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PATOLOGIE A DIFERENCIALNI DIAGNOSTIKA ONEMOCNENI
MAEDI-VISNA

R. Halouzka, V. Celer

Vysokd Skola veterindrni a farmaceutickd, Brno

U 38 ovef sérologicky pozitivnich na onemocnéni Maedi-Visna byla zjidtovéna intenzi-
ta a distribuce charakteristickych 1éz{ v orgénech a tkénfch. Zmény v plicich, mléné
¥14ze, CNS a Kloubech byly hodnoceny kiizky. Nejéastéji byly postiZeny plice, mléEnd
¥l4za a CNS. V 57 % piipadi byla pozorovéna konkurentni incidence plicnf adeno-
matézy. V préci je diskutovéina diferencidlni diagnostika charakteristickych M-V 1éz{
a plicnf adenomat6zy. Identifikace osmi piipadd meningoencefalitidy, které je pova-
¥ovéna za iniciilni stadium formy Visna je prioritnim pozorovénim v Ceské republice.
Vzhledem k roziifen{ nositeld lentiviru autofi zddraziiujf nutnost podrobného pato-
morfologického vySetfeni vyfazovanych ovci

ovce; Maedi-Visna; patologie; konkurentn{ 1éze; diferencilnf diagnostika

Zgkladnfm patogenetickym mechanismem onemocnéni Maedi-Visna u ovcf je
lentivirov4 infekce specifickych populacf makrofdgi. Mechanismy f{dicf expresi vi-
rovych genid v t€chto burikdch jsou vétSinou nezndmé a pouze nékteré byly objasn&- -
ny.
Bylo prok4z4no, Ze maturace latentng infikovanych prekurzor makrofégi - mo-
nocytl indukuje expresi virovychgeni (Gendelman aj., 1986) a imunitnf akti-
vace infikovanych makrofdgi sniZuje produkci lentivirovych partikulf (Zink a
Narayan, 1989). Lokalizace patologickych zmén ve tkénfch je d4na selektivn{
expresf virového genu v rozdflnych populacfch makrofdgh v z4vislosti na vz4-
jemném vztahu lentiviru a hostitele. Intenzita patologickych zmén je vak uréovéna
stupném virové replikace v t&chto populacfch makrofdgi (Narayan, 1990).

Pro determinaci charakteru morfologickych 1€z{ pii infekci virem Maedi-Visna
m4 hlavn{ vyznam perzistentnf{ nfzky stupeii infekce makrofdgd: Ty exprimujf ne-
ustdle na svém povrchu lentivirové antigeny a ptedklddajf je T-lymfocytim; nésle-
duje kaskdda bun&¢nych reakcf rezultujicfch v proliferaci mononukledrnfch bun&k.
Vznik4 tak chronickd, aktivn{ zdnétlivd reakce s lymfoidnf infiltracf a proliferac{
v jednom nebo vice orgénovych systémech (Kennedy aj., 1985).

Virus M-V vyvoldv4 u ovcf onemocnénf dychactho (Maedi), nervového (Visna)
a pohybového systému a mastitidu. Za orgénové-specifické 1éze jsou povaZovéiny
hyperplazie hladkosvalovych elementd v plicich, demyelinizace v CNS, fibr6za
mlé¢né Zl4zy, proliferace synovidln{f membrany a degenerace kloubnfch chrupavek
(Gudnadottir, 1974; Cutlip aj., 1985).
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ObtfZnd morfologick4 diagnostika a interpretace patologického nélezu je déna
komplikovanou patogenezf vlastnfho onemocnénf a ¢astymi komplikujfcfmi 1ézemi
vyvolanymi jinymi infek¢énfmi agens a zejména tim, Ze morfologické 1éze v orgé-
nech nejsou patognomické pro onemocnén{ Maedi-Visna (M-V).

PredloZend prdce navazuje metodicky na naSe piedchdzejfcf sd€lenf (H a -
louzka a Celer, 1993). Jejfm ii¢elem je popsat formdln{ patogenezu a de-
tailn{f morfologické zmény pfi onemocnén{ M-V a vzhledem k zdvaZnosti této
problematiky pojednat o diferencidlnf diagnostice simultdnné se vyskytujfcich pro-
cesdl a tak pfispét k roz3ifenf znalostf o patologii tohoto onemocnén{ v naSich
podminkéch.

MATERIAL A METODY

Predmé&tem patomorfologického vySetfovanf byly orgény 38 utracengch ovcf ple-
mene merino o primé&mém v&ku 4,5 roku, které jevily pozitivnf sérologickou reakci
proti viru Maedi-Visna. Metody sérologického vy$etfenf, odbér vzorkd organd, fi-
xace, barvenf a dal3f zpracovéanf jsou posdny v piedchdzejfcim sdé&lenf (H a -
louzka a Celer, 1993). Stuperi pozorovanych charakteristickych
histopatologickych M-V zmé&n v orgénech jsme hodnotili kifZky (Georgsson
aPalsson, 1971; Cutlip aj., 1985 Dawson, 1987).

PLICE

Stupeti hodnocenf odpovidal pfi difuznfm postiZenf plicnich lalokd makrosko-
picky nejvyrazn&j$fm zméndm a u fokdlnfch a konfluujfcich 1ézf obvykle centru
zmén.

- bez morfologickych zmén;

+ dilatace interalveoldmich kapildr, perivaskuldm{ lymfoidnf infiltrace, mfrnd
mononukledrn( infiltrace v interalveoldrnich septech a hypertrofie hladkosva-
lovych bunék ve st€né& terminélnich bronchiold a alveoldmich dukti;

++ denznf interalveoldrnf lymfoidnf a makrofégova4 infiltrace, zesflenf interalveo-
lérnich sept, hyperplazie hladkosvalovych bunék pfechdzejic na prilehl4 septa,
perivaskularnf, peribronchidlnf a peribronchioldmnf lymfocytdmnf infiltrace;

+++ vyrazné zesflenf interalveoldrnich sept, parcidlnf kubick4 metaplazie alveoldrn{
vystelky, perivaskuldmf a peribronchidlnf{ lymfoidnf infiltrace, tvorba z4ro-
de¢nych center v lymfatickych nodulech, perinoduldm({ aZ difuznf fibr6za, ate-
lektazy.

MLECNA ZLAZA

- bez morfologickych zmén;

+  mononukledrn{ infiltrace acinfl a periduktéln{ tk4ng&;

++ vyraznd lymfocytdrn{ a makrofigov4 infiltrace acind, atrofie acind, peri-
dukt4lnf fibréza s vyraznou periduktdlnf a submukéznf lymfoidnf infiltracf;

+++ tvorba zdrode¢nych center v periduktdlnich lymfatickych nodulech, fibréza
mléené Zl4zy se zndmkami sklerotizace.
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CNS

- bez morfologickych zmén;

+ lymfocytdrnf leptomeningitida, lymfoidnf infiltrace chorioiddlnfho plexu
mozkovych komor, subependymélnf edém, hyperemie a ojedin€lé hemorha-
gie, vyrazné paraventrikuldmnf perivaskuldmf lymfoidnf infiltrace, mfrnd gli6-
za,

++ vyrazn4 paraventrikuldmf gliéza, sporadické perivaskuldmnf lymfoidnf infiltra-
ce, inicidln{ demyelinizace v gliovych loZiscfch.

KLOUBY

- bez morfologickych zmé&n;
+  proliferativnf synovitis s mfrnou lymfoidnf infiltracf.

VYSLEDKY

Zmény charakteristické pro onemocnén{ Maedi-Visna jsme pozorovali v orgé-
nech a tkénfch 33 ovcf (tab. I). Podty ovcf s distribucf charakteristickych zmén
v jednotlivych orgénech a tkdnfch uv4df tab. II.

PLICE

Znimky nekomplikované progresivn{ chronické intersticidln{ pneumonie jsme
diagnostikovali u 9 ovcf, komplikaci jingmi patologickymi procesy jsme pozorovali
u 12 ovcf.

U 11 ovcf, u kterych jsme plicn{ zmé&ny histologicky hodnotili +, byly plice ko-
labované bez makroskopickych zmén nebo &4ste¢né kolabované s riizn€ velkymi
oblastmi SedoriZového zabarvenf nepatrné tuZ3f konzistence na dorsolater4lnf plose
kaudélnfch lalokli. Mfznf uzliny mediastindln{ byly mfrn¢ zvét3ené a na fezu vlhef.

Progresi patologického procesu jsme pozorovali u 3esti ovcf (++). Nekolabované
zvét¥ené plice s velkymi loZisky svétlé Sedomodré barvy a zesflenou pleurou byly
tuhé konzistence a vét3{ hmotnosti. Pfi detailn&j${ adspekci mély v nékterych pii-
padech retikuldrn{ vzhled.

V pokro€ilych pifpadech (Ctylfi ovce +++), byla postiZend oblast plic homogenn{
Sedé barvy, konsolidovéna a v zdvislosti na stupni konfluence 1éz{, tuhé gumovité
konzistence. Rezn4 plocha byla vét3inou such4. U nejvice pokro€ilych zmén byly
postiZeny i kranidlnf laloky. U dvou ovcf jsme v kranidlnfch lalocfch pozorovali lo-
Ziska nepravidelného tvaru, Cervenohné&dé barvy ostie kontrastujfc{ s nezmé&nénou
plicnf tkénf, zatfmco pfi jejich lokalizaci v Sed& zbarvené tkdni byly jejich okraje
neostré a prechdzely do 3edorfiZové barvy. Histologickym koreldtem byla chronick4
hnisav4 loZiska a granulomat6zn{ pneumonie. Korespondujfcf mfzn{ uzliny byly n4-
padné zvét3ené, na Yezu s vyraznou hyperplazif kory. Histologickym vy3etfenfm
jsme diagnostikovali reaktivnf hyperplazii.

Ve dvou ptfpadech byly charakteristické M-V zmény komplikovény mfrnym ka-
tardln€-hnisavym z4n&tem.
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I. Intenzita M-V charakteristickych 1ézf v orgénech vy3etfenych ovcf — The intensity of Maedi-Visna
virus induced typical lesions in the organs of examined sheep

Ovee &' Plice” Miééné Flbza’ CNS Kloub®
1 ++ ++ - 2
2 +4++ +4+ - +
3 +4++ ++ + N
4 +++ - + N
5 ++ - + -
6 ++ N - N
7 +4 N - N
8 ++ N - N
9 ++ N - N

10 ++ N N -
11 + - - -
12 + - - N
13 + ++ - N
14 + ++ - N
15 + N - N
16 + - + -
17 + + - -
18 + ++ - -
19 + - N -
20 + N ++ -
21 + N - -
22 - +++ - -
23 - ++ - -
24 - +H+ N -
25 - ++ N -
26 - ++ ++ -
27 - ++ N N
28 - ++ N -
29 - ++ N -
30 - +4 N N
31 - + - N
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Pokragovénf tab. I

Ovee &! Plfce’ Mlééns 3l4za° CNS Kloub®
32 - - ++ -
33 - - ++ N
34 . N . i
35 2 . . .
36 . . N N
37 i - i N
38 - . - N

Celkem® 21 17 8 1

lsheep no., 2hmgs, 3mamary gland, ‘joint, Stotal

N = neprovédéno — not performed

II. Distribuce M-V zmé&n v orgédnech a tkdnfch vyZetfenych ovcf — Distribution of M-V lesions in
the organs and tissues of examined sheep

Plfce’ 10
Plfce a mlé&né #147a’ 5
Plfce a CNS® 4
Plice, mlééns 714za a CNS* 1
Plfce, mlé&nd ¥14za a kloub® 1
Mléens A4za® 9
MIé&ns #14za a CNS’ 1
CNS ;)

Ilungs, 2lungs and mammary gland; Imgs and CNS; 4Imgs mammary gland and CNS; slungs,
mammary gland and joint; mammary gland; 7ma:umary gland and CNS

Pii histologickém vy3etfenf jsme krom& M-V charakteristickych zmén pozo-
rovali u Sesti ovcf odli¥né, rizné velké, multipnf, fok4ln{, 1éze. Byly charak-
terizovdny proliferacf kubickych nebo cylindrickych bazofilnfch bun&k vystelky
alveold a termindlnfch bronchiold a vytvéarely papildrn{ vyb&Zky do lumina.
V mfstech vyrazného zesflenf interalveoldmich sept mononukledmfm infiltrdtem
a hyperplastickymi hladkosvalovymi butikami vytvéiely hnfzda hust& nahlou¢enych
bunék, ne nepodobnych dlaZdicovitym epitelifm. Znidmky hlenové sekrece a pf{-
tomnost makrofégid v n€kterych luminech nebyly vzécnym jevem. Na periférii téchto
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1. Maedi-Visna. Hypertrofie a hyperplazie hladkosvalovych bunék v terminilnim alveolu a alveo-
lémich duktech plic; HE, 10 x 40 — Maedi-Visna. Hypertrophy and hyperplasia of smooth-muscle
cells in a terminal alveole and in alveolar ducts of lungs; HE, 10 x 40

loZisek byla ¢etnd makrofdgova infiltrace. U dvou ovcf byla lumina i periferie nd-
dorovych uzld infiltrovdna granulocyty.

