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CYTOTOXICKE PROTILATKY PROTI LYMFOCYTARNYM
ANTIGENOM HOVADZIEHO DOBYTKA

M. Simon, D. Abrhamova, R. Dusinsky, K. Boda

SIMON, M. — ABRHAMOVA, D. — DUSINSKY, R. — BODA, K. (Ustav fy-
ziolégie hospodarskych zvierat SAV, KoSice, pracovisko Ivanka pri Dunaji;
Ustav experimentdlnej veterinarnej mediciny, KoS$ice, pracovisko Ivanka pri
Dunaji; Ustav zoohygieny a veterinarnej techniky, Trnava, pracovisko Ivanka
pri Dunaji): Cytotoxické protilitky proti lymfocytirnym antigénom hovddzieho
dobytka. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 449-456.

Pripravili sme typiza¢né reagenty na urcovanie lymfocytarnych antigénov ho-
viadzieho dobytka. Vhodnym zdrojom cytotoxickych protilatok boli séra ziskané
od krav zabitych na bitunku. Z 300 testovanych sér 98 vykazovalo cytotoxicku
aktivitu. Selektované séra s nizkou reak¢nou frekvenciou boli testované na
132-¢lennom subore nepribuznych zvierat. Na zaklade vzajomnych korelacii
sér bolo mozné 30 z nich zaradif do Styroch klasterov. Séra vo vnutri jednot-
livych klasterov vykazovali vysoku vzajomnu asocidciu, preto je mozZné pred-
pokladat, Ze kazdy klaster definuje jednu S§pecificitu. Korela¢na analyza a di-
stribicia antigénov v S$tudovanej populdcii naznacuje, Ze urcéené antigény
patria do jedného systému a geneticky su kontrolované jednym alebo niekol-
kymi tuzko viazanymi lokusmi.

lymfocytarne antigény; hlavny histokompatibilitny kompl'ex; cytotoxické proti-
latky

Odolnost alebo vnimavost k niektorym chorobam ¢loveka a mnohych
Zivo¢isnych druhov je v asocidcii s urcitymi haplotypmi alebo alelami
hlavného histokompatibilitného komplexu (HHK). Tento vztah sa v si-
Casnosti najvyraznejSie prejavuje u €loveka, u ktorého sa HHK =ziiCast-
nuje na manifestdeii chordéb roznej etiolégie (Dausset a Svej-
gaard, 1977). Asociacie so spontdnne sa vyskytujicimi alebo induko-
vanymi chorobami boli popisané aj u dalSich druhov — myS$, potkan,
hydina (Vladutiu a Rose, 1971; Gasser a i, 1973; Longe-
necker a Mossman, 1981). Stidium HHK m& znacny biologicky
vyznam. Gény tohoto komplexu urcuji rézne povrchové bunkové de-
terminanty, zloZky komplementu, krvné skupiny, enzymy a dalSie
funkcie. NajvyznamnejSia je vSak ich priama tc¢ast na reguldcii imunit-
nej odpovede organizmu (Antczak, 1982). Uvedené =zistenia zdo-
raziiuji vyznam poznania genetickej Struktiry HHK hospodarskych
zvierat. Genetické rozdiely v imunitnej odpovedi, kontrolované z HHK,
ako aj odhalenie asociacie urCitych chordb s alelami HHK by mohli
urychlit selekény proces pri vytvarani Specifickej rezistencie.

Niektoré génové produkty HHK, tzv. antigény triedy I, si prednost-
ne vyjadrené na lymfocytoch a ich detekcia sa uskutocCiiuje lymfocyto-
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toxickym testom. Zdrojom protilatok na detekciu lymfocytarnych anti-
génov hovddzieho dobytka méZu byt jednako antiséra kriv imunizova-
nych plodom, jednako antiséra ziskané zdmernou imunizdciou zvierat.
Na imunizéaciu sa pouZiva celd krv, purifikovand suspenzia lymfocytov,
alebo koZny $tep (Amorena a Stone, 1980). Stidiom lymfocytar-
nych antigénov hovddzieho dobytka sa zaobera niekolko pracovisk vo
svete, ktoré na pripravu typizacnych reagentov pouZili uvedené zdroje
cytotoxickych protilatok. Prvy medzindrodny porovnévaci test, ktory sa
konal v roku 1978 v Edinburgu, ukazal, Ze reagenty pripravené na roz-
nych pracoviskdch si porovnatelné a detekuji rovnaké Specificity (an-
tigény) nezdavisle od toho, aky zdroj protilatok bol pouZity. VdcSina pri-
pravenych reagentov urcuje lymfocytdrne antigény (triedy I), ktoré su
kontrolované jednym alebo niekolkymi tzko viazanymi lokusmi hlav-
ného histokompatibilitného komplexu hovddzieho dobytka, ktory bol po-
menovany BoLA. Porovn4vaci test potvrdzuje aj 11 medzindrodne uzna-
nych Specificit. Obdobné zavery mal aj druhy medzinarodny porovna-
vaci test, konany roku 1980 vo Wageningen. Pofet medzindrodne uzna-
nych Specificit sa roz8iril na 16. Cielom préce bolo pripravit typizacné
reagenty (antiséra), ktoré by umoZnili detekciu lymfocytarnych anti-
génov hovéddzieho dobytka.

MATERIAL A METODY

Lymfocyty boli izolované modifikovanou metédou podla Boyuma (1968).
Defibrinovana krv riedena PBS (fyziologicky roztok s pH 7,2) v pomere 1:1 bola
v ekvivalentnom mnozstve navrstvenid na Verografin SPOFA, ktorého hustota ci-
nila 1,069 g/ml. Krv s gradientom bola centrifugovand pri 1500 g 15 minut. Po
rozvrstveni bola interfidza, obsahujuca lymfocyty, prenesend do dalSej skumavky
a 2 X 10 minut prepierand v PBS pri 500, resp. 1000 g. Na detekciu cytotoxickych
protilatok bol pouzity lymfocytotoxicky test podla Terasakiho a McClel-
landa (1964) s menSimi modifikdciami. Do Terasakiho dosti¢iek (Terasaki’s plastic
trays, Falcon Plastic, Los Angeles) sme pod vrstvu parafinového oleja davkovali
1 ul antiséra a 1 ul lymfocytarnej suspenzie (4 X 108/ml). Po 30 minttach inku-
bacie pri laboratérnej teplote sme do Terasakiho doSti¢iek pridali 1 ul krali¢ieho
komplementu (riedeného v pomere 1:1 PBS) a po dalSich 50 minutach inkubacie
sme bunky ofarbili 19, trypanovou modrou. Po 30 mintutach sme reakcie hodnotili
pod mikroskopom. Za pozitivnu reakciu sa povazuje viac ako 409, ofarbenych
buniek. Kazda vzorka bola testovana dvakrat a v pripade nezhody alebo dubidznej
reakcie boli vzorky retestované.

Ako zdroj cytotoxickych protilatok sme pouzili jednako neabsorbované séra
‘ziskané po aloimunizacii celou krvou (reagenty krvnych skupin), jednako séra ziska-
né od krav zabitych na bitinku (u nich sa predpokladd, Ze boli imunizované plo-
dom a obsahuju cytotoxické protilatky). Celkom bolo testovanych 113 sér ziskanych
imunizaciou celou krvou a 300 sér ziskanych od krav zabitych na bitinku. Cyto-
toxické protilatky boli testované na subore ndhodne vybranych zvierat zabitych na
bitunku (prevazne cervenostrakaté nizinné plemeno krizené so slovenskym straka-
tym plemenom). Kazdé sérum bolo testované na 80-¢lennom , informativnom sui-
bore. Vyselektované séra, ktoré obsahovali cytotoxické protilatky, ale ich reakéna
frekvencia nebola vyssSia ako 809, boli znovu testované na 132-¢lennom subore.

Pretoze HHK charakterizuje zna¢na komplexnost a polymorfizmus, je ziska-
vanie konvenénych mono$pecifickych antisér prakticky nemozné. Z tychto dévodov
sa na detekciu antigénov HHK pouzivaju skupiny podobne reagujucich antisér (po-
dla moznosti operativne mono$pecifickych), ktoré vykazuju vysoku vzadjomnu aso-
cidciu. Vzajomna asociacia sér na zdklade ich reakcii bola na subore hodnotena
korelaénou analyzou (Démant a i, 1966). Séra s vysokou vzajomnou asociaciou
maju podobné protilatky, alebo obsahuju spolo¢nu protilatku, ktora detekuje iden-
ticku S$pecificitu v danej populacii. V tomto pripade sa korelaény koeficient bliZi
k hodnote +1. Hodnota r = 0 vyjadruje ndhodnu distribuciu, zdporna hodnota na-
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znacduje alternativny charakter reakcie. Vzijomny vzfah reakcie dvoch sér vyjadruje
aj x2. Pouzili sme dva rdézne x? testy (Andressen a i, 1963). x? pre nezavis-
lost predpoklada nezavislost dvoch sér. Ak je hodnota x2 > 3,8 (P < 0,05), hypotéza
nezavislosti moze byf zamietnutd. Druhy test je x% pre alelizmus a predpoklada, Ze
dve antiséra detekuju dve Specificity, ktoré st kontrolované réznymi alelami jed-
ného genetického systému. Hodnota x2 < 3,8 naznacuje alelicky vzfah medzi dvoma
Specificitami.

VYSLEDKY

Testovanie sér na informativnom sibore ndhodne vybranych zvierat
ukézalo, Ze vdcSina sér ziskanych imunizaciou celou krvou mé cytoto-
xické protilatky proti lymfocytom. Zo 113 testovanych sér reagovalo 103.
Tieto séra vSak boli znaCne oligoSpecifické, pretoZe vdc¢Sina z nich reago-
vala s celym siborom. Len Styri séra mali reak¢éni frekvenciu menSiu
ako 50 %. Naproti tomu séra ziskané od krav na bitinku reagovali me-
nej Casto. Z 300 testovanych sér 202 nereagovalo vobec. Predpokladame,
Ze neobsahuju Ziadne protilatky. Z 98 reagujicich sér 21 reagovalo s ce-
lym suborom, preto boli z dalSieho testovania vyradené. Titer cytotoxic-
kych protilatok (obr. 1) antisér ziskanych od krdv na bitinku bol nizky.
Véacsina z nich reagovala len v riedeni 1:1 — 1:2. Oproti tomu krvno-
-skupinové reagenty mali podstatne vySSie titry, vdc¢Sina z nich reago-

1. Titer cytotoxickych
protilatok niektorych 1§ (—
antisér — The titre of 30
the cytotoxic antibodies [ ]
of some antisera a7
O imunizované plodom  2°]
7 imunizované celou 151

krvou -
N = pocet sér ek

5
151 1:2 134 118 1116 1332 1164 11128 13256

1. x2 pre nezavislosf a alelizmus, korela¢né koeficienty medzi definovanymi S$peci-
ficitami (vybraté séra z jednotlivych klasterov) — x2 for independence and allelism,
coefficients of correlation. between the defined specificities (sera selected from the
clusters)

2 2
sérum pre nezavislost pre algetlizmus E
281(1) — 319(2) 7,51 3,450 —0,24
281(1) — 271(3) 2,96 1,592 —0,15
281(1) — 311(4) 0,55 2,057 —0,06
319(2) — 271(3) 0,67 1,345 —0,07
319(2) — 311(4) 1,91 1,736 —0,14
271(3) — 311(4) 3,38 0,727 —0,16
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vala v riedeni 1:16 aZ 1:64. Vyselektované séra s nizkou reakCnou
frekvenciou boli testované na dalSom subore nepribuznych zvierat (132
lymfocytarnych vzoriek). Testovali sme len séra, ktoré v predchdadza-
jicom sibore vykéazali frekvenciu niZ$iu ako 80 %. Celkom bolo testo-
vanych 81 sér, z ktorych 77 bolo ziskanych od krav na bittinku, a Styri
krvno-skupinové reagenty. Hodnotili sme ich vzdjomni korelaciu a hod-
notu 2 jednotlivych sér na zdklade ich reakéného vzoru. Analyza Ciast-
kovych korelacnych koeficientov ukézala, Ze distribiicia reakcii nebola

356
344
338
292
281
261
259
248
242
209

12

77

319
315
316
286
282
194

68
182

71

343
332
294
271
218

Klaster 1
0,90
0,96 0,91
0,93 0,89 0,93
0,98 0,93 0,98 0,96
0,84 0,63 0,77 0,84 0,86
091 08 091 0,88 0,77 0,86
0,80 0,72 0,73 0,72 0,76 0,68 0,74
0,91 0,85 0,98 0,88 0,93 0,86 0,86 0,76
0,87 0,78 0,87 0,79 0,86 0,73 0,86 0,80 0,80
090 o086 09 087 09 0,79 084 0,71 0,83 0,72
0,87 076 088 093 083 0,77 081 068 081 0,75 0,96
356 344 338 292 281 261 259 248 242 209 12
Klaster 2
0,79
0,78 0,74
0,76 0,60 0,60
095 0,75 0,75 0,76
0,89 0,71 0,67 058 0,87
0,90 0,82 0,8 0,70 0,87 0,84
0,89 09 08 070 0.8 082 0,95
09 0,78 0,78 0,75 0,90 0,86 092 0,95
319 315 316 286 282 194 68 182
Klaster 3 318 - Klaster 4
0,67 311 | 0,74
0,62 0,60 276 0,89 0,83
0,88 0,72 0,66 199 0,72 095 0,76
0,91 0,75 0,70 0,97
318 311 276 199
343 332 294 271

2.' Vzajomné koreldcie antisér v ramci jednotlivych klasterov, vyjadrené korelaé-
nym koeficientom — The correlations of antisera within each cluster, expressed

by the correlation coefficient
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nadhodnd, niektoré séra reagovali podobne. Z 80 testovanych sér mohlo
byt 30 zaradenych do Styroch klasterov. Vzajomné koreldcie sér vo
vnutri klasterov st vysoké (najvysSia hodnota r = +0,98). Korelacia sér
patriacich do réznych Kklasterov bola v kaZdom pripade negativna (r =
= —0,32 az —0,3).

Na obr. 2 st uvedené vzajomné korelacie jednotlivych sér, patriacich
do Styroch skupin. Prvy klaster zahriiuje 12 sér, druhy devét, treti pat
a Stvrty Styri séra. Ostatnych 50 sér vykazovalo nizke koreldcie a ne-
bolo moZné ich zaradit do Ziadnej skupiny. Z kaZdej skupiny sme vy-
brali jedno sérum s najuZSou reakc¢nou frekvenciou v subore a ich
vzdjomny vztah sme analyzovali y? testom. Hodnoty x2 pre nezavislost
a alelizmus a korela¢né koeficienty medzi vybranymi sérami jednotli-
vych klasterov si uvedené v tab. I. Je zrejmé, Ze hodnoty y2 pre nazavis-
lost st nizke (x% < 3,8 pri P < 0,05), vynimku tvori y? medzi sérom 281
a 319, kde x2 = 7,51. Korelacny koeficient vSak vykazuje zdporni hod-
notu (r = —0,24). Hodnoty x2 pre alelizmus st v kaZdom pripade niz-
Sie ako 3,8.

Zoskupenie sér do jednotlivych klasterov na zédklade ich vzajomnej
asocidcie umoznilo stanovit distribiiciu antigénov urcenych tymito sku-
pinami v testovanej populdcii, pri¢om zé&kladnou podmienkou pritom-
nosti daného antigénu bolo, aby zviera reagovalo s vdcSinou sér zo sku-
piny. Reak¢né frekvencie definovanych Specificit siboru (obr. 3) ukéza-
li, Ze zo 132 testovanych zvierat ma 96 niektory z urCenych antigénov.
Ziadne z testovanych zvierat nemda viac ako dva antigény (80 zvierat
malo jeden antigén a 16 zvierat dva antigény). Rovnako bolo moZné
zaznamenat vzdjomné kombindcie identifikovanych antigénov u jed-
notlivych zvierat.

Podet
zvierat

=

40 L

60 |

80 |

100

120 |
3. Distribucia identifikovanych S$pecificit

na paneli — The distribution of the 132
identified specificities on the panel
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DISKUSIA

Cielom préace bolo pripravit typizatné reagenty (antiséra s vysokou
Specificitou), ktoré by umoZnili detekciu lymfocytarnych antigénov ho-
vddzieho dobytka. K tomuto tcelu boli pouZité jednako antiséra ziskané
aloimunizdciou celou krvou, jednako antiséra krav zabitych na bitunku.
Ukéazalo sa, Ze Kkrvno-skupinové reagenty si pre tento tCel nevhodné.
.Cytotoxické protildtky v tychto sérach vykazuji vysoké titry, védcSina
z nich reaguje v riedeni 1:16 aZ 1: 64, obsahuji vSak Siroké spektrum
protilatok. AbsorpCnad analyza tychto sér by bola velmi narocna. Téato
skusenost koreSponduje s poznatkami zistenymi Spoonerom a i.
(1978). TieZ séra ziskané od krav zabitych na bitinku (u ktorych sa
predpokladd, Ze boli imunizované graviditou) obsahuji cytotoxické pro-
tilaitky proti lymfocytdrnym antigénom. V mikrolymfocytotoxickom
teste reagovalo 29 % sér. Nevyhodou tychto sér je ich nizky titer, ktory
v mnohych pripadoch neumoZiiuje absorplnu analyzu na overenie ich
Specificity. Ich vyhoda spoCiva v tom, Ze sa daji ziskat za pomerne
kratku dobu bez néro¢nych aloimunizicii a po sérologickej a Statistic-
kej analyze umoZiiuji ziskat zdkladnd sadu informativnych antisér. Ko-
relatnd analyza ukédzala, Ze 30 antisér je moZné zaradit do Styroch
klasterov. Vysoké vzdjomné koreldcie v rdmci jednotlivych skupin na-
znacuji, Ze kazZda skupina urCuje ind Specificitu aj napriek tomu, Ze
nebola uskutotnend kriZovd absorp¢nd analyza. Tuto skuto¢nost nazna-
¢ujid aj hodnoty x2 Nizke hodnoty x2 medzi jednotlivymi Specificitami
poukazuja na ich alelicky charakter a na prisluSnost k jednému ge-
netickému systému. Je sporné, ¢i popisany systém je identicky s BoLA,
ktory bol identifikovany uZ niekolkymi autormi (Spooner a i., 1978;
Amorena a Stone, 1978; Caldwell, 1979). Nakolko sme
v skimanej populdcii detekovali stc¢asny vyskyt maximdlne dvoch Spe-
cificit u jedného zvierata, dd sa predpokladat, Ze identifikované anti-
gény su kontrolované jednym alebo niekolkymi tGzko viazanymi lokus-
mi. Uvedeny predpoklad je zaloZeny len na distribicii Studovanych an-
tigénov v populédcii. Genetickd kontrola tychto antigénov by bola objas-
nena rodinnymi Stidiami.

Stcasné vedomosti o sérologicky definovanych produktoch systému
BoLA poukazuji na to, Ze prevazna viacSina cytotoxickych protilatok de-
tekuje produkty prdve tohoto systému. Vynimku tvori dosial antigén
CA 19 (Stear a i, 1982). Je preto velmi pravdepodobné, Ze antigény
popisané v tejto praci si kontrolované systémom BoLA. Uvedeny pred-
poklad by mohol byt potvrdeny medzindrodnym porovnavacim testom.
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CUMOII, M. — ABPTAMOBA, . — OYAIMHCKH, P. — BOIJ, K. (HMucruryr ¢usnosnorsu
ceatckoxoanicrenHnix XkuBoTHeix CAH, Kowrmume, paboumit nyuxr lsanka-npu-Hyxae; Mucru-
TyT SKCIepHMMeHTanbHOH BerepuHapuu, Komnie, pabounii nyHkr Msauka-npu-Iyxae; Hucturyr
300rMTHEHBl U BeTepuHapHOit Texuuku, TpHasa, pabounii nyHkr HMsanka-npu-Iynae): IIuro-
TOKCHYEeCKHe AaHTHTeJa NPOTHB JIHMMQOIMTAPHBIX AHTHTEHOR KPYNHOIO poraToro ckora. Veter.

Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 449-456.

BbuiM npUrcTOBNIEHBl THIHIALUMOHHBIC PEAKTUBBLI A ONpeleeHUs JUMQOLUTAPHEIX AHTHTEHOB
KPYMHOTO POTaToro ckota. [1oAXOnAmuM HCTOYHHKOM IIHTOTOKCHYECKHX aHTHTEesn OBLIM CHIBOPOTKH,
nonyuyenHsle y 3abuthix Ha ckoroboiine kopoB. Ma 300 mcnmitaEEBIX chiBopoTok 98 o6manaso
LUTOTOKCHYHOH aKTHBHOCTbIO. CesleKTHPOBAHHbIE CHIBOPOTKHM C HM3KOH 9acTOTOI : PeaKL[HH TecTH-
poBanuCch Ha COBOKYNMHOCTH M3 132 HeponCTBeHHpIX JKMBOTHBIX. Ha OCHOBe B3aMMHBIX Koppessuuit
30 ua Hux MOXHO OBLIO OTHeCTH K ueThipeM rpymraM. CHIBOPOTKM B paMKaX OTHeJBHBIX TPy
OTJIMYAJIMCh BBLICOKOH B3aMMHOW accolMalMeH, B CBA3M C YeM MOXKHO II0JaraTh, 4YTO KaKIas
rpynna onpeienser OIHy crnenupuueckyio ocobeHHocTh, KoppensumoHHBLIH aHanu3, paBHO KakK
W pacrpenesieHHe aHTHTCHOB B OOCJCHyeMOif IMOMyJALMM, CBHIETEJLCTBYIOT O TOM, YTO Onpene-
JIeHHBIE AHTHUTEHbl OTHOCATCA K ONHOH CHCTeMe M YTO OHM TeHeTHYeCKH KOHTDOJUPYIOTCA ONHHUM
HJIM HECKOJNEKUMH TECHO CBABAHHBIMM JIOKyCaMH.

