustajnenia jedincov v kotercoch.

Uvedené zistenia boli dovodom, Ze sme nemohli vyli¢if jeho mozny zdsah do
energetického metabolizmu helmintov a opodstatnenim, Ze sme pristipili
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k orientatnému overeniu jeho moZného antihelmintického efektu u oviec
v pastevnych podmienkach so zameranim na gastroenteronematddy.

Z vysledkov orienta¢ného overenia mozného antihelmintického efektu herbicidu
v pastevnych podmienkach vyplyva, Ze proti strongyldtom trdviaceho traktu md ne-
vyrazny u¢inok. Dokazuju to kontrélne ovoskopické vySetrenia trusu v oboch expe-
rimentoch (jesefi, jar) z ktorych vyplyva, Ze strednd aZ silnd invadovanost jariek
zaznamenand pred jeho aplikdciou poklesla po jeho podani na stredni aZ slabu.

V zivislosti od jeho ddvky (jeserl - 250 mg/kg Zh., jar - 500 mg./kg Zh.) sme
nezaznamenali rozdiel v u€innosti.

Na antihelminticky efekt herbicidu poukazuju i naSe toxikologické $tudie. Na
konci jeho 3-mesa¢ného skrmovania (v podmienkach subchronickej intoxikdcie)
sme tieZ zaznamenali pokles invadovanosti oviec.

Predpokladdme, Ze antihelminticky efekt bentazénu proti strongylitom by mohol
suvisiet s ovplyvnenim ich energetického metabolizmu inhibiciou tvorby ATP, resp.
inhibiciou oxida¢nej fosforyldcie.
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NEUSCHL, J. - CIZMAROVA, J. - LOPUCHOVSKY, J. (University of Veterinary Medicine,
Kogice):

The effects of the herbicide bentazone of Czechoslovak origin on gastroenteronematode
infestations of sheep.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6) : 343-347.

Possible anthelmintic effects of the Czechoslovak herbicide bentazone (Research In-
stitute of Chemical Technology, Bratislava) on gastrointestinal tract strongylates of com-
mon occurrence were investigated in sheep of the Slovak Merino breed (housed on deep
bedding and put out to grass daily) during the autumn and spring seasons. Our orientation
to the investigation of anthelmintic effects of the mentioned herbicide resulted from the
fact that its possible intervention in the energy metabolism of helminths could not be
excluded, as it was indirectly indicated by our toxicological studies under the conditions
of acute and subacute intoxication.

Bentazone was administered at a dose of 250 mg/kg live weight in autumn and
500 mg/kg live weight in the spring season. It was administered per os as a single dose
in sunflower oil.

A control coprological examination on day 10 following the administration of the
herbicide in question indicates the lower invasiveness of sheep in comparison with find-
ings prior to its application (Tab. I) in both experiments (autumn, spring). No marked
dose-dependent differences of bentazone efficiency were recorded.

sheep; Czechoslovak herbicide bentazone; anthelmintic effects; strongylates of gastro-
intestinal tract

Contact Address:
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Tel. 095 32111-15, fax 095 767675
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KONCENTRACIE CELKOVYCH LIPIDOV, CHOLESTEROLU
A PROGESTERONU V CASE SYNCHRONIZACIE RUJE
A V PRIEBEHU GRAVIDITY OVIEC

M. Krajnitakov4, E. Bekeov4, V. Hendrichovsky, I. Maradek

Ustav experimentdlnej veterindrnej mediciny, KoSice

V préci sme sa zamerali na sledovanie cholesterolu, celkovych lipidov a progesterénu
(P4) v &ase synchronizadného o3etrenia a gravidity oviec. Do experimentu bolo zara-
denych 10 zvierat ustajnenych v podmienkach viZitkového chovu. Krv sme odoberali
z v. jugularis v deii aplikicie tampénov (0. deti), 3. a 7. deil podas inzercie tampénov,
14. defi pri vyberani tampdnov a injikovani PMSG, v deii insemindcie, v 7., 14.
al7.defiavl, 3.a4. mesiaci gravidity. Z krvného séra sme stanovili celkové lipidy
(CL), cholesterol (CHOL) pomocou BIO-Lachema testov a koncentrcie P4 stipravou
RIA-test-Prog (URVIT Kogice). Statisticky preukazny pokles koncentracii celkovych
lipidov v krvnom sére bahnic sme zaznamenali v deii inseminécie (P < 0,05) v po-
rovnani k 0. diiu s hodnotami 1,59 £ 0,31 g/l séra. Ich signifikantny pokles (P <0,01)
sme zistili v 3. mesiaci gravidity (1,36 £ 0,38 g/l séra). Koncentrdcie cholesterolu sa
pocas posobenia Agelin - podevnych tampénov pohybovali na hladinich 1,61 + 0,42
az 1,73 £ 0,33 mmoV/1 séra. Vzostup jeho koncentracie s hodnotami 1,98 £ 0,43 mmol/l
séra bol v trefom mesiaci gravidity. Signifikantny pokles koncentricii P, s hodnotami
0,090 £ 0,091 mmoVl/l séra sme zistili v defi insemindcie (P < 0,05) v porovnani
k 0. ditu. Od 7. difa po insemindcii bol zaznamenany $tatisticky vyznamny vzostup do
4. mesiaca gravidity s hodnotami 2,66 + 1,18 aZ 37,31 t 16,56 mmol/l séra. Nami
zistené zmeny v dynamike sledovanych parametrov poukazujii na ich ddleZitost pri
vzajomnom prepojeni regulatnych mechanizmov pdsobiacich pri koncepcii a v gravi-
dite oviec.

ovca; synchronizicia ruje; gravidita; celkové lipidy; cholesterol; progesterén

Stimuldcia pohlavného cyklu oviec prostrednictvom biotechnickych met6d zasa-
huje do zlozitého systému neurohumordlnych reguldcii pohlavnej Cinnosti na rdznej
urovni s ich vyslednou koncep&nou schopnostou.

Zaciatok vyvoja plodu a cely prebeh gravidity je podmieneny funkciami orgd-
novych systémov stimulanym alebo inhibi¢nym pdsobenim hypofyzidmo-ova-
ridlnych a neskdr i placentdrnych horménov. Jednym z hormonov, ktory je
zodpovedny za udrZiavanie gravidity je steroidny hormén progesteron.

Substrdtom syntézy steroidov je cholesterol produkovany vaje¢nikmi alebo ziska-
ny z plazmatickych frakcii lipoproteinov nizkej a vysokej hustoty (Wang
a Greenwald,1984; Paavola ai., 1985), ktory vznikd hydrolyzou cez
3-hydroxy-3 metylglutaryl koenzymu A reduktdzy (Parinaud ai., 1987).
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Vzostupom koncentrécie lipoproteinov mozZe dojst k zvySenej produkcii pro-
gesteronu s jeho pozitivnym vplyvom na koncepciu potkanov (Andersen,
1989). Zna¢né zvy3enie roznych frakcii lipidov sa zaznamenalo po&as gravidity
(Knopp ai, 1973; Potter ai, 1979; Erkola ai., 1986). Hyperlipopro-
teinémiu po ovariektomii potkanov pozorovali Van Lenten ai. (1983).

Vychadzajuc z hore uvedenych skuto¢nosti sme sa v predkladanej praci zamerali
na $tudium dynamiky zmien koncentracii progesteronu (Pg4), cholesterolu a celko-
vych lipidov po&as synchronizdcie ruje a gravidity oviec s ciefom ziskat objektivne
udaje uvedenych parametrov a ich vzijomnych vztahoch v hodnotenom obdobi.

MATERIAL A METODA
POKUSNE ZVIERATA

Do sledovania sme zaradili 10 bahnic plemena slovenské merino vo veku 3 az
5 rokov s hmotnosfou 40 - 50 kg. Zvieratd pofas experimentu sa drzali
v podmienkach uzitkového chovu. Kfmna ddvka pre jednotlivé fazy reprodukéného
cyklu bola ur&end podla CSN 46 7070. V pripadtacom obdobi (14. 9. - 24. 9. 1990)
sme u zvierat synchronizovali ruju intravagindlnou aplikdciou polyuretdnovych
tamponov s obsahom 20 mg chlorsuperlutinu (Agelin - poSevné tampony, Spofa).
Po desiatich diioch pdsobenia sme tampony odstranili a oSetrili im. aplikdciou
500 m,j. PMSG (Bioveta, Ivanovice na Hané) na zviera. Ovce sme inseminovali
Cerstvym riedenym semenom.

ODBER VZORIEK KRVI

Krv sme odoberali z v. jugularis v deii aplikacie tamponov (0. derl), 3. a 7. dert
pocas inzercie tamponov, 14. defi pri vyberani tampdnov a injikovani PMSG, v deri
insemindcie, v 7., 14. a 17. dnia v 1, 2., 3. a 4. mesiaci gravidity. Ziskané sérum
sme uskladnili pri teplote -20 °C az do spracovania.

LABORATORNE ANALYZY

~ Koncentrdcie progesterénu sme stanovili v krvnom sére stipravou RIA-test-Prog
(URVIT, Kosice). K stanoveniu koncentricii cholesterolu a celkovych lipidov
v krvnom sére sme pouZili BIO-Lachema-testy (Lachema, Bmo).

STATISTICKE HODNOTENIE

Statistickli vyznamnost rozdielov koncentracii sledovanych parametrov
v jednotlivych diioch v porovnani ku diiu aplikacie tampdnov (0. deil) sme hodnotili
Studentovym ¢-testom. Vzdjomnu zdvislost zmien sledovanych parametrov sme ur¢i-
li vypo&tom korelaéného koeficientu (Cervenka, 1975).
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I. Priememé koncentricie celkovych lipidov (CL), cholesterolu (CHOL) a progesterénu (P4) v &ase synchronizicie a gravidity oviec — The average
concentrations of total lipids (CL), cholesterol (CHOL) and progestorone (P4) during oestrus synchronization and gravidity of sheep

: o B . oz 5 y _—
Dni synchronizdcie Dni insemindcie M vidi
Ukazovatel' i i e
0 3 7 14 1 7 14 17 1 2 3 4

2,06 1,63 1,83 1,92 1,59 1,72 1,61 1,74 1,82 1,99 1,36 1,90
CL (gh) + + + t+ : t + + + e 3 - - +

0,46 0,37 0,22 0,42 0,31 0,25 0,63 0,34 0,48 0,38 0,38 0,22
CHOL 1,64 1,73 1,71 1,61 1,86 1,61 1,61 1,73 1,75 1,90 1,98 1,70
( ) + + t+ s + - 2 £+ + e 2 : - - o

0,33 0,33 0,24 0,42 0,32 0,43 0,38 0,36 0,27 0,48 0,43 0,36

2,53 2,54 2.88 0,64 0,09 2,66 3,96 4,37 6,16 10,54 22,84 37,31
P4 (nmol/l) 2 + + + | e - - - + * - S .

2,66 2,98 2,05 1,47 0,091 1,18 2,04 1,77 2,32 5,11 9,99 16,56

Statistickd vyznamnosf porovnavani k 0. diiu (deii pred synchroniziciou) — Statistical significance compared to day 0 (a day before oestrus
synchronization): * = P < 0,005; ** = P < 0,01; *** = P < 0,001

lpammeter, 2days of synchronization, 3days of insemination, “months of gravidity



VYSLEDKY

Statisticky preukazny pokles koncentrécii celkovych lipidov - CL (obr. 1, tab. I)
v krvnom sére bahnic sme zaznamenali v defi insemindcie (P < 0,05) v porovnani
k 0. dilu (deti pred synchronizatnym o3etrenim) s hodnotami 1,59 + 0,31 g/l séra.
Od 14. difa po insemindcii do 2. mesiaca gravidity jeho koncentricie mali vzostupnu
tendenciu a pohybovali sa na hodnotich 1,61 + 0,63 az 1,99 + 0,38 g/l séra. Signi-
fikantny pokles koncentracii celkovych lipidov (P < 0,01) pod hladinu referenénych
hodndt sme zistili v 3. mesiaci gravidity (1,36 * 0,38 g/l séra).

