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Summary

In the performed experiments the response of sympatho-adrenal and hypothalamo-pituitary-adrenal sys-
tem was evaluated in sheep stressed by repeated isolation from the flock.

Immature female sheep of the Polish Mountain breed were used. They were divided into control and experi-
mental (isolated) groups each of 10 animals. The sheep of the experimental group were isolated individually,
three times for 180 min in 24h intervals. The blood was taken 30 minutes before, and 10, 30, 60 and 180
minutes after onset of isolation stress by means of cannula inserted into jugular vein.

The activity of the sympatho-adrenal system was demonstrated by the plasma level of adrenaline (A) and
noradrenaline (NA) and activity of the hypothalamo-pituitary-adrenal system by plasma level of cortisol. The
concentration of catecholamines and cortisol were determined by the REA and RIA method, respectively. The
highest concentration of the determined hormones was observed during the first isolation stress. The maxi-
mal level of catecholamines appeared at 10 min and cortisol between 30 and 60 min of stress. The patterns of
increment in successive isolations were not altered, only the maximal levels of the hormones were reduced;
the highest decline was noted in A level in lower NA and cortisol concentrations. These changes were deter-
mined by the calculated mean integrated responses; for A they were seven times and for NA and cortisol two
times lower, compared to the first isolation.

It is concluded that repeated isolation stress performed in similar time intervals leads to a systematic

reduction of the response of sympatho-adrenal and hypothalamo- pltultary-adrenal system. This indicates
a development of adaptation processes to the applied stressor. :

W czasie stresu u zwierzat nastepuje pobudzenie
uktadu wspolczulno-nadnerczowego oraz osi przy-
sadkowo-nadnerczowej (1, 8, 12). Uwolnienie hor-
monow tych uktadéw: adrenaliny (A) i noradrena-
liny (NA) oraz adrenokortykotropiny (ACTH) i
l\ortyzolu (F) uwazane jest za niespecyficzng reakcje
organizmu na czynniki stresowe (6, 21). Wplywaja
one na zachowanie si¢ zwierzat, czynnos¢ szeregu
uktadow, a takze na tempo metabolizmu w celu
przezwyci¢zenia stresu lub adaptacji (4, 6, 13, 14,
19).

Woczesniejsze badania wykazaly, ze silnym czyn-
nikiem stresotwOrczym u owiec jest ich izolacja od
stada, a gwaltowny wzrost uwalniania hormonéw
przez omawiane uklady wskazuje na emocjonalny
charakter stresu (4, 14, 18). Nie wyja$niono jednak

* Praca wykonana w ramach grantu KBN Nr 554189203

przekonywujaco czy owce adaptuja si¢ do tego ro-
dzaju stresu w przypadku jego wielokrotnego powta-
rzania. Stwierdzono, ze wielokrotne powtarzanie
stresu emocj onalnego powoduje obnizenie wzrostu
stezenia F (5, 12, 13, 22) przy jednakowym wzro-
Scie ACTH w osoczu krwi (5, 12). Nie okreslano
natomiast reakcji uktadu wspotczulno-nadnerczo-
wego. Dlatego podjeto badania, ktorych celem byto
okreslenie aktywnoSci uktadu wspéiczulno-nadner-
czowego i osi podwzgdrzowo-przysadkowo-nadner-
czowej w czasie wielokrotnie powtarzanego stresu
emocjonalnego wywotanego izolacja owiec od sta-
da.