.rmm[)ouwrapmﬂe AHTHUTEHBI; TJABHBIH T'HUCTOCOBMECTHMbIHN KOMIUJIEKC;, LIHMTOTOKCHYECKHEe aHTHUTeJla
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SIMON, M. — ABRHAMOVA, D. — DUSINSKY, R. — BODA, K. (Institute of
Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, KoSice, Station Ivanka pri Du-
naji; Institute of Experimental Veterinary Medicine, KoSice, Station Ivanka pri
Dunaji; Institute of Zoohygiene and Veterinary Technology, Trnava, Station Ivan-
ka pri Dunaji): Cytotoxic Antibodies to Bovine Lymphocyte Antigens. Veter. Med.
(Praha), 29, 1984 (8) : 449-456.

Typing reagents for the identification of bovine lymphocyte antigens were pre-
pared. Sera obtained from cows killed in slaughterhouse were a good source of
cytotoxic antibodies. Out of the 300 sera tested, 98 were cytotoxically active. The
selected sera with a low reaction frequency were tested on a panel of 132 non-
-related animals. On the basis of the correlations between the sera, thirty of them
could be included in four clusters. The sera within each cluster were closely asso-
ciated; hence it can be assumed that a distinct specificity is represented by each
of the clusters. It is suggested by correlation analysis and by the distribution of
antigens in the population under study that the determined antigens fall within
the same system and are genetically controlled by one or several closely associated
loci.

lymphocyte antigens; major histocompatibility complex; cytotoxic antibodies
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VYUZITI VYRAZENYCH KRAV JAKO DARCU EMBRYI

J. Riha

RIHA, J. (Vyzkumny ustav pro chov skotu, Rapotin): VyuZiti vyfazenych krav
jako darcu embryi. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) :457-464.

V pokuse byla u 134 darkyn — krav a prvotelek, vyrazenych k jate¢cnym uce-
Iim pro nizkou uzitkovost, onemocnéni vemene, infertilitu a ostatni duavody
(ukonceni produkéniho véku, onemocnéni koncetin aj.), vyvolana superovu-
lace aplikaci 2000 az 4000 m. j. preparatu PMSG (Sérovy gonadotropin, Bio-
veta). Embrya byla ziskdvana Sesty az devaty den po prvni inseminaci post-
mortalnim zpusobem. U darkyni vyrazenych pro infertilitu ¢inil podil super-
ovulovanych zvifat 53,19, z darkyni vyfazenych z ,ostatnich® davodu bylo
superovulovano pouze 46,2 %,; z krav vyrazenych pro nizkou uzitkovost a one-
mocnéni vemene bylo superovulovano 76,39, resp. 70,6 %, Stimulace byla
nejvyssi u krav vyrazenych z ,ostatnich“ davodu (14,58 CL) a pro infertilitu
(12,41 CL). Uroven zisku embryi byla dobra u darkyni vyfrazenych pro nizkou
uzitkovost (57,39, z poc¢tu CL; 6,82 vajicka), z ,ostatnich® davodu (59,3 ;
u darkyni infertilnich (46 9,; 5,71 vajicka — P — neprukazné). U téchto dar-
kyni byl nejvyssi podil embryi vhodnych k pienosu (66,9 %,) ze ziskanych va-
jiéek. Podil vhodnych embryi mél dobrou uroven u darkyni vyrazenych pro
kyni s onemocnénim vemene (48,89%). Podil superovulovanych darkyni (od
53,3 %, do 85,79, a vysledky stimulace byly uspokojivé aZ zhruba do jednoho
roku po oteleni. Ani kvalita ziskanych vajicek se v tomto obdobi prili§ nelisila,
az na darkyné inseminované v intervalu 121 az 150 dni p. p. Ponékud nizsi
stimulaci a zisk jsme zjistili u darkyni oSetrenych a inseminovanych po jed-
nom roce po porodu.

superovulace; darkyné embryi; davod vyrazeni; délka intervalu oteleni

Uspésnost superovulace jako hlavniho zdroje embryi je v soutasné
dobé limitujici pro rozsifeni pfenosu embryi v chovu skotu.

Na celkové vysledky superovulace ptisobi rtizné vlivy. Podle Shil -
linga aj. (1981) se na celkovém poctu Zlutych télisek (CL) podili
hladina progesteronu pfed aplikaci gonadotropinu 16,2 % variance pfi
75,4% podilu varianci nedefinovatelnych vlivii. Po o3etfeni se dosdhne
polyovulacni odpovédi primérné u 60 % darci (Majerciak, 1981;
Vinkler aj., 1983).

Ziskavani embryi post mortem u poraZenych darci ma proti jinym
postuptim pfednost v nizké pracovni a materidlové naroc¢nosti (Riha,
nepublikované vysledky, 1981). Testart (1975), Betteridge
(1977, Heyman a Renard (1978) uvadéji vysokou vytéZnost em-
bryi pfi postmortalnim ziskavani. Zisk embryi uvadéji mezi 62 aZ 72 %
z pfesné zjiSténého poctu CL.
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Schopnost krav vyfazenych z jinych dvodd k superovulaci neni
v dostupné literatufe uvadéna, objevuji se vSak zminky o pouZiti infer-
tilnich krav. Elsden aj. (1978) zjistili u darkyni s intertilitou niZsi
podil superovulovanych zviFat, niZ8i stimulaci, zisk vajifek i podil vhod-
nych embryi neZ u kontrolni skupiny.

Podobné Hasler aj. (1983) superovulovali zdravé darkyné a kra-
vy vyfazené jako infertilni. Zdravé kravy, u nichZ byla zjiSténa po PMSG
i FSH vys88i stimulace, produkovaly vice vajiCek a vétSi poCet embryi
schopnych pfenosu. U zdravych krav ¢inil podil zvifat bez superovu-
lace 14 %, zatimco u skupiny krav infertilnich 51 %.

Hahn (1980) uvadi, Ze v programech prenosii embryi se plemenar-
sky cenni dAarci pouZivaji primérné 70 dnl post partum. Schilling
aj. (1981) ziskali nejlepsi vysledky superovulace u krav mezi 50. aZz 70.
dnem po porodu. Limonov (1980) doporucuje ziskdvat embrya od
vysokouZitkovych krav v intervalu do tfi mésici po oteleni. Vyjimku
mohou tvofFit pouze zvifata vyfazovana.

Cilem predkladané prace je zhodnotit schopnost krav vyfazenych
k jateCnym uCelim a prvotelek v riizné dlouhém intervalu od oteleni
k superovulaci a postmortdlnimu ziskdvani embryi.

MATERIAL A METODA

Osetreni 134 darkyni riznorodé plemenné prislusnosti, vyrazenych k jateénym
ucéelum pro nizkou uzitkovost, onemocnéni vemene, sterilitu a z ostatnich davodu
(ukonceni produkéniho véku, onemocnéni koncetin aj.) bylo zapoc¢ato jednou, popr.
dvéma aplikacemi PGFzalfa v 1ldennim intervalu. Preparat PMSG v davce 2000
az 4000 m. j. byl aplikovan i. m. v intervalu 11 az 16 dnt po predchozim oSetreni
PGFealfa 8. az 13. den po riji. Synteticky analog prostaglandinu Fqalfa byl apliko-
van za 43 az 48 hodin po PMSG. Darkyné byly inseminoviny dvakrat nebo trikrat
jednou davkou hluboce zmrazeného spermatu.

Embrya byla ziskdvéna Sesty az devaty den po prvni inseminaci vyplachem
vypreparovanych déloznich rohi porazenych darkyni. Embrya byla izolovana z vy-
plaskové tekutiny pod stereomikroskopem a byla zhodnocena jejich kvalita. U dar-
kyni byly zaznamendny udaje dulezité pro roztiidéni a zpracovani. Vysledky byly
zpracovany béznymi varia¢né statistickymi metodami.

VYSLEDKY A DISKUSE

VLIV DUVODU PRO VYRAZENI

Do skupiny ,ostatnich“ jsou zafazeny plemenice vyFazené pfedevsim
pro onemocnéni koncetin a plemenarsky cenné dojnice na konci pro-
dukéniho véku, tedy plemenice star3i. Patrné proto je v této skupiné po-
dil superovulovanych zvifat nejnizsi a ¢ini 46,2 %. Tato domnénka po-
tvrzuje i poznatek (Newcomb, 1976), Ze plodnost klesd s vékem. Po-
dil superovulovanych zvifat u darkyni vyfazovanych pro infertilitu byl
vy$3i a ¢inil 53,1 %, podil zvifat bez CL &inil 18,8 % a s jednim aZ dvéma
CL 28,1 %. Nizkého podilu superovulovanych zvifat (49 %) doséhli
u darkyni vyfazenych z divodu infertility i Hasler aj. (1983). Podil
superovulovanych darkyni z krav vyFazovanych pro onemocnéni vemene
¢inil 70,6 %. U v8ech zvifat vyfazenych z tohoto diivodu byla zjiSténa
alespoini jedna ovulace. Nejvy3Si podil superovulovanych darkyni byl
zji§tén u zvifat vyFazenych kviili nizké uZitkovosti (76,3 %).
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Nejvice cyst u superovulovanych darkyni bylo zjiSténo u krav vyfa-
zenych pro infertilitu (8,24 cysty), méné pak u krav vyfazenych z di-
vodi nizké uZitkovosti (7,64 cysty) a pro onemocnéni mlécné Zlazy
(6,75 cysty). Nejméné cyst bylo zjiSténo u krav vyrazenych z ostatnich
dtivodd (5,75 cysty). :

Po poréZce byl nejvy8si pocCet Zlutych télisek (14,58 CL) pfi nizkém
podilu superovulovanych zvifat zjistén u ,ostatnich“ krav. U krav vy-
Fazenych z davodu infertility C€inil poCet Zlutych télisek 12,41, u krav
vyFfazenych pro nizkou uZitkovost 11,91. Nejméné Zlutych télisek bylo
po pordZce zjiSténo u krav vyrazenych pro onemocnéni vemene (10,92
CL). Zjisténé rozdily byly statisticky nepriikazné.

Nejvys88i pocet vajicek byl ziskdan od krav vyfazenych pro onemoc-
néni koncetin a ukonc¢eni produkéniho véku (8,64 vajicka). Podil ziska-
nych vaji¢ek byl proti poftu CL rovn&Z dost vysoky a d¢inil 59,3 %.-
U krav vyfazenych pro onemocnéni vemene bylo ziskdno primeérné 6,83
vajidek, podil ziskanych vajiek z po&tu CL byl nejvy33i a ¢inil 62,6 %.
Od déarkyni vyrazenych pro nizkou uZitkovost bylo ziskdno primérné

I. Vliv divodu vyrazeni darce — The effect of the reason of culling the donor

Divod vytazeni
Ukazatel o ; 5 onemocnéni G
uzitkovost infertilita NI } ostatni
| Ogetfeno n 59 32 17 26
Bez stimulace - oon 6 6 2 7
% 10,2 18,8 11,8 26,9
S1—-2CL n 8 9 3 7
% 13,5 28,1 17,6 26,9
Superovulovano
(se 3 avice CL) n 45 17 12 12
% 76,3 53,1 70,6 46,2
— pocet cyst ® 7,64 8,24 6,75 5,75
v 71,3 114,8 78,9 66,8
— pocet CL. X 11,91 12,41 10,92 14,58
v 72,1 72,7 68,5 63,8
Vaji¢ka
— ziskdno celkem X 6,82 5,71 6,83 8,64
v 82,5 83,5 73,8 66,0
— vhodnai vaji¢ka X 4,21 3,82 3,33 4,82
' v 95,7 103,5 78,2 93,2
Podil
— ziskanych vajiéek
(z poétu CL) % 57,3 46,0 62,6 59,3
— vhodnych embryi
(ze ziskanych) o 61,7 66,9 48,8 55,8
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6,82 vajitek a podil vajiek proti poftu CL ¢inil 57,3 %. NejniZz8i pocet
i podil vajicek byl ziskdn od krav vyfazenych pro infertilitu (5,17 va-
jicka, 46 %).

Kravy vyrazené z diivodl infertility poskytly nejvys$si podil vhodnych
embryi z embryi ziskanych (66,9 %), pramérné 3,82 embrya od jedné
superovulované darkyn&. Naopak Elsden aj. (1978) a Hasler aj.
(1983) zjistili u infertilnich darkyni nizky pocet i podil embryi schop-
nych prenosu. Vysoky podil vhodnych embryi byl ziskdan rovnéZ od krav
vyFazenych pro nizkou uZitkovost (61,7 %; 4,21 embrya) a od darkyni
vyPazenych z ,ostatnich“ dtvoda (55,8 %) pfi nejvy$S§im primérném
zisku embryi na superovulovanou darkyni — 4,82 vhodnych embryi.
NejniZ8i primérny pocet vhodnych embryi byl u krav vyFfazenych z di-
vodu onemocnéni vemene (3,33 vhodnych embryi) pFi niZ§im podilu pfe-
nosu schopnych embryi — 48,8 %. VSechny rozdily jsou — patrné kvili
znacné variabilité vysledkii — statisticky nepriikazné (tab. I).

Schopnost vyfazenych krav k superovulaci neni v dostupné litera-
tufe uvadéna, jsou vSak uvedeny vysledky superovulace u infertilnich
krav. Z vysledki je zfejmé, Ze plemenice skotu vyrazované pro nizkou
uZitkovost, onemocnéni vemene a ukonceni produkéniho véku jsou vhod-
nym materidlem k superovulaé¢nimu oSetfeni a ziskdvani embryi post
mortem. Je moZné oSetfit i zvifata vyrazovand pro infertilitu. Dawson
(1977) zjistil u téchto zvirat reprodukéni potencial. U 43 O zvifat ozna-
Cenych jako sterilni (n = 28) dosdhl koncepce a normadalni biezosti.
Elsden aj. (1978) zjistili u darkyni s infertilitou niZ8i podil super-
ovulovanych zvifat a ponékud niz8i stimulaci i zisk vaji¢ek neZ u kon-
trolni skupiny. Kvalita embryi ziskanych od infertilnich darkyni vSak
byla velmi Spatnd (1,0 a 1,2 embryi schopnych pfenosu u dvou skupin
infertilnich darkyni proti 6,5 embryi u kontrolni skupiny), obdobné vy-
sledky uvadéji Hasler aj. (1983).

VLIV DELKY INTERVALU OD OTELENI DO RIJE

V hodnocenych experimentech se jednd o vyfazend zvifata, a proto
ma délka obdobi od oteleni do inseminace v Fiji po superovulaci Siroké
rozmezi. Z tab. II je patrné, Ze 16 darkyni bylo oSetfeno mezi 60. a 90.
dnem post partum, ale 33 darkyné byly oSetfeny za vice neZ jeden rok
po oteleni. Dvé plemenice byly oSetfeny je$té pfed 60. dnem po oteleni.
Vysledky stimulace byly velmi dobré, ale zisk a kvalita vajiCek neuspo-
kojivé.

Podil superovulovanych zvifat je vysoky ve vSech uvedenych inter-
valech do jednoho roku, kromeé intervalu 151 aZ 210 dnt, kdy Ccinil
53,3 %. Nejniz§i podil superovulovanych zvifat byl zjistén u darkyni
inseminovanych v intervalu po jednom roce po oteleni (pouze 39,4 %)
pfi nejvyS88im poCtu hodnocenych darkyni v tomto intervalu. Podily
superovulovanych zvifat byly nejvy38i v intervalech od 60 do 90 dnfti
(81,3 %) a od 91 do 120 dnt (85,7 %); v daldich intervalech byly poné-
kud niz8i. S prodluZujicim se intervalem od oteleni vykazuje podil su-
perovulovanych zvifat mirné klesajici tendenci.

Primérny poCet cyst je pfibliZné na stejné trovni do 150 dnii po
oteleni (6,17 aZ 7,75 cysty); nejniZ8i hodnoty dosahl v intervalu od 151
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II. Vliv délky intervalu oteleni — superovulaéni rije — The effect of calving in-
terval — superovulated oestrus

Délka intervalu (dni)
Ukazatel 361
60-90 91-120 | 121-150 | 151-210 | 211-270 | 271-360 Py ol
Osetfeno n 16 21 6 15 11 29 33
Bez stimulace n 1 2 1 4 0 6 8
A 6,3 9,5 16,7 26,7 0,0 20,7 24,2
S1—-2CL n 2 1 1 3 4 4 12
% 12,5 4,8 16,7 20 36,4 13,8 36,4
Superovulovino '
(se3aviceCL) =n 13 18 4 8 i 19 13
% 81,3 85,7 66,7 53;5 63,6 65,5 39,4
— pocet cyst X 6,23 6,17 7,75 3,75+ 10,14+ 10,37 6,77
v 100,5 34,4 90,2 98,5 52,6 86,8 67,2
— pocet CL X 8,92 14,17 15,00 12,63 7,71 16,32 8,23
7 89,7 62,1 36,5 69,7 65,1 59,6 73,1
Vajicka
— ziskdno cel- x 3,08 7,06 13,25 9,38 6,00 9,32 4,15
b v 80,1 78,8 42,0 86,6 107,2 475 71,4
— z toho zislfé- x 2,31 4,67 4,50 6,88 4,33 5,71 2,46
b ety | 1082 | 970 | 588 | 878 | us4 | 761 | L8
Podil
— ziskanych vajicek
(zpoétu CL) % 34,5 49,8 88,3 74,3 77,8 57,1 50,4
— vhodnych embryi
(ze ziskanych) % 75,0 66,1 34,0 73,3 72,2 61,3 59,3
+) P < 0,05
2 kusy superovulovany do 60 dnu po oteleni s prumérnym poétem: 10 cyst

18,5 CL.
ziskano bylo 7,5 vajicka
z toho 7,5 neoplozenych

do 210 dnd (3,75 cysty). Prlikazné vice cyst bylo zjisténo (P < 0,05)
v obdobi 211 aZ 270 dnd p.p. U darkyni oSetfenych a inseminovanych
po jednom roce post partum Cinil primeérny pocet cyst 6,77.

NejniZsi pocet Zlutych télisek byl zjiStén v intervalech 60 aZ 90 dni
a 211 aZ 270 dnt post partum a v obdobi po jednom roce po oteleni;:
primérné hodnoty v odpovidajicim pofadi ¢ini 8,92; 7,71; 8,23 Zlutych
télisek. V ostatnich hodnocenych intervalech byla stimulace vy$$i. Nej-
vySSi pocet Zlutych télisek byl zjistén v intervalu od 271 do 360 dnl po
oteleni a Cinil v priméru 16,32 ovulace. Primérné pocty Zlutych télisek
jsou dost vysoké ve vSech intervalech, aZ na interval od 211 do 270
dni p. p.
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Tabulka II — pokracovani
Tabulka prukaznosti praméru (t-test) — Mean significance table (t-test)

Ukazatel Délka intervalu 91— | 121— | 151— | 211— | 271— | 361—
azate (dni) —120 | —150 | —210 | —270 | —360 | a vice
Pocet CL 60— 90 4
91—120 +
121 —150 -+
211-270 -+
271360 +
Vajic¢ka celkem 60— 90 + + -+ -+ + 4 ]
121—-150 ++
151210 -}
271 —-360 ++
Vhodné embrya 60— 90 -+ -+
151-—-210 +
271—360 +
+ P < 0,05
++4 P < 0,01

Nejméné vajiCek celkem bylo ziskdno v obdobi od 60 do 90 dni
a po jednom roce po oteleni (3,08 vajiCka, resp. 4,15 vajicka), nejvice
v intervalech 121 aZ 150 dni (13,25 vajicka), 151 aZ 210 dni (9,38 vajic-
ka) a 271 aZ 360 dnii (9,32 vajicka). Z uvedenych hodnot je patrné znac-
né kolisani vysledkdl v rfznych intervalech po oteleni. V intervalech do
jednoho roku po oteleni neni zfejmé vyrazné zhorSeni vysledki.

TotéZ je moZné konstatovat u primérného poctu vhodnych embryi.
Nejméné vhodnych embryi bylo ziskdno v intervalu od 60 do 90 dnii
(2,31 embrya) a 360 dni a vice (2,46 embrya). Priikaznosti rozdilit jsou
uvedeny v tab. II.