Rozdflny makroskopicky a mikroskopicky obraz plic jsme pozorovali u jedné
ovce. Plice byly kolabované, na povrchu nezmén&né. Na fezné ploSe v hloubce
plicntho parenchymu kaudélniho laloku jsme pozorovali nékolik lobuldrné uspora-
danych edych loZisek konzolidované tkdn& nepravidelného tvaru, o priméru 1 aZ
2 cm. Mikroskopicky odpovidaly charakteru bronchioloalveoldrmtho adenomu s pe-
rifernfm alveoldrnim emfyzemem a Cetnymi makrofdgy s vakuolizovanou cy-
toplazmou. M-V zmény jsme nepozorovali. U dvou ovcf s makroskopicky
negativnim nédlezem jsme zjistili identické zmény postihujfcf pouze n€kolik alveol.
Regiondlnf miznf uzliny nebyly alterovény.

MLECNA ZLAZA

MIlé&né Zldzy dvou ovcf, s histologickym nélezem +, byly atrofované, palpaéné
a na fezu nezmé&nény. U 12 (++) a u tff (+++) ovcf byly atrofované mlé¢né Zldzy
difuzn& tuhé konzistence a barvou splyvaly s okolnf tukovou tkdnf. Pfi histolo-
gickém vySetfen{ byly ndpadné zbytky kondenzovaného a mineralizovaného
mlé&ného sekretu. U jedné ovce jsme pozorovali ve fibr6zné zm&néné mlécné Zl4ze
loZisko chronického hnisavého zdn&tu. Miznf uzliny supramamém{ byly v pifpadech
hodnocenych +++ atrofické a histologicky jevily zndmky chronické indurativnf
lymfadenitidy. V ostatnfch pifpadech nebyly zmé&nény.

U 12 ovcf byly mlé¢né Zl4zy atrofické, bez zndmek bunétné infiltrace a zvy3ené
fibroprodukce.
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2. Maedi-Visna. Kubick4 metaplazie epitelidlnich bunék vystelky a zesflenf bazdlnfch membrén
alveold plic; VG, 10 x 40 — Maedi-Visna. Cubic metaplasia of epithelial cells and thickening of
basal membranes of alveoles of lungs; VG, 10 x 40

3. Maedi-Visna. Chronick4 intersticidlnf{ pneumonie, kubickd metaplazie vystelky a fibréza plic;
HE, 10 x 16 — Maedi-Visna. Chronic interstitial pneumonia, cubic metaplasia of epithelium and
fibrosis of lung; HE, 10 x 16
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4. Adenomatéza plic. Fibroprodukce a tvorba nédorového stroma; HE, 10 x 16 — Pulmonary ade-
nomatosis. Fibroproduction and formation of tumorous stroma; HE, 10 x 16

5. Maedi-Visna a adenomaté6za plic. Inicilnf stadium proliferace epitelidln{ vystelky a intersticidln{
pneumonie; HE, 10 x 40 — Maedi-Visna and pulmonary adenomatosis. Initial stage of epithelial
proliferation and interstitial pneumonia; HE, 10 x 40
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6. Lymfocytdmf a makrofdgov4 infiltrace intercindmnf tk4né mlééné Zldzy; HE, 10 x 16 — Lympho-
cytic and macrophage infiltration of the interacinous tissue of mammary gland; HE, 10 x 16

7. Vyraznd interacindmf{ a periduktélnf lymfocytdmf infiltrace v mlé&né Zldze; HE, 10 x 6,3 — Conspi-
cuous interacinous and periductal lymphocytic infiltration in the mammary gland; HE, 10 x 6.3
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8. Chronické lymfocytdm(, indurativnf mastitida. Cetné mlé&né konkrementy; HE, 10 x 2,5 — Chro-
nic lymphocytic, indurative mastitis. Numerous milk concrements; HE, 10 x 2.5

9. Subependymilnf edém, periventrikuldmf hyperemie a hemoragie (laterélnf mozkov4 komora);
HE, 10 x 16 — Subependymal edema, periventricular hyperemia and hemorrhage (lateral cerebral
ventricle); HE, 10 x 16
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10. Perivaskuldmf infiltrace, kongesce a inicidln{ gliéza (IIl. mozkov4 komora); HE, 10 x 2,5 —
Perivascular infiltration, congestion and initial gliosis (IIlrd cerebral ventricle); HE, 10 x 2.5

11. Lymfocytdmf a makrofégov4 infiltrace v plexus chorioideus laterdlnf mozkové komory; HE,
10 x 40 — Lymphocytic and macrophage infiltration in the plexus chorioideus of the lateral cerebral
ventricle; HE, 10 x 40
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12. Paraventrikuldmf gli6za III. mozkové komory; HE, 10 x 16 — Paraventricular gliosis of the IIIrd
cerebral ventricle; HE, 10 x 16

13. Paraventrikuldmf gliéza s pfevahou oligodendroglie v bflé hmoté& rostrélnfho kolikulu corpora
quadrigemina; HE, 10 x 16 — Paraventricular gliosis with prevalence of oligodendroglia in the white
matter of rostral colliculus of the corpora quadrigemina; HE, 10 x 16
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14. Paraduktélnf gliéza aquaeductus Sylvii a inicidlnf demyelinizace; HE, 10 x 2,5 — Paraductal
gliosis of the aquaeductus Sylvii and inchoate demyelinization; HE, 10 x 2.5

15. Perivaskuldmf lymfocytdm( infiltrace v dorsdlnfm rohu mf$nfm na drovni L' HE, 10 x 16 —
Perivascular lymphocytic infiltration in the dorsal gray column at level L'; HE, 10x 16
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CNS

Histopatologické 1éze jsme pozorovali u osmi ovcf ve viech transverzélnich fe-
zech mozkem, vedenych t&sn& pied chiasma f. opticorum, aZ po fez na trovni
rostrdlnfho cerebeldrntho pedunkulu. Postihovaly bflou hmotu t€sné& pod ependymem
(+) laterdlnich mozkovych komor, III. mozkové komory a aguaeductus Sylvii. U &tyt
ovcf jsme pozorovali nehnisavou leptomeningitidu na dorzolater4In{ plo§e mozko-
vych hemisfér a lymfoidn{ infiltraci plexus chorioideus laterdlnich mozkovych
komor. Léze hodnocené (++) (4 ovce) jsme pozorovali zejména kolem zadnich vy-
b&Zkd postrannich komor a pfednf &4sti aquaeductus Sylvii, odkud se ¥ftily do
hloubky bilé hmoty. PievaZovaly shluky oligodendroglie s pffmé&s{ astrocyti
a lymfocytd s inicidlnf demyelinizac{. Sporadické perivaskuldrn{ lymfmdnf infiltraty
v dorz4lnfm rohu m{$nfm jsme zjistili pouze u jedné ovce (++) na irovni I .Zn4dmky
poskozen{ neuroni jsme nepozorovali.

Mizn{ uzliny retrofaryngedln{ byly zv&tSeny se zndmkami reaktivnf hyperplazie.

KLOUB

Synovidln{ membréna kolenntho kloubu byla zdrsn€l4 a mikroskopicky jsme po-
zorovali chronickou proliferativn{ synovitidu s mfrnou lymfocytdrn{ infiltrac{.

DISKUSE

Z vysledki patomorfologické studie vyplynulo, Ze ndmi diagnostikované zmény
a jejich progrese v orgénech ovcf pozitivnich na piftomnost protildtek proti viru
Maedi-Visna odpovidaji uvddéné kauzdlnf a formdlnf patogenezi pomalych viréz
(Narayan, 1990) a jsou zcela v souladu s popisy jinych autord (Georgs -
son aPalsson,1971; Cutlip aj., 1985 Dawson, 1987, Watt aj,
1992). Jejich morfologicky vzhled a progrese reflektuje aktivnf chronicky priib&h
onemocnén{ s néslednou specifickou tkdtiovou alteracf, kterd je ddna jejf histolo-
gickou strukturou a funkcf.

PostiZen{ jednotlivych orgdnd a simultdnnf incidence M-V charakteristickych
zmén ve vice orgdnech a tkdnfch jsou diisledkem systémové infekce a sloZitého bio-
logického vztahu lentiviru a hostitele. Progresivn{ intersticidln{ pneumonie (Maedi)
je v infikovanych chovech diagnostikovéna ¢asté&ji, zatimco nehnisavd meningoence-
falitida (Visna) je diagnostikovédna vzdcné, ziejmé z diivodd ve&t3f ndrolnosti
diagnostickych pifstupi ametod D awson,1987; Watt aj., 1992). Zvolenym
metodickym postupem (Halouzka aCeler, 1993) jsme diagnostikovali
formu Visna u osmi ovcf (27,3 %) a tento stupeti incidence je v souladu s pozoro-
vénfm i jingch autord (W att aj., 1992).

I u sérologicky pozitivnich zvffat nenf snadné diagnostikovat onemocnén{ M-V
na zdkladé¢ identifikace charakteristickych zmén v jednotlivych orgénech, protoZe
nejsou patognomické (Cutlip aj., 1985). Z hlediska diferencidlnf diagnostiky je
tfeba brét v tvahu etiologicky a patogeneticky jiné patologické procesy.

LoZiskov4 hypertrofie a hyperplazie hladkosvalovych bun€k v plicich miiZe byt
disledkem ischemickych a obstruk¢nfch plicnfch zmé&n patogeneticky odlisnych.
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Podobné zm&ny se pozorujf také pii chronickych pneumonifch jiné etiologie. Lymfo-
folikuldrnf hyperplazie a intersticidln{ pneumonie miZe byt zplisobena jinymi viro-
vymi a chlamydiovymi infekcemi Jubb aj., 1985). Charakteristickd pro
onemocnénf{ M-V je viak vzdjemnd kombinace v3ech popsanych 1ézf a jejich distri-
buce v plicnich lalocfch. U etiologicky odli¥nych pneumonif (mykoplazmové, bakte-
ridlnf, virové) byvajf postiZeny pievdZn€ ventrdln{ ¢4sti kranidlnich lalok anebo
vét¥inou dorzdlnf ¢4sti kauddlnfch lalokd (parazité). Proto je dileZité vy3etiit
v3echny plicnf laloky.

Pozorované vyrazné lymfatické noduly podél vyvodného systému mlécné Zldzy
a rizny stupeii difuznf lymfoidn{ infiltrace jsou sice velmi priikazné a charak-
teristické pro infekci virem M-V, ale zjitujf se i u jingch chronickych mastitid.
V nékterych &4stech histologickych fezil pifipominaly i malignf lymfom, jehoZ kon-
kurentn{ incidence s onemocn®nfm M-V byla jiZ posdna Di Guardo aj.,
1992). :

Klinicky vyznam zjisténych 1éz{ v CNS nemiiZeme posoudit. V literatui'e uvé-
dénou vyraznou demyelinizaci v pokrodilych stadifch onemocnénf (Si -
gurdsson aj., 1957; Petursson, 1976) jsme nepozorovali. Inicidln{
zmény v8ak nemus{ byt doprovédzeny vyraznou klinickou symptomatologif (W att
aj., 1992). Identifikovand meningoencefalitida nepfipomfnala Z4dné onemocné&n{
vyskytujicf se v naSich podminké4ch. Uv4d{ se, Ze se vyskytuje samostatné nebo spo-
le¢n& s pneumonif (Cu tlip aj., 1979). Distribuce 1ézf postihujfcf v podstat& bflou
hmotu mozkovou byla odli¥n4 od 1éz{ zpdsobenych neurotropnfmi viry, toxiny i ka-
renénimi vlivy. Patogeneze zm&n v CNS je nejasnd a zatfm neexistuje vysvétlen{
pro periventrikuldrnf distribuci inicidlnfch 1€zf. Z naSich pozorovéani{ vyplynulo, Ze
pro detekci zmén v CNS je tfeba odebrat vzorky tkdn€ zejména z okolf mozkovych
dutin.

