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IMUNIZACIA PROTI AUJESZKEHO CHOROBE — 1ZOLOVANIE
KLONU AVIRULENTNEHO PRE KRALIKY A MORCATA
A HODNOTENIE JEHO IMUNOGENITY

A. Zuffa

Bioveta, Nitra

ZUFFA A. Imunizdcia proti Aujeszkého chorobe — izolovanie klonu avirulent-
ného pre krdaliky a moréatd a hodnotenie jeho imunogenity. Vet. Med. (Praha)
16 (9) :525-538, 1971.

Pasazovanie atenuovaného kmena Aujeszkého virusu (Buk-TK-200) na kulta-
rach kuracich embryonalnych buniek (KEB) pri 309C malo za néasledok dalSie
oslabenie jeho virulencie. Analyzou virusovej populacie ma urovni 100. pasaze
na KEB pri 30°C klonovanim sa zistila prevaha éastic avirulentnych pre kra-
liky. Trojnasobnou plakovou purifikaciou bol vyselektovany Kklon virusu,
s oznac¢enim Buk-TK-300/9,2, avirulentny pre kraliky pri i. m., i. v. a i. perit.,
ale s rezidualnou neurovirulenciou pri i. cer. podani. Virulencia klénu ostala
nezmenena po 10 pasazach na KEB pri 379C. Kraliky a moréata, otkované od-
stupnovanymi davkami virusu, obsahovali v krvnom sére neutraliza¢né proti-
latky (NP), ktorych titry boli zavislé od poc¢tu inokulacii a velkosti vakcinacénej
davky. Dvojrazove oc¢kované zvierata s vysokymi titrami NP v krvnom sére
odolali infekecii mnohonasobnou letalnou davkou virusu.

Aujeszkého virus; kuracie embryonalne bunky; pasdZovanie pri 30°C; Kléno-
vanie; virulencia; stabilita; imunogenita; kraliky; morcata

Sériové pasazovanie viacerych kmeriov Aujeszkého virusu (AV) na kulta-
rach kuracich embryonédlnych buniek (KEB) (Zuffa 1963, Skoda a kol
1964) a prasacich obliciek (Bachmann 1969) viedlo k oslabeniu ich vi-
rulencie pre ofipané, dobytok a ovece (Zuffa 1964, Zuffa a DIlhy
1964, Skoda a kol. 1964). Touto cestou se viak nepodarilo oslabit virulen-
ciu AV do tej miery, aby stratil patogenitu pre laboratérne zvieratd, kréliky
a morcatd. Ziskanie kmenov, avirulentnych pre uvedené druhy laboratérnych
zvierat, bolo Zelatelné najma z hladiska pripravy imunnych sér proti AV, pros-
tych protildtok proti virusom napadajicim o$ipané, a pouzitelnych preto na
diagnostické ucely. Okrem toho nebolo mozno pouzit atenuované kmene, ktoré
st doteraz k dispozicii, vo forme Zzivych vakcin pre udely $pecifickej profylaxie
Aujeszkého choroby (Au. ch.) u kozu$inovych zvierat pre ich velkd vnimavost na
experimentdlnu infekciu AV, aj ked si to ndkazovd situdcia naliehavo vyza-
dovala. Virus avirulentny pre kréaliky ziskala Svobodova (1968) cestou
perzistentnej infekcie kultdr telacich obli¢éiek a Tatarov (1968) pomocou
5-jodo-desoxiuridinu. Ani jeden z uvedenych autorov vsak ne$tudoval hlbsie
imunologické vlastnosti svojich izolatov.

Z kmenia Bukurest, sériovo pasdzovaného na kultirach KEB, sme izolovali
klénovanim virusovej populacie plakovou metédou viacero linii avirulentnych
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pre kraliky. V predkladanom oznameni referujeme o postupe, ktory bol aspesny
pri ziskani avirulentnych linii a o imunologickych vlastnostiach jednej z nich
pre laboratérne zvierata.

MATERIAL A METODY

VIRUSY

Vychéadzali sme z 200. sériovej pasaze kmena Bukurest na kultirach KEB.
Pre vyvolavajtuce infekcie sme pouzili liniu derivovant z tohto virusu trojna-
sobnou plakovou purifikdciou a virulentny kmen Raca v 5. pasdzi na KEB.
Vlastnosti pouzitych virusov sme podrobne opisali v predchadzajtacich ozname-
niach (Zuffa 1963, Zuffa a kol. 1968, Matis a Zuffa 1969).

TKANIVOVE KULTURY

Pri priprave kultir KEB v skimavkach pre titrdciu virusu a protilatok
a miskovych kultar pre izolaciu ¢istych linii sme postupovali rovnako ako sme
opisali skor (Zuffa a Grigelova 1966). Pri titracidch sme ockovali
desatnasobnymi riedeniami virusu po S$tyri skamavkové kultary KEB davkou
0,1 ml a po 7diovej inkubacii pri 37 °C sme od¢itali vysledok podla cyto-
patického prejavu; obsah virusu v inokulu, vyjadreny v TKIDso, sme vypocitali
pocet miskovych kultir rozliénymi riedeniami virusu. Potrebny pocet plakov
sme odpichli bakteriologickou klu¢kou z misiek s jednym alebo niekolko dale-
ko od seba ulozenymi plakmi a virus sme preniesli do skamavkovych kultar
KEB. Vysetrovanie sér na obsah neutralizaénych protilatok (NP) sme robili
sposobom bezne zauzivanym v maSom laboratériu (Skoda a Zuffa 1962).

POKUSNE ZVIERATA

Pre pokusy sme pouzili troj az $tvormesac¢né kraliky vo vahe okolo 2 kg bez
ohladu na plemeno a pohlavie a morcatd vo vahe 300—400 g. Ockovali sme
ich i. m. hlboko do stehnového svalstva. Pri infekcii sme krdlikom inokulovali
stanovené davky virusu i. m., morc¢atdm sme podavali infekény virus i. nas. po
0,2 ml do kazdého nosného otvoru.

Krvné vzorky sme pokusnym zvieratdim odoberali kardidlnou punkciou
pred ockovanim, revakcindciou a celenzou a potom v stanovenych E&asovych
intervaloch. Vgetky séra sme inaktivovali pcéas 30 min pri 56°C a az do
vySetrenia skladovali pri —20°C. Pri vySetrovani sér sme dbali na to, aby sa
vzorky ziskané od jedného zvierata brali do testu naraz.

VYSLEDKY

IZOLOVANIE A VLASTNOSTI AVIRULENTNEHO VIRUSU

Plakovo nepurifikovany virus Buk-TK-200 zabija pri parenterdlnom po-
dani vietky kraliky bez ohladu na velikest inokula (Zuffa 1963). Rovnako
sa chovaja aj plakové klény izolované z tohto virusu. Vychadzajic z poznat-
kov o u¢inku média, multiplicity infekcie a teploty inkubécie na selekciu variant
so zniZenou virulenciou, robili sme dalSie pasdzovanie tohto kmeria na kultd-
rach KEB v Earlovom médiu pri teplote 30 °C, s pouzitim neriedenej infekénej
tekutiny ako inokula. Takymto spésobom prekonal kmen Buk-TK-200 na KEB
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dalgich 100 sériovych pasazi. Kazdou 20. pasazou boli ockované po dva kraliky
i. m., s obsahom okolo 10° TKIDs virusu v inokulu. Vietky o¢kované kréliky
uhynuli medzi étvrtym az siedmym diiom, a v ich bedrovej mieche sa dokazal
infekény virus v mnozstvach 10" az 10® TKIDs/g tkaniva. Z virusu v 100. pa-
sazi pri 30 °C (celkom 300 pasazi na KEB) sme plakovou technikou izolovali
12 linii a kazdou z nich ockovali po dvoch kralikoch. S vynimkou kréalikov
ockovanych liniou ¢. 8 vsetky ostatné pozorovaciu dobu 14 dni prezili a vytvo-
rili nizke, ale preukazné hladiny NP (2—16). Pre potvrdenie tohto zistenia
sme Styrmi z izolovanych linii (¢. 1, 2, 3 a 6) ockovali po $tyri kraliky a §tyri
morcatd, ktoré prezili pozorovaciu dobu bez akychkolvek reakeii. ‘

Dosiahnuty vysledok poukazuje na to, Ze vo virusovej populacii boli na
arovni 100. pasaze pri 30 °C, tj. v 300. tkanivovej pasazi, v prevahe aviru-
lentné castice, ¢o pouzitim plakovej techniky umoznilo izolovat &isté linie.

Za Gcelom zaistenia homogenity virusovej populdcie bola jedna z linii po-
drobend trojnasobnej plakovej purifikacii. Ziskanym klénom, s oznadenim Buk-
TK-300/9,2, sme octkovali po 10 kralikov i. m., i. v., resp. i. perit. davkou
10%3 TKIDso. V pozorovacom ¢ase 14 dni sa u ockovanych kralikov nezistili,
okrem prechodného kratkodobého zvysenia telesnej teploty v rozpati 40,1 °C
az 40,4 °C, nijaké poruchy celkového zdravotného stavu a za 14 a 28 dni sa
dokédzali v krvnom sére NP v titroch 1:2—16 (tab. I).

I. Vysledok ockovania kralikov virusom Buk TK-300/9,2 i.m., i.v. a i. perit.

Pocet Trvanie Obsiki
Davka virusu Sposob Vysledok termicky termickych NP v titroch
v TKID;, ockovania ockovania | reagujucich reakcii 1:2-16
kralikov v dnoch ’
1. m. 0/10* 3/10 1-3 9/10
105 iv. 0/10 1/10 1 9/10
i. perit. 0/10 1/10 1 10/10

* Citatel udéva pocet uhynutych, resp. termicky reagujicich, menovatel pocet o¢kovanych kralikov

U vsetkych kralikov, ktoré uhynuli po i. m. infekcii AV, sme v bedrovej
mieche dokazovali infekény virus v mmnozstvach 10' az 10* TKIDso/g tkaniva.
Cheeli sme preto zistif, ¢i strata virulencie jednotlivych klénov je spojena so
stratou ich neuropatogenity, alebo ¢i krdliky prezivaji napriek prenikaniu a ob-
medzenému mnozeniu virusu v CNS. Desaf kralikov sme ockovali klénom
Buk-TK-300/9,2 v davke 10%® TKIDsy i. m. Poéntic 3. az 12. diia sme denne
zabijali po jednom krélikovi a mozog, bedrovi: a krizovii miechu vySetrovali na
pritomnost infekéného virusu. Vsetky vySetrenia dali negativny vysledok.

Chybanie virusu v CNS u i. m. otkovanych kralikov svedéi pre stratu
neuroinvazivnosti avirulentnej varianty Buk-TK-300/9,2 pri periférnom podani.
S cielom zistit, ¢o tento virus je schopny mnozif sa v nervovom tkanive ak sa
inokuluje priamo do CNS, ockovali sme i. cer. po dva kraliky davkami 5X10%3
az 5X10%3 TKIDsy virusu, s rozdielom vzdy jednej logio jednotky, a u uhynu-
tych sme zistovali pritomnost infekéného virusu v CNS kvantitativne. Z vysled-
kov uvedenych na tab. II vidiet, Ze klon Buk-TK-300/9,2 vykazuje rezidudlnu
neurovirulenciu, kedze polovica z oCkovanych kralikov uhynula. U uhynutych
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II. Dokaz infekéného virusu v CNS u kralikov oc¢kovanych i.cer. virusom Buk
TK-300/9,2

Obsah virusu v TKID,,/g
Qévka Cisla ) ) ) organu v
virusu Kkealikov Vysledok o¢kovania - :
v mosgu | e | bedrove
5x 1003 267 prezil - — —
268 | prezil _ | |
5« 1013 269 prezil . *V~ - . -
270 prezil e - -
5x10%2 271 uhynul na 5. deﬁ p. 1. 0,6* 0,5 < 0,0
272 uhynul na 7. den p. 1. 1,6 < 0,0 _< 0,0
5x10%3 273 uhynul na 7. defi p. 1. < 0,0 < 0,0 < 0,0
274 prezil — — —
5x 1043 275 uhynul na 5. den p. 1. 3,5 2,0 1,0
276 prezil — -~ -
51053 277 uhynul na 5. den p. 7. N 0,5 < 0,0 < 0,0—
278 uhynul na 5. den p. 1. R N**- N 1 I?Id-_
* Neg. log,,

** Nerobené

zvierat sa dokazal infekény virus v mozgu vo vsetkych pripadoch, v hrudnej
mieche vo dvoch a v bedrovej v jednom pripade.

Faktorom urcujucim selekciu avirulentnych variant vo virusovej populacii
v priebehu sériového pasazovama kmena Bukuresf na kultarach KEB bola
_teplota 30°C, pri ktorej sa pasazovame robilo, nakolko z rovnakého virusu,
ktory prekonal dalsich 600 pasazi za rovnakych podmienok, ale pri 37 °C,
plakovou technikou nepodarilo izolovat klony avirulentné pre krallky (Zuf f a
a Zuffova 1966). Bolo prelo zau]Imave zistit, ¢i spatné pasadzovanie viru-
sovej varianty pri 37 °C nepovedie k zvysemu virulencie virusu. Klén ¢. 300/9,2
sme pasazovali pri 37 °C a 5. a 10. pasazou ockovali po 8 kralikov i. m. Vsetky
kraliky pozorovaciu dobu prezili, ¢o poukazuje na to, ze v priebehu 10 pasazi
pri 37 °C si zachoval nezmeneni virulenciu.

IMUNOGENITA VIRUSU Buk-TK-300/9,2 PRE LABORATORNE ZVIERATA

Imunogenita pre kraliky

a) Imunitnd odpoved po dvojrazovom podani velkej davky virusu
Krélikom, v pocte 28 zvierat, sme inokulovali okolo 107° TKIDsy virusu
dvojrazove v intervale §tyroch tyZzdiov. Imunita vakcinovanych zvierat bola testo-
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vand za dalsie dva tyzdne inokuldciou
odstupriovanych davok kmefia Buk-TK- Buk — Tk 300/g,
-200 resp. virulentného kmeiia Raca- 7 '
-TK-5; stcasne boli hraniénymi dav- 10 TK/050
kami virusu infikované kontrolne ne- .
imunizované kraliky. Vysledky proti-
latkovej odpovedi s zndzornené na
obr. 1, vysledky infekcie zhrnuté na
tab. I11. Jednorazové ockovanie vyvolalo 6
tvorbu nizkych, ale preukaznych hladin
NP a revakcinacia viedla k vzostupu
protilatok do vysokych titrov (1:16—
—512). Infekciu prezili vSetky kraliky, -
ktoré dostali kmeri Buk-TK-200 bez
ohladu na velikost inokula; pri infekcii
kmeriom Raca-TK-5 bola kritickd dav- i /
ka 10%® TKIDso, pri ktorej prezil jeden Oﬁ/
z dvoch krélikov, kym vsetky infikova- v
né viéfou davkou uhynuli a mensou (}
prezili. U zvierat, ktoré prezili infekciu, 9
ostali protilitky na rovnakej trovni, tyzdne
alebo doslo k ich poklesu. 1. Hladiny NP u kralikov po dvojrazovom

b) Imunitnd odpoved po dvojrd- oékovani velkou davkou virusu Buk-TK-
zovom podani odstupfiovanych divok 300/9,2 a infekeii virulentnym virusom
virusu

Vychadzajiac z vyssie uvedenych vysledkov, chceli sme v dalSom pokuse
na krélikoch zistif, aké mnozstvo virusu je potrebné na vyvolanie meratelnej
protilatkovej odpovedi a aky je vztah medzi obsahom NP v krvnom sére a odol-
nostou proti infekcii. Za tym tcelom sme ockovali odstupfiovanymi davkami
virusu skupiny po piatich kralikoch dvojrazovo. Za 14 dni po revakcindcii sme
vietky kraliky infikovali neriedenym virusom Buk-TK-200 i. m. Z vysledkov
znazornenych na obr. 2 vidief, Ze po jednordzovom ockovani sa zistili rovnaké
hodnoty NP vo vietkych skupindch bez ohladu na velikost inokula, zatial ¢o
po revakcinécii bol vzostup protilatok v priamem vztahu k obsahu virusu v bus-
trovacej davke; ¢elenz davkou 107-° TKID so prezili $tyri z piatich kréalikov ocko-
vanych neriedenym virusom a dva z kralikov otkovanych davkou 10%° TKIDso,
kym vSetky ostatné uhynuli (tab. IV). Okrem potvrdenia predchadzajucich vy-
sledkov sa v tomto pokuse zistilo, Ze aj malé davky avirulentného virusu podané
kralikom jednordzovo vyvolaja tvorbu protilatok v preukaznych titroch, pri¢om
viak ani dvojndsobné podanie riedeného virusu, doprevddzané tvorbou NP
v titroch 1:4-—32, neznamena chranenost proti masivnej vyvolavajicej infekcii.

L L
3

===

—+ -0

N
~
[ )5
[0 o]

Imunogenita pre morcéati

a) Imunitnd odpoved po dvojrdzovom podani velkej davky virusu

Po stanoveni reaktibility kralikov na oc¢kovanie avirulentnou variantou
Buk-TK-300/9,2 chceli sme zistit, ako odpovedaji ma podanie tohto virusu
morcatd, a to jak v produkcii protilatok, tak aj v chranenosti proti &elenzi.

Dvadsatstyri moré¢iat sme ockovali davkou okolo 10”® TKIDso dvojrazove,
v intervale §tyroch tyzdiiov. Za §tyri tyzdne nato sme ich infikovali odstupriova-
nymi ddvkami virusu Buk-TK-200, v skupinach po §iestich zvieratdch pre kazdu
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III. Vysledok infekcie kralikov oc¢kovanych dvojrazovo virusom Buk TK-300/9,2
s pouzitim velkého inokula

Titry VN-proti-
Virus Infekéna Cisla latok
pouzity Kraliky davka =T Vysledok infekcie :
k infekcii v TKID,, krélikoy v &ase | %2 1p40dm
infekcie infekcii

Raca- vakcino- 6,5% 471 uhynul na 4. den p. 1. 128 -
TK-5 vané 474 uhynul na 4. den p. 1. 32 —
5,5 470 uhynul na 5. den p. 1. 64 —

475 uhynul na 4. den p. 1. 32 —

4,5 468 prezil 256 - 128

469 uhynul na 4. den p. 1. 32 =

3,5 464 prezil 64 32

467 prezil 512 64

2.5 2765 prezil 16 16

2764 prezil 32 32

kontroly 1,5 3582 uhynul na 4. den p. 1. — -

3583 uhynul na 5. den p. 7. — -

0,5 1496 uhynul na 5. den p. 1. — -

1497 uhynul na 4. den p. 1. - -

Buk- vakcino- 7,6 463 prezil 256 256
TK-200 | vané 2773 | prezl 256 128
6,6 465 prezil 512 128

466 | prezil 256 256

5,6 2782 prezil 128 128

2770 prezil 128 128

4,6 2769 prezil 512 128

2776 prezil 256 256

3,6 2773 prezil 512 64

2780 prezil 128 | 128

2,6 2766 prezil 16 16

2767 prezil 128 128

Kontroly 2,6 1490 uhynul na 4. den p. 1. - —
1491 uhynul na 4. den p. 7. — —

1,6 1492 uhynul na 5. den p. 7. — —

i 1493 uhynul na 5. defi p. 1. — —

* neg. log;,
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1V. Vysledok infekcie kralikov oékovanych dvojrazovo odstupfiovanymi davkami
virusu Buk TK-300/9,2

_ Inff:kéné Vakcinacna Gisla Titre NP ) ) )
Kraliky davka dfavka kstikoy | Y Easq Vysledok infekcie
v TKIDg,| v TKID,, infekcie
335 64 prezil
334 512 prezil
106.5 334 128 prezil
332 512 prezil
331 64 uhynul na 8. den p. 7.
340 16 uhynul na 7. den p. 1.
339 32 uhynul na—ll. den p. 1.
1088 338 128 uhynul na 8. den p. i.
337 512 prezil
Vakcinované 107.° 336 64 prezil
345 8 uhynul na 7. den p. 1.
344 16 uhynul na 12. den p. 1.
1045 343 16 uhynul na 12. deti p. 1.
342 32 uhynul na 7. den p. 1.
341 16 uhynul na 8. den p. 1.
350 32 uhynul na 8. den p. 1.
349 8 uhynul na 7. den p. 7.
10%.5 348 4 uhynul na 6. den p. 1. |
347 8 uhynul na 7. den p. 1. ]
346 16 uhynul na 7. defi p. i. !
Kontroly 10%.0 316 - uhynul na 5. den p. 1. i
_ 317 — uhynul na 5. den p. 1.
1010 315 - uhynul na 6. defi p. . |
314 — uhynul na 8. den p. 1.
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2. Hladiny NP u krali-

kov po dvojrazovom
ockovani odstupniova-
nymi davkami virusu

Buk-TK-300/9,2

1092 titer

Buk - Tk 300/g,»
6,5 5
{ 10 TkiDg, 10%° TKiDsg _
I 1
a7 i i
Re 1
] 1 T
6 Re l\é
4 T L
1 T E T T
I 1 1
1 S
: | : | -
| \ I
0_{ L - AL
4,5 35
671 10™ TKID,, 10 TKIDsg
N Re T 3
| |
4 ‘?\g ke b7
1 I
B L .\‘.5
2+ T 1L L
! )
1. 1 ”
04 / L /'Q/i
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V. Vysledok infekcie morciat oc¢kovanych dvojrazovo virusom Buk TK-300/9,2 s po-

uzitim velkého inokula

Mor#at I‘g:‘ll‘}f:é nﬁ;}iﬁ; ] Vysledok infekcie
vV TKID;q uhynulo prezilo

Vakcinované 1078 6 3 3
109.6 6 1 5 5

1055 6 1 5

1045 6 0 6

Kontroly 10%.% 4 4 0
1056 4 4 0

1045 4 2 2

10358 4 0 4
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davku. Stcasne sa robila kontrolna titracia infekéného
virusu na nevakcinovanych moréatach. Dosiahnuté vy- .
sledky st zhrnuté na obr. 3 a tab. V. Na rozdiel od 10" TKiDso
sérologickych nalezov u kralikov sa nezistili takmer
u polovice moréiat preukazné hladiny NP po jednora-
zovom podani velkej davky virusu. Revakcinacia viedla 1
k signifikantnému vzostupu protilatok u vSetkych zvie- &
rat, jednotlivé hodnoty st v8ak velmi rozdielnea v prie- .
mere preukazne niz§ie ako u kralikov. Infekcii podlahla
polovica z mor¢iat ¢elenzovanych davkou 107 TKIDs,
¢o predstavovalo 10° LDso, ako ukéazala kontrolna titra-
cia na morcatach, a po jednom zo skupin infikovanych 0
riedenym virusom.

b) Imunitna odpoved po dvojrazovom podani od-
stuptiovanych davok virusu

A% da.1§om pokuse sme skupinim po 10 mordiat 5 inadiny NP u mordiat
inokulovali odstupiiované mnozstva virusu dvojrdzove, po dvojrazovom oékova-
v intervale Styroch tyzdriov. Imunita vietkych zvierat ni velkou davkou viru-
bola testovana za dalSie dva tyZdne i. nas. podanim " Buk-TK-300/9,2
neriedeného virusu Buk-TK-200, s kontrolnou infek-
ciou meotkovanych morc¢iat. MerateIné hodnoty protilitok po jednordzovom
podani a ich vzostup do vysokych titrov po revakcinacii sa dokazali len u mor¢iat
otkovanych dévkou 10°° TKIDso virusu, kym pri pouziti inokula s obsahom
virusu 10> TKIDso sa zistili NP v nizkych titrcch az po revakcindcii a zvierata
ostatnych skupin ostali prakticky bez protilatok (obr. 4). Chranenost proti
infekcii bola v priamom vztahu k drovni protilatok, ked prezili len zvierata
ofkované meriedenym inokulom a s vysokym obsahom NP, zatial ¢o v ostatnych
skupindch uhynuli vietky alebo mnajviésia cast moréiat (tab. VI).