Podil ziskanych vajiCek z poCtu CL je na dobré trovni v obdobi po
91. dnu po oteleni (50 aZ 88,3 %), podil vhodnych embryi je ve vSech
hodnocenych intervalech uspokojivy, vyjma intervalu od 121 do 150
dni, ve kterém &inil 34 %.

V dostupné literatufe je otdzka vlivu délky intervalu oteleni — su-
perovulace malo uvddéna a hodnocena. Podle Hahna (1980) se v pro-
gramech pfenost ranych embryi pouZivaji plemenafsky hodnotné darky-
né primérné 70 dnl po oteleni. Schilling aj. (1981) =ziskali nej-
vySSi pocet Zlutych télisek u krav superovulovanych mezi 50. a 70. dnem
post partum. NiZ81 po€et CL u krav po 70. dnu po oteleni byl v jejich
pokusech zpfisoben patrné tim, Ze se jednalo o darce s poporodnimi
komplikacemi. Hahn a Schneider (cit. Schilling aj.,, 1981)
nedoporucuji pouZivat darce prili§ pozdé po oteleni. Limonov (1980)
doporuCuje ziskdvat embrya od vysoce produktivnich krav v intervalu
do tfi mésicl po oteleni. Potom musi byt krdva pfipravena k normaélni-
mu fyziologickému oplozeni. Vyjimky mohou tvofit pouze zviFata vy-
Fazovand. V hodnocenych experimentech byly vyuZivany vyFazené déar-
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kyné, proto je interval oteleni — superovulace delSi. Vysledky stimu-
lace (pocCet CL) byly uspokojivé, i kdyZ znacné& variabilni aZ zhruba do
jednoho roku po oteleni. RovnéZ zisk i kvalita ziskanych embryi se
v tomto obdobi podstatné neliSily. Ponékud niZsi zisk a kvalita embryi
byl zjistén u darkyni oSetfenych a inseminovanych po jednom roce od
oteleni. Z uvedenych vysledkl je patrné, Ze je moZné pouZit vyfazované
darkyné k superovulaci pfibliZné do jedncho roku po oteleni.
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PXHUI'A, A. (HayuHo-uccae10BaTenECKMii WHCTHUTYT CKOToBoucTBa, Panorux): HcnmonszoBanmue
BBIGPAKOBAHHBIX KOPOB Kak noHOpos 3M6puonos. Veter., Med. (Praha), 29, 1984 (8) :457-464.

B omnmite y 134 noHopon aM6pHOHOB — KOPOB M IepBOTENOK, BhiOpaKoBaHHbIX Ha yboit H3-3a
HM3KOH TPONYyKTHBHOCTH, 3a60sieBaHMii BBIMEHM, GeCrUloOnMs M 10 APyrMM npuuuHam (3aBepuie-
HUe MPOINyKTHBHOrO BO3pacra, 3a60JieBaHMA KOHEYHOCTeid M IOpP.). — BBIZBAJIM CyNEpPOBYJIALHIO Ny-

rem anmaukamun 2000—4000 M. e. npenapata PMSG (Ceisoporounstiii rosazorponus, Buo-
pera). OMEPHOHOB monyyanu Ha IIECTON — AEBATHIA HeHb MOCJE NEepPBOTo OCEMEHEHHsS MO:MEepTHBIM
crioco50M. Y KOpOB-IOHOPOB, BhIGPAKOBaHHBIX H3-3a OECTIONMA, N0MA CyNepPOBYJIHPOBAHHBIX K-
BoTHBEIX cocraaana 53,19/, u3 KopoB-IOHOPOB, BHIGPAKOBAHHELIX 1O «APYTMM» MPUYMHAM, Cy-
neposysiuposaHo 610 Tonsko 46,2 )); ma kopos, BLIGpaKOBaHHLIX panM HHU3KOH TPOILYKIMBHOCTH
u 3aboneaHMit BBIMEHIH, cynepoByanposano 6wao 76,39 u 70,6 U4 Crumynuposanue G6wino
HauboNbWNM y KOPOB, BHIGPAKOBaHHKLIX MO «apyruM» npudauxam (14,58 CL) u us-za Gecnnonus
(12,41 CL). YposeHs mnoaydenus sMEPHOHOB OHLT XOPOMIMM y KOPOB-IOHODOB, BLIGPAKOBAHHSIX
u3-za Huskoit nponyxrusxHocty (57,39, us umena CL; 6,82 aiima), no «apyriM» npuuuHAM
(59,3%; 8,64 situa) u wus-sa 3aGomesammit BmMenu (62,6 6,83 situa), HauMeHHMIMM OH
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611 y Gecromusix monopor (46 9/); 5,71 situa — P — memocrosepHoe). Y 3THX IOHOPOB GBLI
HauGonpmuit mpoueHT SMEPHOHOB, TOMHBIX Mg TpaHcriatanuu — 06,9 %), or monyuennsix
suu. Joss romHeIx IMGPHOHOB MMeja XOPOWIMI YPOBEHb Y IOHOPOB, BHIGPAKOBAHHHIX M3-3a
uu3koii mpoayktussoctH (61,7 9) wu no «mpyrum» npuuunam (55,8 "/)); naumeHbweit oHa
6b1a y KOpoB-1OHOPOB ¢ 3abonesanuem peivenu (48,80/y). Ilons cyneposysiMpoBaHHBIX KOpPOB-
-nonopos (or 53,3 u mo 85,7 %) u pesyabTaThl CTHMyJHPOBaHMA OBIIH yIOBJIETBOPHTENBHBIMI
NpPUMEPHO 10 OIHOTrO Tona mocie orena. ONHAKO M KAuecTBO IOJNy4aeMBIX B STOT IePHOL AMLL
0COBeHHO He OT/IMYANOCh, JHMIIb 33 MCKJIOYEHHEM SHL] KOPOB-IOHOPOB, OCEMEHEHHBIX B HMHTepBaJje
121—150 nHeit mocsne oresna. HeckoJabKO MOHMKEHHYIO CTHMYyJAIMI0O W MeHbwWil addexr ycra-
HOBHMJIM y KOPOB-IOHOPOB, 06pabOTAaHHBIX ¥ OCEMEHEHHLIX Hepe3d rol ocjie OTesa.

CynepoByJIAUHNA; NOHOPL IMOPHOHOB; NPHYUHA BLHIGPAKOBKH; NPOJOJKHTENLHOCTS MHTEPBAJIa MEXILy
oresaMit

RIHA, J. (Cattle Research Institute, Rapotin): The Use of Culled Cows as Embryo
Donors. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 457-464.

In a trial, 134 donors (cows and first-calvers) culled for slaughter owing to a low
performance, udder disease, infertility and other reasons (termination of productive
age, foot disease, etc.) were treated with 2000 to 4000 i. u. PMSG (Serum gonado-
tropin, Bioveta) to induce superovulation. The embryos were obtained post mortem
on the sixth to ninth day after the first insemination. Among the donors culled
for infertility the proportion of superovulated animals was 53.1 %, and among those
culled for “the other” reasons this proportion was only 46.2%,; out of the cows
eliminated for a low performance and udder diseases 76.39, and 70.6 9, were
superovulated. The highest stimulation was obtained in cows culled for “the other”
reasons (1458 CL) and for infertility (12.41 CL). The level of embryo gain was
good in donors culled for a low performance (57.39, of CL number, 6.82 eggs),
for “the other” reasons (59.3 %/,, 8.64 eggs) and for udder diseases (62.6 %/, 6.83 eggs),
it was the lowest in infertile donors (46 %; 5.71 eggs — P — insignificant). These
donors had the largest proportion of embryos suitable for transfer — 66.9 %, out
of the eggs obtained. A good proportion of suitable embryos was also found in
donors culled for a low performance (61.7%,) and for “the other” reasons (55.8 %);
the lowest proportion of suitable embryos was obtained in the donors with diseased
udders (48.8 %)). Good proportions of superovulated donors (from 53.3 9, to 85.7%,)
and acceptable results of stimulation were kept for about a year after calving. The
quality of the eggs showed little variation in this period, except for the donors
inseminated within an interval of 121 to 150 days post partum. A somewhat lower
stimulation and embryo gain were found in donors treated and inseminated a year
from calving.

superovulation; embryo donors; reason of culling; calving interval

Adresa autora:
Ing. Jan Riha, CSc, Vyzkumny ustav pro chov skotu, Rapotin, 788 13 Vikyfovice
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UCINNOST SERA BREZICH KLISEN NA LUTEALNI TKANE SKOTU

J. Picha, B. Barcikowski, D. Pichova, J. Mika, T. Ol3a

PICHA, J. — BARCIKOWSKI, B. — PICHOVA, D. — MIKA, J. — OLSA, T.
(Vyzkumny ustav pro biofaktory a veterinarni léé¢iva, Pohoti-Chotouni; Ustav
fyziologie a vyzivy zvirat PAN, Jablonnd u VarSavy, PLR; Vyzkumny ustav
Zivoé¢isné vyroby, Praha-Uhrinéves): Ucdinnost séra biezich klisen na lutedlni
tkané skotu. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 465-472.

V pokusech se ¢tyrmi jalovicemi a 12 dojnicemi byl sledovan luteotropni uéi-
nek séra biezich klisen v davkach 2000 az 3000 jednotek. Ucinek sérového
gonadotropinu (PMSG) na ovarialni aktivitu byl porovnan s ovaridlni aktivi-
tou u kontrolnich zvirat a s ovaridlni aktivitou po aplikaci hypofyzarnich
hormonu. Nejvys$si koncentrace progesteronu po aplikaci PMSG u dojnic se
pohybovala mezi 41,9 az 74,3 ng.ml-! v mléce; u skupiny kontrolni byly hod-
noty v rozmezi 32,2 az 43,1 ng.ml-! a u skupiny po aplikaci gonadotropinu
31,7 az 44,8 ng.ml-1. U jalovic se po aplikaci PMSG hladiny progesteronu
zvy$ily za 24 hodiny ze 3,56 na 4,58 ng na ml plazmy. Po 48 hodinach po
aplikaci se pruameérna koncentrace progesteronu zvySila na 11,02 ng na ml
plazmy. Zvirata, ktera neodpovédéla na aplikaci PMSG rustem folikull, reago-
vala zvySenou sekreci progesteronu. Aplikace hypofyzarnich hormonu v lu-
tealni fazi cyklu neovlivnila koncentraci progesteronu prukazné, ale stimulo-
wvala rast folikula.

jalovice; dojnice; PMSG; FSH; LH; progesteron

Sérovy gonadotropin (PMSG) v krvi bfezich klisen je glykoproteid,
jehoZ molekula vykazuje jak FSH aktivitu, tak i LH aktivitu. Gospo-
darowicz (1972) zjistil molekulovou hmotnost 60000 daltoni,
Christakos a Bahl (1979) 64030 a Combarnous aj. (1981)
uvadeéji 45 000 daltonii. Izoelektricky bod dosahuje podle Mukoyamy
(1977) hodnoty 2,60 aZ 2,65. PMSG se v séru zjiStuje od 40. dne bfezosti,
maximalni hodnoty dosahuje 80. den, kdy délka plodu ¢ini kolem 11 cm,
a jeho pritomnost nebyla prokazdna po 130. dnu gravidity. Celkové
mnoZstvi PMSG v krevni plazmé se miZe urcovat hemaglutinacnim in-
hibi¢nim testem (Allen, 1969) nebo pfimou radioimunoanalyzou
(Menzer a Schlams, 1979; Nett aj., 1975).

Aktivitu sloZzek PMSG a pomér FSH a LH prokéazali biologickym po-
kusem u infantilnich krysich samic Bergfeld aj. (1980) a in vitro
na krysich Sertoliho builkdch Damme aj. (1979). Aktivitu LH je moZ-
né prokdzat in wvivo u infantilnich krysich samic (Bangham
a Woodward, 1966), nebo in vitro sekreci Leydigovych bunék krys
amysi (Dufau aj., 1974; Mamode aj., 1982, 1983).

Luteotropni tG¢inek PMSG pozorovali Henricks aj. (1973). V na-
81 predchozi praci (Pichova aj., 1981) byl tento Gfinek na lutedlni
tkdné potvrzen u jalovic in vivo mezi 9. aZ 11. dnem pohlavniho cyklu.
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Stimulac¢ni Gcinek PMSG na sekreci sekundarnich Zlutych télisek u fer-
tilnich klisen podrobné zhodnotil ve své praci Tiemann (1983). Pri-
znivy luteotropni ucCinek PMSG na lutedlni tkan primarnich a sekundar-
nich Zlutych télisek in vitro prokéazali Squires aj. (1979). Pridavek
500 m. j. PMSG do média zvySilo sekreci lutedlni tkdné na 4,0 ng.ml!
v porovndni s kontrolnimi vzorky (1,5—1,8 ng.mil~1). Zavislost mezi
koncentracemi PMSG a progesteronu u klisen v obdobi od 50 do 90 dni
gravidity potvrdili korelaci r = 40,45 mezi hmotnosti lutedlni tkane,
koncentraci progesteronu r = +0,99 a koncentraci sérového gonadotro-
pinu r = +0,74.

PfedloZena prace sleduje sekreci progesteronu lutedlni tkané 9. aZ
11. den pohlavniho cyklu u jalovic a dojnic po aplikaci sérového gona-
dotropinu v porovnani s kontrolnimi zvifaty. K posouzeni tc¢inku go-
nadotropint na sekreci progesteronii lutedlni tkani byly dvéma dojnicim
aplikovany FSH a LH-P — purifikované extrakty prasecich hypofyz.

MATERIAL A METODA

Do pokusu byly zarazeny ¢tyri jalovice a dvanact dojnic. Ve skupiné A byly
jalovice a kravy oSetreny sérem brezich klisen (2000 az 3000 jednotek). Podle od-
povédi jsme zvirata rozdélili na skupiny

A1 — jedna jalovice a dvé kravy, které neodpovédély stimulaci ovarii PMSG,
A2 — tri jalovice a ¢tyri kravy, které odpoveédély stimulaci ovarii PMSG,

B — ¢&tyii kontrolni kravy,

C — dvé kravy, kterym byly aplikovany hypofyzarni hormony.

Pouzili jsme preparaty: Follicle stimulating hormone — pituitary a Luteinizing
hormone — pituitary (Armour-Baldwin Laboratories, Nebrasca, USA) v davce
25 mg. Progesteron byl stanoven u jalovic v plazmé, u krav v mléce.

Pred zahajenim pokusu byla u vSech zvirat rektdlné posouzena funkce vajec-
niku a sekrece lutedlni tkané byla kontrolovana stanovenim progesteronu. Pohlavni
cykly jsme synchronizovali aplikaci Oestrophanu Spofa. Luteotropni uc¢inek PMSG
a hypofyzarnich gonadotropinu u krav byl sledovan zménami v sekreci progeste-
ronu a stimulace ovarii byla zjisfovana laparotomii.

ODBER VZORKU KRVE A MLEKA

Krev byla odebirdna permanentnimi kanylami zalozenymi do wvena jugularis
ve dvanactihodinovych intervalech a po aplikaci PMSG LH-FSH a Oestrophanu
Spofa ve ¢tyrhodinovych intervalech.

Vzorky mléka byly odebirany z celkového nadoje.

STANOVENI PROGESTERONU

Koncentraci progesteronu v krevni plazmé jsme urcovali podle postupu Pi-
chové aj. (1977). Primé stanoveni progesteronu v plném mléce uvadéji Picha
aj. (1980) a podrobné udaje o charakteristice protilatek Picha aj. (1984).

ZPRACOVANI VYSLEDKU

Variaéni statistické porovnani koncentrace progesteronu podle skupin bylo
sledovadno v obdobich: od rije do aplikace PMSG a hypofyzarnich gonadotropinu,
béhem 48 hodin po aplikaci preparatt, v prubéhu luteolytického uéinku Oestro-
phanu Spofa a od ovulace do devatého dne po inseminaci.
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VYSLEDKY

Koncentrace progesteronu v krevni plazmé u jalovic dosédhla v pri-
béhu deviti dnii pohlavniho cyklu maximéalné 1,9 aZz 3,0 ng.ml~! (obr.
1). Za 12 hodin po aplikaci 2000 m. j. PMSG se koncentrace progeste-
ronu zvysila na 3,56 = 0,345 ng.ml"! a za 24 hodiny na 4,58 = 0,380
ng .ml-1

Vysoce priikazné (P < 0,01) zvySeni jsme pozorovali do 36 hodin od
aplikace, kdy primérna koncentrace progesteronu byla 8,20 = 1,098 ng .
.ml-1, Za 48 hodin po aplikaci byla zjiSténa nejvy$si primérna koncen-
trace progesteronu 11,02 = 0,375 ng . ml~1. Nebyl potvrzen priikazny roz-
dil v koncentraci progesteronu mezi zvifaty s riznou odpovédi na sti-
mulaci ovarii PMSG. Obdobné se podle sledovanych skupin nelisil luteo-
lyticky acinek Oestrophanu. Vysoce prikazné (P < 0,01) rozdily v kon-
centraci progesteronu jsme potvrdili u jalovic aZ v obdobi po stimulaci
ovarii.

Koncentrace progesteronu v mléce krav v prvnich deviti dnech
pohlavniho cyklu byla nejniZz8i u skupiny A, ktera neodpovédéla na sti-
mulaci ovarii PMSG. U ostatnich tfi skupin se primérné hodnoty od se-
be statisticky neliSily (obr. 2). Priimérnd koncentrace progesteronu
v mléce krav pred oSetfenim PMSG Cinila 29,89 = 3,824 ng . ml~! a béhem
24 hodin se zvysila na 36,2 = 2,47 ng.ml-1. Pfed aplikaci Oestrophanu
Spofa dosdhla primérna koncentrace progesteronu 48,6 = 3,42 ng.ml"1.
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1. Koncentrace progesteronu v krvi jalovic po aplikaci 2000 j. PMSG — Progesterone
concentration in the blood of heifers after the administration of 2000 units of
PMSG

Skupina A1 a A2 2000 jedn. PMSG; + aplikace PMSG, X aplikace Oestrophanu
inj. Spofa
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I. Analyza variance koncentrace progesteronu v plazmé jalovic a v mléce krav —
and in the milk of cows

. X Skupiny
Smeérodatna
Ukazatel rezidudlni = S e
stupen prumérny .
odchylka volnosti &tverec F F =000
Jalovice 4,978 1 291,03++ 11,75 7,80
Kravy 16,618 3 5561,55++ 20,14 4,27

U kontrolni skupiny se za toto obdobi primérnéd koncentrace progeste-
ronu zvysila z 27,8 = 3,45 ng.ml~! na 39,05 = 3,566 ng.ml-1. Skupina
oSetfend gonadotropnimi hormony (LH a FSH) meéla v den aplikace pri-
meérnou koncentraci progesteronu 29,4 = 2,34 ng.ml-! a v prib&hu 48
hodin dosdhla maximdalni koncentrace 38,05 = 4,75 ng . ml~1. V&tsi pokles
progesteronu v prvnich 24 hodinach po aplikaci Oestrophanu u krav
oSetFenych PMSG ukazuje na rychlejsi 1yzu lutedlni tkdné.

Koncentrace progesteronu v mléce krav kontrolni skupiny sedmy
den po inseminaci byla 13,5 = 4,215 ng . ml~! a priikazné (P < 0,01) niz-
81 koncentraci (4,03 = 1,16 ng.ml~1) jsme zjistili u krav, které neodpo-
vedély stimulaci ovarii PMSG. Priikazné vysSsi (P < 0,01) koncentrace
progesteronu byla zjiSténa u skupiny A2z (45,8 = 5,532) a u skupiny
oSetfené gonadotropiny (62,1 = 18,1 ng.ml~1). Analyza variance (tab.
I) potvrdila priikazné rozdily v koncentraci progesteronu mezi skupina-
mi, obdobimi a v pokusu s dojnicemi i priikazné rozdily v interakci.

Skupina zvirat (tab. II), kterd neodpovédéla stimulaci ovarii na

60- ;0
skupiny: /|
Al —
A2 —
B ases
C - - -

)
bl

mléeka

2. Koncentrace progeste-
ronu v mléce u dojnic
po aplikaci PMSG, FSH-
-P a LH-P — Progeste-
rone concentration in
the milk of dairy cows
after the administration
of PMSG, FSH-P and
LH-P

Skupina A1 a A2 2000
az 3000 jedn. PMSG,
skupina B — Kkontrolni,
skupina C — oSeti'ena
25 mg FSH-P a 25 mg
LH-P; + aplikace
< PMSG, ® aplikace
T T FSH-P a LH-P, X apli-
1 3 5 7 9 1 0 2 4 & 8 10 kace Oestrophanu in;.
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Analysis of variance of the concentration of progesterone in the plasma of heifers

Obdobi Interakce
~ stupenl prumérny _ stupen prumérny _
volnosti Etverec F F = 0,05 volnosti &tverec F F = 0,05
3 434,14 ++ 17,52 4,50 3 111,24 4,49 4,50
9648,06++ 34,90 4,27 9 1793,81++ 6,50 2,62

aplikaci PMSG (skupina A), méla na vajeCnicich pouze po jednom Zlu-
tém télisku. Nizkd koncentrace progesteronu byla vyvolana folikuldrnimi
cystami. Folikuldrni cysty obsahovaly od 1,0 do 15,0 ml folikularni te-
kutiny. Koncentrace 17-beta estradiolu byla ve folikuldrni tekutiné vel-
kych cyst dvakrat az tfikrat vysSi neZ u malych cyst. I kdyZ kontrolni
zvifata meéla na vajeCniku funkcéni Zluta téliska (kontrola laparatomii),
devaty den po ovulaci jsme zjistili pouze jedno embryo. U dvou zviFat
kontrolni skupiny jsme zjistili folikuldrni cysty (dojnice ¢&. 5270 pét
cyst na pravém ovariu a dvé na levém ovariu, dojnice ¢. 8091 jedna
cysta na levém ovariu) o velikosti 3 aZ 5 mm s obsahem folikularni teku-
tiny 0,2 aZ 0,3 ml. Koncentrace progesteronu v mléce pokusnych dojnic
se neliSila od koncentrace u ostatnich kontrolnich zvifat. Aplikace hy-
pofyzarnich gonadotropintt (skupina C) odpovédéla v praméru 3,5 Zlu-
tych télisek s poctem 2,5 embryi na pokusnou kravu. NejvyS$8i primérny
poCet (7 embryi) jsme zjistili u skupiny po aplikaci PMSG.