Koncentricie cholesterolu - CHOL (obr. 2, tab. I) sa potas posobenia Agelin po-
Sevnych tampo6nov pohybovali na hladinich 1,61 £ 0,42 aZ 1,73 1 1,73 mmol/l séra.
Po prechodnom, $tatisticky nevyznamnom, vzostupe v ase insemindcie (1,86 *
0,32 mmol/l) sa jeho koncentricie udrZavali na irovni hodnét 1,61 + 0,43 mmol/l
v 7. a 14. dni po insemindcii. Vzostup koncentrdcii cholesterolu s jeho najvy3§imi
hladinami 1,98 £ 0,43 mmol/l séra bol v 3. mesiaci gravidity.

Signifikantny pokles koncentricii progesterénu - P4 (obr. 3, tab. I) s hodnotami
0,09 £ 0,91 mmol/l séra sme zistili v deri insemindcie (P < 0,05) v porovnani k 0.
diiu pred synchronizidciou. Od 7. diia po insemindcii mali jeho koncentricie
vzostupnu tendenciu so $tatisticky preukaznou vyznamnostou (P < 0,01; P < 0,001)
v 2., 3. a 4. mesiaci gravidity (2,66 + 1,18 az 37,31 £ 16,56 mmol/l séra).

II. KorelaZné hodnotenie vzijomnych vzfahov sledovanych parametrov v jednotlivych diioch -
Correlation evaluation of the interrelationships of investigated parameters on particular days

KorelaZni zévislost’ (9]
CHOL : CL CHOL : P, CL:P,

0 pred synchroniziciou® 0,792692 -0,283895 -0,518800

3 po synchronizcii’ 0,450516 -0,023544 -0,143512

7 po synchronizacii 0,595589 -0,497516 -0,152760

14 po synchronizicii 0,260786 -0,265996 -0,023413

Insemindcia® 0,255931 -0,374992 -0,046717

7 po inseminicii’ -0,366323 -0,064740 -0,248626

14 po inseminacii 0,304753 -0,438135 -0,329653

17 po inseminAcii 0,772595 -0,398002 -0,109027
Gravidita®

1. mesiac’ 0,688440 -0,270857 -0,384830

2. mesiac® 0,064699 -0,249852 0,277230

3. mesiac’® . -0,076616 -0,226605

4. mesiac'® 0,319636 0,216104 -0,267537

1 correlation dependence, Zbefore sxnchroniution, Safter synchronization, ‘inseminalion, Safter inse-
mination, Sgravidity, 1st month, *2nd month, *3rd month, '%4th month
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1. Koncentricie celko-
vych lipidov - CL (g/1)
v krvnom sére oviec
v &ase synchromizicie a
gravidity — Total lipid
(CL) concentrations (g/1)
in the blood serum of
sheep during oestrus
synchronization and gra-
vidity

2. Koncentricie cho-
lesterolu - CHOL
(mmol/1) v krvnom sére
oviec v &ase synchroni-
zdcie a gravidity — Cho-
lesterol (CHOL) con-
centrations (mmol/l) in
the blood serum of sheep
during oestrus synchro-
nization and gravidity

3. Koncentricie pro-
gesterénu - P4 (nmol/l)
v krvnom sére oviec
v &ase synchronizicie a
podas gravidity — Pro-
gesterone (P4) concen-
trations (nmol/l) in the
blood serum of sheep du-
ring oestrus synchroni-
zation and gravidity
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Vysvetlivy pre obr. 1-3 — Explanatory notes to Figs. 1-3:

A = dni synchonizécie — days of synchronization

B = dni insemin4cie — days of insemination
C = mesiace gravidity — months of gravidity
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DISKUSIA

Koncentracie celkovych lipidov po prechodnom zniZeni na 3. deri od o$etrenia
pre synchroniziciu ruje boli vystriedané miernym nesignifikantnym vzostupom do
vysadenia tampoénov a $tatisticky preukaznym poklesom jeho koncentrdcii v den
insemindcie. Podobné zistenia dynamiky sledovaného metabolitu uddvaju K im
a Kalkhoff (1975)ukrysa Fahraeus ai. (1988) u Zien oSetrenych
estradiolom. Nami pozorované zmeny v dynamike hladin celkovych lipidov v uve-
denom obdobi mdZu byt spdsobené metabolickymi a hormondlnymi faktormi, re-
gulujice metabolizmus tukového tkaniva a tym i pokles lipoproteinovej aktivity ako
uvddzaju Steingrimsdottir ai. (1980).

Dynamika stipajucich koncentrdcii celkovych lipidov do 2. mesiaca gravidity,
ktora bola vystriedand $tatisticky vyznamnym poklesom jeho hladin v 3. a 4. mesiaci
gravidity, mdze byt modulovand vzdjomne sa meniacim pomerom steroidnych
hormdnov, alebo inhibiciou syntézy lipoproteinov zodpovednych za zmeny celko-
vych lipidov plazmy (Van Lenten ai. 1983). Korelaind zdvislost celkovych
lipidov a cholesterolu zistend v 17. dni po insemindcii a v 1. mesiaci gravidity moze
mat za nasledok zniZenie ich koncentrdcii a nasledného poklesu cholesterolu.

Koncentracie cholesterolu po€as instalicie Agelin poSevnych tamponov sa vy-
razne nemenili. Po vybrati hubiek a aplikdcii PMSG sa jeho hladiny v derl insemi-
ndcie nesignifikantne zvySili. Podobné udaje pri $tidiu zmien cholesterolu
v priebehu estralneho cyklu oviec pozorovali Talavera ai. (1985)akoajBe -
keova ai. (1991). Negativna korelatna zavislost pozorovand v ¢ase synchroni-
zécie ruje vo vzdjomnom vzfahu cholesterolu a progesteronu v na§om experimente
je porovnatelnd s vysledkami po&as estrdlneho cyklu oviec (Raval a i, 1986).
Pokles koncentrdcii cholesterolu pokraduje so znizovanim nizkodenzitnych lipopro-
teinov (LDL) obsahujucich apoprotein B, ktorych metabolizmus je uizko spity
s u¢inkom estrogénov na LDL receptory pre centralne vychytdvanie cholesterolu
(Brown ai., 1981). V ostatnom ¢ase su dostupné udaje (Fahraeus, 1988)
o riadiacom u¢inku estradiolu na koncentrdcie lipidov i lipoproteinov. V stvislosti
s tym je pravdepodobné, Ze zniZovanie cholesterolu ku koncu gravidity prechddza
zlozitou metabolickou cestou modulovanou predovietkym zvy$enym vzostupom
koncentricii estrogénov a meniacimi sa pomermi obidvoch steroidov ku koncu gra-
vidity, 24 hodin pred porodom bahnic (Challis, 1971; Challis ai., 1981;
Maracek ai, 1984).

Statisticky preukazné zniZenie (P < 0,05) hladin progesterénu s jeho najnizsimi
hodnotami sme zistili po vybrati hubiek a oSetreni zvierat s PMSG v deii insemi-
ndcie. Podobné dynamické zmeny v koncentricidch progesterénu pozorovali
Kasztelan ai. (1988) indukcii ruje podkoznym implantitom s obsahom
375 mg progesteronu a injikovani PMSG. Nesignifikantny vzostup koncentracii
progesterénu zaznamenany v 7., 14. a 17. dni po insemindcii je porovnatelny
s udajmi dynamickych zmien (Se fidbakht ai., 1977). Koncentricie progeste-
ronovych hladin zistené do 2. mesiaca gravidity poukazuju na dolezitost Zltého te-
lieska na zaciatku gravidity oviec (Stabenfeldt ai., 1972). Po 60. dni
gravidity bahnic je produkcia progesteronu placentimeho pdvodu a ovariektomia
mozZe byf vykonana bez toho, aby doSlok abortu(Kud14¢ a Elecko, 1987).
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Statisticky vyznamny vzostup koncentrdcii progesterénu (P < 0,01; P < 0,001) za-
znamenany do 4. mesiaca gravidity je porovnatelny s dynamikou jeho koncentrécii
zaznamenanych u oviec do 135. difa gravidity (Stabenfeldt ai., 1972).

Dosiahnuté vysledky poukazuji na doleZitost biologického komplexu sledova-
nych parametrov pri vzdjomnom prepojeni reguladnych mechanizmov pdsobiacich
pri koncepcii a po¢as gravidity oviec.
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KRAJNICAKOVA, M. - BEKEOVA, E. - HENDRICHOVSKY, V. - MARACEK, I. (Re-
search Institute of Experimental Veterinary Medicine, KoSice):

Concentrations of total lipids, cholesterol and progesterone in the period of oestrus syn-
chronization and during gravidity of sheep.

Vet. Med. - Czech., 38, 1993 (6) : 349-357.

Our investigations were concerned with dynamic changes in total lipids (CL), cho-
lesterol (CHOL) and progesterone (P4) in blood serum of sheep in the period of oestrus
synchronization treatment and during mating and gravidity. Our experiment was carried
out using 10 animals housed under the conditions of productive rearing. Blood samples
were taken from v. jugularis on day of swab application (day 0) and on days 3 and 7
of the action of Agelin vaginal swabs, on day of insemination, and on days 7, 14, 17
and in the 2nd, 3rd and 4th month of gravidity. Blood serum was used to determine total
lipids and cholesterol by means of Bio-Lachema tests, and P4 concentrations employing
RIA-test-Prog kits (URVIT, KoSice). A statistically significant decrease in concentra-
tions of total lipids (Fig. 1, Tab. I) in sheep blood serum was recorded on day of in-
semination (P < 0.05) compared to day 0, with the value 1.59 £ 0.31 g/ of serum, and
in the 3rd month of gravidity (P < 0.01), at concentrations 1.36 £+ 0.38 g/l of serum.
The determined decrease in their values in the mentioned period can be modulated by
the mutually changing ratio of steroid hormones or by inhibition of synthesis of lipo-
proteins responsible for changes in total plasma lipids. Changes in cholesterol concen-
trations (Fig. 2, Tab. I) during the introduction of swabs were insignificant and ranged
from 1.60 + 0.42 to 1.73 1 0.33 mmol/l of serum. An insignificant increase in cholesterol
concentrations (P < 0.05), with its highest levels 1.98 + 0.43 mmol/l of serum, was re-
corded in the 3rd month of gravidity. A statistically significant decrease (P < 0.05) in
progesterone levels and its lowest values (Fig. 3, Tab. I) were recorded after the removal
of swabs and treatment of animals with PMSG on day of insemination. Starting from
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the 7th day after the insemination a statistically significant increase in its values
(P <0.01; P <0.001) was observed to the end of the investigated period, with concen-
trations ranging from 2.66 + 1.18 to 37.31 + 16.56 mmoV/1 of serum. Concentrations of
progesterone levels, determined to the 2nd month of gravidity, point to the importance
of the corpus luteum at the onset of sheep gravidity. After the 60th day of ewe gravidity,
the production of progesterone is of placental origin, as it is also confirmed by literary
data (Kudlac¢, Elec ko, 1987) suggesting that ovariotomy can be carried out
without abortion. The investigated parameters are important in view of mutual intercon-
nections of regulation mechanisms during the observed period.