Zmény v kloubech jsou v nejnové&jsf literatufe popisovany jako soudést infekce
virem M-V (Cutlip aj., 1985) i kdyZ jsou vyznamné&jf u retrovirové infekce koz
(Perrin, 1989). Pozitivnf diagnéza synovitid a arthritid pfi ¢astych zdné&tlivych
procesech pazneht miZe uniknout,

Znatné problémy pii diagnostice onemocnénf M-V vznikajf pii astych soub&Z-
nych infekcich jinymi agens. V naSem souboru jsme pozorovali ¢asté simultdnn{
zmény specifické pro plicnf adenomatézu (Markson aTerlecki,
1964; Cutlip a Young, 1982; Jubb aj., 1985). Existujf ndzory, Ze
konkurentnf incidence plicnf adenomat6zy v chovu miZe byt p¥i¢inou rychlého $f-
fenf infekce lentivirem M-V mezi zvffaty (Pritchard a Done, 1990).
Gonzdlez aj. (1993) uvadi, Ze plicni adenomat6za hraje urcitou roli v ¥ffen{
lentivirové M-V infekce, ale k synergickému t¢inku simultdnn{ infekce na expresi
konkurentnich 1éz{ zfejmé& nedochéz{. Jsme toho ndzoru, Ze k 3ifenf viru M-V v na-
Sich chovech pfispéla zejména absence detekce séropozitivnich zvi¥at.

Makroskopick4 diferencidlnf diagnostika je v téchto pifpadech nesnadnd. Uv4d{
se tendence k tvorb& fokdlnich 1€ézf u plicn{ adenomat6zy a difuzn{ postiZenf plic
pii onemocnénf M-V (L airmore aj., 1988; Pritchard a Done, 1990),
coZ pfi konkurentnfim vyskytu nemd vyznam jak vyplynulo z naSeho pozorovanf.
Nipadnym jevem u adenomat6zy je v¥ak multipnf, fok4ln{ hyperplazie a proliferace
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epitelidlnfch bun&k vystelky alveold a terminélnfch bronchiold. V pokrogilych pif-
padech je ale tento jev pon€kud zastfen fibroplazif a vytvdfenfm nddorového stroma
(Cutlip aYoung, 1982). K &4stené nebo i kompletn{ metaplazii epite-
lidlnfch bun€k u M-V dochézf, obvykle v¥ak v okolf lymfatickgch noduld a tento
jev je nendpadny. V pokro€ilych pffpadech M-V jsme pozorovali i vyraznou difuzn{
fibr6zu plic s kubickou metaplazif vystelky, ale bez zndmek proliferace, coZ pova-
Zujeme za b&Zny jev pii chronickych pneumonifch. Léze vyvolané b&Znymi bakte-
ridlnfmi patogeny a parazity v plicfch majf zcela odli¥ny charakter a je snadné je
histologicky odlisit.

Zivérem konstatujeme, Ze i kdyZ naSe vy3Setienf nezahrmovala virologické, bakte-
riologické a parazitologické metody nezbytné pro stanovenf objektivnf a definitivn{
diagn6ézy pozorovanych zmén, vzhledem k morfologickému charakteru, distribuci
1ézf v jednotlivych orgénech a pozitivnfmu prikazu protildtek, je diagnéza one-
mocnénf Maedi-Visna sprdvnd. ZjiSt€énou meningoencefalitidu g)svaiujeme za ini-
cidlnf stadium formy Visna, kter4 je prioritnfm pozorovdnfm v Ceské republice. Pii
aktudlnfm roz3ffenf nosi¢stvf lentiviru M-V v naSich chovech je dikladné pato-
morfologické vy3etfenf vyfazovanych zvifat nezbytné.
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ences, Brno):

Pathology and differential diagnostics of the Maedi-Visna disease.

Vet. Med. - Czech., 38, 1993 (12): 705-721.

The intensity and distribution of typical lesions in organs and tissues were determined
in 38 sheep with serological positivity to the Maedi-Visna disease. The lesions in the
lungs, mammary gland, CNS and joints were evaluated according to the number of
marks. The lungs, mammary gland and CNS were affected most frequently. Concurrent
incidence of pulmonary adenomatosis was determined in 57 % of the examined cases.

Differential diagnostics of typical M-V virus induced lesions and pulmonary ade-
nomatosis is discussed in this paper. Identification of eight cases of meningoencephalitis,
which is considered as the initial stage of Visna form, is a priority observation in the
Czech Republic. With respect to distribution of lentivirus carriers, the authors emphasize
the need of detailed pathomorphological examination of culled sheep.

sheep; Maedi-Visna virus; pathology; concurrent lesions; differential diagnostics
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INHIBICIA RASTU NIEKTORYCH MIKROSKOPICKYCH HUB
VYBRANYMI ORGANICKYMI KYSELINAMI

E. Conkov4, I, Para, A. Ko¢iSova

Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

Bol odski$any fungicidny &inok piatich organickych kyselin (kyselina mlie¢na, octo-
v4, mravd&a, $tavefové a propiénovd) v koncentriciich 3, 5, 10, 20 a 50 ml/l na de-
viatich vybranych druhoch mikroskopickych hib z Ceskoslovenskej zbierky
mikroorganizmov, Brmo. Nedostato&ny fungicidny G&inok preukizali vietky kyseliny
v koncentrécidch 3, 5 a 10 ml/L. Pri pouZiti kyseliny propiénove;j v koncentricii 20 ml/1
bola zistend inhibicia rastu piatich druhov mikromycét, zatial' o kyselina mravéia
s rovnakou koncentriciou inhibovala rast dvoch druhov mikroskopickych hib. Anti-
fungilny 6&inok kyseliny octovej bol zisten§ aZ v koncentricii 50 ml/l.

mikroskopické huby; organické kyseliny; fungicidna aktivita; testicia

Vyskyt mikroskopickych hiib v organickych ldtkach Zivolf3neho a rastlinného
povodu aktualizuje problém ich elimin4cie z prostredia. Studuje sa fungicfdny ii-
nok réznych pripravkov na organickej alebo anorganickej bédze, ale aj ich vplyv na
substrity r6zneho charakteru.

Osobitnii pozornost v poslednom obdobf venuji nasi a zahrani¢nf odbornici orga-
nickym kyselinim hlavne v tych oblastiach, kde fungicfdne pripravky na béze an-
organickych ldtok predstavuji urdité rizikd pre Zivol{¥ny organizmus.

ZnfZenie po¢tu mikroskopickych hiib a kvasiniek v prachu a podstielke na hy-
dindrskej farme s vykrmom brojlerov po pouZitf aeros6lovej dezinfekcie vzduchu
kyselinou mlie¢nou sledoval napr. Fi$er (1978). Lanfkov 4 ai. (1988) zisti-
li, Ze obsah mikroskopickych hib v kfmnych zmesiach hydiny je moZné znfZit p6-
sobenfm pripravku Feed Savour Dry, ktory je vyrobeny na bze organickych kyselfn.
Miiller (1989) nazamedzenie rozmnoZovania mikromycét pri skladovani obilnin
po Zatve odporic¢a okrem inych opatrenf aj chemicky konzervéciu, napr. kyselinou
propiénovou alebo mocovinou. Antifungdlne 1¢inky kalcium propiondtu overili
Fiorentin a Barioni (1991) na niektorych druhoch rodu Aspergillus.

MATERIAL A METODA

Pre experiment v laboratérnych podmienkach boli pouZité organické kyseliny:
mlie¢na, §tavelov4, octovd, mravcia a propiénové v koncentrdcidch 3, 5, 10, 20

a 50 myl.
Fungicfdny icinok tychto kyselfn sa sledoval na deviatich druhoch mikrosko-
pickych hib zfskanych z Ceskoslovenskej zbierky mikroorganizmov, Brno.
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Na testdciu fungicfdnej aktivity sledovanych kyselfn bola pouZitd metéda difizie
dezinfekénych prostriedkov do agaru vypracovand Ajvazjanom (1987),
ktorid sme technicky modifikovali.

Suspenzia kultiry mikroskopickych hib v mnoZstve 108h.j./ml bola naotkovan4
na povrch Sabouraudovho agaru, do ktorého boli vyhibené jamky s priemerom
5 mm. Pomocou pipety sa do nich aplikovalo po 0,1 ml jednotlivfch koncentricif
testovanych kyselfn. ' .

Po 5-difovej inkub4cii pri teplote 21 °C sa makroskopicky hodnotili vytvorené
z6ny difizie. Pozitfvne sa hodnotil fungicfdny i¢inok organickych kyselfn so zénou
difizie s priemerom minimédlne 10 mm (vritane priemeru jamky). Experiment bol
opakovany pitkrat.

VYSLEDKY

Vysledky pokusov zaznamenané v tab. I predstavuji priemerné aritmetické
hodnoty velkosti z6n inhibfcie rastu mikroskopickych hib v dosledku fungicfdnej
aktivity testovanych kyselfn.

Kyselina mlie¢na a kyselina $tavelové nevykazovali fungicfdnu aktivitu v Ziadnej
z pouZitych koncentrcif. Udinnost dalsfch troch kyselfn sa d4 vyjadrit poradfm: ky-
selina propiénov4, kyselina mravc¢ia a kyselina octov4. Ani jedna z tychto kyselin
nepdsobila fungicfdne v koncentrdcidch niZ8fch ako 20 ml/l. V tejto koncentracii
kyselina propi6énov4 inhibovala rast piatich mikroskopickych hidb ako je Penicillium
glabrum, Aspergillus niger, Fusarium moniliforme, Aspergillus fumigatus a Cla-
dosporium sphaerospermum. Pre Aspergillus flavus nebol zisteny poZadovany anti-
fungdlny t¢inok ani v koncentrdcii 50 ml/l. Ako dostato¢nd inhibfciu rastu pri
pouZit{ kyseliny mrav&ej v koncentracii 20 ml/l moZno hodnotif len dva pripady
(Aspergillus fumigatus a Cladosporium sphaerospermum) a pri koncentréicii 50 ml/1
Sest pripadov (Penicillium glabrum, Rhizopus stolonifer, Aspergillus flavus, Fusa-
rium moniliforme, Aspergillus fumigatus, Cladosporium sphaerospermum). Kyseli-
na octovd v uvedenych pokusoch sa javf najmenej fungicfdne d¢inn4. Dostato¢ni
fungicfdnu aktivitu prejavila pri inhibfcii rastu dvoch mikromycét (Aspergillus fu-
migatus a Fusarium moniliforme), a to aZ v koncentrécii 50 mi/.

Percentudlne vyhodnotenie fungicfdnej aktivity dvoch naji¢innejsfch kyselfn
(mravcej a propi6novej) si uvedené v tab. II. Praktické hladisko vyuZitia svedtf

v prospech kyseliny propiénove;j.
DISKUSIA

Kontamin4cia prostredia mikroskopickymi hubami poskytuje $irokd oblast ve-
deckého $tidia. Napr. Fassatiov 4 (1988) uvddza vyskyt rodu Penicilliumvo
v3etkych zloZkdch biocen6z, t.j. pdde, vode, ovzdusf, na povrchu rastlin a Zivo-
¢ichov, ako aj v potravindch a surovindch organického a anorganického pévodu.

Prehlad vyskytu mikroskopickych hib v potravindch a krmivdch podédva aj
Samson (1989), ktor§ zéroveii upozomil aj na schopnost tvorby rezistencie
u niektorych druhov rodu Penicillium voti konzervatnym prostriedkom na béze
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1. Priememé aritmetické hodnoty velkosti zén diftizie testovangch organickych kyselfn s pozitfvnou
fungicfdnou aktivitou — Avearge arithmetic values of the diffusion zone area for tested organic acids
with positive fungicidal activity

Z6na inhibicie rastu mikroskopickgch héb (mm)”

Druh mikroskopickej kyselina octovd’ kyselina mravéia® | kyselina propiénové’
huby’ | (i) (i) (ml)

10 20 50 10 20 50 10 20 50
Penicillium glabrum 0 6,5 75| 6 8 13 6 10,5 | 13,5
Mucor fragilis 0 0 7 0 7 95| 0 7 10,5
Rhizopus stolonifer 0 0 6 7 85| 11,5 6,5 75 | 13,5
Absidia glauca 0 0 0 0 0 75| 0 7 12,5
Aspergillus niger 0 0 65| 0 7 9 65| 10 12,5
Aspergillus flavus 0 0 6 0 0 10 0 6 8,5
Fusarium moniliforme 6,5 9 11,5 0 75| 10 6 10 11
Aspergillus fumigatus 0 65| 10 6 10 12,5 75| 105 | 12,5
fp’:g‘:gfp’;"r;:m o | ss| ss| ss|1w0 |15 | 65| 105|125

1 2

mould species, “zone of growth inhibition of moulds, Jacetic acid, 4formic acid, spro[x'onic acid

II. Percentuélne vyhodnotenie fungicfdnej aktivity kyseliny mravdej a propiénovej — Percentual eva-
luation of the fungicidal activity of formic acid and propionic acid

Kyselina mravéia' (ml/l) Kyselina propiénové> (ml/l)
20 50 20 50
22 67 55,5 88,9

'formic acid, 2propionic acid

organickych kyselfn (kyselina benzoov4, sorbit sodny, kyselina sorbov4, kyselina
propiénov4). Literdrne ddaje o inhibi¢nych schopnostiach organickych kyselfn pri
rozmnoZovan{ mikroorganizmov (Zemanov4d a Hrub%ov 4, 1989), ako aj
moZnosti pouZitia organickych kyselfn ako dezinfek&nych prostriedkov (B 8 hm,
1987) viedli k rozhodnutiu uskuto¢nit’ popfsany experiment.