Z vysledkli vyplynulo, Ze luteotropni ucdinek séra bfezich Kklisen
pravdépodobné nesouvisel s citlivosti ovarii na sérovy gonadotropin.

II. Rozdily v koncentraci progesteronu mezi sledovanymi skupinami — The dif-
ferences in progesterone concentration between the studied groups

Pocet zlutych télisek Pocet folikuldrnich cyst

;s):(r‘l-: Ukazatel % levé pravé el;‘?lf:;i levé pravé

ovarium | ovarium celkem ovarium | ovarium celkem

jalovice 1 1,0 1,0 — 2,0 1,0 3,0
Ay dojnice 2 2,0 2,0 — 5,0 3,0 8,0
prumér 1,0 1,0 - 2,3 1,3 3,7
jalovice 3 18 20,0 38,0 28,0 6,0 7,0 13,0
As dojnice 4 12 16,0 28,0 21,0 5,0 2,0 7,0
prumér 4,3 5,1 9,4 7,0 1,6 1,3 2,9
B dojnice 4 1 3,0 4,0 1,0 3,0 5,0 8,0
pramér 0,25 0,75 1,0 0,25 0,75 1,25 2,0
C dojnice 2 2 5,0 7,0 5,0 3,0 — 3,0
prumér 1 2,5 3,5 2,5 1,5 - 1,5
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DISKUSE

Odpovédnost PMSG za ovulaci a nebo luteinizaci akcesornich foli-
kulli po 37. dnu gravidity u klisen uvedli Dawson (1977) a Squires
aj. (1979). Tento luteotropni ucCinek se objasiiuje aktivitou FSH a LH
(Gospodarowicz, 1972; Squires aj.,, 1979; Moor aj., 1980).
Irvine a Evans (1976) pripisuji PMSG u bfezich klisen stejny vy-
znam jako hypofyzarnim hormontim u cyklujicich zvifat. Kombinace hy-
pofyzarnich hormon@i v naSem pokusu nepotvrdila jejich luteotropni
ucinek v porovnédni s PMSG. Musime vSak vzit v Givahu, Ze pouZité gona-
dotropiny byly izolovdny z prasecich hypofyz. JestliZe vS8ak byla proka-
zdna jejich biologickd aktivita, pak by mél luteotropni ucCinek stejné
podminky ke svému projevu. Vysledky potvrzuji ndlezy luteotropniho
GCinku PMSG na lutedlni tkan koni in vitro, o nichZ psali Squires
aj. (1979), i nas pokus s lutedlni tkani in vitro sedmy den po stimulaci
ovaril. Aplikace PMSG pfi stimulaci ovarii skotu zvySuje sekreci pro-
gesteronu v krvi, jak pozorovali Henricks aj. (1973), Pichova
aj. (1981); potvrzuji to i naSe nalezy. ZvySenou sekreci lutealni tkané
jsme pozorovali i u zvifat, kterd neodpovédéla na stimulaci ovarii, a pro-
to se nabizi tvaha, zda tento mechanismus souvisi s gonadotropiny.

Po aplikaci PMSG pozorovali Moore a Ward (1980) prodlou-
Zeni sekrecni aktivity lutedlni tkdné, Northey a French (1980)
dosahli obdobného tcinku intrauterinni infizi homogenéatii 'embryi sko-
tuy Gimenes a Henricks (1983) po aplikaci prostaglandinu Ez.

Regrese priméarniho Zlutého téliska klisny kolem 40. dne bfezosti
vykazuje histologicky obraz, jenZ odpovida tCinku prostaglandinu (Mit -
chell a Allen, 1975). Autofi nehledaji pfi¢inu v ucéinku PMSG,
nebot jeho koncentrace jsou v tomto obdobi velmi nizké. Po stimulaci
ovarii sérovym gonadotropinem se po aplikaci prostaglandinu zkracuje
doba nastupu LH vrcholu v porovnédni se zvifaty neoSetfenymi (Pi-
chova aj, 1981; Holy, 1983). V pokusech s lutedlni tkani in vitro
jsme zjistili, Ze pfidavek PMSG do meédia b&hem 150 minut priikazné
zvySuje koncentraci progesteronu. V dal8ich 20 hodinach byla koncen-
trace progesteronu v porovnani s kontrolnimi tkdnémi pouze 67%. Ob-
dobné vysledky u lutedlni tkdné& klisen pozorovali Squires aj. (1979).
Objasnéni G¢inku séra bfezich klisen na ovaridlni a gonadotropni regu-
laci ]ednothvych druh@i zvifat bude moZné vyuZit v biotechnickych po-
stupech.
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IIUXA, M. — BAPIJUKOBCKHU, B. — TIMXOBA, I. — MHUKA, W. — OJIIIA, T. (Hayuso-
-JICCNIeNOBATENBCKHI MHCTHTYT 6HMOPAKTOPOB M BeTepUHApHBIX Jekapers, [loropiki-XoToyHb;
WucturyT ¢usuonornu u nuranus sxkusorHbix ITAH, fI6nonna 6aus Bapmaswm, ITHP; Hayuwo-
-JICCNEeNOBATeNLCKUIT MHCTHTYT *MBOTHOBOLCTBa, llpara - Yrpxusenec): [eHcTBHe CHIBOPOTKHM Ke-
pe6bix Kobbln Ha nyTeanbHBle TKaHM KpynHoro poratoro ckora. Veter. Med. (Praha), 29, 1984
(8) :465-472.

B onbitax ¢ 4eThipbMA HeTedsMH M 12 KOpoBaMM H3yuaay JyTEOTPOMHOE HCHCTBHE CHIBOPOTKH
Kepebbix Ko6br1 B nozax 2000—3000 emmunu. HeiicTsne chiBopoTouHoro roHanorponuHa (PMSG)
Ha OBapHaibHyl0 aKTHBHOCTH CPABHHMBAJM C 0BAPHAJBbHON AKTHBHOCTbIO y KOHTPOJBHBIX JKMBOTHBIX
M ¢ OBapHasjbHO! AaKTHBHOCTBIO TI0CJe alllIMKaluu¥ TOpMOHOB runodpusa. Hauboasmasa xoH-
LiCHTpauua nporecrepoHa nocie anmiunkauun PMSG y xopo xonebanacs B npenenax 41,9—
—74,3 ur/mMa B MOJOKe; y KOHTPOJLHOM Ipynmut 3HaueHus Guuin B nmanasoHe 32,2—43,1 ur/mi,
a y TPymOmbl TOcie anmaukanuyu roHamorponuHop 31,7—44,8 ur/ma. Y uereneit nocne npuMeHEHHs
PMSG yposHu nporectepoHa 3a cyTku Beipocan ¢ 3,56 mo 4,58 ur/ma nnasmbi, Cnycra 48
yacop nocye npumedenus PMSG cpenHss KOHIEHTpalus rporectepona sospociaa no 11,02 ur/ma
TIJIa3MBbl. )KHBOTHBIS, Y KOTOpPLIX TIpHMEHEeHHEe He BhI3BAJO pOCT ¢OHJ'IHKYJ'IOB‘ pearnponanu T10-
BBILIEHHOH CeKpelMel mnporecTepoHa. AnIMKalMa rOpMOHOB runoduaa B JyTeasbHOI (ase LHUKJIA
NIOCTOBEPHO HE [OBJMsJA HA KOHIEHTPAI[II0 NPOTECTepPOHa, a CTHMyJpoBaja pocT (OJIMKYJIOB.

Hereap; koposa; PMSG; FSH; LH; nporecrepon

PICHA, J. — BARCIKOWSKI, B. — PICHOVA, D. — MIKA, J. — OLSA, T. (Re-
search Institute of Feed Supplements and Veterinary Products, Pohoti-Chotoun;
Institute of Animal Physiology and Nutrition, Polish Academy of Sciences, Jablonné
u Varsavy, PLR; Research Institute of Animal Production, Praha-Uhrinéves): The
Effectiveness of Pregnant Mare Serum on Bovine Luteal Tissue. Veter. Med. (Pra-
ha), 29, 1984 (8) :465-472.

Trials were conducted with four heifers and twelve dairy cows to study the luteo-
tropic effect of the serum of pregnant mares administered at the rates of 2000 to
3000 units. The effect of serum gonadotropin (PMSG) on ovarian activity was
compared with the ovarian activity of control animals and ovarian activity after
the administration of hypophyseal hormones. The highest progesterone concentration
of PMSG-treated cows ranged from 41.9 to 74.3 ng per ml of milk; in the control
group this range was between 32.2 and 43.1 ng per ml and in the group of gonado-
tropin-treated cows between 31.7 and 44.8 ng per ml. In heifers the progesterone
levels increased from 3.56 to 4.58 ng per ml of plasma within 24 hours from the
administration of PMSG. After 48 hours from administration the average pro-
gesterone concentration increased to 11.02 ng per ml of plasma. The animals which
did not respond to PMSG administration by the growth of follicles exhibited an
increased secretion of progesterone. The administration of hypophyseal hormones
in the luteal stage of sexual cycle did not exert any significant influence on pro-
gesterone concentration, but stimulated the growth of follicles.

heifers; dairy cows; PMSG; FSH; LH; progesterone
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ADHERENCIA BAKTERII NA EPITELIALNE BUNKY
BACHOROVEJ STENY

V. Kmef, K. Boda, I. Kravjansky

KMET, V. — BODA, K. — KRAVJANSKY, I. (Ustav fyziolégie hospodarskych
zvierat SAV, Kosice): Adherencia baktérii na epitelidlne bunky bachorovej
steny. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) :473-4717.

Vyvinuli sme metodiku kvalitativneho a kvantitativneho testovania adherencie
baktérii na epitelidalne bunky izolované z bachorovej steny oviec a krav. Po-
dla tejto metdody bolo mozné zaradif testované kmene mikroorganizmov Bifi-
dobacterium, Lactobacillus, Streptococcus, Bacteroides, Staphylococcus a Esche-
richia medzi silne adherentné, stredne adherentné a slabo adherentné. Disku-
tuje sa o moznostiach vyuzitia metodiky pre $tidium ovplyviovania adheren-
cie epimuralnych bachorovych baktérii.

bachorové baktérie; ovce; kravy; kvalitativne a kvantitativne testovanie; stu-
pen adherencie :

Bakteridlna populacia adherovand na epitel bachorovej steny pred-
stavuje vo vymennych procesoch dusikatych latok vyznamnui fyziologic-
ki zloZku. Na =zéklade tychto procesov sa uskutoCriuji symbioticke
vztahy makroorganizmu preZivavca s bachorovou mikroflérou a mikro-
faunou (Kmet a i, 1983a). Baktérie adherované na epitel bachorovej
steny su zdrojom uredzovej aktivity v bachore a st vyznamné aj svojou
proteolytickou a dezaminac¢nou aktivitou (Cheng a Costerton,
1980; Cheng a Wallace, 1979; Dinsdale a i, 1980). Jednou
z najvyznamnej$ich vlastnosti epimurdlnych baktérii je schopnost adhe-
rovat sa. U baktérii Crevného traktu boli popisané pocetné metody
testovania adherencie za pouZitia izolovanych epitelidlnych buniek, napr.
pre enteropatogénne E. coli (Morris a i.,, 1982), pre streptokoky
a laktobacily (Fuller, 1981; Suegara ai., 1981), resp. za pouZitia
epitelidlnej bunkovej linie (Kleeman a Klaenhammer, 1982).
Na zaklade tychto metdéd sme vypracovali metodu testovania adherencie
baktérii na epitelidlne bunky bachorovej steny s moZnostou pouZitia pre
Stidium ovplyviiovania adherencie epimurdlnych bachorovych baktérii.

MATERIAL A METODA
IZOLACIA KMENOV

79 testovanych kmenov sme izolovali z gastrointestindlneho traktu jahniat,
oviec a teliat rézneho veku. Testované kmene (tab. I) sme izolovali na tychto dru-
hoch zivnych pod: Rogosa agar pre laktobacily, YN-6 médium podla Resnicka
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I. Testované kmene a ich pévod — The tested strains and their origin

Druh Kmen ¢islo Povod

Lactobacillus acidophilus 1-20 bachorovi stena jahnata
Bifidobacterium sp. 25, 26, 27, 28, 29 bachorovi stena jahnata
Streptococcus faecium 15, 16, 17 bachorovi stena jahfiata
Staphylococcus aureus 3—-13 bachorov4 stena jahniata
E. coli 11-20 bachor ovce
Lactobacillus acidophilus 31—40 bachor telata
Lactobacillus acidophilus 21—-26 faeces z ovce

' E. coli 1—-10 faeces z ovce

1 Bacteroides fragilis 1- 5 faeces z ovce

a Levina (1981) pre bifidobaktérie, krvny agar s azidom sédnym pre fekalne
streptokoky, Mac Conkey agar pre enterobaktérie, VL agar (Imuna) pre Bacteroides,
MSA agar (OXOID) pre stafylokoky.

IZOLACIA EPITELIALNYCH BUNIEK

Epitelialne bunky pochadzali z bachorovej steny zdravych krav, resp. oviec.
Bachorova stena bola po mnohonasobnom premyti v pufrovanom fyziologickom roz-
toku s pH 6,9 opracovana v ultrazvukovej ¢isticke laboratérneho skla (Tesla Eltos).
Takto ziskana suspenzia epitelidlnych buniek bola centrifugovana pri 100X G S§tyri
minuty. Sediment bol pidtkrat premyty v pufrovanom fyziologickom roztoku a epi-
telialne bunky boli upravené na pozadovanu hustotu.

TESTOVANIE ADHERENCIE

Suspenzia epitelidlnych buniek bola zmieSana v rovnakom pomere s testo-
vanymi baktériami. Koneéna koncentracia epitelidlnych buniek ¢&inila priblizne
105/ml a baktérii vo finalnej koncentracii priblizne 108/ml. Kmene izolované od
jahniat, resp. oviec, boli adherované na jahnacie epitelidlne bachorové bunky a kme-
ne izolované od teliat na kravské bachorové bunky. Zmes bola inkubovana desat
minut pri teplote 38°C. Podet baktérii adherujucich sa na jednotlivé epitelidlne
bunky bachorovej steny (adherené¢ny index) bol urcovany svetelnou mikroskopiou
(po ofarbeni karbolfuchsinom zriedenym v pomere 1 :20). V kazdom experimente
bolo poéitanych desat dobre definovanych epitelidlnych buniek. Kazdy experiment
bol trikrat opakovany.

VYSLEDKY

Testovali sme adherenciu 36 kmeriov Lactobacillus acidophilus,
pat kmeiiov Bifidobacterium sp., tri kmene Streptococcus faecium, 20
kmertiov E. coli, pat kmertiov Bacteroides fragilis a desat kmetiov Staphy-
lococcus aureus. VSetky testované kmene vykazovali rozny stuperi adhe-
rencie na epitelidlne bunky bachorovej steny. Podla poCtu baktérii adhe-
rovanych na jednu epitelidlnu bunku moZno testované kmene rozdelit
do troch stupiiov (tab. II), a to ako silne adherentné (viac ako 100
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II. Adherencia 79 testovanych kmenov na epitelidlne bunky bachorovej steny —
The adherence of 79 tested strains to epithelial cells of rumen wall

winc Drvh o M
Silne Lactobacillus acidophilus 5 112,5
adherentné Lactobacillus acidophilus 6 158,3
Lactobacillus acidophilus 31 115,4
Lactobacillus acidophilus 32 128,1
Bifidobacterium sp. 29 135,2
Staphylococcus aureus 3—13 109,5—155,2
Stredne Lactobacillus acidophilus 1— 4 12,8— 85,3
adherentné Lactobacillus acidophilus 7—18 35,2— 67,4
Lactobacillus acidophilus 33—40 21,1— 93,2
Bifidobacterium sp. 25—-28 32,2— 374
Streptococcus faecium 16 14,5
Streptococcus faecium 17 33,9
E. coli 11—-20 12,3— 18,5
Slabo Lactobacillus acidophilus 19—-20 ' 6,7— 9,2 '
adherentné Lactobacillus acidophilus 21-26 3,8— 8,4 ;
Streptococcus faecium 15 2,6 !
Bacteroides fragilis 1- 5 29— 5,1
l E. coli 1—10 2,6— 8,5 ‘

baktérii na jednu bunku), stredne adherentné (od 10 do 100 baktérii na
jednu bunku) a slabo adherentné (ojedinelé baktérie na jednu bunku].
Medzi silne adherentné kmene s najvy$$im adherenénym indexom patri-
li Lactobacillus acidophilus izolovany z bachorovej steny jahriata, jeden
kmerti Bifidobacterium sp. a vSetkych desat kmeilov Staphylococcus au-
reus, izolovanych tiezZ z bachorovej steny jahniat. Do skupiny stredne
adherentnych kmetiov patril oproti prvej skupine dvojndsobny pocet
testovanych kmeiiov. Adheren¢ny index u tychto kmeiiov kolisal od hod-
noty 12,3 aZ po hodnotu 93,2.

Oproti predchédzajicim dvom skupindm kmeiiov sa slabo adheru-
juce kmene . podielali na celom stbore kmetiov asi jednou tretinou.
V tomto stibore kmeilov v3ak boli vSetky kmene izolované z faeces, t. j.
E. coli €. 1—10, Lactobacillus acidophilus ¢. 21—26 a Bacteroides fragi-
lis ¢. 1—5.

\

DISKUSIA

Celkovy pocet baktérii adherovanych na 1 cm? bachorovej steny sa
u dospelych preZiavavcov pohybuje od 10° do 108 zarodkov. Hodnotenie
jednotlivych stupifiov adherencie baktérii je vo vztahu k tomuto poctuy,
t.j. adherentny index silne adherentnych baktérii predstavuje bakté-
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rie s pottom okolo 10% aZ 108 zarodkov na cm? bachorovej steny, zatial
¢o adherenc¢ny index slabo adherentnych baktérii inklinuje k dolnej
hranici celkového poCtu. V&dcSina doteraz publikovanych vysledkov
o vlastnostiach adherentnych epimurdlnych baktérii pochéddzala z po-
kusov robenych na dospelych preZivavcoch. Podla naSich predchéadza-
jicich vysledkov (Kmet a i, 1983b) u jahniat s funkCne latentnym
bachorom dosahuji pocty adherovanych baktérii iba spodnu hranicu do-
spelého preZivavca a ich druhové zloZenie je tieZ rozdielne.

Je zname, Ze epitel bachorovej steny je u mladych jahniat (resp.
teliat), t. j. v obdobi mliecCnej vyZivy, slabo vyvinuty, a preto nie je mozZné
z neho ziskat dostatoCne velky pocCet epitelialnych buniek. Tato pod-
mienka, t.j. ziskat dostatoCne velky pocet epitelidlnych bachorovych
buniek, je doéleZitd pre zachovanie moZnosti porovnavat adherenciu
medzi jednotlivymi kmerimi. Preto aj v nami vyvinutej metodike testo-
vania adherencie epimurdlnych bachorovych baktérii sme pouZili epitel
bachorovej steny starSich zvierat, t.j. v obdobi rastlinnej vyZivy. Adhe-
rované baktérie sme z epitelu bachorovej steny odstranili metédou elicie
(Javorsky a i, 1981). Vekova zavislost epitelu bachorovej steny od
adherencie baktérii v takom rozsahu, ako je zndma pri epiteli Crevnej
steny (Runnels a i, 1980) u enteropatogénnych K 99 pozitivhych
E. coli izolovanych od teliat, nebola pozorovana.

7 dosiahnutych vysledkov vyplyva, Ze kmene toho istého druhu izo-
lované z tej istej vzorky maju rozdielny stuperi adherencie. Kmene izo-
lované z faeces maji niZ8i stupeii adherencie neZ kmene toho istého
druhu, avSak izolované z bachora.

