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MORFOLOGICKO—CYTUCHEI\_HCKE STUDIUM JADEREK
SERTOLIHO BUNEK PREZVYKAVCU

L. Antalikova, ]J. Rozinek

ANTALIKOVA, L. — ROZINEK, ]. (Vyzkumny dstav Zivo&iZné vyroby, Praha-Uh¥i-
néves): Morfologicko-cytochemické studium jadérek Sertoliho bunk preZvgkavceil.
Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (1): 1—9.

Ve varletni tkdni byka a berana jsme studovali jadra a jadérka Sertoliho bunék.
Je znamo odliSné morfologické usporddani jadérka, oznalované jako multive-
zikuldrni jadérko, ale jeho funkéni interpretace nenf jasna. PouZili jsme cytoche-
mické metody pro prikaz nukleoproteinii, abychom mohli sledovat jejich vyskyt
a distribuci v multivezikularnim jadérku. Z vysledkd naSich pozorovani vyply-
va, Ze fibrilarni sloZka, kterd se naché&zi mezi vezikuly jadérka, zahrnuje jak
acidické, tak bazické nukleoproteiny. Ribonukleoproteiny (RNP) jsme prokazali
ve fibrilarni sloZce i v granulich na povrchu jednotlivych vezikul. Tato fakta
dokumentuji zde probihajici RNA syntézu. Usuzujeme, Ze jadérka Sertoliho bu-
nék, i kdyZ jsou morfologicky odli3nd od jadérek somatickych bunék, lze pova-
Zovat za plné funkéni.

byk; beran; varle; Sertoliho buiika; jadérko; cytochemie; nukleoproteiny; fibri-
larni komponenta

V epitelu semenotvornych kanalkt dospélych savcl existuji vedle sebe
dvé bunéfné populace: zdrodecné, proliferujici a diferencujici se buriky,
a Sertoliho buriky, trvale somatické, které se nedéli. Sertoliho butiky ma-
ji Siroké funkeéni spektrum. Kontroluji a reguluji prib&h spermiogeneze.
Celé choméce prodluZujicich se spermatid jsou zanofeny do v§b&Zki
Sertoliho bunék (Wang a Russell, 1983). Ale nejsou to jen transfor-
mujici se spermatidy, nybrZz i ostatni diferencujici se zarode¢né buiiky,
které maji tzkou vazbu na Sertoliho builky (Weber et al., 1983), jako
na elementy mechanické — podptirné. Synteticka aktivita Sertoliho bunek
se projevuje produkci bilkovin schopnych vazby s testosteronem a dihy-
drotestosteronem (DeJong et al, 1973) a sekreci estrogenti (Arm -
strong et al., 1975). Dalsi fyziologickou aktivitou Sertoliho bunék je
schopnost fagocytézy jednak degenerujicich zarodecnych bunék, jednak
cytoplazmatickych zbytki spermatid (Reddy a Svoboda, 1967).
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Z toho vseho vyplyva, Ze Sertoliho buiiky lze povaZovat za elementy udr-
Zujici integritu zdrodecného epitelu. Sertoliho buiiky byly rovn&z celou
Fadou autori analyzovany morfologicky, resp. ultrastrukturalng, a to
u nejriznéjdich druht savci, od laboratornich zvifat po hospodafsky vy-
znamné druhy a clovéka. V na$i elektronmikroskopické studii Sertoliho
bunék dvou druhd preZvykavci (byk, beran) jsme soustiedili pozornost
na jadérko. Jadérko je velmi dynamicka jadernd struktura. Pocet, velikost
a vzhled jadérek zavisi na funkci buiiky a jejim aktudlnim metabolickém
stavu. Jedna se o jasné definovanou oblast interfazniho jadra buiiky, ve
které jsou lokalizovany ribosomalni geny a kde probihd biogeneze ribo-
somil. Cetné morfologické, biochemické a genetické studie ukazaly, Ze
jadérko produkuje 80—90 % bunécné RNA a vytvari komplexni slozku
hrajici alohu pfi, jiZ zminéné, biogenezi ribosomi (Busch a Sme-
tana, 1970; Goessens, 1984; Hadjiolov, 1985).

Klasické schéma jadérka funkcni somatické burniky ukazuje skladbu
z péti zakladnich stavebnich komponent: folikuldarni centra, denzni fibri-
larni komponenta, granularni komponenta, nukleolarni intersticium, (pe-
ri) nukleolarni chromatin (Busch a Smetana, 1970; Jordan,
1984; Goessens, 1984; RasSka et al, 1990). Jadérka Sertoliho bu-
nék rtznych druhit savcl jevi znacné morfologické mezidruhové rozdily.
Nejvice se uvedenému schématu priblizuji jadérka Sertoliho bunék cio-
veka (Wachtler et al, 1989). V Sertoliho burikdch mysi (Motta
1970; Mirre a Knibiehler, 1982), krys (Ramos a Dym, 1979)
a krédlika (Couve a Esponda, 1982) se vedle jadérek b&Zného typu
vyskytuji jeSté rozsiahlé masy heterochromatinu v blizkosti jadérek nebo
ve vazbé na jadernou membranu. Konecné v Sertoliho burikdch beranii
(Cigankova, 1983) a bykti (Courot, 1970; Zibrin, 1972, 1974)
byla nalezena a popsana typove zvlastni vezikuldarni jadérka (multivezi-
kuldarni jadérka). PFi studiu varletni tkané berana a byka nas zajimalo
kromeé ultrastruktury jadérka Sertoliho bunék zejména chemické sloZeni
jeho jednotlivych casti. K tomuto zameéru jsme vyuzili metody stFibrici,
kterda umoziiuje sledovat lokalizaci acidickych nehistonovych proteind
v jadre a zejména v jadérku. Metoda s alkoholickou PTA (kyselina fosfo-
wolframova) dovoluje demonstrovat distribuci bazickych, na lyzin boha-
tych proteini, resp. nukleoproteind.

Regresivni barveni je zaloZeno na bazi acinku chelatonového agens
EDTA (kyselina etylen-diamino-tetraoctova). Jeho pouZiti umozni snadné
odstranéni deoxyribonukleoproteinti a zdliraznéni téch sloZek, které obsa-
huji ribonukleoproteiny, resp. RNA.

MATERIAL A METODA

VySetfili jsme varletni tkan t¥i klinicky zdravych, pohlavné& dospélych byka a tii
pohlavné& dospé&lych beranl. Po odporaZeni zvifete byla vyjmuta varlata a z nich ode-
brany malé kousky tkan&, Odebrané vzorky varletni tkané jsme zpracovali pro elektron-
mikroskopické zkouméni nékolika zplisoby.

RUTINNI ELEKTRONMIKROSKOPICKE ZPRACOVANI
Fixace 2,5% glutaraldehydem, postfixace 1% OsO4, obé& fixa¢ni ¢inidla v 0,2M kako-

dylanovém nérazniku, dehydratace fadou alkohold, zaliti do pryskytice Epon 812, Ultra-
tenké fezy kontrastovdny uranylacetdtem a citrdatem olova.
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PREFERENCNI BARVENI RIBONUKLEOPROTEINO (Bernhard, 1969)

Fixace pouze 2,5% glutaraldehydem, dehydratace alkoholy, zalitf do Eponu 812. Ultra-
tenké fezy na zlatych sitkdch byly kontrastovdny 20 min 5% vodnim roztokem ura-
nylacetatu, moieny v 0,2M EDTA 60 min, a dokontrastovdny citrdtem olova 6 min.

STRIBRENI METODOU PRO PRUKAZ ACIDICKYCH ARGYROFILNICH PROTEINU
(Likovsky a Smetana, 1981)

Fixace 2,5% glutaraldehydem, postfixace Carnoyovou tekutinou, vlastni stiibrent
v 100% AgNO3 smichaném s 12,5 formaldehydem v poméru 1:1 pFi teplot& 65°C 10
min, odvodnéni rfadou alkoholi a zaliti do Eponu 812, Ultratenké tezy se b&Zné kon
trastuji. Nekontrastované rezy slouZi jako kontrola reakce.

PRUKAZ BAZICKYCH, LYZINEM BOHATYCH BILKOVIN METODOU S PTA
(Sheridan a Barrnett, 1969)

Fixace 1,25% glutaraldehydem 120 min, odvodnéni vzestupnou radou alkohold, apli-
kace 3% roztoku PTA (phosphotungstic acid) v absolutnfm alkoholu 16 h pti poko-
jové teploté, zaliti do Eponu 812. Ultratenké rezy se nekontrastuji.

Na ultramikrotomu LKB NOVA III zhotovené ultratenké rezy byly prohliZeny elek-
tronovym mikroskopem JEOL JEM 100 CX II pi#i urychlovacim napéti 80 kV.

VYSLEDKY

JADRO A JADERKO SERTOLIHO BUNEK BYKA

Zakladni elektronmikroskopicky obraz.

Jadra Sertoliho bunék jsou v podstaté ovalng, preruSovana na rade mist
hlubokymi invaginacemi jaderné membrany. Jsou pomeérné svétla s rela-
tivné rovnomérng distribuovanym chromatinem. N&padnym ttvarem
uvnitf jadra jsou tzv. multivezikularni jadérka, sloZena z vét$iho ¢i men-
Siho poctu vacktt — vezikul. Pocet vackl skladajicich jadérko se velice
1isi, kvantifikace je velmi obtizna a je nutné ptihliZet k rovinég, ve které
je fez veden. VACky mohou na sebe tésné naléhat nebo jsou od sebe se-
parovany. Materidl, ktery vacky oddéluje, je dvoji. Bud je svym cha-
rakterem, tj. elektronovou denzitou, obdobny nukleoplazmé, nebo je for-
movan v pruhy ¢i shluky silné elektrondenzni. Tento tmavy materidl ma
filamentozni sloZeni a je pravdépodobné& obdobou, popf. poziistatkem
denzni fibrilarni komponenty jak ji zndme u béZného typu jadérka (obr.
1-f). Vezikuly jsou opatfeny limitujici membrénou, na jeji zevni povrch
Casto nasedaji granula. Na vnitfni strané mnohych vacka jsou zachyceny
sférické invaginace (obr. 1 — Sipka, 2 — S8ipka). Vezikuly se zpravidla
jevi jako elektronové prdzdné tutvary.

Aplikace strfibfici metody slouzi k prikazu kyselych ne-
histonovych argyrofilnich proteinti. Depozita stfibra jsme nachazeli sou-
stfedénd ve shlucich filamentozniho materidlu okolo vackl nebo mezi ni-
mi (obr. 2-f). Jelikoz na kontrastovanych preparatech filamentozni sloz-
ka sama o sobé md znac¢nou denzitu, je nékdy obtiZné depozita stFibra
presvédcivé rozlisit. Proto jsme pouZili pro srovnani a osvétleni situace
nekontrastovanych preparati, kde jsou jasné demonstrovidny agregaty
stfibra a jejich distribuce v oblastech odpovidajicich nahromadéni fila-
mentézniho materidlu (obr. 3-f) a na povrchu a v tésné blizkosti povrchu
vezikul.
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1. Sertoliho bunka byka, multivezikularni jadérko; f — shluky filamentozniho mate
rialu, Sipky — invaginace vnitinfho povrchu vezikul (zv. 22000x) — Sertoli's cell of
bull, multivesicular nuclear body; f — clusters of filamentous material, arrows — inva-
gination of the inner surface of vesicles (enl. 22 000x)

2. Sertoliho bunka byka, stfibteni s kontrastovanim, multivezikuliarni jadérko; f — Ag
pozitivni fibrilarn{ slozka, §ipka — invaginace uvniti vezikul (zv. 40 000x) — Sertoli's
cell of bull, silver-staining technique with contrasting, multivesicular nuclear body.
f — Ag positive fibrillar component, arrow — intravesicular invagination (enl. 40 000x)

3. Sertoliho buiika byka, stribfeni bez kontrastovani; f — depozita stiibra v oblasti fi
lamentozniho materidlu jadérka (zv. 44 000x) — Sertoli's cell of bull, silver-staining
technique without contrasting; f — silver deposits in the region of the nuclear body

filamentous material (enl. 44 000x)

4. Sertoliho buiika berana, stribreni s kontrastovanim; jadérko tvoieno shluky fibrilar-
nfho materidlu s Ag pozitivnf reakci a neékolika vezikulami na periferii (zv. 23 000x) —
Sertoli’s cell of ram, silver-staining technique with contrasting; the nuclear body con
sists of clusters of fibrillar material with Ag positive reaction and of several vesicles
on the periphery (enl. 23 000x)
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Aplikace metody s alkoholickou PTA ma demonstro-
vat vyskyt bazickych, lyzinem bohatych jadernych bilkovin. Napadnou
pozitivni reakci nachdzime na filamentozni slozce multivezikularnich ja-
dérek (obr. 5-f). Shluky PTA pozitivhiho materialu jsou rovnéz proka-
zatelné ve vazbé na heterochromatin (obr. 5 — §ipka).