Vyber mikroskopickych hib pre testéciu bol urobeny na zdklade literdrnych vida-
jov, ktoré sa zaoberajii pévodom a vyskytom najastej$ich druhov mikroskopickych
hiib na réznych substritoch ( Gedek,1980; Jesensk4,1983; Wirgha,
1987; Fassatiovd, 1988 Samson aj, 1989 a inf).

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (12): 723-727 725



Rozsah koncentrécif organickych kyselfn vybranych do experimentu bol voleny
na zdklade predpokladu ich d¢innosti pri inhibfcii rastu mikromycét v porovnanf s li-
terdmymi ddajmi Miillera (1989) a Adamsa (1989). Adams (1989)
pozoroval inhibi¢nd schopnost kyseliny propiénovej uZ pri koncentracii 0,1 % a
Miiller (1989) v rozsahu 0,2 a 0,4% koncentrécii, o predstavuje niZ§ie hodnoty
v porovnan{ s opfsanym experimentom (20 a 50 ml/l). Vysvetlit sa to d4 tym, Ze
_pri testécii zbierkovych druhov mikroskopickych hib kv6li dosiahnutiu plynulého
porastu mikroskopickych hiib na povrch Sabouraudovho agaru bola aplikovand vy-
sok4 koncentricia suspenzie spér(lO h,j/). Miiller (1989)a Adams (1989)
overovali kyselmu propiénovi pri inhibfcii rastu mikromycét kontaminujicich
kfmne zmesi a obilniny. V tychto substritoch pri dobryc 03podnuenkach uskladnenia
bol zisteny niZ3f poCet h.j. v 1 g vy3etrovanej vzorky (1 az 10* hj/g; Conko-
v 4, 1991), ako aj rozmanitejSie zastipenie druhov v porovnan{ s mikroskopickymi
hubami vybranymi do pokusu. T4to druhov4 réznorodost predpoklad4 vytvorenie
réznej rezistencie mikromycét voc¢i konzervaénym pripravkom ako to popisuje aj
Samson (1989). Z tejto rezisten¢nej schopnosti vyplyva zrejme aj dosiahnutie
pozitfvneho antifungélneho cinku aZ pri vysSich koncentrécidch.
Zameranie vyskumu v budicnosti bude nasmerované na sledovanie inhibicie
rastu mikroskopickych hib v kfmnych zmesiach, ako aj na zistovanie vytvdrania
rezistencie voci pripravkom, ktoré by mali sliZit na ich elimin4ciu.
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CONKOVA, E. - PARA, I’. - KOCISOVA, A. (University of Veterinary Medicine, Kogice):
Inhibition of the moulds growth by selected organic acids.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (12): 723-727.

Fungicidal effects of five selected organic acids (lactic, acetic, formic, oxalic, and
propionic) in concentrations 3, 5, 10, 20 and 50 ml/l on nine selected species of moulds
were tested.

Lactic and oxalic acids did not prove the satisfactory fungicidal activity in any of the
chosen concentrations. The antifungal effect of the other three acids, manifested by the
growth inhibition of the tested moulds is shown in Tab. I and it can be expressed by
sequence: propionic acid, formic acid, and acetic acid. These acids also had effects only
in concentrations 20 ml/l and 50 ml/l. Propionic acid in concentration 20 ml/l inhibited
the growth of five moulds (Penicillium glabrum, Aspergillus niger, Fusarium monili-
Jorme, Aspergillus fumigatus, Cladosporium sphaerospernmum).

In testing of concentration 50 ml/l, the lower fungicidal ability was ascertained only
in growth suppression of Aspergillus flavus.

The fungicidal activity of formic acid was registered in concentration 20 ml/ in two
cases and in concentration 50 ml/l in six cases. Acetic acid inhibited the growth in con-
centration 50 ml/l only in two cases.

Tab. II shows the percentual evaluation of propionic acid and formic acid with regard
to their inhibition abilities. '

The fungicidal efficiency of propionic acid resulting from the experiment is 88.9 %.

moulds; organic acids; fungicidal activity; testing
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TELESNA HMOTNOST A SKELETALNY RAST SAMIC POTKANA
PO OVARIEKTOMII

S. Cikos, S. Kuchir, J. Koppel
Ustay fyziolégie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

Sledovali sme telesnd hmotnost’ a skeletdlny rast samic potkana v réznom obdobi po
ovariektémii. Zvierat4 boli ovariektomované v 30. dni Zivota; polovica z nich bola
usmrtens v 60. a druh4 polovica v 130. dni Zivota. U ovariektomovang§ch samic boli
zaznamenané vy3Sie prirastky telesnej hmotnosti a di%ky chvosta (v porovnan{
s intaktnymi samicami) najmé medz 40. a 60. dilom Zivota. Po 90. dni Zivota uZ neboli
prirastky telesnej hmotnosti a di¥ky chvosta u ovariektomovangch samic signifikantne
vys&ie ako u intakinych samfc. DlZka tibie bola u ovaricktomovanych samic signifi-
kantne vy$¥ia ako u intaktn§ch samic tak v 60. ako aj v 130. dni Zivota. R§chlost'longi-
tudinélneho rastu tibie, merand (tetracyklfnovou metédou) medzi 57. a 59. a medzi
127. a 129. diiom Zivota, vak bola u ovariektomovanych samic signifikantne vy$&ia
iba v prvom meranom intervale. Tieto v¢sledky naznafujd, Ze zmeny v skeletdlnom
raste a v prirastkoch telesnej hmotnosti maji po ovariektémii podobny Easovy priebeh.

potkan; ovariektémia; skeletdlny rast; telesnd hmotnost’

Pohlavné hormény maji do6leZitd lohu v regulécii telesného rastu zvierat.
V 1dinku tychto horménov na telesny rast si ur¢ité medzidruhové rozdiely, ale
mozno zaznamenat aj zhodné efekty, o ukazuje na moznost podobnych mecha-
nizmov akymi pohlavné hormény reguluji rast u réznych Zivo¢fSnych druhov.
Androgény maji na telesny rast zvic3a stimulaény vplyv a to tak v pripade labo-
ratérmych zvierat (potkan, my$), ako i hospoddrskych zvierat (hovédz{ dobytok,
ovce, o3fpané); uicinok estrogénov je u hospoddrskych zvierat zvi¢¥a stimula¢ny,
zatial o u potkana a my$i pdsobia estrogény inhibi¢ne (Galbraith a
Topps, 1981; Wiedemann, 1981; Ford a Klindt, 1989).

Ovariektomované samice potkana dosahuji vysSiu telesnd hmotnost ako intaktné
samice, pri¢om prirastky telesnej hmotnosti nie sii zvy3ené trvale, ale iba urity &as
po ovariektémii, po ktorom sa prirastky ovariektomovanych zvierat vracaji na -
roveii prirastkov intaktnych samfc (Gentry a Wade, 1976; McElroy a
Wade, 1987). KedZe ovariektomované samice potkana dosahuji okrem vicSej
telesnej hmotnosti aj vid¢Siu dlzku kostf (Grunt, 1964; S1ob aBosch,
1975; Clark a Tarttelin, 1982), zistovali sme ¢ k zrychleniu skeletdlneho
rastu dochddza v tom istom ¢ase ako k zvy3eniu prirastkov telesnej hmotnosti. Sle-
dovali sme rast kostf v réznom ¢asovom obdobf po ovariektémii - v dobe zvySenych
prirastkov telesnej hmotnosti, ako i v dobe ked prirastky telesnej hmotnosti ova-
riektomovanych samic poklesli na roveii intaktngch samfc.
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MATERIAL A METODY

V experimente boli pouZité samice potkanov kmetia Wistar. Zvierat4 boli
umiestnené vo zverinci s regulovanym svetelnym reZimom: 12 h svetlo - 12 h tma
a riadenou teplotou vzduchu (21 * 1 °C); zvieratd mali volny pristup k pitnej vode
a k diéte DOS 2b (Velaz, Praha).

V 30. dni Zivota bolo ovariektomovanych 20 samfc; dal$fch 20 samfc bolo
intaktnych. V 60. dni Zivota bola usmrtend polovica zvierat (10 ovariektomovanych
a 10 intaktnych) a v 130. dni Zivota bola usmrtend druh4 polovica zvierat. Telesnd
hmotnost a dizka chvosta boli merané v 10-diiovych intervaloch od 30. do 60. resp.
130. diia Zivota. Po usmrtenf bola zvieratdm odobratd prav4 tfbia a mikrometrom
zmerand jej dlzka.72a24hpredusmnenfm(tj v 57. a 59. resp. 127. a 129. dni
Zivota) bol zvieratdm aplikovany oxytetracyklfn (Oxymykoin, Spofa Praha;
10 mg/ 1 kg telesnej hmotnosti, i,p.) na uréenie rychlosti longitudin4lneho rastu tfbie
z proximélnej rastovej platni¢ky tetracyklfnovou metédou (Hanss on, 1967).

Mikroskopické prepardty tfbie na uréenie rychlosti longitudindlneho rastu boli
pripravené nasledovne: tfbia bola na proximdlnom konci rozrezan4 Ziletkou medzi
condylus medialis a condylus lateralis a fixovand 24 h vo formalfne. Potom boli
urobené 80 um hrubé longitudindlne rezy na kryostate (Reichert - Jung Cryocut
1800, Leica, SRN). Rezy boli dehydratované etanolom, presytené xylénom, potom
uzavreté do Solakrylu BMX a fotografované pod fluorescennym mikroskopom (Je-
nalumar contrast, Carl Zeiss Jena) spolu s podloZznym sklf¢kom s 1 mm 3kédlou
rozdelenou po 10 um. Vzdialenost medzi dvomi fluoreskujicimi oxytetracyklfno-
vymi p4dsmi bola merand z diapozitivov.

Statistické hodnotenie vysledkov bolo uskutonené nepdrovym Studentov§m
t-testom.

VYSLEDKY

Telesnd hmotnost a di¥ka chvosta sa medzi ovariektomovanymi (OVX) a
intaktngmi samicami signifikantne nelfili do 60. difa Zivota. Po 60. dni boli u OVX
samfc signifikantne (okrem 70. difa pre diZku chvosta a 80. difa pre telesni
hmotnost) vys8ie (obr. 1, 2).

Prirastky telesnej hmotnosti a di¥ky chvosta boli hodnotené v 10-diov§ch
intervaloch. V prvom intervale experimentu (30. - 40. deti Zivota) boli prirastky te-
lesnej hmotnosti u intaktnych samic signifikantne vy$ie ako OVX samfc. Medzi
40. a 60. diiom Zivota boli prirastky signifikantne vy$ie u OVX samfic. Po 60. dni
Zivota uZ prirastky telesnej hmotnosti OVX samfc signifikantne neprevy3ovali pri-
rastky intaktngch samfc (okrem intervalu 80.- 90. defi, kedy bola u intaktnych samifc
zaznamenan4 strata telesnej hmotnosti) - tab. L.