Ako sme uZ v uvode spomenuli, epimurédlne bachorové baktérie plnia
mnoho déleZitych fyziologickych funkcii. Sledovat vyvoj jednotlivych
funkcii je moZné pomocou umelej kolonizacie gnotobiotickych jahniat
jednotlivymi fyziologickymi skupinami bachorovych mikroorganizmov.
Uspednost tejto umelej kolonizédcie je vSak zavisla aj od stupiia adhe-
rencnej schopnosti inokulovanych mikroorganizmov. Dobre adherujice
kmene sa prichytia na stene traviaceho traktu, a tak prekondavaji jeho
mobilitu. Baktérie adherované na epiteli bachorovej steny maji vplyv na
zloZenie mikrofléry bachorového obsahu prostrednictvom kontinualneho
odlupovania sa epitelii bachorovej steny. PretoZe tieto epimurdlne ba-
chorové baktérie maji aj vyznamné metabolické aktivity, moZno ich
pokladat aj za regulujici faktor ostatnej bachorovej mikroflory. Aj
v tomto pripade hré rozhodujicu tlohu prdave adherencia a procesy s iiou
spojené. Nazddvame sa, Ze nami vyvinuta metodika testovania adheren-
cie bachorovych baktérii na epitelidlne bunky bachorovej steny umoZni
Stidium faktorov ovplyviiujicich adherenciu bachorovych baktérii.
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The possibilities of using this method for the study of influencing the adherence
of epimural rumen bacteria are studied.
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VLIV APRAMYCINU NA BAKTERIALNI KONTAMINACI
A PREZIVATELNOST SEMENE KANCE BEHEM KRATKODOBE
KONZERVACE

J. Kozumplik, Z. Vicek

KOZUMPLIK, J. — VLCEK, Z. (Vysoka $kola veterinarni, Brno): Vliv apra-
mycinu na bakteridlni kontaminaci a pfeZivatelnost semene kance béhem krdt-
kodobé konzervace. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 479-487.

Na 264 vzorcich ejakulatu sedmi kancti jsme zkousSeli bakteriostaticky ucinek
apramycinu a jeho vliv na neékteré ukazatele kvality spermatu béhem 96ho-
dinového uchovavani. K pokusum byl pouzit Apralan solubile powder fy
Elanco Products Limited v koncentracich 2,5 az 500 mg na 1000 ml redidla.
Pripravek byl hodnocen podle motility spermii béhem uchovavani, dynamiky
koncentrace vodikovych iontu, morfologickych zmén spermii, testu termore-
zistence, bakteriologickych testaci a dalSich Setieni. Koncentrace 200 az 250 mg
apramycinu v kombinaci s 500 000 m. j. draselné soli G-penicilinu méla sta-
tisticky vyznamné priznivéjsi vliv na prezivatelnost spermatu kance nez kom-
binace streptomycinu s penicilinem.

ejakulat; kanec; mikrofléra; redidlo; apramycin

Perspektivni cestou k maximalnimu vyuZiti umeélé inseminace je
dlouhodoba konzervace semene, umoZziujici pouZivat sperma plemeniki
aZ po posouzeni vlastnosti pfenadSenych na potomstvo testaci v ramci
kontroly dédi¢nosti zdravi. V inseminaci prasat jsou vSak v praxi dosud
cuji fertilizacni potencidl spermii. Proto se stdle zkoumaji moZnosti dal-
Siho zdokonaleni fedidel, aby se prodlouZila doba preZivani semene kon-
zervovaného v tekutém stavu, zlepSilo zabfezdvani prasnic a zvysSil
pocet selat ve vrzich.

Ackoliv je kladen velky diiraz na ziskdvdni semene s co nejmensi
bakteridalni kontaminaci, pfesto je v praxi variabilita ve vyskytu mikro-
bl v Cerstvém ejakuldtu kance pomérné velkd. Nutnost pfiddvat do Fe-
didel latky s antimikrobnim dcCinkem je vSak zdlivodnéna i skutecnosti,
Ze ke kratkodobé konzervaci semene kance se pouZivaji teploty kolem
16 °C, které netlumi, ale spiSe podporuji mnoZeni mikrobl. K potlaco-
vani bakteridlni kontaminace se nejcastéji pouZivalo kombinace penici-
linu a streptomycinu (Pursel a Johnson, 1971; PliSko, 1965;
Sadovnikovd, 1966; Kozumplik a V1iéek, 1971; Herndén -
dez a Duverger, 1978 a jini). Byla vSak zkouSena i jind antibioti-
ka, vCetné antibiotik se Sirokym spektrem wc¢innosti, doporucovanych
v posledni dobé (Gamcéik a Kozumplik, 1976; Hovorka,
1982 — osobni sdéleni]).
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V dostupnych literdrnich pramenech jsme se nesetkali s tdaji
o praktickém nebo experimentdlnim vyuZiti apramycinu k potlaceni
mikrobni kontaminace Fedéného kancCiho semene. Apramycin byl obje-
ven ve vyzkumnych laboratofich firmy Elanco Products Limited v roce
1967 a je distribuovan pod obchodnim ndzvem Apralan. Je to antibioti-
kum urcené vyhradné pro veterindrni potfebu, se spektrem ucinnosti
zahrnujicim predevSim gramnegativni baktérie — druhy rodd Escheri-
chia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Proteus, Vibrio, Pasteurella,
Pseudomonas, Bordetella, ale i nékteré dalSi mikroby, napfiklad Myco-
plasma hyopneumoniae, Staphylococcus aureus a nékteré streptokoky.
Vyhodou pouZivani tohoto antibiotika je, Ze je relativné nové a na rozdil
od streptomycinu se témeér nevyskytuji rezistentni kmeny baktérii; jeho
antimikrobni GC€inek je i v nizkych koncentracich spiSe baktericidni neZ
bakteriostaticky. Z téchto dvodi bylo potfebné provéfit Gcinek apra-
mycinu a jeho kombinaci s jinymi antibiotiky na spermie a mikrofléru
Fedéného semene.

MATERIAL A METODY

K pokustim byly pouzity ejakulaty sedmi kancu. Dosazené vysledky byly ziska-
ny zpracovanim a vySetifenim 264 vzorku ejakulatu. Bakteriostaticky ucéinek apra-
mycinu samotného a jeho kombinaci s jinymi antibiotiky jsme stanovili podle dy-

I. Prehled provérovanych modifikaci bakteriostatik — A survey of the tested mo-
difications of bacteriostatics

. Kontrola = fedidlo podle Sadovnikové (dile jen SAD)

. SAD -+ 0,2 g LSS na 1000 ml

. SAD bez STM + 2,5 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 5,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 10,0 mg Apralanu na 1000 ml -+ 20,0 mg LSS
. SAD bez STM + 10,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 20,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez PNC i STM + 10,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 30,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 40,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 50,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM -+ 50,0 mg Apralanu na 1000 ml + 20,0 mg LSS
. SAD bez STM + 100,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 200,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM a bez PNC -+ 500,0 mg Apralanu na 100 ml

b
O O 00 N U s W=

e i
Uos LN

. SAD

. SAD bez STM + 150,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 200,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 250,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 300,0 mg Apralanu na 1000 ml

. SAD bez STM + 200,0 mg Apralanu na 1000 ml + 100 mg Tylanu
. SAD bez STM + 200,0 mg Apralanu na 1000 ml + 200 mg Tylanu

B N B e e e
N = O O 00 3 O
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namiky mnozstvi baktérii v homogenizovaném neredéném a redéném semeni, ucho-
vavaném po tii dny pri teploté 16 °C. Mnozstvi baktérii jsme stanovili klasickou
zredovaci metodou na masopeptonovém agaru obohaceném beranimi erytrocyty
po 48hodinové inkubaci v aerobnim prostifedi pri teploté 37°C a relativni vlhkosti
70 az 80 9%,. K pokusum byl pouzit apramycin v pripravku Apralan solubile powder.

V prvni ¢asti pokust jsme provérovali Sest kombinaci s apramycinem v kon-
centraci 2,5 az 20,00 mg na 1000 ml redidla (tab. I). V nékterych pokusech jsme
také zjisfovali Uc¢inek laurylsulfatu sodného na pohyb spermii. Jako kontrola bylo
pouzito redidlo podle Sadovnikové (1966), v némz je bakteriostaticky uéinek
zajistovan pridavkem 500 000 m. j. draselné soli G-penicilinu a 0,5 g streptomycinu
na 1000 ml rediciho média.

Ve druhé ¢asti pokustt jsme sledovali vliv apramycinu v koncentracich 30,00
az 500,00 mg na 1000 ml redidla (tab. I) na motilitu spermii béhem 96hodinové
konzervace.

Ve tieti ¢asti pokustt jsme provérovali dalSich Sest kombinaci s apramycinem
v koncentraci 150,00 az 300,00 mg na 1000 ml redidla (tab. I). Semeno jsme redili
redidly s ruznymi kombinacemi a koncentracemi bakteriostatik v poméru 1:1. Ke
stanoveni prezivatelnosti spermii jsme pouzili test termorezistence (stanoveni dy-
namiky motility spermii ve vzorcich redéného semene, uchovavanych béhem Sesti
hodin pri teploté 38 °C). Vysledky jsme vyhodnotili statisticky t-testem podle Stu-
denta.

VYSLEDKY A DISKUSE

Zakladni ukazatele kvality ejakulatd pouZitych k pokustim plné od-
povidaly normé& pro ejakuldty pouZitelné k inseminaci a byly vhodné
k provadénym testacim. V tab. II jsou uvedeny vysledky hodnoceni mo-
tility spermii od nafedéni do 96 hodin konzervace. Pfidavek apramycinu
ovliviioval do 48 hodin motilitu spermii ve srovnani s kontrolami mirné
pozitivné, zatimco po 96 hodindch uchovavani byla mpotilita ve vSech
vzorcich s apramycinem jiZ vyrazné niz$i. V souladu s timto zjisténim
a se stabilitou roztoki apramycinu, uddvanou vyrobci, bylo mnoZstvi
baktérii druhy a tfeti den konzervace zpravidla vétSi neZ u kontrol (tab.
III). Z téchto vysledkl je zFfejmé, Ze nizké davky apramycinu (zkiouSené
v prvni Casti pokusiti) bakteridlni kontaminaci semene dostateCné ne-
potlacCily. Potvrzuji to také vysledky série pokusti €. 8, v niZ byl k Fe-
didlu priddn pouze apramycin — bez penicilinu tlumiciho rast grampo-
zitivnich zarodkli — a v niZ byla prokazana celkové nejvétsi bakteridlni
kontaminace a nejvétsi poCty zarodki po 72hodinové konzervaci. Kon-
centrace vodikovych iontl byla po 72 hodindch uchovavani ve vétSiné
pokusnych fad vyS$8i neZ u kontrol. To rovnéZ svédc¢i pro zmeény, které
by mohly vzniknout ndsledkem hromadéni produktd metabolismu bakté-
rii v prostfedi. PoCet spermii s morfologickymi zménami na akrozomu
byl relativné maly (tab. IV) a nepoukazoval na ovlivnéni vysledkd po-
kusti nedostatky ve sloZeni Fedidla.

Vysledky dosaZené stfednimi koncentracemi apramycinu, pouZitymi
ve druhé Céasti pokusii, byly lepSi neZ vysledky dosaZené pfi pouZiti niz-
kych koncentraci. Velmi dobry vysledek poskytlo Fedidlo €. 14, které
v38ak jiZ obsahovalo v 1000 ml 200 mg apramycinu a 500 000 m. j. draselné
soli G-penicilinu. Kontrolnimu redidlu se zcela vyrovnalo i Fedidlo &. 13,
obsahujici v 1000 ml 100 mg apramycinu a 500 000 m. j. draselné soli
G-penicilinu, a redidlo €. 15, obsahujici v 1000 ml 500 mg samotného
apramycinu. Redidla s koncentracemi 30,00 aZ 50,00 mg apramycinu na
1000 ml se svym ucCinkem nevyrovnala kontrolnimu Fedidlu. V souladu
s G¢innéjSim potlacenim mnoZeni mikrobli byly rovnéZ hodnoty kon-
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II. Pohyb semene v prubéhu kratkodobého uchovavani — Sperm motility during
short-term storage

Procento pohyblivych spermii

Redidlo | b y
Cislo | o5 natedéni 24h 48h 72h 96 h

1 89,71 78,67 67,12 53,25 38,35 48
+ 1,08 + 6,17 + 8,95 + 12,35 + 16,40

2 90,00 81,14 65,91 55,00 39,25 20
+ 0,00 + 2,64 + 8,26 + 10,13 + 14,07

3 90,00 82,50 72,73 35,40 18,75 22
+ 0,00 + 2,56 + 5,92 + 30,42 + 18,39

4 90,00 82,50 72,95 39,75 19,75 22
+ 0,00 4+ 2,65 + 6,30 + 28,03 + 19,20

5 90,00 82,04 69,09 44,50 21,25 2

+ 0,00 + 3,67 + 17,18 + 23,22 + 20,52

6 90,00 82,95 73,86 54,75 24,75 22
+ 0,00 + 252 + 6,89 + 20,36 + 23,87

7 90,00 82,95 72,95 57,75 27,25 22
+ 0,00 + 2,25 + 6,11 + 16,89 =+ 24,09

8 90,00 83,09 72,60 33,50 11,00 20
+ 0,00 L 2,49 + 8,31 + 32,33 + 10,44

9 89,42 81,73 71,92 57,11 25,77 26
+ 2,16 + 3,99 + 4,91 + 14,43 + 21,48

10 89,42 81,92 72,88 56,92 30,77 26
+ 2,16 + 3,76 + 4,28 + 9,06 + 17,59

11 89,42 81,73 72,50 55,99 29,61 26
+ 2,16 & 3172 + 3,81 4 9,45 + 21,67

12 89,42 81,15 67,50 49,42 26,61 26
+ 2,16 + 4,08 4 8,63 + 14,72 + 20,38

13 89,42 81,54 71,92 58,65 37,58 26
+ 2,16 + 3,68 + 4,71 -+ 8,19 4 20,41

14 89,42 82,31 74,81 62,11 59,81 26
+ 2,16 + 3,80 + 4,12 + 8,74 + 11,27

| 15 89,42 82,50 75,19 51,15 47,31 26
1 + 2,16 + 3,81 + 3,60 + 11,94 + 13,21
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II1. Poléty mikrobi ve vzorcich semene s ruznou koncentraci Apralanu — The
numbers of microbes in semen samples with different Apralan concentrations

. Prvni den Druhy den Tieti den
Redidlo
dislo 24h 48h 24h 48h 24h 48h
Nativni|  6166,67 7125,00

semeno | - 4951,28 + 5625,13

1 2000,00 3166,67 2041,67 3041,67 2500,00 3000,00
+ 3364,25 + 4276,43 + 4891,82 + 5598,13 =+ 6392,47 + 6736,25

2 1666,67 2833,33 2125,00 2916,67 2666,67 3500,00
=+ 3040,13 + 4438,13 =+ 5036,80 =+ 5464,07 + 6113,82 + 7425,39

3 2791,67 4541,67 2916,67 3833,33 3500,00 4208,33
=+ 2895,59 + 5503,96 + 4004,73 + 4433,00 | 4 6075,28 + 6482,35

4 1750,00 3083,33 2916,67 3458,33 3420,83 5020,83
-+ 2709,41 + 4094,53 + 5451,58 + 5503,96 | 4+ 5278,41 + 8267,69

5 2208,33 3166,67 3041,67 3833,33 2462,50 3616,67
4 2995,89 + 3531,24 + 5297,76 + 5403,42 4 5417,86 | + 7174,43

6 1833,33 3083,33 2416,67 2875,00 2583,33 3166,67
+ 1737,37 + 2512,09 + 4706,54 =+ 4931,92 + 5476,53 + 5642,10

7 1750,00 2416,67 2416,67 3041,67 3291,67 3875,00
+ 9260,13 =+ 3436,67 + 4294,99 + 4277,10 + 5310,62 + 5279,14

8 3590,91 5409,09 5909,09 6818,18 6127,27 8295,45
+ 3673,00 | - 4948,83 | + 5642,77 | 4 5269,12 | + 6768,91 | -+ 7438,67

n=12

centrace vodikovych iontdl, které byly niZSi v prvni ¢asti pokust a bli-
Zily se hodnotdm zjiStovanym u kontrol. Z pokusti provedenych s fe-
didlem ¢. 15, v némZ byl jako bakteriostaticky prostfedek pouZit pouze
apramycin, je patrné, Ze toto antibiotikum v pouZitych koncentracich
priikazné nezménilo hodnoty pH.

Bakteriostaticky ucCinek jednotlivych kombinaci antibiotik a kon-
centraci apramycinu, zkouSenych ve tfeti Casti pokust, je patrny z tab.
V, v niZ jsou uvedeny priimérné pocty zédrodkd, zjiSténé po 72hodinovém
uchovavani nafedéného semene. Kultivaci bylo témér ve vSech vzorcich
prokazano velmi malé mnoZstvi baktérii. Pro malé rozdily v mnoZstvi
zdrodki nebylo moZné potvrdit statistickym hodnocenim vyraznéjsi
bakteriostaticky efekt jednotlivych kombinaci apramycinu s dal$imi an-
tibiotiky. Pro velky pocet vzorkdl v pokusnych Fadach také nebylo moZ-
né pri mikrobiologickém vySetfeni presné diferencovat a pocitat kolonie
grampozitivnich a gramnegativnich zdrodkd a exaktné rozliSit bakterio-
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IV. Procento neporuSenych akrozomii (NA) spermii — The percentage of intact
acrosomes in spermatozoa

Neporus$ené akrozom!

Redidlo R ¥ i
Cslo | o5 natedni 24h 48 h 72h 96 h

1 94,78 85,27 71,35 68,70 48
+ 3,12 + 8,07 + 8,87 + 11,62

2 94,62 86,00 74,60 65,40 20
+ 3,31 + 8,37 + 12,36 + 12,41

3 96,04 94,96 88,04 76,70 63,30 22
+ 3,17 + 2,01 + 6,17 + 8,18 + 8,73

4 95,25 88,83 76,70 62,85 22
+ 1,80 + 5,56 + 10,89 + 8,38

5 94,67 85,00 72,20 54,95 22
+ 2,20 + 17,05 + 10,87 + 9,49

6 95,17 88,12 78,30 65,15 22
+ 2,68 + 6,65 4+ 17,90 + 10,31

7 94,71 89,08 80,30 70,35 22
+ 3,44 + 17,67 -+ 10,05 -+ 9,67

8 95,36 88,50 78,10 62,00 22
+ 2,34 + 5,11 + 7,10 + 10,66

9 92,50 80,30 72,76 65,38 26
+ 4,55 + 6,46 + 7,95 + 10,29

10 92,34 78,65 74,38 65,30 26
+ 5,45 + 8,13 + 8,12 + 10,52

11 92,00 78,53 72,61 65,65 26
+ 5,38 + 8,38 + 1,75 + 9,47

12 89,69 74,42 68,19 59,26 26
+ 7,70 + 8,95 4+ 9,98 + 11,89

13 91,69 79,00 73,53 64,34 26
+ 5,48 + 17,18 + 8,70 + 9,50

14 92,23 78,53 72,96 65,69 26
+ 4,79 + 10,53 + 11,59 + 11,30

15 97,50 93,53 78,76 70,53 63,11 26
+ 0,98 + 4,76 + 8,37 + 9,72 + 13,38
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V. Pocet zarodka v semeni prechovavaném 72 hodiny — The number of germs in
semen stored for 72 hours

Pokus &islo 1 2 3 4 5 6 7
1 500 500 500 0 1500 1500 1500
2 0 500 500 2000 500 500 500
3 500 500 2000 1000 500 2500 2000
4 500 0 0 500 0 2000 500
5 1500 1500 500 500 1500 2000 1500
6 500 500 500 2500 2000 2000 2000
7 2500 500 0 0 0 1500 2000
8 500 1500 1000 500 0 500 1500
9 1500 2000 0 0 2500 4000 2000
10 0 1000 500 500 500 1500 1000
11 3000 3000 2500 2500 2000 2500 3000
12 3000 3000 3500 3500 4500 4500 4000

Pocet zdrodkit | 500-3000 | 500-3000 | 500-3500 | 500-3500 | 500-4500 | 500-4500 | 500-4000
@ 1166 1208 958 1125 1291 2083 1791

VI. Piezitelnost spermii kance v teploté 38 °C po 96hodinovém uchovavani pii teplo-

té 16°C — The survival of boar spermatozoa at the temperature of 38 °C after
96 hours of storage at 16 °C
Redidlo &islo
Doba n
16 17 18 19 20 21 22
Po na- 90,00 90,00 90,00 90,00 90,00 90,00 90,00 12
fedéni |+ 0,00 (4 0,00 |+ 0,00 |+ 0,00 (4 0,00 |+ 0,00 [+ 0,00
24h 76,66 81,25 81,25 81,25 81,25 81,25 81,25 12
+ 4,92 |+ 3,31 |+ 3,31 [+ 2,26 (4 2,26 |4 2,26 |+ 2,26
48 h 62,91 71,25 72,91 72,91 72,08 70,83 70,83 12
+ 13,72 |4 11,50 |4 7,21 |+ 7,21 |+ 7,21 |+ 10,40 |4- 10,40
— |
72h 48,33 62,08 63,33 62,91 64,16 59,58 59,16 12
+1542 |[4+12,33 |+ 7,72 |+ 8,10 |+ 6,68 |+ 9,40 [+ 11,04
96 h 41,25 55,41 55,83 55,00 55,41 52,91 54,58 12
+ 12,81 |+ 9,15 [+ 9,25 [+ 9,04 |+ 9,15 [+10,75 |+ 9,15
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VII. Pohyb semene po 96hodinovém uchovavani pri teploté 16 °C — Sperm motility
after 96 hours of storage at the temperature of 16 °C