Preferenc¢ni barveni RNP. Zretelné zbarvené jsou struktury,
v nichz prevazujici slozkou je RNA. V pripadé multivezikularnich jadé-
rek vykazuji pozitivitu granula nasedajici na povrch vacka (obr. 7 — Sip-
ky) a filamentozni material, tvorici okrsky mezi vacky (obr. 7-f).

JADRO A JADERKO SERTOLIHO BUNEK BERANA

Zakladni elektronmikroskopicky obraz. Jaderna bla-
na, obdobné jako v Sertoliho burikdch bykii, vytvari cetné hluboké inva-
ginace. Shluky heterochromatinu jsou distribuoviany rovnomeérne po celé
nukleoplazmé, mnohdy se hromadi v tésné blizkosti jaderné membrany.
Jadérko je vezikuldarniho typu, s tim rozdilem, Ze jsme pravidelné nacha-
zeli prevazujici fibrilo-granularni sloZku jadérka a na jeji periferii né-
kolik mdlo vezikul. Vezikuly jsou opticky prazdné, jsou obklopeny a vza-
jemné propojeny pruhy filamentozniho materialu.

5. Sertoliho buifika byka, PTA; f — jadérko se siln€ zbarvenymi pruhy filamentozniho
materidlu, Sipka — pozitivini reakce v nukleoplazmé (zv. 22000x), a — pozitivnf ma-
terial mezi vezikulami (zv. 16 000x) — Sertoli's cell of bull, PTA; f — nuclear body
with markedly stained striae of filamentous material, arrow — positive reaction in the
nucleoplasm (enl. 22000x), a — intervesicular positive material (enl. 16 000x)

6. Sertoliho bunka berana, PTA; silnd pozitivni reakce na filamentoznim materidlu ja-
dérka a v okoli vezikul (zv. 22000x] — Sertoli’'s cell of ram, PTA; marked positive
reaction in the filamentous material of nuclear body and around the vesicles (enl.
22 000x )
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7. Sertoliho buiika byka, preferencéni barve-
ni, ribonukleoproteiny jsou lokalizoviany ve
filamentozni sloZce jadérka ([} a v zrnech
na povrchu vezikul (sipky): zv. 39 000x
— Sertoli's cell of bull, preferential stain
ing, ribonucleoproteins are localized in the
filamentous component of nuclear body (f)
and in granules on the outer surface of
vesicles (arrows]); enl. 39 000x

Vysledky cytochemickych reakci jsou identické s vy-
sledky popsanymi v jadérkach Sertoliho bunék bykl. Argyrofilni proteiny
detekované prostrednictvim depozit stribra, jsou soustredény vyhradne
na fibrilo-granularni sloZce jadérka (obr. 4-f). Vyrazné PTA-pozitivni byl
materidl tvorici filamentozni pruhy okolo vezikul a probihajici fibrilogra-
nularni slozkou jadérka v mnoha smeérech. Tyto filamentozni pruhy byly
rovnéz vyrazng pozitivni pri preferencnim barveni RNP struktur.

DISKUSE

Jadérko, resp. nukleoldrni aparat, Sertoliho bunék prezvykavca je ve-
zikularni (multivezikularni) a timto svym usporaddanim se vyrazné liSi
od jadérek jinych somatickych bunék. PFi studiu Sertoliho bunék byka
a berana jsme se zameérili vedle morfologického popisu jadérka zejména
na ziskani informaci o skladbé a rozloZeni jeho funkc¢nich slozek. K to-
muto ucCelu jsme zvolili metodu sledovani nékolika typti nukleoproteint
a jejich distribuce.

Jak bylo jiZz v ivodu zminéno, jadérko je mistem rRNA syntézy a zdro-
jem ribosomu. Vyvstava otdazka, kde syntéza rRNA a tvorba ribosomi pro-
biha v jadérku vezikularniho typu. Zibrin (1972) vyslovil hypotézu, ze
filamentozni materidl, obklopujici vezikuly multivezikuldrniho jadérka je
zFejmé identicky s denzni fibrilarni komponentou. Je znamo, Ze denzni
fibrilarni komponenta se sklada z ribonukleoproteinovych vlakének
o tloustce kolem 5 nm, ktera obsahuji noveé syntetizovanou rRNA. Tato
skutecnost byla v naSem materidalu potvrzena preferencnim barvenim
RNP. Stejné se ndm touto metodou vyrazné znacila granula na povrchu
nukleolarnich vezikul. Tato granula popsal Zibrin (1972, 1974), ktery
je povaZuje za reprezentanty granuldrni komponenty. Denzni fibrilarni
komponenta z funk&niho hlediska je mistem aktivni transkripce (Wacht-
ler et al, 1989). Jako hlavni acidické nukleoldarni proteiny, které se
stiibfi, byly identifikovadny proteiny C23 a B23 (Lischwe et al., 1979;
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Daskal et al, 1980). Mistem jejich vyskytu je fibrildrni komponenta
jadérka. Podle Howella (1977) stfibfici se acidické proteiny v&Zi no-
vé transkribovanou rRNA. Morfologie jadérka je z4visld na bun&cném ty-
pu a fyziologickém stavu buriky. Tato skutecnost je podmin&na a plné
zavisi na rovnovaze mezi RNA syntézou, produkeci a hromadénim nukleo-
larnich proteinti a transportem ribosoméalnich podjednotek ven z jadér-
ka (Goessens et al, 1977). Reakce se stfibrem a alkoholickou PTA
davaji v naSem materidlu obdobné vysledky, tj. v obou pfipadech nacha-
zime pozitivni reakci na shlucich a pruzich filament6ézniho materialu, od-
povidajicich denzni fibrilarni komponenté. Lyzinem bohaté bazické bil-
koviny mohou byt nékterym typem histon(, a tim sloZkou internukleolar-
niho chromatinu. Tedy histonové a nehistonové proteiny existuji vedle
sebe a jsou navazany na fibrilarni elementy jadérka (Olson et al.,
1981). Jiné vysvétleni pritomnosti PTA pozitivnich proteini muiZe vycha-
zet z faktu, Ze na lyzin bohatd histonova frakce mé pfimou interakci
s RNA polymerazou (Spelsberg et al., 1989).

Celkem jsme pro tuto studii prohlédli vice neZ 300 elektronogram, ale
v Zadném pripadé jsme nenalezli v oblasti vezikuldarniho jadérka fibri-
larni centra nebo utvary, které jim morfologicky odpovidaji. Nevime, pro¢
tomu tak je a snaha o vysvétleni by vedla jen k nepodloZenym spekula-
cim.

Vznik a existenci vezikul v jadérku, tedy vlastné nahlouceni membra-
novych struktur, vysvétluje Zibrin (1972, 1974) zvySenou potiebou
membranového materidlu v latkové vymeéné mezi jadérkem a cytoplas-
mou.

Neobvykly nukleolarni aparat Sertoliho bunék u prezvykavcl miize
predstavovat mezic¢lanek mechanismu, pomoci kterého se uplatiiuje na
Sertoliho bunikdach vliv FSH a jejich prostfednictvim pak ovliviiuje ce-
lou spermiogenezu (Zibrin, 1976; Cigdnkova, 1983). Zavérem mu-
zeme konstatovat, Ze multivezikuldrni nukleoldarni systémy se od normal-
nich jadérek morfologicky 1i8i, nicméné funkcné je lze pokladat za sku-
tecné nukleoly, protoze jejich struktury (filament6zni sloZka) jsou je-
dinym mistem syntézy ribosomalni RNA v jadru buiiky.
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ANTALIKOVA, L. — ROZINEK, ]. (Research Institute of Animal Production, Praha-Uhri{-
n&ves): Morphological and cytochemistry studies of nucleoli of Sertoli’s cells in ru-
minants. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (1): 1-9.

Nuclei and nucleoli were examined at an ultrastructural level in the testicular tissue

of bulls and rams. In the two species there occurs a morphologically interesting so
called multivesicular nuclear body; the interpretation of its function is not quite clear.
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The tissue was processed by a routine electron microscope technique and then a cyto-
chemical demonstration of several types of proteins was used. Acidic argyrophilic pro-
teins were demonstrated by a silver-staining technique, basic lysine-rich proteins by
means of ethanolic PTA, and ribonucleoproteins (RNP) by the method of Bernhard’s
regressive preferential staining. Multivesicular nuclear bodies in bull Sertoli's cells
are composed of a greater number of membrane bound vesicles with granules on the
outer surface (Fig. 1). The results of cytochemistry reactions show that the granules
contain acidic argyrophilic proteins (Fig. 3) and RNP (Fig. 7). The intervesicular ma-
terial is an analogy of the dense fibrillar component of normal nucleoli of somatic
cells. This component contains the three types of investigated proteins (Figs. 2, 3, 5, 7).
In the nuclear bodies of ram Sertoli’s cells the number of vesicles is much lower, the
fibrillar component is prevailing, in form of clusters and striae of filamentous material
around the vesicles. The cytochemistry reactions proved that this material contains
acidic argyrophilic proteins (Fig. 4) and basic PTA positive (Fig. 6) proteins. The
presence of acidic and basic regulatory proteins in the fibrillar component of multi-
vesicular nuclear bodies indicates the active synthesis of RNA occurring in this mate-
rial. It is therefore possible to consider this special type of nuclear bodies as a full
equivalent of nucleoli of somatic cells as to the function.

bulls; rams; Sertoli's cell; nucleus; cytochemistry; nucleo-proteins; fibrillar compo-
nents

Adresa autoru:

RNDr. Libuse Antalikova, CSc, ing. Jiff Rozinek, CSc., Vyzkumny tdstav Zi-
voc¢isné vyroby, 104 00 Praha 10-Uhfinéves
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EFEKTIVNOST VPLYVU MONENZINU (USA, CSFR, BULHARSKO)
NA FERMENTACIU KRMNE] DAVKY V UMELOM BACHORE (RUSITEC)

D. Jalgé, M. Baran, A. 1. Petkov, N. C. Oblakov, E. 1. Enev

IALC, D. — BARAN, M. — PETKOV, A. 1. — OBLAKOV, N. C. — ENEV, E. I
(Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV, Kosice; Vysokd $kola zooveteri-
narska, Stara Zagora, Bulharsko): Efektivnost vplyvu monenzinu (USA, CSFR,
Bulharsko) na fermentdciu kfmnej ddvky v umelom bachore (Rusitec). Veter.
Med. (Praha), 37, 1992 (1): 11—19.

Pokus bol uskuto¢neny v umelom bachore (Rusitec), v ktorom ferment4cia kifmnej
davky pozostdvajicej zo sena a jacmeia (80:20 "o) bola porovndvana s fer-
mentéciou tej istej kfmnej ddvky v pritomnosti 5 mg monenzinu z{skaného z USA,
CSFR a Bulharska. V8etky tri druhy monenzinu vyznamne ovplyvnili fermenta-
ciu kimnej davky. Prejavilo sa to zniZenou strdviteInostou susiny zo 48 na 40 %,
detergentnej vlakniny, celulézy a hemicelulézy kfmnej davky, znfZenou pro-
dukciou metanu (—75 %) a CO2. Vgznamne sa zniZila produkcia celkov§ch UMK
(—21 %), kyseliny octovej (—35 %), n-maslovej, n-valérovej a izovalérovej. Pro-
dukcia kyseliny propiénovej vplyvom monenzinu bola vyznamne zvySenda (-60
percent) a v dosledku toho pomer acetét : propionat vyznamne zniZzeny (—60 ).
Produkcia, utilizacia a navratnost metabolického vodika (H2) bola vplyvom mo-
nenzinu tiez vyznamne zniZend. Dodanie monenzinu ku kifmnej ddavke vyznamne
ovplyvnilo aj kone¢né produkty fermentacie. Prejavilo sa to vy38ou energetickou
vytaznostou UMK, niZSou produkciou ATP, fermentovanych hex6z, organickej
hmoty fermentovanej a niZ§im vyuZitfm glukézy. Vplyvom monenzinu z USA,
CSFR a Bulharska sa zvy$ila G&innost syntézy mikrobialnej hmoty Yarp z 6,20
(kontrola) na 9,55, 9,75 a 8,29.

Rusitec; monenzin; UMK; metdn; kone¢né produkty fermentdcie; a¢innost syn-
tézy mikrobidlnej hmoty

Pre dosiahnutie lepsej efektivnosti vykrmu prezZivavcov sa v poslednom
desatro¢i pouZivaji vo svete rdézne mikrobidlne, chemické a enzymatické
prepardty. V najvdc8ej miere sa z nich pouZiva monenzin — biologicky
aktivna latka produkovand plesiiou Streptomyces cinnamonensis. Vyho-
dou monenzinu je, Ze zvySuje vyuZiteInost krmiva u prezivavcov (T h o n-
ney ai, 1981; Goodrich a i., 1984). Jeho vplyvom dochadza k zvy-
Senej produkcii kyseliny propionovej, zniZenej produkcii kyseliny octo-
vej a n-maslovej a k inhibicii metanogenézy v bachore preZiavavcov
(Jouany a Senaud, 1978; Chalupa a i., 1980).
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Vplyv monenzinu na bachorovi fermentaciu bol sledovany in vivo (R -
chardson ai,1976; Thornton a Owens, 1981), in vitro (Van
Nevel a Demeyer, 1977) a tieZ v umelom bachore — Rusitec
(Wallace ai., 1980, 1981; Stanier a Davis, 1981). KedZe pouZi-
vanie monenzinu vo svete je znacCne roz$irené, avSak jeho vplyv na ba-
chorovi fermentdciu prezivavcov nie je rovnako ucinny, cielom tejto
préce bolo porovnat G¢innost monenzinu z CSFR (Spofa), USA (Eli Lilly,
Indianapolis) a Bulharska (Pharmachim) a sledovat jeho vplyv na za-
kladné a konecné produkty fermentédcie kfmnej davky v umelom bachore
(Rusitec).