Materiat i metody

Doswiadczenie przeprowadzono na jarkach rasy pol-
ska owca gorska utrzymywanych w standardowych wa-
runkach pomieszczeniowych i zywieniowych. Owce po-
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dzielono na dwie grupy po 10 szt. w kazdej, kontrolng
pozostajaca w stadzie i doswiadczalng izolowana. Ty-
dzien przed doSwiadczeniem zwierzgtom wprowadzo-
no przy znieczuleniu miejscowym (Linocainum hydro-
chloricum 2%, 3 ml) kaniulg polietylenowa do zyly jarz-
mowe] w celu ulatwienia pobierania krwi. Owce grupy
dosSwiadczalnej poddano trzykrotnej izolacji w oddziel-
nych pomieszczeniach na okres 180 minut. Przerwy po-
miedzy izolacjami wynosily 24 godziny. Krew do ozna-
czen hormondw od jarek obu grup pobierano 30 min.
przed oraz w 10, 30, 60 i 180 minucie stresu do probo-
wek z EGTA i zredukowanym glutationem (do ozna-
czenn A i NA) lub heparyng (do oznaczen F) i natych-
miast umieszczano w fazni lodowej. Po odwirowaniu krwi
osocze zamrazano w temperaturze -20°C do czasu ozna-
czef hormonéw. Aminy katecholowe oznaczano meto-
da radioenzymatyczna przy uzyciu ,,REA-kit, Catecho-
la H*” (Czechy). Czuto$¢ metody wynosita dla A — 0,37
nmol/l, a dla NA - 0,53 nmol/l. Bltad wewnatrzseryjny
dla A wynosit 3,1%, a dla NA 4,2%, natomiast biagd mig-
dzyseryjny odpowiednio 4,2 i 7,4%. Kortyzol oznacza-
no metodg radioimmunologiczng uzywajac zestawu
,Formos Diagnostica” (Finlandia). Czulo$¢ metody wy-
nosifa 4-7 nmmol/l, btad wewnatrzseryjny 3,05%, a
miedzyseryjny 5,83%. Otrzymane wyniki opracowano
statystycznie stosujac dwuczynnikowa analiz¢ wariancji
w uktadzie blokéw zrandomizowanych oraz test istot-
nosci Duncana (7).

W celu porownania wielkosci reakcji stresowych po-
miedzy poszczegOlnymi izolacjami obliczono Srednia
zintegrowana odpowiedz () dla kazdego badanego hor-
monu. Réwna jest ona powierzchni pola nad podstawa,
ktora stanowi wartoS¢ wyjsciowa (10). Istotnosci roznic
pomiedzy warto$ciami | okreslano testem T-studenta (7).

Wyniki i oméwienie

Zmiany stezenia A i NA w osoczu krwi obrazuja
stan czynnoSciowy uktadu wspotczulno-nadnerczo-
wego. U owiec, podobnie jak u innych zwierzat, wy-
kazano wzrost aktywnosci tego uktadu w czasie stre-
su (9, 14, 16, 18). Potwierdzaja to wyniki uzyskane
w przeprowadzonych badaniach. W czasie pierw-
szej izolacji owiec najwyzszy wzrost stezenia A z
wartoSci 0,48 = 0,05 do 1,75 * 0,30 nmol/l obser-
wowano w 10 minucie stresu (P<0,01), nastepnie
stezenie A obnizalo si¢, ale do konca izolacji byto
wyzsze od poczatkowego (ryc. 1A). Stezenie NA
przed izolacja wynosifo 1,26 = 0,10 nmol/l, najwyz-
szg je] wartos¢ stwierdzono w 10 min. izolacji— 5,93
+ 0,70 nmol/l (P<0,01). W kolejnych pobraniach
stezenie NA utrzymywalo sie¢ na podwyzszonym
poziomie (P<0,05; ryc. 2A). Powtarzanie izolacji
powodowalo, przy zachowanym profilu zmian, mniej-
szy wzrost stezenia A i NA w osoczu krwi. Obrazu-
]Ja to wartosci Sredniej zintegrowanej odpowiedzi.
JA w czasie pierwszej izolacji wynosila 57,9 * 10,3
nmol/l/60 min. i byto 3,517,75 razy wyzsza od stwier-
dzonych w drugiej i trzeciej izolacji (P<0,05-0,01;
ryc. 1B). Wartoéé [NA w pierwszej izolacji wynosi-
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Ryc. 1. A Zmiany stezenia adrenaliny w osoczu krwi owiec w
czasie pierwszej izolacji (x + SEM)

P <0,05-0,01 w stosunku do wartosci poczatkowej
*P<0,05-0,01 w stosunku do wartosci kontrolnej

B Srednie zintegrowane odpowiedzi adrenaliny w trzech ko-
lejnych izolacjach (x £ SEM); wartosci oznaczone roéznymi
literami réznig si¢ istotnie (P<0,05-0,01)

ta 214,7 = 48,1 nmol/l/60 min. i byta wyzsza o 1,75
razy od stwierdzonej w trzeciej izolacji (P <0,05; ryc.
2B).