Prirastky di¥ky chvosta sa medzi OVX samicami a intaktngmi samicami v prvom
intervale experimentu signifikantne nelf%ili; medzi 40. a 60. difom Zivota boli prf-
rastky signifikantne vy&ie u OVX samic. Po 60. dni ¥ivota prirastky dizky chvosta
OVX samfc signifikantne neprevySovali prirastky intaktnych samic (okrem intervalu
70.- 80. der) - tab. II.
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1. Telesn4 hmotnost ovariektomovanych (plné kriZky) a intaktngch (prézdne kriZky) samfc potkana.
Hodnoty st udané ako aritmetické priemery + SEM. Rozdiely medz skupinami boli hodnotené Stu-
dentovym I-testom: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** =p < 0,001 — Body weight of ovariectomized
(full circles) and intact (open circles) female rats. The values are arithmetical means + SEM. The
significance of differences between the groups was calculated by Student' s I-test: * = p < 0.05;
** = p < 0.01; *** = p < 0.001
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2. Di%a chvosta ovariektomovanych (plné kriy) a intaktngch (prézdne krdky) samfc potkana.
Hodnoty st udané ako aritmetické priemery + SEM. Rozdiely medz skupinami boli hodnotené Stu-
dentovym I-testom: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001 — Tail length of ovariectomized
(full circles) and intact (open circles) female rats. The values are arithmetical- means + SEM. The
significance of differences between the groups was calculated by Student' s t-test: * = p < 0.05;
** = p < 0.0]; *** = p < 0.001

ltail lenght, Zage (days)

Di¥ka tfbie bola u OVX samic signifikantne vicia ako u intaktngch samfc tak
v 60. ako aj v 130. dni Zivota. Podobne rychlost longitudindlneho rastu tfbie z pro-
ximdlnej rastovej platnicky medzi 57. a 59. difom Zivota bola u OVX samic signi-
fikantne vy3Sia ako u intaktnych samic. Medzi 127. a 129. difom Zivota sa v¥ak uZ
rychlost longitudindlneho rastu tfbie medzi OVX samicami a intaktnymi samicami
signifikantne neli3ila (tab. III).
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I. Zmeny telesnej hmotnosti (prirastok alebo strata) u ovariektomovangch (OVX) a intaktngch (INT)
samfc potkana medzi 30. a 130. dijom Zivota — Changes of body weight (gain or loss) in ovariecto-
mized (OVX) and intact (INT) females between the 30th and 130th day of age

Deit! ovx INT t-test
30.-40. g 51,9+ 0,62 54,7+ 0,49 **
% 54,5+ 0,75 57,7+ 0,89 o
40.-50. §g 56,7 + 0,68 469+ 1,18 ak
% 38,0+ 0,48 31,2+ 0,44 ok
50.-60. g 612+ 1,38 4324129 o
% 30,2+ 0,48 22,0 + 0,47 xah
60.-70. ¢ 402 + 2,87 36,6 + 1,06
% 15,1+ 0,82 153 + 0,42
70.-80. g 49,8 + 3,96 40,4 + 6,26
% 156+ 1,5 143 14,3
80.-90. g 26,2 + 2,58 -5,60 + 5,01 ok
% 7,35+ 0,62 -1,51+ 1,50 ook
90.-100. g 25,5 + 3,29 17,5 + 3,62
% 6,95+ 1,05 6,04 £ 1,44
100.- 110. g 13,7+ 1,30 16,0 1,46
% 3,44 10,32 473 40,38 *
110.-120. g 12,5 + 1,01 7,40 £ 2,91
% 3,05+ 0,26 2,39+ 1,06
120.- 130. §g -6,66 + 0,83 3,30+ 1,70 ok
% -1,54 0,17 0,91 % 0,55 e

Hodnoty sd udané v gramoch i ako percento vychodiskovej telesnej hmotnosti (t.. telesnej hmotnosti
na zaciatku kaZdého 10-diiového intervalu) ako aritmetické priemery + SEM. Rozdiely medzi uve-
denymi skupinami zvierat boli hodnotené Studentovym I-testom: * = p < 0,05; ** = p < 0,01; ***
= p < 0,001 — The values are given in grams and as a percentage of the initial body weight (i.e.
body weight at the beginning of each 10 days' interval); they are arithmetical means + SEM. The
significance of differences between the groups was calculated by Student' s - f test: * = p 0.05;
** = p < 0.0]; *** = p < 0.001
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II. Prirastky diZky chvosta u ovaricktomovanych (OVX) a intaktngch (INT) samfc potkana medzi
30. a 130. diiom Zivota — The tail length increments in ovariectomized (OVX) and intact (INT)
females between the 30th and 130th day of age

Deif! ovX INT t-test
30.-40. cm 2,85+ 0,033 2,83 + 0,034
2,17 £ 0,040 2,11 0,022
40.-50. cm 2,23 £ 0,025 1,94 £ 0,029 *k
% 1,40 £ 0,016 1,19 0,016 *ax
50.-60. cm 1,80 + 0,013 1,38 + 0,095 *
% 09 +0,055 0,7+ 0,048 *
60.-70. cm 1,26 0,056 1,24 £ 0,072
% 0,63 + 0,032 0,63 + 0,033
70.-80. cm 1,16 + 0,062 0,21 + 0,092 ok
% 0,54 + 0,030 0,10 0,045 ok
80.-90. cm 0,43 £ 0,045 0,21 + 0,106
% 0,19 £ 0,020 0,09 + 0,049
90.- 100. cm 0,26 + 0,048 0,36 + 0,075
% 0,11+ 0,021 0,17 + 0,036
100. - 110. cm 0,21 £ 0,057 0,67 £ 0,079 ok
% 0,09 + 0,024 0,31 + 0,036 e
110.- 120. cm 0,44 + 0,07 0,34 + 0,030
% 0,19 + 0,033 0,15 + 0,014
120. - 130. cm -0,07 +0,101 0,06 + 0,047
% -0,031 + 0,043 0,029 + 0,020

Hodnoty st udané v centimetroch i ako percento vychodiskovej dizky chvosta (t.j. dizky chvosta
na zaciatku kaZdého 10-diiového intervalu) ako aritmetické priemery + SEM. Rozdiely medzi uve-
denymi skupinami zvierat boli hodnotené Studentovym f-testom: * = p < 0,05; *** = p < 0,001 -
The values are given in centimeters and as a percentage of the initial tail length (i.e. tail length at
the beginning of each 10 days' interval), they are arithmetical means + SEM. The significance of
differences between the groups was calculated by Student' s - £ test: * = p < 0.05; *** = p < 0.001

lyay
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I1I. DiZka tfbie v 60. a 130. dni Zivota (DT) a r§chlost longitudindlneho rastu tfbie medzi 57. a 59.
a medzi 127. a 129. diiom Zivota (RRT) u intaktnych (INT) a ovariektomovanych (OVX) samfc
zabitych v 60. (INT 60, OVX 60) a 130. (INT 130, OVX 130) dni Zivota — Length of tibia on the
60th and 130th day of age (DT) and rate of longitudinal growth of tibia between the 57th - 55%th
and between the 127th - 129th day of age (RRT) in intact (INT) and ovariectomized (OVX) females
killed on the 60th (INT 60, OVX 60) and on the 130th (INT 130, OVX 130) day of age

INT 60 OVX 60 INT 130 OVX 130
DT (mm) 36,2+ 0,23 37,1£0,23 40,6 + 0,34 42,2+0,35°
RRT (um/48h) | 347,2+11,7 4447+ 13,6° 44,0+3,0 51,5+4,87

Hodnoty sd udané ako aritmetické priemery £ SEM. Rozdiely medzi OVX a INT samicami zabitymi
v rovnakom veku boli hodnotené Studentovym f-testom: a = p < 0,05; b =p <0,01; ¢ = p < 0,001 —-
The values are arithmetical means £ SEM. The differences between the OVX and INT females
killed at the same age were calculated by Student' s t-test: a=p < 0.05; b=p < 0.01; c = p < 0.001

DISKUSIA

Vysledky ukazuji inhibi¢ny efekt ovaridlnych horménov na telesnd hmotnost
a skeletdlny rast samic potkana, ¢o je v silade s idajmi inych autorov (K ako -
lewski ai, 1968; Clark a Tarttelin, 1982; Jansson ai., 1983).
Signifikantne niZ3ie prirastky telesnej hmotnosti u ovariektomovanych samfc ako
u intaktnych samfc v prvom intervale experimentu (t.j. bezprostredne po ovariekt6-
mii) boli zrejme ndsledkom chirurgickej traumy.

Grunt (1964) sledoval telesnd hmotnost a dizku tela (v jednomesa¢nych
intervaloch, do 180. dia Zivota) u predpubertélne ovariektomovanych samic potka-
na, pri¢om zaznamenal intenzfvnej3f telesny rast tychto zvierat najméi prvych 35 dnf
po operdcii (vy3sie prirastky dlZky tela resp. telesnej hmotnosti v8ak u ovariekto-
movanych zvierat, v porovnan{ s intaktnymi zvieratami, zaznamenal aZ do 90. resp.
120. dria Zivota). Meranie v krat3ich intervaloch (10 dnf) v nasej préci ukédzalo, Ze
vySSie prirastky telesnej hmotnosti a di¥ky chvosta moZno po predpubertélnej ova-
riektémii samfc potkana zaznamenat najmi medzi 40. a 60. diiom Zivota. Po 90.
dni Zivota uZ prirastky ovariektomovangych samfc neboli signifikantne vySie ako
prirastky intaktnych samfc, av¥ak signifikantne vy&ia telesnd hmotnost a dizka
chvosta ovariektomovanych samfc, zfskand v obdobf intenzfvnejSieho telesného
rastu, sa udrZala aZ do konca experimentu (130. diia Zivota).

Mechanizmy akymi estrogény inhibuji telesny rast potkanov nie si jasné. Popri
anorektickom efekte estrogénov, ktor§ moZe retard4ciu telesného rastu vysvetlit len
Ciastolne Roy aWade, 1977, Cfko¥ ai, 1992), si zrejme ddleZité aj
dalie ucinky estrogénov, napr. vplyv na sekréciu rastového horménu M ode ai.,
1982; Jansson a Frohman, 1987), alebo inych horménov (Coyne a
Kitay,1969; D'Angelo a Fisher, 1969; Castro-Vazquez a
i., 1981). Ovplyvnenie sekrécie rastového horménu estrogénmi bolo uk4zané aj
u hospodérskych zvierat a {loveka (Preston, 1975; Davis ai., 1977, De -

734 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (12): 729-737



vesa ai., 1991). Telesny rast mbZe vyrazne ovplyvnif aj priamy efekt estrogénov
v rasticom tkanive, napr. v tukovom tkanive (W ade a Gray, 1978; Rami-
re z, 1981). Naviac, si¢asné price (u psov, krilikov, potkanov i Tudf) naznacujd,
Ze je moZné aj priame ovplyvnenie longitudindlneho rastu dlhej kosti estrogénmi
Young aStack, 1982, Dayani ai.,, 1988; So6mjen ai., 1991;
Blanchard ai., 1991).

.V naSom experimente dosiahli ovariektomované samice signifikantne vic¥iu
diZku tfbie ako intaktné samice tak v 60. ako aj v 130. dni Zivota, aviak rychlost
longitudindlneho rastu tfbie bola u ovaricktomovanych samfc vy33ia len v prvom
sledovanom obdob{. Vysledky tejto prdce teda naznacuji, Ze skeletdlny rast ova-
riecktomovanych samfc potkana je intenzfvnej3f ako u intaktnych samifc len urcity
&as po ovariekt6mii a to priblizne v obdobf, ked moZno u tychto zvierat zaznamenaf
zvy$ené prirastky telesnej hmotnosti.

Literatira

BLANCHARD, O. - TSAGRIS, L.- RAPPAPORT, R.- DUVAL-BEAUPERE, G.- CORVOL, M.:
Age-dependent responsiveness of rabbit and human cartilage cells to sex steroids in vitro. J. Steroid
Biochem. molec. Biol., 40, 1991, s. 711-716.

CASTRO-VAZQUEZ, A.- OJEDA, S. R. - KRULICH, L.- MCCANN, S. M.: TSH release during
the estrous cycle of the rat: Variations in responsiveness to cervicovaginal stimulation. Neu-
roendocrinology, 33, 1981, s. 193-198.

CLARK, R. G. - TARTTELIN, M. F.: Some effects of ovariectomy and estrogen replacement on
body composition in the rat. Physiol. and Behav., 28, 1982, s. 963-969.

COYNE, M. D. - KITAY, J. L.: Effect of ovariectomy on pituitary secretion of ACTH. Endocrino-
logy, 85, 1969, s. 1097-1102.

CIKOS, §.- KUCHAR, S.- KOPPEL, J.: The effect of administration of estradiol and testosterone
on body growth of young male rats. Physiol. Res., 41, 1992, s. 387-392.

D'ANGELDO, S. A.- FISHER, J. S.: Influence of estrogen on the pituitary - thyroid system of the
female rat: mechanisms and loci of action. Endocrinology, 84, 1969, s. 117-122.