Vysledky tychto vysetreni svedéia pre to, ze morcatd, ktoré st pomerne re-
zistentné na experimentdlnu infekciu AV, vytvaraji po ockovani avirulentnym
virusom preukazne niz§ie hladiny protilatok a vykazuji nizsi stupen chrane-
nosti ako velmi vnimavé kraliky.
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VI. Infekcia morciat oc¢kovanych

dvojrazovo odstupnovanymi davkami virusu Buk

TK-300/9,2
W Ry * BRI, ORI 7uhynulo l prezilo
Vakeinované o 100 0 - A‘_ 9
1086 o 10 7 3
201087

1045 10 10 0
103.5 10 10 0
Kontrolné 2x 1057 4 4 0
2% 1047 - 4 3 1
2x 1037 <+ 1 3

DISKUSIA

Hlavnym cielom predkladanej prace bolo izolovat klén virusu Au. ch., ate-
nuovany do tej miery, aby stratil patogenitu pre laboratérne zvierati. Pre nase
pokusy sme pouzili kmen Buk-TK-200, ktery po prekonani 200 pasizi na
kultirach KEB stratil virulenciu pre ofipané (Zuffa 1963, 1964). Dalsie
pasazovanie tohto kmena na rovnakom druhu tkaniva viedlo sice k strate jeho
virulencie pre dobytok a ovce (Zuffa a Dlhy 1964, Zuffa 1966), ale
ani selekciou maloplakovych klénov z populdcie na drovni 621. pasdze (S ko-
da a Jamrichova 1965), resp. klénov vykazujtcich zniZend virulenciu
pre kriliky na arevni 900. tkanivovej pasize (Zuffa a Salaj 1971) sa
nepodarilo izolovat virus avirulentny pre kraliky.

Ked uvedené pokusy nepriniesli ofakdvany vysledok, aplikovali sme v dal-
$om poznatky o zmenéch virulencie virusov, ku ktorym dochddza v priebehu ich
kultivacie pri nizkych teplotich (Dubes a Wenner 1957, Lwoff
a Lwoff 1960, Sabin 1960 a dalsi) a kmen Buk-TK-200 pasazovali pri
30 °C. Ako ukézala plakova analjza, boli vo virusovej populacii na arovni 100.
paséaze pri 30 °C v prevahe avirulentné virusové ¢astice, i ked neklénovany virus
bol pre kraliky virulentny. Svobodova (1968) ziskala naproti tomu cestou
perzistentnej infekcie primarnych kultar telacich obliciek kmefiom BUK, inkubo-
vanych pri 37 °C, homogénnu maloplakovii avirulentnt populdciu AV, kedze
kraliky prezivali ockovanie plakovo nepurifikovanym virusom. Z uvedenych
vysledkov mozno usudzovaf, Ze telacie oblickové bunky disponuji, za podmie-
nok perzistentnej infekcie, vyssou schopnostou selektovat z heterogénnej popu-
lacie AV avirulentné varianty (mutanty) ako kultary KEB pri beznom spé-
sobe infekcie.

Avirulentny klén Buk-TK-300/9,2 vykazuje — v porovnani s menej atenuo-
vanymi alebo virulentnymi kmefimi AV — rozdiely v cytopatogenite (Zuffa
a Grigelova 1966) a lokalizécii fluoreskujticeho antigénu (Zuffa a kol.
1968) na prasacich, resp. tefacich oblickovych bunkach, elektroforetickej mobi-
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lite (Matis a Zuffa 1969) a termostabilite (Zuffa a Matis 1970).
Majic za to, ze vSetky tieto vlastnosti AV maja spoloény zdklad v Strukturdl-
nych zmenach virusového proteinu, mozno prijat nazor, Ze aj zmeny vo viru-
Jencii virusu st determinované zmenami proteinového obalu.

Prihliadajic k vysokej vnimavosti kralikov na experimentalnu infekciu
AV, ked jedna PFU kmeria BUK na arovni 625. pasaze (Svobodova 1968),
resp. 1000. pasaze na kultirach KEB (Skoda a Jamrichova 1965)
predstavovala 1 LDso pre kraliky, sved¢i prezivanie kralikov po inokuldcii ne-
riedeného virusu o absencii virulentnych ¢astic vo virusovej populacii. Virulencia
virusu Buk-TK-300/9,2 sa nezmenila ani po 10 pasizach na KEB pri 37 °C.
MoZno preto opravnene predpokladat, Zze dodrzanim kultivaénych podmienok,
ktoré viedli k ziskaniu populdcie s prevahou avirulentnych ¢astic, sa udrzi vi-
rulencia klénovaného virusu na rovnakej arovni.

U krédlikov infikovanych virulentnymi kmenimi AV sa dokazuje virus vzdy
v bedrovej mieche v mnozstvach az do 10* TKIDso/g tkaniva (Ercegovac
1959). Kedze AV sa z miesta primarneho mnozenia dostava do CNS pravdepo-
dobne pozdlz perifernych nervov (Bergmann a Becker 1967, Sabé
a kol. 1968, Rajc¢ani a kol. 1969), sved¢i chybanie infekéného virusu
v bedrovej mieche u kralikov ockovanych virusom Buk-TK-300/9,2 pre jeho
neschopnost zachytif sa na vldknach inervujicich miesto inokuldcie a prenikat
do CNS pri i. m., resp. presttpit hemato-encefalickii barieru pri i. v. podani.

Pri hodnoteni antigénnej potencie virusu Buk-TK-300/9,2 sa zistilo, ze
kraliky reaguja tvorbou meratelnych hladin NP po jednordzovom podani malych
ddvok virusu, kym morcatd vytvaraju NP len po podani velkého inokula. Pri
prvom ocfkovani sa vysta¢i pre navodenie stavu imunologického preladenia, cha-
rakterizovaného pripravenosfou imunokompetentnych buniek k pohotovej tvorbe
protildatok, s malou ddvkou virusu, kym pri revakcinicii sa na vyvolanie vzo-
stupu protilatok do vysokych titrov vyzaduje velké inokulum. Kraliky sa ukéazali
ako lepsi producenti protildtok proti AV ako morcatd. Obsah NP vo vybranych
vzorkach krali¢ich sér dovoluje pouzif ich pre rozlicné diagnostické ciele, vietne
pripravy $pecifickych konjugatov.

Odolnost vakcinovanych zvierat proti ¢elenzi bola zavisla od velikosti ino-
kula, ktoré uréovalo obsah protildtok v krvnom sére, i od virusu pouZitého k ce-
lenzi. Kym kraliky s rovnakym obsahom protilatok prezili 10%® LDso virusu
Buk-TK-200, pri infekcii kmefiom Raéa-TK-5 prezili len 10*° LDso. Zazna-
menané rozdiely mézu byf zapri¢inené rozdielnou schopnosfou virionov cbidvoch
kmeriov zachytil sa na zakonéeniach periférnych nervov a migrovat pozdlz nervo-
vych vlakien do CNS, alebo rozdielmi v citlivosti na ucinok $pecifickych pro-
tilatok.

Uroveri protilatkovej odpovedi i stupenn chranenosti proti ¢elenzi, aky sme
zaznamenali po ockovani krdlikov i moréiat klénom Buk-TK-300/9,2, sa nedo-
siahol ofkovanim virusom inaktivovanym chemickou alebo fyzikdlnou cestou
(Beladi a Ivanovics 1954, Ivanic¢ova akol 1963, Zuffa 1963,
Zuffa a Matis 1970). Strata virulencie pri zachovani antigenity virusu
déva preto moznost pouzit ho pre pripravu Zivej vakciny urcenej na imunizaciu
najvnimavej$ich druhov hospodarskych zvierat.
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KYDDA A, (bnosera, Hurpa, UYexocsopaxitn). Msmsmynusaums or Goaesnn Ayeckn — wu3o-
AHMPOBAHHE ABMPY/NEHTHOIO KJIOHA IJA KPONMKOB M MOPCKHX CBHHOK H OLEHKA °ro MMMyINOTeH-
mocru. Vel. Med. (Praha) 16 (9) : 525-538, 1971.

[Taccupopanme arteHyupopanHoro mramma supyca Ayackin (Buk-TK-200) na gyuanrypax kypi-

ppix aMGpuoHanbhpx kaerok (KOK) npu 30°0C poisnipano aanpueiimec ocnabnenue ero nupy-
neqipi. Tlpi nomomy  ananusa supycwoii nonyssuun na ypopie 100 naccaka na KOK npu
309C kanoumponaHueM 6L ycTaHOBIeHO npeofnanaioniee GOIBUIMHCTBO HYACTHIL, ABHPYJEHTHLIX
s Kpoaukon. TpexkparHoll IJIakoBoil O4MCTKOH OTCCACKTHPOBAHHLIE KJIOH Bupyca ¢ obosHa-
uenteM Buk-TK-300/9,2 6u1 aBHpyfenTen JUist Kpoaukos npu i. M., i. v. u i, perit.,, oanaxo
¢ OCTAaTOYHOH HEeBPOBMpYJEHUMEH npu i. cer. nonaue. Bupynenumms xiona ocranace 6e3 uaMme-
weunsn nocie 10 naccaxeit ma KOK npu 37 9C. Kponuku o MOpCKMe CBMHKH, BaKijHHHPOBAH-

Hble nuddepeHIIMpPOBAHHBEIMU  103aMM  BHpPYCa, COAEP;KAaJM B CHIBOPOTKE KpPOBM HeHTpasibHbIe
anturena (HA), TUTpol KOTOpHIX 3aBHCeAM OT 4ucia MHOKYJALHM M pasMepa [03bl BaKLHHU-
pesaunA. JBYXKpaTHO BAKIMHHDOBAHHLIE JKMBOTHBIE € BLICOKMMH THTpamu HA B chiBOpOTKe
KpoBH ObiM yCTONYMBBIMH K MHPEKIIHH MHOTOKPATHON CMepTesibHOIl 11030i1 BHpyca.

supyc Ayacku; KypuHbie amGpuonaneuble kierku; naccuposaume npu 30 0C; knonmposauue; Bu-
PyJeHinus; craGuabHOCTb; MMMYHOTEHHOCTD; KDPOJMKH; MOpPCKHE CBHHKH

ZUFFA A. (Bioveta, Nitra, Czechoslovakia). Immpnization against Aujeszky’s Disease
— Isolation of the Clone Avirulent for Rabbits and Guinea-Pigs and the Evaluation
of its Immunogenity. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :525-538, 1971.

The passage of the attenuated strain of Aujezsky’s virus (Buk-TK-200) on chick-
embryo cells (CEC) at 309C resulted in an additional weakening of its virulence.
An analysis of the virus population on the level of the -100th passage on CEC at
300C by means of cloning showed a prevalence of particles avirulent for rabbits.
By means of a tiriple plaque purification a virus clone was selected with the
indication Buk-TK-300/9,2, being avirulent for rabbits at i. m., i. v. and i. perit.,
but having a residual neurovirulence at i. cer. avplication. The virulence of the
clone remained unchanged after 10 passages on CEC at 37°C. Rabbits and guinea-
pigs inoculated with gradated doses of the virus had neutralization antibodies (NA)
in the blood serum the titres of which depended on the number of inoculations and
the size of the vaccination dose. Animals with high NA titres in the blood serum
inoculated twice resisted infection with a multiple lethal dose of the virus.

Aujezsky’s virus; chick - embryo cells; passage at 30 °C; cloning; virulence; stability;
immunogenity; rabbits; guinea-pigs

ZUFFA A. (Bioveta, Nitra, Tschechoslowakei). Immunisierung gegen die Aujeszky-
sche Krankheit — Isolierung eines fiir Kaninchen und Meerschweinchen avirulenten
Klons und Bewertung dessen Immunogenitdt. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :525-538, 1971.

Das Passagieren des attenuierten Aujeszky-Virus-Stammes (Buk-TK-200) auf Kiicken-
embryozellkulturen (KEZ) bei 30°C hatte ¢ine weitere Abschwiichung dessen Viru-
lenz zur Folge. Durch die Analyse der Viruspopulation auf dem Niveau der 100.
Passage auf KEZ bei 309C wurde ein Ubergewicht der fiir Kaninchen avirulenten
Partikelchen festgestellt. Durch dreifache Plaquenpurifikation wurde ein als Buk-
TK-300/9,2 bezeichneter, fiir Kaninchen bei i. m/!, i. v. und i. perit. fiir Kaninchen
avirulenter, aber bei i. cer. Verabreichung eine residuelle Neurovirulenz aufweisen-
der Virusklon gewonnen. Die Virulenz des Klons blieb nach 10 Passagen auf KEZ
bei 37°C unveridndert. Die mit abgestuften Virusdosen geimpften Kaninchen und
Meerschweinchen enthielten im Blutserum Neutralisations-Antikorper (NA), deren
Titer von der Anzahl der Inokulationen und der Grofie der Vakzinationsdosis
abhingig waren. Zweimal geimpfte Tiere mit hohen NA-Titern im Blutserum hielten
der Infektion mit einer mehrfach letalen Virusdosis stand.

Aujeszky-Virus; Kiikenembryozellen; Passagieren bei 30°C; Klonen; Virulenz; Sta-
bilitdt; Immunogenitidt; Kaninchen, Meerschweinchen

ZUFFA A. (Bioveta, Nitra, Tchcoslovaquie). Immunisation contre la maladie
d’Aujeszki — isolement du clone avirulent pour les lapins et les cobayes et évalua-
tion de son immunigénité. Vet. Med. (Prague) 16 (9) :525-538, 1971.

Les passages de la souche attenuée de virus d’Aujeszki (Buk-TK-200 sur les cul-
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tures des cellules embryonnaires de poulets (CEP), effectués a la température de
300C, avaient pour conséquence l'alfaiblissement de sa virulence. En effectuant
l’analyse de la population a virus, au niveau de centiéme passage sur les cellules
embryonnaires de poulets a la température de 30°C, on a identifié par clonage la
prédominance des particules avirurentes pour les lapins. En effectuant la purifi-
cation triple de plaques, on a sélectionné le clone de virus, désigné Buk-TK-300/9,2,
avirulent pour les lapins lorsqu'on l'appliquait par voie intramusculaire (i. m.), in-
traveineuse (i. v.), et intrapéritonéale (i. p.), mais que accusait une neurovirulence
résiduelle quand on l'appliquait par voie intracérébrale (i. cer.). La virulence du
clone est restée inchangée a la suite de dix passages effectués sur les cellules em-
bryonnaires de poulets a la température de 370C. Les lapins et les cobayes, inoculés
par des doses de virus progressives, accusaient dans le sérum sanguin des anticorps
de neutralisation, dont les titres étaient en fonction du nombre d’inoculations et de
I'importance de la dose de vaccination. Les animaux inoculés deux fois avec des
anticorps de neutralisation a titres élevés dans le sérum sanguin, résistaient a l'in-
fection que l'on cherchait a provoquer par la dose léthale multiple de virus.

virus d’Aujeszki: ecllules embryonnaires de poullet; passages effectués a la tem-
pérature de 300C; clonage: virulence; stabilité; immunigénité; lapins; cobayes

Adresa autora:
Doc. MVDr, A. Zuffa, Csc., Bioveta, Nitra
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STABILIZACE BUNECNYCH ELEMENTU MLEKA
A REPRODUKOVATELNOST ELEKTRONICKEHO STANOVENI
JEJICH POCTU

V. Renda, D. Rysanek

Vyzkumny ustav veterinarnitho lékaistvi, Brno

RENDA V., RYSANEK D. Stabilizace bunéénych elementit mléka a reproduko-
vatelnost elektronického stanoveni jejich poctu. Vet, Med. (Praha) 16 (9) :
539-547, 1971.

Modifikaci Tolleho metody, spocivajici ve zméné objemového pomeéru stabili-
zactniho prostredku a mléka (1 :250), jsme dosahli proti pifimé mikroskopické
metodé Prescotta-Breeda a proti Tolleho metodé nejnizsi chyby. Koeficient
variability pro celkovou S§iti metody ¢inil u postupu podle Prescotta-Breeda
219/, u Tolleho postupu 11,7%, a u modifikace 7,4",,. Prokazali jsme statistic-
kou vyznamnost snizeni chyby metody u modifikace porovnanim varianci
duplikati F-testem. Rozdil aritmetickych pramért z absolutnich hodnot je sta-
tisticky nevyznamny ve stupnich pozitivity 0, 1, 2, statisticky vyznamna dife-
rence byla zjiSténa u stupné 3 a 4.

skot; cytologie mléka; elektronické pocitani bunék; diagnostika mastitis

K zakladim diagnostiky subklinickych a klinickych mastitid patii stano-
veni po¢tu bunéénych elementti mléka. Kvantitativni mlééna cytologie byla aZ
do roku 1965, kdy podava prvni zpravu o elektronickém stanoveni poétu bu-
néénych elementi Phipps a Newbould (1965), provddéna pfimymi
mikroskopickymi metodami, a to bud z odstfedéného nebo z &erstvého mléka.
Vsechny tyto optické metody jsou vsak pro svoji velkou pracnost malo vhodné
ke zpracovani vét§iho mnozstvi vzorki. Jejich dalsi nevyhodou je relativné znaé-
na chyba metody. Nejrozsifenéjsi je metoda podle Prescotta-Breeda z r. 1910.
ktera pracuje s Cerstvym necdsttedénym mlékem. Schneider a Jasper
(1966) uvadéji chybu této metody +10—20 %, Cullen (1965) az =50 %.
Metody pracujici s odstfedénym mlékem zavadéji dalsi nepfesnost, ponévadz
zanedbavaji bunééné elementy strhdvané pii centrifugaci tukovou vrstvou a su-
pernatantem, jak na to upozornil jiz v r. 1910 Prescott a Breed.

Z price Schneidera a Jaspera (1966), zabyvajici se repro-
dukovatelnosti pfimé mikroskopické metody, je zfejmé, Ze je téméf vyloudeno
snizit u této metody chybu pod +=15—20 %. U vzorki mléka s nizkym obsa-
hem bunéénych elementi (men3im nez 350 tis/ml) lze podle Newboulda
a Phippse (1967) dosdhnout chyby ==15—20 % teprve vyhodnocenim cca
1100 zornych poli na é&tyfech duplikatech. Tento pracovni postup se vsak jevi
pro sériovou praci jako naprosto neschtidny.

Nové moznosti ke zlepSeni reprodukovatelnosti stanoveni poétu bunéénych
elementti mléka prinesly metody pouzivajici automatickych poéitac¢t céstic. Tyto
pocitade nasly v poslednich letech Siroké uplatnéni v USA a NSR. Americkou
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centrifuga¢ni metodu vyvinuli a rozpracevali Cullen (1965, 1966, 1967,
1968), Phipps a Newbould (1965 1966), Read a kol. (1966,
1967). Metoda spociva v odstfedéni mléka pii standardni teploté, v odstranéni
tukové vrstvy a v resuspendaci sedimentu fyziologickym roztokem.

Zapadonémeckd skupina pracovnikii (Tolle a kol. 1966) pouzivd k pre-
paraci mléénych vzorkd alkylfenolpolyglykoléteru a pocitd na automatickych
pocita¢ich typu Coulter-Counter. Podstatou jejich chemické metody je stabilizace
a preparace bunétnych elementi v cerstvém neodstfedéném mléce vhodnym
emulgatorem, ktery rozptyli a zmensi tukové kapénky pod hranici rozlisovaci
schopnosti pocitade, takZe nejsou potom registrovany.

Z dalsich autoru, zabyvajicich se otazkou elektronického pocitani bunéénych
elementti mléka chemickou metodou, mizeme uvést Kleinschrotha a kol
(1968) a Kleina a Thomase (1968).

Oba zptisoby pfipravy mléénych vzorki (centrifugaéni a chemicky) k elek-
tronickému stanoveni po¢tu bunéénych elementd porovnal v roce 1968 Phipps
(1968). Z vysledki vyplyva, ze korelace mezi obéma metodami byla velmi
tésna. V reprodukovatelnosti méla podle Phippse (1968) centrifugaéni me-
toda lepsi vysledky (S. D. =0,078 X10°/ml; S. D. =#0,096 X 10°/ml). Autor
viak nevyjadfuje chybu metody koeficientem variability. Reprodukovatelnosti
chemické metody se zabyval Kleinschroth a kol. (1968), ktery zjistil,
ze vysledky ziskané touto metodou jsou dobfe reprodukovatelné. Rovnéz vsak
nevyjadfuje chybu metody koeficientem variability. Terplan a Schleyer-
bach (1967) zjistili pro celkovou variacni §ifi metody variaéni koeficient
10,6 %, zatimco Tolle a kol. (1966) uvadé&ji hodnoty podstatné nizsi.
Otazka reprodukovatelnosti uvedenych modernich metod ztstava tedy stale aktu-
alnim problemem

V na$i praci jsme si proto vzali za kol stanovit chybu chenncke metody
a upravit metodu tak, aby se koeficient variability pokud moZno snizil pod

10 %.