I Redidlo &islo

Doba n
16 17 18 19 20 21 22

Po na- 41,25 55,41 55,83 55,00 55,41 52,91 54,58 12
fedéni |+ 12,81 |+ 9,15 |+ 9,25 [+ 9,04 |+ 9,15 |+ 10,75 |+ 9,15

1h 38,33 52,91 52,91 52,20 50,83 47,91 52,08 12
+ 12,67 |4+ 9,40 |+ 9,40 |+ 891 (4 9,25 |4 11,17 (4 9,12

2h 33,75 47,50 48,33 48,75 46,25 45,00 45,83 12
+ 11,50 |+ 9,41 |+ 10,07 |+ 9,79 |+ 9,07 |+ 10,44 |+ 8,74

3h 27,91 40,00 41,25 41,66 41,66 37,08 38,33 12
+ 12,51 |+ 9,29 |+ 8,82 |4+ 9,61 |+ 8,07 |+ 10,75 |+ 8,61

4h 18,75 33,33 36,66 36,66 36,25 29,58 31,66 12
+ 16,11 |+ 10,50 |4- 11,34 |+ 11,34 |+ 7,72 |+ 16,57 |+ 12,85

5h 12,91 20,00 21,25 22,95 22,08 16,66 17,08 12
+ 7,21 [+ 9,04 [+ 856 |+ 9,40 |+ 9,15 |£10,73 |+ 9,64

6h 9,33 15,83 16,25 17,91 16,25 12,50 13,33 12
+ 843 |+ 821 [4 829 |+ 9,15 |4 8,56 |i 9,65 |+ 8,07

staticky efekt penicilinu ptasobiciho pfedevSim na grampozitivni mikro-
by, ani apramycinu, jehoZ spektrum zahrnuje pfedevSim gramnegativni
mikroby, ale i nékteré mikroby grampozitivni, napfiklad stafylokoky
a streptokoky. Proto jsme hodnotili vhodnost zkouSenych antimikrobnich
kombinaci pfedevSim podle motility uchovdavaného semene (tab. VI). Ve
srovnani s kontrolami meélo statisticky vyznamné lep3i motilitu semeno
redéné redidlem s kombinaci 200,00 mg apramycinu a 500 000 m. j. dra-
selné soli G-penicilinu na 1000 ml. P¥i zkouSce termorezistence byla pre-
Zivatelnost spermii pFfechovdvanych v Fedidle s kombinacemi 200,00 aZ
300,00 mg apramycinu a 500 000 m. j. draselné soli G-penicilinu vyrazné
lep3i neZ u kontrol (tab. VII). Kombinace apramycinu s tylozinem a dra-
selnou soli G-penicilinu se neukéazala jako vhodnéd k potladeni mnoZeni
baktérii béhem kriatkodobé konzervace semene kance.

Vysledky hodnoceni motility spermii v priibéhu konzervace semene,
vysledky testu termorezistence, bakteriologickych testaci, morfologické-
ho vySetfeni spermii i dal$ich Setfeni nds opraviiuji k zavéru, Ze apra-
mycin v pfipravku Apralan solubile powder v mnoZstvi 200,00 aZ 250,00
mg v kombinaci s 500000 m.j. draselné soli G-penicilinu na 1000 ml
Fedidla m4 statisticky vyznamné pFiznivéjsi vliv na motilitu a pFfeZivatel-
nost spermii kance béhem kratkodobé Kkonzervace, neZ kombinace
streptomycinu s penicilinem.
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KO3YMILJIUK, A. — BJYEK, 3. (Berepunapusiii uncrutyr, Bpuo): Bauaune anpamununa na
6pKTCpHanbHOe 3arpA3HeHMEe M HA BLUKHBAEMOCTH CHEPMbl XPAKAa B TedeHHe | KPATKOBPeMEHHOro
xoucepsuposanna. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 479-487.

Ha 264 npobax cnepMbl ceMu XPHKOB MCHBITHIBANM GaKTepHOCTATHHECKOE NeiiCTBHe anpaMMIMHA
M ero BJAHAHMe Ha HEKOTOpble II0KasaTejlu KadyeCcTBa CIepPMsl B TedeHMe ee 96-uacoBoro xpaHe-
Hus, B ommitax mcnonsszosanm Apralan solubile powder ¢upmmt Elanco Products Limited
B koHueHTpauusax 2,5—500 mr na 1000 ma pasbasutesns. Ilpenapar OUEHHBAJH II0 MNONBHIKHOCTH
CIIepMAaTO30UI0B BO BPEMA XPAHEHHS, IO IMHAMMKE KOHLIEHTPALMH BOLOPOIHBIX HOHOB, MOPHOIIO-
4eCKMM M3MeHEeHHAM CIIEDMATO30MIOB, IO pe3yJbTaTaM TeCTa TEPMOCTOHKOCTH, GaKTepuosiori-
4eCcKMX TecTauui u Apyrux obcnenosannii. Kouuenrtpaumus 200—250 Mr anpaMuifuHa B COde-
raguu ¢ 500000 M.e. xanuiiHoit conm C-TNeHHMUMJINIMHA OKa3kBaja CTATHCTHYECKH NOCTOBEPHO
Jyduiee BAMsHHE HA BBDKHBAEMOCTh CIIEPMbl XPAKa, 4eM KOMOWHALMA CTPENTOMMLMHA C TeHH-
L{MJITTMHOM,

criepMa; XpAK; MUKpoduopa; pasbasuresb; anpaMHIIHH

KOZUMPLIK, J. — VLCEK, Z. (University of Veterinary Medicine, Brno): The
Effect of Apramycin on the Bacterial Contamination and Survival of Boar Semen
Subjected to Short-Term Preservation. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 479-487.

264 ejaculate samples taken from seven boars were tested for the bacteriostatic
action of apramycin and for its effect on some sperm quality parameters during
96-hour storage. Apralan solubile powder, produced by Elanco Products Limited,
was used in the trials at the concentrations of 2.5 to 500 mg per 1000 ml of diluent.
The preparation was evaluated according to sperm motility during storage, accord-
ing to the concentration pattern of hydrogen ions, morphological changes in sper-
matozoa, thermoresistance test, bacteriological tests and other examinations. The
concentrations of 200 to 250 mg of apramycin in combination with 500 000 i. u. of
G-penicillin potassium salt had a statistically significantly more favourable effect on
the survival of boar sperm, as compared with the combination of streptomycin
with penicillin.

ejaculate; boar; microflora; diluent; apramycin
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PSE A DFD MASO U BROJLEROVYCH KURCIAT

J. Pleva, A. Gorzova, D. Saladiova, E. Rogovska

PLEVA, J. — GORZOVA, A. — SALADIOVA, D. — ROGOVSKA, E. (Vysoka
Skola veterinarska, KoSice; Ustredna veterindrna nemocnica, Kosice): PSE
a DFD mdso u brojlerovych kurciat. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 489-494.

Na subore 839 brojlerovych kuréiat sme sledovali vyskyt PSE a DFD maéisa
na zaklade hodné6t pHi, vidznosti vody a farby. Priemerné hodnoty pHi (me-
rané po 15 minutach po zabiti) sa vo svalovine stehna pohybovali okolo 6,48
a v prsnej svalovine okolo 6,25. Farba misa a vadznost vody nemaju pre dia-
gnostiku kvalitativne zmeneného midsa hydiny podstatnejsi vyznam. Podiel
PSE maisa z celkového suboru ¢inil 4,359, a DFD maisa 48,9 9. Najviac kva-
litativne zmeneného miésa sa vyskytlo v skupine, ktorej transport sa usku-
toénil pri vonkajSej teplote 25°C. Prepravna vzdialenosf nemala na tvorbu
abnormadalneho méasa markantny vplyv.

pH hodnota; schopnost viazat vodu; farba misa; transport

V poslednych rokoch sa v naSej aj v zahranicnej literatire venovalo
vela pozornosti stresom hospodarskych zvierat v stivislosti s produkciou
kvalitativhe zmeneneého mdsa. Najviac vyskumov bolo zameranych na
chov o3ipanych a hovéddzieho dobytka. Objavili sa vSak aj referaty ana-
lyzujuce situdciu v hydinovom maése.

Problematika hygieny hydinového mésa narastd umerne so zvySo-
vanim jeho produkcie a spotreby. Pritom treba zdéraznit, Ze tato pro-
blematika je z viacerych aspektov Specifickd, komplikovanejSia ako
u velkych jatoCnych zvierat. Vyplyva to jednako z moZnosti len skupi-
nového vySetrenia hydiny za Ziva, z vysokych pordaZzkovych kapacit ne-
umoZiujicich vZdy podrobni individudlnu prehliadku na poréaZacich
linkach, z integrujiceho charakteru pordZzkovych liniek a z relativne
velkého povrchu tela vo vztahu k hmotnosti a k niektorym odchylkam
v priebehu, dlZke a hlbke postmortalnych procesov, zhriiovanych pod
pojem zrenie médsa (Lat a Latova, 1983).

Stadiu postmortalnych biochemickych pochodov v mise hydiny sa
doteraz venovalo malo pozornosti. Vyroba réznych hydinovych vyrob-
kov vyZaduje vacsi zdujem aj o tito problematiku (Izéak 1978). VACSi-
na autorov (Risti¢ a Schon, 1977; Grossklaus, 1979) tvrdi, Ze
priebeh zrecich procesov je v podstate podobny ako v médse ostatnych
jato¢nych zvierat. Ich priebeh je ovplyviiovany radom intravitdlnych —
najma predjatonych — manipulacii so zvieratami. Zavery autorov sa
zhoduju v tom, Ze najmé prepravny stres méZe aj u hydiny vyvolat po-
merne vysoka tvorbu PSE a DFD médsa (Niewiarowicz a Pikul,
1979; Poljak a Zivkovig, 1981).
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1. Vyskyt PSE a DFD maisa u brojlerovych kuréiat podla prepravnej vzdialenosti —
of transport

pH:
Cis!o prsnd svalovina stehenna svalovina
skupiny
n
x s v X ' s v

I 189 6,33 0,14 2,21 6,58 0,12 1,82

II 250 6,21 0,11 1,77 6,44 0,17 2,63

III 200 6,36 0,23 3,61 6,51 0,31 4,76
v 200 6,12 0,31 5,06 6,44 0,28 4,38 |
Spolu 839 6,25 0,13 3,16 6,48 0,22 3,39 i

I. skupina = prevoz do 25 km II1. skupina = prevoz od 25 do 50 km

MATERIAL A METODY

V naSom pokuse sme merali pH v prsnej a stehennej svalovine u 839 kusov
jatoénej hydiny (brojlerové kurcatd — hybridy SLOVGAL) pH-metrom DIGI 88.
Z uvedeného poétu boli vytvorené $tyri skupiny podIa dlzky prepravy. Meranie
sme urobili 15 mintut post mortem. Miso brojlerov s pHi niz§im ako 5,80 sme hod-
notili ako PSE, midso s hodnotami pHi 5,80 aZz 6,20 ako normdalne a méaso s hod-
notami pH1 nad 6,20 ako DFD méso.

Zaroven sme merali pH u 20 kurciat ihned po zabiti a po dobu 60 minut sme
registrovali priebeh okyslovania méisa v prsnej aj v stehennej svalovine.

Farbu mdisa sme urcovali spektralnym kolorimetrom Spekol s remisnym nad-
stavcom R 45/0 pri nastavenej vinovej dlzke 546 nm v homogenate. Tuto dlzku
sme vypocitali z.troch merani kazdej vzorky.

Pre stanovenie volne viazanej vody sme zvolili metédu odkvapkavanim tak, Ze
sme prepocet stanovili z 50g vzorky stehennej svaloviny, uloZenej po dobu 24 hodin
pri teplote 4°C.

VYSLEDKY

Priemernd hodnota pHi1 (merand po 15 mintdtach) v prsnej svalovine
sledovaného stiboru brojlerovych kurciat (n = 839) sa pohybovala okolo
6,25 a v stehennej svalovine okolo 6,48. Rozdiely tychto hodnét podla
dlZky prevozu boli medzi skupinami bezvyznamné (P > 0,05). Pritom
prsnd svalovina mala v kaZdom pripade niZSie hodnoty pH ako svalo-
vina stehna.

NajnizSia hodnota pHi v prsnej svalovine v naSom pokuse Cinila
5,49, najvyssia 7,09.

Prevoz kurciat I., II. a IV. skupiny sa konal pri vonkajSej teplote
prostredia nizZSej ako 20 °C, zatial Co pri prevoze III. skupiny sa teplota
vzduchu pohybovala okolo 25 °C. Rozdiely pH: v jednotlivych skupindch
podla dlZky prepravy st zaznamenané v tab. I.

Hodnoty pHi sa uZ po 15 minttach ustéalili tak u nechladenej, ako
aj u chladenej hydiny. V dalSom Casovom rozpéti, a to do 60 miniat,
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The occurrence of PSE and DFD meat in broiler chickens according to the length

Viznost vody %
P‘;E DED prsné svalovina stehennd svalovina
o /0
n
x s v x l s | v
2,11 62,8 10 0,21 0,06 28,51 0,24 0,09 37,50
2,80 46,2 10 0,19 0,04 21,05 0,21 0,11 52,38
8,00 61,4 10 0,41 0,11 26,82 0,49 0,17 34,69
4,50 25,2 10 0,24 0,06 25,00 0,25 0,07 28,00
4,35 48,9 40 0,26 0,06 25,34 0,29 0,11 38,14
III. skupina = prevoz od 50 do 100 km IV. skupina = prevoz nad 100 km

pokraCovalo okyslovanie svaloviny takmer bezvyznamne, t.j. rovnako
v prsnej aj v stehennej svalovine (tab. II).

Voda registrovand odkvapkavanim zo svalov stehna brojlerovych kur-
Ciat postidenych ako PSE mala podstatne vy$Sie hodnoty neZ zo svalov
kurc¢iat, ktorych mé&so bolo podla hodnoty pHi oznafené za normdlne
(P <0,01). Podobné korelacie sme na8li aj pri merani vody v prsnej
svalovine (tab. III).

Farbu sme merali len v prsnej svalovine. Medzi hodnotami PSE
a DFD mésa kurdiat sme nezistili vfznamné rozdiely (P > 0,05). V prie-
mere Cinila 18,4 % remisie u DFD a 18,9 % remisie (Spekol) u mésa
brojlerovych kurciat s hodnotami pHi pod 5,80.

II. Priemerné hodnoty pH svaloviny brojlerovych kuréiat od zabitia do 60 minut
— The average pH values of the muscle of broiler chickens within a 60-minute
period after killing

Svalovina (n = 20)
Minuty
prsna stehennd

0 6,62 6,84

5 6,37 6,62
10 6,32 6,49
15 6,27 6,44
20 6,26 6,42
25 : 6,26 6,41
30 6,26 6,41
35 6,26 6,40
40 6,26 6,40
50 6,25 6,40
60 6,25 6,40
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1II. Hodnoty pHi a véaznosti vody u kuréiat s normalnym, PSE a DFD masom —
The values of pHi1 and water-holding capacity in chickens with normal, PSE and
DFD meat

Prsna svalovina Stehenna svalovina
n pH: voda %, pH: voda 9%,
X s v X ' s v x K | v X s v
10 | 6,10 | 0,83 13,60 | 0,38 l 0,10 | 26,31 | 6,49 | 0,12 | 12,48 | 0,28 | 0,16 | 57,14
10 | 5,70 | 0,72 12,63 | 0,72 | 0,42 | 58,33 | 6,35 | 0,30 | 47,24 | 0,74 | 0,39 | 52,70 | PSE
10 | 6,55 | 0,14 | 21,37 | 0,22 | 0,01 | 45,45 | 6,55 | 0,14 | 21,37 | 0,20 | 0,04 | 20,00 | DFD
30 | 6,11 | 0,56 15,86 | 0,44 | 0,17 | 43,36 | 6,46 | 0,18 | 29,03 | 0,40 | 0,19 | 43,28

DISKUSIA

Ziskané vysledky potvrdili v zhode s predchadzajicimi pracami
(Risti¢ a Tawfik, 1975; Grossklaus, 1979) skutoCnost, Ze prie-
beh zrecich procesov hydinového mésa je v podstate podobny ako u ma-
sa ostatnych jatoCnych zvierat. Faza okyslovania je vSak kratSia. pHi
je najvhodnejSie merat v prsnej svalovine, a to najlepsie asi 15 minut po
zabiti zvierata, tak ako na to poukéazal aj Ristic¢ (1981).

Zo stboru 839 brojlerovych kurciat vykazalo len 4,35 % zmeny
poukazujice na PSE méso. Priemernd hodnota pHi sledovaného stboru
bola 6,25. Podla prieskumov, ktoré urobil Risti¢ (1981), Cini podiel
PSE mésa u sliepoc¢iek 11,6 % a u kohtutikov aZ 18,8 %. Citovany autor
navrhuje za DFD mdéso povaZovat médso s hodnotami pH:i 6,3 a viac.
Podla takéhoto kritéria by v naSom pokuse malo takmer 50 % kurciat
DFD midso, zatial €o podla posledne menovaného autora pripada na
takto kvalitativne zmenené médso u sliepociek 22,5 % a u kohitikov len
16,6 %. NaSe vysledky skér podporuji nézory, ktoré uddva Gross-
klaus (1979), Ze hodnoty pHi sa u hydiny pohybuja medzi 6,20 a 6,79
v hrudnej muskulatire a medzi 6,52 aZ 6,87 v stehennej muskulatire.

Podobne ako u ostatnych jato¢nych zvierat aj u hydinovych brojle-
rov sa ukazuje, Ze na tvorbu PSE mdsa bude mat nezanedbatelny vplyv
teplotny stres, ako na to poukédzali Edens (1981) aPoljak a Ziv-
koviéc [1981] Toto tvrdenie podporuji vysledky diagnostikovania PSE
maésa (8 %) v skupine zvierat, ktorych transport sa uskutoé¢nil pri teplo-
te prostredia 25 °C. Treba pripomenit, Ze v tejto skupine bol aj vysoky
podiel DFD mésa (61,4 %).

Kvalitativne zmenené mé&so typu PSE i DFD sa v3eobecne odporiica
posudzovat na zdklade hodnét pH, vdznosti vody a farby. Zistovanie
kvality médsa podla védznosti vody robi u hydiny vécSie tazkosti ako
napr. u odipanych. Pri¢ina spociva v tom, Ze vodnatost hydinového mé-
sa nie je tak lahko dokézatelnd ako vodnatost bravCfového misa. S po-
dobnym problémom sa stretdvame aj pri posudzovani farebnych zmien
mdsa (Mugler a Cunninghan, 1972), nakolko medzi svalovinou
s nizkym pHi (menej ako 5,8) a svalovinou s pHi nad 6,2 nie st v prie-
mere preukazné rozdiely.
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Z uvedeného vyplyva, Ze problematika abnormalit hydinového mé-
sa nie je takou jednoznacCnou zaleZitostou ako napr. u mésa oSipanych.
VyZaduje prieskum zmien obsahu biofyzikdlnych a biochemickych uka-
zovatelov v prsnej aj v stehennej svalovine a ich komparéciu s hodno-
tami pH.
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IIJIEBA, fI. — TOP30BA, A. — CAJIAODNOBA, 1. — POT'OBCKA, E. (BerepuHapHslii HHCTH-
tyT, Kommue; IlenrpanbHan serepuuHapHas 6ospHuua, Komuue): PSE u DFD msaco 6poinepHsix
gemmaar. Veter, Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 489-494.

Y cosokynxocTi 839 ubinasT-6poitnepoB usydann nossiaeHne PSE u DFD msaca Ha ocHoBe 3Ha-
uvenuit pHi1, cBassiBaeMocTH Bomst u okpaca. Cpennue snauenus pHi (uamepssmmnecs uepes 15
MHHYT mocje y6os) cOCTaBAsAM B MblmledHOH TKaHH Oexpa 6,48 M B TpyAHOIH MBIIEYHOH TKaHK
6,25. Oxpac Msica ¥ CBA3LIBAEMOCTL BOLbI He HMEIOT U IMATHOCTHKM H3MEHEHMs KauyecTsa Msca
nruust ocoforo snauenus. Hons PSE msaca us Bceii cosoxymHoctu coctamnana 4,359, a DFD
maca 48,9 9/). Boxpwme Bcero maMeneHuit xauecTsa Msca Ha6i0xanoch B rpymie, TPaHCTIOPTHPOBKA
KOTOpOH OCyUIECTBJIAIACh TP HapyxHOH Temnepatype 25 °C. TpaHcnopTHoe paccTogHHe He OKa-
3bIBaJla 3HAYMTEJHHOrO BJIHAHHA Ha OBpasoBaHMe HEHOPMAJBHOTO Msca.

snauenue pH; cnocobHocTh CcBs3LIBATL BOMy; OKpac Msca; TPAHCIOPTHPOBKA

PLEVA, J. — GORZOVA, A. — SALADIOVA, D. — ROGOVSKA, E. (University
of Veterinary Medicine, KoSice; Central Veterinary Hospital, KoSice): PSE and DFD
Meat in Broiler Chickens. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 489-494.