MATERIAL A METODY

Fermentdcia kimnej davky prebiehala v §tyroch fermentaénych nadobach (Vi, V2, V3
a Vi) umelého bachora ako ho popisuje Czerkawski a Breckenridge (1977).
Ako inokulum sme pouZili bachorovy obsah troch dospelych baranov kimengch dobrym
la¢nym ad libitum. Zvieratd mali dobry pristup k vode a minerdlnemu lizu pre ovce.
Tekuty bachorovy obsah bol odobraty cez bachorovia fistulu vyvevou a tuhy bachorovy
obsah kliestami. 80 g tuhého bachorového obsahu bolo navéZené do nylonovych vre-
casok o velkosti 6k 200 um a dané do kaZdej fermenta&nej nadoby, ktoré boli naplne-
né zmesou bachorovej tekutiny a McDougallovho pufru (umelych slin) v pomere 1:1,
Objem fermenta&nych nadob bol 850 ml a prietok umelgch slin (Mc Dougall, 1948)
750—850 ml/defi. V dennych intervaloch zahriujic 1. den experimentu, vietky nadoby
boli tiez doplnené kifmnou ddvkou pozostdvajacou zo sena (11,84 DM) a ja¢meia (2,86 g
DM). Krmivo bolo uzavreté v nylonovych vreciskach a kaZdé vrecGdko zotrvalo vo
fermenta¢nej nddobe dva dni. Monenzin sme rozpustili v 96% metanole a po&nic od
2. dna experimentu sme denne dodali do Vy 1 ml 96% metanolu, do V2, V3 a V4 5 mg
monenzinu z USA (Vi], CSFR (V2) a Bulharska (V3), rozpusteného v 1 ml 96% meta-
nolu. Do 1 1 McDougallovho pufru, infundovaného cez peristalticki pumpu do Rusitecu,
sme denne dodali 255 mg mocoviny, ¢fm sme dosiahli, Ze kfmna davka obsahovala
13 % hrubého protefnu (CP).

Experiment trval 12 dnf. Pocas prvych 6 dni (steady state perioda) sa stabilizovali
podmienky fermentédcie. Na 7.—12. deii sa odoberali vzorky effluentu, plynu a zbytko-
vého (nestrdveného) krmiva na analyzy ako to uvddza Czerkawski a Brecken-
ridge (1977). Nestravené zbytky krmiva po premyti s McDougallovym pufrom boli
su§ené do kon3tantnej hmotnosti pri teplote 105°C k stanoveniu strdvitelnosti sudiny
(DM) a detergentnej vldkniny (Goering a Van Soest, 1970). Mikrobidlna su-
gina effluentu (PDM) bola ziskana dvojndsobnym centrifugovanim effluentu pri 20000 g
po dobu 30 mindt, dvojndsobnom premyti vodou a vysuSenim zbytku do konStantnej
hmotnosti pri teplote 105°C. V nestrdvenych zbytkoch krmiva sme stanovili kyselinu
diaminopimelovid (DAPA) za G&elom stanovenia mikrobidlnej biomasy zbytkového krmi-
va (Czerkawski, 1974; Wallace a i, 1981). Koncentrdcia unikavych mastnych
kyselin (UMK) v effluente bola stanovena metédou plynovej chromatografie (Cottyn
a Boucque, 1968) za pouZitia kyseliny kroténovej ako interného $tandardu na ply-
novom chromatografe Perkin Elmer 8500. Objem produkovangch plynov bol merany
prietokovym plynomerom a plyny (metdn a CO:) boli analyzované plynovou chroma-
tografiou (Czerkawski a Clapperton, 1968) na plynovom chromatografe
Chrom 4. Koneéné produkty fermentédcie boli vypoclitané na zédklade stoichiometrie ba-
chorovej fermentacie ako to uvadza Czerkawski (1986).

VYSLEDKY

Fermentdcia kfmnej davky pocas celej doby experimentu prebiehala
pri pH 6,82—6,96 fermentacného média. VSetky tri druhy monenzinu vy-
znamne ovplyvnili zdkladné parametre fermentacie kfmnej davky v ume-
lom bachore. Prejavilo sa to vyznamne niZSou stravitelnostou suSiny
(DM), neutrdlnej detergentnej vldkniny (NDF), kyslej detergentnej vlak-
niny (ADF), celulézy (C) a hemicelulézy (HC) kfmnej davky, ako aj
vyznamne niZ$ou celkovou produkciou plynov, metdnu a CO, (tab. I).
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I. Vplyv monenzinu na strvitelnost sudiny a vldkniny kifmnej dédvky a produkciu ply-
nov — The effects of monensin on the digestibility of feed ration dry matter and fibre
and on gas production

Monenzin 0 ' 5 ’ 5 5
(mg . den—1)! USA | CSFR Bulharsko!0
Strﬂvitel‘nostrvﬁ ) il R see
DM diéty? | 48,18 + 1,11 40,70 -t 0,40 | 40,92 + 0,62 40,81 + 0,85
(%) | e T -
Stréavitelnost ‘ 1 o ".. , i o ; -
NDE (0] | 44024 1,10 30,58 + 0,93 32,67 + 0,69 31,48 4+ 0,99
StravitelInost a6 - 5 - ; . s 5 -
ADFY (%) 3931 + 1,30 22,62 + 052 | 2327 + 0,80 22,46 + 0,50
| - N |
Stravitelnost 1 - . _ o
celulézy® (%) 41,91+ 1,24 27,48 4+ 0,49 28,99 + 0,89 27,88 1+ 0,46
“Stravitelnost e 7 X e
hemicelulozy® 56,83 + 0,92 47,83 -+ 0,35 4994 + 0,52 48,65 + 0,73
%) :
Celkové e ee e
::f;’g(‘)‘",‘““ 2376,66 = 87,49 | 1898,33 + 84,49 | 1818,33 - 9327 | 1979,16 + 85,34
(ml.deii-1)7 _ .
Produkcia CHy e vee i
(mmol . | 12,67 + 0,99 1,50 -+ 0,68 4,01 + 0,77 3,74 + 0,93
- defi—1)8 | , )
Produkcia CO2 - e .
(mmol . 22,10 + 2,17 13,51 4 0,82 13,29 + 1,08 10,92 4+ 1,40
. defi—1)9

!monensin (mg per day), “diet DM digestibility, 3NDF digestibility, ADF digestibility,
>cellulose digestibility, ®hemicellulose digestibility, 7total gas production (ml per day),
8CH4 production (mmol per day), CO2 production (mmol per day), 10Bulgaria

Vysvétlivky pro tab. I—IV — Explanatory notes to Tabs. I—IV:
+ S$tandardné strednd chyba (SEM]); * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 — -+ stan-
dard error mean (SEM); * P <0.05; ** P <0.01; *** P < 0.001

Monenzin ovplyvnil aj produkciu celkovych i jednotlivych UMK (tab. II).
Sved¢i o tom vyznamné zniZenie produkcie celkovych UMK, kyseliny
octovej, n-maslovej, n-valérovej a izovalérovej, ako aj pomeru acetat : pro-
pionéat. Produkcia kyseliny propionovej bola vplyvom monenzinu vyznam-
ne zvysena.

Okrem spomenutych zdkladnych parametrov fermentédcie vSetky tri dru-
hy monenzinu ovplyvnili aj konetné produkty fermentdcie kfmnej dav-
ky, ktoré sme stanovili kalkulaciou zo znamych stoichiometrickych vzta-
hov v bachore.

V tab. III uvddzame hodnoty tychto ukazovatelov konetnych produktov
fermentécie: energetickd vytaznost UMK (E), vyuZitie gluk6zy, produk-
cia adenosintrifosfatu (ATP), fermentované hex0zy a fermentovana orga-
nickd hmota. Hoci monenzin vyznamne 2zvy$il energeticki vytaZnost
UMK, ostatné spominané ukazovatele konec¢nych produktov fermentéacie
boli vyznamne zniZeneé.

VETERINARNI MEDICINA — 1992 13



1I. Vplyv monenzinu na produkciu celkovych i jednotlivyjch UMK — The effects of
monensin on the production of total and individual VFA

5 5 5 l

Monenzin F
USA CSFR Bulharsko!!

(mg.deii—1)!

“Produkcia e e ‘
effluentu 910,83 -+ 6,51 925,00 - 8,92 765,50 - 8,65 845,00 1 8,71 |
(ml.deti-1)2 | T
NHj3-N
(mmol . 5,75 + 0,63 5,61 4 0,72 6,19 -1- 0,61 5,46 -1- 0,70
.deii—1)3 {
Produkcia i _—_— - e
celkovych s R ” ? 9 )

UMK (mmol . 45,07 4+ 1,71 33,89 41,27 35,68 -1 0,73 37,19 +- 0,91 i

~dedi-h)d  f = e e e e
Produkcia
kyseliny wen
octovej 29,92 + 1,20 18,00 + 0,54 19,79 -{- 0,54 20,33 1+ 0,51
(mmol .
.defi—1)5
Produkcia
kyseliny RS e PR
propionovej 8,63 -+ 0,47 13.40 - 0,64 13,55 -t- 0,53 14,63 -+ 0,95
(mmol .

_den—1)6
Produkcia
kySe““y L LI LR
n-maslovej 3,41 + 0,27 1,27 4+ 0,05 1,30 -+ 0,05 1,18 + 0,17
(mmol . ‘
.deii—1)7 B \
Produkcia

| kyseliny o Ao

n-valérovej 1,13 4+ 0,05 1,00 + 0,14 0,86 -+ 0,09 0,81 4 0,18

(mmol .

.deii—1)8

Produkcia

| kySeliny . en e e e

izovalérovej 1,59 4- 0,14 0,19 - 0,01 0,21 -+ 0,01 0,21 + 0,01

(mmol .

.deii—1)? o " B

Pomer ' Y " un

acetat : pro- 3,48 4+ 0,29 1,34 - 0,07 1,45 - 0,08 1,39 -+ 0,08

pion4ti0 ‘

l

Imonensin (mg per day), Zeffluent production (ml per day), 3NH3-N (mmol per day),
‘total VFA production (mmol per day), Sacetic acid production (mmol per day), “pro-
pionic acid production (mmol per day), “n-butyric acid production (mmol per day),
Sn-valeric acid production (mmol per day), “isovaleric acid production (mmol per day),
W0acetate : propionate ratio, 'Bulgaria

Na zédklade vysledkov stanovenia mikrobidlnej susSiny (PDM) effluentu
a DAPA v zbytkovom krmive sme stanovili celkovi produkciu mikrobidl-
nej susiny vytvorenej pocas fermentéacie v Rusitecu. V tab. III sme ju vy-
jadrili v g . kg~! strdvenej DM kfmnej ddvky podobne ako produkciu ATP
v mol . kg~! strdvenej DM. Pomocou tychto ukazovatelov sme vypocitali
ucinnost syntézy mikrobidlnej hmoty — Y,rp. Ako je vidiet z vysledkov
v tab. III, najvy3sia Y,re bola zistena pri pouZiti monenzinu z CSFR a USA.
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I11.