DAVIS, S. T. - OHLSON, D. L. - KLINDT, J.- ANFINSON, M. S.: Episodic growth hormone
secretory pattems in sheep: relationship to gonadal steroid hormones. Amer. J. Physiol., 233, 1977,
s. E519-E523.

DAYANI, N. - CORVOL, M. T. - ROBEL, P. - EYCHENNE, B.- MONCHARMONT, B. -
TSAGRIS, L. - RAPPAPORT, R.: Estrogen receptors in cultured rabbit articular chondrocytes:
influence of age. J. Steroid Biochem., 31, 1988, s. 351-356.

DEVESA, J.- LOIS, N.- ARCE, V.- DIAZ, M. I. - LIMA, L. - TRESGUERRES, J. A. F.: The role
of sexual steroids in the modulation of growth hormone (GH) secretion in humans. J. Steroid
Biochem. molec. Biol., 40, 1991, s. 165-173.

FORD, J. J. - KLINDT, J.: Sexual differentiation and growth process. In:. CAMPION, D. R.-
HAUSMAN, G. J. - MARTIN, R. J. (eds): Animal growth regulation. New York and London, Ple-
num Press 1989, s. 317-332.

GALBRAITH, H. - TOPPS, J. H.: Effect of hormones on the growth and body composition of
animals. Nutr. Abstr., R. B, 51, 1981, s. 521-540.

GENTRY, R. T. - WADE, G. N.: Androgenic control of food intake and body weight in male rats.
J. comp. Physiol. Psychol., 90, 1976, s. 18-25.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (12): 729-737 735



GRUNT, J. A.: Effects of adrenalectomy and gonadectomy on growth and development in the rat.
Endocrinology, 75, 1964, s. 446-451.

HANSSON, L. L.: Daily growth in length of diaphysis measured by oxytetracycline in rabbit
normally and after medullary plugging. Acta Orthop. scand. Suppl., 101, 1967.

JANSSON, J. O. - EDEN, S. - ISAKSSON, O.: Sites of action of testosterone and estradiol on
longitudinal bone growth. Amer. J. Physiol., 244 (Endocrin. Metab., 7), 1983, s. E135-E140.
JANSSON, J. O. - FROHMAN, L. A.: Inhibitory effect of the ovaries on neonatal androgen
imprinting of growth hormone secretion in female rats. Endocrinology, 121, 1987, s. 1417-1423.
KAKOLEWSKI, J. W. - COX, V. C. - VALENSTEIN, E. S.: Sex differences in body weight -
change following gonadectomy of rats. Psychol. Reports., 22, 1968, s. 547-554.

MCcELROY, J. F. - WADE, G. N.: Short- and long-term effects of ovariectomy on food intake,
body weight, carcass composition, and brown adipose tissue in rats. Physiol. and Behav., 39, 1987,
s. 361-365.

MODE, A. - GUSTAFSSON, J. A. - JANSSON, J. O. - EDEN, S. - ISAKSSON, O.: Association
between plasma level of growth hormone and sex differentiation of hepatic steroid metabolism in
the rat. Endocrinology, 111, 1982, s. 1692- 1697.

PRESTON, R. L.: Biological responses to estrogen additives in meat producing cattle and lambs.
J. animal Sci., 41, 1975, s. 1414-1419.

RAMIREZ, I.: Estradiol-induced changes in lipoprotein lipase, eating, and body weight in rats.
Amer. J. Physiol., 240 (Endocrin. Metab., 3), 1981, s. E533-E538.

ROY, E. J. - WADE, G. N.: Role of food intake in estradiol-induced body weight changes in female
rats. Horm. and Behav., 8, 1977, s. 265-274.

SLOB, A. K. - VAN DER WERFF TEN BOSCH, J. J.: Sex differences in body growth in the rat.
Physiol. and Behav., 14, 1975, s. 353-361.

SOMIEN, D. - WEISMAN, Y. - MOR, Z. - HARELL, A. - KAYE, A. M.: Regulation of pro-
liferation of rat cartilage and bone by sex steroid hormones. J. Steroid Biochem. molec. Biol.,
40, 1991, s. 717-723.

WADE, G. N. - GRAY, J. M.: Cytoplasmic 17 -[3H] estradiol binding in rat adipose tissues.
Endocrinology, 103, 1978, s. 1695-1701.

WIEDEMANN, E.: Adrenal and gonadal steroids. In: DAUGHADAY, W. H. (ed.): Endocrine
control of growth. New York, Elsevier 1981, s. 67-120.

YOUNG, P. C. - STACK, M. L.: Estrogen and glucocorticoid receptors in adult canine articular
cartilage. Arthr. Rheum., 25, 1982, s. 568-573.

Dadlo 25. 5. 1993

CIKOS, 8. - KUCHAR, S. - KOPPEL, J. (Institute of Animal Physiology, Slovak Academy
of Sciences, KoSice):

The body weight and skeletal growth of female rats after ovariectomy.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (12): 729-737.

The body weight gain and growth of tail and tibia were investigated in ovariectomized
female rats to ascertain whether the increased skeletal growth after ovariectomy takes
place at the same time as the increased body weight gain.

Female rats were ovariectomized on the 30th day of age; half of them was killed on
the 60th day of age and the other half was killed on the 130th day of age. The body
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weight and tail length were significantly higher in the ovariectomized females than in
intact females from the 60th day of age (Figs. 1, 2). The ovariectomized animals had
higher body weight gain and tail length increment, in comparison with intact animals,
mainly between the 40th and 60th day of age (Tabs. I, II). After the 90th day of age the
body weight gain and tail length increment were no longer significantly higher in ovariec-
tomized animals than in intact animals, although the ovariectomized females maintained
the significantly higher body weight and tail length till the end of the experiment (130th
day of age). The length of tibia was larger in ovariectomized animals if compared with
controls, on the 60th as well as on the 130th day of age. However, the rate of longitudinal
growth of tibia, measured (by tetracycline method) between the 57th and 59th day and
between the 127th and 129th day of age, was significantly higher in ovariectomized ani-
mals only in the first period of measurement (Tab. IIT). The results suggest that changes
in body weight gain after ovariectomy are parallel to the changes of skeletal growth -
they are higher for a short time after ovariectomy and later they return to the level of
intact females.

rat; ovariectomy; skeletal growth; body weight
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PREHLEDNY REFERAT

CYTOCHROMY P450; TOXIKOLOGICKY VYZNAM STANOVENI
JEJICH HLADIN

M. Machala

Vyzkumny iistav veterindrniho 1ékaistvi, Brno

Xenobiotika (1&Civa, pesticidy, primyslové kontaminanty, aditiva potravin nebo ,pHrodn{*
pesticidy vyskytujici se v rostlinich) podléhaji v organismu detoxikaénim reakcfm, pfedeviim
monooxygenacim a nislednym konjugacim. Paradoxem metabolismu cizorodych léitek je, Ze
stejny enzymovy systém mbZe produkovat tzv. ,metabolickou aktivaci* nebo ,,bicaktivaci*
reaktivni metabolity, které zplisobuji vlastni manifestaci toxickych, karcinogennich a dal$ich
negativnich G&inkd xenobiotik (Parke aj., 1990a).

Nepochybn€ nejdiileZitéj¥imi enzymy v metabolismu cizorodych litek jsou monooxyge-
nézové systémy, které nalezneme v Zivodisné, rostlinné i mikrobidlni fi%i. U savci se vyskytuji
v endoplazmatickém retikulu (po izolaci buné¢nych komponent v tzv. mikrosomech) jater,
ale v mensi mife i v jinych tkanich. Hydroxylaci, demetylaci, dealkylaci, epoxidacf, sulfoxi-
dacf a dal¥imi monooxygendzovymi reakcemi je do molekuly cizorodé litky inkorporovén
jeden atom kysliku; metabolity, které jsou zpravidla méng lipofilni (ale ne vZdy biologicky
neaktivni), jsou nislednymi konjuga&nimi reakcemi s glutathionem, kyselinou glukuronovou,
sulfitem atd. pfevedeny do takové chemické podoby, Ze je organismus schopen jejich exkrece
(Jakoby, 1980).

Centrdlni enzymy monooxygenace, cytochromy P450, jsou skupinou hemoproteinf, které
zredukovany a v komplexu s oxidem uhelnatym dévaji charakteristické absorpéni spektrum
s maximem okolo 450 nm (O mura a Sato, 1964). Cytochromy P450 maji $irokou
substritovou specifitu a kromé& dnes uZ obrovského mnoZstvi xenobiotik, strukturné si vzi-
jemn& nepodobnych, metabolizuji v organismu fadu endogennich l4tek jako steroidy, mastné
a Zlu€ové kyseliny, prostaglandiny (A strém a De Pierre, 1986). Vyzkum cytochro-
mi P450 zv143t€ ve vztahu k vysoce toxickym aromatickym kontaminantim Zivotniho prostie-
df m4 také své aspekty praktické. Zahrnuje zkouméani metabolismu cizorodych litek,
mechanismi toxicity, karcinogeneze, ale také moZnosti biochemického monitorovan{ konta-
minantd a predikce potencidlu toxicity 1é¢v, agrochemik4lif a dal3ich xenobiotik (S a fe aj.,
1989; Parke aj,1990a; Lubet aj, 1992).

KLASIFIKACE A INDUKCE JATERNICH MIKROSOMALNICH CYTOCHROMU P450

Enzymologickymi a zvl4§t& molekuldmé& biologickymi metodami byla zisk4na data struk-
turnich homologii jednotlivych forem P450, umoXiujici zavést obecnon nomenklaturu geni
a proteinfi P4S0 (Ne bert aj., 1991). Do roku 1990 bylo popséno celkem 154 gend P450,
které byly rozd&leny do 27 genovych ,rodin“, z nichZ 10 existuje u savci. Z hlediska cizo-
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rod§ch l4tek jsou v§znamné &yfi rodiny: P450IA (podle nového oznafeni P4501A nebo
CYP1A), P450II (pfedeviim ,,podrodiny* IIB a IIE), P4SOIIIA a P450IV. Jednotlivé formy
P450 maji separétni regula&ni kontrolu a rizné skupiny ¢izorodych latek odli3n€ indukuji (nebo
v n&kterych pHpadech sniZujf) jejich hladinu. Polycyklické aromatické uhlovodiky s muta-
gennimi a karcinogennimi G&inky (3-metylcholantren, benzo[a]pyren, dibenzo[a,h]antracen) a
nékteré polyhalogenované bifenyly (PCB), dibenzo-p-dioxiny a dibenzofurany (napf.
3,3',4,4',5-pentachlorbifenyl a 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxin) jsou induktory cytochromu
P450IA1 a IA2, arylaminy indukuji pfedeviim P4501A2; fenobarbital, fada dal¥ich farmak
a kontaminantd (DDT, nekoplanédrni PCB) zvy3uji hladinu P4501IB; P4501IE1 je inducibiln{
po podani acetonu, etanolu nebo benzenu, dexametazon a jiné objemné molekuly indukuj{
cytochromy P450 ze skupiny IIIA a dialkylestery kyseliny ftalové jsou induktory P450IV
(Parkinson aj, 1983; Johansson aj.,1988; Namkung aj, 1988, Okita
a Okita, 1992). Indukce nejsou zcela specifické (aceton indukuje také P450IIB1 a feno-
barbital cytochromy P450IIB, IIE i IITIA), pfesto stanovenim zv§¥enych hladin P450 1ze uréit
typ induktoru a odhadnout mechanismus detoxikace, popf. aktivace. Pfehled induktort P450
obsahuje tab. L

ROLE CYTOCHROMU P450 V CHEMICKE TOXICITE A KARCINOGENITE

Schématické zndzorn&ni d&jh probihajicich pfi expresi toxickych a dalSich negativnich
efektii cizorodych l4tek v organismu je shrnuto na obr. 1. Kromé& piimého inhibi¢niho déinku
nékterych latek na dileZité enzymové systémy, napf. kyanidu na cytochromoxidézu, je che-
mick4 toxicita a karcinogenita vyvoldvina po metabolické aktivaci. V n&kolika piipadech byla
popséna bioaktivace redukci (napf. azoslouceniny jsou nejprve redukoviny na aromatické
aminy a ty déle aktivovdny monooxygenaci na toxické hydroxylaminy), konjugaci nebo oxi-
daci flavinmonooxygenazou, prostaglandin-H-syntdzou nebo jinou peroxiddzou (Larsson
aj., 1988), ale hlavnf cestou, kterd vede k mutacim a karcinomim, jsou monooxygendzové
reakce, mediované cytochromy P450, pfedeviim P450IA1 aIA2 (Parke, 1987, Parke
aj., 1990a). Vznikajici reaktivni metabolity se vaZ na Zivotn& dileZité buné&né makromolekuly
za vzniku mutac{, karcinogeneze, cytotoxicity, imunotoxicity, popf. dalSich efekth (obr. 1).
Dnes jsou popisoviny pfinejmen¥im tfi nidsledné procesy probfhajici b€hem chemické karci-
nogeneze:

- bioaktivace prokarcinogent na reaktivni metabolity,

- vznik aduktd reaktivnich metabolith s makromolekulami, pfedeviim DNA (a pravd&po-
dobn& z4sah do DNA-reparacnich procesi)

- fixace zmé&n DNA a onkogenni aktivace.

