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TERAPEUTICKE POUZITI SYNTETICKEHO Gn-RH-DIRIGESTRANU
PRI PORUCHACH REPRODUKCNIHO CYKLU KRAV V CHOVECH
S NIZKOU PLODNOSTI

0. Rob, V. Klimes, F. Reichel, L. Kohout, K. Cep

ROB, O. — KLIMES, V. — REICHEL, F. — KOHOUT, L. — CEP, K. (Vysoka
Skola zemédélskd, Praha; Vyzkumny ustav pro biofaktory a veterindrni 1ééiva,
Pohoti-Chotouri; Okresni veterinarni zafizeni, Praha-vychod): Terapeutické
pouziti syntetického Gn-RH-Dirigestranu p#i poruchdch reprodukéniho cyklu
krav v chovech s mizkou plodnosti. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 65-72.

Syntetického Gn-RH-Dirigestranu Spofa bylo pouzito k oSetfeni 121 krav
s funkénimi poruchami ovarii. Z tohoto poétu se u 41 kravy ani postpartalné
ani postservisné neprojevovaly priznaky Fije, 59 krav bylo tzv. pfebihalek s ne-
pravidelnymi cykly a u 21 kravy byl zjisfovan nepravidelny pribéh rFije. Ose-
treni bylo uskuteénéno v chovech s nizkou turovni zabrezavani (32—37 9, za-
breznuti po prvni inseminaci, service perioda 108—142 dny). Celkové zabrezlo
80,19, z oSetfenych plemenic, 53,79, jich zabrezlo po prvni inseminaci. Pri-
mérna doba od aplikace po inseminaci, po které plemenice zabiezly, byla
39 dnu. Lécba byla zahajena v prumeéru za 148 dnt po porodu. Prumérny in-
seminaé¢ni index lé¢enych a oSetfenych krav byl 1,44. Z nefijicich se krav
zabtezlo 70,79, celkem — 51,29, po prvni inseminaci pfi terapeutické service
periodé (TSP) 44 dny. Z krav prebihalek s nepravidelnym cyklem zabrezlo
celkem 84,79, po prvni inseminaci 52,59, pfi TSP 37 dnu a z krav s nepra-
videlnym prub&hem fije zabfezlo celkem 85,79, po prvni inseminaci 61,9 %,
pri prumérné TSP 35 dni. Dobfe rozeznatelné symptomy rije po aplikaci Di-
rigestranu se projevily celkem u 829, oSetfenych plemenic. Bfezost celého
souboru (121 oSetfenych krav) byla po prvni inseminaci o 15 az 219, po
vSech inseminacich o 41 az 499, vy$si nez brezost normdlné inseminovanych
krav v téchto chovech. Dosazené vysledky potvrzuji, ze lé¢ba funkénich po-
ruch ovarii je vhodnd i u plemenic skotu v chovech se sniZenou plodnosti,
pokud v nich nedochazi k spermiotoxicité nebo embryotoxicité v dusledku
neadekvatnosti sekretu pohlavniho ustroji, zpusobené nespravnou vyzivou nebo
infekcemi pohlavniho ustroji.

funkéni poruchy; terapie; skot

Jednim ze z&vaZnych problémia v chovu skotu jsou poruchy ovulace
krav, subestrické stavy a anestrus u dojnic, zejména v poporodnim
idobi. Brewster a Cole (1941), Hansel (1959) a Zerobin
(1969) prokéazali, Ze za normadlnich okolnosti dochéazi k ovulaci za 10
az 14 hodin po odeznéni zevnich priznaki Fije a Madan a Razdan
(1967) stanovili, Ze primérnd doba od zacatku Fije do ovulace ¢&inf
u zdravych dojnic 24 aZ 30 hodin. Karg (1970) prokéazal, Ze 15 aZ
20 hodin pfed tim, neZ praskne folikul, dochazi k vyraznému vzestupu
FSH a LH v krevnim séru a Ze tento vzestup probihd synchronné& s ma-
Ximdalni hladinou estrogenti. Tillmann (1969) uvadi, Ze poruchy ovu-
lace a anafrodizie souvisi s poruchami endokrinnich funkci ovaria nebo
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s malou aktivizaci ovaria nedostatetnym plsobenim gonadotropind,
zejména FSH a LH. Tyto stavy se objevuji nejcastéji v prvnich 60 dnech
po porodu a souvisi s neadekvatni vyZivou, trvalym ustdjenim, vysokou
mléénou uZitkovosti a jinymi zevnimi vlivy. Arbeiter (1975) pro-
kazal, Ze p¥i neporuSeném puerperiu by se méla uskutecnit prvni insemi-
nace kolem 50. dne po porodu. Pozoroval, Ze jiZ kolem 15. dne po porodu
se na ovariu vytvari folikul, ktery dale roste kolem 17. dne po prvni ak-
tivaci. Tato folikularni faze vSak probiha vétSinou bez ovulace, ke které
dojde aZ pf¥i tfetim ristu folikulu.

P¥i téchto stavech lze fiji indukovat bud biologicky, denni aktivaci
plemenic bykem prubifem jiZ od 12. dne po porodu (Sipilov, 1981),
nebo hormonédlné (Schaetz 1977). JestliZe se ovulace opozdi o vice
neZz 24 hodiny, je reinseminace jiZ zbytecnd, protoZe po této dob& se uZ
zygota nevyviji normédlné (Schaetz 1977). Podle Lotthammera
a Aehnelta (1977) je pfi prebihani plemenic bez pfiznaki nutné
brat do tvahy i moZnost, Ze byla prehlédnuta Fije, nebo Ze jde o nepo-
znanou poruchu ovulace, embryondlni mortalitu, nerozeznany zanét po-
hlavniho ftstroji ¢i nesprdvnou inseminaci. Holtemoller (1978)
pouZil syntetického analogu Gn-RH Hoe 766 u 36 krav, u nichZ se do
Sesti tydnll po porodu neprojevila Fije a u nichZ na vajecCnicich nebylo
palpovatelné Zluté t&lisko. Po aplikaci tohoto pFipravku bylo 20 % krav
inseminovano jiZ mezi patym aZ devatym dnem, 71,4 % mezi 10. aZ 36.
dnem a 8,6 % krav aZ po této dob&. Po prvni inseminaci zabfezlo 53,1 %
oSetfenych kusti pii primérné terapeutické service periodé (TSP) 22
dny. U nezabrezlych krav doSlo po prvni inseminaci k normalizaci cyklu.

Hoechst (1979) uvadi v informacich o preparatu Receptal, ktery
je analogem Gn-RH, Ze z 373 krav a jalovic s acykliil a anestrem zabfezlo
84,7 % oSetfenych, z toho 45,3 % po prvni inseminaci, 29 % po druhé
inseminaci a 10 % po tPeti inseminaci. U krav s poruchami ovulace za-
biezlo po prvni inseminaci 63,9 % kusil.

METODIKA

Dirigestranu Spofa — syntetického Gn-RH c¢eskoslovenské vyroby s obsahem
50 ug gonadorelinu v 1 ml preparatu — bylo pouzito k ovlivnéni ovarialnich funkeci
u 121 kravy s déletrvajicimi poruchami zabfezavani ve trech chovech s nizkou
plodnosti. V dobhé aplikace preparatu byla bfezost po prvni inseminaci v téchto
chovech 37,1%, 32,09, a 32,3%, po vsech inseminacich 31,0%, 30,2% a 39,2%, SP byla
108, 142 a 118 dnu a index zabrezavani 1,7, 2,6 a 2,3.

Po klinickém vySetreni bylo pro terapeutické ovéreni Dirigestranu vybrano
41 krav s diagnozou anestrus, u nichz nebyly zjistény zevni priznaky rije a na va-
jeénicich nebylo mozné palpovat ani zluté télisko, ani prominujici folikul. U vsech
se po oSetfeni projevila rije a vSechny byly inseminovany. Déale bylo oSetfeno 59 krav
— prebihalek s nepravidelnymi cykly a 21 krav s nepravidelnym prubéhem ftije,
jejichz ¥ije byly prodlouzené a pretrvavaly déle nez 24 hodiny se suspektni diagnoé-
zou perzistujiciho folikulu, nebo u nichZ se v predchazejicim cyklu projevily kratké
rije se suspektni diagnézou atrezie folikulu.

Podle télesné hmotnosti bylo kravam aplikovano v 61 pripadech 5 ml Diri-
gestranu i. m., v 62 pripadech 4 ml. Kravy prebihalky s nepravidelnymi cykly a kra-
vy s nepravidelnymi fijemi byly oSetfeny Dirigestranem hodinu aZ Sest hodin pred
inseminaci. VSechny aplikace byly jednorazové.

Po aplikaci pripravku byl sledovan ndastup rije, jeji priibéh, intenzita zevnich
priznakti, datum prvni, druhé, resp. tfeti inseminace, vysledek zabreznuti na pod-
kladé rektalniho vySetfeni. Z dosaZenych vysledki byla stanovena terapeuticka
service perioda (TSP), coz je pocet dnii mezi aplikaci Dirigestranu a inseminaci,
po které kravy zabrezly. U oSetfenych a inseminovanych krav byl stanoven inse-
minac¢ni index.
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1. Vysledky terapeutického pouziti Dirigestranu (Gn-RH) pfi funkénich poruchach
ovarii — The results of the therapeutic use of Dirigestran (Gn-RH) in cases of the
functional disorders of ovaries

Brezich po inseminaci P— Tetriigzu_ Od st
Diagnéza n prvai druhé tieti celkem service a(;lllﬂfaoci
perioda (dnti)
n | % | m % | » | % | » | % | @B

Anestrus a1 | 21 |s12] 3| 73] 5 | 121] 20 | 07| a4 168
Nepravidelny |
cyklus, |
piebihalky 59 31 52,5 15 25,4 4 6,7 50 84,7 37 149
Nepravidelné .
fije 21 13 61,9 3 14,2 2 9,5 18 85,7 35 157
Celkem 121 65 53,7 21 17,3 11 9,1 97 l 80,1 | @ 39 © 149

VYSLEDKY A DISKUSE

Dirigestranu bylo pouZito k terapii 41 krav s diagnoézou anestrus
(resp. subestrus), z nichZ 37 nevykédzalo po porodu a Ctyfi po pfedcho-
zich inseminacich rozeznatelnou Fiji a u nichZ pri klinickém vySetfeni
nebylo na vajecnicich zji§t€no ani prominujici Zluté t€lisko ani hmatny
folikul jako pf¥iznak probihajiciho cyklu (tab. I).

Po jednorazové aplikaci 4 ml nebo 5 ml Dirigestranu se dostavila
Fije u 33 krav, tj. u 80,4 %, ze Ctyf krav s anestrii po pfedchozich opa-
kovanych inseminacich nedo$lo k néstupu fije ani u jedné. Ze 37 krav
s poporodnim anestrem do3lo tedy k nastupu fFije u 33 kust, tj. 89,1 Y,
a v8echny byly v primeéru za 32 dny po aplikaci Dirigestranu insemi-
novany; pouze u ¢tyF krav, tj. 10,8 %, k nastupu fije do 60 dnfi po o3etie-
ni nedoSlo a kravy byly vyfazeny z chovu.

Z celkového poctu 41 oSetifenych krav v této skupind zabfezlo 21
kusi (tj. 51,2 %) po prvni inseminaci, tFi kusy (tj. 8 %) po druhé inse-
minaci a pét kust (tj. 12,1 %) po tFeti inseminaci. Celkem tedy zabfezlo
29 krav, tj. 70,7 %.

Ze skupiny 37 plemenic s poporodnim anestrem zabfezlo po oSetFeni
celkem 78,3 % krav, z toho 56,7 % po prvni, 8,1 % po druhé a 13,7 %
po tfeti inseminaci. V této skupiné byly inseminovadny 33 Kkrdavy, tj.
89,1 %, u ¢tyF krav nedoSlo k néastupu Fije a &tyfi kravy ani po tFech
opakovanych inseminacich nezabtezly a byly. vyfazeny z chovu. Z 29 za-
bfezlych koncipovalo 21 plemenic po prvni inseminaci (tj. 72,4 %), t¥i
po druhé inseminaci (tj. 10,3 %) a pét po tfeti inseminaci (tj. 17,2 %].
Index zabfeznuti byl 1,44, pramé&rna TSP 44 dny, coZ je velmi uspoko-
jujici vysledek, uvaZime-li, Ze v celém souboru oSetfenych krav v této
skupiné uplynulo od porodu do o$etfeni Dirigestranem v priméru 168
dnti (tab. IT).

Celkové je nutné hodnotit terapeuticky efekt Dirigestranu u skupiny
krav s poporodnim anestrem jako vyborny, at se jiZ uplatnil Gn-RH jako
startér sistované ovaridlni c¢innosti, nebo jako stimuldtor ovaridlnich
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II. Vysledky pouziti Dirigestranu (Gn-RH) pii oSetifeni krav — The results of the
use of Dirigestran (Gn-RH) in the treatment of cows

Kravy
o s nepravidelnymi s nepravidelnymi
nefijici se cykly fHijemi
n % n % n %

Ogetieno krav 41 59 21
Zabrezlo celkem 29 71,0 50 85 18 86,0
z nich zabiezlo po:

1. inseminaci 21 72,4 31 62 13 72,2

2. inseminaci 3 10,3 15 30 3 16,6

3. inseminaci 5 17,2 4 8 2 11,1
Terapeutické service
perioda (dnu) 44 - 37 35
Od porodu po aplikaci
GnRH (dnu @) 168 — 149 157

funkci. Zabfeznutf po prvni inseminaci bylo totiZ o 19 aZ 24 % vy3Si neZ
bfezost po téZe inseminaci normédlng inseminovanych zdravych Kkrav
v téchto chovech a celkové procento zabfezlych krav s poporodnim
anestrem po aplikaci Dirigestranu — 78,3 % — je o 39 aZ 48 0 vy33i neZ
procento brezosti po v3ech inseminacich v téchto chovech, jestliZe v nich
léCba nebyla provedena. V koncepci plemenic, které dostaly davku 4
nebo 5 ml Dirigestranu, nebyly statisticky signifikantni rozdily.

Ani u jedné z krav, u nichZ se anestrus projevil aZ po opakovanych
inseminacich pfi nepravidelnych interinseminacnich intervalech
a u nichZ byly zjistény hladké a funk¢ni vajeCniky, se nepodafilo obno-
vit ovaridlni funkce, Slo vSak vesmés o kravy, které byly vice neZ 200
dnli po porodu. Tato skupina oSetfenych zvifat byla vSak mélo pocetnd
a ze Ctyf oSetfeni nelze vyvozovat zavéry.

Synteticky Gn-RH (Dirigestran) byl experimentdln& pouZit u 59
krav, které jiZ byly nelspéSné inseminovéany, jejich pohlavni cykly byly
nepravidelné a meély negativni klinicky nédlez na pohlavnim ustroji.
Dirigestran v ddavce 4 nebo 5 ml byl aplikovdn v den inseminace v roz-
mezi jedné aZ Sesti hodin pfed inseminaci. U krav, u nichZ k aplikaci
doSlo tésné pfed inseminaci a které se druhy den jesté fijely, byla pro-
vedena reinseminace. Krdvy byly vzaty do 1écby v priméru za 149 dni
po porodu. Po prvni inseminaci zabfezlo 31 krav, tj. 53 %, po.druhé in-
seminaci 15 krav, tj. 25 %, a po tFeti inseminaci ¢ty¥i kravy, tj. 7 %.
Celkové zabfezlo 50 krav, tj. 85 %, a pramérnd SP byla 37 dnl. Do 30
dntt po prvnim oSetfeni Dirigestranem zabfezlo 46 krav, tj. 77,6 %.

Celkové je nutné hodnotit terapeuticky efekt pfi této indikaci jako
vynikajici, protoZe zabFeznuti po prvni inseminaci bylo o 16 aZ 21 %
vySSi neZ zabfezdvani po téZe inseminaci v téchto chovech bez oSetfeni
a o 46 az 55 % vy38i neZ procento bfezosti po vSech inseminacich na da-
nych zavodech.
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V tomto souboru zabfezlo tedy 50 krav z 59 oS3etfenych, tj. 84,7 Yo,
ze zabtezlych koncipovalo 62 % plemenic po prvni, 30 % po druhé a 8 Y%
po tfeti inseminaci. Nezabfezlo devé&t krav, tj. 15,2 %, z nich sedm bylo
pfi aplikaci Dirigestranu déle neZ 180 dnG po porodu a v3echny byly
predtim vice neZ pétkrat inseminovédny, pficemZ vSechny interinsemi-
nacni intervaly byly nepravidelné a byly del$i neZ 25 dnl. Péti pleme-
nicim z téchto deviti nezabfezlych byla mezi porodem a aplikaci Gn-RH
oSetfovdna déloha pro nélez chronické endometritidy, ale v dobé osetfe-
ni Dirigestranem nebyly prokazany klinicky zjistitelné zmé&ny na pohlav-
nim ustroji.

Tak vysokd koncepce i pfi oSetfeni po péti mé&sicich po porodu je
dikazem pouZitelnosti Gn-RH v chovech s nizkou turovni zabfezavani.

Pri experimentech nebyly zjiStény signifikantni rozdily v zabfeza-
vani v zavislosti na dobé aplikace Dirigestranu, tj. ¢tyFi aZ Sest hodin,
dvé aZ Ctyfi hodiny nebo jednu aZz dvé hodiny pfed inseminaci. Z 21
krav, které nezabfezly po prvni inseminaci, byl ndstup dal$i Fije nor-
malizovdn u 12 Kkusi, tj. u 57,1 %, a probéhl ve fyziologickém intervaiu
mezi 18 aZ 23 dny, u zbyvajicich plemenic byl néstup Fiji opét nepra-
videlny.

Dirigestran byl déale pouZit u 21 krav s dlouhotrvajici Fiji, u nichZ byl
zjistén jeSté v néasledujicim dnu pretrvavajici folikul, nebo u nichZ pfed-
chozi Fije byla velmi kratkd, kravy pfi ni nekoncipovaly a byla u nich
stanovena suspektni diagnéza — atrezie folikulu. U krav s pfetrvavajici
Fiji byl Dirigestran aplikovan druhy den Fije, tj. jednu aZ Sest hodin pfed
inseminaci, resp. reinseminaci, u krav s pfedchozi kratkou Fiji byl apli-
kovan pfi nésledujici Fiji jednu aZ Sest hodin pfed inseminaci. Z tohoto
souboru 21 krav s poruchami ovulace zabfezlo celkem 18, tj. 85,7 %, a to
13 krav (61,9 %) po prvni inseminaci, t¥i kravy (14,2 %) po druhé inse-
minaci a dvé kravy (9,1 %) po tfeti inseminaci. Mezi oSetfenymi kréa-
vami byly i prebihalky, coZ dokumentuje skute¢nost, Ze primérna doba
od porodu do oSetfeni Dirigestranem ¢inila 157 dnf. Primérnd doba
od aplikace do inseminace, po které plemenice v této skupiné zabfezly,
byla 35 dnii. Ze zabfezlych plemenic koncipovalo 72,2 % po prvni,
16,6 % po druhé a 11,1 % po tieti inseminaci.

Primérné bfezost oSetfenych krav po prvni inseminaci byla o 25 aZ
27 % vy$si neZ bfezost normélnd inseminovanych zdravych krav v téchto
chovech ve stejném casovém tdobi, bfezost po vSech inseminacich byla
dokonce o 47 aZ 56 % vy$3i u krav oSetfenych Dirigestranem.

Ekonomika chovu skotu a vyroby mléka nds v soucasné dobé& nuil
zabyvat se vaZnymi problémy nizké trovné reprodukéniho procesu jak
ve velkokapacitnich chovech, tak i v chovech tradi¢nich, a to hlavné
v téch, ve kterych se zvySila mléc¢nd produkce. Je nutné hledat vSechny
cesty v oblasti vyZivy a organizace reprodukéniho procesu, které by
mohly ovlivnit uroveii reprodukce. Gamc¢ik aj. (1980) definuji
anestrus jako stav, pfi némZ se u plemenic neobjevi plnohodnotnéa Fije.
Patologicky anestrus se podle téchto autorti vyskytuje hlavné postpar-
tdlné a postservisné. Tyto stavy negativné ovliviiuji zejména délku ser-
vice periody.

V feparskych oblastech pozorujeme stale Castéj§i prebihani pleme-
nic — nepravidelné reprodukéni cykly se vyskytuji az u 77 % Kkrav
(Rob a Klimes§, 1980), zvySuje se frekvence Kkratkych a dlouhych
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Fiji. P¥i téchto stavech lze reprodukci v mnoha chovech asp&sSné ovlivnit
syntetickym Gn-RH, dobrych vysledkii vSak nelze dosdahnout v chovech,
ve kterych genitalni sekrety vyvoldvaji spermiotoxicitu a emryotoxicitu
(Rob aj., 1982).
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Poznamka

Vyzkum &s. pripravku Dirigestran inj. Spofa probihal ve dvou etapach. V prvni
etapé byla ovéfovana jeho U¢innost pri terapii ovaridlnich cyst; ve druhé etapé,
ktera pravé probihda, je sledovano jeho vyuziti pri ruznych 1lééebnych indikacich
i v biotechnologii. Vysledky komplexniho vyzkumu budou postupné publikovany.
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POB, O. — KJIIUMEII, B. — PEUXEJ, ®. — KOI'OYT, JI. — YEI, K. (CensckoxoasiicTBeH-
Hulif  mHCTHTYT, Ilpara; Hayuso-uccienoBaTenbCKHME HMHCTHTYT GHOPAaKTOPOB M BeTepUHAPHBIX
nexapcers, [loropsxu - Xotoysp; Paitouran serepusaphas seueSuuna, Ilpara - Bocrox): Tepanesrn-
yecKoe npuMeHeHHe cHHTeTHueckoro Gn-RH-Jupurectpasa mpH paccTpOMCTBAX IOJOBOrO LHKIA
y KOpOB B crajzax ¢ HH3Ko#i nuomosurocTeo. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 65-72.