MATERIAL A METODA

Pouzili jsme ¢tvrtové vzorky mléka, ziskané od dojnic ¢s. cervenostrakatého
skotu v obdobi od 4. tydne laktace do 25. tydne bfezosti. Nezpracovavali jsme
vzorky mléka, které byly smyslové zménény. Odebrané vzorky jsme ve stdji
i v laboratofi vySetfili NK-mastitis testem (déle v textu NK-MT), coZ je Cesko-
slovensky analog CMT, ktery vyvinuli Neumann a Kudélka (1966),
pouzivajici pétistupriového klasifikaéniho klice podle Schalma a Noor-
landera (1957). Dale byly vzorky mléka vySetfeny pfimou mikroskopickou
metodou podle Prescotta — Breeda (1910). Konetné jsme pouZili sta-
noveni bunéénych elementti automatickym pccitatem , Celloscope 101%, a to
jednak piivodni metodou podle Tolleho a kol. (1966), jednak ndmi modi-
fikovanou Tolleho metodou. Byla dodrzena zasada, aby vzorky kazdou metodou
zpracoval pouze jeden pracovnik.

1. STANOVENI POCTU BUNECNYCH ELEMENTU MLEKA
PRIMOU MIKROSKOPICKOU METODOU

Pouzili jsme barviciho postupu podle Newboulda (1967) a vyhodno-
covani jednotlivych mikroskopickych preparati podle Prescotta a Breeda
(1910).
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2. STANOVENI BUNECNYCH ELEMENTU MLEKA
AUTOMATICKYM POCITACEEM

Pouzili jsme plivodni zdpadonémeckou metodu podle Tolleho (1966)
a §védsky automaticky pocita¢ ,Celloscope 101“  (Lars Ljungberg & Co,
Stockholm).

a) Odbér vzorki

Vzorky mléka byly odebirany do sterilnich zkumavek, uzavienych hliniko-
vymi féliemi. Po ditkladném omyti mlééné zlazy se struky otfely lihobenzinem
a mléko bylo nadojeno do $ikmo sklonénych zkumavek.

b) Stabilizace vzorkia mléka,

K vzorkiim byl pridavan pres filtr G 4 piefiltrovany 10% roztok forma-
linu v poméru 1:500. Vzorky byly pak ponechany 24 hodiny pfi pokojové
teploté.

¢) Priprava elektrolytu

Ke 100 diliim 0,9% roztoku chloridu sodného byl ptidan 1 dil 37% for-
malinu. Takto pfipraveny elektrolyt se filtroval pfes membranovy filtr (@ pért
0,22 u) nebo ptes porcelanovy filtr (G 4, S 4). Byla dodrZena zasada, aby
po filtraci nebylo v uvedeném roztoku registrovdno na poditaéi vice mnez pét
¢astic v rozsahu velikosti mléénych bunék. Pfipraveny elektrolyt jsme po filtraci
uchovévali v zésobé ulozeny v lednicce.

d) Pripravia ziredovaciho média

Na 100 ml média:

86 ml elektrolytu,

2 ml emulgatoru (Triton X 100),

12 ml denaturovaného etylalkoholu, filtrovaného pfes G 4 nebo S 4.

K elektrolytu jsme pfidali nejdfive emulgator, zahtali ve vodni lazni pfi
55—60°C po dobu 15 minut (za stdlého mich4ni), potom jsme piidali
etylalkohol. :

Médium je tfeba pfipravit pro kazdé pocitani Cerstvé a teplé je pipetovat do
zkumavek. K médiu jsme ptidali v poméru 1: 80 stabilizované vzorky mléka,
které se musi pied pipetovanim dikladné protfepat (1 min pfevracet o 180°9).
Potom jsme inkubovali 15 min ve vodni lazni 80 °C teplé. Béhem této doby se
rozpustily tukové kapénky v mléce, coz se projevilo vyjasnénim vzorkt. Opales-
kujici zakal po inkubaci je zpiisoben fixovanymi éasticemi kaseinu, které jsou
vSak mensi nez je voleny rozsah pfistroje a nerusi proto poc¢itdni. Vzorky jsme
po vyjmuti z vodni ldazné vychladili na pokojovou teplotu a do tfi hodin po
vychlazeni spog¢itali.

e) pocitani vzorkit na Celloscopu 101

Kazdy vzorek jsme pred poditinim protfepali pfevracenim. Pracovali jsme
s objemem 16—20 ml. Doba pocitdni jednoho vzorku é&inila 34 sek., hodnota
diskrimindtoru D = 110, reguldtoru napéti = 79,5, pouzitd kapildra 70 u
(Tesaf 1967). Jednotlivé vzorky jsme poéitali v 25ml silikonovanych kadin-
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kach. Jestlize se ucpala kapilara, otfeli jsme jemneé jeji otvor bfiskem prstu nebo
profoukli injekéni stfikackou, opatfenou na kénusu polyetylénovou hadickou.
Mezi jednotlivymi vzorky jsme proplachovali kapildru pfistroje fyziologickym
roztokem. Po zpracovani 500 vzorka jsme kapildru vyjmuli a €istili v kyseliné
chromsirové.

3. ORGANIZACE POKUSU A STATISTICKE VYHODNOCENI

a) Vypoétem smérodatné odchylky a koeficientu variability jsme stanovili
chybu metody Tolleho a pfimé mikroskopické metody podle Prescotta-Breeda.
K tomu jsme zpracovali celkem 540 zakladnich hodnot (u obou metod v kazdém
z péti stupniit pozitivity devét vzorkd po Sesti duplikatech). Smérodatné odchyl-
ky a koeficienty variability byly vypoéteny u jednotlivych stupfia pozitivity
z duplikdtii samostatné pro kazdy vzorek.

b) Vypracovali jsme modifikaci Tolleho metody.

c¢) Stanovili jsme chybu Tolleho metody a chybu modifikace Tolleho metody.
K tomu jsme zpracovali celkem 360 zikladnich hodnot (Sest vzorkd po Sesti
duplikatech v péti stupnich pozitivity u obou metod).

d) Hodnoty ziskané metodou Tolleho a modifikaci Tolleho metody jsme
kromé toho zpracovali analyzou rozptylu. Postupovali jsme tak prcto, abychom —
— vyuzivajice aditivnosti jednotlivych komponent celkové variability — mohli
vyjadrit miru proménlivosti, zptisobenou specidlné chybou metody, pfi soucasné
eliminaci variability, kterd byla zptsobena jednotlivymi vzorky. To ndm umoz-
nido vypocitat hodnoty smérodatnych odchylek a koeficient variability z varian-
ci, charakterizujicich jen proménlivost zptsobenou duplikaty. Abychom si ovéfili
statistickou vyznamnost rozdili mezi chybami srovnavanych metod v jednotli-
vych stupnich pozitivity, podrobili jsme variance, vypoctené z hodnot duplikatd,
F-testu. Postupovali jsme tak, ze jsme prisluiné variance, vypoctené pro Tolleho
metodu, srovnali s hodnotami varianci, které byly vypoéteny z vysledkit modi-
fikace Tolleho metody.

e) Absolutni hodnoty poc¢tu bunéénych elementi v 1 ml mléka u jednotli-
vych stupiitt pozitivity jsme u Tolleho a modifikované metody srovnali Studen-
tovym f-testem.

VYSLEDKY

Srovnanim chyby pfimé mikroskopické metody podle Prescotta-Breeda a me-
tody Tolleho ke stanoveni poc¢tu bunéénych elementii v mléce jsme si ovétili
fakt, Ze Tolleho metoda je zatiZena podstatné nizs§i chybou.

V pribéhu popsané prace jsme zjistili, ze lepSi stabilizace vzorké mléka
lze dosdhnout pfi pouziti dvojndsobného mmnozstvi 10% formalinu. Na zikladé
tohoto poznatku jsme pfikroéili k néasledujici tipravé Tolleho metody:

Zménili jsme pomér formalinu : mléku p¥i stabilizaci vzorkd na 1 : 250
(Tolleho metoda pouziva 1:500). Tento zdsah zna¢né snizuje chybu metody
ve vSech stupnich pozitivity u jednotlivych vzorkd.

Tab. I ukazuje rozdilné hodnoty koeficientii variability (v) u jednotlivych
metod P — B = metoda Prescotta-Breeda, T = Tolleho metoda, MT = modi-
fikovana Tolleho metoda). Z tab. I vyplyvd, Ze upravend chemickd metoda

vy,

Prescotta-Breeda ukazuji na velmi S$patnou reprodukovatelnost.
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I. Chyba metody, vyjadirena koeficientem variability (v) u piimé mikroskopické me-

tody (P-B), Tolleho metody (T) a modifikace Tolleho metody

z duplikata

(MT), vypoctenym

=L N = o

Stupen pozitivity NK — MT

P— B
v

$ifi metody

Koeficient variability pro celkovou

32,4
29,8
22,4
10,7
10,0

21,0

11,7

MT
v

10,6
9,1
8,1
7,3
2.3

7,4

Koeficient variability ¢inil pro celkovou §iti metody Prescotta-Breeda 21 %,
u Tolleho metody 11,7 % a u modifikace Tolleho metody 7,4 %.

Z obr. 1 je vyrazné patrné, Ze chyba metody klesid se stoupajicim poétem
bunéénych elementd, a to u Tolleho metody i u jeji modifikace, pfi¢emz hodnoty
koeficientli variability jsou u modifikace Tolleho metody podstatné niz$i.

1. Vztah mezi

chybou
metody (v %) a log po-
¢tu bunéénych elementt 5]
v 1 ml mléka (v milio-
nech) podle stupnt po-
zitivity u obou metodic-
kych postuptt (O = Tol-
leho metoda, ® = modi-

v

15 4 o

fikovana Tolleho meto- 01

da)

05

4

6 &8 10 20'
log poctu bunék 10 /mi

Dale jsme ptikro¢ili k posouzeni statistické vyznamnosti rozdilu v chybé
metody, které jsme provedli vypoétem variance (V) z duplikdati u Tolleho me-
tody (T') a modifikace Tolleho metody (MT) pomoci analyzy rozptylu a po-
rovnanim varianci F-testem. Dosazené vysledky zahrnuje tab. IL

Z tabulky II je zfejmé, Ze snizeni chyby metody, dosazené modifikaci, je

statisticky vyznamné na vSech stupnich pozitivity NK — MT.

Pii hodnoceni vysledkii jsme si polozili otazku, zda modifikace neovlivni
statisticky vyznamné vysledky absolutnich hodnot poétu bunééngch elementh
v jednom ml. Proto jsme dal3i, v jednotlivych stupnich pozitivity dosaZzené vy-
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II. Prukaz statistické vyznamnosti rozdilu v chybé metody, provedeny vypocétem va-
riance (V) z duplikattt u Tolleho metody (T) a modilikace Tolleho metody (MT) a po-
rovnanim F-testem

T MT T:MT
Stupen pozitivity statistic-
NE =MT v Vv 2 v Fotest | kdvy-

Znamnost

0 15,3 663,194 10,6 325,972 2,035 |

1 14,8 1997,777 9,1 593,611 3,365 -}

2 12,9 30631,943 8,1 2 655,000 11,537 f

3 11,5 115 915,330 7,3 13 601,943 8,522 }

4 4,2 380 602,330 2,3 103 173,330 3,689 -

Tabelarni hodnoty: F, 5
0,01

= 1,792 Pocet stupiii volnosti = 30
= 2,386

I1I. Prukaz statistické nevyznamnosti rozdilu aritmetickych praméra absolutnich
hodnot Tolleho metody (T) a modifikace Tolleho metody (MT), provedeny Studento-
vym t-testem; =zdkladni soubory zahrnuji proménlivost. zpusobenou duplikaty

i vzorky
T MT T:MT
Stupen — S — -
pozitivity @ pocet 5 ; @ pocet 3 2 s
< smérodatna g smérodatna < statistickd
NK—-MT slin;ﬁ odchylka Blinrfﬁ odchylka =test | yyznamnost
0 173 000 45 510 170 000 35260 0,313 -
1 291 000 102 940 267 000 04 160 0,119
2 480 000 103 450 440 000 334 210 0,684
3 2632 000 1303 960 1598 000 411 090 4,498
4 4 666 000 1144 290 13 695 000 5909 440 9,029

Tabelarni hodnota: 7;,o; = 2,00 Pocet stupiiti volnosti = 70

sledky, srovnali Studentovym i-testem. Pro prehlednost jsme dale vypoéetli arit-
metické priméry a smérodatné odchylky v jednotlivych stupnich pozitivity u obou
pracovnich postupt a vynesli do tab. III.

Z tab. III vyplyva, zZe rozdil aritmetickych priméri z absolutnich hodnot
je statisticky nevyznamny ve stupnich pozitivity 0, 1, 2, statisticky vyznamna
diference byla zji§téna u stupné 3 a 4.

DISKUSE

Pro kvantitativni vySetfeni vzorkii mléka na obsah bunéénych elementi
byla dosud v CSSR pouzivdna ptiméd mikroskopickd metoda podle Prescotta —
Breeda. Autofi metody uvadéji jeji chybu 14,5 %, podle Schneidera
a Jaspera (1966) ¢ini chyba této metody =10—20 %, podle Cullena
(1965) dokonce az =50 %, podle nasich vysledki =21 9%. P#i¢inu znaéné
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chyby této metody mizeme vidét v ulpivdani bunéénych elementii na sténéch
pipet, v nehomogenité natérti mléka a v nedodrzeni jednotnych kritérii pfi po-
¢itani bunéénych elementit v zornych polich mikroskopu, jak popsali Schnei-
der a Jasper (1966).

K rychlému sériovému cytologickému vySetfeni vzorki mléka je mnohem
vhodnéjsi metoda elektronického pocitini bunéénych elementi. Na nafem pra-
covi§ti jsme se rozhodli pouzit zdpadonémecky chemicky zptisob (Tolleho me-
todu) preparace mléénych vzorkd, ktery neni tak slozity a pracny jako americky
centrifugaéni zptsob. Vedle znadné pracnosti americké metody povazujeme za
otevieny problém, zdali se nedopousti chyby tim, Ze &ast bunéénych element
zustava pri centrifugaci ve vrstvé smetany. Podle nékterych literdrnich prame-
nd, jako napf. Kleinschroth a kol. (1968) je reprodukovatelnost u Tol-
leho metody dobrd. Autofi vSak bohuZel neuvadéji konkrétni experimentdlné
zji§téné hodnoty. Jen Tolle a kol. (1966) udava koeficient variability niZ§i
nez 3 %.

Podle Terplana a Schleyerbacha (1967) je u duplikdtt v niz-
§ich stupnich pozitivity CMT v = 8,5 % a ve vys$§ich stupnich v = 3,5 %.
Pro celkovou variaéni $ifi této metody zjistili uvedeni autoti v = 10,6 %. Pfi
nasich pokusech jsme dosahli hodnoty koeficientu variability v = 7,4 % pro
celkovou variaéni §ifi metody.

Nase zkuSenosti s Tolleho metodou ukézaly, zZe je mozné vhodnou modifi-
kaci snizit chybu metody pod 10 %. Dvojndsobnym mnozstvim 10% forma-
linu dochéazi, jak se domnivame, k dokonalej§i stabilizaci bunéénych elementd
mléka, takZe jsou potom automatickym pocitacem lépe registrovany a maji men§i
tendenci se shlukovat. Pfi této tvaze jsme vysli z jisté analogie, obsaZené v praci
Pirali§viliho (1962), ktery s aspéchem pouzil formalinu ke stabilizaci
eosinofili.

Z uvedeného vyplyva, Ze modifikovana Tolleho metoda stanoveni poétu
bunéénych elementi v mléce svoji reprodukovatelnosti znaéné pfevysuje pfimou
mikroskopickou metodu a pfi pouZiti ,Celloskopu 101“ se nejvice blizi Gdajim
reprodukovatelnosti, které publikovali Terplan a Schleyerbach
(1967).
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PEHIOA B., PRIIIAHEK M. (Hayuno-uccnenoBaTeanckuii HHCTHTYT Berepunapuu, Bpmuo, UYexo-
cnoBakus). Cra6uaHsanMs KIeTOUHBIX 3JIEMEHTOB MOJNOKA M BOCHPOM3BOAMTENRHOCTH 3JEKTPOH-
Horo ompenenenmsa ux umcna. Vet. Med. (Praha) 16 (9) : 539-547, 1971.

Monudukanueir Merona Tosuis, sakmouaoujeics B M3MEHEHNMH O0GHEMHOTO COOTHOUIGHHA CTa-
6uansanuoHHOro0 cpexctsa ¥ Monoka (1 :250), Mpl mocTHraM MUHMMANLHOI omubKM MeToxa
TIC CpaBHEHMIO C HEeMNOCPeINCTBEeHHBIM MHUKpOcKonuueckuM MeronoM Ilpeckorra-Bpuna u Tousns.
Kosdpuuuenr mameHyupoctH mis obmero Meroma Ilpeckorra-Bpuma cocrapnsan 210, ans re-
tona Tomna — 11,7Y%, u y moauduxauun 7,49, Hamu 6mna nokasana craTHCTHyecKas 3Ha-
YUMOCTh yMeHbLIeHHA OWHOKM MeToma y MOAMQPMKALMM TIyTeM CONOCTABJIEHHs AHUcnepcHy ny6-
aukaros F-recrom. PasHocTs apudMermueckunx cpeaHux aBCONIOTHBIX 3HAYEHHI CTATHCTHYECKH
He3HauMMa B CTymeHax mnosnoxurteasHoctu 0, 1, 2; crarucruyeckn sHauuMas nuddepeniusiins
6rina ycraHoBieHa y crymeHeir 3 u 4.

KPYNHBIH POTATBIif CKOT; ITMTOJIOTHA MOJIOKA; BJIEKTPOHHBIH TM0JCYET KJETOK; JIMarHoCTHKa Mac-
THTA

RENDA V. RYSANEK D. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslovakia).
Stabilization of Milk Cell Elements and the Reproducibility of the Electronic De-
termination of their Number. Vet. Med. (Praha) 16 (9) : 539-547, 1971.

By means of a modification of Tolle’s system consisting of a change of the volume
ratio of the stabilization agent and milk (1 :250) the lowest error of system was
achieved compared to the direct microscopic system of Prescott-Breed and Tolle’s
system. The variability coefficient for the whole span of the system amounted to
21 %, with proceedings according to Prescott-Breed, to 11,7 with Tolle’s proceedings
and to 7,49, with the modification. We proved a statistical significance of the
decrease in the error of the system with the modification by means of a comparison
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of duplicate variances with the F-test. The difference in arithmetical averages of
absolute values is statistically unsignificant in positivity grades 0, 1, 2, a statistically
significant difference was determined in grades 3 and 4.

cattle; milk cytology: electronic counting of cells; diagnosis of mastitis

RENDA V., RYSANEK D. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno, Tsche-
choslowakei). Stabilisierung der Milchzellenelemente und Reproduzierbarkeit der
elektronischen Bestimmung ihrer Anzahl. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :539-547, 1971.
Mittels Modifikation der Toll-Methode, die auf der Verdnderung des Volumenver-
hiltnisses des Milchstabilisierungsmittels (1 :250) beruht, haben wir gegeniiber der
direkten mikroskopischen Prescott-Breed-Methode und der Toll-Methode die niedrig-
sten Fehler der Methode erreicht. Der Variabilititskoeffizient fiir die gesamte Spanne
der Methode betrug beim Vorgang nach Prescott-Breed 219, beim Vorgang nach
Toll 11,79, und bei der Modifikation 7,49, Wir haben eine statistische Bedeutung
der Methodenfehlerherabsetzung bei der Modifikation durch den Vergleich der Va-
rianzen von Duplikaten mittels F-Test nachgewiesen. Der Unterschied der arithme-
tischen Durchmesser aus den absoluten Werten ist in den Positivitidtsgraden 0, 1, 2
statistisch nicht von Bedeutung, eine statistisch signifikante Differenz wurde beim
Grad 3 und 4 festgestellt.

Rind; Milchzytologie; elektronische Zellenzihlung: Mastitisdiagnostik
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MVDr. V. Renda, MVDr. D. Rysanek, Vyzkumny ustav veterinarniho lékar-
stvi, Brno - Medlanky

VETERINARNI MEDICINA - 1971 547



Vybér z novych piirtistkiu
Ustfedni zemédélské a lesnické knihovny UVTI
na useku veterinarstvi

D 58.821
Problemy zoogigijeny i veterinarnoj sanitarii na Zivotnovodceskich fer-
mach. Moskva, Kolos 1970. 294 s. obr., tab. Vses. akad. s -ch. nauk im
V. I. Lenina, Otdel. Zivotnovodstva. (Veterindrni hygiena — sborniky)

Aa, R. von der E 34.202
Veterinirhygienische Arbeitsmethoden. Jena, VEB G. Fischer 1969. 163 s.
39 obr. 28 tb. (Veterinarni hygiena / Stdjové klima — piirucky)

Petrov, K. — Petkov, G. — Stojanov, P. E 34.140
Zoochigiena v yedrenite Zivotnovadni fermi. Sofija, Darzavno izd. za s.
-st. literatura 1969. 355 s. 45 obr. 38 tb. (Veterinarni hygiena — prirucky)

Baier, W. C 19.558/3/3
Hygienic care of cattle for milk and meat production in large units.
Helsinki, E. A. A. P. 1969. 10 s. 23-26 June 1969. (Kraviny velkokapacit-
ni — hygiena — brozury)

Schulman, A, C 19.558/9/3
Healthy management of large-scale pig production. Helsinki, E. A. A. P.
1969. 4 s. Helsinki, 23 - 26 June 1969. (Prase — chov — hygiena — Finsko)

Schaupp, W. C 19.558/5/3
Sanitary problems of large-scale pig production in Austria. Helsinki,
E. A. A. P. 1969. 9 s. Helsinki, 23 - 26 June 1969. (Prase — chov — hygie-
na — Rakousko)

Kulezycki, J. D 59.064
Diagnostyka chirurgiczna zwierzat domowych (koni i bydla). Warszawa,
PWN 1970. 262 s. 88 obr. (Veterinarni diagnostika — prirucky)




ZHODNOCENI NEKTERYCH REPRODUKCNICH VLASTNOSTI
BYKU AMERICKEHO ZEBU

0. Cermak

Stiedni zemédeélska technicka $kola, Boskovice

CERMAK O. Zhodnoceni nékterjych reprodukénich vlastnosti byku amerického
zebu. Vet. Med. (Praha) 16 (9) : 549-562, 1971.