sheep; oestrus synchronization; gravidity; total lipids; cholesterol; progesterone
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ALKALICKA FOSFATAZA V PUERPERIU BAHNIC A JEJ VZTAH
K HORMONOM STITNEJ ZI’ZAZY A OVARIALNYM STEROIDOM

E. Bekeova, M. Krajnitakova, V. Hendrichovsky, I. Maratek

Ustav experimentdlnej veterindrnej mediciny, KoSice

Préca je zamerand na $tidium zmien dynamiky koncentrécii alkalickej fosfatdzy (ALP),
tyroxinu (T,), trijédtyroninu (T3), 17 beta-estradiolu (E,), progesterénu (P,4) a ich vz4-
jomnej koreldcie v systémovej krvi bahnic po&as prvych 51 dni po pérode za ti¢elom
zistenia zdvislosti zmien v dynamike ovaridlnych steroidov od aktudlnych systémovych
koncentracii ALP, T4a T3 podas puerpéria bahnic. Sledovanie sme robili u 9 dojéiacich
bahnic plemena slovenské merino, po 2. - 3. bahneni s hmotnostou 40 - 50 kg, obahne-
nych v prvej dekade februdra, kimenych podfa CSN 46 7070. Krv sme odoberali
punkciou v. jugularis v intervaloch 24 h (-1. deil) pred pérodom (a.p.), do 36. h po
porode (p.p.),v4., 7,17, 21, 25, 34., 42. a 51. dni p.p. Koncentrécie ALP, Ty, T,
E, a P4sme stanovili komerénymi stiipravami LACHEMA-test (LACHEMA, n.. Brno),
RIA-test-T4, RIA-test-ESTRA a RIA-test-PROG (URVIT, Kogice). V porovna-
ni k -1. difu mali koncentrdcie ALP do 17. dila a koncentricie T4a T3 do 21. dia $ta-
tisticky nepreukazne klesajticu tendenciu. Koncentricie E; a P4 po poklese uZ v 36. h
pozorovania (P < 0,001, P < 0,001) sa na signifikantne niZ§ich hodnotich v po-
rovnani k -1. diiu udrZiavali aZ do konca sledovania. V koncentracidch ALP po 17. dni
a v koncentracidch T4 a Ty po 21. dni sme zaznamenali pozvolny, v porovnani k -1.
diiu nesignifikantny, ndrast s pretrvdvanim do 51. diia p.p. Signifikantnost koreldcie
sme zaznamenali vo vzfahoch T4: ALP (P < 0,001) v 51. dni, ALP : Pya ALP : E,
v 17. a 42. dni p.p. (P <0,05). Z vysledkov usudzujeme, Ze placentarna ALP aj naprieck
jej pretrvdvaniu v systémovom obehu, v podstatnej miere dynamiku ovaridlnych ste-
roidov v ranom puerpériu neovplyviiuje.

bahnica; puerpérium; alkalick4 fosfatdza; tyroxin; trijédtyronin; 17 beta-estradiol; pro-
gesteron

Alkalick4 fosfatdza (ALP) - ortofosforicky monoester fosfohydroldzy je zna¢ne
roziirenym enzymom v cicav&ich tkanivich. Mimo ¢riev, obli¢iek a kosti bola jej
vysokd aktivita dokdzand v placente v druhej polovici gravidity. V krvnom sére
mozZno izoenzymy ALP dokdzat do troch tyZdiiov po porode (Fernley, 1971;
Oya, 1985). Placenta, podobne ako stena ¢riev, zohrdva vyznamnu ulohu
v transporte lipidov a podla zisteni autorov Coleman a Hayns (1984)
v experimentoch in vitro je placenta krys orgdnom s vysoko aktivnym metabo-
lizmom triacylglycerolov. U Zien bola dok4zand i¢ast placentdrnej alkalicke;j fosfa-
tézy pri hydrolyze fosfatidov na digliceridy a anorganické fosfity (Sumikava
ai., 1987). Hydrolyza fosfatidov je nevyhnutnd pre biosyntézu, resp. resyntézu tria-
cylglycerolov. Lipoproteiny zastdvaji vyznamné miesto v steroidogenéze ako zdroje
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primarneho prekurzoru syntézy steroidov (cholesterolu) v placente a ovdridch
(Knopp ai.,, 1986; Grummer a Caroll, 1988).

Subezne pri $tudiu riadenia mobilizdcie tuku z tukového tkaniva sa zistilo, Ze
resyntéza triacylglycerolov je zdvisld i od poolu volnych mastnych kyselin (FFA)
v tukovom tkanive a tento je urfujucim faktorom hladiny FFA cirkulujtcich
v plazme. Koncentrdacia FFA v plazme reguluje zasa prijem FFA ostatnymi tkani-
vami a ich aktivdciu na Acyl-CoA. Acyl-CoA je spolu s glycerolom zikladnou zloZkou
syntézy triacylglycerolov. Enzymy zaradené v lipolyze a v uvoliiovani FFA z tukového
tkaniva st mimo inych ovplyviiované horménmi §titnej Zfazy a TSH (M aye s, 1977).

Vychddzajuc z uvedeného sme sa v predkladanej praci zamerali na sledovanie
zmien koncentracii alkalickej fosfatazy, tyroxinu, trijodtyroninu, 17 beta-estradiolu,
progesteronu a ich vzdjomnej korela¢nej zdvislosti v systémovej krvi oviec od
prvych postpartdlnych dni do 51. diia po pdrode za u¢elom zistenia moZného vplyvu
placentdrnej alkalickej fosfatdzy, resp. jej vztahov s horménmi §titnej Zlazy na synté-
zu ovaridlnych steroidov po¢as puerpéria bahnic.

MATERIAL A METODY

POKUSNE ZVIERATA

Do experimentu sme zaradili devit oviec plemena slovenské merino s priemernou
hmotnostou 40-50 kg, obahnenych v prvej dekdde februdra. Po¢as bahnenia i celého
experimentu boli bahnice spolu s jahtiatami chované v ovéine star$ieho klasického
typu na hlbokej podstielke. Kfmna divka, vybilancovand podra CSN 46 7070, po-
zostdvala zo sildZe, sena repy a pridavku kfmnej zmesi BAK. Voda a dobytcia sol
boli poddvané ad libitum.

ODBER BIOLOGICKEHO MATERIALU

Vzorky krvi sa odoberali punkciou v. jugularis medzi 8.00 a 10.00 hodinou.
Odber prvej vzorky krvi bol vykonany 24 h (-1. deti) pred porodom (a.p.), s dal$imi
odbermi sa pokrafovalo v 36. h po porode, v. 4., 7., 14,, 17,, 21,, 25., 34, 42.
a 51. dni po porode (p.p.). Krv bola po odbere zcentrifugovand a krvné séra
uskladnené pri -18 °C az do spracovania.

ANALYTICKE METODY

Koncentricie alkalickej fosfatdizy (ALP) sme stanovili LACHEMA -testom
(LACHEMA, Brno). K rddioimunologickému stanoveniu koncentracii tyroxinu
(T4), trijodtyroninu (T3), 17 beta-estradiolu (E,), progesterénu (P,4) sme pouzili ko-
merné supravy RIA-test-T,;, RIA-test-T3, RIA-test-ESTRA, RIA-test-PROG
(URVIT, Kogice).

MATEMATICKO-STATISTICKE ANALYZY

Statistickli vyznamnost diferencii medzi -1. difom a dal$imi diiami experimentu
sme hodnotili Studentovym t-testom. Vzdjomni zavislost sledovanych parametrov
sme ur€ili vypo¢tom korela¢ného koeficientu (r) a jeho $tatistickej vyznamnosti.
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VYSLEDKY

V porovnani k hodnotdm 2,6 + 1,08 pkat/l séra zistenych v -1. deil sme v 36. h
po porode zaznamenali v koncentrdcidch ALP (tab. I, obr. 1) mierny pokles. Po
vzostupe v 4. a 7. poporodnom dni, v porovnani k -1. difu nesignifikantnom, mali
jeho koncentricie klesajicu tendenciu so $tatisticky nepreukazne najniZz$imi hodno-
tami v 17. dni po obahneni (1,34 + 0,97 pkat/l). Po 17. dni sme v koncentriciich
ALP zaznamenali mierne vzostupni tendenciu so sinusoiddlnym priebehom krivky.
Uroveii hodnot z -1. difa v8ak nedosiahli.

Koncentricie Ty4 (tab. I, obr. 2) sa v -1. dni a v 36. h po porode pohybovali na
temer rovnakych hladindch (59,4 + 9,69 a 60,68 + 23,44 nmol/l séra). Ich vyrazny,
v porovnani k -1. difu v3ak nesignifikantny zostup sme pozorovali v 4. dni po pdrode
(45,66 + 21,61 nmol/l séra). Prechodny, 3tatisticky nepreukazny vzostup v 7. dni
vystriedal opitovny pokles jeho koncentrdcii s najniz§imi hodnotami v 21. dni po
obahneni (54,89 £ 11,06 nmol/l séra; P> 0,05). Po 21. dni nadobudli jeho koncentra-
cie charakter trvalého vzostupu. Najvy3$§ie hodnoty (73,02 + 16,24 nmol/l, P > 0,05)
dosiahli v 51. dni po pdrode.

I. Koncentrdcie alkalickej fosfatizy (ALP), tyroxinu (T4), trijédtyroninu (T3), 17 beta-estradiolu (Ez2)
a progestronu (P4) v krvnom sére bahnic v poporodnom obdobi — The concentrations of alkaline
phosphatase (ALP), thyroxine (Ts), triiodothyronine (T3), 17 beta-oestradiol (E2) and progesterone
(P4) in the blood serum of ewes in the puerpery

Dnil Koncentrécie’
ALP (pkat/1) T, (nmol/1) T3 (nmol/l) E, (nmol/1) P, (nmol/1)
-1. 2,60+1,08 | 59,40+ 9,69 | 1,22+0,33 2,45+ 0,65 9,46 + 3,44
36h 1961094 | 60,68+23,44 | 1,48+0,34 0,30£0,24" | 0,05+0,08
4. 237+1,41 | 456612161 | 1,17£0,36 0,17£0,00" | 0,06+0,01°
% 2,30+127 | 6638+13,57 | 1,39+0,50 0,19£0,00° [ 007+0,1°
14. 1,70£091 | 61,48+2554 | 0,99+0,54 0,13£0,00" | 0,03+0,07
17. 1,34£097 | 60,79+17,97 | 094%0,55 0,20£027" | 0,04%0,10°
21. 1,73+1,33 | 5489+11,06 | 0,85+0,32 0,15£0,12° | 0,06+0,16
25. 1,66+ 126 | 64,68+20,08 | 1,04+0,59 0,08+0,07" | 004+0,14"
34. 1,70£096 | 72,84+17,44 | 1,16+0,43 0,124£0,07" | 096+2,382"
42. 2,18+1,09 | 6981+1554 | 1211043 0,24+0,15° | 0,05+0,08"
51. 2,00+1,05 | 73,02+1624 | 1244044 0,20£0,15° | 0,02+0,07

Signifikantnosf deferencii medzi -1. diiom a ostatnymi diiami sledovania hodnotend Studentovym
t-testom - The significance of differences between day -1 and the other days of observation evaluated
by Student’s f-test

* =P <0,001

days, “concentrations
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Jkat /1 1. Koncentricie alkalickej
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h d
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V porovnani k hodnotdm 1,22 + 0,33 nmol/l séra zistenych v -1. dni sme v 36. h
a 7. dni zaznamenali v koncentrdcidch Tj (tab. I, obr. 3) nesignifikantny ndrast
s najvy$¥imi hodnotami 1,48 + 0,34 nmol/l séra v 36. h po obahneni. Medzi 14.
a 21. popdrodnym difom mali jeho koncentrdcie klesajicu tendenciu (P > 0,05), po-
hybovali sa na rovni hodnét 0,85 + 0,32 az 0,99 + 0,55 nmol/l séra. Po Staticky
nepreukaznom vzostupe pozorovanom v 25. dni mali koncentricie T3 charakter
mierneho, trvalého vzostupu aZ do konca sledovania. Uroveil vychodzich hodndt
dosiahli v 51. dni experimentu.