Cunrernvecknit Gn-RH-/lupurectpar Cnoda npumenman ans obpaborku 121 xoposer ¢ ¢yHK-
ITHOHAJBHEIMM PacCTpPOMCTBAMH sMYHUKOB. VI3 aroro umcsa y 41 KopoBsI HH Ilocie oOTena, HH
rocje CepByca He NOABHJIMCH IPU3HAKM Teuykd, 59 KOPOB C HEpPEryNADHEIMH ILHKIAMHM Mepery-
auBaso My 21 KOpOBbl yCTAHOBMJIM HeperyJsApHbIi xom Tedku. OB6pabGoTKy NpoH3BeaM B CTamax
¢ HM3KUM yposHeM omnonorsopaeMoct (32—37 9/, omuonoTBopeHus Iocie IEPBOrO OCEMEHEHHS,
cepsuc-niepiton. cocrasaan 108—142 nHa). B obwem wurore Gpuio omuonorsopeso 80,19/ or
Beex ofpaboraHHbix npousponuTensHuu, 53,7 Uy 6b110 ONIONOTBOPEHO mOC/TE NEPBOTO OCEMEHEHHS.
Cpennnit cpox or 06paboTKM 10 OCeMeHEeHHA, IOCJe KOTOPOr0 KOPOBHI ObiJIM OIJIONOTBOPEHEI,
cocrapnan 39 aueit. Jleuenue 6numo Hauato B cpeadem uepes 148 nueit mocse orena. Cpennumit
MHIEKC OCeMEeHEeHHs JledeHHbIX M oOpaforaHHbix Xopos 6ein 1,44, M3 HeuMmeBmux TeuKy KOpDOB
6nto onnonorsopero 70,7 9y, B Tom umcne 51,2 0/; mocne mepmoro oceMeHeHHs TPH TepameBTH-
yeckom cepsuc-nepuone (TIIC) 44 nua. Vs meperysuBaomux KOPOB C HEPEryJApHLIM IIOJOBLIM
uukiaoM Bcero 6mno omnonoreopeso 84,7 9/, mnocne mepmoro ocememenus 52,59 mpu TCII
37 nmeit, a M3 KOPOB C HEPETyJAPHBLIM XONOM Teuku Gwuio omnonorsopeso secero 85,7 9/, mocne
neproro ocemerierns 61,99, mpu cpexsem TCII 35 nmeit. Beero y 829/, ofpaforamumix mponaso-
NMTEeNBHHI] TPOABMJMCH XOPOUIO 3aMeTHBIE CHMIITOMEl TEUKH Tmocsie arnmuiukanuu JupurecrpaHa.
CrenvHocTs Beceit coBokymHoct# (121 o6paGoTaHHOM KOpOBBI) TOCJiEe TIEPBOTO OCEMEHEHHs Oblaa
Ha 15—219%,, a nocre ncex ocemenenmit Ha 41--499/) prime, ueM CTeNBHOCTH HOPMAJBHO OCe-
MeHEeHHLIX KOpPOB B 9THX crajax. IlosiyyeHHBle pe3ysibTaThl MONTBEPKIAAIOT, YTO JiedeHHe
QyHIIMOHANBHEIX PACCTPOHCTE HAMYHMKOB TONHO My KOPOB B CTalax CO CHIDKEHHOH ILIO-
LIOBUTOCTLIO, B CHy4yasX, eCJ¥ y HHUX HE HMEIOT MeCTO CIePMUOTOKCHYHOCTh MJIH 3MBPHOTOKCHY-
HOCh BCJIEIICBME H€aIeKBATHOCTH CEKpPETOB II0JIOBOTO Aarmnapara, BLIZBAHHOM HeNMpaBMUJIbHBIM IIH-
TaHHeM HJIH HHq)eKﬂ;HOHHbIMH 3ab0eBaHUAMU TI0JOBOTO anmnapara.

dyHKIIMOHANBHEIE DPACCTPONCTBA; TEpAamMA; KPYIHBIH POTATHIL CKOT

ROB, O. — KLIMES, V. — REICHEL, F. — KOHOUT, L. — CEP, K. (University
of Agriculture, Praha; Biofactor and Veterinary Drug Research Institute, Pohoti-
-Chotouri; District Veterinary Centre, Prague-East): Therapeutic Use of Synthetic
Gn/RH-Dirigestran in Cycle Disorders of Cows in Low-Fertility Herds. Veter. Med.
(Praha), 28, 1983 (2) : 65-72.

Synthetic Gn-RH-Dirigestran Spofa was used for the treatment of 121 cows with
functional ovarial disorders. Out of this total number, 41 cows showed no post-
partal and no post-service symptoms of oestrus, 59 returned to oestrus with irre-
gular cycles, and 21 cows showed an irregular course of oestrus. The treatment
was made in herds with a low conception rate (32—37 %, conceptions after the first
insemination, service period 108 to 142 days). On the whole, 80.1 %, of the treated
cows got in calf, 53.7%, conceived after the first insemination. The average time
from treatment to successful insemination was 39 days. The treatment was started
148 days from parturition, on an average. The average insemination index of the
treated cows was 1.44. As to cows out of heat, 70.7 9, got in calf on the whole and
51.2 9, after the first insemination, the therapeutic service period (TSP) being
44 days. Out of the cows returning to oestrus with an irregular cycle, 84.79, got
in calf and 52.59, got in calf after the first insemination with the TSP of 37 days,
and the cows with irregular cycle the conception was recorded in 85.79, (61.99,
after the first insemination with the average TSP of 35 days). On the whole, 829
of treated cows showed clearly visible symptoms of oestrus after the application
of Dirigestran. The pregnancy of the whole set (121 treated cows) was higher by
15 to 219, after the first insemination and by 41 to 499, after all inseminations,
as compared with the pregnancy of normally inseminated cows in these herds. The
results show that the treatment of the functional disorders of ovaries is also prac-
ticable in cows in herds with a decreased fertility if this treatment is not impaired
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by spermiotoxicity or embryotoxicity owing to the effects of inadequate secretions
of sexual organs caused by incorrect nutrition or infections.

functional disorders; therapy; cattle

Adresy autoru:

Doc. MVDr. Oldfich Rob, CSec., ing. Vlastibor Klime§, Vysokd $kola zemédél-
skd, 160 21 Praha - Suchdol
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ZMENY VYBRANYCH BIOCHEMICKYCH UKAZATELU KREVNIHO
SERA U ANESTRICKYCH PRASNICEK

S. Navritil, P. Forejtek, J. Raszyk, M. Stefan, M. Dvoidk, M. Toulova,
V. Mrva, J. Canderle

NAVRATIL, S. — FOREJTEK, P. — RASZYK, J. — STEFAN, M. — DVO-
RAK, M. — TOULOVA, M. — MRVA, V. — CANDERLE, J. (Vyzkumny ustav
veterinarniho 1lékaistvi, Brno; Okresni veterinarni zafizeni, Hodonin): Zmény
vybranych biochemickych wukazatelit krevniho séra w anestrickych prasnicek.
Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 73-80.

V uzitkovém velkochovu se zvySenym vyskytem anestrii u prasni¢ek byl hod-
nocen biochemicky profil (hladiny vapniku, fosforu, horéiku, chloridi, Zeleza,
aktivita alkalické fosfatazy — ALP, aminotransferdzy aspartatu — AST, ami-
notransferdzy alaninu — ALT, koncentrace celkové bilkoviny, albuminu, cho-
lesterolu, mocoviny, glukézy, vitaminu A a E) v Kkrevnim séru 40 anestric-
kych a 40 kontrolnich inseminovanych zvirat. U anestrickych prasni¢ek byly
nalezeny prukazné niz§i hladiny albuminu (P < 0,01), glukézy (P < 0,01), akti-
vity ALP (P < 0,05) a prikazné vy$si koncentrace mocoviny (P < 0,01), vita-
minu A (P < 0,01), vitaminu E (P < 0,05) a aktivity ALT (P < 0,05) ve srov-
nani s inseminovanymi kontrolami. U dal§iho souboru 22 anestrickych a 20
zapu$ténych prasni¢ek bylo uskuteénéno rozsifené enzymatologické vysetieni,
spodivajici v hodnoceni aktivity ALP, AST, ALT a gama-glutamyl transferazy
(GMT). U anestrickych prasniéek bylo zjisténo statisticky vyznamné zvyseni
aktivity AST (P < 0,01), GMT (P < 0,01), ALT (P < 0,05) a neprukazné zvyseni
aktivity ALP proti kontrolnim zvifatim. Srovnanim zjisténych hodnot sledo-
vanych biochemickych Kkritérii s literarnimi tudaji byla nalezena niz$i kon-
centrace horéiku a vy$si aktivita ALP a ALT u anestrickych i inseminova-
nych zvifat obou vy$etfovanych soubort. Chemickym a mykologickym vySetie-
nim zkrmovanych krmnych smési byla zjisténa predevS§im vysoka Kkyselost
tuku a stfedni aZz silné zaplisnéni (Mucor sp., Aspergillus sp.). Histologickym
vySetfenim vajeéniku anestrickych zvirfat byly nalezeny cystézné degenera-
tivni zmény, proliferace fibréznich elementti a c¢astecna atrofie kory ovarii.
Byl vyvozen nazor, Zze na vzniku zvyseného vyskytu anestrii se mohou podilet
mykotoxiny, a to jednak primym pusobenim na pohlavni organy, jednak na-
ruSenim funkce jater, které se sekundarné podili na vzniku ovarialnich dys-
funkei.

ovarialni dysfunkce; mykotoxiny; hepatopatie; enzymy

Zefektivnéni chovu prasat, charakterizované predev3im koncentra-
ci velkého poctu zvirat, pfinasi s sebou nutnost vénovat vétSi pozornost
a péci procesiim rozmnoZovéni. V intenzivnim chovu prasat zaujimé to-
tiZ reprodukce KkliCové postaveni a na jeji trovni do znaCné miry za-
visi hospodarnost a aspéch celého zdvodu.

Z faktori, jeZ se nejvice podileji na ovliviiovani reproduké&nich
funkci prasnic, je nutné zdiraznit predevsim vliv ustdjenf a vyZivy. Sou-
Casné velkovyrobni podminky vSak v t&chto hlavnich smé&rech nepiisobi
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vZdy optimalné. Velkovyrobni technologie nerespektuji v potfebném
rozsahu fyziologické poZadavky jednotlivych kategorii prasat a ani kva-
lita krmnych smési pro vyZivu prasnic nebyva na Zadouci dGrovni. Smési
neobsahuji vZdy potFebnou koncentraci Zivin, maji nizky obsah plno-
hodnotnych bilkovin a esencidlnich aminokyselin, jsou karenc¢ni na vap-
nik, zinek a vitaminy A, D a E (Jago$§ aj., 1981). Také zdravotni ne-
zavadnost krmnych smési, pfedevSim z hlediska cizorodych latek a plis-
ni, neni vZdy na uspokojujici drovni (Koréek a Ofukany, 1981).
Zmin&né faktory se mohou podilet na naruSeni vnitfniho prostfedi zvitat
a na alteraci jejich reprodukc¢nich funkci (Jago$ aj. 1981; Pawel,
1981).

V naSem sledovéani jsme provedli biochemickou depistdZ ve velko-
chovu prasat se zvySenym vyskytem anestrii u prasni¢ek se zamérem
determinovat pFipadné zmény vnitfniho prostfedi organismu, ke kterym
pfi této funkéni poruse dochézi.

MATERIAL A METODY

Sledovani se uskuteénilo v uzitkovém velkochovu s vlastnim odchovem prasni-
¢ek. V kategorii prasni¢ek bylo v daném podniku umisténo mési¢né priblizné 400
zvirat, krizenek plemen Bu X L, resp. Bu X L X D. Zvirata byla ustijena v kot-
cich po deseti zvifatech a krmna davka se skladala z podilu smési COS 2, A1, PCH
a malého podilu smési SOL.

Z téchto prasni¢ek byl v prvnim useku sledovani zjistén biochemicky profil
u 40 anestrickych zvifat a u dalsich 40 kontrolnich prasniéek, které se rijely a byly
inseminovany. V druhém useku sledovani jsme na zakladé dietetickych rozboru
krmnych smési a vysledkt ziskanych biochemickou analyzou krevniho séra opako-
vali a roz$irili enzymatologické vysSetfeni u 22 dalSich anestrickych a 20 kontrol-
nich zvirat, abychom upresnili idaje o jaternich funkcich.

Za anestrické prasni¢ky byla povazovana zvifata, u nichz se do véku 280 dni
nebo do hmotnosti 140 kg neprojevila Fije. Rije byla detekovana dvakrat denné
pritomnosti kance.

Krev pro biochemické analyzy jsme odebirali punkeci v. cava cranialis tii ho-
diny po rannim krmeni, a to u anestrickych prasnicek po 280. dnu véku a u kont-
rolnich zvifat za ¢&étyfi az sedm dni po inseminaci. Krev byla po hodiné srazeni
odstfedéna pri 2500 otd¢kiach po dobu 15 minut a sérum bylo do doby stanoveni
(max. 24 hodiny) uloZeno pri teploté 4 °C.

Hodnoceni biochemického profilu u prvniho souboru zvirat zahrnovalo sta-
noveni vapniku, fosforu, hoité¢iku, chloridu, Zeleza, alkalické fosfatazy (ALP), ami-
notransferazy aspartatu (AST), aminotransferdzy alaninu (ALT), celkové bilkoviny,
mocoviny a glukozy (ke vSem témto stanovenim bylo pouzito Bio-La-testti Lache-
ma), dale stanoveni albuminu metodou podle Rodkeye (1965), detailné popsa-
nou Dvorakem (1981), cholesterolu postupem podle Pearsona aj. (1953)
s ndhradou kyseliny p-toluensulfonové kyselinou sulfosalicylovou, a vitamintit A a E
stanovenych fluorometrickou metodou podle Thompsona aj. (1971, 1973). Enzy-
matologické vySetfeni u dalsiho souboru zvifat ve druhé fazi naseho sledovani za-
hrnovalo stanoveni aktivit ALP, AST, ALT a gama-glutamyltransferazy (GMT),
hodnocenych ve vSech uvedenych pripadech za pouziti Bio-La-testi Lachema. Fo-
tometrickd méreni byla provadéna na spektralnim kolorimetru Spekol (Carl Zeiss,
Jena) a fluorometrickda méreni na spektralnim fluorometru Perkin-Elmer 204. Vy-
sledky analyz byly matematicko-statisticky vyhodnoceny na Hewlett-Packardoveé
poditaéi za pouziti metod béZnych v biologické statistice. Prikaznost rozdila arit-
metickych primért hodnot biochemickych ukazatelt u dysfunkénich a kontrolnich
zvirat byla hodnocena Studentovym t-testem.

Ovaria odporazenych anestrickych prasni¢ek byla fixovdna Bouinovym roz-
tokem a zpracovana béznymi postupy histologické techniky.

V prubéhu sledovani biochemickych ukazatelt vnitiniho prostfedi zvirat byly
uskuteénény chemické rozbory pouzitych krmnych smési podle CSN 46 7007. Sou-
¢asné byly vzorky krmiva vysSetfeny i mykologicky (SVU Brno).
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VYSLEDKY

Vysledky vySetfeni biochemického profilu u prvniho souboru anest-
rickych prasnicek a u inseminovanych kontrolnich zvifat shrnuje tab.
I. U anestrickych prasni¢ek byly ve srovnani s inseminovanymi kontro-
lami nalezeny prikazné& niZ8i hodnoty albuminu (P < 0,01), glukézy
(P <0,01) a aktivity ALP (P < 0,05) a signifikantné vy3si hodnoty mo-
coviny (P < 0,01) vitaminu A (P < 0,01), vitaminu E (P < 0,05) a akti-
vity ALT (P < 0,05).

1. Biochemicky profil anestrickych (n = 40) a inseminovanych (n = 40) prasnicek
— The biochemical profile of the anoestrous (n = 40) and inseminated (n = 40)
gilts

y 3% Anestrické Inseminované %
Biochemicky . : Prikaznost
ukazatel Jednotka P(r;s’fsk)y p(rgsi‘ésl;y rozdilu (z-test)
‘ statisticky
Ca mmol/l 2,07 + 0,55 2,27 4+- 0,83 nepriikazné
o statisticky
P mmol/l 2,28 + 0,35 2,28 + 0,27 neprikazné
tatistick
Mg mmol/l 0,57 + 0,13 0,59 + 0,09 ;:p’rm‘;zi "
~ ) tatistick
Cl mmol/l 95,11 - 14,36 94,48 + 6,41 fl:plrsml(azi &
statisticky
Fe pmol/l 23,44 + 5,77 22,57 + 5,46 nepriikazné
ALP un 68,02 - 16,90 78,55 -+ 23,10 P < 0,05
; statisticky
AST U/1 18,66 4+ 4,43 19,18 + 3,59 neprikazné
ALT U/1 35,74 4+ 6,94 32,80 4 4,32 P < 0,05
Celkova statisticky
bilkovina g/1 70,38 4 8,11 67,25 -+ 6,05 neprikazné
Albumin g/1 35,28 - 5,00 39,38 4+ 3,54 P < 0,01
statisticky
Cholesterol| mmol/1 2,76 + 0,46 2,71 + 0,46 neprikazmé
Mocovina mmol/l 5,65 + 1,30 4,56 + 1,19 P < 0,01
Glukodza mmol/l 4,65 + 0,97 5,15 4+ 0,81 P < 0,01
Vitamin A pmol/l 0,95 4+ 0,72 0,56 + 0,12 P < 0,01
Vitamin E pmol/l 2,92 + 2,16 2,11 + 0,53 P < 0,05
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II. Enzymatologicka vySetfeni druhého souboru anestrickych (n
vanych (n = 20) prasni¢ek — The enzymatological examinations of the second set
22) and inseminated (n = 20) gilts

of anoestrous (n

22) a insemino-

Prasnicky Prasni¢ky g
Enzym Jednotka anestrické inseminované opg?;(azi‘:ztt)
(®x9) (% & 5) s
Alkalicks fosfatdza statisticky
(ALP) U/l 80,24 -+ 45,64 66,18 -+ 17,_22 neprikazné
Aminotransferdza
aspartatu (AST) U/1 24,80 + 8,57 16,98 - 2,23 P < 0,01
Aminotransferaza
alaninu (ALT) U/l 33,53 - 5,71 29,51 + 5,46 P < 0,05
Gama-glutamyl-
-transferdza (GMT) U/l 44,37 4 20,18 27,93 4 15,96 P < 0,01

Opakované a rozSifené enzymatologické vySetfeni (tab. II), usku-
teCnéné na dalSim souboru anestrickych a inseminovanych zvifat, uka-
zalo signifikantné vy38i aktivitu AST (P < 0,01), ALT (P < 0,05) a GMT
(P <0,01) v krevnim séru anestrickych prasnicek ve srovnéani s insemi-
novanymi kontrolami. Zvy3eni aktivity ALP u anestrickych zvifat bylo
statisticky nepriikazné.

VyS8etFenim vzorkdi krmnych smési bylo zjiSténo, Ze obsahem dusi-
katych 1latek odpovidaji vyrobnim recepturdam kompletnich smési pro
odchov prasat, maji vSak nizky podil vldkniny, nepfipustnou kyselost
tuku a stfedni nebo silny stupeil zaplisnéni (Aspergillus niger, Mu-
cor sp.).

Na ovariich odporaZenych anestrickych prasnicek prevlddal makro-
skopicky néalez malych multipnich cyst nebo afunk¢nich ovarii. Histolo-
gické vySetfeni vajecnikii téchto zvifat ukédzalo pfedevSim cyst6zné de-
generativni zmény a jen ojedinély vyskyt Zlutych télisek nebo jejich
rezidui. Casty byl i nédlez proliferace fibréznich elementéi podmitiujicich
castecnou atrofii kory vajecnikli, popFipadé i vétSich ¢asti orgénu.

DISKUSE

Anestrické stavy u prasat mohou byt vysledkem celé fady nedostatkl
v ustajeni, vyZivé, genetické selekci nebo v uZitych biotechnickych
opatfenich a na jejich vyskytu se mohou podilet i nékteré dalsi faktory,
napf. vliv roéniho obdobi (Meredith, 1979; Rampacek aj., 1981;
Christenson, 1981). Aby organiza¢ni nebo i terapeutickd opatfeni
byla G€inné4, je nutnd analyza potencidlnich p#i¢in této funkéni poruchy
a vytypovani faktorli, které se v daném pfipadé na jejim vzniku nejvice
podileji.

V pripadé naSeho sledovéni jsme se zamérili predevS8im na objas-
néni, zda se zvySeny vyskyt anestrie u prasnicek chovanych v uZitkovém
velkochovu projevuje ve zménAch vnitfniho prostfedi zvifat a do jaké
miry by pFipadné odchylky biochemického profilu mohly informovat
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o etiologickych faktorech této funkcni poruchy jako predpokladu uGcin-
nych opatfeni k jejimu odstrané&ni.

Srovnanim biochemického profilu sledovanych zvirat s obecné uzné-
vanymi klinickymi limity vychazejicimi z literdrnich tdaji (Jago$§
aj., 1981) i vlastnich zkuSenosti pracovisté byla konstatovdna zvySend
aktivita enzymi ALP a ALT u anestrickych i kontrolnich inseminova-
nych prasni¢ek. Podobné byla zjiSténa v krevnim séru obou sledova-
nych skupin zvifat i niZ8i hladina hof¢iku.

Nélez zvySené aktivity enzymi ALP a ALT u sledovanych anestric-
kych i kontrolnich zvifat ve srovnéni s klinickymi limity téchto uka-
zatelli a zjisténi prikazné vy$8i aktivity ALT u anestrickych prasniek
v porovnéani s inseminovanymi zvifaty byly podnétem k opakovéni roz-
§ifeného enzymatologického vySetfeni jaternich funkci u dal$iho sou-
boru zvifat. V tomto tseku sledovani byly u anestrickych prasnidek nale-
zeny signifikantné vys$Si aktivity AST, ALT a GMT. RovnéZ aktivita ALP
byla vyS$8i u anestrickych prasnicek, ale rozdil nebyl statisticky priikaz-
ny. Pritom aktivita ALP a ALT byla u obou sledovanych skupin prasni-
¢ek druhého souboru zviFat op&t vy3Si, neZ uvadéji literdrni tdaje pro
zdrava prasata (Jagos$ aj.,, 1981).

Koncentrace albumint v krevnim séru mé4 tésny vztah k obsahu bil-
kovin v krmné davce (DvofP&ak, 1981). Pfi nedostatku bilkovin, je-
jich nedostateném p¥ijmu a pfi hepatopatiich se koncentrace albumi-
nu v Krvi sniZuje. ZvySend koncentrace mocoviny v krvi pak odréaZi
bud jeji zvySenou syntézu pfi pfijmu krmiva bohatého na bilkoviny, ne-
bo naopak je disledkem pfijmu krmiva s bilkovinami neplnohodnotnymi
(Raszyk aj., 1982). Lze tedy teoreticky uvaZovat o tom, Ze anestric-
ké prasni¢ky maji néjakym zplsobem naruSeny metabolismus bilkovin,
a to bud jejich nedostate¢nym prijmem, nebo jejich nedostateénym vy-
uZivanim. Kli¢ovou roli hraje pravdépodobné naru$eni funkce jater, jak
to naznacuji zmény v aktivitdch sledovanych enzymi.

Vy3si koncentrace vitamini A a E v krvi anestrickych prasnicek
proti inseminovanym zvifatim byla vysvétlena jejich zvySenym ¢€i opa-
kovanym pod4vanim za tcelem zlepSeni reprodukénich funkci podle pro-
voznich zvyklosti zemé&dé&lského podniku. Skute¢nost, Ze u nékterych
anestrickych prasni¢ek byly zjiStény v krvi i né&kolikandsobné wvyS3i
hladiny vitamini A a E a pfesto u nich k plnohodnotné fiji nedoSlo,
upozoriiuje na nutnost cilevédomé, uvaZlivé a hospodarné aplikace vi-
taminfi. Nefyziologické zvySeni obou sledovanych vitamind v krvi by
mohlo naopak piisobit dalsi rozladéni metabolickych funkci, které opé&t
mohou v konefném dfisledku negativné& ovliviiovat reprodukéni funk-
ce. RovnéZ sniZzend glykémie se miZe negativné podilet na reprodukci,
zejména na kvalité ovulace.