Na zdakladé biometrickych, histologickych a fyziologickych pozorovani byla sle-
dovana plodnost byki amerického zebu v tropickych podminkach Kuby. Uro-
ven plodnosti je srovnatelnd s plemeny mléénymi jak domacimi, tak importo-
vanymi. Na rozdil od nich vsak klesala v jarnich meésicich (v breznu a v dub-
nu) a nikoliv v mésicich nejteplejsich. Tato skuteénost je pri¢itina na vrub
jisté plemenné primitivnosti. Snizena fertilita totiz souvisi s obdobim nedo-
statku potravy a vody a nelze ji upravit ani zlepSenim chovnych a vyzZivnych
pomeéru.

fertilita; biometrika; histologie; varlata; nadvarlata; spermiogram; vezikuly;
fruktéza; klima; tropické pasmo

V plodnosti plemeniki i v jakosti jejich spermatu se projevuje zfetelny vliv
klimatickych ¢initeldi, jeZz se uplatiiuji jak v rdznych zemépisnych §ifkach, tak
i v prubéhu roku v tomtéz klimatickém pasmu. Tepelna slozka podnebi ptsobi
pfedev§im na spermiogenni ¢innost varlat, svétlo pak pfes zrak na gonadotrop-
ni aktivitu hypofyzy. V tropickych a subtropickych podminkich nabyvaji tyto
slozky na vyznamu pfi zavadéni umélé inseminace, jejiz tGspéch je do znacné
miry zavisly na znalostech a vyuziti uvedenych skute¢nosti.

Pokud jde o byky, existuje v tomto sméru fada tidajd, z nichZ nékteré v pte-
hledu uvadime. Tak napr. Stief (1953 — cit. Hafez 1962) pozoroval,
ze na jafe byva objem ejakuldti nejvy$§i a mnozstvi abnormaélnich spermii
nejniz§i. Rovnéz Johnston a Branton (1953) prokizali podobné zmé-
ny u 14 sledovanych guernseyskych, hol§tynsko-fryskych a jerseyskych byki.
Schmidt v roce 1954 studoval vliv délky svételného dne a teploty na ferti-
litu bykt. Shledal pozitivni korelaci mezi témito faktory a mezi koncentraci
spermii, jejich pfezitelnosti a plodnosti. Schindler (1954) zjistil v Izraeli
nejvy$si plodnost od bfezna do kvétna a nejniz$i v zafi. Nepozoroval vsak roz-
dily v objemu ejakulati béhem jednotlivych mésici. Dal§i autofi (Hafez,
Bonadonna 1958 a Bonadonna 1963) uvadéji, ze béhem letnich
mésicit dochazi ke sniZzeni kvalitativnich i kvantitativnich vlastnosti spermatu,
az na objem ejakulatd, ktery se lehce zvySuje. Bonadonna (1963) soucas-
né tvrdi, ze pfili§ jasné slunedni zafeni vyvoldva poruchu spermiogeneze i po-
hlavni aktivity. Tim vysvétluje i ¢astou impotenci bykd dovezenych z mirnych
pasem do podnebi tropického. Jeho vyvody jsou podporovany studiemi Orta-
vanta (1958, 1962), jenz sledoval vliv fotoperiod na spermatogenni cinnost
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u berani. Zjistil, Ze Groveri déleni primérnich spermatocyti a doba nésledujiciho
dozravani nebyla fotoperiodou relativné naruSena, avSak snizil se pocet sperma-
tid, které dosahovaly tdplné zralosti. Dvanactihodinové denni osvétleni (zkousSel
osmi az Sestnactihodinové [otoperiody po tfech mésicich) déavalo optimélni pod-
néty ke spermiogenezi. Konstantni udrzovani fotoperiody po dobu 35 az 40 dni
ptisobilo snizeni spermiogeneze.

Sezénni zmény v kvalité spermatu nejsou spojeny se zménami fruktozy ve
spermatu, coz by nasvédcéovalo, ze sekrece testosteronu neni narufena (Cupps
a kol. 1960). Pokud se tyka metabolické ¢innosti spermii, zjistili Makabay-
ashi a Salisbury (1956), ze sperma odebirané v zimé spotiebovalo
0 62 % vice fruktézy a vytvarelo o 69 % vice kyseliny mlééné nez sperma ode-
brané v 1été. Koncepce po spermatu odebiraném na podzim byla vy$si, v zimé
niz§i (Jaskowski a Walkowski 1960). K podobnym zivérim o roc-
nim rozlozeni plodnosti dospéli jiz dfive Erb a kol. (1942), Morgan
a Davis (1938), Phillips a McKenzie (1934), Schultze a kol.
(1948), Weeth a Herman (1949) a ve stejné dobé Schinckel
(1954). Vliv atmosférického tlaku na plodnost studovali Miiller a Héhn
(1954). Prokézali pozitivni korelaci mezi atmosférickym tlakem a plodnosti.

Tropické sezénni zmény v kvalité spermatu u domdécich bykd a buvolad
jsou pomérné pfesné popsany zasluhou Roye (1959 — cit. podle Maula
1962), ktery rozdéluje tropicky rok takto: zima — od 21. listopadu do 10.
unora; jaro — od 11. tnora do 15. dubna; léto — od 16. dubna do 15. éervence;
doba desti — od 16. cervence do 7. fijna; podzim — od 8. fijna do 20. listo-
padu. V tabulce I uvadi spermiologické hodnoty zjisténé u byka a buvolu cho-
vanych v indii.

Pattel (1959 — cit. Maule 1962) pozoroval, Ze u Surtiho buvolu
byl objem spermatu nejvys$si v 1été (kvéten, cerven, Cervenec) a nejniz8i v zimé
(listopad, prosinec, leden). Kushwaha a kol. (1955) vSak nenaSel sezénni
rozdily v objemu spermatu u buvola egyptského (buvol Marrah), avsak stejné
jako Oloufa a kol. (1959) potvrzuje jinak lepsi kvalitu spermatu egyptskych
buvoli v 1été nez v zimé. Bhatnagar a kol. (1955) provedli histologické
studie §titné Zzlazy a varlat indickych buvoli béhem riaznych roénich obdobi.
Shledali, ze zmény ve 3§titné zlaze souviseji se sezénnimi zménami ve spermio-
genezi. Vzestup nebo pokles aktivity §titné zlazy souvisel s lepsi ¢i horsi kva-
litou spermatu.

U byka se zda, ze existuje jisty vékovy rozdil v plodnosti béhem raznych
roénich obdobi. U bykd stfedné starych bylo pozerovino (Mercier a Sa-
lisbury 1947), ze obdobi jejich nejnizsi plodnosti spadd do zimy; zlepSeni
nastivd na jafe a dosahuje nejvy3si urovné v lét€ a na podzim. Naproti tomu
u mladych byckd (mlad$ich nez étyfi roky) dosahuje plodnost vrcholu v zimé,
klesa v nejteplejSich letnich mésicich a opét stoupd na podzim. Uvedeni autofi
dochézeji k zavéru, Ze mladi plemenici jsou citlivéjsi k teplotnim vlivim neZ
byci star§i. Johnston a Branton (1953) zkoumali v Louisiané vliv
teploty a vlhkosti vzduchu na fertilitu plemenikd dojnych plemen. Zjistili pro-
kazatelné negativni vztah mezi plodnosti a maximalnimi dennimi teplotami (r =
= —0,46), minimalnimi dennimi teplotami (» = —0,45) a tlakem vodnich par
(r = —0,55). Stoupa-li tedy teplota a vlhkost, klesd plodnost a naopak. Mili-
cevic¢ a kol. (1968) ze svych pozorovani vyvozuji, Ze teplota prostfedi ma
vliv zvla§té na pH a objem ejakulatd, na pohyblivost a koeficient Zivotnosti sper-
mii. Ostatni vlastnosti spermatu nejsou naruSeny. Mimofddné nizké a vysoké
teploty putsobi depresivné na jmenované vlastnosti, dale pak na libido a na
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TL6T — VNIOIEW INUVNIMILLIA

1S

. Sezéonni zmény v kvalité spermatu u byki a buvoll (R oy 1959)

Sp e;)n ciﬁlootgl BRe Zima Jaro Léto Obdobi desta Podzim
Hustota spermii buvol 1295,70 -+ 124,70 1563,20 + 191,60 1277,40 + 117,60 1040,30 - 114,70 1098,00 <+ 125,30
v1ml x 10°®

byk 1638,80 - 65,20 1530,70 < 100,70 1456,20 - 106,40 1277,70 + 119,70 1037,50 - 189,90
Mnozstvi zivych buvol 896,80 -- 100,30 1034,90 + 172,90 798,40 +- 89,70 809,30 - 81,60 952,20 + 125,70
spermii v 1 ml :

byk 1190,30 - 66,20 1139,00 + 55,00 1030,40 + 119,40 1070,80 -- 108,10 825,10 - 162,40
% iivy';ch spermii buvol 69,00 + 3,00 62,20 - 3,90 63,20 4+ 4,60 79,20 - 2,30 82,80 - 1,80

byk 73,90 - 2,70 75,10 - 2,80 67,00 - 4,60 77,50 - 4,70 72,40 + 3,30
% abnormalnich buvol 23,60 - 2,10 21,10 += 2,50 15,20 - 2,20 10,10 + 1,10 12,40 - 2,90
spermii (v8ech)

byk 22,30 + 2,30 14,00 +- 1,90 11,60 = 2,50 12,70 +- 2,80 17,80 - 3,80
% Zzivych abnor- buvol 20,60 + 7,40 13,20 4+ 2,00 5,00 = 0,30 6,00 -~ 0,80 3,90 - 0,70
malnich spermii

byk 12,60 + 4,60 8,90 -+ 1,40 4,30 = 0,90 5,90 - 1,30 9,40 -~ 4,30
Index fruktolyzy buvol 1,81 + 0,16 1,17 + 0,17 1,31 - 0,17 1,73 - 0,37 1,27 + 0,24
v 1. hodiné

byk 2,09+~ 0,19 1,86 - 0,24 1,54 +- 0,18 1,66 - 0,22 1,81 - 0,17
Spotieba O, v ml buvol 101,80 - 17,80 38,04 - 4,90
5 x 10 spermii
fedénych byk 151,20 - 19,20 105,20 + 13,90




fertilitu plemenikd. Plodnost bykt byla nejvy3§si ptfi primérnych teplotach 12
az 14°C. Rytmus pramérnych mésicnich teplot od 2,1 do 21,6 °C v mirném
podnebi Jugosldvie nezptisobuje vaznéjsi poruchy spermiogeneze.

V letech 1963—1964 hodnotil na Kubé ejakulaty importovanych plemeniki
holstynskych Kanka (osobni sdéleni). K pozorovani pouzil byka pusobicich
v inseminaci nejméné osm mésici v kazdém roce. Zjistil, zZe v nejteplejsich mé-
sicich od kvétna do fijna s maximem v srpnu a v mésicich s nejvyssi relativni
vlhkosti (od ¢ervna do fijna, s maximem v zari) davali byci nejhorsi sperma,
pokud se tyk4d jeho denzity a pohyblivosti. NaruSena byla vice hustota, kterd
byla pod ro¢nim primérem v ¢ervnu, tj. v mésici s priimérnou teplotou 26,4 °C.
Pohyblivost spermii byla nejniz§i v srpnu, kdy teploty vzduchu dosahly maxima.
Sullivan a Elliot (1968) sledovali plodnost deviti bykt béhem celého
roku. Z rozboru 15 130 prvnich inseminaci vyplyva, Zze fertilita spermatu pro-
dukovaného v jarnich a letnich mésicich (od dubna do zafi) byla prokazatelné
niz$i nez spermatu vyprodukovaného v fijnu az breznu. Byci byli po cely rok
chovéni v tepelné kontrolované staji pti teploté 14 az 23 °C. Jinou zpravu pied-
lozil Dimitropulos z Belgie (1968), jez lezi kolem 51. stupné severni
§itky. Konstatuje, Ze:

1. plodnost byki je stejnd po cely rok a neni ovlivnéna roénimi obdobimi,

2. sezénni kolisdni plodnosti ovliviiuji predeviim faktory samiéi. Podobné
Hultndis a Strom (1968) ze sttedniho Svédska nezjistili u 66 byki
s 55378 inseminacemi sezénni zmény v jejich plodnosti.

Pfi svém pobytu v Kubanské republice v letech 1967 a 1968 jsem mél
pfilezitost prostudovat nékteré aspekty sezonni plodnosti u tamniho nejrozsi-
fenéj§iho a hospodaisky nejvyznamnéjsiho skotu zebu.

MATERIAL A METODY

Vzhledem k tomu, ze pro znamé technické potize spojené s odbérem sper-
matu od brahmanskych bykd nebylo mozné ziskat dostatek pritkazného materiélu,
ptistoupili jsme k hodnoceni nékterych morfologickych a fyziologickych vlast-
nosti genitalnich organi téchto bykti po pordzce. K hodnoceni jsme pouzivali
byky ze Ziru, ktefi po pfedchozim vyhradné pastevnim odchovu byli zafazovéni
k dokrmeni ve stafi 1—1,5 roku. Po dosazeni vdhy 780—850 liber (1 libra =
= 460 g), tj. ve stafi 2—2,5 roku (kontrolovano podle chrupu) byli porédzeni.
Krmné davky po dobu vykrmu byly néasledujici: 70 liber zelené pice (pfevaziné
pangoly — dig. decumbens —, kterd ma ptriblizné stejny obsah zivin jako nase
luéni trdva), 6 liber melasy a 1,5 libry jadrné smési s minerdlni pfisadou
(skladba smési: 30 % kukuFi¢ného Srotu, 15 % sojového srotu, 10 % krmné
mouky, 5 % mineralnich soli a 40 % melasy; tato smés obsahovala cca 40 %
skrobovych jednotek a 8 % bilkovin). Z jateénych bycki bylo kazdy mésic
(vidy v poslednim tydnu) pfi pordzce vybranc 16 zdravych, normalné vyvinutych
zvifat a jejich pohlavni organy byly vySetfeny nésledovné: tésné po porazce
(do 15 minut) byla zji§téna pohyblivost spermii z kazdé ampuly chamovodové
a na roztéru bylo spoéitino mnozstvi spermii chorobné zménénych a nezralych.
Dale byla zméfena délka, §itka a hloubka varlat, §itka a vySka ocasu nadvarlete,
délka a 8itka semennych vacka. Vziajemnym vynasobenim uvedenych rozmérd
jsme vypocitali tzv. index objemu téchto organt. Z kazdého semenného vacku
byl odebrdn sekret a tentyz den v ném byl stanoven obsah fruktézy fotokolori-
metricky podle Manna. Déle byly od Sesti namétkové vybranych bykt ziskany
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vzorky vidy z pravého varlete a ocasu nadvarlete k histologickému vysetieni.
Na fezech jsme meérili velikost prusvitu toitych kanalka varlete, vyjadfenou
nasobkem délky a §ifky préfezu a pocitali jsme mnozstvi zarodeénych bunék
(spermatogonii, spermatocytii a spermatid) v kazdém prafezu. Primér byl vy-
potitdvan vzdy z 20 prafez kandlky v kazdém varleti. Kromé toho byly v kaz-
dém prifezu pocitainy Leydigovy buitky a z nich je§té procento bunék vakuoli-
zovanych. Na fezech nadvarletem byla rovnéz méfena délka a §itka lumen ka-
nalkt, tloustka jejich stény, vyska epitelu a byl zjistovan obsah spermii v nich.
Tento obsah byl vyjadifovan procentem vyskytu fezli se shlukem spermii upro-
stted z celkového poctu 20 prafezi vyvody nadvarletnimi v kazdém nadvarleti.
Uvedena vySetfeni byla doplnéna spermiologickymi hodnotami t¥i brahmanskych
plemenikd, ktefi plisobili na plemenarské stanici v havanské provincii. Celkem
bylo od nich béhem roku ziskdano 75 ejakulatii. Meteorologické adaje jsme
obdrzeli ze Statniho tstavu meteorologického v Havané.

Pro naSe tcely jsme tropicky rok rozdélili na pét ¢asti: 1 — prosinec, leden,
Gnor; 2 — bfezen, duben; 3 — kvéten, Cerven, Cervenec; 4 — srpen, zafi; 5 —
Fijen, listopad.

VYSLEDKY

Testimetrické hodnoty brahmanskych bykd, zjistované v jednotlivych roénich
obdobich, daly stejné vysledky jak v objemu, tak v §ifce varlat, takZe nebyly
shledany prokazatelné rozdily mezi sledovanymi mésici. Ponékud jind situace
byla u nadvarlat a semennych vezikul. Nejmensi index objemu nadvarlat jsme
zjistili v srpnu a v zafi (P < 0,01), nejmensi rozméry semennych vackd v mé-
sicich bfeznu a dubnu (P = 0,001) —tab. II.

I1. Velikost genitalii v jednotlivych ro¢nich obdobich (byci zebu)

Orgény pravostranné Organy levostranné
nad- : ; nad- .
. Potet varle varlé vezikula varle vasle vezikula
Mésic zvirat :
index | ... index " - index | ... index
obje- | SiEka | gpje. | delka | Sitka | oo | Sifka | opje- | delka | itk
mu mu mu mu
Prosinec,
leden, 32 | 396 | 53| 50| 94| 1,9 | 394| 53 | 47| 91| 18
unor
g;%z;n’ 28 | 396 | 56 | 46 | 82 | 1,7 | 395| 55 | 45 | 80 | 1,7
Kvéten,
Zerven, 47 | 428 | 59 | 43 | 91 | 22 | 47| 58 | 42 | 86 | 20
dervenec
fggc"’ 30 | 436 | 57 | 37| 89 | 20| 40| 56 | 38 | 90 | 1,8
Rijen, 31 | 386 | 54 | 43 | 92 | 20| 381 | 54| 45| 92 | 20
listopad 5 ) > b ;) ) > b
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P#i mikroskopickém vySetfovani tkdné varlat se objevilo prokazatelné zmen-
$eni svétlosti tubuli (P = 0,05) a poétu zarodeénych bunék (obr. 1) v bfeznu
a dubnu (P <0,001), kdezto mnozstvi intersticidlnich bunék Leydigovych (jak
vakuolizovanych, tak malych) zistavalo po cely rok na stejné Grovni. Pfitom ve

1. Prufez tubuly varlat v jednotlivych roé¢nich obdobich
a — prosinec, leden, unor y
b — brezen, duben

¢ — kvéten, Cerven, Cervenec

d — srpen, zari

By

7 £
‘ ':

2. Prurez nadvarletnim vyvodem v jednotlivych roc¢nich obdobich
a — prosinec, leden, tinor

b — bi‘ezen, duben

¢ — kvéten, cerven, cCervenec

vsech méfenich prevladaly zvétsené buriky s vakuolami v cytoplazmé. Lumen vy-
vodu nadvarletniho v ocasu nadvarlete rovnéz nedoznal sezénnich zmén. Sténa
tohoto vyvodu byla stejné silnd ve vSech obdobich s vyjimkou jarniho (bfezen,
duben), kdy se jeji tloustka téméf zdvojnédsobila (P = 0,05) v diisledku zmno-
zeni vaziva (obr. 2), kdezto vyska epitelu ve srovnani s ostatnimi mésici naopak
poklesla. Mnozstvi chorobné zménénych spermii (pocitano z obou ampul Henleo-
vych dohromady) bylo nejnizsi v srpnu a v zafi, kdeito v ostatnich obdobich
ztstdvalo na stejné urovni. Uvedené mikroskopické zmény jsou zachyceny v ta-

bulce III.
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II1. Sezénni zmény ve varlatech a nadvarlatech (byci zebu)

Varle B Nadvarle
o = = = W = =t
;'{. £, 8 S N4 B g . 3 Ampula
> I’ > — s
Maésic é’ 9 ED;;S .g"f' 'gn £ g g | e £ 5 Henzﬁova
516 S o 5 3 92 |82 | 29 | w o = Y%
-3 2 Pl 2a [ s 38| 2 ; Rt logio:
2 = e oE 28 | B8 g %Y 2 patologic-
Bg | Ny, MHoglHg | Hy | 83 (g 5 o' | kych spermii
3 | 8% |85 8% |3 (B || @ | &
99 | o5 (858|835 |8 | B& g | = 2,
- 2.0 .0 > a0 a0 ‘- o %] -
Prosinec,
leden, 0,0508| 134 | 83 | 2,3 | 10,6 [0,2576] 80 |0,0569|0,0369 17,3
unor
gﬁ%ze"rf’ 0,0334| 91| 10,0 | 6,0 | 16,0 |0,3921 80 |0,1144/0,0280 16,7
Kvéten, 3
&erven, 0,0467| 138 | 10,7 | 9,3 | 20,0 |0,3443] 57 |0,06960,0354 15,8
Cervenec
ngfl_’ie“’ 0,0631| 140 | 10,0 | 5,0 | 15,0 |0,2483| 60 |0,0681|0,0373 6,9
&‘:g‘;a 4 |00sa1] 125| 90| 35 | 125]02321 53 |0,0552 0,0331 13,7

Jak vyplyva z tabulky IV, kon-
centrace fruktézy ve wvezikulach by-
la nejnizsi v jarnich mésicich (bfeznu
a dubnu) — (P<0,02). Ve vsech
ostatnich cbdobich byla na stejné
urovni.

Dale nas zajimalo, zda existuje
vztah mezi objemem varlat a velikosti
prasvitu tocitych kanalkit véetné mnoz-
stvi zarodeénych bunék. Jak je znazor-
néno na obr. 3., s ristem indexu ob-
jemu varlat roste svétlost tubuld, avsak
kolisd mnozstvi zarodeénych bunék v
nich. Tyto buiiky se zmnoZuji v zdvis-
losti na velikosti lumen tubuld az do
0,06 (obr. 4). Popsand zavislost je v
souladu s vysledky ziskanymi u rostou-
cich by¢kad (Cermak 1970).

Porovndme-li biometrické ddaje
ziskané z vyvodu nadvarletniho v kra-
jiné ocasu nadvarlete s indexem obje-
mu ocasu nadvarlete (vyjadfenym na-
sobkem jeho Sitky a vysky), vidime,

IV. Sezdénni zmény v obsahu fruktozy ve
vezikulach (byci zebu)

. PRITORES g%
Maésic vezikula | vezikula | Pocet
pravo- levo- zvirat
strannd | stranna
Prosinec,
leden, 369 325 48
unor
Brezen,
duben 280 243 32
Kvéten,
Cerven, 354 375 56
cervenec
SEpen; 373 376 30
ZAti
Rijen,
listopad 331 314 31

ze se stoupajicim indexem objemu klesal prisvit nadvarletniho vyvodu a vys-
ka jeho epitelu az k indexu 4,2. K ¢islu 5,8 tyto hodnoty nepatrné vystoupily.
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U tloustky stény a mnozstvi vyskytu spermii jsme zietelnou zavislost nezazna-
nienali (obr. 5). Ve srovndni sc stejnymi méfenimi u mladych byckt jsou lo
vysledky opacné.