Metabolick4 aktivace je tedy iniciadnim krokem v chemické karcinogenezi (Kawajiti
a Fujii-Kuriyama, 191).

VétSina chemickych karcinogend je u savcd aktivovdna pouze omezenym po&tem cytochro-
mi P450: IA1, IA2, IIE1 a IIIA (tab. I). Zatimco P450IIE aktivuje dialkylnitrosaminy a cy-
tochromy P4501IIA aflatoxin B1, dihydrodioly benzo[a]pyrenu a nékteré dal3i cizorodé létky,
cytochrom P4501A-dependentni monooxygenace jsou zodpovédné za bioaktivaci velkého
pottu xenobiotik: epoxidace polycyklickych aromatick§ch uhlovodikd, N-hydroxylace aroma-
tickych amind (4-aminobifenylu, 2-naftylaminu, heterocyklickych aromatickych amind, vzni-
kajicich b&hem pyrolyzy proteind a aminokyselin, jako je Glu-P-1) atd. Cytochrom P4501A1
metabolizuje planirni molekuly (napf. polycyklické aromatické uhlovodiky) vé&Sinou v poz-
cich, které jsou obtiZn& dostupné pro konjugalni enzymy a pro epoxidhydrolizu, jejimiZ
substrity jsou arenepoxidy Ioannides aj., 1984), a vznikd tak zna¥né mnoZstv{
reaktivnich metabolitd. Cizorodé latky indukujici P4S0IA se v cytosolu vaA# na specificky Ah
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I. NejdileZt&jsf formy krysfch a lidsk§ch cytochromt P450, které se di&astnf bioaktivace cizorodych
latek a porudkce kyslikovych radik4ld (ref. Guengerich,1990; Parke aj., 1990b; Sou -
¢ek a Gut,192; Kawajiri a Fujii-Kuriyama, 1991)

Krysf | Lidské :
formy | formy | Induktory Aktivovand xenobiotika Spec] 1:id:y e
P450 | P450
1A1 1A1 TCDD, PAH, PAH, arylaminy, 7-etoxyresorufin-
koplandmf PCB atd. | (AFB,) atd. -O-deetyldza
Glu-P-1-N-hydroxyléza,
: kofein-N;-demetyldza,
1A2 | 1a2 |2Dlaminy ABP, | 4\ p5p Glup.1 atd. fenacetin-O-deetyléza
GLU-P-1 atd.)
(7-metoxyresorufin-
-O-demetyldza)
:’l;f[t\a?;lésti Pll3) ‘DD, | 7-pentoxyresomufin-
2B1 2B6 fenobarbital DDT R g % -O-dealkyl4za, (amino-
dieldrinu produkce i M- Gemietyifizn)
kyslikovych radikala pyn y
dialkylnitrosaminy, p-nitrofenolhydroxyl4za,
2E1 | 2E1 ;:'z”; Aeeton, produkce kyslfkovch | dimetylnitrosamin-
radik4ld -N-demetyldza
dexametazon
3A1 |3A3 | (E4ste¢né feno- AFB, erytromycin-N-demetyldza
barbital)
AFB,, arylamin IQ, co v v ;
- 3A4 benzpyren-7.8:dicl nifedipin-N-oxiddza
clofibrate, tvorba H,0,,
l | dialkylftaldty peroxisomélnf proliferace w-lohydrosyides

receptor, ktery zahajuje indukci P450IA a aktivuje se také kaskdda proteinkindzy c
(Landers a Bunce, 1991; Carrier aj., 1992). Proteinkiniza ¢ zvy$uje bun&&né
déleni, a tim nepfimo mutagenezi a karcinogenez, protoZe adukty reaktivnich metaboliti
s DNA jsou pfemé&fiovdny na mutace béhem buné&ného déleni; délici se buiiky jsou ve v&tiim
riziku neZ buiiky klidové (A m e s, 1992). V posledni dob& byla také prokéizéna &ast pro-
teinkindzy c na indukci P450IA1 (Carrier aj., 1992).

Cizorodé litky s vysokou induk&ni schopnosti méni v organismu pomér detoxikaénich
a bioaktiva¢nich d&ji zmé&nou hladin n€kterych forem P450 P arke aj., 1990a). To je pravé
piipad indukce P450IA litkami typu 2,3,7,8-tetrachlordibenzo-p-dioxinu (TCDD), které
mohou zpiisobit vyrazné zvy¥eni metabolické aktivace dal¥ich xenobiotik pfitomnych v orga-
nismu (tzv. ,kokarcinogenezi“). Vlastni toxicky d¢inek TCDD a strukturné piibuznych
perzistentnich arométd neni dosud pfesn€ urlen. Jednd se ziejm& o komplexni procesy
(Landers a Bunce, 1991), jejichZ podstatnou sou&sti je i vazba na Ah receptor a in-
dukce P450IA. Podle jedné hypotézy je indukci P450 zv§¥ena hydroxylace kyseliny arachi-
donové v bun&¢nych membranich na toxické epoxidy a monohydroxyeikosatetraenové
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- The most important rat and human cytochromes P450 involved in bioactivation of xenobiotics

and in a production of oxygen radicals

Rat Hmmnl .
forms | forms | Inductors Activated xenobiotics Spe;!ﬁmlly catalyzed
P450 | P4s0 =
1a1 | 1A1 TCDD, PAH, PAH, arylamines, 7-ethoxyresorufin
coplanar PCB, etc. | (AFB)), etc. -O-deethylase
Glu-P-1 N-hydrolase,
. caffeine N3-demethylase,
1A2 | 1A2 gl”l:“l‘,“'l'”;‘f‘)"mp' 4ABP, Glu-P-1, etc. phenacetin O-deethylase,
SRS (7-methoxyresorufin
O-demethylase),
(PAH), (AFB,)), in 7-pentoxyresorufin
z presence of PB, DDT, O-dealkylase,
2B1 | 2B6 | phenobarbital, DDT dielein productionof (asisopyrine:
oxygen radicals -N-demethylase),
dialkylnitrosamines, p-nitrophenol hydrolase,
2E1 2E1 ;‘:‘::1'; acctone, production of oxygen dimethyl-nitrosamine
radicals N-demethylase
dexamethasone g
3A1 |3A3 | (panly AFB, ;’_”:m“ “e'wy“’ i
phenobarbital)
AFB,, arylamine IQ, " s :
- 3A4 beizpsinis- 7.8l niphedipin N-oxidase
clofibriate, H,0, production, Y
il o dialkyl phthalates peroxisomal proliferation MR A (5%

kyseliny a je tak poruSena integrita membrin (Rifkind aj., 1990), TCDD v3ak pravdé-
podobn& zasahuje vice bun&&nych funkdi.

Cytochromy P450 mohou mit je3t& dal¥{ Glohu v chemické toxicit€ - v produkci vysoce
toxickych kyslikovych radikild. Prvni funkd v katalytickém cyklu P450 je aktivace kysliku,
aby mobhlo dojit k rozSt&penf vazby O-O a vlastni monooxygenaci. Litky, které jsou metabo-
lizovény jen obtf2n&, se navd# na cytochrom P450 a uvedou jej do tzv. vysokospinového stavu;
poté se naviZe a je aktivovén kyslik a pokud probihaji dal¥{ kroky (monoxygenace substratu)
velmi pomalu, v&tSina aktivovaného kysliku se pfemé&iiuje na superoxid a ten na vysoce toxicky

- hydroxylovy radikdl (Parke aj., 1990a). Takov§ mechanismus probfhé pfi interakcich
P4501IB1 s fenobarbitalem, DDT nebo dieldrinem. Podobny efekt m4 i rozpojeni P450
a P450-reduktdzy obtiZn& metabolizovatelnymi lipofilnimi litkami, které se mohou akumulo-
vat v endoplazmatickém retikulu, m&nit membrénovou fluiditu a rozpojit elekironovy tok.
Nejdile%it&¥{ z hlediska generovénf kyslikovych radikild je cytochrom P450IIE1, ktery je
i v z4kladnim stavu (bez navaz4ni substritu) ve vysokospinovém stavu. Cytochromy P450IV
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se pfimo neticastni bioaktivace, jsou viak spojeny s proliferaci peroxisomi a produkuji pero-
xid vodiku (Gibson, 1989).

Ackoliv byly popsédny jest& dal3i procesy, které vedou k produkci reaktivnich intermediat
a kyslikovych radikdld (napf. jednoelektronové pfechody chinondl za Wdasti flavoproteinové
oxidoreduktazy), 1ze fici, Ze vhodnym vybérem Zivo&isnych druhd, davek xenobiotik a spe-
cifického stanoven{ cytochromi P450 (enzymologicky, imunochemicky nebo molekul &rn& bio-
logickymi technikami) m&Zeme odhadnout metabolické drihy a rizika spojend s bioaktivaci.
Vysoké korelace mezi P450IA 1-indukéni potenci planimich polyaromatickych kontaminant
a jejich toxickymi a dal¥imi negativnimi efekty umoznily také v§voj metod biochemického
monitorovéani té&chto kontaminantd v Zivotnim prostfedi.

VYUZIT{ MONOOXYGENAZOVEHO SYSTEMU PRO BIOCHEMICKE
MONI-TOROVAN{ KONTAMINACE ZIVOTN{HO PROSTRED{

Instrumentace analytick§ch metod stanoveni organickch kontaminantd Zivotniho prostiedi
v poslednich letech vyrazné€ pokroéila. Pfesto k uréenf toxikologického rizika jakékoliv smé&si
téchto latek, pfedeviim polyhalogenovanych bifenyld, naftalent, dibenzo-p-dioxind, dibenzo-
furand, fenold a dalSich polutantd, je nezbytné vypracovat nové pfistupy. Je to déno
komplexnim charakterem vzorkl z Zivotniho prostfedi, relativnim nedostatkem toxikolo-
gickych informaci o G&inku né€kterych zdvaZnych kontaminantd, n€kterymi analytickymi (se-
para¢nimi) problémy a také tim, Ze fada primyslovych kontaminantd je analyticky sledovéna
jen minimédln€ (S afe aj, 1989).

Od konce 70. let byla zjiStovana dobré korelace mezi mohutnosti indukce P450IA1-de-
pendentni monooxygenizové aktivity (stanovené jako benzo[a]pyrenhydroxyldza nebo 7-eto-
xyresorufin-O-deetyldza) jednotlivymi ,kongenery“ polychlorovanych bifenyld,
dibenzo-p-dioxinti a dibenzofurand a jejich toxicitou Poland aj., 1979; Bradlaw a
Casterline,1979; Sawyer a Safe, 1982 Sawyer aj, 1983). Leece aj.
(1985) naméfili dobré korelace mezi induk&nimi testy in vivo (v jaternich mikrosomech krys)
a invitro (v krysich hepatoma buiik4ch H4IIE). Tyto studie, spolu se stanovenim vazby konta-
minantu na cytosolovy Ah receptor a n€kolika dal§imi metodami, se staly zdkladem pro ta-
belovini tzv. faktoru ekvivalentni toxicity (toxicity equivalency factor, TEF), coZ je hodnota
toxicity kongeneru nebo komplexni smé&si vztaZena k referenénimu induktoru TCDD. PHi urdo-
véni rizika toxickych cizorodych litek v Zivotnim prostfedi 1ze také uZt analytického stanoveni
jednotlivych kongenerdi uvedenych kontaminantd a tabelovanych hodnot TEF k vypodtu
»TCDD-ekvivalentd“ (U.S.EPA, 1989). Kannan aj. (1988) z téchto vypottl jednoznatn&
zjistili, Ze vzhledem k relativné vysokym hladinim mono-o-chlorovanych PCB jsou tyto
kongenery nejzdvaZn€jSimi kontaminanty, pfestoZe jejich indukéni (a toxick4) potence je niZf
neZ u koplanarnich PCB nebo TCDD. Hodnoty TEF byly mezinirodn& sjednoceny a ofi-cidln&
uzniny v USA, Kanadg, Velké Britdnii, severskych zemich a v Nizozemsku (Kutz aj.,
1990). Vzhledem k zji§t€nym synergickym i antagonickym efektim smé&si kongenerd pfi
indukci P450IA1 je v3ak biologické stanoveni TCDD-toxicity mnohem p¥esn&;jsi
(Hutzinger aj, 1981; Bannister aj., 1987).