Srubaf (1978) nalezl u nefijicich se prasnitek sniZenou kon-
centraci hof¢iku. My jsme v8ak zjistili podobné& sniZené hladiny hot-
¢iku pri hodnoceni biochemického profilu i u inseminovanych kontrol-
nich prasnicek. Etiologie a vyznam tohoto nédlezu zlstdvaji nejasné.
SniZenad koncentrace hof¢iku se vyskytovala také béhem laktace v krev-
nim séru prasnic, které vykazovaly del$i interval néstupu Fije po odsta-
vu (Canderle aj., 1978).

Dietetické a mykologické rozbory krmnych smési, motivované pfte-
devdim vysledky enzymatologickych kritérii v obou sledovanych soubo-
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rech zvifat, vykdzaly vyrazné odchylky kvality hlavné z hlediska stupné
zaplisnéni a nepfipustné kyselosti tuku. Je zndmo, Ze mykotoxiny mo-
hou zasahovat do reproduké¢nich funkci, pFicemZ mlada zvirfata jsou na
jejich ucinek citlivéjSi neZ zvirata star8i. Zastupce skupiny mykotoxini,
Te2-toxin, plsobi mimo afekce zaZivaciho ustroji i atrofii ovarii a uteru
(Palyusik, 1978). U novorozenych a odstavenych selat mohou my-
kotoxiny (zearalenon, T2-toxin, ochratoxin) vyvolat klinické symptomy
hyperestrogenismu (Bornikol aj., 1981). Podle Pawla (1981) po-
S8kozuje zearalenon primé&rné predev§im Kkrevni a nervovy systém a re-
produkéni orgdny. O aktudlnosti této problematiky v naSich podmin-
kach poskytuje informaci nap¥. rozbor vysledki Statni veterinarni spréa-
vy SSR (1981), z néhoZ vyplyva, Ze v roce 1980 bylo z 5680 vySetfenych
vzorkti krmnych smési pro prasata 301 mykologicky zavadnych, fyzi-
kalné chemicky byly zdvadné 1252 vzorky. Za' prvni pololeti roku 1981
bylo z 3168 vySetfenych krmnych smési pro prasata 217 vzorkl zavad-
nych po strdnce mykologické a 602 po strance fyzikaln& chemické.

Z vysledkl byl vyvozen zavér, Ze zvySené aktivity enzymd ALP
a ALT v krevnim séru sledovanych anestrickych i inseminovanych zvi-
rat mohou byt odrazem konzumu mykotoxint a indikuji funkéni poSko-
zeni jater, které je podle ziskanych biochemickych ndalezli vyraznéjsi
u skupiny anestrickych zvirat. Lze usuzovat, Ze kromé primého ptisobeni
mykotoxini na pohlavni orgdny se vyznamnéjSi porucha jaternich funk-
ci u nefijicich se prasni¢ek sekundarné promitd ve vyraznéj$im naruSani
pohlavnich funkci s klinickym projevem anestrie. Podstatu anestrie
u sledovanych zvifat lze v névaznosti na morfologické ndlezy spatfo-
vat predevdim ve funk¢ni acyklii vajecnikdi, ale v nékterych pfipadech
nelze u dysfunk¢nich prasnicek zcela vyloucit ani vyskyt subestrickych
stavli. Souvislost poruch jaternich funkci a sexudlnich dysfunkci u obou
pohlavi je vSeobecné uzndvand a je zplisobovdna predevSim poruchou
metabolismu steroidnich hormont (Ludvik, 1976; Horskya Pres],
1978; Travnicek aj., 1978).

Na zavér diskuse lze vyslovit nékolik obecn& platnych poznatki.
Metabolicky test je vhodnym prostfedkem k poznéani stavu organismu
i u anestrickych prasnicek. Interpretace vysledkli nebyva jednoducha
a miiZze byt mimo jiné komplikovdana nutri¢ni situaci navozenou kratko-
dobym pfijmem krmiv, neodpovidajicim véku zvifat a fazi reprodukéniho
cyklu. Ve snaze dosahnout lepS§ich produkénich vysledkii se casto bez
raciondlnich podkladi zvySuje nabidka dusikatych latek a vitaminf,
obvykle netcinng a nehospoddrné. Na druhé stran€ se prehliZi potfeba
kryt nuri¢ni energii, coZ je dfleZité pred ovulaci. Biochemickym vy-
Setfenim krevniho séra, vcetné stanoveni aktivit diagnosticky vyznam-
nych enzymi, lze vyslovit podezfeni na urcCité zdvady. A ty by mély byt
dal§im Setfenim, vCetn& postmortalniho, potvrzeny nebo vylouceny.
V této souvislosti je také tfeba zdlraznit potFebu stanoveni hlavnich
mykotoxinli v krmivech. V pfipadech anestrie je oviem nutné provéfit
také cely systém odchovu prasnicek.

Autofi dékuji MVDr. J. Berankovi, CSc, z SVU Brno za mykologické a che-
mické vysetfeni vzorklt krmnych smési a J. Paarové, H. Hornichové a V.
Hegerové z VUOVeL za technickou spolupraci.
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B nonnsonaresnoM paspeneHMM C BBICOKMM pPAacClIpOCTPAHEHMEM aHECTPHH y CBHHOK OL€HWBAIH
Gruoxumuueckuit npoduias (yposHu Kaabuus, ¢ocpopa, MArHUA, XJOPHIOB, Keaeda, AKTHBHOCTD
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mjenouHoit pocarassr — ALP, amunorpaHcdepasmt acnaprara — AST, amuzorpancpepasst
annauuHa — ALT, xoHueurpanuio 6esxa, aab0yMHHa, XOJeCT€PHHA, MOYEBHHBI, TIJIOKO3bI, BH-
tamuaoB A 1 E) B chiBoporke kpoBu 40 anecrpuueckux u 40 KOHTDOJBHLIX OCEMEHEHHBIX CBHHOK.
Y mnepBeix oTMeueHbl IOCTOBEPHO 3aHMKeHHble ypoBHu amsbymuna (P < 0,01), rmokosst (P <
< 0,01), akruemoctn ALP (P < 0,05) u IOCTOBEpHO S3aBEINIEHHBIE KOHLEHTPALMHM MOYEBHHBI
(P <0,01), sBurtamuros A u E (P < 0,01, P<0,05) u axrusaoctu ALT (P < 0,05) mno
CPaBHEHHIO C OCEMEHEHHBIMHM KOHTDOJBHBLIMH rpymnamMu. B npyroit rpynme u3 22 aHeCTpHYECKHX
u 20 ciay4eHHBIX CBMHOK TNPOBOLMJIM pAaCUIMPEHHLIE BSH3MMAaTOJOTUYeCKMe HCCJIeNOBAHHA, B Te-
geHHe KOTOPHX mnombiTokmBanu aktuBHocth ALP, AST, ALT u ramma-roryraMusn TpaHche-
passt (GMT). ¥V amecTpuuecKMX CBHHOK OTMeYeHA TIOBBIIEHHAS B CTATHCTHYECKM 3HAUYHMOM
ropsanke akrtusHocts AST (P < 0,01), GMT (P <0,01), ALT (P < 0,05) u B Henmocrosep-
HoM — axtuBHOcTh ALP upoTHB KoHTpoJs. IlyTeM CONOCTaBIEHHMA BEJHUHH STHX OGHOXMMH-
YeCKMX KPHTepHeB C INAaHHLIMH JIHTepaTyphl ofHapys;keHpl 6oJjiee HHM3Kas KOHIEHTPAUMSA MarHUS
1 noBeimenHas akrusHocTs ATP u ALT y aHecTpHuecKMX M OCeMeHEeHHEIX CBHHOK ofenx wuccie-
LyeMBIX TPpYIIl. HOCPCI!CTBOM XUMUYECKOTO M MHKOJIOTHYECKOr0 HCCIeNOBaHUN CKapMJIHBaeMbIX
KOMOMKODMOB yCTaHOBJIEHBI BBICOKAas KHCJIOTHOCTh JKMpa, CpelHee M CHJbHOe 3aIllecHeBeHHe
(Mucor sp., Aspergillus sp.). 'ucronormyeckoe jKe HCCJIeNOBaHHE AHYHUKOB AHECTPHYECKHX
CBHHOK IIOKasajo JereHepaTHBHbe M3MEHeHWsi KHCT, Tupoandepauuio GuUOPOIHEIX 3INeMeHTOB
M YacTHYHyl0 aTpOPHI0 KOphl AHMYHHUKOB. Ilpenmosiaraercs, 4TO B PACHPOCTPAHEHHM aHeCTpHit
MOTYT y4acTBOBaTb MHUKOTOKCHHEI KakK ITyTeM HENOCPEeINCTBEHHOIO BO3AEHCTBHA Ha II0JOBHIE OPTaHBI,
TAaK M u3-3a2 PacCTpPoicTBa QyHKUHMI NedYeHH, KOTOPOe BO BTOPUYHOM IIOPANKE y4acTByeT B BO3HUK-
HOBEHHMH OBapHAJbHBIX NUCHYHKITHIL.

oBapHajbHble AUCOYHKIIMH; MHUKOTOKCHMHBI; TeNaTonaTusa; gepMeHTH!

NAVRATIL, S. — FOREJTEK, P. — RASZYK, J. — STEFAN, M. — DVORAK, M.
— TOULOVA, M. — MRVA, V. — CANDERLE, J. (Veterinary Research Institute,
Brno; District Veterinary Station, Hodonin): Changes in the Selected Biochemical
Parameters of Blood Serum in Anoestrous Gilts. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) :
73-80.

The biochemical profile [levels of calcium, phosphorus, magnesium, chlorides and
iron, the activities of alkaline phosphatase (ALP), aspartate aminotransferase (AST)
and alanine aminotransferase (ALT), and the concentrations of total protein, albu-
min, cholesterol, urea, glucose, and vitamins A and E] was studied in the blood
serum of 40 anoestrous and 40 control inseminated animals in a production herd
with an increased occurrence of anoestrus in gilts. The anoestrous gilts showed
significantly lower levels of albumin (P < 0.01) and glucose (P < 0.01) and ALP
activity (P < 0.05), and significantly higher concentrations of urea (P (< 0.01), vi-
tamin A (P < 0.01) and vitamin E (P < 0.05) and ALT activity (P < 0.05), as com-
pared with the inseminated controls. An extended enzymatological examination
consisting of the evaluation of the activities of ALP, AST, ALT and gamma-glu-
tamyl transferase (GMT) was performed in another set of 22 anoestrous and 20
mated gilts. The anoestrous gilts showed a statistically significant increase in the
activities of AST (P < 0.01), GMT (P < 0.01) and ALT (P < 0.05) and an insignificant
increase in the activity of ALP in comparison with the control animals. The com-
parison of the obtained values of the studied biochemical criteria with literary data
indicated a lower concentration of magnesium and a higher ALP and ALT acti-
vities in the anoestrous and inseminated gilts in both groups under study. A high
acidity of fat and a medium to high fungus infestation. (Mucor sp., Aspergillus sp.)
were found by chemical and mycological examination of the administered feed
mixtures. The histological examination of the ovaries of anoestrous animals showed
cystically degenerative changes, proliferations of fibrous elements, and partial atro-
phy of ovarial cortex. It has been inferred from the observations that mycotoxins
may be involved in the increase in the occurrence of anoestrus, either by a direct
effect on sexual organs or by impairing the function of liver which, secondarily
contributes to the rise of ovarial dysfunctions.

ovarial dysfunctions; mycotoxins; hepatopathy; enzymes

Adresy autori:

MVDr. Stanislav Navratil, CSc., MVDr. Pavel Forejtek, MVDr. Josef
Raszyk, CSc, MVDr. Miroslav Dvorak, CSc., RNDr. Miriam ToulovVa,
MVDr. Vlastimil Mrva, MVDr. Jiti Canderle, Vyzkumny tstav veterinarniho
lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno

MVDr. Miloslav Stefan, Okresni veterinarni zarizeni, 695 00 Hodonin




TERMOSTABILITA VAKCINACNIHO KMENE VIRU INFEKCNI
BURZITIDY

K. Cernik

CERNIK, K. (Bioveta, n. p., Nitra): Termostabilita vakcinaéniho kmene viru
infekéni burzitidy. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 81-88.

Vakcinaéni kmen viru infekéni burzitidy, pomnozeny v kulturach kufecich
embryondlnich bunék, byl velmi odolny vuéi teplu. Pri teploté 56 °C poklesl
infekéni titr viru (TKIDs0) do dvou hodin o 0,9 logio a do péti hodin o 1,2 logio,
ale jesté po 24 hodinach zustal zachovan infekéni virus. Pri teploté 37°C byl
zaznamenan mirny pokles infekéniho titru az po dvou dnech a do desatého
dne se snizil o 1,2 logio. Po 21 dnech byl virus témér inaktivovan. Pri teploté
okolo 20°C klesal infekéni titr viru linedrné od tretiho do dvanactého tydne.
Kontrolni vzorky uchovavané pri teploté +4°C neztratily infek¢nost trfi me-
sice a pri teploté —20°C ani po Sesti mésicich. Diskuse se zabyva vlivem kon-
centrace bilkovin a chloridu horfe¢natého v médiu na termostabilitu viru in-
fekéni burzitidy.

atenuovany kmen viru infekéni burzitidy; kuleci embryonalni burky; cytopa-
ticky uéinek; infekéni titr TKIDso; inaktivaéni kiivky; uéinek teplot 56°, 37°
a 20°C

Ziva vakcina proti infek&ni burzitidé FYLORNIS, vyrdb&nd z ate-
nuovaného kmene Z-2037, se pouZivd ve velkochovech driibeze v CSSR
od roku 1981; pred tim se vice neZ rok podévala pokusné& ve vybranych
chovech na Slovensku. Vakcina se expeduje lyofilizovand v ampulkach
po 200 a 1000 davkach nebo v tekutém stavu v lékovkdch po 5000 vak-
cina¢nich davkach. Podminkou plné G€innosti vakciny v terénu je za-
chovani Zivotnosti vakcinaé¢niho viru béhem dopravy a skladovani, kdy
na vakcinu miaZe nepfiznivé pasobit pfedevSim zvySend teplota.

Inaktivace Zivocidnych virci teplem se jevi jako komplexni fenomen.
PFi vySSich teplotach obycejné probihd dvojfdzové, pricemZ priib&h obou
fazi je linearni. Tato skutecnost vedla Woesea (1960) k formulaci
hypotézy, podle niZ virovd nukleova kyselina miiZe existovat ve dvou
Zivotnich forméch a inaktivaci plisobi dva mechanismy. Jeden vyvo-
lava kolaps sekundarni struktury virionu, druhy jednoduchou chemic-
kou reakci v jediném misté Fetézce nukleové kyseliny, kterd miZe mit
zékladni biologicky vyznam. Stanoveni termostability viru pat¥i k di-
leZitym fyzik4lnim charakteristikdm daného druhu nebo skupiny vird
a Casto slouZi k diferenciaci jednotlivych izolatdi, linii a kmenl v rameci
téhoZ druhu. Z tohoto hlediska byly podrobn& studovany polioviry
(Youngner, 1957), viry varioly a vakcinie (Hahon a Kozi-
kowski, 1961; Kaplan, 1958), adenoviry (Rafajko a Young,
1964), viry influenzy (Frdosner a Gerth, 1972), virus slintavky
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a kulhavky (Bachrach aj., 1957), Kloboukovy choroby (Zuff a,
1962), infekéni hepatitidy psi (Petr a Jiran, 1969), infekéni bron-
chitidy kufat (Singh a Cunningham, 1978) a v neposledni radé
virus pseudomoru driibeZe (Hanson aj., 1949; Hanson, 1975;
Picken, 1964). Na nasem pracovisté jsme vénovali zvla$tni pozornost
moZnosti diferenciaciace kmentt a terénnich izolatl viru pseudomoru
drtibeZe pomoci inaktivace infek¢nosti a hemaglutina¢ni aktivity teplem
(Cernik, 1966; Cernik aj., 1972; Hrda aj., 1981).

Virus infek¢ni burzitidy se vyznacuje vysokou odolnosti vii¢i teplu
a riznym vlivim vnéjSiho prostfedi (Benton aj., 1967a, b; Dorn,
1969; Cho, 1967; Kosters, 1972; Landgrafova aj., 1967). Na
zdkladé téchto tudajli byla testovdana udrZnost lyofilizované a tekuté
vakciny proti infek¢ni burzitidé za podminek doporuceného skladovani
(Cernik, 1982). Bylo zjisténo, Ze dlouhodobé skladovani lyofilizované
vakciny FYLORNIS pfi chladni¢kové teploté aZ do tfi let nemd nepfizni-
vy vliv na obsah Zivého viru. Tekutou vakcinu je moZné skladovat
v zmrazeném stavu pFi teploté —20°C aZ deset meésici bez ztraty in-
fekCnosti.

Prfedmétem této pokusné prace bylo urcit stabilitu vakcinacniho

s

kmene viru infekéni burzitidy pri vy$Sich teplotach prostfedi.

MATERIAL A METODY

VIRUS

Kmen Z-2037 viru infekéni burzitidy, izolovany v roce 1977 na SVU Zvolen
z lymfatického aparatu infikovaného kufete linie Shaver (C asnocha, 1980), byl
pasazovan desetkrat v kufecich zarodeich prostych protildtek proti viru infekéni
burzitidy a atenuovan 27 sériovymi pasazemi v kulturdch kufecich embryonalnich
bunék. V souclasnosti se pouziva k vyrobé zivé vakciny proti infekéni burzitidé
FYLORNIS (Cernik a Casnocha, 1980).

Virus byl pomnoZen v kulturdch kufecich embryondlnich bunék v Hanksové
médiu s 59, teleciho séra a uvolnén z bunék opakovanym zmrazenim pii teploté
—20°C a rozmrazenim. Vycirené a bakteriologicky sterilni kultivaéni médium ob-
sahujici virus bylo bez piidavku jiného konzervaéniho nebo ochranného prostredku
sterilné rozplnéno po 1 ml do ampuli, které byly zataveny.

POSTUP

Cast ampuli obsahujicich infekéni médium byla uloZena do vodni 14zné o teplo-
té 56 °C, ¢ast do termostatu pri teploté 37°C a ¢ast byla ponechana pri laboratorni
teploté cca 20°C. Kontrolni vzorky byly uloZzeny pri chladni¢kové teploté +4°C
a v mrazicim pulté pri teploté —20 °C.

V predem stanovenych intervalech se odebiraly vzdy dvé ampule, které byly
ochlazeny v ledové vodni lazni a do vysetfeni uchovavany pri chladniékové teplots.
Obsah obou ampuli byl titrovan jako jeden vzorek ve zkumavkovych kulturach ku-
recich embryonalnich bunék. Infekéni materidl byl fedén desetindsobné do 10-7
a kazdé redéni bylo v objemu po 0,1 ml inokulovdno do ¢ty zkumavek s &erstvé
zalozenymi bunéénymi kulturami. Titr viru byl odeéitdn po péti dnech inkubace
kultur pri teploté 37 °C podle typického cytopatického uéinku, projevujiciho se tvor-
bou drobnych kulatych bunék a postupnym rozpadem bunéc¢né jednovrstvy, a vy-
pocitan podle Reeda a Muenche.

Tento postup byl opakovan étyrikrat pri teploté 56 °C a tiikrat pri teplotach
37 a 20°C. Ze zjisténych logaritmickych hodnot titrt byly vypoéitany aritmetické
pruméry, které byly vyneseny do grafu.
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VYSLEDKY

Pri teploté 56 °C poklesl infekéni titr viru (TKIDso) z vychozi hod-
noty 4,7 logio v 0,1 ml béhem prvni hodiny o 0,55 logio, tj. 3,5krat (obr.
1). Tento pokles pokracoval a po dvou hodindch piisobeni tepla dosahl
infekCni titr primérné hodnoty 3,8 logio, tj. hodnoty 12,6nasobné nizsi
neZ byla hodnota vychozi. Béhem dalSich tfi hodin se inaktivace viru
vyznamné zpomalila a do paté hodiny poklesl titr jeSté dvojndsobné.
Stejny sklon inaktivacni kfivky byl zachovéan i naddle a po 24 hodinach
plsobeni teploty 56 °C byl stanoven pramérny titr 2,14 logio v 0,1 ml,
tj. 363krat niZ8i neZ vychozi titr.

Ve vzorcich virové suspenze uchovavanych pii teploté 37 °C byl
prvni patrny pokles infek¢niho titru zaznamendn aZ po dvou dnech
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3. Pokles infekéniho titru (TKIDso) vak-

6 cinaéniho kmene 2Z-2037 viru infekéni
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L titre (TCIDs) of vaccination strain Z-
-2037 of infectious bursal disease virus
44 at temperatures about 20°C within 12
R weeks
34 o,

o
~N
>
o
o -
=]

12 tydnd

(obr. 2). Virus se zvolna inaktivoval aZ do desatého dne, kdy byl zjistén
primérny titr 3,5 logio, obsah infek&niho viru byl tedy 16ndsobné niZsi.
Po deseti dnech uchovavéani vzorki pri teploté 37 °C nastal zretelny
zlom inaktivaéni kFivky, takZe b&éhem dalSich ¢tyF dni inkubace Kklesl
titr o cely 1 logiw a do 21. dne na hodnoty, na hranici zachytnosti
(0,5 log1o).

Pri laboratorni teploté okolo 20°C ztstal infekéni titr viru zcela
zachovan béhem prvnich dvou tydnl (obr. 3). Od 14. dne vSak byl po-
zorovan trvaly a témér linedrni pokles primérnych hodnot infekéniho
titru, takZe po tydnu doSlo ke stondsobnému sniZeni obsahu infek&niho
viru a virus se zcela inaktivoval do 12 tydnt.

Kontrolni vzorky viru uchovdvané pfi teploté +4°C nevykéazaly
ztratu infekéniho titru do t¥i mésicli, ale do Sesti mésicli poklesl titr
o 0,6 logi, vzorky skladované pii teploté —20°C neztratily na in-
fekénosti do Sesti mé&sict.

DISKUSE

Virus k pokusnému vyS$etfovdni byl pomnoZen a titrovdn v bunéc-
nych kulturdch pfFipravenych z komercnich ndsadovych vajec pochéaze-
jicich z konvenc¢niho chovu nosnic, ve kterém byla dokdzana vyznamna
hladina protilatek proti viru infek¢ni burzitidy. Tim se vysvétluje niZsi
vychozi titr pro bunécné kultury v porovnani s vysledky uvadénymi
Casnochou (1980), ktery u téhoZ kmene dosahoval titr aZ 6,3
logio TKIDsp v 0,1 ml, tedy zjiStoval Ctyficetkrat vy3Si obsah infekéni-
ho viru.