S velikosti prisvilu nadvarletniho vyvodu stoupla vyska cpitelu a u zvIast
velkych lumen (0,4558) také sila stény vyvodu (obr. 6), coz souhlasi s po-
dobnymi poméry u rostoucich zvifat. Rovnéz tak je zfetelnd zavislost vysky
epitelu na sile stény nadvarletniho vyvodu (obr. 7).

140 4 JI-SBO
|
|
|
130 4+ 540
X T
H I
3 I
Q
§ 120 + -{' 200.°3
s T g
LR
g b
R o 4 460 §
o) | &
'$ [ ¢
Q
24 -II- 420
| » : 2
| 3. Vztah mezi vahou
| o - | i i N varlat, prasvitem tubull
o= oo a mnozstvim zarodeé-
o g s nych bunék (byci brah-
INOEX OBJEMU VARLAT man)
150 T
LR TR o
£
3
N
uo--%
Y
S
3
N
120 A ~
4
Q
Mo
100 A
J ; , \ , 4. Vztah mezi prasvi-
00300 | Goso  Ooso | eosco | ooro tgm ogugxluhabmnglz{stvggl
PRUSVIT TUBULL zarode¢nych bunék (by-

ci brahman)
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Floe  oose
\‘.; 90 + 0.0800 .+ 0.0500
x i
Sl ' :
ﬁ I i g
.& 1 3 1 : S
NS L :1y- 0.0700 + 0.0400 o
3! s &
g & B
W ! o Y
Q470 ‘¢4 o.0600 -0.0300
b . ™y §
3 < Y
g! -3 N
g! 0 3
I+00 [ 0.0300 %0.0200
2
&
Y

|

5. Vztah mezi objemem
nadvarlete, mnozstvim 0.4000 |
spermii ve vyvodu nad-
varlete, silou stény vy-
vodu nadvarlete, vygkou 3 o300}
epitelu a priasvitem vy- =
vodu nadvarlete (byci 3
brahman) 2 0.3000 1
W
N
By
0.2500 4
N
1 i 1 L
2.6 3.8 4.2 5.8
INOEX OBJEMY NADVARLETE
1
0.0750 .4L ‘ -lLo.o4oo
|
I
i 3
0.0650 4 i f 400300
2 3
3
5 g
© R I
g M
.ll < I
%) e
o.0550 4 e il .‘§ Lo.oz00
=l |
|
|
|
|
1 | 1 |
01428 0.2388 0.4558
PRUSVIT VFVoOoU
0.0400+
0.0300-—;
3
2 Y
3
g
0.0200 44
<
g
N
N
0.0100 +
1 1 1 1 =
0.0375 0.0547 0.0677 0.1050

Srea STENY

VETERINARNI MEDICINA -

6. Vztah mezi prasvitem
vyvodu nadvarletniho,
silou jeho stény a vys-
kou epitelu

sila stény
— —— vyska epitelu ‘

7. Vztah mezi silou sté-
ny vyvodu a vyskou epi-
telu (byci brahman)
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Z obr. 8 vyplyva, 7e s riistem vezikul stoupa v jejich sekretu i koncentrace
[ruktézy.

V tabulce V jsou zachyceny hodnoty ejakulatii nékolika malo plemenika
zebu, ziskané v jednotlivych mésicich. Témto bykim se ejakulaty nesnadno
odebirajf, o ¢emz svéd¢i vysoké procento skoki, pri nichz doslo k ejakulaci mimo

-
w
o

KONCENTRACE FRUKTOZY v ME T
w
[}
o

1 ’ 1
7.5 8.5 9.3
DELKA VEZIKUL V CM

8. Vztah mezi velikosti vezikul semennych
a koncentraci fruktozy v nich (byc? brahman)

umeélou: pochvu. Z 89 skok se podarilo zachytit pouze 75 ejakulatti. Z tabulky V
je patrno, Ze mnozstvi ziskaného spermatu bylo po cely rok pfiblizné stejné
a podobné i vyskyt patologicky zménénych spermii. Rozdily jsou viak v motilité
a denzité spermatu — v obdobi mésici brezna a dubna celkem u 21 ejakulatu
bylo zji§téno 65 % progresivné pohyblivych spermii o koncentraci 1010 miliént
v 1 ml, zatimco primérnd pohyblivost v ostatnich mésicich roku byla 87 %
a koncentrace 1590 miliént spermii v 1 ml spermatu. Plodnost téchto plemeniki
se podatilo zachytit pouze za mésic bfezen, duben, kvéten a ferven 1967, a to
od 442 inseminovanych plemenic (holstynskych). Z téchto kusych vysledka vy-
plyva zna¢né niz8i bfezost po prvni inseminaci v mésici bfeznu a dubnu oproti
kvétnu a Cervnu. TotéZ se jevi u vSech ostatnich inseminaci s vyjimkou cervna,
ktery je stejny jako kvéten.

Porovname-li tdaje biometricko-morfologické a fyziologické s tdaji meteoro-
logickymi, uvedenymi na obr. 9 a 10, vidime, zZe nejnizsi ukazatelé fertility byka
zebu spadaly do obdobi nejniz§ich srdzek a do nejvét§iho nedostatku potravy
vieobecné. V nasich pfipadech se v§ak jednalo o vyrovnanou vyzivu v§ech zkou-
manych zvifat po cely rok. Jde tedy pravdépodobné o faktory dédi¢né, nesnadno
ovlivnitelné chovnymi podminkami.

DISKUSE A ZAVER

Posoudime-li vysledky sezonnich Setfeni pohlavnich funkci brahmanskych
byki, vidime, Ze ukazatelé plodnosti, jako je svétlost tubulli, mnoZstvi zarodec-
nych bunék v nich, vy$ka epitelu ve vyvodu nadvarletnim, velikost va¢kti semen-
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6T — VNIDIQANW INHYNIHALIAA

6SS

V. Plodnost béhem roku (byci zebu)

N JU P % % spermii patologickych Plodnost v %
Miste ey gl et B r811<)>:rrrxm=1;1 celkem | B13VIE | ergei o | vtk | Shhear |Polin- | Goeth
’ nich a &ast formy | SC™IMACL | hacich
I 2 8 3,7 86 1455 15 60 15 5 20
II. 2 . --7_ 3 7:;},_9H 88 1600»
III. 4 ~I 4,0 68 920 83 17 20 29 12 24 3 56,0 44,5
IV. 3 7 1 3,1 63 1100 80 - 20 25 22 9 - 25 4 59,0 53,8
V. 'Z:S | -'9 R 4,6 84 1440 72 28 42 18— 5 24 3 88,6 70,2
VI. 3 7 4 775,2 88 1690 89 11 — 77ﬁ 3 5 3 — 1 73,5 54,2
VII. ” ~7:’;ﬁ‘ ‘6__- ;OA ] 87 1870 83 17 | 36_ 7 -87 I 17 23 2
VIII. : —4 ﬁ; 5“3—,$~ 3 86 | 1420 68 | 32 757* B ;— - 14 3
IX. 1 6 i‘ 4,0 85 1430 1 T
X. “7~1 1 1 R 7,0 90 —1900 o
Xt | 1 | 4 | a0 | o0 | 1m0 T
XII. 3 Al ] ;- Rl ;Oﬁ 88 1400 I T
Pramér N 47,27< 83 1460 77 22 L




nych, koncentrace fruktézy v nich, denzita a motilita spermatu, jakoz i jeho
plodnost, byli nejnizsi v bfeznu a v dubnu. Jsou naprosto odlisné od vysledk,
ziskanych u plemen Bos taurus, jejichZ plodnost je ovlivnéna (zvlasté v tropic-
kém podnebi) teplotou vzduchu, poptipadé i délkou svételného dne. Totéz plati
i o jinych druzich domdcich zvitat. Zadny z uvedenych klimatickych ¢initeld se

o
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MESICE
9. Prumérné meésicéni teploty a relativni vlhkosti v roce 1967
5 < meésiéni teploty
— . . . relativni vlhkost
350 +
300 ¢+
by zso~’-
3
Y
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0
100
so+t
L 1 1 L L A 1 _L L 1 1 1 = g
¢ v 6 o « ¢ _d s z R ¢ ~F 10. Prumérné mési¢ni
MESICE srazky v roce 1967

zfejmé plodnosti brahmanskych bykt nedotyka. Rozhodujici je faktor srazek,
a tim i droven vyzivy. Tito oba ¢initelé jsou nejnizsi na jare, pfiblizné v bfeznu
a v dubnu, a zdaji se byt tak generacné vlivni, Ze ani zlepSené podminky chovu
a vyzivy nedokazi potlacit jejich tlumivé pusobeni na fertilitu. Srovname-li nase
vysledky s pozorovdanimi Roye (1959 — cit. Maule 1962), konanymi na
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indickych buvolech, vidime souvislost v téchto ukazatelich: R oy zjistil, ze
v dobé od 11. unora do 15. dubna (oznacované v Indii jako jaro) byla ve srov-
nani s ostatnimi obdobimi roku sice naméfena nejvy$si hustota spermii, avsak

nejnizsi pohyblivost a nejnizsi index [ruktolyzy. Nejnizsi procento abnormalnich
spermii zjistil, stejné jako my, v srpnu a v zafi.

Je tedy nutné u bykt amerického zebu, chovanych v tropickém pasmu, po-
¢itat s poklesem plodnosti béhem mésice bfezna a dubna, a to jak v pfirozené
plemenitbé, tak v inseminaci. Je proto treba omezit exploataci plemeniki v tomto
obdobi a pokud se sperma zmrazuje, dbat na jeho opatrné a peclivé hodnoceni.
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YEPMAK O. (Cpeniiee arpo-rexiiueckoe yumauie, bockosuite, Yexocnopaxin). Ouenka neko-
TOPBIX BOCNPOM3BOACTBENNBIX crocobHocred 6pikos amepukanckoro 3eby. Vel. Med. (Praha)

16 (9) : 549-562, 1971.

Ha ocHoBe GUOMETPMUECKIIX, THCTOJOTMYECKMX M (QH3MOJOTHUECKMX CPAaBHEHMIl H3yuajach 10~
NCBUTOCTE OHIKOB aMepuKaHckoro 3eby B Tponuuecknx yenosuax Kyb6e. Hx  nsmonosurocts
MOYKHO CPaBHUTB C MCJIOYHBIMM KaK OTEUeCTBEHHBIMM, TaK M HMMOPTHPOBAHHLIMM I1IOPOMAMH.
B orinuue or nocnenHMx, UX TUIOZOBHTOCTH caabeer B secenHue (MapT, ampesn), a He B caMble
Temble MeCSlbl. JTOT (GAKT CYMTAETCA [PH3HAKOM OIPENEeseHHOH [OPOXHON TMPUMHUTHBHOCTH:
(HWKEHHMe TIJIONOBHTOCTH CBA3AHO C ITIEPHMONOM HeJOCTaTKa TMIM M BOAK, M ee Helxb3d Hu3Me-
KUTH Iaxe yaydmeHneMm yC)‘lO'BH].r.l co.uep)xax»mﬁ U ITUTaHHA.

IJIOJMOBHUTOCTD; Guome'rplma; THCTOJIOTHA; CEMEHHHMKH; 1IPpHIATOK CEeMEHHHKOB; ClepMHorpamMma,
BE3HUKYJIBI, cbpyK'ro:;a; KJUMAaT; TpOnuvyeckKas 30Ha

CERMAK O. (Secondary agricultural school, Boskovice, Czechoslovakia). Evaluation
of Some Reproductive Properties of American Zebu Bulls. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :
549-562, 1971.

On the basis of biometrical, histological and physiological observations the fertility
of American zebu bulls was investigated in tropical conditions of Cuba. The level
of fertility is comparable with both domestic and imported milk breeds. However,
in contrast to these breeds the fertility level of Zebu bulls was sinking in spring
months (March and April) and not in the warmest months. This fact is attributed
to a certain breed primitiveness. The lowered fertility is namely connected with
a period of lack of food and water and cannot be increased even by improved
breeding and feeding conditions.

fertility; biometrics; histology; testicles; epididymis; spermiogram; vesicles; fructose:
clima; tropical zone

CERMAK O. (Landwirtschaftliche technische Mittelschule, Boskovice, Tschechoslo-
wakei). Bewertung einiger Reproduktionseigenschaften amerikanischer Zebubullen.
Vet. Med. (Praha) 16 (9) :549-562, 1971.

Es wurden biometrische, histologische und physiologische Untersuchungen iliber die
Fruchtbarkeit von Bullen des amerikanischen Zebu unter tropischen Bedingungen
Kubas angestellt. Das Fruchtbarkeitsniveau ist mit den einheimischen als auch
importierten Milchrassen vergleichbar.. nur mit dem Unterschied, daf es in den
Friijahrsmonaten (Mirz und April) und nicht in den wirmsten Sommermonaten
herabsank. Diese Tatsache wird auf eine bestimmte Rassenprimitivitit zurlickge-
fiihrt. Die herabgesetzte Fertilitdt hidngt ndmlich mit der Nahrungs- und Wasser-
mangelperiode zusammen und kann durch Verbesserung der Zucht- und Er-
nahrungsbedingungen nicht behoben werden.

Fertilitdt; Biometrik; Histologie; Hoden: Nebenhoden:; Spermiogramm:;: Samenbli-
schen; Fruktose; Klima; tropische Zone
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SEROVY GONADOTROPIN (PMSG) KRIZENCOV KOBYL
MALEHO PLEMENA — BIOLOGICKE A IMUNOLOGICKE VLASTNOSTI

J. Arendarcik, J. Halagan

Vysoka $kola veterindrska, katedra porovndvacej fyziologie, KoSice

ARENDARCIK J., HALAGAN J. Sérovy gonadotropin (PMSG) kriZzencov kobyl
malého plemena — biologické a imunologické vlastnosti. Vet. Med. (Praha) 16
(9) :563-570, 1971.

Ziskané a ¢iasto¢n=2 purifikované antigény PMSG od hucula, norika a krizen-
cov — hucul X norik X hafling X fjord — reagovali vytvorenim vyraznej
precipitacie s antisérami PMSG-OSS a LH-equine — Calbiochem. Nereagovali
s antisérami HCG (Praedyn) a LH-ovine-NIH. Imunologickym testom urcovana
aktivita PMSG, pouzitim antigénov z krizencov a z hucula a norika, nevyka-
zovala rozdiely liSiace sa od vysledkov dosiahnutych u malych koni a kriZzencov
pomocou antigénov a antisér PMSG z velkého plemena kobyl. Krizenci vyka-
zuju niz8ie hodnoty aktivity ako nekrizené kobyly. ZmieSané séra od hucula
v 86.—161. dni po pripusteni vykazujui aktivitu PMSG 8,2—12,9 m. j./1 ml séra,
u norika v 53%—99. den po pripusteni 3,5—6,45 m. j./1 ml séra, krizenci v 108. az
161. dni po pripusteni vykazuji nizsiu aktivitu PMSG ako 2 m. j./1 ml séra.
Nativne sérum vykazuje signifikantne nizs$iu aktivitu PMSG ako ¢iastocne
purifikovany extrakt. Huculské kobyly pri 6.—8. gravidite vykazali osemna-
sobne nizsiu aktivitu PMSG ako mladé kobyly pri prvej gravidite (65 m. j./1 ml
séra; 8.28 m. j./1 ml séra).

gonadotropiny; PMSG zrebnych kobyl: malé plemeno "oni; krizenci; imunolo-
gicky test; imunoelektroforéza; Ouchterlcayvho agar-¢ | precipitacia

O aktivite PMSG v krvi Zrebnych kobyl velkého a malého plemena a kri-
zencov sme uz referovali (Arendarc¢ik, Itze 1968, Arendarcik
1969). V prispevku $tudujeme vlastnosti gonadotropinov v sére zrebnych kobyl
hucula, norika a krizencov hucul X norik X halling X fjord. Hlavnou otazkou prace
je, ak pomocou ziskanych antigénov PMSG — krizencov bude mozné previest
HIT reakciu; ak dno, aké st potem rozdiely vo vysledkoch dosiahnutych touto
metédou v porovnani s vysledkami ziskanymi u velkych plemien kobyl.

MATERIAL A METODY

1. Antiséra PMSG — OSS — Organon a antisérum HCG (PRAEDYN
SPOFA) boli ziskané imunizdciou kralikov metédou pedla Moudgal a Li
(1961). Titer ziskanych antisér AS — PMSG — OSS, AS — HCG — Prae-
dyn, ako aj vzajomna reakcia tychto antisér s vhodnymi antigénami PMSG
a ich aktivita u kobyl plemena hucul, norik a kriZencov bola prevedend biolo-
gickym testom na infantilnych krysach kmena Wistar.
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2. Precipita¢né reakcie u antisér a antigénov boli prevedené dvojitou agar-
-gélovou precipitaciou podia Ouchterlonyho a mikroimunoelektroforézou podla
Grabara. '

3. Titer ziskanych antisér bol vhodny na prevdadzanie hemaglutinaéného in-
hibi¢ného testu (1 :3200 a 1:6400). Priprava antisér a ¢ervenych ovéich krvi-
niek senzibilizovanych PMSG —OSS, 16 000 m. j., sa previedla metédou podla
Wida (1962, 1963). Imunologicky ftest sa previedol podla metédy Butt
a kol. (1964).

4. Priprava antigénu PMSG od kobyl: hucul, ncrik a krizencov : hucul X
X muran, hucul X norik, hucul X hafling a hucul X fjord.

Extrakcia PMSG z krvi kobyl po pripusteni sa previedla pri teplote 4 °C.
Nativne sérum sa lyofilizovalo a previedol sa prepotet ml séra na mgr séra.
Aktivita PMSG HIT reakciou sa zistovala v jednotlivych vzorkach od kobyl
pripustenych na 43., 47., 104., 108. a 117. den. V dalsich sa zisfovala aktivita
zo zmieSanych vzorick. Vzorky lyoiilizovaného séra sa rozpustili prislu§nym
mnozstvom destilcvanej vody, roztok sa upravil pomocou 0,5 M kys. fosforec-
nej na pH 3,0 a takto sa uchoval v chladni¢ke pri 4 °C po 30 minat. Vytvoreny
precipitat sa odstrdnil centrifugovanim a supernatant sa upravil pomocou 1 M
NaOH na pH 4,5 a pridal sa 1 obj. chladného, absolutného alkoholu. Tato zmes
sa uchovala v chladnicke pri 4 °C na 2 hodiny. Inaktivny precipitat sa odstranil
centrifugovanim. Supernatant sa zmie$al s 2 obj. alkoholu a nechal v chladnic¢ke
pri 4°C po 12 hedin. Viésia ¢ast supernatantu sa odstrani dekantovanim
a zvy$ok sa centrifugoval 10 min pri 2000 r/min. Precipitat sa rozpustil vo
fyziologickom roztoku .a dialyzoval cez noc oproti destilovanej vode. Aktivita
takto ¢iastone purifikovaného PMSG bola uréovana biologickym testom na in-
fantilnych krysach zvySenim vahy vaje¢nikov (Moodbidri a kol. 1968).

5. Biologické pokusy -

Zvysenie vahy maternic u infantilnych krysich samic kmena Wistar bolo
vzalé ako index pre celkové gonadotropiny. Prvé podanie ska$aného materilu
sa previedlo popoludni v prvy dei. Nasledujace dva dni sa podaval materiél
2X denne, predpoludnim a popoludni. Pitva krys bola prevedend ma Stvrty
denn rano. FSH aktivita bola uréend augmentaénou metédou Steelman —
Pohleyovou.

6. Vypocty aktivity ziskanych a ciastoéne purifikovanych extraktov sa pre-
viedli podla Apostolakisa a Voigta (1965). :

VYSLEDPKY

1. Dvojitd agar-gélova difazia pedla Ouchterlonyho ukazala, ze vietky ex-
trakty PMSG (hucul, norik a krizenci 1--4) reagovali s antisérom PMSG —
OSS — ORGANON (obr. 1). Extrakty PMSG krizencov reagovali tiez s anti-
sérom AS — LH — equine. Nereagovali s antisérom AS — HCG (Praedyn)
a AS — LH — ovine — NIH (obr. 2). Mikroimunoelektroforézou zistené
reakcie ukazujd, ze vietky extrakty PMSG reaguji vyrazne s antisérom PMSG -
OSS (obr. 3—6).