Dotychczasowe badania wykazaly, ze uktad wspot-
czulno-nadnerczowy u owiec moze reagowaé w roz-
nym stopniu na zmniejszajace si¢ czynniki streso-
tworcze (15, 18). Brak jest danych dotyczacych re-
akcji tego uktadu na wielokrotnie powtarzany stre-
sor tego samego rodzaju i wielkoSci. W pracy stwier-
dzono spadek reakc;ji tego uktadu, co obrazuja war-
tosci JA 1 [NA. Wskazujg one na przystosowanie si¢
owiec do powtarzajacego si¢ czynnika stresotwor-
czego. Otrzymane wyniki sg zgodne z uzyskanymi
na szczurach, u ktorych stwierdzono réwniez, ze
wielokrotnie powtarzany stresor tego samego ro-
dzaju 1 wielkosci powoduje zmniejszenie reakcji
uktadu wspolczulno-nadnerczowego. Zmiana stre-
sora lub jego wielkoSci w kolejnych powtérzeniach
powoduje wzrost reakcji tego uktadu (11).
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Ryc. 2. A Zmiany stezenia noradrenaliny w osoczu krwi owiec
w czasie pierwszej izolacji (x £ SEM)

“P<0,05-0,01 w stosunku do wartosci poczatkowej

P <0,05-0,01 w stosunku do wartosci kontrolne;

B Srednie zintegrowane odpowiedzi noradrenaliny w trzech
kolejnych izolacjach (x = SEM); warto$ci oznaczone rozny-
mi literami r6znig si¢ istotnie (P<0,05)

W przeprowadzonych badaniach potwierdzono,
ze izolacja owiec od stada powoduje pobudzenie
osi podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowej.
W pierwszej izolacji obserwowano wzrost stezenia
F w osoczu krwi z wartosci 25,3 + 2,8 do 74,6 = 8,8
i 72,5 = 6,8 nmol/l w 30 i 60 minucie (P<0,01). W
180 minucie stresu stezenie F wynosito 51,1 + 6,9
nmol/li byto nadal wyzsze od wartosci poczgtkowe;]
i kontrolnej (P<0,05; ryc. 3A). Wzrost stezenia kor-
tyzolu jest uzalezniony od czasu trwania izolacji oraz
od czestosci jej powtarzania. W czasie dlugotrwa-
lej izolacji owiec od stada stezenie kortyzolu stop-
niowo obniza si¢ (19). Powtarzanie izolacji w od-
stepach kilkudniowych nie zmienia lub wzmaga re-
akcje kory nadnerczy (13, 22), natomiast w krotko-
trwalych odstgpach czasu reakcja kory nadnerczy
ulega wyraznemu obnizeniu (5, 16, 22). W pracy
powtarzanie izolacji dziefi po dniu powodowalo
zmniejszenie reakeji osi podwzgorzowo-przysadko-
wo-nadnerczowej. Obrazuje to wartoé¢ [F, ktora w
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Ryc. 3. A Zmiany stezenia kortyzolu w osoczu krwi owiec w
czasie pierwszej izolacji (x = SEM)

P <(,05-0,01 w stosunku do wartosci poczatkowej

P <0,05-0,01 w stosunku do warto$ci kontrolnej

B Srednie zintegrowane odpowiedzi kortyzolu w trzech ko-
lejnych izolacjach (x + SEM); wartosci oznaczone r6znymi
literami rOznig sig istotnie (P<0,05)

pierwszej izolacji wynosila 7294,5 £ 95,3 nmol/l/180
min. i byta wyzsza o 1,75 raza od stwierdzonego w
trzeciej izolacji (P<0,01; ryc. 3B). Obserwowany
spadek reakcji osi podwzgorzowo-przysadkowo-
-nadnerczowej mozna tlumaczy¢ mechanizmem
ujemnego sprzezenia zwrotnego pomigdzy korg
nadnerczy, a przysadka lub podwzgérzem (1, 8).
Mechanizm ten utatwia adaptacje zwierzat do diu-
gotrwalego lub czgsto powtarzanego czynnika stre-
sotwlrczego.