Ackoliv se virus infekéni burzitidy projevoval pii zvySenych teplo-
tadch prostfedi vidy jako mimofadné stabilni, urcity vliv na jeho pPeZi-
vdni mél obsah bilkovin v médiu. Zatimco infekéni suspenze Fabricio-
vych burz nevykézala vyznamny pokles infekénosti pro kufata a kufeci
zarodky pfi teploté 56 °C béhem péti hodin (Benton aj., 1967a) ani
pfi teploté 60°C po 30 a 90 minutdch (Cho, 1967; Landgrafova
aj., 1967), v suspenzi infikovanych embryi doSlo béhem ¢tyf aZ péti ho-
din pfi teploté 56 °C k poklesu infekéniho titru pro kufeci z&rodky
0 0,35 aZ 1,13 logio, tj. 2,2 aZ 13,5krat (Benton aj., 1967a).
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Vysokou rezistenci viru viaci teplu i v prostfedi pomérné chudém na
bilkoviny, v alantoamniotickych tekutindch fredénych v poméru 1:2
fyziologickym roztokem, dokdzal Kosters (1972). P¥i teploté 50 °C
pfeZival virus Ctyfi hodiny bez sniZeni titru, ale béhem dalSich dvou ho-
din poklesl titr o 2 logio. Pri teplot& 56 °C klesla infekénost pro kufe-
ci zarodky bé&hem prvni hodiny o 3 logio, ale jeSté po Sesti hodindch byl
v tekutindch dokazatelny infek&ni virus. Obdobnych vysledkd dosdhli
Petek a Mandelli (1968), ktefi zaznamenali po 30 minutdch ucho-
vavani viru infek&ni burzitidy pri teploté 60 °C pokles infekéniho titru
o 2 logio.

PFi porovnéni s témito ddaji 1ze ndmi vySetfovany kmen pomnoZeny
v bun&fnych kulturdch hodnotit jako vysoko termostabilni, i kdyZ je
moZné pficist pridavku 5 % teleciho séra ke kultivaénimu médiu jisty
protek¢éni a¢inek na virus, ktery pfi teploté 56 °C ztratil teprve po péti
hodinach 1,2 logio ze svého infekCniho titru, obdobné& jako virus v sus-
penzi embryi podle Bentona aj. (1967a). Kromé& toho se jeSté po 24
hodinéach, kdy celkovy pokles dosahl 2,56 logio, zachoval pomérné vysoky
titr, odpovidajici stavu po prvni hodin& tepelné inaktivace, ktery uvadi
Kosters (1972). Casnocha (1980) u téhoZ kmene Z-2037 nepozo-
roval sniZeni infekéniho titru po jedné hodin& phsobeni teploty 56 °C.
Porovnatelné vysledky uvddéji Lukert a Davis (1974), ktefi adap-
tovali virus infek¢ni burzitidy na buliky kufecich embryondlnich burz
a ledvin. Infekéni titr tohoto viru, stanoveny v PFU . ml~1, poklesl béhem
90 minut skladovéni pfi teploté 56 °C o pouhé 0,2 aZ 0,3 logi. Petek
aj. (1973) pridali k viru infek&ni burzitidy, adaptovanému na kufeci
z&rodky, 2,5 % fetdlniho teleciho séra a zjistili, Ze po tfech hodinidch
pfi teplot& 56 °C nedosahoval pokles infekéniho titru pro bunécné kul-
tury ani 0,5 logio.

Podle Dorna (1969) prezival virus infekéni burzitidy v infikované
podestylce p&t dni pfi teploté 50°C a inaktivoval se spolehlivé aZ po
péti dnech pfFi teplot& 55 °C. Infikované nevycisténé klece zlistavaly in-
fekéni pro vnimavd kufata je$t& po 122 dnech (Benton aj., 1967b).
V naSich pokusech byl virus zcela inaktivovdn pfi teploté 37 °C aZ po
tfech tydnech a pfi laboratorni teploté po 12 tydnech, pfi€emZ do tfi
tydnd byl pokles titru zanedbatelny. Cho a Edgar (1969) uvadeji,
Ze v homogendtu infikovanych burz p¥eZival virus pfi laboratorni teploté
21 den a pfi teploté —20°C tFi roky bez ztraty infekcénosti. Z téchto
vysledkl vyplyvd prFiznacna stédlost infekce virem infekéni burzitidy
v zamofenych prostordch. Neni tedy moZné pocitat s faktorem spontdnni
dekontaminace ani pFi velmi dlouhych intervalech mezi jednotlivymi
z4astavy.

Byl popséan stabilizujici G¢inek dvojmocnych kationtd na celou radu
virti: enteroviry, adenoviry, virus SV 40, vakcinie (Wallis a Mel-
nick, 1961; Wallis aj., 1962). Pridavek chloridu hofetnatého ma
prakticky vyznam pri skladovéni virovych suspenzi a konzervaci oCko-
vacich latek (von Biilow, 1964; Hopkins, 1967). Reovirus je
roztokem chloridu hofe¢natého nejen stabilizovdn, ale dokonce akti-
vovdn (Wallis aj, 1964). Larski (1965) zjistil, Ze chlorid ho-
FeCnaty zpomaluje inaktivaci kmenti La Sota a Roakin' viru pseudomoru,
ale pfi teploté 37 °C se naopak zrychlila inaktivace kmene Roakin. Po-
dobné& u viru infek&ni burzitidy dokdzal Kosters (1972), Ze po pri-
dani stejného dilu chloridu hofe¢natého k virové suspenzi se pfi teplo-

VETERINARNI MEDICINA — 1983 8D



té 50°C postupné inaktivoval virus od prvni do Sesté hodiny a po Sesti
hodinach predstavoval celkovy pokles 4 logio, pFi teploté 56 °C byl virus
témér zcela inaktivovan do dvou hodin, ackoliv jeSté po Ctyfech a Sesti
hodinach byl prtikazny.

Technicky spolupracovaly: Maria Pechd¢ova a Edita Horvathova.
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Doslo dne 23. 8. 1982

YEPHHK, K. (Buosera, nau. npennp., Hurpa): Tepmocrabuabiocrs BaKIHHAIHOHHOTO WIT2ZMMa
BHpyca undexuuonnoro 6ypemra. Veter, Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 81-88.

BakumHauuoHHBIH WTaMM BHpyca HMHPEKIHOHHOro 6ypcuTa, pPasMHOMKEHHBIH B KyJbTypax Ky-
PHHEIX 3MOPHMOHANBHBIX KJETOK, Obii OueHn ycToiduB K Teruy. Ilpu Temmeparype 56 °C undex-
unonHeit tutp Bupyca (TKIDso) B TeueHme 2 uvacos noumsmiaca Ha 0,9 logi, a B Teuenue
Aty uacos Ha 1,2 logl, Ho eme cnyersn 24 uyaca uHPEKIMOHHBIK BMpyc coxpanuacsa. Ilpu
Temnepatrype 37 °C ormerunu caaboe cHiKeHMe HHQEKI[MOHHOIO THTpA JHINbL Yepe3 IBa IHA,
a Ha jecsaThld UeHb oH noHusmiaca Ha 1,2 logio. Yepes 21 nmens Bupyc Obl1 MOYTH MHAKTHBH-
posan. Ilpu remneparype okono 20 °C uHexuyHOHHBIE THUTP BHpyCa JHHEHHO mnajzajnx OT Tpe-
Theil 10 IBeHamuartoii Hemenu. KonTponbHsie mpobsl, XpaHupmecs npu Temueparype +4 °C,
He yTpaTHIM MHQEKIMOHHOCTh B TeueHHe Tpex Mecsaues, a npu Ttemmeparype —20°C naxe
criyeTs mects MecsaneB. JucKyccusa nocBamleHa BJAMAHMIO KOHIeHTpauumm Genxos M xjopuna
MArHUA B Cpele Ha TepMOCTaGHJBLHOCTL BHpyca HHPeKIHOHHOro Oypcura.

aTeHyMpPOBaHHBLIA WTaMM - BUpyca uHPeKuuouHoro 6ypcmTa; KypHHBIE 3MOPHOHANLHBIE KIETKH;
iuronarudeckoe neiicreue; uHpexumonunit Turp TKIDS50; KpitBbie HMHAKTMBAUYM; neffcTBHe TeM-
nepatyp 56 0C, 370C u 200C

CERNIK, K. (Bioveta, n. p. Nitra): The Thermostability of the Vaccination Strain
of Infectious Bursal Disease Virus. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 81-88.

The vaccination strain of infectious bursal disease virus, multiplied in cultures of
chick embryo cells, was very resistant to heat. At a temperature of 56 °C the infection
titre of the virus (TCIDso) decreased by 0.9 logio within two hours and by 1.2 logio
within five hours, but the virus remained infective still after 24 hours. At a tem-
perature of 37°C, a slight decrease in infection titre was recorded only after two

VETERINARNI MEDICINA — 1983 87



days and a decrease by 1.2 logie was recorded within ten days. After the 21st day
the virus was almost inactivated. At a temperature of about 20°C the infection
titre of the virus decreased linearly from the third to the twelfth weeks. The control
samples kept at +4°C retained their infectivity for three months and at —20°C
even for six months. The discussion deals with the effect of the concentration of
protein and magnesium chloride in the medium on the thermostability of infectious
bursal disease virus.

attenuated strain of infectious bursal disease virus; chick embryo cells; cytopathic
effect; infectious titre TCIDso; inactivation curves; effect of temperatures of 56 °C,
37°C, 20°C
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STREVNI ANASTOMOZA TECHNIKOU INVAGINACE BEZ SUTURY
STENY U MALYCH ZVIRAT

V. Kyllar, J. Dubska, P. Neuhybel

KYLLAR, V. — DUBSKA, J. — NEUHYBEL, P. (Vysoka $kola veterinarni,
Brno): Stfevni anastomoéza technikou invaginace bez sutury stény u malych
zvirat, Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 89-96.

Na patnacti zdravych pokusnych psech a dvou koc¢kach byla po resekci casti
ilealniho tuseku streva provedena anastomoéza end-to-end metodou invaginace
kranidlniho segmentu stfeva do segmentu kaudalniho bez sutury stény strevni.
Hojeni bylo kontrolovdno v nékolika ¢asovych intervalech po operaci klinic-
kym a histopatologickym vysetifenim. Vyhodou této techniky je predev$im rych-
lost a snadnost provedeni operace, mala tkarnova reakce s tvorbou minimal-
niho mnozstvi adhezi a dale skute¢nost, Ze pri této metodé nedochézi k ziZeni
pruchodnosti stfeva. Na zékladé dosazenych vysledku i literarnich uidaji dopo-
ruc¢ujeme tuto techniku ke klinickému pouziti zvlasté v pripadech, kdy je
vzhledem k alteraci celkového zdravotniho stavu vyznamné zkraceni doby ope-
race, a tim i narkodzy, na minimum. Prubéh hojeni je vsSak treba dile ovérit
u pacientu s indikaci enterektomie.

pes; kocka; strevo; resekce; invagina¢ni metoda

Jednou z relativné Castych indikaci k provedeni chirurgického za-
kroku v dutiné bfidni je néhla Ci chronicka nepriichodnost stfevni. Jestli-
Ze je sténa strevni zna¢né porusena, tj. v pfipadé, kdy vznikly ireversibil-
ni zmény, je indikovdna resekce alterovaného useku stfeva a spo-
jeni vzniklych zdravych koncl tzv. stfevni anastomézou. Larsen
a Bellenger (1974) konkrétné urcuji tyto indikace pro anastomo-
zu: gangréna streva v disledku pferuSeni krevniho zdsobeni — mnapf.
strangulaci, poranéni stény strevni, obstrukce, nereponovatelnd intu-
suscepce, tumory nebo jizvy jako nésledek poranéni cév ¢i stény stfevni
a ischemie stény stfevni, spojenéd s trombdzou cév.

Pro rekonstrukci stény stfevni se pouZivd nékolika desitek modifi-
kaci tFi zdkladnich metod stfevni anastomozy: end-to-end, side-to-side
a end-to-side. VSechny tyto metody a jejich modifikace maji ¢etné nevy-
hody. Nevyhodou metody side-to-side, jak uvadéji Larsen a Bel-
lenger (1974), je zna¢na ¢asova a technickd narocnost, vyrazna trau-
matizace stény stfevni a z toho vyplyvajici tvorba adhezi, poranéni vel-
kého mnoZstvi drobnych cév s krvacenim do stény stfevni, naruseni pe-
ristaltiky stfeva a stagnace zaZitiny v misté anastomoézy. Metoda end-to-
-side je vhodna predevSim ke spojovani dvou stifevnich segmentl o ne-
stejném priméru (Swaim a Martin, 1969). Inverzni metoda end-
-to-end s dvouetdZovou suturou podle Griera (1975) neni vhodné pfi
spojovani segmentii o malém diametru predev§im pro vyznamné zuZeni
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lumina a vyraznéjsi zdnétlivou reakci uvnitf stfeva. Lumen stfevni ne-
zuZuje everzni metoda anastomozy end-to-end. Jeji nevyhodou je vSak
CastéjSi vyskyt adhezi a del$i doba reparace sliznice (Tkac¢ aj., 1979;
Ott a Doyle, 1968; Leighton, 1967). Zda se, Ze vétSinu téchto
nevyhod odstratiuje pravé invaginacni technika anastomézy end-to-end.
Ve srovnéani s klasickymi metodami vyvolava minimdlni tkafiovou reakci
s tvorbou minimélniho mnoZstvi adhezi, nezuZuje lumen stfevni, zacho-
vava plnou funkCénost rekonstruovaného tseku stfeva a spliiuje i poZa-
davky na rychlost zakroku. To byl také divod, ktery nas k vyzkouSeni
této techniky formou experimentu vedl. O principu invaginace byla
zminka a byl hodnocen uZ v roce 1836 (jak uvddi Grier, 1968) a v r.
1897 byla invaginace pouZzita k rekonstrukci cév (Grier, 1968). V po-
sledni dobé se touto metodou zabyvalo nékolik autort. Napf. Pra-
sad (1972) ovéroval invaginacni techniku anastomézy u 17 psti a srov-
naval ji s technikou inverzni. Na zakladé ziskanych vysledkd povaZzZuje
invaginaCni techniku za snadnéj3i, spolehlivou a Casové nendarocnou.
Shuain a Rebesko (1975) s Gspéchem pouZili techniky anastomé-
zy u deviti z jedendcti operovanych kusi, pFicemZ z kranidlniho segmen-
tu odstraniovali vrstvu serézy i svaloviny. Linn aj. (1966 — cit.
Grier, 1968) resili tuto techniku za pouZiti chirurgickych adheziv.
Kontrolou za jeden aZ Sest tydnd po operaci zjistili kompletni spojeni
stény stfeva v 75 % pripadd. Grier (1968) hodnoti 28 operaci usku-
teCnénych na 22 pokusnych psech. U dvou ze tfi pokusnych skupin/
fixoval priloZené konce stfev po invaginaci dvéma matracovymi steiny.
Pro jeji rychlost a jednoduchost ji doporucuje zvlasté pfi komplexnéj-
§ich chirurgickych zédkrocich. Sutta aj. (1971), stejné jako Frier
(1966), vsunuli pri invaginaci kranidlni konec do konce kaudalniho
v rozsahu 5, resp. 3 mm bez podstatného opracovani obou pahyli. Vlast-
niho spojeni dosédhli jednoetdZovou suturou pokraCovacim stehem po
celém obvodé stény stfevni. Vzhledem k malému rozsahu invaginace
a S§iti stény stfevni pripomind tato metoda spiSe end-to-end anastomo-
zu prostou apozici obou koncti stfeva, kterou Bennett a Zydeck
{1970) hodnoti a porovnévaji s metodou everzni a inverzni. Stejnou me-
todu popisuje i Grier (1975). VSichni autofi ji hodnoti jako rychlou,
spolehlivou a jednoduchou. ‘

MATERIAL A METODA

Uskuteénili jsme 20 operaci, a to na 15 klinicky zdravych pokusnych psech
ve véku jeden az devét rokti a o hmotnosti 4 aZz 15 kg a na dvou pokusnych koc-
kach tri a étyri roky starych. Zvirata byla operovana v celkovém uplném znecitli-
véni Pentobarbitalem nebo Halothanem po uvodni aplikaci Thiopentalu standardni
aseptickou operaéni technikou. Predoperaéni priprava spoéivala ve 24hodinové hla-
dovce a minimalné dvouhodinovém Ziznéni a v aplikaci antibiotik jiz 24 hodiny
pred operaci. Pooperaéni péce spoéivala ve dvoudenni hladovce. Po tuto dobu byl
i. v. podavan vyzivny roztok (Ringeruv roztok, Glyphostan, glukéza, B-komplex
a celaskon) v mnozstvi 30 ml na kg z. hm.

Vlastni anastomoézu jsme délali po laparotomii v linea alba asi 10 ecm od
ostium ileocecale. Po uréeni sméru pasaze zazitiny byl resekovan usek ilealniho
stfeva v délce 3 az 10 em obvyklou operaéni technikou (obr. 1). Nasledovalo odstri-
zeni mezenteria z kranialniho segmentu stfeva v délce 2 az 3 cm, coz odpovidalo
rozsahu budouci invaginace, a jeho Klinovité vytnuti (obr. 2). Ve 14 pripadech byla
z tohoto konce ve stejném rozsahu sloupnuta seréza (obr. 3). Vyhtezla mukdza byla
potom sestfizena tak, aby po vsunuti do kaudadlniho segmentu nebranila spojeni
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1. Resekce ilealniho use-
ku stfeva — Resection
of the ileac section of
the gut

obou useku stény strevni. Z kaudalniho segmentu byla po jeho everzi opét v roz-
sahu invaginace nuzkami excidovana mukoéza (obr. 4). Potom byly na okraj kra-
nidlniho segmentu zalozeny dva docasné protilehlé catgutové stehy a byly protazeny
sténou kaudalniho useku ve vzdalenosti 2 az 3 c¢cm od jeho okraje (obr. 5). Jem-
nym tahem za oba stehy souc¢asné byl kranialni konec vtazen do kaudalniho a takto
drzen po dobu, nez bylo uzavieno mezenterium pokracovacim stehem (obr. 6 a 7).
Po repozici strevnich Kkli¢ek, véetné anastomoézy, do dutiny brisni byly tyto stehy
odstrizeny. Na sténu stfevni nebyla sutura zakladana. Dutina biigni byla uzaviena
rutinnim zpusobem nékolikaetazovou suturou. Zvirata byla utracena 7., 14., 28. a 60.
den po operaci, makroskopicky byl posouzen stav hojeni anastomézy a reakce tkané
na zakrok, usek streva s anastomoézou byl resekovan a podroben histopatologickému
vysSetieni. U tfi pst jsme anastomoézu dvakrat opakovali.

VYSLEDKY

Z 20 operaci 17 pokusnych zvifat koncily tfi dhynem (psi). Pouze
v jednom pfipadé vSak bylo pfi€inou exitu vyklouznuti invaginovaného

2. Odstrizeni mezente-
ria z kranialniho seg-
mentu streva — Cutting
off the mesenterium
from the cranial seg-
ment of the gut
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3. Sloupnuti serozy
z kranidlniho segmentu
stfeva — Separation of
the serosa from the
cranial segment of the
gut

aseku streva. V druhém pripadé doSlo k thynu Sesty den po operaci na
nésledky vyhfezu stfev po vykousdni sutury stény bFiSni. TFeti exitus
nastal po tmyslé zdméné obou koncli (kauddlni tsek byl invaginovédn
do tseku kranialniho).

Makroskopickym vy3etfenim bylo u v3ech ostatnich pfipadd a ve
vSech stadiich hojeni zjiSténo pevné spojeni po celém obvodu anastomo-
zy bez zuZeni lumina stfeva, odpovidajici ¢asovému odstupu od operace.
V 60 % pFipadt byla linie spojeni na serdzni plo$e neznatelnd, u ostat-
nich byla tvofena fibrézni jizvou. Ve dvou pfFipadech bylo zjiSténo di-
vertikuldrni rozSifeni kranidlné od mista spojeni, zpidsobené tricho-
bezodrem. U vSech operovanych pripadi byly zjistény mirné adheze
omenta na sténu stfevni v misté anastomozy a v oblasti sutury mezente-
ria. V jednom pripadé byly zjistény adheze mezenteria i omenta na stfev-
ni klicky. Ve dvou pripadech doSlo k c¢asteCnému vysunuti invaginova-
ného konce, takZe oba konce byly spojeny pouze v rozsahu 1 aZ 1,5

4. Excize mukézy po
everzi -stény  strevni
z kaudalniho segmentu
— Excision of mucosa
after the eversion of
intestinal wall from the
caudal segment
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5. Zalozeni docasnych
steht na okraj kranial-
niho segmentu — Tem-
porary sutures at the
edge of cranial segment

~cm pii zachovani pevnosti anastomoézy. Histopatologickym vySetfenim
Gsekli stfeva s anastomoézou, odebranych tyden po operaci, byla zjisté-
na granula¢ni tkai ve stadiu vaskularizace s hojnym vyskytem neutrofil-
nich granulocyti. 14 dni po operaci byla prFitomna granulaéni tkai
s perzistujici zanétlivou reakci, zatimco po Ctyrech a osmi tydnech byla
jiZ granulac¢ni tkéan vyzrald ve stadiu devaskularizace s dobfe srostlou
anastomozou.

DISKUSE

Predpokladem tsp&Sného zhojeni anastomézy invaginacni technikou
a vyuziti prednosti této techniky je dodrZeni né&kolika dileZitych zéasad.
PredevSim je nutné spravné urcit smér pasdze zaZitiny stfevnim traktem,
resp. zorientovat se, na kterém tseku k zdkroku dochdzi. Primér stfev-

6. Vtazeni (invaginace)
kranialniho segmentu do
segmentu kaudalniho
jemnym tahem za oba
doctasné stehy — In-
vagination of the cranial
segment into the caudal
segment by finely draw-
ing both temporary
sutures
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7. Dokoné¢ena invagina-
ce i sutura mezenteria
pred repozici do dutiny
brisni — Finished in-
vagination and suture
of mesenterium prior
to reposition into the
abdominal cavity

nich klicek nemusi byt vZdy spolehlivym kritériem. Tenké stfevo miiZe
byt dilatovdno a tlusté naopak kontrahovéano. Tlusté stfevo je v3ak ob-
vykle svétlejSi a vrstva podélné svaloviny vice prominuje. Obecné ma
kranidlni jejunum silnéj3i sténu neZ stfedni tsek. Distalni c¢ast ilea se da
snadno identifikovat podle cév jdoucich na margo liber stény stfevni.
Pro orientaci mtZe slouZit i lig. duodeno-colium, které je nékdy povaZo-
vdno za adhezi (Grier, 1975). Frier (1966) doporuCuje natdhnout
na mezenteriu jednoho z pahylti mezenteridlni arterie stlaCenim a ta-
hem dvou prsti smérem proti toku krve, tj. k jejich bazi. Zistanou-li
arterie nezkroucené, nataZené, jedna se o Kranidlni tsek. Podle naSich
zkuSenosti i podle nékterych literarnich udajii (Sutta aj., 1971) je
nejspolehlivéj8i metodou vybaveni vSech klicek tenkého streva aZ k jeho
vstupu do kolonu. Negativnim disledkem je vSak vyrazné draZdéni pii-
spivajici pozdéji k tvorbé adhezi. Navic je nékdy tento postup vzhledem
k vyraznym zménam na sténé stfevni zcela kontraindikovan.