Vplyv monenzinu na kone¢né produkty fermentécie a na dginnost syntézy mikro-

bidalnej hmoty — The effects of monensin on the end products of fermentation and on
the efficiency of microbial matter synthesis

|

| Monenzin ll 0 5 5 5

| (mg.den-1)! | Usa CSFR Bulharsko®

——— — |

. LE (%) 73,51 4- 0,27 81,91 -+ 0,29 81,11 + 0,27 81,61+ 066 |

] I | — e ey o |

. Vyuzitie | - en v
fl'l‘,':]‘(’ﬁy | 2383 4 094 17,98 4 0,69 18,81 - 0,36 17,18 =+ 1,35

- den—1)? I R N , -
Produkcia b . *
ATP (mmol . 108,66 1 4,72 83,29 + 3,01 89,34 -+ 2,11 79,14 - 8,48
-defiml)3 S S A
“Mikrobidalna e see “ew
?:“”}‘(Z_,] 94,44 4 3,12 132,35 -}- 4,56 144,42 + 4,12 128,83 + 3,81
stravenej DM! ! - ;
ATP ‘ *

(mol . kg~1) 15,34 -1- 0,61 13,91 -+ 0,65 14,85 +- 0,72 15,52 -+ 0,78
_strivenej DMS | ] \ B -
Yare 6,20 - 0,28 9,55 -+ 0,33 ‘ 9,75 + 0,24 8,29 + 1,28

(g.mol 1) ,

Fermentované 3 o e ‘ ' T EcH
hexozy (mmol. 22,69 + 0,89 1 16,98 + 0,63 | 17,94 + 0,36 16,34 4 1,36
.deni—1)6 | ] |
OME 386 1-015 | 291011 | 3,04 -+ 0,05 3,16 - 0,08
(g.den—1)7 O ‘ } 3,04 = 0, 3, §

!monensin (mg per day), 2glucose utilization (mmol per day), 3ATP production (mmol
per day), ‘microbial dry matter (g per kg) of digested DM, SATP (mol per kg) of di-
gested DM, °fermented hexoses (mmol per day), 7OMF (g per day), 8Bulgaria

VS8etky tri druhy monenzinu mali znacny vplyv na bilanciu metabolic-
kého vodika (H.) — tab. IV. Jeho vplyvom sa vyznamne zniZila produkcia,
utilizacia i ndvratnost metabolického H,. Metabolicky H. bol najviac vy-
uZity na produkciu UMK, menej na produkciu metdnu a mikrobidlnej
hmoty.

DISKUSIA

Hlavny ucinok monenzinu pocas 12diiového experimentu na fermenta-
ciu v Rusitecu sa prejavil vo forme jeho vplyvu na stravitelnost susiny
a vlakniny kfmnej davky (tab. I). VSetky tri druhy monenzinu (5 mg.
.defi~') zniZili straviteInost DM o 15 %, celulézy o 33 %), hemicelulozy
0 14 %, ADF o0 42 % a NDF o 28 0. V experimente s pridavkom 33 mg
monenzinu sa zniZila stravitelnost kfmnej ddvky pozostdvajicej zo sena
a jacmeria (50:50 %) o016 % (Wallace a i., 1980). StraviteInost su-
Siny a vldkniny kfmnej ddvky bola tieZ zniZena vplyvom 2, 10 a 50 mg
monenzinu (Wallace ai., 1981).
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IV. Vplyv monenzinu na produkciu, utilizdciu a n4vratnost metabolického vodika —
The effects of monensin on the production, utilization and recovery of metabolic hy-
drogen

Monenzin 0 5 ‘ 5 ' 5
(mg.deii—1)! USA ‘ CSFR ! Bulharsko8

Produkcia LR R d .- w -
vodika (mmol.| 85,55 1 3,34 57,53 + 2,08 60,82 + 1,25 62,50 + 2,63
.den—1)2
Utiliz4cia
vodika na * i b
produkciu 28,67 4+ 1,33 33,37 41,61 32,92 4- 0,52 34,91 4+ 1,26
UMK (mmol .
.den—1)3
Utilizacia
vodika na e
produkciu
metanu
(mmol .
.deni—1)4
Utilizacia
vodika na
produkciu
mikrobidinej 5,41 40,12 6,41 + 0,13 7,04 + 0,12 6,26 + 0,11
biomasy
(mmol .
.deii—1)°
Utilizacia
vodika
celkova 84,77 + 3,22 e ho
(mmol . 45,81 + 2,12 56,01 -+ 1,86 56,14 -+ 2,02
.defi—1)6

50,69 + 3,98 6,03 4 1,23 16,05 4= 3,09 14,97 -+ 1,66

e e -

Néavratnost . .
vodfka (%)7 5,00 79,62 92,09 89,82

Imonensin (mg per day), hydrogen production (mmol per day), 3utilization of hydro-
gen for VFA production (mmol per day), “utilization of hydrogen for methane pro-
duction (mmol per day), Sutilization of hydrogen for microbial biomass production
(mmol per day), °total hydrogen utilization (mmol per day), 7hydrogen recovery,
SBulgaria

V kfmnych pokusoch na zvieratdch monenzin zvySoval (Joyner a i.,
1979), resp. neovplyviioval (Utley a i, 1977) straviteInost kfmnej dav-
ky. Vysvetlenie tohto diferencovaného uc¢inku monenzinu na straviteInost
krmiva je, Ze v umelom bachore je rozsah riedenia a doba fermentacie
kon$tantna (v tomto experimente to bolo 0,034 a 48 h), zatial o mo-
nenzin v podmienkach in vivo predlZuje retencny cas krmiva v bachore
(Allen a Harrison, 1979). Daldie vysledky ukazali, Ze v3etky tri
druhy monenzinu vyznamne redukovali produkciu celkovych UMK (o 8
aZ 12 mmol . defi~!), kyseliny octovej (o 9—11 mmol. defi~'), n-maslovej
(o 2,1—2,2 mmol . defi~!), n-valérovej a izovalérovej a zvys$ili produkciu
kyseliny propiénovej (o 4,8—6,0 mmol . deri) — tab. II. Zmeny v propor-
cii jednotlivfch UMK sa prejavili aj v pomere acetat: propionat, ktory
bol vyznamne zniZeny (—60 %). Tento profil aktivity monenzinu je po-
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rovnatelny k inym experimentom in vitro (Van Nevel a Demeyer,
1977; Wallace a i, 1981; Stanier a Davis, 1981). V tomto
experimente hola vplyvom monenzinu zniZena aj celkova produkcia ply-
nov, produkcia metanu a CO, (tab. I). Produkcia metanu resp. CO, bola
zniZena z 12,67 na 1,50—4,01 mmol . den ', resp. z 22,10 na 10,52—12,67
mmol . deii~'. Podobné vysledky dosiahli v pokusoch s monenzinom na
Rusitecu aj Wallace ai. (1980,1981)a Stanier a Davis (1981].

Zo znamych stoichiometrickych vztahov v bachore je moZné kalkuld-
ciou stanovit konec¢né produkty fermentacie (Czerkawski, 1986)
a energeticka vytaznost UMK (Orskov a i, 1968). Vplyvom monenzi-:
nu sa vyznamne zvySila energeticka vytaznost UMK, avSak utilizacia glu-
kozy, mnoZstvo fermentovanych hexoz a fermentovanej organickej hmo-
ty sa vyznamne zniZili. Je to odrazom vplyvu monenzinu hlavne na pro-
dukciu kyseliny octovej, propionovej, n-maslovej a n-valérove;j.

Vyznamnym zdrojom energie v mikrobialnom metabolizme je ATP. Vply-
vom monenzinu v tomto experimente, hlavne v désledku zniZenej tvorby
metanu, poklesla produkcia ATP (tab. I1I1). Monenzin z USA, CSFR a BLR
pozitivne ovplyvnil (zvy3il) syntézu mikrobidlnej hmoty (v g) vytvore-
nej na mol ATP. Na zdklade vysledkov uvedenych v tab. III vSak usudzu-
jeme, Ze najvyraznejSi vplyv na ucinnost syntézy mikrobidalnej hmoty
(Yare) vykazoval monenzin z CSFR a USA. Nase vysledky st v zhode so
stanovenim Yy, ktoré sa zvySovalo pri dodani 2, 10 a 50 mg.dei '
(Wallace a i, 1981) resp. 33 mg monenzinu na deii (Wallace a i,
1980), avSak v kontraste s idajmi Van Nevel a Demeyer (1979),
Stanier a Davis (1981). Hoci pri¢iny tychto diferencii nie st zna-
me, je mozné, zZe pouzitie rozdielnych metod pouzitych k stanoveniu mi-
krobidlnej su8iny effluentu a zbytkového krmiva st toho pricinou. My
sme stanovili mnoZstvo DAPA baktérii spojenych s nestravenymi castica-
mi krmiva, ako aj mnoZzstvo mikrobidlnej sudiny effluentu (PDM] co re-
prezentuje vicsinu produkovanej mikrobidlnej biomasy (Czerkawski
a Breckenridge, 1977, 1979a, b).

Kalkuldciu navratnosti metabolického H, sme uskutoc¢nili podla stoi-
chiometrie, ktord popisali Marty a Demeyer (1973) a Demeyer
a Van Nevel (1975). Ako vyplyva z tab. IV vplyvom monenzinu sa
vyznamne zniZila produkcia, utilizdcia i ndavratnost metabolického H,
a jeho distribiicia do UMK a mikrobidlnej biomasy sa zvySovala a do me-
tanu znizZovala. Podobné vysledky dosiahol v pokuse s monenzinom v ume-
lom bachore aj Stanier a Davis (1981).

Zaverom je mozné konStatovanie, Ze vSetky tri druhy monenzinu mali
velmi podobny vplyv na zdkladné a konec¢né produkty fermenticie kfm-
nej davky v Rusitecu a vyznamne ovplyvnili bachorovi fermenticiu. Roz-
dielny vplyv vSak vykazovali na tucinnost syntézy mikrobidlnej hmoty
(Yarr), ktora sa prejavila vy$§imi hodnotami pri pouziti monenzinu z CSFR
a USA.
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JALC, D. — BARAN, M. — PETKOV, A. |. — OBLAKOV, N. C. — ENEV, E. L. (Institute
of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Ko$ice; University of Zooveterinary
Medicine, Stard Zagora, Bulgaria): The effects of monensin (USA, CSFR, Bulgaria) on
the fermentation of feed rations in a artificial rumen (Rusitec). Veter. Med. (Praha}, 37,
1992 (1): 11—19.

An experiment was made with the Rumen Simulation Technique (Rusitec) in which
the fermentation of a mixed ration of hay (12.8 g/d) and bruised barley (3.2 g/d) was
compared with the fermentation of the same diet in the presence of 5 mg monensin/d
from the USA, CSFR and Bulgaria. The fermentation of the mixed ration was signi-
ficantly affected by all three kinds of monensin. The digestibility of dry matter (DM)
in the rations declined in the presence of monensin from 48 % to 40 9% (tab. I). The
digestibility of detergent fibre, cellulose and hemicellulose also declined in the pre-
sence of monensin (tab. I). The production of methane decreased (—70 %) and CO.
production dropped too, but this decrease could be accounted for by the changes in
the production of volatile fatty acids and redistribution of metabolic hydrogen (tab. I).
Monensin decreased the production of total volatile fatty acids (—21 %), the pro-
duction of acetic (—35 %], n-butyric, n-valeric and isovaleric acids (tab. 1I] and
increased the production of propionic acid (60 %]). The production, utilization and
recovery of metabolic hydrogen were significantly increased in the presence of all
three kinds of monensin (tab. IV). The end products of fermentation were affected by
an addition of monensin to the mixed ration. All three kinds of monensin increased
energic efficiency of volatile fatty acids, decreased adenosinetriphosphate (ATP) pro-
duction, the amounts of fermented hexose, organic matter fermented and utilization
of glucose (tab. IIT). The efficiency of microbial matter synthesis (Yarp) by the effect
of monensin from the USA, CSFR and Bulgaria increased from 6.20 to 9.55; 9.79 and
8.29, respectively (tab. III). It follows from this result that monensin from the CSFR
and USA had the greatest effect on the synthetic processes of microbial ecosystem.
Also, monensin caused a considerable shift in the microbial ecosystem in Rusitec, which
was reflected by increased propionate production, reduced methane production and
increased efficiency of microbial matter synthesis at fermentation of the mixed ration.

Rusitec; monensin; VFA; methane; end products of fermentation; efficiency of micro-
bial matter synthesis
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Upozornéni pro prispévatele a ¢tendre casopisu
VETERINARNI MEDICINA

Pro lepsi zpristupnéni vysledkd c¢eskoslovenského vyzkumu
zahrani¢nim odbératelim rozhodla redakéni rada c¢asopisu
VETERINARNI MEDICINA uvefejiiovat rozsifené, podrobng
zpracované (s odkazy na tabulky a obrdazky) souhrny v an-
glictiné. Od roc¢niku 1992 jsou tyto souhrny podminkou pro
prijeti prispévkil do tisku.

Proto zaddme autory naseho casopisu, aby prispévky zasi-
lané do redakce vybavili kratSim souhrnem, ktery bude pub-
likovan v ceStingd C¢i slovensting, a dale delS$im souhrnem
(v rozsahu do dvou rukopisnych stran), ktery bude prelozen
do anglic¢tiny.

Doufame, Ze se toto opatreni setkda s priznivym ohlasem jak
u autort, tak i u ¢tenadrt naseho ¢asopisu.

Redakce casopisu

20

VETERINARNI MEDICINA — 1992




TESTOVANI NOVEHO KONZERVACNIHO PRIPRAVKU VZORKU MLEKA
MILKOFIX PRO UCELY INFRACERVENE ANALYZY ZAKLADNIHO
SLOZENI MLEKA. I. OVERENI BAKTERIOSTATICKYCH

A BAKTERICIDNICH VLASTNOSTI A INTERFERENCNIHO VLIVU

0. Hanus, P. Benda, V. Genéurova

HANUS, 0. — BENDA, P. — GENCUROVA, V. (Vyzkumny tGstav pro chov skotu,
Rapotin): Testovdni nového konzervaéniho pripravku vzorki mléka Milkofix pro
ucely infracervené analyzy zdkladniho sloZeni mléka. 1. Ovéieni bakteriostatic-
kych a baktericidnich vlastnosti a interferenéniho vlivu. Veter. Med. (Praha), 37,
1992 (1): 21—31.