V -1. dni sledovania sa koncentricie E, (tab. I, obr. 4) pohybovali na hladinich
2,45 1 0,65 nmol/l séra. V 36. h po porode hodnoty jeho koncentrécif prudko poklesli
k hodnotdm 0,30 + 0,24 nmol/l séra (P < 0,001). Od 4. popdrodného diia aZ do
ukon&enia sledovania sa jeho hodnoty pohybovali na pomeme vyrovnanych a v po-
rovnan{ k -1. difu signifikantne niZ8ich hladinich (P < 0,001). Vyrovnanosf hladin
bola preruSend miemym prechodnym zvySenim jeho koncentrdcii v 17. a 42. dni
po porode k hodnotdm 0,20 + 0,27 a 0,24 + 0,15 nmol/l séra. Smerodajnd odchylka
viak nazna&uje Siroku varidciu individudlnych hodnot.
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3. Koncentridcie trijédtyro- 2,04 nmol /1
ninu (nmol/l) v popé- i

rodnom obdobi u bahnic — 1
Triiodothyronine concen- 1,54
trations (nmol/l) in ewes in ]
the puerpery
1,04
-
o
o —— - ; ,
-1 36 4 7 1% 17 21 25 34 42 51
h— d
4. Koncentricie 17 betf- 3,54 nmol /1
estradiolu (nmol/1) v popd- !
rodnom obdobi u bahnic - 3,0
17 beta-oestradiol concen-
trations (nmol/l) in ewes in 2,5
the puerpery
2,0
1.0
0,5
ol1
0,08 o A ’ ; v
1 364 7 %17 21 25 34 42 S‘ld
5. Koncentrdcie progeste- 15,04 nmol /1
rénu (nmol/l) v popé-
rodnom obdobi u bahnic — 1091
Progesterone concentra- 204
tions (nmol/l) in ewes in 2,01
the puerpery 15 1
1,0 1
0,5 1
0,14
0,05 1
04 —tvr—v—rv — T T v T v
1 364 7 1% 17 21 25 3% 42 51
h* d

V koncentrdcidch P4 (tab. I, obr. 5) sme podobne ako u E, pozorovali prudky
pokles jeho koncentrdcii z hodndt 9,46 t 3,44 nmol/l séra, zisteny v -1. dni na G-
roveii 0,05 £ 0,08 nmol/l séra, P < 0,01 uZ v 36. h po porode. S vynimkou epizo-
dického vzostupu zistenom v 34. popdorodnom dni (0,96 + 2,82 nmol/l séra) so
Sirokym rozptylom individudlnych hodndt sme podstatnejSie zmeny v jeho
koncentrgcidch nezistili.
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II. Vzfah alkalickej fosfatdzy (ALP) k tyroxinu (T,), trijédtyroninu (T;) 17 beta-estradiolu (E;) a
progesterénu (P,) vyjadreny korela¥nym koeficientom (r) — The relationship of alkaline phosphatase
(ALP) to thyroxine (T,), triiodothyronine (T5), 17 beta-oestradiol (E,) and progesterone (P4) char-
acterized by correlation coefficient (r)

Dni' Korelaény koeficient? (9]

ALP: T, ALP: T, ALP :E, ALP : P,
o, -0,1868 0,1424 0,7814 0,3895
36.h -0,2816 0,0391 0,3391 -0,4675

-0,4850 -0,0291 0,6257 0,1604

-0,4008 -0,1835 -0,2933 -0,5166
14. -0,4805 0,1537 -0,3646 -0,1423
17. -0,0475 0,0272 0,0351 0,7197°
21. 0,0428 0,4642 0,6171 -0,3030
25. -0,3871 -0,0578 0,0923 -0,3667
34, -0,5423 -0,2009 0,,1066 -0,3415
42. -0,4954 0,0246 0,7096 -0,5563
51. 0,9023"" 0,5627 0,5089 -0,4991

* =P <0,05; *** =P <0,001
Idays, correlation coefficient

Pri korelatnom hodnoteni vzfahov sledovanych parametrov (tab. II) sme zazna-
menali tesnu, $tatisticky preukaznu pozitivnu korelaéni zdvislost vo vztahu T4: ALP
(r = 0,9023; P < 0,001), ale aZ v 51. dni po pdrode a tieZ vo vzahoch ALP : P4
v 17. dni (r = 0,7197; P < 0,05) a ALP : E, v 42. dni po obahneni (» = 0,7096;
P <0,05).

DISKUSIA

Pri zovSeobectiujicom hodnoteni dynamickych zmien sledovanych parametrov
mdZeme konStatovat, Ze koncentracie ALP mali v porovnani k -1. difu klesajiicu
tendenciu aZ do 17. diia po porode. Zostupny charakter pretrvdvajici do 21. diia
s vynimkou epizodického, 3tatisticky nepreukazného vzostupu v 7. dni, sme zazna-
menali aj v koncentrdcidch T4. Podobnu klesajiicu tendenciu s prechodnym, nepreu-
kaznym, dvojvrcholovym vzostupom v 36. h a 7. dni mali i koncentricie T;.
V koncentrdcidch oboch steroidnych horménov E, a P4 sme zistili signifikantny
pokles (P < 0,001) uz v 36. h po obahneni. Odhliadniic od ndznakovitého zvy3Senia
hodnét E; v 17. a 42. dni a epizodického vzostupu P4 v 34. dni sledovania sa
koncentrdcie oboch steroidov udrZiavali na hladindch signifikantne niZ§ich ako
v -1. dni.
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V koncentricidch ALP po 17. dni a v koncentrcidch T4 a T; po 21. dni sme
zaznamenali pozvolny, vzhfadom k -1. difu nesignifikantny ndrast pretrvdvajici do
51. difa po porode.

V dostupnej literatiire sme sa s pridcami, ktoré rieSia ulohu ALP a jej vzfah
k hormé6nom $titnej Zfazy a ovaridlnym steroidom v popérodnom obdobi nestretli.
VicSina pric je orientovand na $tidium jej vyznamu podas estrdlneho cyklu, resp.
gravidity.

Z experimentdlnych pric robenych prevdZne u gravidnych Zien vyplyva, Ze
koncentricie placentdrnych izoenzymov ALP sa za&inaji zvySovat v priebehu dru-
hého a tretieho trimestra gravidity (Fishman a i, 1972). Ako katalyzitory
hydrolyzy fosfatidov pravdepodobne participujii na syntéze progestrénu a estrogé-
nov v placente (Coleman a Haynes, 1984; Sumikawa ai., 1987).
V &ase gravidity by teda ALP a jej izoenzymy bolo moZzné povaZovat za jeden z pro-
tektorujucich faktorov gravidity. Podfla doteraj$ich poznatkov z humannej mediciny
(Kadlec, 1990) po odburani fetoplacentdrnej jednotky, ako jej priameho zdroja,
vymizne zo séra do troch tyZdiiov po porode. S uvedenou skutoénostou pravdepo-
dobne suvisi i pozvolny poporodny pokles koncentrdcie ALP s najniZ§imi hodno-
tami v 17. dni v naSom experimente. V rozpore s poznatkami, ktoré uddva
Kadlec (1990), viak v naSom pozorovani sme nezistili absolitny pokles
koncentricii ALP a navySe sa jej koncentricie po 17. dni zagali pozvolne zvySovat.
Ddvod zachovania ur€itych systémovych koncentrdcii vidime v nizkej Specifite
nami pouZitého testu. Pozvolny vzostup ALP po 17. popdrodnom dni si vysvetfu-
jeme ndstupom postupnej popdrodnej retaurdcie celej hypotalamo-adenohypofy-
zdrnej osi (Nett, 1987, Wallace ai, 1989; Schirar ai., 1990).
Hypotéza o suvise medzi aktivdciou hypotalamo-adenohypofyzarnej osi
a pozvolnym vzostupom ALP mdZe byt nepriamo doloZend vysledkami experi-
mentov, v ktorych sa zistilo, Ze aktivita ALP bovinného uteru je regulovand ova-
ridlnymi steroidmi. U progestronu bolo dokdzané stimulatné a u 17 beta-estradiolu
inhibi¢né pdsobenie na aktivitu ALP (Boos ai., 1988, Witkowski ai,
1989). V porovnani k folikuldrnej féze dojnic a byvolic sa signifikantne vy33ia akti-
vita endometridlnej aktivity ALP dokdzala potas lutedlnej fdzy pohlavného cyklu
(Larson ai,1970; Bugalia a Sharma, 1990). V siilade s uvedenymi
zisteniami je nami zaznamenan4 pozitivna korelatnd zdvislost vo vzfahu ALP : P,
v 17. dni. éi vzostup ALP, pozitivna koreladnd zdvislost a ndznakovité zvySenie P4
prave v 17. dni savisi so zaCiatkom ovaridlnej aktivicie jednoznatne zodpovedaf
nemoZeme.

Pokles, ktory sme s vynimkou epizodického vzostupu pozorovali u oboch ty-
roidnych horménov do 21. dila po porode je v zhode so zisteniami u dojnic, oSipa-
nych a kdz (Kesler ai., 1981;Benjaminsen, 1981; Riis
a Madsen, 1985). Popdrodnd depresia systémovych koncentricii tyroidnych
horménov je podFa doterajdich poznatkov spdsobend ich redistribliciou do mlie¢nej
Zfazy a hyposekréciou tyroidei (Fukuda ai., 1980; Riis a Madsen,
1985). Pretrvavajlice klesanie jodtyroninov v prvych difoch po pdrode pravdepo-
dobne zaujima vyznamné postavenie vo vyrovndvani energetického deficitu pri ini-
cidcii laktdcie a cez stimuldcie 5 alfa-reduktdzového systému, brani predCasnej
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koncepcii. Tuto problematiku podrobnejSie diskutujeme v naSich skor publikova-
nych prdcach (Bekeovd ai., 1991, 1992), v ktorych sme dospeli k zdveru, Ze
v popdrodnom obdobi a v &ase laktdcie dochddza u oviec k do€asnému preruSeniu
vzidjomnych tyroideo-ovaridlnych vzfahov a hormény $titnej Zfazy sa v tomto obdo-
bi stdvaji sti¢astou energie-mobilizujiuceho a homeostaticko-adapta¢ného komplexu
organizmu. Ked vezmeme do ivahy skutotnost, Ze ALP katalyzuje hydrolyzu fosfa-
monoesterov, resp. fosfatidov, priom vicsina lipolytickych pochodov vyZaduje pre
svoj optimalny priebeh hormény $titnej Zfazy a glukokortikoidy (Fernley, 1971;
Mayes, 1977) potom preruSenie tyroideo-ovaridlnych vzfahov po porode mozno
Ciasto¢ne vysvetlit insuficientnym vplyvom zniZenych jodtyroninov na lipolytické
pochody z celkovym negativnym dopadom na syntézu ovaridlnych steroidov. Ne-
gativna korelatnd zdvislost vztahov ALP : T4 v rozsahu takmer celého sledovania
a tesnost pozitivnej koreldcie daného vzfahu aZ v 51. dni po obahneni do uritej miery
uvedenu hypotézu objektivizuje a ddva podnet na jej preciznejSie rozpracovanie.