2. Nakolko antigény PMSG malych koby! — hucula, norikov a krizencov —
nevykazali pozitivne kriZové reakcie s antisérom AS — HCG (Praedyn), pouzili
sme biologicky krizovy pokus na krysach, ako je vyjadreny na tabulkach I, II
a III. Tab. I ukazuje, ze antisérum AS — HCG inhibovalo asi 90 % aktivity
PMSG. Extrakty krizencov vykédzali pomerne slaby vplyv na vidhu maternic.
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1. Ouchterlonyho agar-gelova precipitacia
V strede antisérum PMSG-0OSS 0,15 ml, 1—6 ¢iastoéne purifikovany extrakt
PMSG

1. PMSG 7z krizenca Hucul X Muran
2. PMSG 7z krizenca Hucul X Norik
3. PMSG z krizenca Hucul X Hafling
4. PMSG z krizenca Hucul X Fjord
5. PMSG 7z Norika

6. PMSG z Hucula

PHS?-’ 0Sss

2. Mikroimunoelektroforéza
V strede PMSG-OSS 1 mg, kanaliky AS-PMSG-OSS 0,18 ml, 1!, hod., 12 mA

Extr 2

3. Mikroimunoelektroforéza
V strede extrakt PMSG 2 — Hucul X Norik 4,8 m. j., kanaliky 0,18 ml AS-PMSG-
-CSS. 1 hod., 12 mA

£X£'-¢

4. Mikroimunoelektroforéza
V sirede extrakt PMSG 4, Hucul X Fjord 12 m. j., kanaliky 0,18 ml AS-PMSG-
-0SS 1!, hod., 12 mA



5. Mikroimunoelektroforéza
V strede 6 m. j. extraktu PMSG 5 Norik, kanaliky 0,18 ml OSS 1!/, hod., 12 mA

oo 1t
Ty
=
rs
|
oy

6. Mikroimunoelektroforéza y
V strede 6 m. j. extraktu PMSG 6-Hucul, kanaliky 0,18 ml AS-PMSG-0OSS
1! hod., 12 mA



I. Uéinok antiséra HCG a PMSG na biologicku aktivitu PMSG malého plemena
a krizencov, zistovany metodou prirastku vahy maternic intaktnych krys (celkoveé
gonadotropiny)

o Pohlavie Pocet Pokusny material ‘vaha maternic
upmna krys krys m. j. (ml)/1 krysa mg/100 g z. v.
1 samice 6 — . 124 - 9,67
2 samice 5 NKS 0,5 ml 121 + 6,25
3 samice 5 PMSG 16 m.j. 146 - 12,50
4 samice 5 PMSG 2 6 m. j. 125 | 23,60
5 samice 5 PMSG 3 6 m. j. 126 - 7,90
6 samice 5 PMSG 4 6 m. j. 119 + 9,20
7 samice 5 PMSG N 5% m.j. 159 - 3,30
8 samice 5 PMSG H 6 6 m. j. 144 | 1,65
9 samice 5 PMSG-0OSS-ORG 6 m. j. 160 4 3,70

10 samice 5 PMSG-0OSS-ORG 6 m. j.
+ AS-PMSG-0OSS-ORG
0,5 ml 107 + 4,66
11 samice 5 PMSG-0OSS-ORG 6 m. j.
i AS-HCG 0,5 ml 134 + 4,76
Krizenci: PMSG 1 = Hucul x Muran
PMSG 2 = Hucul x Norik
PMSG 3 = Hucul x. Hafling
PMSG 4 = Hucul » Fjord
PMSG 5 = Norik
PMSG 6 = Hucul
AS = antisérum
NKS = normalne krali¢ie sérum

Naproti tomu hucul a norik vykazuje zvySent aktivitu. Tab. II ukazuje vy-
razny ucéinok aktivity HCG na biologickd aktivitu PMSG hucula, norika a kri-
zencov hucul X norik. Krizenci vykazuju niz§ie hodnoty ako nekrizené kobyly.
Antisérum HCG znizuje aktivitu PMSG u v8etkych skupin zvierat. Tab. III
ukazuje, ze aktivita LH v extraktoch PMSG nie je vidy rovnako neutralizovana
antisérom HCG. Antisérum PMSG — OSS vykazuje konstantny Gcinok v potla-
¢ani aktivity LH.

3. Hemaglutinaénym inhibi¢nym testom sa zistila aktivita PMSG v krvi
pripustenych kobyl : hucul, norik a krizencov takto:

a) hucul: 11 kobyl, 11—17 r, 71 zriebit, 330" a 389, vo zmie$anych
vzorkdch krvi medzi 86.—140. diiom po pripusteni vykazali aktivitu PMSG
8,28 m. j./1 ml séra;

b) norik:3 kobyly, 4—11 r., 21 Zriebit, 105" a 119. Zmie$ané vzorky
od 53.—91. diia po pripusteni, aktivita PMSG 7,56 m. j./1 ml séra;

¢) krizenci: hucul Xmurafi, 3 kobyly, 1—13 r., 13 Zriebit, 79, 6%,
zmie§ané vzorky 107.—124. deri po pripusteni, aktivita PMSG 6,12 m. j./1 ml
séra;

d) hucul X fjord, 3 kobyly, 4—6 r, 1 X ozrebené, 15", 19, zmiesané
vzorky 133.—161. deni po pripusteni, aktivita PMSG 6,48 m. j./1 ml séra;

e) hucul X norik, 5 kobyl, 5—8 r, 4 #riebdtd, 20", 29, zmiesané
vzorky 108.—145. deni po pripusteni 7,2 m. j./1 ml séra;
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II. U¢inok HCG antiséra na biologickt aktivitu PMSG Mucula, Norika a kriZencov *

Hucul X Norik, zistovany HCG augmentac¢nou metodou

Skupi Pohlavie Pocet Pokusny material Vaha vajeénikov
upina krys krys m. j. (ml)/1 krysa mg/100 g Z. v.
1 samice 6 — 69 4 2,53
2 samice 5 HCG 30 m. j. 116 - 8,14
3 samice 5 PMSG 2 6 m. j. 83 13,73
4 samice 5 PMSG 2 6 m. j. -+ NKS J,5 91 -+ 6,50
5 samice 5 PMSG H 6 6 m. j.

4+ NKS 05 83 | 3,65
6 samice 5 PMSG N 5 6 m. j.
4+ NKS 05 109 | 3,78
7 samice 5 PMSG 2 6 m. j.
- HCG 30 m. j. 98 41 7,63
8 samice 5 PMSG H 6 6 m. j.
+ HCG 30 m. j. 120 4 6,95
9 samice 5 PMSG N 56 m.j.
+4- HCG 30 m. j. 121+ 10,11
10 samice 6 —_ 53,2 + 0,825
11 samice 5 PMSG 2 6 m. j.
4+ AS-HG 05 52 + 1,80
12 samice 5 PMSG H 6 6 m. j.
+ AS-HCG 05 50,4 - 1,15
13 samice 5 PMSG N 5 6 m. j.
+ AS-HCG 05 54,7 + 1,15
Krizenci: PMSG 2 - Hucul x Norik
PMSG N 5 = Norik
PMSG H 6 = Hucul
AS = antisérum
NKS = normalne krali¢ie sérum

f) hucul X hafling, 7 kobyl, 5—6 r., 6 Zriebdt, 30" a 39, aktivita
PMSG zo zmie§anych vzoriek od 75.—160. diia po pripusteni 7,2 m. j./1 ml séra.

Potrebné je pripomenuf, ze aktivita PMSG zdvisi aj od doby odberu vzo-
riek so zretelom na peak aktivity.

DISKUSIA

Ouchterlonyho dvojitou agar-gélovou precipiticiou a mikroimunoelektrofo-
rézou sa ukézalo, Ze pouzité antigény a antiséra si dostatoéne aktivne pre neutra-
lizaciu aktivity PMSG malych koni a kriZzencov v pokusoch na krysich. Ziskané
extrakty PMSG, ¢iastocne purifikované, vytvarali s antisérom PMSG — OSS
a antisérom LH-equine vyrazné precipitaéné reakcie. Ziadne precipitaéné reakcie
nevznikli s antisérom HCG a LH ovine. KriZovy biolcgicky pokus na krysach
naproti tomu, medzi antigénami PMSG a HCG, ukézal signifikantné potlaéenie
aktivity antigénu PMSG po podani HCG a opaéne. Mikroimunoelektroforézou
sa potvrdzuje dostato¢na aktivita a solidnd cistota ziskanjch antigénov PMSG
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1I. Ué¢inok HCG antiséra na biologicku aktivitu PMSG Hucula, Norika a kriZencov
v pokuse na ventr. prostate infantilnich krysich samcov

3 @ . Vaha ventr.
Skupina PO;:I 19v1c ILOL,M E?kuﬁzﬁ;/nlaim 13'1 prostaty
rys rys 22 Gl mg/100 g Z. v.
1 samci 6 — 62 | 2,88
2 samci 5 NKS 05 67 + 1,35
3 samci 5 PMSG-0OSS-ORG 6 m. j. 108 - 8,10
4 samci 5 PMSG 1 6 m.j. 66 -+ 2,20
5 samci 5 PMSGH6 6 m.j. 85 -+ 4,70
6 samci 5 PMSG N5 6m.j. 87 4 4,40
7 samci 5 PMSG 2 6 m. j. 87 4-10,35
8 samci 5 PMSG 46 m.j.
4+ NKSO05 90,1 + 6,50
9 samci 5 PMSG H 6 6 m. j.
4+ NKSO05 69 -+ 1,35
10 samci 6 — 54,1 + 1,75
11 samci 5 PMSG N 56 m. j.
+ NKS 05 56,0 + 3,17
12 samci 5 PMSG OSS, 6 m. j.
+ ASHCG 05 67,5 + 1,87
13 samci 5 PMSG H 6 6 m. j.
+ ASHCGO05 75,8 + 1,43
14 samci 5 PMSG 2 6m.j.
+ ASHCG 05 71,9 4+ 2,12
15 samci 5 PMSG H 6 6 m. j.
-+ ASPMSG 05 55,7 + 1,68
16 samci 5 AS-HCG 05 57,2 + 2,40
17 samci 5 AS-PMSG 05 59,2 4 2,70
PMSG 1 = krizenci Hucul x Muran
PMSG 2 = kriZzenci Hucul x Norik
PMSG 4 = krizenci Hucul x Fjord
PMSG N 5 = Norik
PMSG H 6 = Hucul
AS = antisérum
NKS = normalne krali¢ie sérum

malych kobyl a krizencov. Pri sledovani hlavnej myslienky prace sa zistilo, ze
aktivita PMSG kobyl malého plemena a krizencov odpovedd zisteniam, ktoré
sme uviedli v predchazajacej praci (Arendarc¢ik 1969). Na porovnanie
v 43. dni a v 108. dni po pripusteni, ako aj zmieSané vzorky v réznych ¢aso-
vych intervaloch, vykazuje hucul vidy vy$siu aktivitu PMSG/1 ml séra ako
krizenci. Pri porovnani aktivity PMSG v sére a extrakte, v sére bola spravidla
niz§ia aktivita a u kriZzencov vidy nizSia ako u nekrizenych kobyl. Pri Stadiu
tychto otdzok je potrebné re§pektovat plemeno kobyl, vek, podet oZrebeni, pocet
zriebdt a ich pohlavie. Z doteraj$ich 3tudii je zndme, Ze malé plemena vykazuja
niz§iu aktivitu PMSG ako velké plemend kobyl, pricom vek (Rowlands
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1963) nie je v savislesti s aktivitou. Zrebnost niekolkokrat po sebe nasledujtica
znizuje postupne aktivitu PMSG. U ponikov v priebehu piatich rokov poklesla
aktivita z 12,400 m. j. pri prvej Zrebnosti na 3,371 m. j. po piatej Zrebnosti.
V naSom pripade huculské kobyly pri prvej gravidite vykazovali peak aktivity
pri 65,2 m. j./1 ml séra, po Siestej az osmej gravidite poklesla aktivita PMSG
na 8,28 m. j./1 ml séra. Zmysel poklesu aktivity po kazdej Zrebnosti sa fazko
da vysvetlit. Zd4 sa, ze lah$ie sa da vysvetlit zvySena produkcia PMSG u kobyl
s dvoj¢atami. Vysvetluje sa to zvySenym mnoZzstvom poharkovitych buniek v en-
dometriu, produkujicich PMSG. Poharkovité bunky sa zmnozia prave v tych
miestach, kde sa prichytdvaja zdarodky. Hybridizacia, ako sme uviedli v pred-
chadzajicej praci, znizuje aktivitu PMSG. Nakoniec mozno podla dosiahnutych
vysledkov uviest, ze malé plemend koni a krizence vykazuju isté rozdiely v imu-
nologickych a biologickych reakcidch v porovnani s velkymi plemenami koni.
V podstate si si druhovo rovnaké, ¢o ukazuju Ouchterlonyho precipitacné reakcie
medzi antigénami PMSG kriZencov a antisérom PMSG OSS velkych kobyl a an-
tisérom LH-equine (Calbiochem, Los Angeles). Imunologickym testom uréené
vysledky v predchédzajicej a v teraz predkladanej praci ukazuji, Ze antigény
PSMG kobyl malého plemena a kriZencov nie su odlisné od antigénov PMSG
kobyl velkého plemena z hladiska biologického a imunologického.

Dakujeme riaditelovi Zrebéina na Murani ing. Z. Topercerovi za pomoc a povole-
nie odberu krvi od koni.
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APEHIOAPUMK H., XAJIATAH WM. (Berepunapmniii mHcrHTYT, Kadempa cpaBHHTENbHOIl (pu3HO-
sorun, Komwmue, Uexocnopakusn). Ceisoporounsiit romamorpomun (PMSG) nomeceit xofbin
Manoit mopoast — G6uonormueckme M HMMyHOnoruueckue cmoiicrBa. Vet. Med. (Praha) 16
(9) : 563-570, 1971.

Ilonyuennnle n wacTHuHO ouMlleHHble adrturenst PMSG or ryuyna, HOpuka W 1oMecei —
ryiiyn X Hopuk X radumHr X $ropn pearuposanu obpasosaHueM SABHOM IpelMIIHTalMe
¢ anrucwsipoporkamu PMSG-OSS 1 LH-equine-Calbiochem. He pearuposani ¢ aHTHCHIBOpPOT-
ramn HCG (Praedyn) u LH-ovine-NIH. Ilpu noMoumpy HMMyHOJIOrH4ECKOro Tecra Omnp:2ie-
asnemasn akrusnocrs PMSG, ¢ npuMeHenuweMm aHTHreHOB W3 1oMeceil M M3 Tyllyla M HODHKa,
HC OTJAMYANIACH OT Pe3yJILTATOB, TOJYYEHHLIX Y MAaJniX Jomaneit M rioMeceil npH NOMOU[H aHTi-
renos u anrucsisoporok PMSG ua kpyuuoit nopoast kobnui. Ilomecn noxasnisaior Gosnee nus-
KHe 3SHAauYeHys AKTUBHOCTH, YeM UMCTONOpoxHnie KobGpuin. CMewannas CpIBOPOTKA OT TyilyJa
n 86—161 pgenp mocne cnyukm noxasmisaer akrusHoers PMSG 8,2—129 m. e/l ma cuso-
poTkH, y Hopuka B 53—99 npeur mnocne cayukn 3,5—6,45 M. e/l Ma  CLIBOPOTKH, 10Mecu
B 108—161 neun nocse cayuku nokaswipaior akrusiocts PMSG Menee' 2 n. e/l M ChIBOPOTKH.
Harupnas coiBopoTka umeer nocrosepHo Gosee HusKylo akTupHocts PMSG, yeMm uyacTHuHO Oum-
HleHHbIIT SKeTpakT. [yuyabckue koboiiu npu 6—8 GepemeHHocTH uMean B 8 pas MeHbIYIO
axtusHocts PMSG, uwem Mononnle kobpiam mpu mnepsoit Gepemennoctn (65 M. e/l ma coiso-
perku; 8,28 M. e. /1 Mu chIBOpPOTKH).

ronanorponuin; PMSG jxepebuix KobGplji; Majas nopojia Jjomaneif; roMecH; UMMyHOTOTHUECKITiT
rect; uMMmyHoanekTpodopes; Oyxrepnona arap — renb TpeliHNATALHH

ARENDARCIK J.. HALAGAN J. (University of Veterinary Medicine, Department
of Comparative Physiology, KoSice, Czechoslovakia). Serum Gonadotropine (PMSG)
in the Crossbreds of the Mares of the Small Breed. Vet. Med. (Praha) 16 (9) : 563-570,
1971.

The partially purified PMSG antigens obtained from the Guzul and Noric horses,
and from crossbreds — Guzul X Noric X Hafling X Fjord responded by con-
siderable precipitation with antisera PMSG-OSS and LH-equine — Calbioch. They
did not show any reaction with antisera HCG (Praedyn) and LH-ovine-NIH. The
activity of PMSG determined by the immunological test and by means of the
antigens from the crossbreds of the Guzul and Noric horses did not show diffe-
rences other than the values obtained in small horses and crossbreds by means
of antigens and antisera PMSG from large horse breeds. The crossbreds show
lower values of activity than the uncrossed mares. The mixed sera from the
Guzul show PMSG activity 8.2—12.9 i. u. per 1 ml of serum on the 86!h—121st day
after mating; the values for the PMSG activity in the Noric horse are 3.5—6.45 i. u.
per 1 ml of serum on the 53rd—99th day after mating; in the crossbreds the PMSG
activity is lower than 2 i. u. per 1 ml of serum on the 108th—161st day after mating.
The native serum shows significantly smaller activity of PMSG than the purified
extract. The Guzul mares being in the 6!h"—8th gravidity showed PMSG activity
8 times lower than young mares in first gravidity (65 i. u. per 1 ml of serum; 8.28
i. u. per 1 ml of serum).

gonadotropines; PMSG of pregnant mares: small horse breed; crossbreds; immu-
nological test; immunoelectrophoresis; Ouchterlony’s agar-gel precipitation

ARENDARCIK J.., HALAGAN J. Veterindrhochschule, Kosice, Tschechoslowakei).
Serumgonadotropin (PMSG) der Kreuzungsprodukte von Kleinpferdstuten. Vet. Med.
(Praha) 16 (9) :563-570, 1971. '

Die vom Huzule (Panjepferd), Noriker und den Kreuzunsprodukten — Huzule —
Noriker X Haflinger X TFjordpferd gewonnenen und teilweise purifizierten PMSG-
Antigene reagierten mit den Antiseren PMSG-OSS und LH-Equine — Calbiochem
durch die Bildung einer ausgepriigten Priizipitation. Mit Antiseren HCG (Praedyn)
und LH-Ovine-NIH reagierten sie nicht. Die mit der Beniitzung der Antigene von
Kreuzungsprodukten und vom Huzule und Noriker im immunologischen Test be-
stimmte PMSG-Aktivitit wies keine sich von den mittels PMSG-Antigene und
Antiseren von den Grofipferdstuten gewonnenen Ergebnissen unterscheidenden Dif-
ferenzen auf. Kreuzungsprodukte weisen niedrigere Aktivititswerte als ungekreuzte
Stuten auf. Gemischte Seren vom Huzule weisen am 86.—161. Tage nach der Deckung
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eine PMSG-Aktivitit von 8,2—12,9 I. E./1 ml Serum auf, beim Noriker am 53.—99.
Tag nach der Deckung von 3,5—6,45 I. E/1 ml Serum, Kreuzungsprodukte weisen
am 108.—161. Tage nach der Deckung eine niedrigere PMSG-Aktivitit als 2 I. E./1 ml
Serum auf. Das native Serum weist eine signifikant niedrigere PMSG-Aktivitat als
der teilweise purifizierte Extrakt auf. Bei der 6.—8. Graviditidt wiesen Huzuler Stuten
cine 8mal niedrigere PMSG-Aktivitat als junge Stuten bei der ersten Graviditat
(65 1. E/1 ml Serum; 8,28 I. E/1 ml Serum) aul.

Gonadotropine; PMSG der trichtigen Stuten; Kleinpferderasse; Kreuzungsprodukte;
immunologischer Test; Immunocelektrophorese; Ouchterlony Agar-Gelprizipitation

Adresa autorov:

Prof. MVDr. J. Arendarc¢ik, DrSe, MVDr. J. Halagan, Vysoka Skola vete-
rinarska, Kosice, Komenského 71
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NEURALNI KOMPLIKACE PO PREVENTIVNIM OCKOVANI BEAGLU
PROTI VZTEKLINE

E: Rehulova, 1. Sykora

Vyzkumny ustav pro farmacii a biochemii Praha — pobocka Rosice nad Labem

REHULOVA E. SYKORA I. Neurdalni komplikace po preventivnim ockovdni
beaglit proti vztekliné. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :571-574, 1971.

Popsali jsme klinicky i histopatologicky obraz postvakcinaéni disseminované
meningoencefalomyelitidy po jednorazovém preventivnim oc¢kovani beagla
Fleury-LEP vakcinou proti vztekliné. Onemocnéni muze vést k uhynu zvirete
uz v ¢asné fazi oedemem mozku nebo muze vyustit i v tézké loziskové zmény
pri delS$im trvani choroby. Onemocnélo celkem pét psu z poétu 73 oc¢kovanych,
v zadném priipadé neonemocnéla fena, jichz bylo 36. Tri z péti postizenych pst
se spontanné uzdravili.

Fleury-LEP vakcina; disseminovana meningoencefalomyelitida; klinika; histo-
patologie; kreée; oedem mozku; myelomalacie; thyn; spontanni uzdraveni

vvvvv

vakcina vyrobend z mozkové tkané ovci, kterym byl intracerebralné aplikovan
virus fixus. V huménni mediciné se dosud uzivd vyhradné Hemptovy vakciny
tohoto typu. Imunita vznikajici po jeji aplikaci trva asi jeden rok. Ve veterinarni
praxi v8ak byly zaznamenany dosti ¢etné pfipady nervovych komplikaci v sou-
vislosti s pusobenim vakciny a ojedinélé pripady byly pozorovany i v humdanni
mediciné.

Psi se v soucasné dobé u nas i v zahrani¢i preventivné ockuji proti vztekling
tzv. Fleury-LEP vakcinou. Je vyrobend z kufecich embryi a obsahuje Zivy virus
vztekliny, mitigovany opakovanym mnohonasobnym pasaZovanim na kufecich
embryich (30—40 low egg passage). Ziskané imunita trva asi dva roky. Neu-
ralni komplikace po aplikaci této tzv. avianizované vakciny nejsou u mads v bézné
veterinarni praxi uvadény, a proto si dovolujeme pfedlozit své zkuSenosti.

MATERIAL A VYSLEDKY

V nafem chovu byli v dobé od 7. do 31. ledna 1969 o¢kovéni celkem 73
psi ve v€ku 6 mésicii Fleury-LEP vakcinou jednorazové proti vztekling. U péti
pst se objevily v druhém az tfetim tydnu po vakcinaci nepravidelné drobné
svalové zaskuby na konéetindch nebo i na oblicejové &asti hlavy, pozdéji pa-
rézy koncetin rtzného rozsahu.

U dvou psu pfiznaky po nékolika mdalo tydnech spontdnné vymizely, psi
se jevili jako zdravi, a proto byli zafazeni do pokusii. Za Sest az osm mésici
od aplikace vakciny nebyly pfi histopatologickém vySetfeni mozku a michy, které
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probéhlo soucasné s vySelfovanim tkaneé pii zdvéru chronické toxické studie
latky, v mozku ani v miSe nalezeny chorobné zmény. Jeden pes pteziva s pie-
trvavajici zcela lehkou paraparézou panevnich koncetin. Svalové zaskuby se
u ného uz neobjevuji. Dva psi uhynuli. U jednoho z nich se uz paty den po
vakcinaci objevily nepravidelné zaskuby koncetin, pes postupné ochaboval, upadl
do bezvédomi a 15. den uhynul. Makroskopicky pitevni nalez byl celkem chudy
a histopatologické vysetieni ukadzalo kromé oedemu mozku neprili§ pocetné pe-
rivaskuldarni zanétlivé infiltraty v fezech z pontu a z bederni michy. Pfi¢inou
smrti byla pravdépodobné komprese prodlouzené michy pti oedemu mozku. Druhy
pes uhynul ve étvrtém tydnu po aplikaci vakciny, kdyz se ptvodni paréza pa-
nevnich konéetin vystupriovala v tézkou paraplegii s kachexii a celkovou ochab-
losti. U tohoto psa jsme na$li uz plné rozvinuty patologicko-anatomicky obraz
onemocnéni.