DalSim daleZitym aspektem rozhodujicim o tspéchu operace je do-
stateny rozsah invaginace. Po srovnani naSich vysledk® s literarnimi
ddaji (Grier, 1968; Prassad, 1972) povaZujeme z hlediska technic-
kého provedeni a potfebné spolehlivosti za optimdlni invaginovat Kkra-
nialni segment v rozsahu 2 aZ 3 cm. Krevni a fibrinové nahlou€eniny me-
zi invaginovanym a kaudalnim koncem stfeva piisobi jako doCasny spo-
jovaci materidl, ktery spole¢né se suturou mezenteria a normdalnimi pe-
ristaltickymi pohyby stfeva udrZuje invaginovany konec v Zadané polo-
ze (Prassad, 1972). Z tohoto divodu také nepovaZujeme za nutné,
na rozdil od Griera (1968), fixovat oba konce po invaginaci suturou
stény. Omezuje se tim traumatizace stény a vznik adhezi, coZ je jednou
z pfednosti této metody. Stejné tak nepovaZujeme za nutné odstrariovat
z Kkraniadlniho konce stfeva serdzu vcetné& muskularni vrstvy, jak uvadi
tentyZ autor. Je to nejenom technicky a ¢asové narocné prace, ale z hle-
diska prevence vzniku ziZeni je podle naSich vysledk zbytegna.

Excize mukézy z kauddlniho segmentu je podstatou koneCného vy-
sledku anastomézy (Prassad, 1972). Pokud neni dokonale prove-
dena v celém rozsahu invaginace, nelze pocitat s rychlym a tsp&Snym
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hojenim. V takovém pfipadé neni moZné doporucit tuto metodu jako
vyhodnéjsi neZ konvenc¢ni techniky. Dosud se v3ak nepodarilo najit
vhodnou metodu, jak odstranit mukoézu rychle a spolehlivé (Grier,
1968). Nedarilo se ndm ani sloupnout mukézu po everzi stény stfevni,
ani tupé& odpreparovat sliznici bez everze stény, jak to navrhuje Grier
(1968). Za optimdalni zplGsob proto povaZujeme dokonalé vystfihani sliz-
nice ntZkami, i kdyZ je to metoda pracnd a nejvice prodluZuje ope-
racni cas. Pricinou je kiehkost sliznice a Kkrvaceni, které jeji odstra-
fovani doprovazi. PFi pretéti stény stfeva mé& sliznice mimofadné vel-
kou tendenci vyhreznout pres okraj stfevni stény (Prassad, 1972).
Proto uprava sliznice kranidlniho segmentu, spocCivajici v jejim sestriZeni,
je neobycejné dtleZitd, nebot kluzkost a sametovy charakter sliznice
miiZze pozdéji zpusobit vyklouznuti invaginovaného konce nebo nedosta-
tec¢ny efekt hojeni diky jeji sekre¢ni aktivité. Tyto zavéry jsou v souladu
s naSimi zkuSenostmi. Smrt jednoho pacienta, zptisobenou vyklouznutim
anastomozy, pfipisujeme pravé nedostate¢nému upraveni vyhrezlé sliz-
nice kranidlniho segmentu streva. Stejné tak odstFiZzeni mezenteria
z kranidlnfho segmentu v rozsahu invaginace a jeho klinovité vytéti po-
vazujeme za dlleZitou soucast upravy tohoto konce. Po vsunuti kranial-
niho segmentu do segmentu kaudalniho musi byt oba okraje mezente-
ridlniho defektu pfiloZeny k sobé tak, aby jejich sutura byla jednim
z faktorli udrZujicich anastomoézu v Zadané poloze. V prib&hu naSeho
pokusu jsme neshledali rozdily v hojeni u anastomoéz, pfi kterych byla
seroza Kranidlniho segmentu sloupnuta, a u anastomoéz, pfi kterych byla
ponechdna. Vzhledem k tomu, Ze makroskopickym i histologickym vy-
Setfenim nebylo zjiSténo ziZeni lumina, nepovaZujeme za nutné serdzu
odstrariovat. Je to nejenom technicky néroc¢né, ale z hlediska prevence
vzniku ziZeni nepodstatné. Naopak Grier (1968) uvadi, Ze odstrani-li
se longitudindlni vrstva svaloviny, funguje cirkuldrni vrstva jako své-
ra¢ a zplusobuje vyrazné ziZeni v misté anastomozy. Nami zjiSténa tvor-
ba adhezi pfi této metod& anastomoézy je signifikantné menSi neZ u tra-
di¢nich metod se suturou stény, pfi nichZ jsou adheze obvyklou postope-
rativni komplikaci a pricinou mechanickych obstrukci (Prassad,
1972). Ve shodé s literdrnimi ddaji (Grier, 1968, 1975; Prassad,
1972; Larsen, 1974) pfipisujeme vyrazné menS$i tvorbu adhezi mini-
mdlnimu drdZdéni stény, protoZe se nepouZivd Sici material, trauma-
tizace je minim4lni a celd operace je rychla. V neposledni Ffadé ma na
ispédné a rychlé hojeni anastomézy vliv pooperacni péce, o niZ jsme se
jiZ zminili.
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Doslo dne 5. 4. 1982

KBUJIJIAP, B. — OYBCKA, f. — HEWIBIBEJL, II. (BerepunapHwii wuHctutyT, BpHo): K=m-
LIeYHbli aHACTOMO3 TEXHHKOH HMHBArMHANHMH 6e3 IMHTHA CTeHKH y Manblx xusBoTHeX. Veter. Med.

(Praha), 28, 1983 (2) : 89-96.

Ha narmanumatu 310pOBBIX TONONMBITHEIX cOGaKax M IPYX KOIIKAX IIOCJHE MCCEUEHHs YacTH TOMI-
B30LIHOTO y4YacTKa KHINeYHHKa IIPOM3BENeH AaHACTOMO3 CTHIKOBHIM METOINOM HHBarMHAIIMM Kpa-
HUMAJBHOTO CErMEHTAa KHUINEYHMKAa B KaylNaibHBIM CerMeHT 6e3 mHThs KuuleuHoil creHku. Ilpomecc
3a)KMBAHUA KOHTPOJHMPOBAJM B HECKOJbKMX HHTepBaJaX BPEMCHHM IIOCJe OIEPalUH IyTeM KJH-
HUYECKOTO M THCTOINATOJOTMYECKOTO ofcienoBaHMil. llpemMymiecTBo 9TOH TeXHHKH B3aKIOYaeTCH,
Ipekae BCero, B OLICTPOTE MW HECI0KHOCTH IIPOBENeHHs onepauuu, B c1aboil TKaHeBOH peaKLHH
u B 06pa3oBaHMH MHMHMMAJBHOTO KOJHUECTBA CpalleHMH, a TakKe B TOM, 4YTO IpPH I3TOM Me-
Tone He ObiBaer Cy)KMBAHHA IIpOCBETa KHIIEYHHKAa M ero mpoxonumocrtu. Ha ocHose mosyueHHBIX
pes3ynbTaTOB M JNAHHBIX JIMTEPATyphl DPEKOMEHAyeM 9Ty TeXHMKy IS KJIMHHYECKOTO MCIIO/Nb30-
BaHHMA OCOOEHHO B CHIy4asxX, Koraa BBHIy OOJE3HEHHBIX M3MEHEeHUi O00Iero COCTOSHHUSA 3I0POBBSI
Ba)KHO COKpallleHMe CpOKa TIpOBelJeHHMs ONepalMM, a4 TeM CaMbIM K HapKosa, 10 MHHHMyMa.
Onuako Xom 3a)KMBAaHUA HYXHO Najee TpPOBePATh y GOJBHEIX C HMHAWKAUMEN yaajeHHs dYacTH
KHIUIKH.

cobaka; KOIUKAa; KHIIEYHWK; Pe3eKUHs; MeTOI WHBarMHAIHH

KYLLAR, V. — DUBSKA, J. — NEUHYBEL, P. (University of Veterinary Medicine,
Brno): Intestinal Anastomosis by the Invagination Technique without Gut Wall
Suture in Small Animals. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 89-96.

After resection of a part of the ileac section of the gut, end-to-end anastomosis
was performed in fifteen healthy test dogs and two cats by the method of the in-
vagination of the cranial segment of the gut into the caudal segment without gut
wall suture. Healing was controlled in several time intervals after operation (by
clinical and histopathological examination). The main advantage of this technique
is the speed and easiness of operation and a small tissue reaction with the formation
of a minimum amount of adhesions, combined with the fact that by this method
the passage of the intestines is not reduced. On the basis of the results and literary
data, this technique is recommended for clinical use mainly in those cases when,
owing to an alteration of the general health state, minimum time is left for an
operation and, thereby, for a narcosis. However, the course of healing should be
further studied in patients with an indication of enterectomy.

dog; cat; intestine; resection; invagination method

Adresa autoru:

MVDr. Vladimir Kyllar, Jaroslava Dubskd, MVDr. Petr Neuhybel, Vy-
soka Skola veterinarni, Palackého 1-3, 612 42 Brno

—_ s

96 VETERINARNI MEDICINA — 1983



RYCHLE STANOVENI CHOLESTEROLU VE VAJECNEM ZLOUTKU
BIO-LA-TESTEM

I. Ingr, J. Simeonova

INGR, I. — SIMEONOVA, J. (Vysoka $kola zemédélska, Brno): Rychlé stano-
veni cholesterolu ve vajeéném Zloutku Bio-La-testem. Veter. Med. (Praha), 28,
1983 (2) : 97-104.

Je navrzen postup primého jednostuprniového stanoveni celkového obsahu cho-
lesterolu ve vajetném Zloutku. Vzorky Zzloutku se fedénim upravuji na formu
vhodnou k vyuziti diagnostického Bio-La-testu Cholesterol (vyrobce Lachema,
n. p., Brno, CSSR), uréeného ke stanoveni cholesterolu v krevnim séru. Casteé-
né byl upraven i postup vlastniho pouziti testu. Modifikace Bio-La-testu pro
vajeény zloutek poskytuje vysledky s metodickou chybou 1,59, Doba potfeb-
na k pripravé vzorku a vlastni analyze nepiesahuje 40 minut. Ovérenim na-
vrzeného analytického postupu bylo zji§téno, Ze ve vajeéném Zloutku nosného
hybrida Hisex kolisal obsah cholesterolu v prubéhu snaskového obdobi od 1,14
do 1,41 9, hmotnosti.

pfimé jednostupniové stanoveni; ¢és. diagnosticka souprava; spektrofotometrle;
parametry metody; nosny hybrid Hisex

Cholesterol je razen mezi rizikové vyZivové faktory a Zloutek sle-
pi¢ich konzumnich vajec patfi k jeho nejbohat$im zdrojiim. PrestoZe se
na dennim obratu cholesterolu v lidském organismu podili rozhodujici
meérou cholesterol endogenni (Kaunitz, 1977), je ve svété opét vé-
novana pozornost mnoZstvi cholesterolu prijimaného potravou, jak je
zfejmé i z jedndni svétového kongresu o hygiené vyZivy v roce 1981
(Szokolay, 1981 — osobni sdéleni). Halacka aj. (1976) uvedli,
Ze denni prijem cholesterolu v potravé do 100 mg nemd vliv na jeho
hladinu v krevnim séru, ovSem pfijem v rozsahu 300 aZ 600 mg zvy3uje
jeho hladinu asi o 30 mg ve 100 ml séra. Denni pfijem 300 mg choleste-
rolu je pokldddn za tolerované maximum, bylo vSak zjiSténo, Ze Zeny
u nds prijimaji aZ 600 mg a muZi dokonce aZz 800 mg cholesterolu denné
(Hejda, 1981). Za této situace je zdjem hygienikl vyZivy o cholesterol
v potraveé zcela opravnény.

K serioznimu vyhodnocovéani pFijmu cholesterolu potravou je ne-
zbytné mit k dispozici sprdvné aktudlni tdaje. Zatim jsou hygienikové
vyZivy odkazéani na tabulkové tdaje starSiho data, které dnes predevsim
u obsahu cholesterolu ve slepiim vajeéném Zloutku jiZ neodpovidaji
skute¢nosti. To proto, Ze intenzifikace zem&délské produkce vajec vedla
ke zménam jejich sloZeni, vCetné obsahu cholesterolu. Brendl aj.
(1979) prokéazali vyhodnocenim literdrnich ddaji z let 1956 aZ 1974, Ze
obsah cholesterolu ve vejcich se sniZoval a Ze je v nepfimém vztahu
k uZitkovosti nosnic. Semjanovad a Grom (1976) zjistili, Ze vztah
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mezi intenzitou snd3ky a obsahem cholesterolu ve Zloutku je dan hodno-
tou korela¢niho koeficientu r = —0,62. Z hlediska prijmu cholesterolu
ve vyZivé lidi se tedy moderni zemédé&lskd vyroba vajec jevi pfiznivé.

Literarni ddaje o aktudlnim obsahu cholesterolu ve vejcich jsou
velmi sporadické, coZ je ovlivnéno i moZnostmi jeho stanoveni. Pred-
kladame postup rychlého a nenarofného stanoveni cholesterolu ve va-
jeCném Zloutku, jehoZ vyuZiti by mohlo vést k ziskdvani aktudlnich pod-
kladt pro hodnoceni spotfeby vajec z hlediska hygieny vyZivy.

Analyzu cholesterolu v biologickych materidlech z hledisek klinic-
ké biochemie obsadhle shrnul Zak (1977). V potravinarské analytice
se ke stanoveni cholesterolu nejvice vyuZivd barevné Liebermann-Bur-
chardovy reakce a jejiho spektrofotometrického vyhodnoceni (Davi-
dek aj., 1977). Toto stanoveni pFfedpokldda predchozi izolaci lipidd.

Jsou v3ak publikovéany stdle nové postupy pro stanoveni cholesterolu
a jeho estert v biologickych materidlech. Nedeljkovicova aj.
(1981) vyuZily tenkovrstvé chromatografie s denzitometrickym vyhod-
nocenim. Cholesterol 1ze rovnéz stanovit fluorometricky (Badzio aj.,
1975), plynovou chromatografii (Punwar, 1975; van Delden aj.,
1981), enzymovou mikrometodou (Hoops a Kupkeovd 1978)
a v posledni dobé je vyuZivana zejména kapalinovd chromatografie (K a -
neda aj., 1980; Tsai aj., 1980; Perkins aj.,, 1981). VSechny tyto
metody jsou materidlové, pfistrojové i pracovné narocné.

Rutinni laboratorni kontrola jakosti potravin naopak vyZaduje mi-
nimalni metodickou niro¢nost pri respektovdni poZadavkd na sprav-
nost, presnost a reprodukovatelnost vysledk@i. Pomérné vysoky obsah
cholesterolu ve vajecném Zloutku nevyZaduje v zdsadé prili§ citlivou
a pristrojové ndro¢nou metodu. Doposud jsme vyuZivali Gisselova
(1975) zkraceného postupu pro stanoveni cholesterolu ve vajec¢ném
Zloutku. Je sice celkové jednoduchy, ale je nevyhodny pro &asovou na-
ronost na extrakci a znaCnou spotfebu chemikdlii, zejména octanu
etylnatého.

Rychlé a snadné je pouziti enzymového barevného testu pro stano-
veni cholesterolu v potravindch vcéetné vajec¢ného Zloutku, ktery dodava
zdpadonémeckd firma Boehringer. Cholesterol je enzymové oxidovan
za vzniku peroxidu vodiku, ktery je vyuZit k oxidaci metanolu na for-
maldehyd za plisobeni katalazy, a ten s dalSimi sloZkami reaguje za vzni-
ku Zluté zbarveného Iutidinu, jehoZ absorbance se méri. VyuZiti testu
v nasich laboratofich je podminéno devizovym narokem.

Pro primé jednostupiiové fotometrické stanoveni celkového obsahu
cholesterolu v krevnim séru je u néds UspéSné vyuZivdno soupravy Bio-
-La-test Cholesterol, vyrdbéné a doddvané n. p. Lachema Brno. Autofi
testu (Hornakova aj., 1974) vyuZili ke vzniku barevné reakce s cho-
lesterolem kyseliny 2,5-dimetylbenzensulfonové (W atson, 1960 — cit.
Hornakova aj., 1974). Pokusili jsme se uplatnit tento u nds vyrabény
a tudiZ dostupny test k primému stanoveni cholesterolu ve vajecném
Zloutku.

MATERIAL A METODY

Pouzili jsme vajec od nosnic typu Hisex. Zloutky byly oddéleny ruénim vy-
tloukdnim a homogenizovany laboratornim mixérem. Pro analytickou studii byly
pripraveny smésné vzorky zloutkl, k ovéreni vypracovaného postupu byla pouzita
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jednotliva vejce ziskand v prubéhu snaskového obdobi od sledovaného souboru
nosnic.

'Hledali jsme pouzitelnost Bio-La-testu Cholesterol (Lachema, n. p., Brno)
s ruznymi upravami vzorku zloutku i zménami postupu pripojeného k soupravé.
Pro srovnani jsme paralelné pouzivali metodu podle Gissela (1975).

VYSLEDKY A DISKUSE

Bio-La-test byl vypracovan vyslovné& pro krevni sérum a respektuje
jeho vlastnosti vCetn& obsahu cholesterolu. Nezbytnym prFedpokladem
vyuZiti testu pro vajetny Zloutek byla tprava Zloutku do formy roztoku,
ktery by se svymi vlastnostmi i obsahem cholesterolu co nejvice pribli-
Zil krevnimu séru a ktery by pro stanovem mohl byt ddvkovan ve stej-
nych objemech (0,05 ml).

Po vypodtech a ovéfeni vyhovélo témto poZadavkim redéni Zloutku
fyziologickym roztokem v poméru hmotnosti 1 : 4, pop¥ipadé 1 : 3. Hmot-
nostni poméry byly zvoleny proto, Ze vychozi vzorek Zloutku nelze pfes-
né odméfovat objemové, nybrZ pouze navaZovdnim. Vyhodné je to i pro
vyjadFovani vysledkdi, poné&vadZ vSechny dosavadni tddaje jsou uvede-
ny v hmotnostnich procentech cholesterolu vztaZenych na Zloutek nebo
na jedly podil vejce. V ostatnim postupu lze pouZit rychlého a pfesného

1. Vysledky paralelnich stanoveni cholesterolu ve vajeéném Zloutku metodou podle
Gissela (1975) a modifikovanym Bio-La-testem pii rtzném redéni a pri dvou roz-
dilnych vinovych délkdch — Results of parallel determinations of cholesterol in
egg yolk by the method after Gissel '(1975) and modified by the Bio-La-Test at
different dilutions and at two different wave lengths

Vajeény zloutek A Vajeény Zloutek B Vajetny Zloutek C
% cholesterolu % cholesterolu Y% cholesterolu
Paralelni
stingi\:l:gi 4 modifikovany modiﬁkovgny'Bio-La-test; moc{{ﬁkovax}y Bio-La-test;
metoda Bio-La-test: fedéni méfeni pti vlnové délce
podle | 5o deni 1 : 43 : S—
Gissela 1e Segil
625 nm 1:3 1:4 625 nm 580 nm
1 1,43 1,19 1,18 1,27 1,19 1,29
2 1,01 1,17 1,18 1,27 1,19 1,29
3 1,22 1,17 1,17 1,23 1,21 1,33
4 1,02 1,17 1,19 1,25 1,20 1,30
5 1,05 1,17 1,15 1,21 1,21 1,33
6 1,30 1,22 1,19 1,25 1,21 1,33
7 1,07 1,18 1,18 1,25 1,20 1,29
8 1,34 1,16 1,19 1,27 1,20 1,32
9 1,29 1,16 1,23 1,27 1,21 1,30
10 1,29 1,19 1,20 1,23 1,19 1,30
% 1,198 1,178 1,19 1,25 1,20 1,31
V(% 12,5 1,5 1,9 ' 1,7 1,3 1,5
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pipetovani, pficemZ vysledek neni ovlivnén, pon€évadZ mérnd hmotnost
fyziologického roztoku i zFed&ného Zloutku se rovné pfribliZn€ hodno-
té 1,00. ,

Red&ni Zloutku 1:4 a 1:3 poskytlo témé&F shodné vysledky (tab.
1), ponékud lepSi reprodukovatelnost vysledkii pii vétSim ziedéni je
mozné vysvétlit vy$Sim zFedénim ostatnich doprovodnych sloZek Zloutku.
Urcité obavy vzbuzoval celkovy obsah lipidd ve Zloutku (vice neZ 30 %),
ovSem vysoky podil heterolipidli, zejména lecitinu, zplsobuje vysokou
emulgovatelnost lipid{i, takZe pFi stanoveni cholesterolu nevadi. Vysled-
ny zPfedény homogenat Zloutku lze d&vkovat mikropipetou stejné jako
krevni sérum.

Autofi Bio-La-testu zvolili pro méfeni absorbance vysledného ba-
revného roztoku vlnovou délku 580 nm, prestoZe absorpéni maximum
cholesterolu je pFi 625 nm. To proto, Ze sérum obsahuje bilirubin vyvo-
lavajici posun absorp¢niho maxima, kdeZto pri 580 nm je jeho vliv po-
tlacen. V naSem pfipadé zmin&nd interference nehrozi, ponévadZ obsah
bilirubinu ani biliverdinu neni ve Zloutku uvadén (Izéak aj., 1977)
a ani pfipadny vyskyt té€chto latek ve stopach by vzhledem k obsahu
cholesterolu nebyl pfekaZkou. Porovnéani vysledkii méfeni pfi obou vino-
vych délkach (tab. I) je p¥iznivé pro pouZiti vinové délky 625 nm, tedy
hodnoty absorpéniho maxima cholesterolu.

Modifikace Bio-La-testu pro stanoveni cholesterolu ve Zloutku pfii fFe-
déni vzorku 1:4 a p¥i pouZiti vinové délky 625 nm byla konfrontovana
na jiném smésném vzorku s metodou podle Gissela (1975). Z porov-
nani je zfejmé (tab. I), Ze ob& metody poskytly velmi blizké primérné
hodnoty, ale vysledky dosaZené modifikovanym Bio-La-testem vykazaly
nepomérné lepsi reprodukovatelnost (V =.1,5%). Gissel (1975) cha-
rakterizoval reprodukovatelnost vysledkd pf¥i pouZiti svého postupu hod-
notou 2,9 %, ale ndm se ani po dlouhém pouZivdni nepodafilo takové
reprodukovatelnosti dosahnout. S ohledem na podminky méreni jsme po-
nékud upravili i divky cinidla a kyseliny sirové, coZ pracovni névod
k diagnostické soupravé umoZiiuje i p¥i analyze séra.