V zdvere vychddzajic z literdrych poznatkov a na$ich suCasnych i skor publi-
kovanych vysledkov usudzujeme, Ze interakéné vzfahy medzi horménmi $titnej
Zlazy a ALP s ich vyslednym vplyvom na metabolizmus lipidov maji vyznamné
postavenie v moduldcii syntézy steroidov. K ich realizicii v8ak pravdepodobne
dochddza aZ po ukonceni reparaénych procesov hypotalamo-adenohypofyzirnej osi.
Placentirna ALP, aj napriek jej pretrvdvaniu v systémovom obehu, dynamiku ova-
ridlnych steroidov pravdepodobne neovplyviiuje.
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BEKEOVA, E. - KRAINICAKOVA, M. - HENDRICHOVSKY, V. - MARACEK, I. (Insti-
tute of Experimental Veterinary Medicine, KoSice):

Alkaline phosphatase in the puerperium of ewes and its relation to thyroid hormones
and ovarian steroids.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6) : 359-368.

Triacylglycerols as the sources of cholesterol, the primary precursor of steroid syn-
thesis, are one of the factors that limit the speed of steroidogenesis. Synthesis and re-
synthesis of triacylglycerols depend, in addition to other factors, on phosphatid
hydrolysis that is controlled during pregnancy by placentary ALP (Sumikawa et
al., 1987) and the FFA pool in the systemic blood stream. Enzymes participating in FFA
release from the fat tissue are affected by thyroid hormones and TSH(M ay e s, 1977).
In view of the above facts, this work was aimed at the observation of changes in alkaline
phosphatase (ALP), thyroxine (T4), triiodothyronine (T3), 17 B-oestradiol (E;) and pro-
gesterone (Py4) levels and their mutual correlations in the systemic blood stream of sheep
from the first day after parturition to day 51 p.p. Our attention was paid to the possible
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delayed effects of placentary ALP and thyroid hormones on the synthesis of ovarian
steroids in puerperal ewes. Nine merino sheep were included in the experiment; they
lambed in the first decade of February and were kept together with their lambs in a clas-
sical sheep-cot on deep litter. The animals were fed according to the Czechoslovak State
Standard CSN 46 7070. Blood samples were taken from the v. jugularis from 8 to 9
o’ clock am: 24 hs (day -1) prior to parturition (a.p.), 36 hs and on days 4, 7, 14, 17,
21, 25, 34, 42 and 51 after parturition (p.p). As compared with day -1 (2.6 £ 1.08 pkat/1),
ALP concentrations showed a decrease with minimum values occurring on day 17 (1.34
+ 0.97 pkat/l, P < 0,05). T4 concentrations also decreased from day -1 (59.4 + 9.69
nmol/l) to day 21 (54.89 + 11.06 nmol/l, P < 0.05). A similar decrease (from 1.82 +
0.33 nmol/l on day 1 to 0.85 + 0.32 nmol/l on day 21) could also be observed in T
levels. As early as 36 hs p.p., the concentrations of both steroid hormones, E, and Py,
significantly decreased [from 2.45 + 0.65 and 9.46 + 0.34 nmol/l on day -1 to 0.30 +
0.24 and 0.05 + 0.08 nmol/l, respectively (P < 0,001)]. Throughout the period of inves-
tigation, apart from an unsubstantial increase in E, values on days 17 and 42 and an
episodic increase in P4levels on day 34, the concentrations of both steroids had the values
that were significantly lower than those observed on day -1. Slightly, in comparison with
day -1, insignificantly increased ALP concentrations were observed from day 17 to day
21; insignificantly increased T4 and T; levels were recorded from day 21 to day 51.

In T4 : ALP, a statistically significant correlation (P < 0.001) was observed as late
as on day 51 p.p. while in ALP : P4 and ALP : E,, a statistically significant correlation
(P < 0.05) was recorded on days 17 and 42 p.p., respectively. The decrease in ALP
levels observed until day 17 p.p. coincides with the data reportedby Kad1lec (1990),
‘who says that the decrease in ALP concentrations is related to the extinction of the foe-
toplacentary unit. A gradual increase in ALP levels could be induced by the gradual res-
toration of the hypothalamo-pituitary ovarian axis and the activation of ovarian steroid
synthesis (Boos etal, 1988, Witkowski etal., 1989).

On the basis of literary data and our present as well as previous results it can be
concluded that placentary ALP does not probably affect the dynamics of ovarian steriods
in spite of the fact that it persists in the systemic blood stream during early puerperium.
The significance of correlation of the relation ALP : P4 on day 51 post partum (P < 0.001)
points to the mutual interconnection between thyroxine and ALP in this phase of repro-
ductive cycle which can exert eventually a significant influence on metabolism of lipids
and subsequently also on ovarian steroids.

ewe; puerpery; alkaline phosphatase; thyroxine; triiodothyronine; 17 beta-oestradiol; pro-
gesterone

Contact Address:

MVDr. Eva Bekeov é, CSc., Ustav experimentilnej veterinimej mediciny,
Hlinkova 1/A, 040 01 Kosice, Slovak Republic
Tel. 095 37429, fax 095 31853
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ANTIHELMINTICKE OVPLYVNENIE POLYREZISTENTNYCH
NEMATODOV GASTROINTI"ZSTINALNEHO TRAKTU
U IMPORTOVANYCH KOz *)

J. Corba, M. Virady, J. Praslitka, . Vesely

Helmintologicky ustav SAV, KoSice

V stide koz kaSmirskeho a angorského plemena importovaného z Nového Zelandu bol
zisteny vyskyt polyrezistentnych kmeiiov gastrointestindlnych nematédov rodov
Ostertagia a Trichostrongylus. Hodnoty EDs, zistené in vitro EHA testom boli
v rozmedzi od 0,27 do 0,36 pg/ml (pricom referen¥nd hodnota citlivosti je 0,10 pg/ml
TBZ). Rezistencia vo&i vietkym typom v stlasnosti pouZivanych antihelmintik bola
potvrdena in vivo FECR testom, ked ui¢innost doporu€enych ddvok antihelmintik bola
nZ3ia ako 90 % (albendazol 74 %, levamizol 86 %, ivermektin 83 %). Na dehelminti-
zaciu boli vyskusané dve schémy terapie. Z nich bola 1i¢innd simultdnna aplikicia anti-
helmintik v dvojndsobku aZ trojndsobku doporutenych divok (0,4 mg/kg ivermektin
s.c., 30 mg/kg levamizol a 20 mg/kg albendazol p.o.). Pri vySetreni zvierat 7 a 8 me-
siacov po lietbe v¥ak bola opitovne zistend pritomnost rezistentnych kmetiov
gastrointestindlnych nematédov. Ide o prvy vo svetovom meradle popisany pripad medzi-
kontinentalneho prenosu rezistentnych kmeiiov helmintov importom malych preXivavcov.

koza; polyrezistencia; Egg Hatch Assay (EHA); Faecal Egg Count Reduction Test
(FECRT); antihelmintikd; Ostertagia; Trichostrongylus

Problematika vzniku rezistencie vo¢i chemoterapeutikdm je u baktérii, virusov,
plesni aj artropddov zndma uZ dlhi dobu. V poslednom obdobi sa prejavuje aj
u helmintov, najmi gastrointestindlnych nematédov malych preZzivavcov (ovce,
kozy), i ked rezistencia voci antihelmintikdm bola zistend aj u helmintov koni, ho-
vidzieho dobytka a oSipanych a v poslednom obdobi aj u niektorych exotickych
zvierat (soby, pstruhy), ktoré sa chovaju farmdrskym sposobom. Rezistencia voci
antihelmintikdm najskor vznikd tam, kde sa aplikuju pravidelne pofas celého roka,
pri¢om sa nedodrziava ich spravne davkovanie a obmena za pripravky s rozdielnym
mechanizmom ¢inku. Rezistencia je najroziirenejSia v Austrilii a Novom Zelande,
krajindch s vyspelym chovom oviec a kdz, na ktorom z4visi v znaCnej miere eko-
nomika tychto krajin.

MATERIAL A METODY

Stddo 650 kdz ka¥mirskeho a angorského plemena bolo importované na Slo-
vensko z Nového Zelandu v oktobri 1991, Zvierata boli rozmiestnené na Styri farmy

" Vysledky boli ziskané pri rieSeni vnitorného grantu SAV 163/1992.
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a boli drzané v karanténe. Pocas tejto sme zvieratd vySetrili helmintoovoskopicky
modifikovanou Mc Masterovou metédou (minimdlna zdchytnost 10 vajicok
helmintov v 1 g féces). Vzorky féces boli odobraté metédou podfa autorov Hun't
a Taylor (1989) a vySetrené in vitro metdbdou EHA (Egg Hatch Assay - Le
Jambre, 1976). Ide o test liahnutia lariev nematddov v roznych koncentriciach
Cistej substancie tiabendazolu (TBZ) rozpustenom v dimetylsulfoxide. Hodnoty
EDsg sa vypocitavaji probitovou transformdciou a regresnou analyzou (Finney,
1971). Za hrani¢nt hodnotu citlivosti sa povaZzuje koncentrdcia TBZ 0,1 pg/ml,
v ktorej sa larvy nematddov z vajiok elte vyliahnu.

Vysledky in vitro testov sme overovali in vivo FECR testom (Faecal Egg Count
Reduction Test - Lyndal a Murphy, 1992). Tento test redukcie poctov
vajiCok vo féces stanovuje ucinnost antihelmintika porovnanim poctov vaji¢ok vo
féces pred a 7 - 10 dni po dehelmintizicii doporu¢enou dévkou pripravku. Vypo-
Citava sa aritmeticky priemer a percento redukcie pri 95% koeficiente spolahlivosti.

Laboratornu kultivdciu vaji¢ok na larvy tretieho 3tddia (L3) pre uréenie rodovej
prislu$nosti pritomnych nematédov sme robili metoédou odpori¢anou M A F F
(1986).

Vsetky pouzité metddy su v sulade s doporuceniami W.A.A.V.P. (Svetovd aso-
cidcia pre pokrok vo veterindmej parazitoldgii) pre detekciu antihelmintickej re-
zistencie u nematodov (Coles ai., 1992).

V experimentoch sme pouzili nasledujuce antihelmintikd:
albendazol (ABZ) - Aldifal susp., vyrobca MEVAK a.s. Nitra
levamizol (LEV) - Revlin susp., vyrobca MEVAK a.s. Nitra
ivermektin (IVM) - Ivomec inj., vyrobca MSD, USA
albendazol (ABZ) vo forme intrarumindlneho boélusu - Proftril - Captec, vyrobca
SKF, USA
tiabendazol (TBZ) - Cistd substancia, vyrobca MSD, USA

VYSLEDKY

Hodnoty EDsq zistené in vitro testom liahnutia lariev (EHA) boli na $tyroch vy-
Setrenych farmach na zaciatku experimentov medzi 0,27 az 0,36 pg/ml TBZ, ¢o
potvrdzovalo vyskyt benzimidazol - rezistentnych nematddov (tab. I). Na farme €. 4
sme overili u¢innost u nds pouZivanych antihelmintik v ddvkach odporicanych pre
ovce. V kazdej skupine sme mali po 20 zvierat, ktorym sme aplikovali jednordzove:
I. skupina 5 mg/kg ABZ p.o.; 11. skupina 7,5 mg/kg LEV p.o.; I11. skupina 0,2 mg/kg
IVM s.c..