A set of 839 broiler chickens was studied for the occurrence of PSE and DFD meat
on the basis of pHi values, water-holding capacity and colour. The average pHi
values (measured 15 minutes from killing) were 6.48 in thigh muscle and 6.25 in
breast muscle. Meat colour and water-holding capacity had no greater importance
for the diagnosis of defects in poultry meat. The proportion of PSE meat out of the
total set was 4.359%, and that of DFD meat was 48.9%,. The largest occurrence of
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meat defects was found in the group transported at the outdoor temperature of
25°C. Transport distance had no marked effect on the origin of meat defects.

pH value; water-holding capacity; meat colour; transport
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Prof. MVDr. Jd&n Pleva, DrSc.,, MVDr. Anna Gorzova MVDr. Eva Rogov-
ska, Vysoka Skola veterinarska, Komenského 73, 041 81 KoSice

MVDr. Danka Saladiov4d, Ustrednad veterinarna nemocnica, Komenského 73,
041 81 Kosice
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VYUZITI IONIZUJICIHO ZARENI KE STERILIZACI
MLECNE KRMNE SMESI SELASAN

D. Olbrichova, A. Zouharova, E. Buriankova

OLBRICHOVA, D. — ZOUHAROVA, A. — BURIANKOVA, E. (Statni vy-
zkumny ustav textilni, Liberec, Centrum radia¢nich technologii, Veverska Bi-
tySka): VyuZiti ionizujiciho zdreni ke sterilizaci mlééné krmné smési Selasan.
Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 495-502.

U mlééné krmné smési Selasan s inicidlni kontaminaci 4,9.104 zdrodka na
1 gram preparatu byl sledovan vliv osmi vzestupnych davek zareni v rozmezi
od 3 do 30 kGy na izolovanou mikrofléru. Mikroorganismy, které prezily udé-
lenou davku zareni, byly zhodnoceny z makroskopického i mikroskopického
hlediska a na zakladé stanoveni parametri inaktivaénich kiivek Np = Ng.e—kD
byl uréen stupen rezistence izolatl. Ziskané udaje byly zidkladem pro uréeni
minimalni steriliza¢ni davky 25 kGy pro mléénou krmnou smeés Selasan.

radiaéni sterilizace; vliv zareni na mikroorganismy; stupen rezistence izolatu

V ramci rozsdhlych ozdravovacich postupii p¥i péci o vyZivu hospo-
dafskych zvifat se pozornost soustfeduje na kvalitu krmiva nejen z hle-
diska vyZivnosti, ale predevSim z hlediska zdravotni nezavadnosti. V sou-
Casné dobé jsou vyuZivany CtyFi zdkladni sterilizadni postupy; sterilizace
ultrafiltraci u kapalnych syntetickych diet, sterilizace chemickéa, vyuZi-
vajici etylenoxid, sterilizace tepelnd a sterilizace ionizujicim z&Fenim.

Sterilizace gama paprsky mad v porovnani s jinymi — nejCastéji
pouZivanymi — zplsoby mnohé vyhody. Vysokd pronikavost paprskii
umoZiiuje sterilizovat materidly pfedem hermeticky uzaviené do vhod-
nych obalovych materidl@ a udrZet sterilitu na neomezenou dobu. Udin-
nost zareni neni ovlivnéna materidlem, tlouStkou ani tvarem a zarucuje
sterilizaci ve vSech vrstvach. Proces probihd bez zvySené teploty a ne-
zavisi na faktorech, jako je tepelnd vodivost materidlu, tlak, teplota
a vlhkost prostfedi (Lawrence a Block, 1968; Recommend-
ation..., 1975). Cilem radia¢ni sterilizace je inaktivace Zivotaschop-
nych mikroorganismi. U¢innost zafeni je zavisld nejen na pod&tu, druhu
a rezistenci mikroorganismii v materidlech urdenych ke sterilizaci, ale
také na prostfedi, ve kterém sterilizacni proces probiha (L ey, 1963).
Mikroorganismy se 1i8i svou citlivosti ke gama zaFeni. Rozdily v citlivosti
se projevuji nejen mezi riznymi druhy, ale také mezi kmeny téhoZ
druhu. Vegetativni patogenni i nepatogenni zarodky (letalni davka —
LD =5 kGy) jsou ke gama =zareni citlivéj§i neZ plisné a kvasinky
(LD = 10 — 15 kGy), sporotvorné zarodky (LD = 20 kGy) a viry (LD =
=20 —50 kGy) (Horn aj., 1973; Christensen, 1970; Wright
a Trumph, 1970; Lange, 1967; Lewis, 1971).
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VyuZiti ionizujictho zareni ke sterilizaci diet bylo v Sir$im méritku
zahdjeno v Anglii v roce 1962 (Ley aj., 1969). Prvni praktické a klad-
né zkusenosti s vyuZitim radiacni sterilizace diet ziskala Coatesova
(1968). Celkovy prehled o radiacni sterilizaci diet zpracoval Adami -
ker (1975). Kontrola mikroorganismi v dietdch pfredstavuje dileZity
hygienicky faktor a vybér davek zafeni se Fidi cilem: sterilni - bez
patogenii —~ minim4lné kontaminované. Diety pro GF (germ free) zvifata
jsou obvykle ozarovdny davkou 40 aZ 50 kGy a pro SPF (specific patho-
gen free) zvirfata ddvkou 25 kGy (Strasser, 1974; Fernandes,
1979; Adamiker, 1975). Dlouhodobé testy toxicity, teratogenity, mu-
tagenity, sledovani reprodukénich vlastnosti laboratornich zvifat, jejich
hematologické ukazatele a vysledky patologicko-anatomickych vySetreni
zvirat potvrdily nezdvadnost radiaCni sterilizace (International Project,
1975; WHO, 1976; Ley aj., 1969; Santar a Klir, 1980).

Sypké pfirodni krmivo zpravidla obsahuje 10 aZ 10 zarodkt na
1 gram. Kromé& zdastupcl rod Bacillus, Staphylococcus a Micrococeus
patFi ke kontaminantim také zastupci Celedi Enterobacteriaceae, zv1asté
E. coli, Salmonella, Proteus a Pseudomonas. K eliminaci enterobaktérii
staCi pomérné nizké davky zareni: Salmonella typhimurium pfi denzité
10% je usmrcena davkou 10 kGy a Pseudomonas aeruginosa p¥i koncen-
traci buné&k 108 davkou 1 kGy (Idziak a Epps, 1971).

Mlé¢na krmna smeés Selasan, kterd byla predmétem studia vlivu
davek zafeni v pfimé navaznosti na stupenl kontaminace, byla jako mo-
delovy materidl vytypovana ze dvou zékladnich hledisek: 1. jakost Kkr-
miva a mikrobidlni zneci$téni je limitovdno ON 57 0836; 2. tato smés
je vyuZivdna pro rany odstav selat. V1iv zaFeni na nutri¢ni a hygienic-
ké ukazatele a jednotlivé sloZky mléné krmné smeési Selasan (tuk, pro-
teiny) byl hodnocen v tfimési¢ni zaru¢ni dobé vyrobku (Herzig aj.,
1981; Toulova aj.,1983; Olbrichova aj., 1982).,

MATERIAL A METODY

MKS Selasan byla zhodnocena z hlediska kvantitativni i kvalitativni kontami-
nace mikroflérou (CSN 56 0100 a 57 0101). Jednogramové navazky MKS Selasan
byly vystaveny osmi davkam zareni 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25 a 30 kGy na zdroji 8Co
s aktivitou zari¢e 1,032.10!6 Bg typu J-6000 prumyslové ozarovny AECL. Davku
3 kGy a kazdou dalsi obdrzelo 120 zkumavek, pricemz 75 zkumavek slouzilo k za-
chytu piezivajicich zarodkt bézné nepatogenni i patogenni mikrofléory a 45 zku-
mavek Kk zachytu plisni a kvasinek. Celkové bylo ozarovani podrobeno 1800 zku-
mavek. Ozarené vzorky byly pielity 5 ml masopeptonového bujoénu a Sabouraudova
média a po 14denni kultivaci pri teploté 37°C a 20°C byly sledovany pozitivni
kultivace vzork.

Rezistence kmenl izolovanych po ozafeni vzestupnymi davkami zaieni byla
hodnocena na zakladé stanoveni parametru inaktivaénich krivek. Pro pocet mikro-
organismu, které prezily udélenou davku zareni, plati vztah:

Np = Ng . e—kD

kde: k — konstanta charakterizujici rezistenci kmene
D — davka zareni v kGy
No — pocet zarodku pred ozarenim
Np — pocet zarodku po ozareni davkou D

Pro exponencialni ¢ast inaktivaénich kiivek byla stanovena davka Dio, tj. dav-
ka postac¢ujici k inaktivaci 90 %, ptivodni hustoty populace.
D
log No — log Np
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VYSLEDKY

Primérnd hladina predsterilizatni kontaminace smési Selasan se po-
hybovala od minima 2,6.10% do maxima 5,6.105 pfi praméru 4,9 . 104
zarodkli na 1 gram preparatu. Z izolovanych kment pfFipadalo 50,0 %
na r. Bacillus (B. cereus, B. subtilis, B. pumilus), 30,8 % na Gram-pozi-
tivni koky (r. Streptococcus, r. Staphylococcus, r. Micrococcus), 7,7 %
na Gram-pozitivni nesporulujici tyCinky a kvasinky a 3,8 % na plisng.

I. Vliv vzestupnych davek zaieni na pokles kladnych kultivaci vzorki — The effect
of increasing radiation doses on the decrease in the positive cultivations of samples

Masopeptonovy bujon Sabouraudovo médium

Davka :
(kGy) No/N» % + kultivaci | No/Nbp % + kultivaci

0 75/75 100,0 45/45 100,0

3 75/63 84,0 4530 66,7

6 75/35 46,7 45/13 28,9

9 75/28 37,3 45/ 5 11,1

12 75/22 29,3 45/ 3 6,7

15 75/15 20,0 45/ 0 0

20 75/ 5 6,7 45/ 0 0

25 75/ 0 0 45/ 0 0

30 75/ 0 0 45/ 0 0

No — pocet sledovanych vzorkl
Np — pocet kladnych kultivaci vzorka

Tab. 1 dava prehled o zjisténych poctech preZivajicich zarodki po
expozici osmi vzestupnymi divkami zafeni. Z tabulky je zFejmé, Ze ze
75 rozborii pfi izolaci b&Zné patogenni i nepatogenni mikrofléry po ex-
pozici ddvkou 3 kGy bylo zjisténo 84,0 % kladnych kultivaci, po davce
6 kGy 46,7 %, po déavce 9 kGy 37,3 %, po davce 12 kGy 29,3 %, po davce
15 kGy 20,0 %, po davce 20 kGy 6,7 % a po davkach 25 a 30 kGy 0 %
pozitivnich kultivaci ve srovnani s kontrolnimi neozarfenymi vzorky se
100% kladnou kultivaci.

Z celkové 45 rozborti pro izolaci plisni a kvasinek bylo po expozici
davkou 3 KGy zjisténo 66,7 % kladnych kultivaci, po davce 6 kGy 28,9 %,
po davce 9 kGy 11,1 % a po davce 12 kGy 6,7 % kladnych Kkultivaci.
Davky 15, 20, 25 a 30 kGy byly davkami sterilizanimi s 0 % kladnych
kultivaci. Naopak 100% pozitivni kultivace vzorki byla zjiSténa u kon-
trolnich neozarenych preparatu.

Pro stanoveni spektra rezistence izolatt preZivajicich vzestupné dav-
ky zéareni bylo izolovano celkem 217 kment. Tab. II udava kvantitativni
i kvalitativni obraz kontaminujicich zarodkli po expozici osmi vzestup-
nymi davkami zafFeni v rozmezi od 3 do 30 kGy.

Po expozici davkou 3 kGy bylo izolovano nejvice (90) kmenti, pri-
¢emZ ve 41,4 % byly zastoupeny plisné&, ve 28,9 % kokovité zarodky, ve
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II. Kvantitativni i kvalitativni obraz kontaminujicich zarodkt po udéleni osmi da-
vek zareni — The quantity and quality characteristics of contaminated germs after
exposure to eight radiation doses

Kmeny
Daévka : Gram- Gram- Gram-
669 | ot | porimi | et | pormi | pine | sy
izoldtd zarodky sporulujici | nesporulujici
3 90 26 (28,9 %) | 25 (27,8 %) — 37 (41,1 %) | 2(2,2 %)
6 50 15 (30,0 %) | 18 (36,0 %) - 17 (34,0 %) -
9 34 11 (32,4 %) | 13(38,2 %) | 2(5:8 %) 70,6 %) | 1029 %
12 22 9 (40,9 %) | 11 (50,0 %) - 2( 91 %) =
15 15 6 (40,0 %) | 8(53,3 %) = 1( 6,7 %) —
20 6 2(33,3 %) | 4(66,7 %) - - -
25 - - = - — -
30 — - - - - —

27,8 % Gram-pozitivni sporulujici tyfinky a ve 2,2 % kvasinky. Padesat
izolath mélo po expozici ddvkou 6 kGy toto procentudlni zastoupeni:
36,0 % Gram-pozitivni sporulujici ty¢inky, 34,0 % plisné, 30,0 % kokovité
zarodky. U 34 izolatd bylo po expozici davkou 9 kGy identifikovano toto
procentudlni zastoupeni: 38,2 % Gram-pozitivni sporulujici tycinky,
32,4 % Kkokovité zarodky, 20,6 % plisng, 5,8 % Gram-pozitivni nespo-
rulujici tyéinky a 2,9 % kvasinky. Z 22 izolati po davce 12 kGy bylo
50,0 % zafazeno ke Gram-pozitivnim sporulujicim ty¢inkdm, 40,9 % ke
kokovitym zarodktim a 9,1 % k plisnim. U davky 15 kGy bylo ziskano
15 izolatd, z toho 53,3 % bylo zastoupeno Gram-pozitivnhimi sporulujicimi
tyCinkami, 40,0 % kokovitymi zarodky a 6,7 % plisnémi. Davka 20 kGy
je nejvy38i udélena davka zéafeni, u které byla zji§téna pozitivni kulti-
vace. Sest izolatd bylo zastoupeno v 66,7 % Gram-pozitivnimi sporulu-
jicimi ty¢inkami a 33,3 % kokovitymi zarodky.

Rezistence izolat byla zjiStovdna na zikladé stanoveni parametri
inaktivacnich kfivek u 43 kmen@ baktérii izolovanych po ozéareni dav-
kami 12, 15 a 20 kGy a u tfi kmeni kvasinek po davkach 3 a 9 kGy. Cel-
kové bylo zpracovano 17 kment kokovitych zarodkd a t¥i kmeny kva-
sinek, které obdrZely pét davek zafeni v rozmezi od 3 do 15 kGy, a 23
kmeny Gram-pozitivnich sporulujicich ty¢inek a tfi kmeny plisni, které
obdrZely pét davek zafeni v rozmezi od 3 do 20 kGy.

Parametry inaktivaCnich kf¥ivek a davka Dio, charakterizujici re-
zistenci izolatdi, jsou uvedeny v tab. III souCasné s parametry inaktivac-
nich kfivek testovacich standardd pro riizné sterilizacni postupy (radiac-
ni sterilizace: Micrococcus radiodurans, Micrococcus radioproteolyticus,
Bacillus sphaericus a Bacillus pumilus; etylenoxidové sterilizace: Bacillus
subtilis var. niger, parni a horkovzdusSné sterilizace: Bacillus subtilis).
Lze konstatovat, Ze ze 46 izolatd nebyl zaznamendn kmen s vysokou re-
zistenci vici ionizujicimu zafreni.
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1II. Parametry inaktivaénich krivek a davka Dio pro izoldty a testovaci standardy
— The parameters of inactivation curves and the Dio dose for isolates and testing
standards

Konstanta & Davka Djo
Kmeny pru- | maxi- | mini- | pra- | maxi- | mini-
mér mum | mum mér mum | mum
Gram-pozitivni kokovité zarodky 2,28 3,77 1,20 0,66 1,36 0,31
Gram-pozitivai ty¢inky, sporulujici 1,09 1,68 0,64 1,47 3,41 0,74
Kvasinky 1,50 1,59 1,43 1,24 1,64 1,03
Plisné 0,92 1,22 0,74 1,49 1,86 0,90
M. radiodurans (radiaéni sterilizace) 0,66 2,97
M. radioproreolyticus (radiacni
sterilizace) 0,36 10,13
B. pumilus (radiacni sterilizace) 0,69 1,79
B. sphaericus (radiaéni sterilizace) 0,88 1,55
B. subtilis var. niger (etylenoxid) 0,53 1,80
B. subtilis (parni -+ horkovzdus$na
sterilizace) 1,26 1,00

DISKUSE

Stuperil sterility, ktery pro danou mléfnou krmnou smés Selasan da-
va pouZitd metoda a reZim sterilizace, je pravdépodobnostni funkci.
Tallentire aj. (1971) vypracovali teoreticky model pro priibéh ra-
diaéni sterilizace: P = f (D; a/o/; @; S), ktera vyjadfuje, Ze pravd&po-
dobnost izolace frakce mikrobli (P) po ozafeni je funkci davky (D),
inicidlni kontaminace (a/o/), distribuce zarodkid (@) a jejich rezistence
(S) k zé&feni.

Primé&rnd hladina piedsterilizatni kontaminace 4,94 .10%¢ zarodkd
na 1 gram spliiuje Kkvantitativni i kvalitativni Kkritéria kontaminujici
mikrofléry, dand ON 57 0836. Adamiker (1975) a Fernandes
(1979) udéavaji, Ze na pocet mikroorganismi, které kontaminuji diety, mé
rozhodujici vliv technologie vyroby. Proto diety sypké obsahuji zpravidla
104 aZ 10° zarodkii na 1 gram, zatimco diety peletované (pitisobi-li peleti-
zace jako prava pasterizace) obsahuji 102 aZ 104 zdrodkd na 1 gram
(Hiller, 1970). Zarodky r. Bacillus, Staphylococcus a Micrococcus
patfi k nejCast&ji zastoupenym kontaminantim a byly izolovany i pFi
rozborech smési Selasan. Citlivost mikroorganismi udévaji Hansen
(1966) a Ito aj. (1972). Podle téchto autoridi jsou ke sniZeni pocCtu za-
rodkit 10 az 107 krat postacujici pro jednotlivé mikroorganismy tyto
davky zareni: pro stfedné citlivé stafylokoky a mikrokoky 6,5 kGy, pro
enterobakterie 8 kGy, salmonelly 7 kGy, Bacillus .pumillus a Streptococ-
cus faecium, které patfi mezi pomérné odolné mikroorganismy, postacu-
je davka 25 kGy. B&hem rozborl nebyly izolovany zarodky celedi Entero-
bacteriaceae. Stejné vysledky byly ziskdny z 20 rozbordi smési Selasan
v SVU Cesky Brod v roce 1979. Faktorem, ktery ovliviiuje volbu sterili-
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zacni davky, je rezistence jednotlivych mikroorganismi vaci gama z4a-
feni. Rezistence izolatd byla zjiStovdna na zakladé stanoveni parametrii
inaktivacnich kfivek. Konstanta k predstavuje vyznamnou hodnotu pro
charakterizaci rezistence daného kmene. Velikost konstanty k je jednak
ddna aktudlni rezistenci kédovanou genotypem, jednak je fenotypicky
projev do znac¢né miry ovlivhén podminkami prostfedi. Cim je hodnota
k nizsi, tim vétsi odolnost vykazuje dany kmen vici gama zareni. Zcela
opatny vyznam ma davka Dio, tj. ddvka postacCujici k inaktivaci 90 %
ptivodni populace. Cim vy33i je jeji hodnota, tim rezistentn&j3i je dany
kmen. V pribéhu sledovani vlivu osmi vzestupnych davek zafeni na
mikrobidlni znedisténi mlécné krmné smési Selasan nebyl zaznamenan
kmen s vysokou radiorezistenci.

Na zéakladé vysledki ziskanych pfFi sledovani kvantity a kvality
mikrobidlni kontaminace smeési Selasan, vysledkl ziskanych prFi sledo-
vani vlivu osmi davek zafeni na pokles kontaminace i vysledkidi pfi sta-
noveni spektra rezistence izolati byla jako minimdalni sterilizacni d4v-
ka pro krmnou smés Selasan stanovena davka 25 kGy. V provoznich
podminkdch bude mlé¢na smeés Selasan ozafovana na zdroji %Co pri-
myslové ozafovny AECL — typ ] 6000 (Kanada) v pétikilogramovém ba-
leni v polyetylénovych pytlich o sile 0,10 aZ 0,15 mm, hermeticky uzavie-
nych. Na zé&kladé vyuZiti testovacich standardli pro radia¢ni sterilizaci
1 pFimého testovani sterility 5kg baleni smési Selasan byla pfi provoz-
nich zkouSkach prokdzéana sterilita vyrobku po ozafeni minimdalni ddvkou
25 kGy.