Po dpravdch a mnohonédsobném ovéfeni doporucujeme tento postup
pifimého stanoveni cholesterolu ve vajeéném Zloutku s vyuZitim Bio-lLa-
-testu:

1. Priprava vzorku

Ru¢né oddéleny Zloutek bez zbytk® bilku se homogenizuje labora-
tornim mixérem. NavaZi se asi 5 g Zloutkového homogenédtu s pFesnosti
na 0,01 g a pipetovanim se pridd ¢tyFndsobné mnoZstvi fyziologického
roztoku s piesnosti na 0,01 ml. Smés se dikladné promicha.

2. Vlastni stanoveni

Zredény Zloutkovy homogenéat se davkuje mikropipetou v mnoZstvi
0,05 ml do suché zkumavky. Soucasné se pfFipravi porovnavaci roztok
a standardni roztok cholesterolu (200 mg cholesterolu ve 100 ml, tj.
5,17 nmol v 1 litru) a postupuje se podle schematu Bio-La-testu takto:
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standardni zFedény

porovnavaci gz 4qk cho- zloutkovy
roztok lesterolu homogenat
destilovanéa voda 0,05 ml
roztok cholesterolu 0,05 ml
analyzovany vzorek 0,05 ml
¢inidlo 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml

— po dfikladném promichéni se nechd pét minut stat ve vodni 1dzni
pri teploté 10 aZ 20 °C;

koncentrované kyselina
sirova 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml

— smeés se promichd a 10 minut se intenzivné chladi pod tekouci
vodou z vodovodu (teplota 10 aZ 15°C), po této dobé se roztok preleje
do suché 1lcm kyvety a ihned se na pfistroji Spekol zméfi absorbance
roztoku pFi 625 nm proti porovndvacimu roztoku; zmé&fi se rovnéZ ab-
sorbance standardu.

3. Vypocet

Hmotnostni procento cholesterolu ve vaje¢ném Zloutku se pfi fedéeni
pivodniho vzorku fyziologickym roztokem v poméru 1:4 vypocitéd jako
podil absorbance méreného vzorku (A) a absorbance standardu (B), pfi
Ffedéni vzorku 1 : 3 se vysledek nésobi koeficientem 0,8:

- —g— (1:4)
% (g cholesterolu ve 100 g Zloutku) = < )
= s (1:3)

4, Doba stanoveni

Vcietné pripravy vzorku lze konecny vysledek pfi analyze jednoho
vzorku ziskat do 40 minut. Efektivni je sériové stanoveni s optiméalnim
pocCtem 10 aZ 15 vzorkl, protoZe se pri analyze takové série celkovy po-
tfebny Cas zhruba zdvojnésobi, ale jeho relativni potfeba na jeden vzo-
rek se vyrazné sniZi.

Popsany a doporuceny postup jsme ovéFili na individudlnich vzorcich
vajec, a to i ve srovnani s postupem podle Gissela (1975) v pribéhu
snaskového obdobi (tab. II). Rozdily ve vysledcich dosaZenych obéma
postupy jsou velmi malé a nepriikazné i na hladin& vyznamnosti P =
= 0,01. Hodnoty varia¢niho koeficientu zahrnuji vedle metodické chyby
(tab. I) i variabilitu individudlni a konkrétni hodnoty jen podporuji po-
uZitelnost modifikovaného Bio-La-testu pro tento twcel. Méreni absor-
banci pfi obou zminénych vlnovych délkdch pfineslo nepatrné a na-
prosto nepriikazné rozdily (tab. II).
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II. Stanoveni cholesterolu ve vajeénych Zzloutcich nosnic Hisex v prubéhu snésky
— Determination of cholesterol in egg yolks of Hisex layers during the laying

period
Hmotnostni procento cholesterolu ve vaje¢ném Zloutku
3. mésic snasky 4. mésic snasky 8. mésic snasky
Vajecny
Zloutek ’ y modifikovany
— &slo i Lnodlﬁ; i !l:lodlﬁ; Bio-La-test
podle ovany . podle ovany ; méteni dii
Gissela | Bio-La- rozdil Gissela | Bio-La- rozdil e rozdil
StEat et 580 nm | 625 nm
1 1,47 1,37 ‘ -0,10 1,24 1,42 +0,18 1,39 1,44 +0,05
2 1,25 1,50 | +0,25 1,30 1,32 -+0,02 1,39 1,41 +0,02
3 y 1,81 1,62 -0,19 | 1,26 1,31 +0,05 1,49 1,41 —0,08
4 ” 1,51 1,56 40,04 1,23 1,26 —0,07 1,39 1,36 —0,03
5 | - | 124 ! - 1,09 1,20 | +0,11 1,28 1,30 | +0,02
6 | - 138 | - 0,90 1,10 | +0,20 1,28 1,33 | +0,05
7 | 1,43 141 | —0,02 | 1,08 1,23 +0,15 1,28 1,33 +0,05
8 : 1,27 1,26 | —0,01 0,95 1,19 | +0,24 1,39 1,41 0,02
9 i 1,23 1,41 ! +0,18 1,22 1,16 —0,06 1,28 1,27 —0,01
10 1,22 | 1,38 ‘ +0,16 1,06 1,10 + 0,04 1,31 1,33 +0,02
— . . |
% | 1,39 ; 1,41 | +0,02 1,14 1,23 | +0,09 1,35 1,36 | +0,01
V) | 144 | 84 | 129 | 83 549 | 4,0

I kdyZ nebylo cilem této prdace hodnotit obsah cholesterolu ve vej-
cich, 1ze z vysledkii dosaZenych pfi ovéfovani navrZeného postupu od-
vodit, Ze obsah cholesterolu ve vaje¢nych Zloutcich nyni nejvykonng&j-
$tho hybrida Hisex (Petrovskad a Spacek, 1979) nepfesdhl v pri-
behu snaskového obdobi 1,41 hmotnostnich procent, coZ je mnohem mé-
né, neZ uvadéji dosud uZivané tabulky (Krondlova — Skopko-
vd a Smrha, 1965; Souci aj., 1969; Smrha a Krupafova,
1980).

V pfipadé, Ze predloZeny expeditivni postup stanoveni cholesterolu
ve vajeCném Zloutku najde Sir8i uplatnéni, mliZe pfinést sprdvné a aktudl-
ni ddaje, které by byly podkladem pro hodnoceni-aktualniho vyZivového
stavu na8i populace z hlediska pFijmu tohoto rizikového faktoru.
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: 97-104.
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necTepMHa B AMGHOM JKeaTKe. Ilpobbl jKenTka myTeM pasbaBieHHs [IOATOTABJIMBAIOTCA 1O TeX
1I0p, IIOKAa OHM OKA3bIBAIOTCA MPUIONHBIMHM IUIA KCIOJB30OBAaHUA IUAaTHOCTHYecKoro buo-Jla-Tecra
Xonecrepun (zaBon-usrorosurens Jlaxema, Hanm. npemnp., Bpro, YCCP), npennasnauensoro mas
ompenesieHMs XOJecTepMHA B CHIBOPOTKe KpoBH. YacTHuHo 6bl1 MONMPULIMPOBAH TaKKe METON
coberpennoro npumenenus tecra. Monuduxamus Buo-Jla-Tecra mns suYHOTO >KeaTKa Iaer pe-
ayapTarhl ¢ Meromudeckoit ommbxoit 1,59, Bpems, HeofxoamMoe I NPHIOTOBJIEHHT npo6EI,
u caM aHaan3 He mnpespiuaior 40 MuHYT. IIpoBEpKOH IpeNIOKEHHOrO AHAJTUTHUECKOTO METONA
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6bII0 YCTAHOBJIEHO, YTO B SHYHOM KeJaTKe rubpuma XHCeKC COomep)KaHHe XOJecTepuHa BO BpeMS
aiekaagky kKosebasocs or 1,14 no 1,41 wmaccsn:

HEIOCPe/ACTBEHHOe ONHOCTYNEeHYaToe OmpelejeHHe; YeXOCJOBALIKAas IMAarHOCTHYeCKasd YCTAHOBKaA;
CrieKTpOPOTOMETPH A; TapaMeTpEl MeTona; AHIeHOCKHi rubpuny Xucekc

INGR, I. — SIMEONOVA, J. (University of Agriculture, Brno): Rapid Determin-
ation of Cholesterol in Egg Yolk by the Bio-La-Test. Veter. Med. (Praha), 28, 1983
(2) :97-104.

A technique of direct one-stage determination of the total cholesterol content in
egg yolk is proposed. Yolk samples are treated by dilution into a form suitable for
a diagnostic application of the Bio-La-Test Cholesterol (manufacturer Lachema,
n. e, Brno, CSSR), designed for the determination of cholesterol in blood serum.
The procedure of applying the bio-assay was partly modified. Modification of the
Bio-La-Test for egg yolk provides results with a methodical error of 1.5, The
time needed for sample preparation and the analysis itself does not exceed 40 mi-
nutes. It was found out by checking the proposed analytical procedure that in the
egg yolk of the Hisex laying hybrid the content of cholesterol fluctuated from 1.14
to 1.41 weight percent during the laying period.

direct one-stage determination; Czechoslovak diagnostic set; spectrophotometry; pa-
rameters of method; Hisex laying hybrid
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Zemédélska 1, 662 65 Brno
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METODIKA EXTRAKTOV V DETEKCII REZIDUI INHIBICNYCH

LATOK V TKANIVACH NEVYHNUTNE ZABITYCH OSIPANYCH
A TELIAT

P. Siklenka, J. Pleva, M. Baranova, P. Mala, A. Poliakova

SIKLENKA, P. — PLEVA, J. — BARANOVA, M. — MAIA, P. — POLIA-
KOVA, A. (Ustav experimentilnej veterindrnej mediciny, KoSice): Metodika
extraktov v detekcii rezidui inhibi¢nych ldatok v tkanivich mevyhnutne zabi-
tych o$ipanych a teliat. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) :105-110.

Sledovali sme rozdiely v detekcii rezidui inhibiénych latok vo vzorkach tka-
niv nevyhnutne zabitych o$ipanych a teliat. VyS$etrovali sme vzorky z peéene,
srdca, obli¢iek a svalu z 30 oSipanych a 16 teliat. K detekcii boli pouzité pev-
né vzorky tkaniv organov ulozenych na agarovu podu a extrakty z pevnych
vzoriek, nand$ané do jamiek agarovej pddy. Vzorky boli paralelne spracované
mikrobiologickou difiiznou metédou za pouzitia mikroorganizmov S. aureus
CCM 2022 a B. subtilis CCM 1999. Met6du ziskavania extraktov z pevnych vzo-
riek organov sme navrhli a overili na vlastnom pracovisku. Pritomnosf inhi-
biénych latok sa prejavovala tvorbou inhibi¢nych zdén. Vysledky z pozitivnych
vzoriek teliat (7 ks) a oSipanych (3 ks) jednoznac¢ne poukazuju na skutocénosf,
ze extrakty zo vzoriek tkaniv vykazuju evidentne vééSie inhibiéné zény ako
pevné vzorky. Z pouzitych mikroorganizmov vykazoval viésiu citlivost B. sub-
tilis ako S. aureus.

extrakty tkaniv; mikrobiologicka diftiizna metéda

Podchytenie rezidui inhibi¢nych latok v organickom materidli je
okrem inych faktorov vo velkej miere 2zavislé od pouZitej
diagnostickej metédy. Mnohé modifikdcie uZ overenych testov umoZnili
uzko Specifikovat niektoré metédy, a to bud so zameranim na vySetro-
vany material — jeho druh, alebo na hladani inhibi¢na 14tku.

V sicasnosti pouZivané diagnostické metédy za tymto tcelom mo-
Zzeme zaradit do dvoch zédkladnych skupin, a to do skupiny fyzikalno-
-chemickej a skupiny mikrobiologickej.

Najvédc8ie uplatnenie v praxi nachddzaji mikrobiologické metody,
pretoZe su dokonale rozpracované a ich rézne modifikdcie a variacie
s neobmedzenym mnoZstvom pouZitia mikrobidlnych kmefiov zarucuja
ich spolahlivost a rozSirenost; v stifasnosti u nds v pomerne dobre vy-
bavenych laboratéridch nemoZno hovorit o ich naro¢nosti. Si to meto-
dy vhodné k detekcii takmer vSetkych antibiotik pouZivanych vo vete-
rindrnej praxi. Spolahlivo ich moZno pouZit pri vySetrovani vzoriek
rézneho druhu (organy, tkanivd) a charakteru konzistencie (pevné, te-
_kuté).

" Stale aktudlne si diagnostické metody pre stanovovanie inhibié-
nych latok zo vzoriek mésa a organov jatonych zvierat.

U hovddzieho dobytka orientovali svoje prdce tymto smerom
Retzlaff a Djalili-Afchar (1974), Kuéera a Simkova
(1976), Takéacs a i. (1976), ktori hladali prevddzkovo nenAarodné
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a pouZitelné spdsoby pre ich uplatnenie. Nouws a Ziv (1977) tieto
metédy rozSiruji aj na stanovenie inhibi¢nych latok v krvi, v moci
a v obli¢kach.

U teliat dosiahli pozoruhodnejSie vysledky v overovani metod de-
tekcie Mc Cracken a O’Brien (1976a, b), Sonennschein
ali. (1976), Schmidt (1976) a ini.

Podobny efekt ako v mése hovddzieho dobytka a teliat moZno oca-
kavat aj v mése oSipanych. Urciti $pecifinost pre tento druh zvierat
pri detekcii sledujeme u Fouda a Lyncha (1978), Schmidta
a Cremmlinga (1975) a Berga (1976). Berg (1976) dokumen-
tuje spolahlivé vysledky vylucne z obliCiek oSipanych.

Vysoky zdujem o detekéné metody inhibiénych latok v mlieku vné-
Sa enormnd snahu hygienickych pracovnikov overovat a vyberat naj-
vhodnejSie metoédy pre prax. Na tito oblast potravindrskych surovin
a vyrobkov zameriavaji svoju €innost Konecny (1978), Rybinska
(1978), Katz a Fassbender (1978), Gounelle a Thieulin
(1979) a ini.

O nieCo menej prac je orientovanych na zistovanie mikrobidlne in-
hibi¢nych latok v mé&dse hydiny (Smither, 1975; Quarles a i,
1975; Mulder a Hulst-Arkel, 1977; Rutzynska-Sko-
nieczna, 1977), vo vajciach (Schellhaas, 1974; Karkocha,
1979) a v mése ryb (Mc Cracken a i, 1976; Malikova a i,
1978).

V na8ej praci sme mikrobiologickou diftiznou metédou sledovali in-
hibi¢né latky v méase a orgdnoch nevyhnutne zabitych oSipanych a teliat.
Vysledky ziskané z pevnych vzoriek sme porovnévali s vysledkami ziska-
nymi z extraktov tych istych orgdnov za Standardnych podmienok.

MATERIAL A METODA

Inhibi¢né latky sme stanovovali vo vzorkach z peclene, srdca, oblic¢iek a chrbto-
vej svaloviny nevyhnutne zabitych osipanych a teliat. VySetrili sme vzorky z 30
osipanych (t. j. 120 vzoriek) a z 16 teliat (64 vzoriek). Na detekciu sme pouzili bez-
ne pouzivanu mikrobiologickil difiznu metédu a dva zbierkové kmene zarodkov
S. aureus CCM 2022 a B. subtilis CCM 1999. Zvolenou poédou bol Zivny agar ¢&s. pro-
veniencie s pH upravenym na 7,2. Na Petriho misky o priemere 10 cm sme pipe-
tovali 20 ccm agaru, do ktorého boli vopred po schladeni na teplotu 45 az 50 °C
odpipetované zarodky mikroorganizmov z bujénovej kultury.

Pevné vzorky na vySetrenie sme upravili tak, aby mali tvar kocky o hrane
cca 1 cm, a na zivnhd podu sme ich ukladali tak, aby reznou plochou prilnuli na
MPA.

Extrakty sme ziskavali homogenizaciou 10 g vzorky organu alebo misa s 20 ml
pufru pH 7. Po dvojhodinovej extrakcii a desafmintutovej centrifugacii pri 4000
otda¢kach za minudtu bolo zo ziskaného supernatantu mnozstvo 0,2 ml pouZité k na-
nasaniu do korkovrtom vyrezanych jamiek v MPA o priemere 1 cm. Pritomnosf
inhibiénych latok vo vzorkach sa prejavovala tvorbou inhibiénych zén, ktorych vel-
kost sme odpoéitavali v milimetroch. Inhibi¢né zény pod 1 mm sme hodnotili ako
stopy. Hodnotenie sme vykonavali po dvojhodinovej aZz trojhodinovej preddifuzii
pri laboratérnej teplote a v 18 az 20-hodinovej inkubdcii v termostate s vytempe-
rovanim na teplotu 38 °C.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V tab. I dokumentované vysledky z pozitivnych vzoriek teliat jedno-
znatne poukazuji na skutoCnost, Ze extrakty ziskané zo vzoriek mésa
a organov vykazuju evidentne vécSie inhibi¢né zény ako pevné vzorky.
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Treba dalej dodat, Ze inhibi¢né zény boli v porovnani so zénami z pev-
nych vzoriek nielen vacSie, ale aj jasnejSie a miesto dislokécie bolo
ostrejSie. Zaujimavé je, Ze v niektorych pripadoch, ked sme hodnotili
vysledok z pevnej vzorky ako negativny, vykazovali extrakty bud sto-
py, alebo sme dokonca mohli evidovat jasnid inhibi¢nd zénu (&. vz. 3].

1. Vysledky inhibi¢ného testu v mm pozitivnych vzoriek z teliat — Results of an
inhibition test in mm of positive samples in calves
Pouzité kmene mikroorganizmov
Cislo Druh S. aureus B. subtilis
vzorky vzorky
pevné vzorky | extrakty |pevné vzorky| extrakty
3 pecen I neg. neg. neg. stopy
srdce neg. neg. 2 2
oblicka neg. neg. neg. 2
sval neg. neg. stopy stopy
4 pecen 4 7 5 10
srdce 3 4 -+ 8
oblicka 4 6 6 10
sval 2 5 4 8
8 pecen neg. neg. stopy stopy
srdce neg. neg. 2 2
oblicka neg. neg. stopy stopy
sval neg. neg. neg. neg.
9 pecen neg. neg. 4 5
srdce neg. neg. neg. neg.
oblicka neg. neg. 2 2
sval neg. neg. neg. neg.
10 pedeni neg. neg. 1 1
srdce neg. neg. 1 3
oblicka neg. neg. 2 3
sval neg. neg. neg. neg.
13 pecen neg. neg. neg. neg.
srdce neg. neg. stopy neg.
obli¢ka 2 3 1 4
sval 3 3 1 5
15 peden neg. neg. 3 4
srdce neg. neg. stopy 2
oblicka neg. neg. 3
sval neg. neg. neg. neg.
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II. Vysledky inhibi¢ného testu v mm pozitivnych vzoriek z oSipanych — Results of
an inhibition test in mm of positive samples in pigs

Pouzité kmene mikroorganizmov
Cislo Druh S. aureus B. subtilis
vzorky vzorky
pevné vzorky extrakty | pevné vzorky extrakty
5 pedeni neg. neg. neg. neg.
srdce neg. neg. stopy 1
oblicka neg. neg. stopy 2
sval neg. neg. neg. neg.
10 | peden neg. neg. 3
srdce neg. neg. stopy 3
oblicka neg. neg. 3 3
sval neg. neg. neg. neg.
14 pedent 1 2 2
srdce 2 4 4 5
oblicka 4 2 2
sval neg. 1 1 2

Vyrazny rozdiel vo velkosti inhibi¢nych zO6n sme zaznamenali
u oboch pouZitych kmeiiov zdrodkov, samozrejme do tej miery, pokial
bol mikroorganizmus citlivy na neznadme antibiotikum v tom-ktorom
organe alebo tkanive. V tomto smere sa ndm ukdzal B. subtilis spolahli-
vejsi ako S. aureus. S. aureus iba v dvoch pripadoch reagoval pozitivne
u vzoriek z teliat a v jednom pripade u vzoriek z oSipanych (tab. IIT).
Niektoré pevné vzorky z tkaniv a organov, ktoré sme hodnotili ako sto-
py, sme z extraktov tych istych tkaniv mohli evidovat ako jasné a zre-
telné zony aZ 3 mm velké.

Pri hladani vhodnej metodiky pre dékaz inhibi¢nych latok sa nam
teda osvedé¢ila mikrobiologickd metdéda, ktord v naSom pripade znalne
zvyraznila vysledky z tkaniv a organov tym, Ze sme ziskavali a pouZili
popri pevnych vzorkach aj ich extrakty. Na tento fakt poukézali Pich -
narc¢ik ai. (1974), Siklenka a Pichnarc¢ik (1975), ktori da-
nu problematiku ziskavania extraktov rozvijaji z pevnych vzoriek.

ZnacCne zvyrazneny efekt detekcie inhibi¢nych zén s pouZitim ex-
traktov tkvie zrejme v predpoklade zvyhodnenej diftizie inhibi¢nej 1atky
do prostredia agaru. Tento ndzor maji aj Lengyel a RosSko (1979),
ktori obdobnt metédu pouZili pri ddokaze inhibi¢nych latok v mftvolkach
vCiel.

Pozndme metédy ziskavania extraktov z biologického materidlu
s cielom detekcie inhibi¢nych latok. Su to vSak vyluCne fyzikalne alebo
chemické metody, ktoré st znaCne narocné na pristrojové vybavenie la-
boratérii. VyZaduji manipulédciu s relativne Cistymi latkami (Konec-
ny a Rucki, 1979). Ich dlZka &asu detekcie je zavisld od volby
tej-ktorej metody (chromatografickd, oscilopolarografickd, fotometric-
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k4, titracnéd a iné). Metéda ziskavania extraktov z pevnych vzoriek or-
génov, nami navrhovand a na naSom pracovisku overend, tvorbu inhibic-
nych zoéon Casovo neovplyvni. Je jednoducha, nenarotnéd a lahko zvlad-
nutelnd v procese pripravy vzoriek k testovaniu. D4 sa predpokladat,
Ze aj neSpecifickost mikrobiologickych testov, ktord uvadzaji napr.
Honikel a Hambloch (1976) ako zdporni strdnku tychto testov,
moZno Ciasto¢ne ovplyvnit. Prdve pouZitim extraktov zo vzoriek mésa
a organov a porovnanim ich vysledkov s paralelnymi vzorkami z pevnych
vzoriek s prihliadnutim na pouZity testaCny kmeili mikroorganizmov
moZno do urcitej miery ur€it druh pouZitej inhibi¢nej latky — anti-
biotika.
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Doglo diia 24. 6. 1981

CHUKJIEHKA, II. — IIJIEBA, . — BAPAHOBA, M. — MAJIA, II. — IIOJIMAKOBA, A.
(HMHCTHTYT SKCIEPHMeHTasNbHOM BerepuHapuu, Komrume): MeTonmMKa SKCTPaKTOB B ONpeNeNeHHH
OCTATOYHOTO NEeHCTBHsA HMHIHOHDYIOUIHX BEN[ECTB B TKAHAX BBIHY)KIEHHO YOHTHIX CBHHEH y TeNAT.
Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 105-110.