Hygienické, ckologické a zdravotni problémy s konzervaci vzorkii pro analyzu
zékladnich slozek mléka vedou ke stdlé snaze nalézt méné zdvadny chemicky
konzervacni prostifedek, ktery udrZi po potfebnou dobu originalni sloZeni vzorku
a neovlivni analyzy. TrZicky (1990) navrhl konzervacni prostiredek Milko-
fix (M) na béazi slouCeniny stfibra. Autor uvadi minimalni rizikovost pfipravku
v porovnani k tradi¢nim konzervovadlim. Konzervacni acinnost Milkofixu byla
srovndna s jinymi konzervovadly: K:Cr207 (C), NaN3 (A) a bronopol (B). Byly
pouZity nasledujici koncentrace: A — 0,0085 g NaN3 a 0,0630 g NaCl, B — 0,0050 g
bronopolu a 0,0500 g NaCl, C — 0,0330 g K2Cr207 a 0,0670 g KCl v tablets, M
— 0,1250 g smeési, vie na 25 ml mléka. Zjisténa antibakterialni dc¢innost M se
projevila pomalejSim poklesem aktudlni kyselosti, resp. vzrlstem titradni kyse-
losti ve vzorcich s M oproti nekonzervovanym (N). Ze startovaci hodnoty pH
6,3 klesla hodnota varianty N po dvou dnech na 3,8, varianty M po deviti dnech
na 4,9 a varianty A po dvanéacti dnech na 5,7. Pro SH vzrostla hodnota v stejném
case z 6,5 (2,5 mmol.1-!) na 28,6 u N, 223 u M a 94 u A. Pti uloZeni vzorki
mléka pti teplot& 4°C je tendence podobnd, oviem rozdily mezi zplisoby kon-
zervace jsou oproti uloZeni pri teploté 20°C poné&kud zastfené. Normovana hod-
nota SH 9,0 (2,5 mmol.l-!) pro m&fFenf na infraanalyzatoru byla prekrofena
u vzorkii N po 24 h, u M po 4 dnech a u A po 12 dnech pfi teploté 20 °C. Rovné&Z
pri sledovéani ristu mikroorganismi (CPM) byl tento pomalejsf u M neZ u N,
ale rychlejsi neZ u vzorkl varianty C. Genera¢nf{ doba CPM u N ¢inila 1,6 h, u M
24 h aucC 7 9 h Délka lag faze téchto smiSenych kultur €inila u M 24 h, u C
60 h a chybela u varianty N. Prok&zané antibakteridlni acinky Milkofixu byly
slab3i neZ u A, bronopolu a C, coZ se projevilo i v hodnotach minimélnich inhi-
bi¢nich koncentraci vii¢i Bacillus stearothermophilus var. calidolactis (IN test).
Nejvy33i interferenni vliv konzervovadel na infracervenou analyzu (Milko-Scan
133 B) byl zaznamenan u Milkofixu pro laktézu v hodnot& 0,140 %. Tuto hodnotu
je jest& moZné kompenzovat kalibraci pristroje. Na zdkladé dosaZenych vysledki
lze pripustit pti konzervaci vzorkli mléka Milkofixem jejich mé&rFeni maximéalné
do 4 dnit po odbé&ru v uloZeni pfi teploté 20°C a do 9 dni pFi teplot& 4°C.

vzorky mléka; infraCervend analyza; Milkofix; bronopol; azid sodny; dvojchro-
man draselny; aktualni kyselost

PFi transportu vzorki mléka k analyze je Casto obtiZné zajistit adekvat-
ni chladovou konzervaci. Proto je zpravidla nutné pouZivat chemicka kon-
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zervacni Cinidla. Tim vznika ekologicky problém odpadniho mléka a casto
riziko pro pracovniky pfi dlouhodobé expozici ucink@ konzervacniho ¢i-
nidla. Jsou popséna rizika pri pouziti rtznych konzervac¢nich prostied-
ki a jejich konzerva¢ni uc¢innost (Weaver aj., 1977; Kroger, 1985;
PSL Microtabs, 1987). Kroger (1985) déale podrobneé specifikoval vse-
obecné poZadavky na pripadné konzervacni prostiedky.

V souCasné dobé jsou v riiznych zemich pouZivany razné konzervacni
prostiedky. Skandindvské zemé& a Velka Britdnie pouZzivaji Bronopol, ve
Spolkové republice Némecko je to azid sodny, misty, podobné jako u nas,
pretrvava pouZiti drive nejrozsifenéjSiho dvojchromanu draselného. Ten
vykazuje zrejmé zatim nejlepsi konzervacni ucinky, v poslednim deseti-
leti je oznaCovan velmi Casto minimalné jako problematicky (karcino-
gen, alergen). Jeho pouZiti je spojeno s hygienickym problémem likvida-
ce odpadniho mléka, kdy je nutné urychlit redukci Sestimocného toxic-
kého chromu na biologicky neskodny trojmocny (Weaver, 1977). Po-
souzenim rtznych konzervacnich prostredki z riznych hledlsek se v po-
slednim obdobi dale zabyvali Renner a Omeroglu (1971), Buc h-
berger aj, (1971, 1975), Kvapilik a Suchéanek (1974), Tho-
masow a Paschke (1976, 1981), Ardo6 (1979), Ng-Kwai-Hang
a Hayes (1982), Hanu$§ a Zvackova (1987).

Minimdalnim pozadavkem pro vhodny chemicky konzervacni prostre-
dek je schopnost zajistit ,testovatelnost vzorku“. To znamend, ze vzorek
mléka si zachova své originalni slozeni od okamziku odbéru do okamzi-
ku analyzy, pficemZ pouZitd substance neovlivni vysledky analyzy (Kr o -
ger, 1985). To v pripadé pouziti infracervené analyzy mléka predpokla-
d4d pokud mozno co nejniZsi interferencni vliv pouzZitého konzervac¢niho
prostifedku na vlnovych délkach prisluSejicich tuku, bilkovinam a lakto-
ze. V3eobecn& se povazuje za mozné ,maly” interferencni vliv kompen-
zovat kalibraci pristroji. Firma Multispec uvedla vysledné hodnoty inter-
ferenc¢niho vlivu nékterych substanci pouzivanych jako konzervacni ci-
nidla vzorkd mléka (tab. I).

Hygienické problémy spojené s likvidaci odpadniho mléka konzervo-
vaného dvojchromanem draselnym vedly k ovérovani nékolika druhii kon-
zervacnich ¢inidel. TrZicky (1990) navrhl novy konzervacni prostie-
dek vzorkii mléka s pracovnim nazvem Milkofix Forte (dale jen Milko-
fix — M) na bazi slouCeniny stribra. Podle udaji autora jde o prostre-
dek s minimalni ekologickou rizikovosti ve srovnani s jinymi pouZivany-
mi konzervacnimi prostredky. Cilem prace je posoudit vhodnost tohoto
prostiedku pro ucely infraCervené analyzy mléka. Aby bylo dosazeno
$irgi informace i mimo ramec Milkofixu, byl srovnan s nékolika bézne
pouZivanymi konzervovadly.

MATERIAL A METODA

Do testovani byly zahrnuty Ctyri konzervacni prostredky vzorkd mléka v téchto kon-
centracich:

1. Azid sodny (A) NaNj podle ddaji Milchpriffring Bayern (1988). Konzervatni smes
0,0085 g NaN3 a 0,063 g NaCl na 25 ml mléka.

2. Bronopol (B) — (2-bromo-2 nitro- 1,3 propandiol), upraveno podle udaji PSL
Microtabs (1987). Konzerva&ni smés 0,005 g bronopolu a 0,050 g NaCl na 25 ml mléka.

3. Dvojchroman draselny. ON 570532 a 57 0536 pripoustéji 1 mg K:Cr207 na 1 ml
mléka. V kontrole uZitkovosti, kde je nutno pocitat s deldi prepravou vzorkl se pouZi-
va 1,3 mg.ml-!. V pokuse byl pouzit tabletovany dvojchroman draselny [(MERCK)
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coz cinilo 0,033 g K-Cr-0O; a 0,067 g KCI na 25 ml mléka (C). Dale byl pouZit tableto-
vany dvojchroman draselny (SPP Trnava) obdobného sloZenf (D).

4. Milkofix Forte (M). Podle ddaji autora (TrZicky, 1990) 0,125 g konzervacnf
praskové smeési na 25 ml mléka. Smés byla pouZita v testovanf nebarvena a ve Zluté
barvé. Nekonzervované vzorky jsou znaceny symbolem N.

V testu 1 byly dva bazénové vzorky mléka oSetfené zplisoby A, M, N rozpipetovany
do vzorkovnic (bez sterilizace vzorkovnic) a uloZeny pii teplot& 20°C (1) a 4°C (II)
v temnu. Denné& po dobu 12 dnid (I) a 18 dni (II) byla v t&chto vzorcich stanovovéna
hodnota aktuédlni kyselosti [pH) a titracn{ kyselosti (°SH resp. 2,5 mmol .1-!). Z hod-
not dvou vzorki byl vypocten aritmeticky primér pro hodnotu pH a SH za piislusny
den.

V testu 2 byly tii bazénové vzorky mléka steriln® odebrdny. V laboratori byly roz-
déleny do inkubacnich nadobek s oSetfenim C, M. N. Varianta M byla ovérovdna ve
trech koncentracich bez barviva: M 1 0,075 g, M 2 0,100 g a M 3 0,125 g na 25 ml mlé-
ka, pricdem2 varianté M odpovida varianta M 2 (0,100 g bez barviva == 0,125 g s bar-
vivem). KaZdy bazcénovy vzorek byl inkubovdn ve dvou opakovdnfch péti variant coZ
znamenalo 30 vzorka k denni analyze. Vzorky byly uloZeny pri pokojové teploté v tem-
nu. Celkovy pocet mikroorganismi (CPM) byl stanovovdan denné ve vzorcich nesraZe-
nych, vzorky s masivni srazeninou byly vylucovany z pokusu. CPM byl stanoven kul-
tivaéni metodou na Petriho miskdch v agaru obohaceném glukézou pii teplotd 32°C po
72 hodin. Pocitany byly veSkeré izolované kolonie mikroorganismi, vyrostlé na povr-
chu ¢i uvnité kultivacniho média. K hodnocenf vlivu konzervaénich ¢inidel na CPM
byla pouzita generadni doba v logarilmické fazi rastu, délka lag fdze rhstove krivky
a maximélni dosaZena hodnota CPM béhem inkubace.

V testu 3 byly postupnym tredénim vychozich koncentraci konzervacnich ¢&inidel A,
B, C a M ve vodé a v mléce stanoveny minimalnf inhibitn{ koncentrace (MIK) t&chto
substancf na mikrodestidkach IN test (MP Klatovy). K tedéni byly pouZity pouze ty
vzorky mléka, které v syrovém nekonzervovaném stavu vykdézaly nepiitomnost inhi-
bi¢nich latek metodou IN test.

V testu 4 bylo provedeno stanoveni interferen¢niho vlivu pffdavku konzervovadla
A, B, C, D aM do destilované vody a mléka na vinové délky pouZité k meéfeni obsahu
tuku, bilkovin a laktézy na automatickém infraanalyzdatoru mléka Milko-Scan 133B
(Foss Electric, Dansko). Mé&reni bylo provedeno hned po rozpusténi ¢inidel, tj. asi do 2 h
po priddni do vzorku a pak po 24 h od pfridani pti teplotd uloZenf 4°C. Bylo pouZito
pét bazénovych vzorki mléka. Diference pro tuk, bilkoviny a laktézu byly vypocteny
v prfpad& vodnych roztok@l jako rozdily mezi nulovym bodem pfistroje sefizenym na
destilované vodé a hodnotami zmérenymi ve vodnych roztocich konzervacénich ¢inidel
a v pitipadé mléka jako primérné rozdily mezi nekonzervovanymi a konzervovanymi
vzorky.