Vysledky praktické aplikace ozafovani potravin v ramci programu
IFIP od roku 1971 ve 23 zemich byly kriticky zvdZeny organizaci WHO.
Na zakladé téchto vysledkli bylo mnoho produkti radiacné oSetfenych
uznano jako velmi bezpec¢né pro huméanni konzumaci.
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OJIBPUXOBA, . — 30YTAPOBA, A. — BYPHMAHKOBA, E. (locymapcTBeHHbIH HayyHO-
-MCCJIeNOBATENBCKHIT HMHCTHTYT TEKCTHJIBHOM mnpoMbimenHocTH, Jlubepenm; IlenTp panuanmuoHHBIX
TexHoJorni, Besepcka Burtpimka): Ilpumenennme MoHu3Hpylollero H3jnyd4eHHA IR CTePHITH3ANMM
MonouHoi Kopmocmecu Cenacaun. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 495-502.

Y monounoit xopmocmecu Cenacan ¢ HauanpHbiM 3arpsasHenueM 4,9 . 104 nartoreHHbix saponsimeit
Ha | rpaMM npenapaTta H3y4aJsu BJMAHHE BOCbMH BOCXONALIMX 103 OOJy4eHHs B Ipelesax OT
3 no 30 xI'p Ha wusoampoBaHHy0 MHKPO$IOpY. MHKpPOOPraHM3MBI, NEPEKHBIINE NPHMEHeHHYIO
n0o3y oOJydeHHs, OLEHMBAJHM B MaKpO- ¥ MHMKDOCKOIMYECKOM OTHOLIEHMAX M Ha OCHOBe Orpe-
IleJleHNs TapaMeTPOB HMHAKTHBAUMOHHBIX KpuBbix Np = No.e—kD onpenensnu cremensr ycroii-
UMBOCTH H30J1ATOB. IlojyyeHHble NAaHHbIE TNOCHYXMJIM OCHOBOM IUISi OMpedeseHusT MHUHMMaJIbHOK
crepunnusanuonHoi nosst 25 k['p mas Mosounoit Kopmocmecu CenacaH.

panyaliHOHHAA CTEPUJLIM3ALUA; BIMAHUE OGJydYeHMs Ha MHKDOOPraHM3Mbl; CTeNeHb yCTOHYHBOCTH
M30JATOB
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OLBRICHOVA, D. — ZOUHAROVA, A. — BURIANKOVA, E. (State Research
Institute of Textile Industry, Liberec, Radiation Technology Centre, Veverska Bi-
tyska): The Use of Ionizing Radiation for the Sterilization of Selasan Milk Replacer.
Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 495-502.

The Selasan milk replacer with an initial contamination of 4.9.104 germs per gram
of preparation was studied for the effect of eight increasing doses of radiation,
ranging from 3 to 30 kGy, upon isolated microflora. The microorganisms that had
survived exposure to each of the doses were evaluated from the macroscopic and
microscopic point of view, and the degree of resistance of the isolates was de-
termined on the basjs of the parameters of inactivation curves Np = Np . e—kD,
The data served as a basis for determining the minimum sterilization dose of
25 kGy for Selasan milk replacer.

sterilization by radiation; effect of radiation on microorganisms; resistance degree
of isolates ’
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POUZITI KAPALINOVE CHROMATOGRAFIE PRO STANOVENI
FORMALDEHYDU V BIOLOGICKYCH MATERIALECH

A. Bartko, O. Par, J. Prikryl

BARTKO, A. — PAR, O. — PRIKRYL, J. (Vyzkumny ustav pivovarsky a sla-
darsky, pracovisté Brno; Vyzkumny ustav vyZivy zviiat, Pohorelice): PouZiti
kapalinové chromatografie pro stanoveni formaldehydu v biologickych mate-
ridadleche. Veter. Med. (Praha), 29, 1984 (8) : 503-509.

Formaldehyd lze ze zhomogenizovaného vzorku vytésnit destilaci s vodni pa-
rou. Po prevedeni na 2,4-dinitrofenylhydrazon je mozno jej stanovit pomoci
kapalinové chromatografie v reverzni fazi. Detekéni limit metody je 2,5 ng/ml.

vysokotlaka kapalinova chromatografie (HPLC); formaldehyd; dinitrofenylhyd-
razony

V posledni dobé se v rostlinné vyrob& zkoumaji moZnosti pouZiti
konzervantid obsahujicich formaldehyd. ProtoZe existuji obavy zejména
z moZnosti pfechodu formaldehydu z potravy do mléka, které by se
mohlo stat technologicky nezpracovatelnym, vzneslo MZVZ CSSR poZa-
davek, aby bylo zjiSténo, jak zkrmovani silaZi s formaldehydickymi kon-
zervanty ovlivni koncentraci formaldehydu v mléce. To vyvolalo potFebu
oveérit selektivni a citlivé metody stanoveni formaldehydu v biologickych
materiilech.

Formaldehyd je téméf vSudypfitomny. Vznikd pfFirozenym zpiso-
bem v troposféfe (Lowe aj., 1981; Volz aj., 1981). Byl nalezen v prii-
myslovych emisich, ve vyfukovych plynech, tabdkovém koufi (Ku-
wata aj., 1979) i v rianych potravindch (Mohler a Denbski,
1970) a pivu (Piendl aj., 1981).

Formaldehyd plsobi drdZdivé na zrak, kiZi a horni cesty dychaci
(Dally aj.,, 1981). Za urcitych podminek miZe tvofit karcinogenni
bis-chlorometyléter (Yao a Miller, 1979). National Institute for
Occupational Safety and Health (NIOSH) nedovoluje, aby pracovnik byl
vystaven béhem 30 minut koncentraci CH20 vy$§i neZ 1,2 mg/m3 vzdu-
chu (Girard a Heuser, 1981). Proto byly aZ dosud publikovany
pFedevSim préace, které se zabyvaji stanovenim formaldehydu ve vzduchu.

V zemédélstvi se formaldehyd zacCal pouZivat jako souléast konzer-
vaCnich pripravkid, nebot dokdZe chrénit bilkoviny pied mikrobidlni
degradaci. PoCatecnim krokem reakce je protonace formaldehydu nebo
jeho metylénglykolové formy. Na&sleduje rychld tvorba metylolovych
slouCenin s koncovymi aminoskupinami, s-aminoskupinou lyzinu, pri-
marnimi aminoskupinami asparaginu a glutaminu, guanidylovou skupi-
nou argininu, hydroxy-skupinami treoninu a serinu, sulfhydrylovou sku-

VETERINARNI MEDICINA, 29 (LvI), 1984, ¢ 8 D03



pinou cysteinu, fenolickymi skupinami tyrozinu a fenylalaninu, indolo-
vou skupinou tryptofanu a imidazolovou skupinou histidinu. V tomto
stadiu je reakce jeSté vratna. Potom dochdzi k pomalému sitovani bil-
kovinnych fetézcti stabilnimi metylénovymi mistky (Barry, 1976).
V biologickém materidlu lze tedy predpokladat formaldehyd ve tfech
formdch — volny (nezreagovany), reverzibiln€ vazany (lze uvolnit
hydrolyzou) a nevratné vdzany metylénovymi mistky (nelze béZnymi
technikami stanovit).

V literatufe jsou popsany rlizné metody stanoveni formaldehydu
(Davidek aj., 1977; Kitchens aj., 1976). Jedna se o metody titrac-
ni, spektrofotometrické, polarografické i chromatografické. VétSina z nich
vSak nema dostateCnou citlivost a mnohé nejsou specifické pro CH20
(Rayner a Jephcott, 1961; Davidek aj., 1977). Karbonylové
sloucCeniny, k nimZ CH20 patfi, reaguji selektivné s mnoha Cinitely. Této
skutec¢nosti lze vyhodné vyuZit pro jejich pfedbéZnou izolaci ze vzorku.
Piendl aj. (1981) pouZili pro derivatizaci p-nitrobenzyloxyamin-hydro-
chlorid, dansylhydrazin a 2,4-dinitrofenylhydrazin, Komadarek aj.
[1981] uvadeiji odkazy na pouiiti FFAP kovov?ch hydridd, o- dianisidinu

Ne]v1ce se vyuZiva 1eakce s 2,4-dinitrofenylhydrazinem [DNPH]
Piendl aj. (1981) cituji 171 praci, jejichZ autori této reakce pro sta-
noveni karbonylovych slouCenin pouZili. Lowe aj. (1981) se zabyvali
vlivem teploty, pH a koncentrace vodného roztoku 2,4-dinitrofenylhydra-
zinu na vytézek reakce. Zjistili, Ze pro dosazZeni 100% vytéZnosti je
rozhodujicim faktorem pomér koncentrace CH20 a cCinidla. Je-li hmot-
nostni koncentrace c¢inidla nejméné desetkrat vySSi neZ Kkoncentrace
CH20, probéhne p¥i pH 3 za 150 minut 100% reakce bez ohledu na teplo-
tu (v rozmezi 2—22 °C).

Dosud publikované postupy prFipravy cCinidla a derivatizace shrnuli
Piendl aj. (1981). Nejvyssi vytéZky davaji metody, pfi nichZ se po-
uZivaji roztoky DNPH v kyseliné chlorovodikové a chloristé. Roztoky
vzniklych dinitrofenylhydrazont jsou pri skladovani ve skle nejméné dva
meésice stdlé (Lowe aj., 1980).

Reakce .probihd v Kkyselém prostfedi podle uvedeného schematu:

NO» R NO,
| |
2% P
O.N—{O] J—O—-C——>02N—!O
HN — NH, HN—N = C

R

Vzniklé 2,4-dinitrofenylhydrazony mohou byt separovdny a stanovo-
vany plynovou nebo kapalinovou chromatografii. O potizich SpO]enych
se stanovenim pomoci plynové chromatografie se zmifuji Papa
a Turner (1972) a Hoshika a Takata (1976). Proto je v po-
sledni dobé vétSina praci orientovdna na pouZiti vysokotlaké kapalino-
vé chromatografie (HPLC). Fung a Grosjean (1981) separovali
pomoci HPLC devét DNPH-karbonylovych slouCenin, Kuwata aj.
(1979) 19a Greenhoff a Wheeler (1981) 31. Analyticky vytéZzek
(recovery) metody pro CH20 uvadeéji autofi zhruba 96 aZ 97 % a detek&ni
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limit se pohybuje od 1,1 ng (Fung a Grosjean, 1981) do 0,1 ng/ml
(Lowe aj., 1981).

U biologickych materidl je treba vénovat zna¢nou pozornost izo-
laci stanovené latky ze vzorku. Problémiim kvantitativni analyzy téka-
vych latek se vénovali Drozd a Novak (1981). Rlizné izola¢ni po-
stupy vhodné pro tékavé latky uvadéji Davidek aj. (1977).

MATERIAL A METODY

Veskeré chemikdalie byly pred pouzitim zbaveny karbonylovych. sloucenin.
Zvlast velkou pozornost je treba vénovat precisténi HCI, ktera jich obsahuje znaé-
né mnozstvi., K ¢isténi jsme pouzili postupu, ktery popisuji Davidek aj. (1977).

K izolaci formaldehydu ze vzorku byl pouzit modifikovany postup podle
Rallse (cit. Davidek aj., 1977). Roztok 24 DNPH byl pripraven podle Wan -
ga a Sieberta (strong acid methode) (cit. Piendl aj., 1981).

ZPRACOVANI VZORKU

50 az 300 g vzorku (podle susiny materidlu) se v mixéru zhomogenizuje
s 300 ml destilované vody, prosté karbonylovych slouc¢enin. Do destilaéni banky
opatiené chladicem se navazi 100 g homogenatu. Vzorek se destiluje s vodni parou
za normalniho tlaku a destilat se jima do predlohy s roztokem DNPH. Usti chla-
dice je ponoreno pod hladinu c¢inidla. V destilaci se pokracuje, dokud se v c¢inidle
tvori zédkal nebo slaba opalescence (provéruje se roztokem c¢erstvého ¢inidla). Tim-
to zpusobem se ze vzorku izoluje volny formaldehyd. Nyni se do destila¢ni banky
prida 30 ml konc. HCI, nasadi se nova predloha s ¢inidlem a v destilaci se opét
pokraduje, dokud se v ¢inidle tvori zakal. Takto se izoluje reverzibilné vazany form-
aldehyd, ktery je schopny se hydrolyzou odstépit. Po kazdé destilaci se usti chla-
dice peclivé oplachne chloroformem. Oba roztoky se zpracovavaji oddélené. Roz-
toky se nechaji stat pres noc pri teploté 4 °C. Uchovavaji se ve sklenénych néado-
bach uzavienych sklenénymi zatkami. Potom se srazenina dinitrofenylhydrazont
vytiepe do 3X 10 ml CHCI;, extrakt se promyje 5 ml 2N HCI a 3X 5 ml H20. Pro-
myty extrakt se odpafi za vakua pri teploté 30°C do sucha. Odparek se rozpusti
v 10 az 50 ml CHCIls a koncentrace pritomnych 24-dinitrofenylhydrazon se sta-
novi pomoci HPLC.

PRIPRAVA CINIDLA

K 1 1 2N HCI se pirida prebytek 2,4-DNPH. Pred pouzitim se ¢inidlo pfecisti
protrepanim s 3X 5 ml CHCIs.

PRIPRAVA STANDARDU 2,4-DNPH-CH20

K roztoku ¢inidla se pridd nékolik mililitri koncentrovaného roztoku formal-
dehydu. Vznikla srazenina se necha stat pres noc pri teploté 4°C a odsaje se pres
sklenénou fritu. Srazenina se promyje 2N HCI a destilovanou vodou. Po vysu$eni
v exsikatoru nad bezvodym Na2SO4 se sraZzenina rozpusti v CHCls a odpafli za
vakua pri teploté 30°C do sucha. U krystalického produktu se stanovi bod tani
(tabelovana hodnota pro 2,4-dinitrofenylhydrazon je 166 °C), popripadé A max v chlo-
roformu a 0,25N NaOH (348 a 431 nm).

Takto byly pripraveny standardni roztoky dinitrofenylhydrazonu formalde-
hydu v chloroformu o koncentracich 3,092 mg/ml; 0,9276 mg/ml; 0,09276 mg/ml
a 0,03104 mg/ml.
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POUZITE PRISTROJE

Pouzili jsme kapalinovy chromatograf typ 8500 s injektorem stop-flow (Varian
Assoc., USA), UV-VIS detektor UV-50 s proménnou vinovou délkou (Varian Assoc.,
USA), zapisova¢ A-25 (Varian Assoc. USA), kolonu Separon SiCis 10 ym o roz-
mérech 250 X 4,6 mm (Laboratorni pfistroje, n. p., Praha, CSSR) a mikrosttrikacky.

PODMINKY SEPARACE

Bylo pouzito mobilni faze metanol : voda (60 :40), kolona Separon SiCis pru-
tok 1,5 ml/min, detekce pii vinové délce A 360 nm. Nastfikované mnozstvi vzorku
bylo 5 ul, posun zapisovate 20 cm/h. Separace probihala pii teploté laboratore.
Pro kvantifikaci bylo pouZito metody externiho standardu. K vypocétim bylo po-
uzito ploch piku.

VYSLEDKY A DISKUSE

Retencni ¢as dinitrofenylhydrazonu formaldehydu je 7,5 min za pod-
minek uvedenych v prfedchozi Casti. RozliSeni pikii formaldehydu a acet-
aldehydu (R,) je 1,28, coZ odpovida rozliSeni na zikladni linii. Identita
piku formaldehydu byla ovérena srovndnim s reten¢nim ¢asem standardu.
Cistota standardu byla potvrzena stanovenim bodu tadni, coZ je u dinitrofe-
nylhydrazon@ charakteristickd hodnota. Stanovend hodnota bodu téani
166 °C souhlasi s hodnotou tabelovanou. Srovnidnim s retencnimi cCasy
standardi bylo moZné v chromatogramu déale identifikovat acetaldehyd
(tz 8,90 min), aceton (fz 11,54 min) a propionaldehyd (Z; 12,58 min]).
Pomoci standardnich roztok® byla ovéFena platnost Lambert-Beerova zé-
kona pro CH20-DNPH pfi 360 nm. Detek¢ni limit byl pFi néstfiku 5 ul

I. Reprodukovatelnost meéreni koncentrace formaldehydu — The reproducibility of
formaldehyde concentration measurement
Materidl
.. ovesna sildz
Méreni volng vzt bachorovy obsah agar
CH-O CH.O vazany CH20 celkovy CH20
(uglg 1007 susiny) (ug/ml) (ug/ml)
1 12,09 221,88 4,13 211,68
2 12,76 229,43 4,24 182,17
3 12,13 207,88 3,95 194,95
4 — - 4,28 181,16
5 — - 3,61 212,51
6 - — 4,42 214,95
7 ~ - — 189,08
x 12,33 219,73 . 4,105 198,07
Sz 0,307 8,93 0,26 13,67
C: 2,49 4,06 6,43 6,90
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a pom&ru signél: Sum 4 : 1 stanoven na 2,5 ng CH20/ml. Reprodukovatel-
nost metody byla ovéfena na vzorcich bachorové S3tavy, ovesné sildZe
a bakteriologické pldy (agaru), do které byl pFiddn CH20. Vysledky
jednotlivych stanoveni jsou uvedeny v tab. I. Z hodnot byla vypoctena
smérodatna odchylka (S,) a variaéni koeficient (C,%).

VytéZnost (recovery) nelze u biologickych materidli zjistit vzhledem
k tomu, Ze C¢ast pfitomného CH20 se na bilkovinu navédZe nevratné. Me-
toda byla pouZita pro stanoveni formaldehydu v sildZich z rizného ma-
teridlu, v bachorovych a stfevnich obsazich, v mléce, krvi, mase i vnitr-
nostech.

Ve v8ech piipadech stanoveni byl pik formaldehydu dobfe oddélen
od ostatnich pik@i v chromatogramu a mohl byt dobfe kvantifikovan. Roz-
mezi, ve kterém se pohybovala koncentrace CH20 u jednotlivych typt
silaZi, je uvedeno v tab. II.

Koncentrace CH20 v mléce se pohybovala od 0,24 do 0,31 mg/l bez
ohledu na druh krmiva, kterym byly dojnice krmeny. Nalezené hodnoty
souhlasi s vysledky, které uvadéji Mohler a Denbsky (1970). Ti-
to autofi nalezli spektrofotometrickou metodu v mléce 0,3 mg CH20/1.

Koncentrace CH20 v bachoru a stfevé skopci se pohybovaly pro vol-
ny i pro vazany formaldehyd od 1 do 7 ug/ml.

ProtoZe ve vzorku jsou vZdy pFitomny i jiné karbonylové slouceniny
neZ formaldehyd, trv4d vlastni analyza cca 30 minut. Kromé piku for-
maldehydu a acetaldehydu nejsou ostatni piky rozliSeny natolik, aby jim
odpovidajici slouCeniny bylo moZné kvantifikovat. V chromatogramech
vétSiny vzorkl lze rozeznat Sest aZ deset piki. PFi pouZiti G¢inné&jsi ko-
lony by bylo moZné dosdhnout lepsiho rozliSeni téchto pikii, aniZ by se
podstatné prodlouZila doba analyzy. Identifikace a kvantifikace pikl by
mohly prispét zejména k hodnoceni kvality silaZni hmoty a k posouzeni,

II. Koncentrace formaldehydu v ruznych druzich sildzi — Formaldehyde con-
centrations in different kinds of silage
Koncentrace CHz20 ve 100% susiné
Materidl Hoees
nosen! volny (mg/kg) | vizany (me]kg)
Ovesna silaZ
bez konzervantu 5 3-—-10 150—290
konzervant SILKO 11 1247 200—290
Vojtéskovi silaz
bez konzervantu 4 15— 6 80—190
konzervant SILKO 8 3—60 60—350
Bramborova sildZ
bez konzervantu 2 6— 7 55— 60
konzervant SILKO 7 6—80 100—160
Rizkova silaz
bez konzervantu 10 14—20 25— 50
konzervant SILKO 18 30—-150 100—500
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projevi-li se zména Kkoncentraci téchto latek v krmivu zmeénou jejich
koncentrace v mléce. Zaroveii by se zvySilo mnoZstvi informaci ziskanych
Z jednoho chromatogramu.

ZAVER

Kapalinovou chromatografii 1ze pouZit pro stanoveni formaldehydu
v biologickych materidlech. Metoda je zcela selektivni a umoZiiuje sta-
novit nanogramovd mnoZstvi formaldehydu. P¥i pouZiti dostate¢né Gcin-
né kolony je moZné touto metodou stanovit i dal8i karbonylové slou-
Ceniny.
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