Psa jsme pitvali do 12 hodin po uhynuti. Po odklopeni kalvy byla naleze-
na bled4, jemnd, leskld, snad jen lehce napjatd tvrda plena, mékké pleny byly
bez patologického nalezu. Po otevieni kanalu patefniho prosvitala modfe tvrda
plena jen v nevelkém rozsahu v krajiné kréni patefe. Mozek i micha byly fixo-
vany in toto v 10% solném roztoku formolu. Na vnitfnich orgdnech dutiny
bfisni a hrudni nebyly nalezeny pozoruhodné patologické zmény.

Pti histopatologickém vySetfeni dominuje obraz disseminované meningo-
encefalomyelitidy, kterd postihuje hlavné zadni mozek a hibetni michu. Jsou tu
rozsahlé plastovité perivaskuldrni kulatobunééné infiltraty, zvlasté v bilé hmoté,
ale pfitomné v men§im rozsahu i v Sedé hmoté, kde se nachédzeji kromé toho
i drobné haemorhagie a plazmorhagie. Mikroglie je zmnoZend, misty i uzlicko-
vité. Nékteré gangliové builky jevi mirné regresivni zmény. Nalez je vyrazny ve
viech oddilech michy, je prokazatelny i v pontu, mozecek je nejméné postizen.
V fezech z lumbdalni ¢asti michy jsme nalezli kromé toho rozsahlé lozisko mala-
tické, postihujici ponékud asymetricky pfedni provazce a piedni rohy mi$ni.
V fezu je zastizena i vyrazné zmeénénd céva. Jeji sténa je mohutné zanétlivé in-
filtrovand a endotelie jsou zdufelé. Ve zmrazeném fezu, ktery je ponékud vzda-
len centru tohoto loziska, je pfi barveni na tuk ol. ¢erveni prokazatelna tklidova
reakee.

DISKUSE A ZAVER

Srovname-li sva pozorovani a nalezy s vysledky Potelovy prace (1958),
ktery pokusné aplikoval Fleury-LEP vakcinu deseti psim, jde o obdobny obraz.
Na rozdil od tohoto autora, ktery popsal maximum zmén v pontu a v mozecku,
pozorovali jsme v na$ich pfipadech maximum zmén v pontu a ve spindlni miSe.
Regresivni zmény na gangliovych bunkach byly méné vyrazné, to lze vsak vy-
svétlit tim, ze oba nasi psi uhynuli do ¢tyf tydnt po vakcinaci, kdezto Potel
nasel tyto zmény az v patém tydnu po vakcinaci. Inkubaéni doba — konec
prvniho tydne az druhy tyden po vakcinaci — je shodna i v nasich pripadech.

Histopatologicky je obraz charakteristicky pro encefalidity postvakcinaéni,
jak jsou popisovany v humanni patologii. V popfedi u nich stoji plastovité pe-
rivaskularni infiltraty, pfevazné kulatobunécné, v bilé hmoté. Soucasné postizeni
§edé hmoty je uvadéno v obrazech tzv. parainfekénich encefalitid a skupiny vi-
rovych panencefalitid a podle Palaskeho (1955) také samotné lyssy. Vez-
meme-li v Gvahu, Ze soufasti Fleury-LEP vakciny je mitigovany Zzivy virus,
bylo by snad mozné vysvétlit zmény v centrdlnim nervovém systému jednak
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1. Xréni micha. Oedem a zmnozeni mikroglie v bilé hmoteé, kulatobunééné infiltraty
perivaskularné (a) a v meékkych plenach (b). HE. zv. 65X

2. Hrudni micha. Kulatobunécné perivaskularni infiltraty v bilé hmoté (a), drobné
haemorrhagie a plasmorrhagie v Sedé hmote (b). HE, zvéts, 65X



3. Bederni micha. Myelomalatické lozisko se zanétlivé zménénou cévou (a), zuzeny
canalis centralis michy (b). HE, zvétseno 65X



lokalni alergickou reakci, jednak i pfimym uéinkem samotného viru. Negriho
téliska se nam nepodaftilo prokazat, stejné jako jinym autorim.

Individualni dispozice ockovanych psi pro vznik onemocnéni se tu jisté
uplatiiuje. V Potelové pokusné skupiné onemocnéli étyti psi z deseti, tj. 40 %,
v nasi sérii ockovanych psit onemocnélo pét psi ze 73, tj. 6,8 %. Potelovi uhy-
nuli tf¥i psi, v na§em chovu uhynuli po vakcinaci dva psi. V nasi sérii v Zadném
ptipadé neonemocnéla fena, kterych bylo otkovano celkem 36. V Potelové praci
tdaj o pomérném postizeni pohlavi chybi.
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9. PKEI'YJIOBA, U. CUKOPA (HHH ¢apmauesrukn u 6Guoxumum, Ilpara — ¢uanan Po-
wune H/JIa6., Uexocnopaxkus.) Heipanbusle ocnokHeHHs BeaencTsHe npodHiIaKTHUECKOM IpH-
BUBKH 6Hrios mporus 6Gewencrsa. Vet. Med. (Praha) 16 (9) : 571-574.

Msr onucanu KIMHHYECKYIO M THCTONATONOTHMYECKYI0 KapTHHY IIOCJIeBAKIMHAJIBHOTO PpacCesHHOTo
MeHUHTO3HIepa JOMUININTA, IIOJNYYEHHOTO BCJIENCTBHE ONHOPA30BOH NpOPUIAKTHYECKOH NPUBUBKH
6urnos Fleury-LEP sBakuueHoii npotus G6emmeHcTsa. 3aboseBaHue MOXKET NPUBECTH K rubesnu
JKMBOTHOTO y)Ke B paHHelt (ase H3-3a OTeKa MO3ra HJIM K€ K TSDKENBIM JIOKaJNBHbIM H3MeHe-
HUAM, ecau 3aboseBanue saTshkHoe. M3 73 mpusurnix cobak 3abosieno’5, HO HU B ONHOM ciydae
He zabonena cyka, koropeix 6eio 36. Tpu m3 marm 3aGoneBmmx cob6ak BHI3NOPOBHJIM  CIIOH-
TAHHO.

sakiuHa Fleury-LEP; paccesnupiii MeHUHroaHedasoOMUsIUT; KJIMHUKA; THCTONATOJIOIMA; IL1a3-
MBI; OTeK MO3ra; pasMATyeHHe CIIMHHOrO Mo3ra; Tulesb; CIIOHTAHHOE BHI3NOPOBJEHHE

E. REHULOVA, 1. SYKORA (Research Institute for Pharmacy and Biochemistry,
Prague, Station Rosice nad Labem, Czechoslovakia). Neural Complications after
Preventive Vaccination of Beagles against Rabies. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :571-574,
1971.

There is a description of the clinical and histopathological picture of post-vaccinat-
ion disseminated meningoencephalomyelitis after a single-batch preventive vaccination
of Beagles with the Fleury-LEP anti-rabies vaccine. The disease may lead to the
death of the animal already at an early stage of cerebral oedema or may even
result in severe deposit changes in longer duration of the disease. The total number
of dogs vaccinated was 73; five of these were diseased. In none of the cases the
disease was contracted by a female (there were 36 bitches). Three of the diseased
dogs spontaneously recovered.

Fleury'—LEP antirabies vaccine; disseminated meningoencephalomyelitis; clinic; his-
topathology; spasms; cerebral oedema; myelomalacia; spontaneous recovery

VETERINARNI MEDICINA — 1971 073



E. REHULOVA, I. SYKORA (Forschungsinstitut fiir Pharmazie und Biochemie
Praha — Zweigstelle Rosice n. Lab., Tschechoslowakei). Neurale Komplikation
nach einer prdaventiven Impfung der Beagles gegen Tollwut. Vet. Med. (Praha) 16
(9) : 571-574, 1971.

Wir haben das klinische sowie histopathologische Bild der disseminierten post-
vakzinalen Meningoenzephalomyelitis nach einer einmaligen priaventiven Impfung
der Beagles mit der Fleury-LEP Vakzine gegen Tollwut beschrieben. Die Krankheit
kann zu einem Verenden des Tieres bereits in der frihen Phase durch Gehirnodem
fihren oder kann auch, falls die Krankheit eine ldngere Zeit dauert, schwere Herd-
inderungen verursachen. Von der Anzahl der 73 geimpften Hunde sind insge-
samt 5 Hunde erkrankt, in keinem einzigen Falle ist eine Hindin, von denen es
36 waren, erkrankt. Drei von den flinf befallenen Hiinden genasen spontan.

Fleury-LEP Vakzine; disseminierte Meningoenzephalomyelitis; Klinik; Histopatho-
logie; Kriampfe; Gehirnodem; Myelomalazie; Verenden: spontane Genesung

Adresa autoru:
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VLIV pH PROSTREDI A NEKTERYCH SLOUCENIN KOVU
NA ENZYMATICKOU AKTIVITU ROSTLINNE UREAZY

0. Zapletal

Vysoka Skola veterindrni, ustav chemie a toxikologie, Brno

O. ZAPLETAL Vl0iv pH prostredi a nékterych sloucenin kovi na enzymatickou
aktivitu rostlinné uredzy. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :575-582, 1971.

V pokusech in wvitro byla sledovana a ovérovana moznosf, jak ovlivnit ureo-
lytickou aktivitu rostlinné ureazy nékterymi fyzikalnimi a chemickymi fakto-
ry. PredevsSim jsme sledovali zavislost enzymatické aktivity ureazy na hodnoté
pH prostredi, potom inhibi¢ni uéinnost slouc¢enin nékterych kovti, a to dusic-
nanu stribrného, siranu meédnatého, siranu zeleznatého, chloridu Zzelezitého
a hexakyanozeleznatanu draselného, pouzity¥ch v roztocich o koncentraci 0,01 M,
0,001 M a 0,0001 M. Vysledky z téchto experimentt ukazuji, Ze rostlinna ureaza
vykazuje nejvyssi ureolytickou aktivitu v prostredi o pH 7,2—8,0. Vysoky inhi-
biéni uc¢inek byl zjistén u dusi¢nanu stribrného a siranu meédnatého; mensi
inhibi¢ni u¢inek byl zjistén pri pouziti siranu Zeleznatého a chloridu zelezitého.
Pri pouziti hexakyanozeleznatanu draselného byl zaznamenan inhibi¢ni udinek
jen velmi nizky.

uredza; enzymaticka aktivita; ovlivnéni; fyzikalni faktory; pH; chemické fak-
tory; inhibice

Pti zkrmovani mocoviny prezvykavcium dochdzi mnohdy k uvoliiovani vét-
§iho mnozstvi amoniaku v bachoru, kieré neni bachorova mikrofléra schopna
metabolicky vyuzit. Tento stav muZe vyvolat prudké toxické stavy, coz potvrzuji
prace Lewise (1960), Solnceva a kol. (1963) aj. Tito autofi shodné
udavaji, ze anorganicky dusik muZe byt pfi pfeméné v mikrobidlni aminokyse-
liny a bilkoviny nejefektivnéji vyuzit jen tehdy, je-li ekvivalent proteinu v pti-
jaté potravé niz§i neZ ekvivalent Skrobu. OvSem kromé tohoto principidlniho
predpokladu vSak nelze opomenout vlastni enzymatickou aktivitu mikroorganismit
pfitomnych v bachoru, u nichz, jak uvddi Schulken (1961) a fada jinych
autorli, dochazi k prevodu pfijaté mocoviny v amoniak. Podobny vyznam maji
i v bachorovém obsahu pritomné latky rostlinného ptivodu, jez vykazuji rovnéz
uréitou enzymatickou ureolytickou aktivitu, jako jsou napf. séja, séjové pokru-
tiny, melounova jadra apod. (Neuman a kol. 1965). Pravé ureolyticka
aktivita obou téchto slozek pfedstavuje za urcitych podminek nebezpeci, ze v ba-
choru mitize dojit v kratké dobé k hydrolytickému uvolnéni nadmérného mnoz-
stvi amoniaku. Z tohoto uvolnéného amoniaku je jen ¢ast metabolicky vyuZzita
mikroorganismy zazivadel. Druha c¢édst vyuzita neni, at uz pro nizky pocet
ptitomnych mikroorganismi, nebo pro jejich neschopnost amoniak zpracovat pfi
nedostatku energetickych zdroji v prijaté potravé. Pak je tato ¢ast amoniaku
jiz sliznici bachoru, popfipadé dalsich éasti zaZivaciho traktu, pfimo resorbova-
na (Lewis 1960, Boda a kol. 1958 aj.) a muzZe se stidt pfi¢inou vzniku
intoxikace amoniakem (Warren 1962, Bartik a kol. 1966, Rosival
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1968). Enzymem uredzou, podmifiujicim tento proces §tépeni mocoviny, a jejimi
vlastnostmi se zabyval Summner (1926), ktery prokazal, ze jedna z krysta-
lickych bilkovin pfipravenych extrakei ze séjovych bobi ma enzymatické, speci-
ficky ureolytické vlastnosti. Podobna zjisténi, spojend s urcenim zakladnich fy-
zikalnich a chemickych dat o tomto enzymu, uvadi i fada dalsich autora. P e -
terson a kol. (1948) sledoval vliv koncentrace tohoto enzymu na jeho spe-
cifickou aktivitu a stanovil jeho Michaelisovu konstantu. Howell a kol
(1934) sledoval vliv optimalniho prostfedi na aktivitu tohoto enzymu a zjistil
(podle charakteru pouZzitého tlumice) optimélni pH v rozmezi 6,4—7,6. Krish-
na Bahadur a kol. (1959) zjistil toto optimum pii pH 8,8, Straub
(1962) je udavd v rozmezi hodnot pH 6,4—6,9.

Enzymaticka uredzova aktivita byla rovnéz shleddna v bachorovém obsahu
prezvykavci, ve sténé zaludku zvirat jak polygastrickych, tak i monogastrickych,
jakoz i v nékterych télnich organech.

Davis a kol. (1956), Lewis (1960) a Solncev a kol. (1963)
udévaji, ze uredzova aktivita v pfedzaludcich pfezvykavcl je z vét§i ¢asti plivodu
mikrobidlniho, v ptipadé zkrmovani rostlin ¢i krmiv obsahujicich uredzu je i pii-
vodu rostlinného. Tito autofi zjistili rovnéz nékteré podminky pro jeji optimalni
aktivitu. Jako optimalni bylo zji§téno rozmezi hodnot pH 6,4—7,2 pfi teploté
37—39 °C, coz oboji jsou hodnoty charakteristické pro obsah bachoru za podmi-
nek fyziologickych.

Rovnéz byla sledovdna moznost inhibi¢né ovlivnit tento enzym. Vliv speci-
fickych i nespecifickych inhibitori na aktivitu uredzy a roli SH skupin enzymu
sledoval Smythe (1936), ktery zjistil, Ze je-li jodacetamidem véazdno 27 az
30 % SH skupin enzymu, dojde k jeho inhibici. Hellerman a kol. (1934)
rovnéz potvrdil, ze blokovanim SH skupiny dochazi k inhibici uredzy. Podobné
Petterson a kol. (1948) udavé, Ze pokud je uredza se substratem inkubo-
van a v prostfedi prostém H2S nebo cysteinu, sniZuje zahy svoji aktivitu. Tento
autor se rovnéz zabyval studiem vlivu nékterych nespecifickych inhibitord na
uredzu. Zjistil, Ze iont stfibrny ma vyraznou inaktivaéni acinnost viéi tomuto
enzymu. Vliv sloufenin médi na aktivitu enzymd zjistii Bernheim (1940),
na aktivitu uredzy pak Walker (1964), jenz dosahl aplného zastaveni ureo-
lyzy v bachoru ptiddnim 4 ml 2% roztoku CuSO4 do 15 ml in vitro inkubova-
ného vzorku. Podobné i Johnson a kol. (1962) dosiahl podstatné inhibice
uredzové aktivity jak u Cisté ureazy, tak také u bachorové §tavy nizkymi davka-
mi CuSOs, poddvanymi v rozmezi 0,1—1,0 % inkubovaného vzorku.

Podobné vysledky, dosazené s kyselinou acetohydroxamovou, uvadéji K o-
bashi a kol. (1962) a Baitner (1964). Tito autofi zjistili, Ze uvedena
slou¢enina vykazuje znac¢ny inhibi¢ni Gcinek viéi uredze, i kdyz podle K o-
bashi a kol. (1962) je inhibice omezena hodnotou pH prostfedi, nebot pro-
bih4 jen pfi pH 7—10.

Cilem vlastni price bylo ovéfit v pokusech in vitro s &istou rostlinnou
uredzou vliv hodnoty pH na aktivitu tohoto enzymu, spolu s moznosti vyuziti
nékterych soli kovii, jako dusi¢nanu stfibrného, siranu médnatého, siranu zelez-
natého, chloridu Zelezitého a hexakyanoZzeleznatanu draselného k jeho inhibici.

MATERIAL A METODA f

Enzymatickd aktivita uredzy byla sledovdna na ¢isté uredze rostlinného
puvodu, preparatu C. Erba-Milano. Prostfedi, v némZz aktivita tohoto enzymu
byla sledovana, bylo ustdleno fosfatovymi tlumi¢i podle S6rensena (Keil
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a kol. 1959), pii ¢tyfech rtiznych hodnotidch pH. Dva tlumiée byly zvoleny pro
hodnotu niz§i nez pH 7 a dva pro hodnotu vyssi.

Uredza byla vysuSena v exsikatoru nad pevnym hydroxidem draselnym
a silikagelem do konstantni vdhy a v tomto stavu byla stale udrZovana k jedno-
tlivym pokustim.

Jako substrat byl pfipraven standardni roztok mocoviny p. a., v koncentra-
ci moldrni. 1 ml roztoku obsahoval 60,06 mg urey, tj. 28,016 mg dusiku.
Tento roztok, pFipraveny za sterilnich podminek, byl vZdy kontrolovan podle Cs.
lékopisu na pfitomnost volného amoniaku, chloridit a siranti a byl uchovavan
v chladniéce pti teploté 3 °C.

Vzorky pro inkubaci byly pfipravovany bezprostiedné pred experimentem
a k inkubaci a pfipravé vzorki bylo pouzivdno zkumavek a pipet sterilizovanych
v horkovzdu$ném sterilizatoru. Byly pouZity zkumavky o rozmérech 175X 20 mm
se zabrouSenou zatkou. Substrat byl odméfovdan mikropipetou pro objem 0,1 ml.

Pfiprava vzorku Do sterilizované zkumavky se zabrouSenou zatkou
bylo navézeno 5 mg vysuSeného praskového enzymu, ptridano 4,4 ml prislu§ného
tlumife a 0,5 ml deionizované vody. Obsah byl promisen jemnym krouZivym
pohybem a zkumavka vloZena do vodni 1azné 37 °C teplé na pé&t minut. Potom
bylo pfiddno 0,1 ml substratu a vzorek ve zkumavce uzavien zitkou. Od okam-
mziku, kdy byl pfiddn substrdt do suspenze uredzy v tlumiéi, byl odecitdn cas
hydrolyzy. Vzorek byl inkubovdn celkem 40 minut a po tuto dobu byl obsah
zkumavky misen stalyjm mirnym kyvem zkumavek. Béhem inkubace byly v in-
tervalech 10, 20 a 40 minut odebirdny z inkubované smési mikropipetou vzorky
o objemu 0,2 ml a okamzité preneseny do mikrodifizni niddobky z parafinu, kde
Conwayovou mikrodifazni metodou (Keil a kol. 1959) bylo stanoveno mnoz-
stvi uvolnéného dusiku mocoviny.

Vzorky pfipravené uvedenym postupem byly doplnény o slepé vzorky A a B.

Slozeni slepého vzorku A:
5,0 mg enzymu,
4.4 ml tlumice,
0,6 ml deionizované vody.

SlozZeni slepého vzorku B:
4,4 m] tlumice,
0,5 ml deionizované vody,
0,1 ml 1 M roztoku substratu.

Pro jedno stanoveni enzymatické aktivity uredzy bylo vidy pfipraveno Sest
vzorkd, a to s tlumiéi pro pH 5,7, 6,3, 7,2, 8,0, slepy vzorek A a slepy vzorek B.
Kazd4 tato sestava byla pfipravena a zpracovdna ve dvaceti provedenich.

Pro studium inhibiéniho wé&inku vybranych sloudenin kovi byly pokusné
vzorky pfipraveny tak, ze misto 0,5 ml deionizované vody bylo do inkubované
smési priddno 0,5 ml roztoku ptislu§né sloueniny kovu. Tyto roztoky byly pfi-
praveny ze sloucenin:

CuSOs . 5H;0; FeCls. 6H,0; FeSO4.7H:0; AgNO3; KsFe(CN)s. 3H20,
vzdy v koncentracich 0,01 M, 0,001 M, 0,0001 M.

Pro pokusy s inhibici aktivity uredzy byly je§té pfipraveny dalsi dva slepé
vzorky C a D.

SloZeni slepého vzorku C:

5,0 mg uredzy,
4.4 ml tlumide,
0,5 ml roztoku inhibitoru,
0,1 ml deionizované vody.
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Slozeni slepého vzorku D:
44 ml tlumice,
0,5 ml roztoku inhibitoru,
0,1 ml 1T M roztoku mocoviny jako substratu.

Tyto slepé vzorky byly inkubovany a zpracovany za stejnych podminek
jako vzorky experimentalni. Vsechny byly inkuboviny opét pti teploté sl G
a v intervalu 10, 20 a 40 minut hylo odebirdano 0,2 ml inkubované smési.

Vysledky pokusit byly pak vyhodnocoviny podle nasledujici avahy. V 5 ml
inkubované smési bylo obsazeno 0,1 ml 1 M roztoku mocoviny, coz pfedstavuje
2,8016 mg N moéoviny. Toto mnozstvi mocoviny bylo enzymaticky §tépeno 5 mg
suchého enzymu. 1 mg enzymu bylo §tépeno tedy 1,201 mg urey a mohlo byt
uvolnéno 0,5603 mg N moloviny. VSechny ziskané vysledky byly pak pie-
poéitdvany na 1 mg suchého enzymu.

VYSLEDKY

Vysledky studia zéavislosti enzymatické aktivity uredzy na hodnoté pH pro-
sttedi, v némz byla inkubovéna spolu s 1 M roztokem mocoviny, pii stalych
podminkich objemovych, teplotnich a &asovych, jsou percentudlné vyjadieny
v tab. I. Absolutni hodnoty v prepo¢tu na mg N mocoviny, uvolnéné 1 mg su-
chého enzymu, jsou vyjadfeny na obr. 1.