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky testu 1 jsou shrnuty v obr. 1 aZ 4. Z obr. 1 a 3, které zachy-
cuji dynamiku hodnot pH a SH ve vzorcich mléka uloZenych pri teploté
20 °C je patrné, Ze vzorky nekonzervované (N) se srazily po dvou dnech,
vzorky M po deviti dnech a vzorky A se nesrazily po dvandct dni sledo-
vani. Ze startovaci hodnoty pH 6,3 (obr. 1) klesla hodnota varianty N po
dvou dnech na 3,8, varianty M po deviti dnech na 4,9 a varianty A po
dvanédcti dnech na 5,7. Ze startovaci hodnoty SH 6,5 (2,5 mmol.17})
vzrostla tato u N ve stejné dobé na 28,6; u M na 22,3 a u A na 9,4 (obr.
3). Hodnota SH 9,0 (2,5 mmol .1"'), kterd je podle ON 57 0536 maximalng&
pFipustnd pro vzorky mérené na infracervenych analyzdtorech byla pre-
krocena u vzorkd N jiZ po 24hodinovém uloZeni, u M po &tyfech dnech
a u A po dvandcti dnech. Obr. 2 a 4 znazoriiuji vyvoj pH a SH vzorki
uloZenych pfi teploté 4 °C. Zde nedoslo b&hem skladovéani ke sraZeni vzor-
ki, pFicemZ hodnota pH poklesla z 6,3 (obr. 2) u N na 5,3 po dvanacti
dnech u M na 5,6 po 18 dnech a u A rovnéZ na 5,6 po stejné dob&. Hodno-
ta SH (obr. 4) ve stejné dob& vzrostla z 6,5 (2,5 mmol.1"!') u N na 16,0;
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1. Dynamika hodnot pH v Case uloZeni vzork( mléka
pri teploté 20°C pro vzorky nekonzervované (N...),
konzervované Milkofixem (M—) a konzervované azi-
dem sodnym (A---); S==srazeni vzorku mléka (vy-
svétlivky plati pro obr. 1—4) — Variations in pH

values in the course of milk sample storage at a tem-
perature of 20°C for untreated samples (N...), Mil-
kofix-treated (M—) and sodium azide treated samples
(A---); S=coagulation of milk sample (explanatory
notes appl. to Figs. 1—4)

ldays

1
3. Dynamika hodnot SH (2,5 mmol.1-') v ¢ase ulo-
zeni vzorkd mléka pri teploté 20°C pro vzorky N,
pro vzorky M a pro vzorky A — Variations in SH

values (2.5 mmol/1) in the course of milk sampie
storage at a temperature of 20°C for N samples, for
M samples and for A samples

ldays
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4. Dynamika hodnot SH (2,5
mmol .1-1) v &ase uloZen{ vzor-
ki mléka pri teplot& 4°C pro

15: vzorky N, pro vzorky M a pro
T ig vzorky A — Variations in SH
+ & values (2.5 mmol/l) in the
SH 1 . course of milk sample storage
| e at a temperature of 4°C for N
I . e & samples, for M samples and for

10 T M:‘—-v o A samples
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T .4;/:1

u M na 11,7 a u A na 11,2. Kriticka normovana hranice SH byla prekroce-
na u N 7. den uloZeni, u M 10. den a u A 9. den uloZeni.

Pri srovnani vyvoje v obr. 1 a 3, 2 a 4 je zfejmé, Ze pfi teploté uloZeni
4°C je rozdil mezi zplsoby oSetieni vzorkd N, M, A vlivem efektu chlado-
vé konzervace ponékud zastfen, zatimco pfi teploté 20 °C je zFetelny. Po-
nékud vétsi kolisani predevsim u hodnot pH ze dne na den (obr. 1 a 2),
u SH je vyvoj v case plynulej§i — obr. 3 a 4, lze vysvétlit jednak pouZi-
tim nesterilizovanych vzorkovnic k uloZeni, takZe mikrobialni vklad
k vzorku mléka byl rizny od vzorkovnice k vzorkovnici a pak kolisdnim
stability pH metru ze dne na den. Rovnéz vzorky v terénu jsou vSak pro
ucely infracervené analyzy zdkladniho sloZeni mléka prepravovany v ne-
sterilnich vzorkovnicich, proto byl tento zplisob zvolen i v pokuse.

PonévadZ dynamika hodnot pH a SH ve vzorcich mléka v Case uloZeni
muiZe byt povaZovdna za obraz metabolické aktivity mikrobidlni konta-
minace, kterd je spojena s fyzikdlné chemickymi zménami, lze konsta-
tovat nasledujici: preparat Milkofix vykazal inhibi¢ni Gc¢inek (bakterio-
statické, popr. baktericidni vlastnosti) vic¢i mikrobidlnimu rozkladu vzor-
ki mléka, coZ se projevilo pomalejsim poklesem pH, resp. vzristem SH
v case oproti vzorkiim nekonzervovanym. Tento konzervacni ucinek byl
vSak niZ8i neZ u srovnavaného azidu sodného NaN,, zietelné pfi teploté
uloZeni 20 °C.

Vysledky testu 2 jsou zachyceny v obr. 5. U varianty N vychozi celko-
vy pocet mikroorganismi (CPM) se pohyboval v rozmezi 5.10°—8. 10°
CFU.ml % JiZ po 24 h inkubace vzorku do3lo k masivnimu pomnoZeni
CPM na hodnoty asi 10° CFU.ml~'. Po 48 h byly jiZ vzorky ¢astecné sra-
Zeny, hodnoty CPM dosahovaly 10° CFU.ml~% 72 h od poc¢atku inkubace
byly vzorky jiZ zcela srazené. Vzhledem k dlouhym odbérovym interva-
Iim zcela chybé&la lag faze. Generacni doba CPM byla znacné kratka,
pouze 1,6 h.
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Vychozi CPM u varianty C (obr. 5) byl vyrazné& vy$$i neZ u varianty N,
pravdépodobné v disledku kontaminace konzervacéniho c¢inidla, které se
aplikuje v pevném stavu. CPM dosahoval 10° CFU . ml~! mléka. Nésledo-
val vyrazny pokles CPM aZ na hodnoty 4. 10° CFU.ml ' mléka pro ter-
min 48 h. Poté nasledoval riist CPM aZ do terminu asi 6 dni od pocatku in-
kubace, kdy ruastovd kfivka CPM dosdhla vrchol hodnotami asi 3.10°
CFU.ml"'. Od Sestého dne po ukonceni sledovani 16. den jiZ nedo3lo
k podstatnym vykyvim CPM. Délka faze lagu byla vyrazné nejdelsi ze
sledovanych variant (mezi 48 a 72 h) a také generacni doba v logaritmic-
ké fazi rlstu nedosdhla niZsich hodnot nez 7,9 h. Prib&h riistové kiivky
CPM u variant M 1 az M 3 (obr. 5) mél podobny pribéh jako v pfipadé C.
Po pocatecnim poklesu CPM z 2.10* v Case startu aZ na 6.10° po 24 h
inkubace nésledoval rychly vzrist, pficemZ maxima CPM bylo dosaZeno
jiz 4. den hodnotou 2.10® CFU.ml~'. Obdobné jako u varianty C nedo-
chazi pak jiZ aZ do skoncéeni pokusu k vyraznym zméndm CPM. Lag faze
rastové kiivky trvala pouze 24 h a generacni doba se pohybovala kolem
2,4 h, pricemZ rozdily mezi subvariantami M 1 a M 3 byly statisticky ne-
prikazné jak pro délku lag faze, tak pro genera¢ni dobu a maximalni do-
sazené hodnoty CPM.

Prdace je zaméfena na konzervacni ucinky pfipravku Milkofix ve vzta-
hu nikoliv k mikrobidlnim, ale k fyzikdlné chemickym ukazatelim mlé-
ka. Proto je vysledky nutno posuzovat z hlediska pravdépodobnosti zmén
latkového sloZeni mléka a CPM do hodnot 10° CFU . ml~! povaZovat za pfi-
jatelné. Dale je nutné poznamenat, Ze k hodnoceni vysledku byly pouZi-
ty charakteristiky ristovych kfivek, které jsou exaktni pouze v pFipa-
dech, kdy je rostouci kultura uniformni. V naSem pripadé& se vét3inou jed-
né o typické smisSené kultury, a proto je nutno s timto védomim vysledky
posuzovat. Zcela jasn& nejvyssi konzervaéni ucinek vykadzal dvojchroman
draselny (C), kde nedolo po 4 dny ke zvy$eni CPM nad 10° CFU.ml "
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I. Srovnén{ test mezi kontrolnimi vzorky a kontrolnimi vzorky s ptidanymi konzervo-
vadly (upraveno podle Multispec, Blandford Systems Ltd, mé&feno na pifstrojich Milco-
-Scan 203 Foss Electric); vyjadifeno primérngmi diferencemi od kontrolnich vzorki —
Camparison of the tests between control samples and control samples with an addition
of preservatives (adjusted according to Multispec, Blandford Systems Ltd, measure-
ments performed on apparatuses Milko-Scan 203 Foss Electric); presented as average
differences from control samples

Tuk? (% iny3 4

Konzervacni cinidlo! Cem— _—[-——]——— B”‘;ﬁ/:,”l“y La{kol/g]za
| A | B filtes -

Labs Preservo, (Bronopol), ‘ i ’ = S e |
pragkova smés 10/25/827 | ik o Pk o001
Labs Preservo, (Bronopol), 1 ) 0 = 0002
praskova smes 12/8 828 l‘ 0,015 0,0005 0,002 0
Labs Preservo, (Bronopol), 0 0,004 —0.005 40,001
tablety? : - 2
Bronopol, ¢isty prasek!? -10,003 -0,001 +0,010 -+0,011

s . e = -
Boots Bronotab —0,029 —0,079 --0,038 --0,001 |
Nasco, dvojchroman draselny . _ ” '
tablety!l —0,021 —0,060 0,037 —0,020 l'
Nasco, kyselina borita, » g . B
tablety!? 0,001 —0,005 0,753 +4-0,336
German Milk Marketing Board, i E
azid sodny, tablety!? —0,028 0,074 —0,014 10,008

lpreservative substance, 2fat, 3proteins, ‘lactose, 5A filter, ¢B filter, 7powder mixture
10/25/82, 8powder mixture 12/8/82, °tablets, ¥pure powder, !!Nasco, potassium dichro-
wmate, tablets, 12Nasco, boric acid, tablets, 3sodium azide, tablets

Také generacni doba CPM v logaritmické [4zi ristu byla prikazné nej-
nizsi a naopak nejdelsi (asi 3 dny) byla faze lagu, kdy nedochézi k vzri-
stu CPM nad startovni hodnoty.

Milkofix ve srovnani s dvojchromanem draselnym vykazoval priikazné
nizsi konzervacéni ucCinek. Doba lagu cinila 24 h, generac¢ni doba v loga-
ritmické fazi byla prikazné& krat3i, vzestup CPM nad 10° CFU.ml"! na-
stal jiZ po 2. dni. Rozdil M oproti varianté N je v3ak statisticky vysoce
vyznamny, coZ umoZiiuje konstatovat urcitou konzervacni schopnost Mil-
kofixu. Zajimavé je, Ze koncentrace Milkofixu méla velmi maly vliv na
hodnocend kritéria a jeji zvy8eni by pravdépodobné& nevedlo k vyznamng
vy$8i konzervacni schopnosti. Pozoruhodné dale je, Ze kolonie vyrostlé
v M mély vyrazné mensi velikost a byly znacné potladené v ristu. Lze
proto predpokladat, Ze vliv na metabolickou aktivitu baktérii bude vys$3i
neZ vliv na schopnost déleni. Opa¢né& kolonie z varianty C byly normalni
velikosti, coZ je moZné op&t vysvétlit tim, Ze je zasaZen geneticky aparat
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I1. Minimaln{ inhibi¢ni koncentrace (MIK) konzerva¢nich prostiedki pro vzorky mléka
vii¢i testovacimu mikroorganismu B. stearothermophilus var. calidolactis v mikrolestié-
kdch IN-test (MP Klatovy) — Minimum inhibiting concentration (MIC) of preserva-
tives for milk samples with respect to the test microorganism B. stearothermophilus
var. calidolactis in IN-test microplates (Klatovy Dairy Industry)

! Béit;agdd{;ll(g}’?m MIK konzerva&n{ smeési® |
Konzervaéni ¢inidlo! oy " |7 v destilovaneé o -
k\ﬁ’;‘gg; Gcinna vodas v mléce’
A 4 P SO e e o g ani
- B smés? latka® |5 8ot Img.ml-! fedéno® |mg.ml-"
Azid sodny” 3 0,36 2% 1,50 2% 1,50
Bronopol!0 [ 2 0,20 4004 0,05 203 0,10
. . !
Dvojchroman draselny = ; W
tablety MERCK!! | ke 10 0,40 X | 057
| |
Milkofix | 5 = 3K 1,67 | 2X 2,50
L |

Ipreservative substance, 2current dosage, 3preservative mixture, %active ingredient, SMIC
of preservative mixture, %n distilled water, 7in milk, 3diluted, “sodium azide, °Brono-
pol, !potassium dichromate, MERCK tablets

Iil. Interferentni vlivy konzervacnich prostfedkl (smésf o DéZné koncentraci) na mé-
feni tuku, bilkovin a laktozy infraanalyzdtorem Milco-Scan 133B ve vodném roztoku.
A — azid sodny, B — bronopol, C — dvojchroman draselny MERCK tablety, D — dvoj
chroman draselny tablety SPP Trnava, M — Milkofix (priméry $esti mérfeni) — Inter-
ferential effects of preservative substances (mixtures with current concentrations) on
the records of fat, proteins and lactose on a Milko-Scan 133B infraanalyzer in water
solution. A — sodium azide, B — bronopol, C — potassium dichromate, MERCK tablets,
D — potassium dichromate, tablets made by the State Animal Breeding Enterprise at
Trnava, M — Milkofix (averages of six measurements)