10 dni po liebe sme in vivo testom redukcie poétov vajicok vo féces zistili tuto
priemernu u¢innost: ABZ 74 %, LEV 86 %, IVM 83 %. Tieto hodnoty potvrdzovali
vyskyt polyrezistencie vo¢i pouzitym antiheimintikdm. Preto sme sa rozhodli pre
kombinovanti terapiu za pouZitia uvedenych antihelmintik, lebo sme predpokladali
ich synergicky u¢inok. Kazdému zvieratu vo vietkych $tyroch stidach koz sme na
1. deni pokusu aplikovali po 0,2 mg/kg IVM s.c. a 0 10 dni po 5 mg/kg ABZ
a 15 mg/kg LEV, oba pripravky perordlne. Na troch farmach, kde boli umiestnené
len kozy kaSmirskeho plemena, sme ovoskopickym vySetrenim modifikovanou
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I. Hodnoty EDg, na zafjatku experimentov — EDsj values at the beginning of the experiments

Fama' | EDgv pg/ml TBZ
1 0,27
2 0,27
3 0,28
4 0,36
'farm

II. U&innost antihelmintik na rezistentné gastrointestindlne nematédy u angorskych koz — The effi-
cacy of anthelmintics in the control of resistant gastrointestinal nematodes in angora goats

Slcupinal Pripmvok2 Prie.mesm)" EPG £ SD’ = Utinnost" (%)
pred terapiou po terapii

I ABZ susp. p.o. 58138 24114 56

II ABZ bolus p.o. 105+28 49149 55

111 LEV susp. p.o. 35+13 53156 0

v IVM inj. s.c. 26+22 1312 50

3

! group, 2pre:paralion, average EPG * SD, 4eﬂi«;:acy, Sbefore treatment, afier treatment

Vysvetlivky pre tab. I a II — Explanatory notes to Tabs. I and II:
ABZ = albendazol - albendazole

LEV = levamizol — levamisole

IVM = ivermektin — ivermectin

TBZ = tiabendazol — thiabendazole

EPG = pocet vajitek v 1 g — egg number per 1 g

Mc Masterovou metddou na 8. a 25. deil po terapii nena$li vo vzorkdch féces Ziadne
vajicka helmintov.

Na farme &. 4, kde bolo chovanych spolu 78 kadmirskych a 28 angorskych kdz,
sme negativne vysledky zistili len u ka$mirskych koz. U angorskych kdz boli pou-
zité antihelmintikd v uvedenej schéme aplikdcie neicinné, ked pocty vajicok v 1 g
féces (eggs per gram, EPG) dosahovali hodnoty aZ 437, pricom z 28 lieCenych bolo
24 zvierat pozitivnych. VySetrenim féces EHA metddou sme zistili, Ze EDs teraz
dosahovala hodnotu 1,13 pg/ml TBZ, o predstavovalo Stvorndsobné zvySenie
hodndt rezistencie v porovnani s hodnotami u pévodnych izoldtov nematodov. La-
boratérnou kultivaciou féces sme u lariev L zistili, Ze rezistentny izoldt nematodov
pozostdval z 54 % Ostertagia spp. a 46 % Trichostrongylus spp.

Pre zistenie stupiia citlivosti tohto izoldtu nematédov sme 24 pozitivnych koz
angorského plemena rozdelili do 4 skupin po 6 zvierat. Zvieratdim v I. skupine sme
aplikovali po 5 mg/kg ABZ p.o., v 1. skupine kaZdé zviera dostalo po jednom intra-
rumindlnom bdluse obsahujiicom ABZ, III. skupine sme aplikovali po 7,5 mg/kg
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LEV p.o. a §tvrtej skupine po 0,2 mg/kg IVM s.c. Vysledky tohto pokusu st uvedené
v tab. II. Vzhfadom na nedostato&nii u¢innost skusanych antihelmintik v pouZitych
ddvkach sme sa rozhodli, po konzultdcii s novozelandskym odbornikom (Mc
K enna, 1991), pouZt dvoj- aZ trojndsobky doporu¢enych ddvok a antihelmintika
aplikovat sicasne. Takto kaZdej z 24 angorskych kdz sme podali po 0,4 mg/kg IVM
s.c. a perordlne po 30 mg/kg LEV a 20 mg/kg ABZ.

Individudlnym helmintoovoskopickym vySetrenim féces na 8. a 21. deii po lie¢be
sme nena$li Ziadne vajitka gastrointestindlnych nematédov. Na zdklade tohto
vysledku sme doporu¢ili ukon&enie karantény s podmienkou, Ze vietky sledované
zvieratd sa budi past oddelene na pasienku kde sa v predchddzajiicom roku nep4sli
ovce ani kozy.

V3etky chovy ka¥mirskych a angorskych koz sme ovoskopicky vySetrovali na
pritomnost zdrodkov helmintov poas celej pastevnej sezony. Pri vySetreni na 7.
a 8. mesiac od uvolnenia karantény (september a oktober 1992) sme vo dvoch cho-
voch zistili metédou EHA hodnoty EDsq 0,112 a 0,150 pg/ml, ktoré potvrdzujui opa-
tovny vyskyt rezistentnych kmetiov nematddov. V trefom vySetrovanom chove sme
zistili hodnotu EDs, 0,088 pg/ml, ¢o je hodnota blizka referen¢nej hladine citlivosti.
V jednom chove kdz sa pre nizke podty vaji€ok vo féces test nedal hodnotif.

DISKUSIA

Z naSich vysledkov vyplyva, Ze importom invadovanych koz z Nového Zelandu
sme introdukovali na izemie SR polyrezistentné kmene gastrointestindlnych nema-
todov rodov Ostertagia a Trichostrongylus. V odbornej literature doteraz neboi po-
pisany obdobny pripad medzikontinentdlneho prenosu rezistentnych kmeriov
gastrointestindlnych nematédov malych prezivavcov.

O tom, Ze uz v spominanych krajindch je problém nematodorezistencie voci anti-
helmintikdm u oviec a kdz vadZznym problémom, sved¢ia mnohé publikované spravy.
U koz bol tento fenomén popisany najma na Novom Zelande (Kettle ai., 1983;
Scherrer ai, 1989; Badger a Mc Kenna,1989;, Mc Kenna,
1991), v Austrdlii (Barton ai, 1985),vUSA (Craig a Miller, 1990),
vo Velkej Britdnii (Scott ai, 1989; Jackson ai. (1992), v Belgicku (Ve -
reruysse ai, 1989; Geerts ai, 1990), vo Francuzsku (Kerboeuf a
Hubert, 1985) ako aj vIndii (Yadav a Uppal, 1992 a Sri Lanke
(Aken ai., 1989). Hlavné pri¢iny vzniku rezistencie u nematédov a sposoby jej
prevencie sme popisali neddvno (Vesely ai. 1992).

Z naSich vysledkov je zrejmé, Ze divky antihelmintik odpori¢ané pre ovce sa
u kdz musia minimalne zdvojndsobit, lebo farmakokinetika a biologickd dostupnost
antihelmintik u oviec a kdz je rozdielna (Delatour, 1984). K podobnému zi-
verudosliaj Geerts ai., (1990). Dalej je zrejmé, Ze napriek pouZitiu vysokych
ddvok antihelmintik, ich simultdnnej aplikdcii a synergistickému efektu ich u¢inok
na rezistentné gastrointestindlne nemat6dy bol len doCasny a po urlitom obdobi sa
obnovila produkcia vaji€ok sami¢kami nematddov. PouZitie kombindcie anti-
helmintik s rozdielnym mechanizmom u¢inku doporu¢uju niektori autori (M ¢
Kenna, 1990; Pomroy ai, 1992). Tito autori v8ak nesledovali dlhodoby
ucinok pouzitych antihelmintik. Z na8ich pozorovani vyplyva, Ze importované kozy,
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ktoré sa pdsli na izolovanych pasienkoch, nemohli byt reinvadované rezistentnymi
kmeitimi nemat6édov v naSich chovatefskych podmienkach. DéleZity je aj poznatok
o genetickej selekcii rezistentnych nematédov, ked sa hladiny rezistencie vo&i anti-
helmintikdm u angorskych kdz v kritkom ¢asovom rozpiti zvysili Stvorndsobne.

Z vysledkov nd¥ho skumania vyplyva, Ze s vyskytom rezistencie helmintov
k antihelmintikdm treba poditaf aj v naSich chovatefskych podmienkach, najmi pri
zmene $truktiry a vlastnickych vzfahov v polnohospodarstve. Je nanajvys nutné,
aby importované zvieratd pochddzajice najmi zo spominanych krajin, boli poas
karantény vySetrené pracovnikmi Referenéného centra SVS SR, ktoré posobi pri
Helmintologickom tstave SAV a ktoré je schopné pokryt aj potreby CR.

TaktieZ je nevyhnutné vypracovat iginné legislativne opatrenia na ochranu izemi
Statov pred zavle€enim rezistentnych kmetiov helmintov importovanymi zvieratmi.
Kym v pripade infek&nych ochoreni jestvujui prisne medzinarodné predpisy, pre pa-
razitirne ochorenia doteraz takého predpisy nie s zavedené.
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COBRA, J. - VARADY, M. - PRASLICKA, J. - VESELY, L. (Helminthological Institute of
the Slovak Academy of Sciences, KoSice):

- Anthelmintic control of multiple resistant gastrointestinal nematodes in imported goats.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6) : 369-374.

Multiple resistant strains of Ostertagia and Trichostrongylus were detected in a flock
of cashmere and angora goats imported from New Zealand. The EDs, values detected
by in vitro EHA test were from 0.27 to 0.36 pg/ml (while the reference value of sensi-
tivity is 0.10 pg/ml TBZ). Multiple resistance to all the types of currently used anthelmin-
tics was confirmed by in vivo FECRT, when the efficacy of recommended doses was
lower thau 90 % (albendazole 74 %, levamisole 86 %, ivermectin 83 %). Two control
schemes were investigated.

In the simultaneous application of anthelmintics in the double or triple of recom-
mended doses (0.4 mg/kg ivermectin s.c., 30 mg/kg levamisole and 20 mg/kg albenda-
zole p.o.) was effective. Examination of goats 7 and 8 months after treatment revealed
the repeated presence of multiple resistant gastrointestinal nematodes. It is the first pub-
lished case of intercontinental transfer of resistant strains of nematodes when importing
small ruminants.

multiple resistance; Egg Hatch Assay (EHA); Faecal Egg Count Reduction Test
(FECRT); anthelmintics; Ostertagia; Trichostrongylus

Contact Address:

MVDr. Jilius C orb a, DrSc., Helmintologicky tistav SAV, Hlinkova ul. 3,
040 01 Kosice, Slovak Republic
Tel. 095 34455

374 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6): 369-374



VIROLOGICKE VYSETRENf KORMORANU VELKYCH
NA ARBOVIRY

Z. Juficové', Z. Hubélek', J. Halouzka', P. Machétek?

Y Ustay systematické a ekologické biologie AV CR, Brno
2Regiomiln[ muzeum, Mikulov

Krev 56 kormorénti velkych (Phalacrocorax carbo, Pelecaniformes) odchycenych na
jizni Moravé (Cesk4 republika) v letech 1989-1990, byla vy3etfena na infekci zpiiso-
benou arboviry inokulaci sajicich my3ek. Vysledky izola&nich experimentii byly ne-
gativni. Sérologicky bylo vy3etfeno 31 kormoranii v hemaglutinaZng inhibi&nim testu
(HIT) za pouZiti 5 arbovirovych antigenii rodit Alphavirus (Sindbis - SIN), Flavivirus
(kli¥fové encefalitidy - TBE, West-Nile - WN) a &eledi Bunyaviridae (Tahyila - TAH,
Calovo - CVO). Protilétky byly detegovény pouze proti virim SIN, WN a TAH v riizné
frekvenci: 9,7 %; 9,7 %,; 22,6 %. Vy3ka titrii se pohybovala od 1 : 20 do 1 : 80.

ptéci; arboviry; hemaglutinadné inhibi¢ni protildtky; jiZni Morava

Ptdci maji pro nékteré arboviry vyznam jako rezervodr infekce v pfirodnim
ohnisku nebo pfi transkontinentdlnim pfenosu infekce v obdobi sezénnich migraci.