Nejvy$si ureolytickd aktivita to-
I. Zavislost enzymatické aktivity ureazy hoto enzymu byla zji§téna pfi hodno-
na hodnoté pH prostiedi taich pH > 7.

Vysledky experimentdlniho ovhv-
néni enzymatické aktivity ureazy roz-
pH 100 | 20 | 40 toky siranu médnatého, siranu Zzelezi-
9, urey tého, chloridu Zelezitého, dusi¢nanu
sttibrného  a  hexakyanoZeleznatanu

Cas v minutach

3l 1,93 25t ‘ 412 draselného, pouzitymi v koncentracich
6,3 3,25 4,71 6,02 0,01, 0,001 a 0,0001 M, jsou uvedeny
7,2 7,83 16,16 22,03 na obr. 2 a 3.

8,0 13,14 ’ 21,82 33,08 Z charakteru hodnot ziskanych

v experimentech je patrna skuteénost,
' ze pokud jsou vzorky inkubovany
v prostiedi, jehoz pH je niz8i nez 7, je enzymaticka aktivita uredzy natolik nizka,
ze inaktivaéni efekt sledovanych sloucenin kovii se neprojevil jejim vyraznéj-
§im omezenim.

DISKUSE

Podle ziskanych adaji je moZné ¥ici, Ze aktivita uredzy je predevdim ovliv-
néna hodnotou pH inkubovaného prostfedi. V nafem experimentu jako optimal-
ni bylo zjisténo pH > 7. Srovndnim téchto tdaji s tdaji Howella a kol
(1934) a Strauba (1962), ktefi uvadéji hodnoty pH posunuté smérem ke
stéfe kyselé, tj. pH 6,4—7,6 a pH 6,4—6,9, vyplyva, Ze vysledky ziskané v na-
§ich experimentech se pohybuji ve sféfe neutrdlni az mirné alkalické. Kyselé
prostfedi se ukdzalo jako nevhodné pro ¢innost tohoto enzymu.

Studiem inhibiéniho déinku uvedenych sloucenin kovii viéi rostlinné
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uredze bylo zjidténo, Ze se nejvyraznéji projevil u roztokd dusi¢nanu stfibrného,
siranu médnatého, siranu Zeleznatého a chloridu Zelezitého, zatimco inhibi¢ni
ucinek roztoku hexakyanozeleznatanu draselného byl nevyrazny. Rozdil lze ob-
jasnit tim, Ze v prvnich étyfech pouzitych sloueninidch mdzeme uvazovat o tom,
Ze se jednd o nespecifickou inaktivaéni Géinnost primo iontt Ag*, Cu®*, Fe?*
a Fe'*. Tato inaktivaéni G¢innost ma charakter inhibice nekompetetivni, enzym
je inhibovdn vazbou téchto ionti na kteroukoliv funkéni skupinu své bilkovinné
molekuly (Petterson a kol. 1948, Bernheim 1940).

Nelze viak vylouéit ani druhou moznost, zvla§té u iontd Cu?*, které mohou
pusobit pri katalytické oxidaci i SH skupin uredzy, probihajici za pfitomnosti

1. Aktivita ureazy pii mgwn
rozdilném pH prostiedi

0,20 4
pH 8,0
0,15
pH 7.2
0,10 4
0,05 -
. // R e L pH 6,3
I et
e - ps 5 T
norm inhib. AgNOJ inhib. QISO‘.SHZO inhib. FeSO‘ R HZO
mn [ I || |
0,20
?
0,15 i
1
11
0,10 T
] 1 1 {
0,05 ———————— ] i l 11
B | i} “
11 {;l II] {11 |1 i1 Ili 11 pid II{

ebed 123 123 123 123 123 123 123 123 123 123 123 1223

[ b c o a b 3 d a b ¢ d
2. Aktivita ureazy, ovlivnéna uc¢inkem roztoktt dusi¢nanu stribrného, siranu médna-
tého a siranu Zeleznatého, pii rtizném pH prostiedi
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3. Aktivita ureazy ovliv-
ook, kb Rl WL . kb K FEION) 2050 . «wmin NéNna uéinkem roztoku
R I } ? chloridu zelezitého a
o — I - I ‘ - 20mn  hexakyanoZeleznatanu

draselného, pri rizném
pH prostredi
-1 0,01 M inhibitor
e Fea ST - 2 0,001 M inhibitor
30,0001 M inhibitor
Tt . a pH 5,7
b pH 6,3
. c pH 7,2
. 7] [ d pH 8.0

11
vcj |
0,054 —t— - - — . - = — i
- 11 I rl

1 - T AA
19 gy ::Il‘i

el —
e becd 123 1273 1.2 3 123 13F 1 23 123 12
0 b € d o b < d

—_

~ 10 nun

G =

atmosférického kysliku. Tento zptsob inhibice, jak zjistii Bernheim (1940),
je inhibici kompetetivni.

Proti tomu — v pfipadé zjisténého velmi nizkého inhibiéniho Géinku roz-
toku hexakyanozeleznatanu draselného — je mozné vidét pfi¢inu tohoto jevu
v tom, Ze dvojmocné Zelezo, které v iontové formé vykazuje dosti znaény inhi-
bi¢ni efekt vii¢i uredze, je vdzano v komplexnim aniontu hexakyanozeleznatém
(Fe/CN/s)*~. Podle Remyho (1962) a Votoc¢ka (1944) je Zelezo v tom-
to komplexnim aniontu velmi dobfe maskovano. Jak uvadi Votoéek (1944),
zelezo v této formé neni prokazatelné béznymi analytickymi postupy; i z hle-
diska biologického lze v tomto pripadé fici, ze proti Zeleznatému kationtu, jenz
je vaci uredze inhibi¢né ucinny, je forma komplexniho aniontu hexakyanozelez-
natého vi¢i uredze a jeji enzymatické aktivité G¢inna jiZ podstatné méné.

Srovnanim na$ich vysledkii inhibice uredzy siranem médnatym s vysledky,
které uvddi Johnson a kol. (1962), vyplyvéd, Ze tato sloudenina vykazuje
inhibi¢éni G¢inek v koncentracich podstatné nizsich, neZ zjistil tento autor. Zatim-
co v naSich experimentech byl zjistén acinek CuSOs.5H20 jiz v koncentracich
0,01, 0,001 a 0,0001 M, podle Johnsona a kol. (1962) je tomu v kon-
centraci 0,1—1,0%.
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Doslo dne 5. 10. 1970

3ATIJIETAJT O. (Berepunapusniit mHctutyT, BpHo, Yexociosakusn). Bamsume pH cpeast u ne-
KOTODBIX COEIHHEHHMH MeTANNOB Ha SHSHMATHYECKYH AKTHBHOCTH paCTHTeNbHOH ypeasnl. Vet.
Med. (Praha) 16 (9) : 575-582, 1971.

B xome mpo6MpOYHBIX OMBITOB M3y4ajJH H MPOBEPSAJIM BO3MOKHOCTH BO3LEICTBHA HEKOTOPbIX $H-
3HUECKHX M XHMHUYECKMX (akTOpPOB Ha YpPEOJHTHUYECKYI0 aKTHBHOCThH PACTHTENBHOI ypeassi.
B nepsyio ouepens uccnenoBai 3aBHCHMOCTh 3H3HMATHUECKOH AKTHBHOCTH ypeasbl OT Kauecrsa pl
Cpensl, a BO BTOPYI0 — HHTHOHIIMOHHOE NEHCTBHE COENMHEHHMIl HEKOTOPHIX METasJIOB, a MMEHHO
uurpara cepebpa, cysnbpara Mmenu, cynbdara rKemesa, XJOpPHIA jKejlesa W rekcalHaHodeppura
KaJus, TpPHMEHeHHbX B pactBopax B Kouuenrpauum 0,01 M, 0,001 M u 0,0001 M. Tlonyuenmsie
B 9THX ONBITAX Ppe3yJbTaThl IIOKA3BIBAIOT, YTO pAacTHTeJbHas ypeasda obnanaer Haubosbules
ypeonuTH4ecKoit axkrtuBHocteio B cpeme ¢ pH 7,2—8,0. Bricokoe uHrnbGupyioimee neficrsue ycra-
EOBJIEHO y HuTpata cepefpa u cynbdara Mmenu, a 6Gosee ciaaboe y cyabdara Kejpesa u Xxjaopuua
xesesa. OueHp csnaboe WHrubuUpyomee IeiicTBHEe OTMEYEHO NpPH NPHUMEHEHHH TeKcaluaHopep-
pPHTa Kajaus.

ypeasa; SH3MMaTH4YeCKad aKTHBHOCTb; BOaueiicTBue; $uanyeckme dakropni; pH; xumuueckue ¢ax-
TOpBI; MHTHOHIIHSA

ZAPLETAL O. (University of Veterinary Medicine, Brno, Czechoslovaki). The In-
fluence of the pH-Value of Environment and of Some Metal Compounds on the
Enzymatic Activity of Plant Urease. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :575-582, 1971.

The possibility of influencing the ureolytic activity of plant urease with some phy-
sical and chemical factors was investigated and verified in experiments carried out
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in wvitro. First the dependence of enzymatic activity of urease was investigated on
the pH- value of environment and the inhibition effect of compounds of some
metals, such as silver nitrate, cupric sulphate, ferrous sulphate, ferric chloride and
potassium hexacyanoferrate, applied in solutions with the concentration of 0.01 M,
0.001 M, and 0.0001 M. The results obtained in these experiments indicate that the
plant urease shows the highest ureolytic activity in an environment with the
pH-value of 7.2—8. The high inhibition effect was ascertained in silver nitrate and
cupric sulphate; the less inhibition effect was found with the application of ferrous
sulphate and ferric chloride. With the application of potassium hexacyanoferrate,
only a very low inhibition effect was recorded.

urease; enzymatic activity; influencing; physical factors: pH-value; chemical factors:
inhibition

ZAPLETAL O. (Veterindrhochschule, Brno, Tschechoslowakei). Einfluff des pH-Wer-
tes des Milieus und einiger Metallverbindungen auf die enzymatische Aktivitdt der
Pflanzenurease. Vet. Med. (Praha) 16 (9) :575-582, 1971.

In Versuchen in vitro wurde die Moglichkeit der Beeinflussung der ureolytischen
Aktivitdt der Pflanzenurease durch einige physikalische und chemische Faktoren
untersucht und uberprift. In erster Reihe wurde die Abhéngigkeit der enzymati-
schen Aktivitdt der Urease vom pH-Wert des Milieus festgestellt. In zweiter Reihe
wurde die Inhibitionswirkung einiger Metallverbindungn, und zwar des Silbernit-
rats, des Kupfersulfats, des Eisensulfats, des Eisenchlorids und des Kalium-Hexa-
zyanoferrats, die in Konzentrationen von 0,01 M, 0.001 M und 0,0001 M benutzt
wurden, gepriift. Die in diesen Versuchen gewonnenen Resultate weisen darauf hin,
dafl die Pflanzenurease die hochste ureolytische Aktivitdt in einem Milieu mit
7,2—8,0 pH aufweist. Eine hohe Inhibitionswirkung wurde beim Silbernitrat und
Kupfersulfat festgestellt. Geringer war die Wirkung Eisensulfats und Eisenchlorids.
Die Inhibitionswirkung des Kalium-Hexazyanoferrats war nur sehr gering.

Urease; enzymatische Aktivitdt: Beeinflussung; physikalische Faktoren; pH; chemi-
sche Faktoren:; Inhibition

Adresa autora:
MVDr. O. Zapletal, Vysoka skola veterinarni, Brno, Palackého 1—3
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OBSAH TUKU U MYSI PO APLIKACII AUROTHIOGLUKOZY

D. Simkova, K. Boda

Vysoka dkola veterindrska, katedra patologickej morfoldgie a fyziologie, KoSice

SIMKOVA D., BODA K. Obsah tuku u mysdi po aplikdcii aurothioglukézy.
Vet. Med. (Praha) 16 (9) : 583-587, 1971.

Aurothioglukéza vyvolava u istého poétu dospelych mysi obezitu, pri¢com tato
sa nemusi u vsetkych zvierat prejavif zmenami vo vahe, ale prejavi sa len
zvy$enim celkového mnoZstva tuku v priemere o 15?,, ¢&éo je v porovnani
s kontrolnymi zvieratmi Statisticky vyznamné (P < 0,001).

aurothioglukéza; tuk

V hypotalame mysi a krys, ktorym bola aplikovana aurothioglukéza, sa
vytvaraju vyrazné lézie pozostavajiice z neostroohrani¢enych bledych lozisk s re-
gresivnymi nekrobiotickymi a degenerativnymi zmenami gangliovych buniek
(Simkova a kol. 1967a, b). Tieto lézie maji potom u niektorych zvierat
za nasledok obezitu (Mayer, Marshall 1965) a priemerna vaha po-
kusnych zvierat je v porovnani so zvieratmi kontrolnymi signifikantne vy$sia
(Simkovd, Bod a — v tlati). Han a kol. (1965) udava v8ak podstatne
vyssie percento tuku u krys s hypotalamickymi léziami, hoci priemerna viha
tela obéznych zvierat nebola vys$§ia v porovnani s kontrolami.

V nasich pokusoch sme stanovili celkové mnozstvo tuku u dospelych mysi
po aplikdcii aurothioglukézy a porovnali ho s celkovym mnozstvom tuku u kon-
trolnych zvierat.

MATERIAL A METODY

Aurothioglukézu sme aplikovali dospelym albinotickym mysSiam o vahe asi
20 g v davke 1 mg/g 7. v. Zvierata boli drzané v miestnosti so stilou teplotou
(asi 19°C), boli kimené ad libitum Larsenovou diétou a mali stily pristup
k vode. Stanovenie celkového tuku sme previedli u 51 pokusnych myS$i tri az
§tyri mesiace po podani aurothioglukézy a u 21 kontrolnych zvierat toho istého
veku. Tuk zo su§iny rozomletych mys$i sme stanovovali podla Soxhleta. Vysledky
sme S§tatisticky vyhodnotili.

VYSLEDKY A DISKUSIA
Cast mys$i, ktorym bola aplikovana aurothioglukéza, sa uz prvy mesiac po

injekcii preparatu vyrazne odliSuje svojou vahou od mys$i kontrolnych. Tento
rozdiel sa v druhom a trefom mesiaci po podani preparatu eSte zvysi. V tomto
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obdobi rozdiel priemeru vah pokusnych zvierat v porovnani s kontrolami je
vysoko §tatisticky vyznamny (Simkova, Boda — v tladi). Skupina po-
kusnych zvierat, ktora sa svojou vdhou podoba zvieratdim kontrolnym, javi —
pokial ide o obsah tuku — znaény rozptyl, priblizujac sa na jednej strane
zvieratdm obéznym uz na zdklade vdhy a na strane druhej zvieratam kontrol-
nym — 2z toho dovodu sme pri grafickom znizorneni vysledkov naSich experi-
mentov rozdelili pokusné zvieratd na ,obézne“ a ,neobézne“. Hranicou pre toto
rozdelenie bola vaha 50 g, ktora kontrolné zvierata — okrem jedného pripadu —
nedosahovali. Za ,neobézne” pokusné mysi sme oznadili tie, ktorych vaha nedo-
sahovala 50 g a skupinu ,obéznych” mysi tvorili tie, ktoré vazili 50 a viac
gramov. Pri §tatistickom hodnoteni sme vsak porovnali s kontroluymi zvieratmi
cbe skupiny pokusnych zvierat spolu, tj. obézne i neobézne.
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1. Vaha mysi po vykrveni 2. Percento tuku v suSine mysi
1 — neobézne po aplikacii ATG 1 — neobézne po aplikacii ATG
2 — obézne po aplikécii ATG 2 — obézne po aplikacii ATG
3 — kontroly 3 — kontroly

Na obr. 1 je znazornena vaha mysi v g po vykrveni a odstrdneni mozgu —
tri mesiace po podani aurothioglukézy (stipec 1 a 2) a u zvierat kontrolnych
(stlpec 3). Z obrazku je vidief, ze vaha kontrolnjch zvierat (stlpec 3) kolise
v rozmedzi od 29—50 g. Neobézne pokusné zvierata (stlpec 1) sa svojou vdhou
velmi podobaja skupine zvierat kontrolnych a ich vaha kolise od 29—49 g.
Vaha skupiny zvierat ,obéznych“ (stipec 2) koliSe v rozmedzi od 54—69 g.
Pri §tatistickom hodnoteni sme porovnali obidve skupiny pokusnych mysi (stipec
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1 a 2) so skupinou kontrolnych zvierat (stipec 3). Priemerna vdha pokusnych
predstavovala 48 g, u kontrolnych 35 g. Rozdiely priemeru vah boli §tatisticky
vyznamné (P < 0,001).

Na obr. 2 sme znazornili celkové mnozstvo tuku v percentach zo suSiny
my$i — tri mesiace po aplikécii aurothioglukézy. Ponechali sme ako na prvom
obrazku rozdelenie na tri skupiny, tj. podla vahy ,neobézne“, ,obézne“ a kon-
trolné zvieratd. Z obrazku je jasne vidiet, ze skupina pokusnych zvierat ,neobéz-
nych® v stlpei 1., ktord sa svojou vahou podobala skupine kontrolnych zvierat
(obr. 1), pri stanoveni celkového tuku prejavuje znacny rozptyl. Celkové mnoz-
stvo tuku u nich kolife od 22—78 %. Vidsia ¢ast zvierat sa svojim celkovym
mnozstvom tuku podobéa skupine ,obéznych“ mysi (stlpec 2) u ktorych percento
celkového tuku kolie od 71—83 %. Tato skupina zvierat, ktord uz svojou
vahou sa vyrazne odliSuje od ostatnych pokusnych i od kontrolnych zvierat,
tvori — pokial ide o percento tuku — velmi homogennd skupinu. U kontrol-
nych zvierat kolife mnozstvo celkového tuku v rozmedzi od 45—65 %, v jednom
pripade 72 %. Priemerne predstavuje mnozstvo tuku u kontrol 54 %, u pokus-
nych (stlpec 1 a 2) 69 %. Pri §tatistickom hodnoteni celkového mnozstva tuku
sme porovnali percento tuku oboch skupin pokusnych zvierat (stipec 1 a 2)
s percentom tuku u kontrolnych zvierat. Rozdiel bol u oboch skupin vysoko
$tatisticky vyznamny (P < 0,001). Pomerne vysokd smerodatna cdchylka u po-
kusnych zvierat (== 14,165) je vyjadrenim zna¢ného rozptylu v percente tuku
u zvierat ,neobéznych®. Percento tuku u kontrglnych zvierat kolife tiez v dost
velkom rozmedzi (smerodatna odchylka == 9,1488).

Han a kol. (1965) u svojich krys, u ktorych boli prevedené hypotala-
mické lézie, zistil viac celkového tuku ako u kontrolnych krys, hoci priemerna
vdha tela obéznych zvierat nebola vy$sia v porovnani s kontrolnymi zvieratmi.
Podobne zistil vacsie mnozstvo telového tuku u krys s hypotalamickymi léziami
i Van Putten a kol. (1955).

Nage vysledky st v sahlase s tymito zdvermi v tom, Ze sme zistili vysoké
percento tuku i u zvierat, ktoré na zaklade vdhy obézne neboli. Na rozdiel od
Hana a kol. (1965) sme vsak zistili Statisticky vyznamny rozdiel vo véahe
pokusnych a kontrolnych zvierat. Statisticky vyznamny rozdiel priemeru vah sme
zistili (Simkova, Boda — v tladi) i u mladych zvierat po aplikicii auro-
thioglukézy. Han a kol. (1965) pracoval s mladymi zvieratmi po odstave
a hypotalamické lézie vyvolali u jeho pokusnych zvierat okrem uvadzanych
zmien i $tatisticky vyznamné zniZenie rastu.

Rozdielnosti vo vysledkoch by azda bolo mozné vysvetlit réznym pokus-
nym materidlom. V oboch pripadoch i§lo sice o hypotalamické lézie, Han
a kol. (1965) ich v8ak vyvolal u krys stereotaxickou metédou, v nasich pokusoch
boli lézie vyvolané aplikdciou aurothioglukézy mySiam.

Zda sa, ze hypotalamické lézie ¢ uZ prevedené stereotaxickou metédou
alebo aplikdciou aurothioglukdézy maja — pokial ide o ukladanie tuku — po-
dobny Gé&inok. Je mozné, ze rozdiely vo vysledkoch st spésobené rozliénym roz-
sahom lézie. Bernardis a kol. (1963) nezistil napriklad signifikantné zni-
Zenie rastu u svojich krys prevedenim mensich lézii.

Z nasich pokusov zostdva nezodpovedané, na ukor ¢oho sa zvysilo celkové
mnozstvo tuku u zvierat, ktoré sa svojou vdhou podobali kontroldm, ale mali
vys§ie percento celkového tuku. MoZno predpokladat, Ze by to mohlo ist na ikor
bielkovinového tkaniva. Pre zodpovedanie tejto otdazky bude v8ak treba urobit
dalsie pokusy. '

Na zdklade na$ich vysledkov mozno povedaf, ze aurothioglukéza ma za
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nasledok S$tatisticky vyznamné zmeny vahovych prirastkov u pokusnych mysi
a vyvolava u nich zmeny v tvorbe a v ukladani tuku. Vihové zmeny sa zre-
telné uz volnym okom asi u 45 % zvierat. Pri hodnoteni celkového mnozstva
tuku tento je v porovnani s kontrolnymi zvieratmi vy$§i u vidésieho mnozstva
zvieratl, ako pri posudzovani len na zdklade vdhy, ¢ize urcité percento zvieral
mozno pokladat za obézne bez zmien vahy tela. :
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1971.
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kia). Fat Contents in Mice after Aurothioglucose Application. Vet. Med. (Praha)
16 (9) :583-587, 1971.

Aurothioglucose causes obesity in a certain number of adult mice; this need not
show in changes of weight in all animals, but shows only in the total amount of
fat increasing by 159, on the average, which, compared to control animals, is
statistically significant (P < 0,001).
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Aurothioglukose ruft Obesitat bei einer gewissen Anzahl erwachsener Miuse her-
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jedoch tritt nur in einer Erhéhung der gesamten Fettmenge durchschnittlich um
15 9%, in Erscheinung, was im Vergleich mit den Kontrolltieren statistisch signifikant
ist (P < 0,001).
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