Stanoveni in vitro v krysich hepatoma buiikdch H4IIE bylo uZito pro uréeni toxicity TCDD-
typu v niznorodych vzorcich Zivotniho prostiedi (Tillitt aj.,1991; Ankley aj., 1991).
Hanberg aj. (1991) zjistili, Ze polychlorované naftaleny maji induk&ni potenci srovna-
telnou s koplanimimi PCB a také komeréni smé&s polybromovanych difenyléterd vykazovala
v tomto systému aktivitu. Dal3i price pouZivaly mysi hepatoma buiiky Hepa-1 pro stanoven{
indukce cytochromu P450IA1 v popilku (Kopponen aj., 1991) a byly testoviny také
lidské hepatoma bun&né kultury (Lipp aj., 1992). Indukce 7-etoxyresorufin-O-deetyldzy
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v jiném modelovém systému, v kufecim embryu, prokézala relativn® silnou indukci poly-
cyklickych aromatickych uhlovodikil pfitomnych ve vzorcich fi¢nich sedimentd s nizkym
obsahem PCB a dibenzo-p-dioxind (Machala aj., 1992).

Polycyklické aromatické uhlovodiky a PCB, které jsou pfitomny v sedimentech, mohou
indukovat cytochrom P450IA-dependentni monooxygendzy a tim i vznik karcinogeneze
a dal3¥f chorobné procesy u vodnich Zivolichd (Stegeman a Lech, 1991). Indukce
téchto aktivit u ryb miiZe indikovat expozici témito kontaminanty. Enzymologické nebo imu-
nochemické stanoveni indukovanych hladin P450 mbZe byt dal$i vhodnou metodou biolo-
gického monitorovanf kontaminace Monod aj.,1988; Stegeman a Lech, 1991).
Stanoven{ nemusi b§t omezeno jen na vodni Zivodichy, jak prokizali Lubet aj. (1992).

STANOVEN{ POTENCIALU TOXICITY XENOBIOTIK

Cytochromy P450, které se ifastnf metabolické aktivace xenobiotik, jsou v jitrech, p¥i-
padné& v dal¥ich tkdnich pfitomny ve velmi nizkych hladinich a mald mnoZstvi vytvofenych
reaktivnich intermediétd jsou snadno deaktivovdna konjuga&nimi enzymy nebo enzymy a me-
tabolity celuldrni ochrany pfed radikily (R e e d , 1985). Charakteristickou vlastnosti v&Siny
chemickych toxind a karcinogeni je, Ze mohou stimulovat systém cytochromu P450 a Ze indu-
kujf ty formy P450, jeZ se G€astnf jejich bioaktivace. Schopnost cizorodé latky indukovat svou
vlastni aktivaci miZe byt jednim z nejdileZit&j¥ich faktorh pfi urlovini jejiho toxického
a karcinogenniho potenciilu (Parke aj., 1990b). Na tomto principu je moZné navrhnout
rychly test odhadu rizika chemické litky, zaloZeny na interakcich testovaného xenobiotika
s mechanismy regulace hladin cytochromi P450. Indukce je indikativni pro urtity cytochrom
P450 a pro urdity mechanismus toxického G&inku. Z v§sledkd indukce 1ze pfedpovidat po-
tencidlnf toxicitu a karcinogenitu (Parke, 1990).

Z tab. I vyplyv4, které formy P450 je nutno stanovit. Cytochromy P450IA1 a IA2 jsou
zodpov&dné za aktivaci v&3iny zndmych karcinogend a jejich indukce je diileZit§ parametr
pro uréenf potencidlntho rizika xenobiotik. Vhodn&j¥{ je viak stanovit také hladinu P450IIE,
P4501IB, P450IIIA, P450IVA, pop¥. dal¥ich enzymi biotransformace a celuldrnf ochrany pied
reaktivnimi intermediéty nebo stanoveni enzymovych aktivit kombinovat s b&Zn§mi testy mu-
tagenity. JestliZe je 1itka genotoxick4 v kritkodobych testech, kde je pouZit vysoce aktivovany
P450IA systém, ale je neschopna tento enzymovy systém indukovat in vivo, pravdépodobné
nebude karcinogenni (Parke aj., 1990a). Pro stanoveni jednotlivych forem cytochromu
P450 se nejéastéji pouZivd méfeni jejich enzymovych aktivit nebo, jsou-li k dispozici, imu-
nochemické techniky, i kdyZ se indukce xenobiotiky i substrétové specifity jednotlivych cy-
tochrom® P450 pfekr§vajf, napf. pro N-hydroxylace arylamind (A yrton aj., 1990).

Testy zaloZené na stanovenf indukce 7-etoxyresorufin- a 7-pentoxy-O-dealkylézy, Glu-P-
-1-N-hydroxylizy, dimetylnitrosamin-N-demetyl4zy, erytromycin-N-demetyl4zy a laurit-12-
-hydroxyldzy v krysich jaternich mikrosomech pouZili Park e aj. (1990a). Jako altemativni
modelovy systém byl testovan v na$i laboratofi jaterni mikrosomélnf systém kufeciho embrya.
Ukézala se vysokd indukce cytochromu P450IA a systém je vhodny také pro stanoveniindukce
fenobarbitalového typu. Naopak cytochromy P450, indukované u savci etanolem nebo dexa-
metasonem, nejsou pravdépodobn& v kufecim embryu pifitomny. To na jedné stran& limituje
moZnosti testovani, na druhé strané vak jsou indukce vysoce specifické M achala aj., 1993).

DISKUSE

V&Eina informaci o interakcich P450, metabolické aktivaci a mechanismech toxickych
¢inkd cizorodych 1atek pochdz z modelovych pokusi s hlodavci. To v sob€ skrgvé problémy,
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jak mezidruhové extrapolovat vysledky. Byly nalezeny rozdily v odpovédi (indukce, tum-over)
u riznych Zivogi¥ngch druhd, které jsou diny rozdilnymi soubory cytochromd P450 (N e -
bert aj., 1991). Mali savci (krysy, my3i) majf vysoké rychlosti bazdlniho metabolismu, vy-
soké hladiny kysliku v tkénich a naopak vysoky potenciil pro karcinogenitu. Hladiny P450
také zéviseji na véku (v§vojovém stadiu), pohlavi, diet€ a dalSich faktorech I wasaki aj.,
1986). To se tyk4 pfedeviim lidské populace, u niZ pfistupuje jest€ geneticky polymorfismus
a dietnf ndvyky (Guengeric h, 1992). Zvifecf modely také nejsou schopny pfedpovidat
vznik neoantigend a imunotoxicity u &lovéka Parke, 1990).

Na druhé strang je v3ak tfeba zdfraznit, Ze byly formuloviny obecné mechanismy bioakti-
vatnich procesd. Stanoveni toxicity TCDD-typu v modelovém biologickém systému, které je
nejvice studovéno, patff do souboru uznanych metod, napf. v USA a ve Svédsku Kutz aj.,
1990; Hanberg aj., 1991). Evoluéng jsou geny P450IA velmi star€ a jeho ortologni pro-
teiny nalezneme u ryb, které jsou vhodnymi reprezentanty pro zaveden{ cileného biochemické-
ho monitorovadni kontaminace aromatickymi polutanty. Cytochromy P450IA, P450I1B,
P4501IE a P450IIIA jsou pfitomny u savcd a pfestoZe aminokyselinové sekvence proteini
P450 jsou rozdilné u réiznych Zivo&i¥nych druhd, konzervace funkci cytochromd P450 ve fy-
logenez je zjevn& vysok4, jak uké4zala prace s formami cytochromu P450 v kufecich jatemich
mikrosomech indukovanymi acetonem (Sinclair aj., 1990). U jednotlivych forem P450,
purifikovanych z nizn§ch Zivo&isnych druhd, byly nalezeny analogické bioaktivaini aktivity
(tab. I). Biochemické metody stanoveni kontaminace toxickymi ldtkami TCDD-typu i ur€enf{
potencidlni toxicity a karcinogenity poskytujf dileZit4 toxikologick4 data. Tvoii se tak celkem
nové spektrum metod pro screening vysoce toxickych aromatickych kontaminantd a pro re-
lativn& rychlé a levné testy odhadu toxicity a formulovini mechanismil detoxikace a bioaktivace.

ZAVER

Velmi milo je znimo o monooxygenazovych systémech u hospodarskych zvifat. Moleku-
larn& biologickymi metodami byly charakterizoviny jen bovinni a praseéi cytochromy
P450XI, XXVII a XIX, které se Giastni metabolismu steroidd (Nebert aj., 1991), a mo-
nooxygendzové aktivity zitastnéné na metabolismu xenobiotik byly mé&feny u krav, ovci
a prasat nesystematicky (Smith aj.,1984; Dalvi aj, 1987). Také nebyly stanoveny hla-
diny té€chto enzymi po interakcich s xenobiotiky. Je nezbytné rozvijet nepfimou detekci konta-
minace ekosystému (jako tzv. ,eardy warning“ testy) ve vybranych species, ale vyzkum musi
byt zamé&fen i na detoxikalni enzymy hospodafskych zvifat a metabolické aktivace veteri-
ndmich 1é&iv a kontaminanti Zivotniho prostfedi. Témto tématiim byla zatim v&novana mi-
nim4lnf pozornost, akoliv jsou konsekvence v karcinogenit&, imunotoxicité a reprodukénich
poruchéch jiZ dlouhou dobu pozorovény.

Rychlé a relativné levné testy, zaloZené na stanoveni hladin cytochromt P450, mohou byt
pfediazeny pfed dnes b&né procedury (jak screeningové stanoveni toxicity TCDD-typu ve
vzorcich z Zivotniho prostfedi pied analytické stanoveni kontaminantd, tak testy toxického
potencidlu xenobiotik pfed soubor toxikologickych, farmakokinetickych a dal$ich metod).
V piipadé biochemického stanoveni TCDD-toxicity se urdi skute&nd toxicita komplexni smési
véetné moZnych synergickych a antagonickych efektd a popf. pfitomnosti kontaminantf, které
nejsou analyticky sledovany.

Dne3ni znalosti mechanismd exprese toxicity a dostupnd data vztahil struktury a aktivity
ukazuji naprostou nutnost pfehodnoceni stavajictho systému analytického monitorovani cizo-
rodych latek. Na jedné stran¥ existuji toxikologicky vyznamné agrochemikélie, primyslové
kontaminanty & dokonce toxické sloZky pfirozené potravy, které nejsou v centru zdjmu (chlo-
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rované aniliny, naftaleny, ,pfirozené“ pesticidy atd.), na druhé stran& se velky objem kontroly
kontaminace nebo monitorovan{ tyk4 chlorovangch pesticidd, které jsou sice perzstentni, ale
jejich toxicita je niZ3f a do Zivotniho prostfedi nevstupuji Dile%it4 je i harmonizace s mez-
nérodnimi v§zkumnymi programy, doporu€enymi metodami a legislativnimi opatfenimi.
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Cytochromes P450: Toxicological signicance of level determination

Drug-metabolizing enzymes, especially cytochrome P450-dependent monooxy-
genases, are involved in the metabolic activation of the majority of xenobiotics and in
the production of oxygen radicals. The most significant are cytochromes P450IA1 and
TA2, but also P450IIB, IIE and ITITA are involved. Various classes of xenobiotics induce
levels of distinct P450 forms. Their key position in the expression of toxic, mutagenic,
carcinogenic and other adverse effects of reactive metabolites and oxygen radicals allows
us:

1. to estimate the tetrachlorodibenzo-p-dioxin-like toxicity in both environmental
mixtures and individual contaminants by the measurement of induction of P450IA1;

2. to monitor the contamination of ecosystems by the measurement of P450 induction
in selected species;

3. to determine toxicity potentials of drugs, agrochemicals, industrial contaminants
and other xenobiotics by the measurement of P450IA, IIB, IIE, ITITA and/or IVA levels
in model systems.

Kontakini adresa:

RNDr. Miroslav Machala, CSc., Vyzkumny istav veterinirniho 1ékafstvi, Hudco-
va 70, 621 32 Bmo
Tel 05 41321241, fax 05 41211229
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