Ilamn msyuajice pasiauuus B ONpelNeJeHHH OCTATOYHOTO NEHCTBHS HHTHOMpPYIOIINX BelecTs
3 obpasuax TKaHell BBHIHYXIeHHO y6uTpix cBHHeil u Teast. O6cienopamiuce 06pasipl IEUeHH,
cepmia, moyku ¥ Meiuiei or 30 csumeit u 16 ros. Teaar. Jus ompenenenus 6panuchs TBepibie
4acTH TKaHeHd OpraHOB, HaHOCHMEIE Ha arapHyio Cpely, 4 SKCTPAKTH H3 TBEDIBIX YaCTHI[ BKJa-
ABIBAMHCL B AMKHM arapHoii cpensl. IIpofel mapansnensHo ofpafaTsiBaiuch MHKPOGHONIOTHYECKUM
nuPPysHOHHEIM METONOM C TpHMeHeHHeM MuKpoopraHuamoB S. aureus CCM 2022 u B. subtilis
CCM 1999. Meron nonyueHHs OSKCTPAKTOB U3 TBEPABIX 1po6 OpraHoB OBI HAMH MpelLIOKeH
M TIpoBepeH B HaumleM MHCTHTyTe. Hanmume MHrubHpyIOUMX BellecTB NpPOABJIAJIOCH ofpasoBaHueM
uHrubupyomux 30H. Peaynsratst M3 nosokurTenrssix npob teasr (7 ron.) u ceumeit (3 rox)
OIHO3HAUHO CBUIEJNBCTBYIOT O (akrTe, 4TO SKCTpakThl M3 npob TKaHeit ofpasyior 6osee sBHbIE
MHrHGHpyIOl[He 30HBI, 4eM TBepasie 1pobsl. }a HCmonb3oBaHHEIX MHKPOOPraHH3MOB 6Gosee
YyBCTBHTENBHBIM OKasaiucs B. subtilis no cpasmenuio ¢ S. aureus.

ompeneneHue OCTATOYHOTO MeiicTBHSA; MHTMOMpylomjMe BeLIecTBAa; SKCTPAKThHl TKaHeW; MHKpPOGHO-
JIOTHYECKU M NUGPy3MOHHLIH MeTomn

SIKLENKA, P. — PLEVA, J. — BARANOVA, M. — MALA, P. — POLIAKOVA, A.
(Institute of Experimental Veterinary Medicine, Ko$ice): A Method of Obtaining
Extracts for the Detection of Residues of Inhibitory Substances in Tissues of Pigs
and Calves after Emergency Slaughter. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) :105-110.

Differences were studied in detecting residues of inhibitory substances in tissue
samples of pigs and calves after emergency slaughter. Samples of liver, heart,
kidney and muscle of 30 pigs and 16 calves were examined. Solid samples of organ
tissues placed on an agar medium and extracts of the 'solid samples placed into
agar pits were used for detection. Samples were parallelly subjected to the micro-
biologic diffusion method, using the S. aureus CCM 2022 and B. subtilis CCM 1999
microorganisms. The method of obtaining the extracts from solid samples of the
organs was proposed and tested at our own workplace. The presence of inhibitory
substances was displayed by the formation of inhibition zones. Results of the po-
sitive samples in calves (7 samples) and in pigs (3 samples) point out explicitly to
the fact that the extracts of the tissue samples display positively larger inhibition
zones in comparison with the solid samples. B. subtilis was demonstrated to be
more sensitive than S. aureus, comparing the used microorganisms.
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STANOVENI ZEARALENONU V ZRNINACH VYSOKOUCINNOU
KAPALINOVOU CHROMATOGRAFII

L. Helan, V. Kahle, K. Tesafik

HELAN, L. — KAHLE, V. — TESARIK, K. (Vyzkumny ustav veterinarniho
lékaistvi, Brno; Ustav analytické chemie CSAV, Brno): Stanoveni zearalenonu
v zrnindch vysokouéinnou kapalinovou chromatografii. Veter. Med. (Praha), 28,
1983 (2) :111-117.

U zrnin — kukufice, pSenice a je¢mene — jsme stanovili zearalenon kapali-
novou chromatografii za pouZiti pristroje ¢eskoslovenské vyroby. Metoda dovo-
luje stanovit tento mykotoxin az do koncentrace 8 ug na kilogram zrniny.

mykotoxiny; genitotoxin; HPLC — high (pressure) performance liquid chro-
matography

Mykotoxin zearalenon (F-2) je produkovan prevazné plisnémi Fu-
sarium graminearum, Fusarium culmorum a dal$imi. ZavaZnost negativ-
nich vlivii tohoto metabolitu (estrogenni uc¢inky) na zdkladni uZitkové
vlastnosti vysokoprodukénich zvirat, jako je plodnost, vyvin pohlavnich
organti, jejich ¢innost i pocdet narozenych mladat;, vedla Cetné autory
k tomu, aby vypracovali vhodné metody pro stanoveni zearalenonu
v krmivu s néaslednou identifikaci a vylouCenim kontaminovanych Kkr-
miv ur¢enych pro vyZivu téchto zvirat.

7 hlediska hygienického je pak zdvaZnd problematika vzniku re-
zidul v potravindch ZivociSného ptivodu, zejména v mléce.

ZvySeny zajem o stanoveni tohoto metabolitu se objevil v souvislosti
s neplodnosti dojnic v USA v roce 1967. Neplodnost byla pFisuzovéana
zkrmovanému senu, které obsahovalo zearalenon (Mirocha aj,
1968a). Ve svych dalSich studiich doSli Mirocha aj. (1968b, 1969)
k zavéru, Ze tento metabolit, produkovany plisni Fusarium graminearum
u kukufice, souvisi i s neplodnosti prasnic. Zearalenon vyvoldva estro-
genni syndrom — edematézni zvétSeni vulvy a mléénych Zlaz, v téZSich
pfipadech vyhfez rekta nebo vaginy a zvétSeni délohy, dale pak pseudo-
biezost, sniZeni pocetnosti vrhii aZ o 55 % s projevujicimi se defekty
koncetin u narozenych selat. Krmné zkouSky u bPezich prasnic vyka-
zovaly stejné klinické symptomy jako pripady zjisténé v terénu (Miller
aj., 1973). Zearalenon se miiZe metabolizovat a ve formé zearalenolu
prejit do mléka kojicich prasnic.

Schweighardt aj. (1978), Mdéller a Josefsson (1978),
Malaiyandi a Barrette (1978), Kallela a Saastamoi-
nen (1979), Josefsson a Mdoller (1979), Beck aj. (1979),
Cohen a Lapointe (1980), Shannon aj. (1980), Shot-
well aj. (1980) popisuji postupy stanoveni zearalenonu, sklddajici se
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vZdy z pfipravy vzorku a z vlastniho chromatografického stanoveni.
Piipravé vzorku je vénovdna obvykle velkd pozornost, zaméfend na dva
zdkladni kroky — extrakci a CiSténi — které se skladaji vidy z nékolika
samostatnych operaci.

Vzorek se rozemele a homogenizuje v etylacetatu, v chloroformu,
éteru nebo v metanolu. Kapalina se odfiltruje a zearalenon extrahuje
roztokem hydroxidu sodného, ktery se neutralizuje kyselinou fosfo-
rec¢nou nebo chlorovodikovou na pH 6 aZ 8. Z tohoto prostfedi je zeara-
lenon extrahovan chloroformem, zahustén a v této formé davkovan do
chromatografu.

V jinych pracich se pouZiva ¢iSténi pres kolonu s florisilovou nebo
silikagelovou néplni, eludt se zahusti odpafenim a teprve tento kon-
centrat se nastfikuje na chromatografickou kolonu.

Ve vétSiné zvefejnénych praci je pouZito vysokoucinné kapalinové
chromatografie jako separa¢ni metody vhodné pro oddéleni a kvantita-
tivni stanoveni zearalenonu, sporadicky se uZivd chromatografie na ten-
ké vrstvé, popfipadé plynové chromatografie. V poslednim p¥ipadé je
nutné zearalenon derivatizovat predevSim na trimetylsilyléter.

Jak vyplyvad z publikovanych praci i z vlastnosti stanovovaného
zearalenonu, je kapalinovd chromatografie zatim jedinou metodou, kte-
ra umoZziuje stanovit tuto latku s dostatecnou citlivosti a pFesnosti bez
predchozi derivatizace. ProtoZe doméci vyroba (k. p. Laboratorni pfi-
stroje) dodavéa pfistroje potFebné kvality, bylo hlavnim z&mérem této
priace ovérit moZné vyuZiti doméci techniky a nalézt nejmens$i stanovi-
telné koncentrace zearalenonu pfi pouZiti domacich pfristrojt.

MATERIAL A METODA

Zearalenon Ci18H220s5 (obr. 1) je bild krystalickd latka, mol. hmotnost 318 s bo-
dem tani 164 °C az 165°C a s absorpénim maximem 236 nm, 274 nm a 316 nm. Vy-
kazuje modrozelenou fluorescenci pri pusobeni dlouhovinného (360 nm) UV svétla
a intenzivnéjsi zelenou fluorescenci pii pusobeni kratkovinného (260 nm) UV svétla.
Teplota (12 az 14 °C) béhem rustu plisné je dulezitd pro vysokou produkeci toxinu.
Cista latka, pouzitd dale jako standard, byla ziskdna od fy Senn Chemicals Diels-
dorf, Svycarsko. Organicka rozpous$tédla — etylacetdt, propylalkohol, metanol, chlo-
roform — byla dodana n. p. Lachema v distoté p. a.

EXTRAKCE

Abychom se maximadalné priblizili skuteénym podminkam, pridali jsme k 20 g
jemné pomletého a dobie zhomogenizovaného vzorku zndmé mnozstvi standardu
zearalenonu (tab. I). Takto upraveny vzorek byl misen se 150 ml etylacetatu po
dobu 15 minut magnetickym michadlem, aby homogenizace byla dokonalejsi. Po
diikladném rozptyleni standardu byl roztok odpafen do sucha. Pak jsme pristoupili
k vlastni extrakei.

OH

0 Me
LN
\/\\/\/L 1. Strukturni vzorec zearalenonu —

0 Structural formula of zearalenone

HO

112 VETERINARNI MEDICINA — 1983



I. Vysledky chromatografickych stanoveni zearalenonu v kukufici — Results of

chromatographic determinations of zearalenone in maize

Pridavek Mnozstvi
Cislo analyzy zearalenonu zearalenonu Vyska piku
na 20 g zrniny v néstiiku 5 ul mm
ng ng
1 0,2 12,58 12
2 0,4 25,02 21
3 1,0 62,52 33
4 2,0 125,02 73
5 3,0 187,58 115
6 4,0 250,08 149
7 2,0 125 72b
8 2,0 125 620
9 2,0 125 76D
10 2,0 125 73b
11 _ 0 -
12 - 50 29

& — za pfedpokladu 1009, vytéZnosti extrakce
b = pramér dvou méfeni

Ze znamych extrakénich postupli jsme vychazeli z prace, kterou uvefejnili
Schweighardt aj. (1978).

Z 20 g vzorku bylo reziduum extrahovadno 200" ml etylacetatu po dobu 30 mi-
nut michanim magnetickym michadlem. Po 30 minutach byl roztok ponechan tri
minuty v Kklidu, aby se usadily pevné ¢astice a urychlila filtrace. Roztok byl zfiltro-
van pres filtraéni papir (Schleicher & Schiill) a filtrat odpafen v 250ml barice na
vakuovém odparovaku. Ziskany odparek byl kvantitativné pienesen pomoci chlo-
roformu (2 + 2 + 1 ml) do centrifugaéni zkumavky. V ni byl extrakt smisen s 2 ml
roztoku hydroxidu sodného [roztok ¢ (NaOH) = 1 mol.l-! vody] a intenzivnim

trepanim emulgovan s chloroformovou fazi. Urychleného oddéleni fazi bylo dosaze-
no odstfedénim pri 10000 1.min.~! po dobu étyf minut. Alkalicka faze byla odsata
a postup byl opakovan. Alkalické faze byly spojeny v 10ml zkumavce a po predbéZ-
ném pridani 1 ml roztoku kyseliny fosforeéné [roztok ¢ (1/3 H3PO4) = 2 mol.l1-!

vody] a jedné kapky fenolftaleinu byl roztok titrovan roztokem kyseliny fosfo-
reéné [roztok c (1/3 H3PO4) = 2 mol.1-! vody] do uplného odbarveni. Z roztoku

bylo reziduum vyextrahovano trepanim v koénické zkumavce s 1 ml chloroformu
opakované dvakrat. Po oddéleni byly chloroformové faze odsaty a po nasledném
spojeni byly odpafeny na vodni lazni v proudu dusiku pri teploté 45°C. Takto
pripraveny vzorek byl rozpustén v 80 ul propylalkoholu a vzorky o objemu 5 ul byly
davkovany na chromatografickou kolonu.

Kapalinovy chromatograf pouzity pro separaci zearalenonu byl sestaven z jed-
notlivych dilu ¢éeskoslovenské vyroby. Mobilni faze (smés metanolu s vodou 70 : 30)
byla tladena pies kolonu pumpou VCM 300 (Vyvojové dilny CSAV, Praha). K tlu-
meni pulst slouzil hydraulicky RC ¢len, sestaveny ze dvou manometri (Prema, n. p.,
Stara Tura) a z hydraulického odporu — nerezové kapilary. Nerezovd kolona o roz-
mérech 150 X 4 mm byla vyrobena v dilnach (Ustav analytické chemie CSAV,
Brno). Kolona byla plnéna sorbentem Silasorb Cis (Lachema, n. p., Brno) o zrnéni
7,5 um viskozitni metodou (Kahle a Tesarik, 1980). K fotometrické detekci
zearalenonu byl pouzit UV detektor LLCD 254 (Laboratorni pfistroje, k. p., Praha),
pracujici pri vilnové délce 254 nm. Chromatogramy byly zaznamenany zapisovatem
TZ 21S (Laboratorni pristroje, k. p., Praha). Vzorky byly davkovany na kolonu pfes
silikonové septum mikrodavkovac¢em MD 30 (Dioptra Turnov) v objemech 5 ul.
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150 T T T T 2. Zavislost vysky piku
na mnozstvi pridavku
zearalenonu do vzorku
kukufice — The relation-
ship of the peak height
100F 1 on zearalenone addition
’ into the maize sample

(]

sS0r

50 100 150 200 250
° [ng]

VYSLEDKY A DISKUSE

PouZity extrak¢éni postup jsme ovéfovali na vzorcich je¢mene, pSe-
nice a kukufice. Na zdkladé pfedbéZnych vysledkli extrak¢nich a Cisti-
cich postupid jsme k podrobnému ovéfeni celé metodiky vybrali kukufici.
Ve srovnéni s ostatnimi studovanymi zrninami nardZi extrak¢éni postup
u kukufice na nejvétSi potiZe vzhledem k vysokému obsahu tukovych
latek.

Podle postupu popsaného v metodické ¢éasti jsme k vzorkiim kukufice
pridali standard zearalenonu (tab. I) a provedli jsme extrakci. Ziskané
extrakty jsme nastfikovali na chromatografickou kolonu a méfFili jsme
vySku pikd zearalenonu. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tab. I. Gra-
ficky je zavislost vysSky piku na mnoZstvi mykotoxinu znazornéna na
obr. 2.

) 3. Déleni zearalenonu:
'1 a) nastfik 5 ul stan-
dardniho roztoku zeara-
lenonu (50 ng), b) nej-
nizsi detekovatelné

b) mnozstvi zearalenonu
a) po extrakci z 20 g ku-
kufice — Zearalenone

separation: a) sample of
-5 ul of standard zeara-
lenone solution (50 ng),
b) the lowest detectable
zearalenone amount
after extraction from
20 g of maize
Pracovni podminky: ko-
lona 150 X 4 mm, sor-
ZEA bent Silasorb Ci8 o zrné-
ni 7,5 um, mobilni faze
metanol : voda (70 : 30),
“‘\“\w M) priutok 1 ml.min-1,
. tlak 5,6 MPa, UV de-
’ L y L ! ] tektor LCD 254 1/8, za-
: ; isova¢ TZ 21S 2 mV,
0 5 10[min_] 0 5 10[min] gosuv 0,3 cn'Sl.min"‘,
’ doba trvani analyzy
7,5 min.

ZEA
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4. Déleni aflatoxinu Bi, G 2
B2, G1, G2 — Separation

of Bi1, B2, Gi, Gz afla- G

toxins 1 B
Pracovni podminky stej- 1
né jako u obr. 3, pouze
mobilni faze metanol :
:voda (40 : 60)

e WU

L 1 J

0 10. 20 [min]

Ke stanoveni vytéZnosti extrakéniho postupu byl na kolonu nastfiko-
van standardni roztok zearalenonu (tab. I). Typicky priklad déleni je
patrny z obr. 3a. S prihlédnutim k velikosti Sumu, ktery umoZiiuje me-
Fit vyS8ku piki pouze s omezenou presnosti, lze Fici, Ze vyt&Zek extrak-
ce je témér stoprocentni (obr. 2).

Chromatogram (obr. 3b) ukazuje odezvu detektoru pFi néastfiku
12,5 ng zearalenonu. Stanovime-li jako poZadavek pro nejniZ$i deteko-
vatelné mnoZstvi vySku piku trojndsobnou proti vySce Sumu, lze za uve-
denych podminek spolehlivé detekovat jeSt€ 10 ng zearalenonu v jed-
nom nastfiku — 5 wul, coZ odpovidd koncentraci zearalenonu ve vzorku
zrniny 8 ug . kg L

Upravou extrak&éniho postupu, zv&t¥enim nastfikovaného mnoZstvi
a daldi optimalizaci separacdnich podminek je moZné dosdhnout jesté
vy$3i citlivosti.

Reprodukovatelnost extrakce byla ovérfena opakovanym néstfikem
125 ng zearalenonu na chromatografickou kolonu (analyza ¢is. 7 aZ 10
v tab. I). Témto vysledkiim odpovidd relativni smérodatnd odchylka
=+ 8,6 00. Vzhledem k tomu, Ze se extrakéni proces sklada z nékolika
operaci, které nutné vedou k zvySenému rozptylu konecnych vysledkd,
je vypoclitand relativni smérodatnd odchylka velmi dobie pftijatelna.
B&Zné& uvddéna hodnota relativni smérodatné odchylky pro stanoveni na
kapalinovém chromatografu ¢inf = 2 aZ 3 %. Pe&livé dodrZeni jednotli-
vych operaci v extrakénim postupu bude tedy mit rozhodujici vliv na
prfesnost ziskanych vysledkii. Na tomtéZ zafizeni a téZe koloné& lze za
pouZiti pfisluSné mobilni f4ze separovat skupinu aflatoxinll (G2, B2, Gi,
B1) (obr. 4).

ZAVER

Ovérovaci experimenty prokéazaly, Ze je moZné stanovit obsah zeara-
lenonu v zrnindch na stavebnicovém kapalinovém chromatografu cesko-
slovenské vyroby. Stejny pfistroj dovoluje stanovit i dal§i mykotoxiny,
jak ukazuje zdznam déleni ¢&tyF aflatoxind. Nejmen3i detekovatelné
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mnozstvi za popsanych podminek bylo 8 ug.kg~! zrnin se smé&rodatnou
odchylkou = 8,6 %.

Vzhledem k tomu, Ze negativni podil zearalenonu na vyslednych
estrogennich u¢incich neni v naSich chovech vysokoprodukénich zvirfat
dosud ovéfovédn, umoZiiuje popsany model upfesnit stanoveni diagnozy
v pripadé poruch reprodukce prasat a skotu, spojenych s vyskytem my-
kotoxik6z. RovnéZ pofizovaci ndklady pouZitych pFistroji jsou v eko-
nomickeé oblasti velice dobfe prijatelné vzhledem k nékolikandsobné
vy$Sim cendm zahrani¢nich dodavatelti vyréabé&jicich pfislusna zafizenf.
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mukoTtokenHsl; renntokens; HPLC — high (pressure) performance liquid chromatography
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Determination of Zearalenone in Cereals by means of Highly Performance Liquid
Chromatography. Veter. Med. (Praha), 28, 1983 (2) : 111-117.

The determination of zearalenone content in cereals (maize, wheat and barlev) was
performed by means of liquid chromatography using the Czechoslovak-made appa-
ratus. This method enables to determine this mycotoxin up to the concentration
of 8 ug per 1 kg of grain with the accuracy exceeding =9 9.

mycotoxins; genitotoxin; HPLC — high (pressure) performance liquid chromato-
graphy
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VLIV RUZNYCH BUNECNYCH KONCENTRACI A DOBY INKUBACE
VARLETNI TKANE NA SYNTEZU TESTOSTERONU

M. 1. Mamode, L. Hanakova, Z. Véznik, K. Hruska

MAMODE, M. I. — HANAKOVA, L. — VEZNIK, Z. — HRUSKA, K. (Vy-
zkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Vliv riznych bunéénych kon-
centraci a doby inkubace varletni tkdné ma syntézu testosteronu. Veter. Med.
(Praha), 28, 1983 (2) : 119-125.

Bunky mys$ich varlat byly enzymaticky uvolnény a v jednotlivych fazich §té-
peni a po promyvani na$tépené tkané bylo zjisfovano mnozZstvi Leydigovych
bunék; toto mnozstvi se pohybovalo od 2 do 99, Nejvice Leydigovych bunék
(99 jsme ziskali pfi promyvani separovanych tubult. Zkou$eli jsme odpovéd
bunéénych suspenzi v sedmi ruznych koncentracich na stimulaci lidskym cho-
riovym gonadotropinem (HCG). Jako vyhovujici se ukézaly koncentrace bu-
néénych suspenzi od 5,3.105 do 1,4.10% buné&k.ml~1. Po dvou az tfech hodi-
nach inkubace byly namérené hodnoty testosteronu spolehlivé pro zjisténi akti-
vity gonadotropnich preparatu.

biologicky pokus in vitro; Leydigovy buinky; gonadotropni hormony; steroido-
geneze

Pri zjiStovani aktivity gonadotropnich hormonti biologickym poku-
sem in vitro stoupd v z4avislosti na dob& inkubace produkce testosteronu
celymi krysimi varlaty . (Dufau aj., 1972; Dufau a Catt, 1975),
suspenzi varletnich bunék krys a mys$i (Dufau a Catt, 1975; Yu
aj., 1981) a izolovanymi Leydigovymi buiikami (Janszen aj., 1976;
Grotjan aj., 1978).