? Konzervace! \ Tuk? (%) : Bilkoviny? (%) Laktoza? (%) '
1 A | —0,02 —0,01 ! 0,01
\ B 0,01 0,01 | 0,02
’ c —0,04 —0,03 —0,02
‘ D —0,01 —0,02 0,01 ;
? M —0,06 —0,02 0,14 i

Ipreservation, 2fat, 3proteins, 4lactose

bufiky oproti enzymatickému jako v pripadé M. Ristové krivky CPM jak
ve vzorcich C, tak v M mély ponékud atypicky pribéh oproti teoretickym.
Po dosaZeni maxima klesaly pouze zvolna, coZ mohl zapfi¢init konzer-
va¢ni a¢inek vznikajicich produkti mikrobidalniho metabolismu (kyselina
mlécnd, octova a dalsi).
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IV. Interferenéni vlivy konzervatnich prosttedkii (smésf o bezné koncentraci) na méfeni tuku, bilkovin a laktézy infraanalyzatorem
Milko-Scan 133B ve vzorcich mléka. A — azid sodny, B — bronopol, C — dvojchroman draselny MERCK tablet, D — dvojchroman
draselny tablety SPP Trnava, M — Milkofix (X + sx z péti vzorki mléka). Méfenf provedeno hned po rozpusténi konzervovadla v mlé-
ce (asi po 2 h) a pak po 24 h uloZenf pii teplot& 4°C — Interferential effects of preservative substances [mixtures with current
concentration) on the records of fat, proteins and lactose on a Milko-Scan 133B infraanalyzer in milk samples. A — sodium azide, B
— bronopol, C — potassium dichromate, MERCK tablets, D — potassium dichromate, tablets made by the SABE at Trnava, M — Mil-
kofix (X - sg of five milk samples). The readings took place immediately after the preservative had dissoived in milk (in about 2
hours) and than after 24-hour storage at 4 °C

Po 2 hodinéch? Po 24 hodinach3
Konzervace! = g = —= —r—— —_—
tuk? (%) bilkoviny> (%) I laktoza® (%) tuk? (%) bilkoviny? (%) laktoza® (%)
il T
A —0,078 -+ 0,008 —0,012 + 0,008 l —0,004 -+ 0,011 —0,032 +4- 0,028 0,002 -+ 0,008 —0,006 - 0,009
B —0,052 + 0,033 —0,006 - 0,009 ‘ 0,008 + 0,016 —0,036 4 0,032 0,000 +- 0,012 0,006 -~ 0,009
€ —0,050 4 0,044 —0,024 - 0,005 —0,034 + 0,009 —0,040 + 0,016 —0,036 -+ 0,009 —0,024 1+ 0,005
! D —0,026+ 0,022 —0,022 - 0,008 —0,028 -+ 0,013 —0,042 -- 0,029 —0,018 4 0,013 —0,006 + 0,011
|
E M —0,122 -+ 0,016 —0,012 4 0,008 0,102 + 0,013 —0,072 + 0,028 0,000 4+ 0,012 0,098 +- 0,013
|

Ipreservation, Zafter 2 hours, 3after 24 hours, “fat, Sproteins, ¢lactose




Vysledky testu 3 jsou v tab. II. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace jsou
vyjadfeny v mnoZstvi konzervacni smési inhibujici rist testovaciho mikro-
organismu v IN testu (Bacillus stearothermophilus var. calidolactis) a da-
le fedénim b&Zné pouZivané koncentrace. Ze stupné redéni lze sestavit
Fadu ve sméru k sldbnoucimu inhibi¢nimu Gcinku: B, C, A a M. I zde byl
prokdzany antibakteridlni vliv M slab$i neZ pro ostatni konzervovadla.
Vysledek tohoto testu je vSak nutno brat pouze jako orientacni, nebot
testovaci mikroorganismus neni vyznamny pri rozkladu vzorkid mléka.

PFimy vztah testovanych c¢inidel k infracervené analyze je zachycen
v tab. III a IV. Vysledky jsou v pripadé A, B, C a D zpravidla srovnatelné
s hodnotami v tab. 1.

Nejvyssi interferencni vliv byl zaznamenan pro M u laktozy v hodnoté
0,098 aZ 0,14% u mléka a vodného roztoku. Nelze proto doporucit dalsi
zvySovani koncentrace této smési ve vzorcich mléka. Je vS8ak mozZné jeSté
pFipustit pFi pouZiti Milkofixu ke konzervaci vzorkii kompenzaci tohoto
vlivu kalibraci pristroje vzorky oSetfenymi stejnym zptisobem.

ZAVER 2

Testovany preparat Milkofix vykdazal antibakteridalni acCinky, které vSak
byly slabsi, neZ ucinky srovndvacich konzervovadel: dvojchromanu dra-
selného, bronopolu a azidu sodného. Vzhledem k maximdalni normované
hodnot& SH pro méfeni na infraanalyzatoru (9,0.2,5 mmol.1"!) lze do-
porudit, aby vzorky konzervované Milkofixem nebyly méfeny déle ne#
4 dny po odbéru pii teploté uloZeni 20°C a 9 dni po odbéru pfi teploté
uloZeni 4 °C. Vys$si interferencni vliv Milkofixu na méfeni laktozy je jesté
moZné kompenzovat kalibraci.
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HANUS, 0. — BENDA, P. — GENCUROVA, V. (Research Institute for Cattle Breeding,
Rapotin): T'ests of Milkofix, a new preservative substance for milk samples used for the
purposes of an infrared analysis of basic milk composition. Part I: Checks of bacte-
riostatic and bactericidal abilities and interferential effect. Veter. Med. (Praha), 37,
1992 (1): 21—31.

Hygienic, ecological and health problems of sample preservation for an analysis of
basic milk components make us continually to develop a safer chemical preservative
substance which will preserve the original sample composition for the time required
and which will not influence the analyses. TrZicky (1990) proposed Milkofix (M),
a preservative substance on the basis of silver compound. The author reports on mi-
nimum risks of the use of this preparation, in comparison with traditional preservati-
ves. Preservative efficiency of Milkofix was compared with other preservatives: K2Cr207
(C), NaN3 (A) and bronopol (B). The following concentrations were used: A — 0.0085
g NaN; and 0.0630 g NaCl, B — 0.0050 g bronopol and 0.0500 g NaCl, C — 0.0330 g
K:Cr:07 and 0.0670 g KCI in tablet, M — 0.1250 g of the mixture, all amounts are per
25 ml milk. The observed antibacterial efficiency of M could be seen in a slower
decrease in actual acidity, and/or in an increase in titratable acidity in M-treated
samples unlike untreated ones (N). From the starting value pH 6.3 (Fig. 1), the value
of N treatment dropped to 3.8 after two days, the values of M and A treatments dropped
to 4.9 after nine days and to 5.7 after twelve days, respectively. As for SH, the values
increased within the same interval from 6.5 (2.5 mmol/l} to 28.6 in N, and to 22.3 in
M and 94 in A (Fig. 3). There was a similar trend when the milk samples were sto-
red at a temperature of 4°C, but the differences between the preservation methods
were not so clear in comparison with storage at a temperature of 20°C (Figs. 1 and 3).
The standardized SH value of 9.0 (2.5 mmol) for infraanalyzer measurements was
exceeded after 24 hours in N samples, after four days in M samples and after 12 days
in A samples at a temperature of 20 °C. The observation of the growth of microorganism
counts (CPM) showed that this growth was slower in M than in N, but faster in the
samples of C treatment (Fig. 5). The generative time of CPM in N made 1.6 hours, in
M 2.4 hours and in C 7.9 hours. The lag phase of these mixed cultures was 24 hours in
M, 60 hours in C and in N treatment the lag phase was zero. The demonstrated anti-
bacterial effects of Milkofix were weaker than those of A, bronopol and C; this could
also be seen in the values of minimum inhibitory concentrations with respect to Bacil-
lus stearothermophilus var. calidolactis (IN-test, Tab. 1I). The highest interferential
effects of preservatives on infraanalysis (Milko-Scan 133 B) were observed in Milkofix
for lactose at the value of 0.140 % (Tabs. III and IV). This values is still possible to
compensate for by the apparatus calibration. The obtained results show that after
Milkofix preservation of milk samples it is possible to analyze the samples maximally
within four days after sampling if they are stored at a temperature of 20°C and
within nine days if they are stored at 4°C.

milk samples; infrared analysis; preservation: Milkoflix; bronopol; sodium azide; po-
tassium dichromate; actual acidity
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OCHRANA A TVORBA ZIVOTNIHO PROSTREDI V ZEMEDELSTV!
A LESNICTVI

AKTUALITY ZE SVETA

Publikace obsahuje nejnovejsi poznatky z oblasti ochrany
a tvorby Zivotniho prostredi, zejména ochrany ovzdusi, vod-
nich zdrojd, pidniho fondu, ochrany rostlin a Zivocichd, tvor-
by krajiny a hygieny prostiedi.

Vychézi 6krat rocne, jedno c¢islo v rozsahu 44 stran obsahuje
prispévky zpracované prevazné ze zahranicni literatury, ma-
teridly a informace ze semindard, konferenci a dalSich védec-
kotechnickych akci k této problematice.

Cena jednotlivého Cisla 15 KCs, ro¢ni predplatné 90 K¢s.

Objednavky: Ustav v&deckotechnickych informaci pro zemé-
délstvi, Slezska 7, 120 56 Praha 2
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TESTOVANI NOVEHO KONZERVACNIHO PRIPRAVKU VZORKU MLEKA
MILKOFIX PRO UCELY INFRACERVENE ANALYZY ZAKLADNIHO
SLOZENI MLEKA. II. OVERENI KONZERVACNIHO UCINKU VE VZTAHU
K INFRACERVENE ANALYZE

0. Hanug, V. Gendurova, 1. Zvackova

HANUS, 0. — GENCUROVA, V. — ZVACKOVA, 1. (Vyzkumny dstav pro chov sko-
tu, Rapotin): Testovdni nového konzervaéniho piripravku vzorkg mléka Milkofix
pro uéely infracervené analyzy zdakladniho slozeni mléka. I1. Ovérenl konzervaé-
ntho uéinku ve vztahu k infraéervené analyze. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (1):
33—43.

Ekologicky nezdavadny preparat Milkofix (M) urceny ke konzervaci vzorki
(Trzicky, 1990) byl pro acely infraCervené analyzy zdkladniho sloZenf mléka
srovndvdn s vzorky nekonzervovanymi (N) a konzervovanymi azidem sodnym
(A), bronopolem (B) a dvojchromanem draselnym (C) pri teploté uloZenf vzor-
ki 20°C (I) a 4°C (1i) po dobu 14 a 18 dni. Preparaty byly podle literarnich
doporuceni v téchto koncentracich: A = 0,0085 g NaN3 a 0,063 g NaCl; B= 0,005 g
bronopolu a 0,05 g NaCl; C= 0,033 g K2Cr207 a 0,067 g KCl; M = 0,125 g, vSe na
25 ml mléka. Byly pouzity tii bazénové vzorky mléka, které byly kaZzdy den ana-
lyzovdny na automatickém infraanalyzéatoru Milko-Scan 133B (Foss Electric, Dan-
sko). Grafickym vyhodnocenim v¢sledkd byly stanoveny doby prijatelné u jedno-
tlivgch zplsobi ogetFeni vzork mléka k ziskanf pouZitelnych vysledkid: N I — 0
dni; Al —9;BI —10; CI — 13; M1 — 4, NIl — 10; A Il — 5; B Il — 11;
C I — 15; M II — 10. Vysledky pro Milkofix jsou v souladu se zaveéry ptedcha-
zejicl studie, kde byly uréeny doby 4 a 9 dni. Doby do srazenf vzorkii mléka ¢&i-
nily: NI — 1 den, M I — 10 dni. Vzorky A I, B I, C I a N II se nesrazily po
13 dnf ulcZenf, vzorky A II, B II, C Il a M II po 17 dni. Systémem hodnoticich
kritérif bylo vytvoreno potradf od nejvhodnéjsiho zplsobu konzervace vzorki mlé-
ka pro uvedeny acel: 1. C II, 2. C I, 3. B I, 4 B I, 5. M II, 6. N II, 7. A II,
8. MTa9 NI

vzorky mléka: konzervace; infracervena analyza; tuk; bilkoviny; laktoza; azid
sodny; bronopol; dvojchroman draselny; Milkofix

Vzhledem k ekologickym a hygienicko zdravotnim problémim souvise-
jicim s nékterymi konzervacnimi prostfedky vzorkii mléka uréenych
k analyze, jsou misty testovany nové, v tvahu pripadajici latky. Pf¥ehled
doposud b&zné uzZivanych substanci poskytl ve vztahu Kk rtznym analy-
tickym postupim Kroger (1985). Zvlasté u dvojchromanu draselného
je v8ak zdlraziiovana rizikovost pouZziti, coZ bylo diivodem jeho ndhrady
bronopolem v nékterych zemich (PSL Microtabs. 1987).
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UZitim chemickych ¢inidel, pfedev§im dvojchromanu draselného, brono-
polu a azidu sodného pro ucel konzervace vzorki ve vztahu k infracer-
vené spektrofotometrii zdkladniho sloZeni mléka se zabyvali Renner
a Omeroglu (1971). Buchberger aj. (1971), Thomasow
(1976), Anonym (1977), Ardo6 (1979), Lorenz a Hoffer (1980),
Kyla-Siurola a Antila (1981), Thomasow a Paschke
(1981), Ng-Kwai-Hang a Hayes (1982), Sjaunija (1984)
a Hanu3 a Zvacdkova (1987). Autori zpravidla popsali interfe-
rencni vliv substance a doporucené koncentrace, doby a podminky G¢inné
konzervace.