Také ve stfedni Evrop& bylo prokdzdno, Ze ptici mohou slouZit jako hostitelé
arboviri (Ernek aj., 1971, 1975; Gre8ik ov 4 aj., 1975). Protildtky proti
n&kterym arboviriim byly zji$tény i na jizni Moravé, ale kormordni v této oblasti
vySetfeni nebyli. Proto bylo cilem na$i prace vySetfit sérologickymi a virologickymi
metodami spojitost mezi voln& Zijicimi kormorany a arboviry.

MATERIAL A METODY

Béhem let 1989 a 1990 bylo odchyceno 56 kormordnt velkych. Odb&r vzorku
byl provdd&n po dohod& se Spravou CHKO a BR Pilava a ve spoluprdci se Stitnim
rybéfstvim Pohofelice.

Ctyti dospali jedinci byli v z4¥ 1989 zastfeleni na rybniku Hlohovecky a 52 mlé-
dat bylo v kvé&tnu 1990 vybrano z hnizd na spodni zdrZi vodniho dila Nové Mlyny
u Dolnich V&stonic. Krev na izola¢ni a sérologické vySetfeni byla odebrdna punkci
ze srdce. Vétsina ptakh byla ve v&ku do 4 tydnt, néktefi 5 - 6 tydnl, hmotnost se
pohybovala od 90 do 1 700 g.

IZOLACNI VYSETRENI

Krev byla fedéna 1 : 1 v chlazeném MEM s 10 % teleciho séra a antibiotiky (pe-
nicilin 200 j/ml a streptomycin 100 pg/ml) a heparinem (5 j/ml). Vzorky byly ulo-
Zeny pfi -60 °C aZ do provedeni intracerebrdlni a subkutdnni inokulace (0,02 ml)
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SPF mySim ve vé&ku 1 - 3 dny (Velaz Praha). N&které vzorky byly vySetfeny para-
leln& na buttkich VERO. Inokulovand zvifata byla pozorovana po dobu 21 dni.
Bakteridlni sterilita byla testovdna v bujénovém a thioglykoldtovém médiu (Imuna,
Sari§ské Michalany).

HEMAGLUTINACNE INHIBICNI TEST

Krevni sérum bylo extrahovdno acetonem, vysyceno housefimi erytrocyty

a testovdno v HIT podle autori Clarke a Casals (1958), modifikovaném

gro Takatsyho mikrotitrdtor (Tak a t s y, 1958). Antigen TBE je komer¢ni (Imuna,

arisské Michalany). Ostatni antigeny byly pfipraveny sachar6zo-acetonovou

extrakci mozki infikovanych sajicich my3i podle autori Clarke a Casals

(1958). V testu byly pouzity &tyfi jednotky hemaglutininu. Za pozitivni byly pova-
Zovény titry 1 : 20 a vy3§i.

VYSLEDKY

Vysledky izola¢nich pokusi u 56 kormordnti byly negativni. Vzorky krve
31 kormorani byly testovany v HIT proti arbovirim pfend$enym komdry (SIN,
WN, TAH, CVO) a kli§taty (TBE). U kormordnii byly detekovény protildtky proti
virim SIN, WN a TAH. Vy3ka titri se pohybovala v rozmez 1 : 20 aZ 1 : 80.
Vysledky jsou shrnuty v tab. 1.

Nejvy3si promofenost byla zjidténa u viru TAH (22,6 %). Frekvence pozitivnich
nalezi u viri WN a SIN byla niZsi (9,7 %). Protilitky proti viru CVO a TBE nebyly
zjistény.

V tab. II je uvedena hmotnost a odhad v&€ku kormoranii, u nichZ byly zjiitény
protildtky.

DISKUSE

Nélez protilatek proti arbovirim SIN, WN a TAH u ptéki na jizni Moravé je
v souladu s dfivéj8imi vysledky (Ernek aj. 1971, 1973/74, 1975, 1977,
Kolman aj, 1976; Juficovd aj, 1987ab; Hubdlek aj., 1989).

Podle Fauny CSSR(Hudec a Cerny, 1972)je priméma hmotnost samcti
2 528 g a samic 2 025 g, u nds hnizdici kormordni maji hmotnost od 1 600 g do
3 100 g. Mlddata dosahuji vzletnosti a pfiblizn& i hmotnosti dospé&lych ve véku dvou
mésicti. VESina ndmi vySetfenych ptiki tedy nebyla star§f jak &tyfi tydny. U t&chto
pozitivnich mlddat nelze vyloudit, Ze se jednd o detekci matefskych protilitek. Z li-
terdrnich pramen je zndmo, Ze matefské protildtky arboviri mohou u ptadich mla-
dat persistovat aZz 4 tydny (Holden, 1973). Zajimavy je ale nélez protildtek
u jedinci vy3Siho v&ku (5 - 6 tydnt). V tomto piipad& by pozitivita mohla dokazo-
vat, Ze ptdci mohli pfijit do kontaktu s infekci pfimo ve zkoumané lokalit&. Z toho
by se dalo usuzovat, Ze viry WN (vzorek &. 2001) a TAH (vzorek &. 1991, popf.
¢. 1993) na daném uzemi v nizné mife cirkuluji.

376 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6): 375-379



I. Prehled protildtek proti arbovirlim u voln& Zijicich kormoranii (P. carbo) v HIT) — An overview
of antibodies to arboviruses in wildly living cormorants (P. carbo) detected by HIT

Antigen' SIN WN TBE TAH Ccvo
Pocet pozitivnich? 3 3 0 7 0
Poget vy3etfenych® 3l 31 31 31 31
% pozitivnich? 9,7 9,7 0 22,6 ] 0

Lantigen, Zsumber of positive findings, 3number of examined samples, 4% of positive findings

I1. Hmotnost a v&k pozitivnich vzorki krve kormoranu velkych (P. carbo) — The weight and age
of cormorants (P. carbo) with positive findings

Antigen' Vzorek islo’ Hmotnost® ® Odhad véku (dny)4
2001 1450 35
WN 2002 1050 25
2004 950 22
1988 850 20
1991 1700 41
1993 1350 32
TAH 1998 1000 23
2003 750 17
2004 950 22
2007 750 17
1983 770 18
SIN 1985 700 16
2009 500 11

Ianligen, 2sample No., 3weight, ‘age estimate (days)

U &tyt dospélych jedincii odchycenych v zifi 1989 nebyly zjiSté€ny protildtky
proti Zddnému z vySetfovanych virli, coZz mohlo byt zptisobeno malym poltem
vzorkl ziskanych v tomto roce.

Protildtky proti viru CVO nebyly detekovany u Zidného ptdka. To naznauje, Ze
kormorani ve sledovaném obdobi nepfichdzeli do styku s virem CVO.

Absence protildtek proti klisfaty pfendSeném viru TBE ukdzala, Ze se kormordni
nepodili na ekologii tohoto viru. Pfi prohlidce tfi hnizd nebyla nalezena Zidn4 kli3fata.

Podékovani

D&kujeme pani Serbajlové a L. Sev&ikové zatechnickou asistenci.
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JURICOVA, Z. - HUBALEK, Z. - HALOUZKA, J. - MACHACEK, P. (Institute of Sys-
tematical and Ecological Biology, Academy of Sciences, Brno; Regional Museum, Mikulov):

Virological examination of cormorants for arboviruses.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (6) : 375-379.

Cormorants (Phalacrocorax carbo, Pelecaniformes) caught in southern Moravia
(Czech Republic) in 1989 - 1990 were examined for arbovirus infections. Isolation ex-
periments were carried out using blood samples of 56 birds. The results were negative.
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Serological examinations of 31 birds were performed by haemagglutination-inhibition
test (HIT) using 5 arboviral antigens of the genera Alphavirus (Sindbis - SIN) and
Flavivirus (tick-borne encephalitis - TBE, West Nile - WN) and of the family Bunyaviri-
dae (Tahyiia - TAH, Calovo - CVO). Antibodies were detected only to viruses SIN, WN
and TAH at different frequencies: 9.7 %, 9.7 % and 22.6 %. The titres ranged from 1
:20to 1 : 80.

birds; arboviruses; haemagglutination-inhibition antibodies; South Moravia
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INFORMACE

PRVNI NALEZY GIARDIA SPP. U SRNCE OBECNEHO
(CAPREOLUS CAPREOLUS L.)

Stfevniho bi¢ikovce rodu Giardia nalezl v roce 1681 Antony van Leeuwenhoek.
Prestoze uplynulo jiz 312 let od prvniho zji§téni jeho existence, zlstdva tento prvok
i v souCasné dobé& objektem zdjmu parazitologi a specialistti v humanni i veterinarni
medicing. Je tomu tak proto, Ze se doposud nepodafilo mimo jiné uspokojivé vyfesit
napf. otdzku druhového spektra a specificity giardii. V souvislosti s touto sku-
te¢nosti a vzhledem k nartstdni prevalence giardiézy u ¢lovéka, zejména u déti
a pacienti se syndromem ziskané imunodeficience, jsou studie zabyvajici se hledd-
nim zdroji ndkaz, cest §ifeni a moznosti pfenost tohoto protozodrniho onemocnéni
mezi riznymi hostiteli v Zivotnim prostredi stdle aktudlngj§i a potfebng;j§i. Vyznam
nutnosti dal§ich vyzkumt v této oblasti podtrhuji i uvahy nékterych autoru
(Healy, 1990; Buret aj., 1990; Gasser, 1990), ktefi nikazu vyvolanou
bi¢ikovcem rodu Giardia fadi mezi zoondzy. '

V souladu s touto velmi slozitou a komplikovanou epidemiologickou a epizoo-
tologickou problematikou informujeme ve svém kratkém sdéleni o viibec prvnich
nédlezech Giardia spp. u smce obecného (Capreolus capreolus) ve tfech riznych
oblastech Ceské republiky.

Na pracovisté Stitniho veterindriho ustavu v Praze byly v obdobi od ledna do
bfezna 1993 zaslany tfi uhynulé kusy sméi zvéfe. Parazitologicky bylo vySetfeno
srne (ve veku asi 7 - 8 mésicil) z jedné lokality jizni Moravy, sra a srnec ze dvou
honiteb ve stfednich Cechdch. Endoparazité v zazivacim traktu zvéte byli zjidfovani
neuplnou helmintologickou pitvou. K pritkkazu trofozoiti Giardia spp. byl vy3etfo-
vdn obsah zazitiny fedéné fyziologickym roztokem z duodena a potom v tsecich
po 30 - 40 cm po celé délce tenkého stfeva v nativnich prepardtech. Ze stejnych
usekl byly ddle zhotoveny seSkraby stfevnich epitell, které po fixaci metanolem
byly barveny metodou podle Giemsy. Metodou podle Bre zy (1957) byl kopro-
logicky vySetfovan trus pitvané zvéfe odebrany ze slepého a tlustého stfeva. Z lo-
kality na jizni Moravé, ze které pochdzelo srnce, bylo v bfeznu 1993 orientacné
vySetfeno stejnou metodou flotace 10 vzorki trusu dospélé zvéfe; z honitby ze
sttednich Cech, kde byl zaregistrovan tthyn smce, 14 vzorki trusu mladé (do dvou
let) a 10 vzork star§i (vice jak dva roky) sréi zvéfe. Z daldi lokality ve stiednich
Cechdch bylo koprologicky vySetfeno 10 vzorki trusu.