Produkce testosteronu krysimi varlaty bez stimulace byla sledo-
vana v hodinovych intervalech po dobu Sesti hodin (Dufau aj., 1971)
a Ctyf hodin (Dufau aj, 1972). Dufau a Catt (1975) zjistovali
v hodinovych intervalech mnoZstvi testosteronu produkovaného butikaini
krysich varlat pri stimulaci gonadotropinem po dobu tfi hodin. Suspenzi
izolovanych Leydigovych bunék krys pouZili Janszen aj. (1976)
a mérFili produkci bazalni i produkci po pfidani gonadotropinu po 20, 40
a 180 minutach inkubace, van Beurden aj. (1976) zjiStovali bazal-
ni produkci v pitilhodinovych intervalech po dobu dvou hodin a Grot-
jan aj. (1978) stimulovanou produkci v ptilhodinovych intervalech po
dobu tfi hodin.

V pfedchozi praci jsme sledovali syntézu testosteronu dekapsulo-
vanymi varlaty, fragmenty varlat a suspenzi bun&k varlat, ktera byla
pro priikaz aktivity LH nejvhodné&j$i, protoZe k jeji p¥ipravé byl potfeba
nejmensi pocet zvifat a odpovédi triplikdti byly vyrovhané (Mamode
aj., 1982).
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V této praci jsme si vytkli za cil zjistit mnoZstvi Leydigovych bu-
nék v bun&cné suspenzi pripravené pro biologicky pokus in vitro, ovérit
optimalni koncentraci bun&tné suspenze a vhodnou dobu inkubace.

MATERIAL A METODY

Dospéli my$i samci ve véku dva az tfi a pul meésice byli usmrceni éterem
a jejich varlata byla ihned pi‘enesena do média M-199 (USOL Praha) o pH 7,2 s 2%,
bovinniho séra.

Pro zjisténi mnozstvi Leydigovych bunék v suspenzi jsme inkubovali deset de-
kapsulovanych varlat za stdlého tfepani pri teploté 34°C ve 4 ml média s 0,062,
kolagendzou (USOL Praha). Tfikrat po péti minutidch jsme médium odsali a varlata
jsme inkubovali pokazdé v cerstvém médiu s kolagenazou (bunéé¢na suspenze 1 az
3). Potom jsme nasStépenou tkan promyvali ve 20 ml média bez kolagenazy a mé-
dium rovnéz odsali (bunécna suspenze 4). Nakonec byla tkdn v 50 ml média bez
kolagenazy protrepavana pét minut na vibraéni trepacce a zfiltrovana pies Ctyri
vrstvy hydrofilniho gazu (bunééna suspenze 5). Médium obsahujici uvolnéné bunky
jsme odstredovali v chlazené odstredivce deset minut pri 140 G a sedimenty jsme
resuspendovali v médiu. Koncentrace bunéénych suspenzi jsme stanovili hemocy-
tometricky a z kazdé suspenze jsme udélali natér, z néhoz byl po nabarveni me-
todou May-Griinwald-Giemsa stanoven bunéény diferencial zhodnocenim 400 bu-
nék. Bunééné suspenze 1 az 5 jsme smichali (bunécna suspenze 6), udélali jsme
natér a stanovili koncentraci bunék. Zjisfovali jsme zastoupeni Leydigovych bunék,
spermii a bunék vyvojové spermatogenetické rady. Leydigovy bunky byly uréovany
podle velikosti, tvaru, excentrického uloZeni jadra, drsného jaderného chromatinu,
pritomnosti jadérek a eozinofilni cytoplazmy obsahujici lipidova granula nebo va-
kuoly.

Abychom ovérili optimalni koncentraci bunééné suspenze na inkubaci, zkou-
Seli jsme sedm bunéénych koncentraci. Builky byly inkubovany s HCG (Praedyn
Spofa) o aktivité 0,6 az 16,6 m. j. na litr v triplikdtech a u kontrolnich vzorkl bez
HCG =za stalého tfepani ve vodni lazni pii teploté 34 °C po dobu tfi hodin v pro-
stiedi s 959, kysliku a 59, kysliéniku uhli¢itého. Inkubované bunécéné suspenze
obsahovaly 1,2.10% az 1,4.105 bunék v 1 ml. Po inkubaci byly bunééné suspenze
odstiedovany v chlazené odstfedivce po dobu 20 minut pfi 1600 G. Supernatant
jsme odsali a v ném jsme stanovili koncentraci testosteronu radioimunoanalyzou
(Mamode aj., 1982).

Ke zjisténi vhodné doby inkubace jsme varlata in toto a fragmenty inkubovali
s HCG v koncentracich 16,6 a 50 m. j. na litr, bun&éné suspenze obsahujici 1.108
bunék v 1 ml s HCG v koncentraci 50 m. j. na litr a kontrolni vzorky jsme inku-
bovali bez HCG. Inkubace byly provedeny za stalého trepani ve vodni lazni pfri
teploté 34 °C v prostiredi s 95 %, kysliku a 5 9, kysliéniku uhli¢itého. Produkce testo-
steronu v supernatantu ziskaném odstfedénim vzorku odebiranych v pulhodinovych
intervalech do tfi hodin inkubace a u bunéc¢né suspenze do ¢ty hodin inkubace
byla stanovena radioimunoanalyzou. Produkce testosteronu u celych varlat a frag-
mentu byla prepoé¢itana na 100 mg tkane.

VYSLEDKY

Po prvnich péti minutdch Stépeni jsme v bunécné suspenzi 1 zjistili
krvinky, detritus, spermie a 39. 104 bun&k. Po dalSich pé&ti minutach $té-
peni se c¢astecné oddeélily kanalky a v bunécné suspenzi 2 byly krvinky,
spermie a 11.10° bungk. Po tfetim p&timinutovém S$tépeni se separovaly
kandlky témeér Gplné a v bunécné suspenzi 3 byly krvinky, spermie a 31.
. 105 bunék. PFi protiepani se kandlky tplné oddglily a po jejich promyti
v médiu bylo v bun&tné suspenzi 4 ziskdno 14.106 bun&k. V bun&cné
suspenzi 5 jsme zjistili 85. 106 bun&k. Celkové mnoZstvi bun&k ziskanych
z deseti varlat bylo 103.106. Z nétéri jednotlivgych bun&énych suspenzi
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1. Procentické zastoupeni bunéénych slozek v natérech — Percentual proportions
of cell components in smears

Bunééna suspenze 1 2 3 4 5 6
Leydigovy bunky 2 2 5 9 5 4
Buriky spermato-
genetické fady 93 94 90 87 89 90
Spermie 5 4 5 4 6 6

jsme vyhodnotili procento Leydigovych bunék, bunék spermatogenetic-
ké Fady a spermii (tab. I).

Produkce testosteronu pri stimulaci choriovym gonadotropinem za-
visi na koncentraci bunék (obr. 1). Bunécné suspenze o koncentracich
1,2.105 a 2,5.105 bunék na ml, obsahujici maly pocet Leydigovych bu-
nék, byly sice citlivé na zvySujici se koncentraci HCG, ale pfesto nebyly
velké rozdily v koncentraci testosteronu u jednotlivych stimulaci. Kon-
centrace gonadotropinu 0,6 m. j. na litr nestacila ke stimulaci bun&k na
rozdil od stimulace 1,8 m.j. na litr, pfi které se uk&azaly vétSi rozdily

v

v produkci u jednotlivych bun&énych koncentraci. Cim vy33i bun&cné
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koncentrace bylo pouZito, tim vy338i byla produkce testosteronu, protoZe
bunécné suspenze o vy38i koncentraci obsahovaly vétSi pocet Leydigo-
vych bunék. To se projevilo u vSech stimulaci.

Syntéza testosteronu varlaty in toto, fragmenty i bun&fnou suspen-
zi zdvislela na dob& inkubace a na vysce stimulace (obr. 2). Cim delsi
byla doba inkubace a ¢im vyS$Si stimulace, tim vyS$Si byla koncentrace
produkovaného testosteronu. Bazdlni produkce testosteronu stoupala
v zavislosti na Case a po tfech hodindch inkubace dosahovala u fragmen-
td o0 12 nmol.1~1 vice neZ u bun&tné suspenze, jejiZ produkce se za dalsi
ptil hodiny zvySila na 90 nmol.1"1, a po ¢&tyfech hodindch inkubace
dosdhla 96 nmol . 171 PFi stimulaci 16,6 m. j. na litr stoupala koncentrace
testosteronu u varlat in toto i u fragmentli od piil hodiny do tfi hodin,
ale po jedné hodin€ a po dvou a ptl hodindch méla varlata in toto o 30
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a 96 nmol .11 vy$Si produkci neZ fragmenty. P¥i stimulaci 50 m. j. na
litr v intervalech od pil do dvou a pfil hodiny byla produkce u buné&Zné
suspenze vy3Si neZ u varlat in toto a fragmentii, ale po tfech hodinach
inkubace se u vSech pohybovala kolem 900 nmol.1-1. Po &tyfech hodi-
nach inkubace se produkce testosteronu u bun&fné suspenze zvySsila na
1340 nmol . 1-1.

DISKUSE

Pri enzymatickém S$tépeni se postupné& uvoliiuji varletni buiiky. Ko-
lagendza je s nimi v pfimém kontaktu a miZe dochézet k lytickému pii-
sobeni na buné¢né membrdny. Aby se zabréanilo jejich poruSeni, byly
uvolnéné buiiky po kaZdych pé&ti minutach Stépeni odsdvéany a bylo k nim
pFiddvano médium bez enzymu. Vysledky ukazuji, Ze uZ po prvni fazi §té-
peni uvolnila kolagendza jak krvinky, tak Leydigovy buiiky a buiiky
spermatogenetické rady. Po dalSim Stépeni se zvySilo mnoZstvi uvol-
nénych bun&k i procentudlni zastoupeni Leydigovych bun&k, ale obsah
spermii zistal stejny. PFi dal$im S$tépeni pronikd kolagendza do hlub-
Sich vrstev tkan&, kterd se rozpadd, uvoliiuji se dal$i intersticidlni buii-
ky a kanédlky se je$té vice uvoliiuji, neseparuji se vSak Gplnég, ale zlista-
vaji ¢asteCné pohromadé. Proto bylo pouZito manualniho protfepani, aby
se kandlky oddé€lily. Jak ukazuje pocCet bunék ve vysledcich, ziskd se
nejvice intersticidlnich buné&k a dalSich sloZek pfi promyvani. PfestoZe
byly kandlky zcela uvolnény, bylo po tfepani na vibraéni tfepacéce ziska-
no daldich 5 % Leydigovych bungk, a tak se ukdzalo, Ze promyvéani ne-
stai k tomu, aby se uvolnily v8echny Leydigovy buiiky. V na$i préaci
obsahovala bun&tnéd suspenze pouZitd k inkubaci 4 % Leydigovych bu-
nék v souladus Lichtenbergem aj. (1982), ktef'i jich v suspenzich
varletnich bunék ziskali 2 aZ 4 %.

Buiiky o koncentracich 1,2.105 a 2,5.10° na ml nebyly schopny vy-
znamné zvySovat odpovéd na vzestupné stimulace. Produkce sice stou-
pala, ale jen velmi mirné&, protoZe mnoZstvi Leydigovych bun&k v t&ch-
to suspenzich na vyraznéjsi produkci nestacilo. Naproti tomu u ostatnich
koncentraci znatné& stoupala produkce testosteronu pfi zvySujicich se
stimulacich, a proto je moZné téchto koncentraci pouZivat pf¥i stanovo-
véani aktivity biopreparati.

Inkubace lze délat ve vétSim nebo menSim objemu. Janszen aj.
(1976) pouZili ke stimulaci suspenze izolovanych Leydigovych buné&k
krys o obsahu 6.105 aZ 9.105 v objemu 0,2 aZ 0,3 ml, Sharpe a Mc-
Neilly (1980) 1.108 varletnich bunék krys v 0,2 ml média a dostali
linedarnf produkci testosteronu. V na$i praci ukédzaly linearni odpovéd
na stimulaci HCG suspenze myS3ich varletnich bunék o koncentracich
5,3.105 aZ 1,4.106. ml~1, inkubované v celkovém objemu 4 ml u kaZdého
vzorku. Abychom sniZili pocet zvifat pouZitych v pokusu, pouZivame
v soucasné dobé k inkubaci men$i objem s koncentraci 1.10% bun&k na
mililitr.

Produkce testosteronu varlaty in toto, fragmenty i bun&¢nou suspen-
z1 se s dobou inkubace zvySuje. Bazdlni produkce celymi varlaty a sus-
penzemi varletnich bun&k stoupala po dobu tfi hodin v souladu s vy-
sledky autori Dufau aj. (1971, 1972), Bartke aj. (1976), Jans-
zen aj. (1976) a van Beurden aj. (1976). Dufau aj. (1971) pro-

VETERINARN! MEDICINA — 1983 123



kazali vzestupnou produkci testosteronu celymi varlaty az do Sesti ho-
din inkubace. U buné&é&né suspenze v naSi praci se udrZuje schopnost
syntézy po dobu ¢tyF hodin inkubace.

Pfi stimulaci varlat in toto a fragmentli HCG o koncentraci 16,6 m.
j. na litr stoupa produkce testosteronu v zavislosti na dob& inkubace.
Pri stimulaci 50 m. j. na litr syntetizuji varlata in foto, fragmenty i buii-
ky zvySené mnoZstvi testosteronu. V kazdém sledovaném Casovém useku
je stimulovana varletni tkan i suspenze varletnich bun&k schopna zvy-
Sovat produkci testosteronu (Dufau aj, 1972; Dufau a Catt,
1975; Janszen aj, 1976; Grotjan aj., 1978). Stimulovand bun&tna
suspenze zacind produkovat testosteron uZ po piil hodin& produkce se
stale zvy3uje do &tyf hodin inkubace a neprojevuje se vycerpani sub-
stratu.
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MAMOJIE, M. 1. — TAHAKOBA, JI. — BE/XKHHK, 3. — I'PYUIKA, K. (Hayuso-uccieno-
BaTeJbCKUH WHCTHUTYT BeTepuHAapuH, BpHo): BamsaHme pasHBIX KJ1eTOYHEIX KOHIEHTDAalHil H CpoOKa
HHKyfauuM ceMeHHHMKOBOM TKaHM Ha cHHTe3 tecrocrepona. Veter. Med. (Praha), 28, 1983
(2) : 119-125.

DH3UMAaTHUECKH OCBODOKIEHHEBIE KJETKH MbLIMUHBIX CEMEHHMKOB II0 OTHEeNBHBIM (asaM
PacIIeruIAmy, MPOMEIBAJM PACHIENVIEHHYI0 TKAHb M ONpPENeNsAJH KoaudyecTBO JIeHIMIOBBIX KIETOK:
oo cocrasnsno or 2 1o 99, (99, naer npommiska orcemapuposaHHpx Ty6y.0B). Peakuuio
KJIETOYHBIX CyCIeH3M{ MCIBITHIBATK B 7 KOHLEHTPALMAX B OTBET HAa CTUMYJHMPOBAHUE XOPHAJb-
HeiM roHanorponuHoM uenoseka (HCG). Xopomo cefs onpasasiBaioT KOHLEHTPALMH CyCHEH3HK
s mpenenax 5,3.105 — 1,4.10% knerox.mn—1l. Ilocne 2—3 uac. WMHKy6amMM BeNUUUHEI TECTO-
CTepoHa OKa3ajuCh HAIEXHBIMHM IS ONMpeNeseHHs AKTHBHOCTH FOHAIOTPONHBLIX IPenaparos.

Euosoruyecknit onsir in VitTO; knerku Jleinura; roHanOTPONHbLIE TOPMOHEBI; CTEPOMIOreHe3

MAMODE, M. I. — HANAKOVA, L. — VEZNIK, Z. — HRUSKA, K. (Veterinary
Research Institute, Brno): The Effect of Different Cell Concentrations and In-
cubation Time of Testicular Tissue on Testosterone Synthesis. Veter. Med. (Praha),
28, 1983 (2) :119-125.

The cells of the testes of mice were enzymatically separated and the amount of
Leydig cells was determined in different stages of dispersion and after washing
the separated tissue. This amount ranged from 2 to 99, The largest quantity of
Leydig cells (99, was obtained when separated tubuli were washed. The response
of cell suspensions at seven concentrations stimulated by human chorion gona-
dotrophin (HCG) was tested. Cell suspension concentrations from 5.3.10% to 1.4.106
cells/ml were found to be satisfactory. After two to three hours of incubation, the
values of testosterone could be used for the determination of the activity of gona-
dotropic preparations.

bioassay in vitro; Leydig cells; gonadotropic hormones; steroidogenesis
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RECENZE

GRUNDRISS DER POPULATIONSLEHRE
NASTIN NAUKY O POPULACI
N. V. Timofeev-Ressovsky, A. V. Jablokov, N. V. Glotov

Edice ,Genetik, Grundlagen, Ergebnisse und Probleme in Einzeldarstellungen®, edi-
tor prof. dr. H. Stubbe, sv. 8. VEB Gustav Fischer Verlag, Jena 1977, 266 s., 89 obr.,
5 tab.

Kniha je prekladem ruského originalu ,Oc¢erk ucenija o populaciji“ (Moskva,
Nauka 1973), ktery byl autory doplnén o nékteré citace, byly provedeny nékteré
zmény vyobrazeni a malé zmény textu.

Autori pristupuji k problematice z obecného biologického, zvlasté genetického
gickych objektti a v daleko mensi mife rostlin. Umoznuji proto zajimava srovnani,
zejména s vyuzitim genetiky populaci v chovu hospodarskych zvirat.

Po predmluvach a uvodni kapitole je zarazena kapitola o vztazich populaci
k biocen6zam, biogeocend6zdm a biosfére, jejichz souc¢ast tvori. Podkapitoly ovsem
zac¢inaji biosférou a konéi populaci, aby bylo mozné upiesnit pojmy a vztahy vzhle-
dem k zaméreni knihy. Dalsi kapitola o populacich se zabyva arealem druhu, roz-
délenim individui v tomto arealu, definici pojmu populace, populacemi a ruznymi
zpusoby rozmnozovani organismu. Uvadéna definice ma plnou platnost jen pro or-
ganismy rozmnoZzujici se pohlavné, amfimikticky, s moznosti rekombinace chromo-
z6mu a genu (pfesnéji alel). Tém je v knize vénovana hlavni pozornost. Dale je
i s priklady uvedena dynamika populaci v prostoru a ¢ase, udaje o populacich
v ruznych ¢astech aredlu druhu, o kontaktech a izolaci mezi populacemi, poméru
mezi hranicemi populaci a biogeocen6z a o poméru pohlavi a vékovém sloZeni
v populacich.

Dalsi kapitoly jsou vénovany genetice a fenetice populaci. Druhy pojem se
v ¢s. literatufe obvykle nepouziva. Autofi jej uvadéji pro vyzkum populaci druht,
u nichZ jsou znamé odchylné znaky a fenotypy, ale jejichZz geneticky vyzkum je
bud nemozny, nebo se zatim neuskuteénil. Vedle termint fenetika a fén pouZivaji
také fenofond vedle genofond populace. Tyto pojmy jsou upfesnény ve dvou kapi-
tolach se subkapitolami, z nichZ jedna ma nazev genetika populaci a dalsi fenetika
populaci. Znamy termin fenogenetika vsak autofi nepouzivaji.

Pojmu genofond populace lze oviem pouzit i pro druhy, jejichZ geneticky vy-
nofond v8ak samozrejmé existuje a vedle prostredi ovliviiuje zdkladnim zpusobem
fenotypovy projev, i kdyZ o podrobnostech zndmych ve vétsim rozsahu u modelo-
vych objektu (jako je drozofila) mnoho nevime. Ale pravé srovnani populaci druhu
geneticky do zna¢né miry prozkoumanych s druhy, u nichZz zname vlastné jen fe-
notypové rozdily a jejich zmény, vyskyt a kolisani a obrovské mozZnosti kombinaci,
ukazuje na platnost stejnych obecnych genetickych zakonitosti. Uvadim tento na-
zor, ktery také z celkového charakteru a zameéfeni knihy vyplyva, i kdyZz v ni neni
uveden, coz by mohlo mast pravé v souvislosti se snahou autoru upfesnit pojmy.
Priklady o podrobnéji prozkoumanych druzich, nazorné v knize uvedené, a srov-
nani obou kapitol i dal§iho obsahu nazorné ukazuji a ujastiuji problematiku, kterou
1ze odvodit z teoretickych tvah podloZenych poznatky obecné zakladni genetiky, pro
niz se v3ak obtiZzné shromaZduji doloZzené konkrétni poznatky.

V kapitole o genetice populaci jsou rozvedeny zdkladni pojmy jako mende-
lovska populace, frekvence alel a genotypll s matematickym zdavodnénim; Hardy-
-Weiberguv zdkon, jemuZ je vénovana podkapitola, se uvadi jako zédklad moderni
matematické genetiky populaci, kterd vSak neni dale v knize rozvadéna modelo-
vanim procest. Pfedmétem uvah jsou reédlné ptirodni populace, vidy rozdilné a ruz-
né ovliviiované, u nichZ je predstava panmixie pouze vychozim teoretickym hle-
diskem. Podkapitoly se dale zabyvaji genetickou heterogenitou populaci, mutaénim
procesem a jeho vyznamem, popula¢nimi vinami, druhy izolace a pfirodnim vybé-
rem; kapitola o fenetice populaci tidaje dopliiuje a srovnava.
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Posledni kapitola je vénovana populacim ve vztahu k evoluci a systematice,
srovnava hlediska genetickd a evolu¢ni, zduraziuje se v ni nutnost vychéazet v syste-
matice z fylogenetickych vztaht, rozvadi se vztah mikroevoluce a makroevoluce.
Kniha je zvlasf zamérena na problematiku mikroevoluce jako na proces probihajici
v populacich, ktery je jesté dostupny podrobnému zkoumani. Pozornost je vénovana
zejména druhu jako zdkladnimu taxonu, ktery tvori rozhodujici etapu ve fylogenezi,
dale vzniku druhu a nizSich taxont.

Uvadéné priklady a vyobrazeni o rozsifovani, rozdélovani a zméndach populaci
ruznych druhu se tykaji vySSich obratlovel, véetné ¢lovéka, i obratlovell nizsich
i bezobratlich zivoéichl, zejména hmyzu (napf. jednotlivych druht drozofily), v men-
81 mife nékterych kulturnich rostlin (pSenice) a stromu (nékterych druhti dubu).
Kniha ukazuje, jak se populace vzdy navzajem lisi, podobné jako jedinci, s vy-
jimkou jednovajeénych dvojcat. Dava plastickou predstavu o faktorech evoluce,
z nichz aktivnim, ridicim faktorem je prirodni selekce, ktera vsak zdaleka neni
tak jednoducha a jednoznacna, jak se nékdy uvadi. Jak autori upozornuji, nemuzZe
byt kniha samoziejmé vycerpavajici, je vSak velmi podnétna. I obsahly seznam li-
teratury muzZe byt jen vybérovy. Predklad do némciny je vysoce odborny a peélivy.

Ing. Jiri Kucera, CSc.
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