W czasie stresu nastgpuje takze wzrost uwalniania
opioidoéw (3, 20). Wykazano, ze egzogenne opioidy
hamujg uwalnianie kortyzolu, a takze kortykolibe-
ryny (CRH) u owiec. Dzialanie to jest znoszone
przez naloxon, zwiazek blokujacy receptory opio-
idowe (17). Badania Coppingera i wsp. (5) wykaza-
ly, ze wielokrotne powtarzania stresu izolacji i unie-
ruchomienia nie zmienia uwalniania ACTH. Suge-
ruje to zmniejszenie wrazliwoSci kory nadnerczy na
ACTH w czasie wielokrotnego stresu. Nie potwier-
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dzily tego jednak badania Niezgody i wsp. (16), kt6-
rzy stwierdzili, ze egzogenne ACTH podane owcom
dwukrotnie izolowanym powoduje wzrost stezenia
kortyzolu w osoczu krwi, wyzszy od obserwowane-
go w pierwszej izolacji i u owiec kontrolnych.
Whioski

1. Wielokrotne powtarzanie stresu emocjonalne-
go wywolanego izolacjami owiec od stada powoduje
obnizenie reakcji uktadu wspélczulno-nadnerczowe-
go 1 osi podwzgorzowo-przysadkowo-nadnerczowej.

2. Obnizenie reakcji omawianych uktadéw w cza-
sie wielokrotnie powtarzanych streséw emocjonal-

nych wskazuje na adaptacje owiec do stosowanego
czynnika stresotworczego.
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Polskiego Towarzystwa Nauk Weterynaryjnych

organizuje wraz z
Panstwowym Instytutem Weterynaryjnym
sesje naukowg nt.

ANALIZA SUBSTANCJI SZKODLIWYCH W ZYWNOSCI | PASZACH:
DOBOR METOD, ZAPEWNIENIE JAKOSCI

Sesja odbedzie sig¢ w dniach 24-25 wrzesnia 1998 r. o godz. 10.00 w Weterynaryjnym Centrum Ksztatcenia |

Podyplomowego PIWet. w Putawach.
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Komitet Organizacyjny
' Doc. dr hab. T. Szprengier-Juszkiewicz

W czasie Sesji wygtoszone zostang referaty przez czofowych specjalistow w zakresie analityki pozostatosci
chemicznych. Oprocz referatdw prezentowane beda postery doniesien zgtoszonych przez uczestnikow. Materiaty
w formie referatow i doniesien beda udostepnione w czasie sesji.

Optata uczestnictwa wraz z materialami wynosi 50,- zi. Wplata na konto Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego,
Bank BGZ O/Putawy 20301547-1326-2706-11 z dopiskiem ,,Sesja analityczna”.

Osoby zainteresowane udzialem w Sesji proszone s3 o wypetnienie Karty Zgtoszenia (u organizatorow) i przestanie jej
na adres Komitetu Organizacyjnego do dnia 15 kwietnia 1998 r. i

Organizatorzy zapewniaja wyzywienie oraz noclegi w Centrum Ksztatcenia Podyplomowego PIWet. Szczegétowe
informacje przesytane beda osobom zgtaszajacym uczestnictwo. Organizatorzy nie pokrywaija kosztow delegacji.

Adres Komitetu Organizacyjnego: Zakiad Farmakologii i Toksykologii PIWet

Al. Partyzantéw 57, 24-100 Pulawy
tel. (081) 886 30 51 w. 141, fax (081) 886 25 95
e-mail zmudzki@piwet.pulawy.pl
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