U v3ech tii uhynulych pitvanych kust smnéi zvéfe byla prokdzana ndkaza Giardia
spp. V nativnich prepardtech i v selkrabech stfevni sliznice srncete byli trofozoiti
giardii nalezeni v tenkém stfevé v useku 280 cm od duodena az do vzddlenosti
770 cm. Nejvy3si intenzita jejich vyskytu byla v useku 350 - 420 cm. VétSina tro-
fozoitli volng plavala ve stfevnim obsahu, n&ktefi byli pfichyceni adhezivnim diskem
k enterocytim v odloupnuté sliznici stfeva. I kdyZ smce bylo pitvdno vice nez
48 hodin po thynu, bylo jesté v tuseku jejich nejintenzivngjSiho ndlezu relativné
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mnoho aktivn& se pohybujicich trofozoitll. Toto zji§téni ukazuje na jejich pomé&me
zna¢nou Zivotaschopnost a je vyznamné i pro ulely diagnostické. Jen velmi ojedi-
néle byli nalezeni trofozoiti i v obsahu slepého stfeva. Lokalizace trofozoit Giardia
spp. u srny a srnce nemohla byt z objektivnich diivodi studovdna vzhledem
k pokro€ilym autolytickym procestim stfevniho traktu. Ve slepém a tlustém stfevé
smdéete, sy a smce byly zjiStény velmi pocetné cysty giardii.

V nativnfm preparatu zhotoveném z obsahu stfeva ve vzdalenosti asi 420 cm od
kauddIni ¢4sti duodena bylo promé&feno 30 trofozoith Giardia spp. Trofozoiti méli
hruskovity tvar a jejich velikost byla 12,4 - 16,2 x 8,0 - 11,5 pm (primér 14,5 x
9,4 um).

Velikost cyst giardii byla-zji’fovdna rovn&Z v nativnich prepardtech zhotovenych
ze vzorki trusu odebranych z tlustého stfeva proméfenim 50 cyst od kazdého uhy-
nulého zvifete. Bylo mozné rozlifit dvé formy cyst: ovélny a kulovity. Vétsina cyst
méla ovalny tvar a jejich velikost byla 11,2 - 14,4 x 8,0 - 10,4 pm (prumér 13,3 x
9,1 pm). Cysty témé&f kulovitého tvaru se vyskytovaly velmi sporadicky a jejich ve-
likost byla 12,8 - 13,6 x 9,6 - 10,4 um.v%édné vyrazné rozdily ve velikosti cyst
Giardia spp. mezi jednotlivymi kusy sm¢i zv&fe nebyly pozorovény.

Cysty Giardia spp. byly nalezeny v jednom z 10 vy3etfovanych vzorkt trusu
sméi zv&fe odebranych z honitby, v niZ uhynulo smée. Pozitivni ndlez cyst giardii
byl prokdzin rovnéZ ve dvou ze 14 vy3etfovanych vzorki trusu mladé a v jednom
z 10 vzorku trusu star$i sréi zvéfe z lokality, ve které doflo k ihynu srnce. Ve
dvou z 10 vzorki trusu byly cysty bi¢ikovce nalezeny také u zvéfe z dalsi lokality
ve stfednich Cechach.

Smec obecny (Capreolus capreolus) je tedy novym hostitelem stfevniho bili-
kovce rodu Giardia. Dosavadni vysledky naSich sledovani naznaCuji, Ze s nejvétsi
pravdépodobnosti bude u sméi zvéfe tento prvok astym parazitem. I kdyZ jsme
Giardia spp. prokdzali u v8ech tfi kusti uhynulych zvifat, bylo by pfili§ spekulativni
a neobjektivni na zdkladé té€chto pfedb&znych vysledkli vyvozovat jakékoli defini-
tivni zdvE€ry o vyznamu vlivu giardii na zdravotni stav sméi zvéfe. U viech tfi zvifat
byla patologicko-anatomickou pitvou zji§téna vyhublost, otok a loZiskové pfekrveni
plic a dilatace pravé komory srde¢ni. U sméete byl zjistén také lehky loZiskovy su-
bakutni katardlni zdn&t sliznice stfedniho seku jejuna a ilea. U smy byly nalezeny
petechidlni krvaceniny pod pouzdrem sleziny, sliznice traviciho traktu byla bez z4-
nétlivych zmén.

Neuplnou helimintologickou pitvou byl u sréete zji§t&n velmi intenzivni nilez
Capreocaulus capreoli; u smy byl vyskyt této plicnivky sporadicky a u srce byl
ndlez negativni. Ve svaloviné srdce sy a srmce byly v nativnim prepardtu
(kompresni metodou) i histologicky detekovany cysty Sarcocystis spp. U vSech ti
zvifat byly nalezeny tfi druhy kokcidii rodu Eimeria (E. capreoli, E. ponderosa,
E. rotunda) a hlistic gastrointestindlniho traktu rodu Haemonchus, Nematodirus,
Ostertagia, Trichostrongylus.

DepistdZni a orientaéni koprologické vySetfeni srnéi zvéfe ze dvou honiteb,
z nichZ pochdzela uhynuld zvifata ukdzalo, Ze v pfipad& pozitivnich ndlezti cyst
Giardia spp. ve vzorcich jejich trusu se vyskytovaly také v pom&mé silné
intenzité oocysty kokcidii, zejména druht E. capreoli a E. ponderosa.
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Intenzivn&;jsi byl v takovém trusu i vyskyt nematodi v porovndni s negativnimi
vzorky na pfitomnost giardii.

Cysty Giardia spp. se vyskytovaly v parazitocen6ze sedmi aZ deviti riiznych
druhd endoparazitii. Jejich pfitomnost a kombinace mohly mit pravdépodobng
i uréity vliv na celkovy zdravotni stav uhynulé sméi zvéfe, ktery se podle dlouho-
dobych studii autort Bukovjan a Pdv (1991) v naSich honitbidch
v poslednim obdobi pozvolna zhorSuje. Neni vyloudeno, Ze infekce giardiemi, po-
dobné jako i u jinych oportunnich nidkaz, mohla propuknout pravé proto, Ze smce,
sma i smec tim, Ze mohli byt z riiznych pficin oslabeni, byli asi i k tomuto stfevnimu
bi¢ikovci mnohem vice vnimavéjsi.

Zdroj giardiézni ndkazy sméi zv&fe ndm neni zndm. Pokud existuje moZnost vzi-
jemnych pfenosti infekci mezi domdcimi a voln& Zjicimi pfezvykavci, pfipadné i ji-
nymi savci (coZz bude tfeba exaktn& prokdzat), potom pfipadaji v ivahu zejména
telata, jehriata a mladé ovce na spole¢nych pastvinich, ale rovnéz i nekontrolované
hnojeni riznych ploch vykaly t&chto domdcich zvifat. Podle udaji Pavldska
(1984, 1988, 1989) jsou v nalich podminkdch tato zvifata nakazena Giardia spp.
v ur¢itém obdobi jejich odchovu prakticky stoprocentné.

Na zdklad& uvedenych pfedb&Znych vysledkt z nalich sledovani frekvence
vyskytu stfevniho bi¢ikovce rodu Giardia u sméi zvéfe tedy vyplyvd, Ze pfi studiu
cirkulace ndkaz giardiemi v Zivotnim prostfedi je nutno brat v iivahy, Ze kromé& do-
madcich zvifat (pes, kocka, tele, jehn& apod.) mtZe byt potencidlnim zdrojem infekci
pro Clov&ka (v pfipadg, Ze nebude prokdzdna hostitelskd specificita mezi izoldty
giardii z riznych hostitell) i lovnd zvef.
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The first report on Giardia spp. infection in roe deer (Capreolus capreolus L.)

Roe deer (Capreolus capreolus L.) is a representative of the new host of an intestinal
flagellate of the genus Giardia. Giardia spp. was found during autopsy in three dead
head of roe deer (roe deer calf 7 - 8 months, doe, buck) sent for examination to the State
Veterinary Institute, Praha, from three different localities of the Czech Republik. Local-
ization of the Giardia spp. was studied in the intestinal tract of the roe deer calf in native
preparations in the intestinal contents and in the smears of intestinal mucosa stained after
Giemsa (at a distance of 30 - 40 cm along the whole length of the small intestine). Giardia
trophozoites were found in the small intestine in the section of 280 - 770 cm from the
caudal part of duodenum. The trophozoites occurred most intensively within the section
of 350 - 420 cm. The trophozoites showed active, motility in this part of the small in-
testine as late as in more than 48 hours after the death of the row calf. Their size (obtained
by measuring 30 trophozoites) was from 12.4 - 16.2 to 8 - 11.5 pm with the mean of
14.5 to 9.4 um. In the contents of the caeca and colons of all three animals after death
numerous Giardia cysts were found, in the caecum of the roe calf trophozoites were
detected rarely. Most of the cysts were of ovoid shape. Their size, by measuring 50 cysts
from each of the animals, was from 11.2 - 14.4 to 8 - 10.4 um with the mean of 13.3 x
9.1 pum. Sporadically, nearly spherical cysts occurred (12.8 - 13.6 to 9.6 - 10.4 pm). The
cysts of the Giardia app. were found in one out of ten samples of excrements taken
from the hunting ground with the history of roe calf death. From 24 samples of faeces
cxamined coprologically, 14 from animals of less than two years of age and 10 from
older animals from a locality with the history of roe deer buck death, the Giardia cysts
were found in the mentioned categories of age always in one sample out of the examined
excrements. The cysts of this protozoan were also found in two out of ten samples from
another locality examined. Incomplete helminthological autopsy resulted in a very in-
tensive finding of Capreocaulus capreoli in the lungs of the roe calf, the doe showed
less intensive infection by this lungworm and the buck was negative. All three dead ani-
mals were infected by coccidia of the genus Eimeria (E. capreoli, E. ponderosa, E. ro-
funda) and by nematodes of the gastrointestinal tract of the genera Haemonchus,
Nematodirus, Ostertagia, Trichostrongylus. The hearts of the doe and the buck yielded
numerous cysts of the Sarcocystis spp. Giardia cysts the were present in excrements of
the roe deer population from localities with the history of roe calf and buck death, above
all, in the cases in which very intensive finding of oocysts of E. capreoli, E. ponderosa
and E. rotunda in parasitocenosis with 5 - 6 genera of nematodes were proven simulta-
neously. The paper brings about brief characterization and description of the patho-ana-
tomical finding in animals undergoing autopsy. In conclusion, epidemiological and
epizootiological questions are discussed. The stress is laid on the need of further studies
aimed at clarification of host specificity, possibility of mutual interchange and transmis-
sion of infection between domestic and free living animals, circulation of the Giardia
cysts in the environment in order to discover potential sources and reservoirs of infections
due to this protozoan causing human diseases.

Ing. Ivan Pavidsek, DrSc., MVDr. Ivan Ndgl, MVDr. Jan Vdcha,
MVDr. Miroslav Ldvi &k a, Stdtni veterindmi ustav, Sidlistni 24/136,
165 03 Praha 6 - Lysolaje, Czech Republic
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