TrZicky (1990) navrhl ekologicky a zdravotngé minimdalné rizikovy
konzervacCni prostfedek Milkofix Forte (ddle M) na bazi slouceniny stri-
bra, ktery jsme v naSi predchdazejici praci (Hanu$ aj.,, 1991) testovali
na konzervacni schopnost. Preparat obecné vykdazal antibakterialni Gc¢in-
ky a tim Konzervacni ucinek, ktery byl slabSi v porovnéni s tradi¢nimi
konzervovadly. Pfijatelné hodnoty pro M pfi teploté uloZzeni 20 °C byly
ziskany po dobu 4 dni, idrZnost pii teploté 4 °C ¢inila 9 dn.

V pfedklddané praci se hodnoti pouZitelnost Milkofixu pro infracerve-
nou analyzu zékladniho sloZeni mléka (obsah tuku, bilkovin a laktozy)
a jsou porovnavany dalsi konzervacni latky.

MATERIAL A METODA

V préaci byly porovnany konzervacénf G¢innosti ¢tyr chemickych latek v desiti zpiso-
bech osetfenf vzorkd mléka. Pri GloZné teploté 20°C (I) a 4°C (II) byly prechovavany
tfi bazénové vzorky mléka vidy nekonzervované (N)] a konzervované azidem sodnym
(A), bronopolem (B), dvojchromanem draselnym (C) a milkofixem (M]). Vzorky byly
uloZeny po 25 ml v plastovgch vzorkovnicich vidy v temnu a byly méfeny kaZdy den
po dobu 14 (I) a 18 (II) dnf na automatickém infraerveném analyzatoru mléka Milko-
-Scan 133B (Foss Electric, Ddnsko) na obsah tuku, bflkovin a laktozy. Pristroj byl ka-
librovdn metodou podle Gerbera (tuk]), Kjeldahla (hrubé bilkoviny) a metodou polari-
metrickou (lakt6za, % monohydritu). Hodnoty zfskané prvni den meéfeni byly povazo-
vany za zakladni (referen¢ni) ke srovndn{ s daldimi dny a zaneseny do tabulek jako
aritmetické priméry z tff vzorkd. Celkové bylo uskutec¢n&no méieni 429 vzorkd mléka.

Chemikdlie ke konzervaci byly pouZity v téchto koncentracich:

1. Azid sodny v konzervacni smési 0,0085 NaN3; a 0,063 g NaCl na 25 ml mléka podle
ddajid Milchprifring Bayern (1988).

2. Bronopol v konzervacéni smési 0,005 g bronopolu (2-brom 2-nitro 1,3 propandiol)
a 0,05 g NaCl na 25 ml mléka. Upraveno podle PSL Microtabs (1987).

3. Dvojchroman draselny tabletovany (MERCK): 0,033 g K:Cr:07; a 0,067 g KCl na
25 ml mléka, coZ odpovidd 1,3 mg dvojchromanu na 1 ml mléka. ON 57 0532 a ON
57 0536 doporudujf 1 mg.ml-1 Toto vy33i ddvkovani je v3ak pouZito v kontrole uZitko-
vosti krav, kde zatim nen{ zajiSténa chladovd ptreprava vzork.

4. Milkofix Forte; 0,125 g konzervadni smési barevné na 25 ml mléka (TrZzicky,
1990).

Grafické vyhodnocenf bylo provedeno v souladu s doporucenfmi IDF (Grappin,
1985). K posouzenf{ opakovani dennich primérnych hodnot tif bazénovych vzorkd pro
obsah tuku, bflkovin a laktézy a jednotlivé systémy o3etifenf vzorkd na referen¢nf hod-
noty (zmé&tené prvnf den 4 h po odb&ru vzorkd po rozpusténf konzervaénich €inidel)
byla pouZita kritéria:

a — procento diferenci > --0,05 % od referenéni hodnoty do dne, kdy se srazily
prvni konzervované vzorky, tj. do jedendctého dne (10 dnf uloZenf). Diference - 0,05
je b&Zn& konven&né& uzndvana hranice jak pro rozdfly mezi priméry referencénich a in-
strumentédlnfch metod pfi kalibraci (Biggs, 1979 — cit. Van de Voort, 1980),
tak pro limity pilotnfch vzorkd.
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# — procento statisticky vyznamngch diferenci (P < 0,01, pérovy t¢-test) od refe-
rencni hodnoty po dobu 10 dni uloZeni vzorkd.

y — pocCet dni od prvniho do dne, kdy byl zachycen prvni rozdil > -4 0,05% od re-
ferenéni hodnoty b&hem 14 dni uloZeni.

6 — pocet dni od prvniho dne do doby kdy byla zachycena prvni statisticky vyznam-
na diference od referenén{ hodnoty (P < 0,01) b&hem 14 dnl uloZeni.

¢ — pocet dni{ od zacdtku do prvniho vizualné patrného ndznaku srdZeni uloZenych
vzorki mléka (pritomnost vlo¢ek) b&hem 14 dni.

» — pocet dni do dplného srazeni vzorki b&hem 14 dni uloZeni,

w — poradi od nejniz&i do nejvy3si zjisténé variability (X 4= sx) b&hem 10 dnd uloZeni
vzorki.

Uvnitt kaZdého kritéria bylo stanoveno dfl&i poradi vhodnosti jednotlivich zplsobd
odetieni vzorkd mléka a z té€chto bylo urfeno celkové poradi.

VYSLEDKY A DISKUSE

Po nakonzervovani vzorki mléka Milkofixem byla b&hem 3 h pozoro-
vdna tvorba Sedého povlaku jemné srazZeniny stfibrné soli u dna vzorkov-
nice, ktera v3ak po rehomogenizaci nepisobila problémy v prichodnosti
cest pritocného systému pristroje.

Nekonzervované vzorky mléka pfi teplot& ulozeni 20 °C (N I) se srazily
druhy den, priCemZ zplisob, resp. systém oS$etfeni vzorkd mléka (tj. zpi-
sob konzervace a teplota uloZeni) byl vyrazen z hodnoceni pfi sraZeni
prvniho ze tfi vzorki. Vzorky konzervované Milkofixem pfi teploté 20 °C
(M I) se srazily po 10 dnech uloZeni. Systémy oSetfeni AI, BI,CI a N II
se nesrazily do ¢trnactého dne ulozeni: A I, BII, C IT a M II do osmnacté-
ho dne uloZeni.

Cast vysledkii je zachycena v obr. 1—6, kde je porovndn Milkofix s dvoj-
chromanem. Grafy byly vypracovany pro vSechny zptisoby oS$et'eni vzorki
a byly z nich odecteny doby uloZeni, které jsou prijatelné k ziska&ni po-
uzitelnych vysledkli. Odhad byl uc¢inén podle prekroceni limitnich padsem
kFivkami jednotlivych sloZek mléka pri rtznych zplisobech o$etfeni. Vy-
sledky jsou shrnuty v tab. I. Vyplyva z ni, Ze za prijatelné lze povaZovat
tyto doby: NI — 0,AI —9,BI —10,CI — 13, M I — 4, N II — 10,
AIl —5 BII — 11, CII — 15, M II — 10 dni. Pozoruhodné je, Ze v pfi-
padé azidu sodného je del3i doba pfi teploté uloZeni 20 °C neZ pfi teplo-
t& 4°C. U v8ech ostatnich zptisobli osetfeni je tomu naopak. Bez znalosti
vyvoje mikrobidlniho ristu v uloZenych vzorcich vSak nelze tento jev
uspokojivé vysveétlit. Niz8i idrznost u A II byla zptisobena pfedevsim hor-
81 opakovatelnosti hodnot tuku, coZ miZe naznacovat i na horsi rehomo-
genizaci tukové vrstvy v prislusnych vzorcich. Hodnoty Milkofixu M I —
4 a M II — 10 jsou v podstaté v souladu s vysledky pFedchazejici prace
(Hanus aj., 1991).

Primérné hodnoty zjisténé pri sledovani pro kazdy den, zplsob o3etie-
ni a slozka mléka jsou shrnuty v tab. II az IV. Tyto vysledky byly podro-
beny hodnoceni podle stanovenych kritérii (¢« aZ ) a bylo stanoveno
celkové poradi z hlediska vhodnosti k pouZiti (tab. V). Jako nejlep$i pfi
pouZitych koncentracich byl vyhodnocen dvojchroman draselny pii te-
ploté vzorkii mléka 4 °C, coZ potvrzuje néazor, ktery uvefejnil Kroger

VETERINARNI MEDICINA — 1992 35



-0,07

1. Kontrolni diagram pro hodnoty obsahu tuku stanoveného na MSc 133B ve vzorcich
konzervovanych Milkofixem (M) a dvojchromem draselnym (C) pfi teploté uloZeni 20 °C.
Pro kaZdé konzervovadlo jsou zachyceny diference od referenéni hodnoty (zmé&fené
prvni den) pro individudlni vysledky (i) a pro kumulativni priméry (k) v jednotli-
vych dnech. R=referencni hodnota, a--a’'= horni a dolni individudlni limit, b -}
-+ Db'=horni a dolnf mez pasma spolehlivosti pro kumulativni priméry, s= sraZeny
vzorek mléka. M(-, i..... ,keeo) Cle, i----- , K ); vysvétlivky plati pro obr.
1—4 — Control diagramme for the values of fat content determined on the MSc 133B
apparatus in milk samples treated with Milkofix (M) and potassium dichromate (C)
at a storage temperature of 20 °C. For each preservative the differences from the re-
ference value (recorded on day 1) are given for individual results (i) and for cumu-
lative means (k) on particular days. R =reference value, a - a' = upper and lower
individual limit, b b'= upper and lower limit of reliability zone for cumulative
means, s = coagulated milk sample. M(+4, i..... , keeo) Cle, i----- , kK —);
explanatory notes apply to Figs. 1—4

2. Kontrolni diagram pro hodnoty obsahu bilkovin ve vzorcich konzervovanych Milko-
fixem a dvojchromem draselnym pri teplot& uloZeni 20°C — Control diagram for the
values of protein content in milk samples treated with Milkofix and potassium dichro-
mate at a storage temperature of 20°C

(1985). Toto sefazeni rovnéZ v podstaté odpovida vysledkiim grafického
vyhodnoceni v tab. I.
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3. Kontrolni diagram pro hodnoty obsahu
laktozy ve vzorcich konzervovanych M a
C pri teplot& uloZeni 20°C — Control dia-
gramme for the values of lactose content
in M and C treated milk samples at a sto-
rage temperature of 20°C

4. Kontrolnf diagram pro hodnoty obsa-
hu tuku ve vzorcich konzervovanych M a
C pii teplot® 4°C — Control diagramme
for the values of fat content in M and C
treated milk samples at a temperature of

4°C

I. Vyjadieni dob uloZenf vzorki mléka (ve dnech) pfi riznych zpisobech oSetieni, kte-
ré jsou prijatelné k zfskani pouZitelngch vgsledkid pii infraanalgyze zdkladnich sloZek
mléka. Doby celkové jsou odhadnuty po zvaZenf v§znamnosti dob pro jednotlivé sloZzky.
1=120°C; I1=4°C; N — nekonzervované; A — azid sodny; B — bronopol; C — dvoj-
chroman draseln§; M — Milkofix (plat{f pro tab. I—V) — Determination of the times
of milk sample storage (in days) for different treatments within which the applicable
results are obtained from the infraanalysis of basic milk components. Total times have
been estimated after weighting the significance of the times for particular components.

=20°C; I1=4°C; N — untreated; A — sodium azide; B — bronopol; C — potassium
dichromate; M — Milkofix (applies to Tabs. I—V)

|

Sloika‘q Tuk* Protein5 Lakt6za® Celkem?

Teplota® e

Osetrent? I ' 11 I 11 I l 1 I \ 11

N ‘ 0 10 1 11 ‘ 0 9 10

A 9 4 13 8 12 11 5

B 13 11 13 11 9 17 10 11

| C ’ 13 15 13 17 13 17 13 15

\ M { 6 ) 10 4 , 10 4 17 4 10

lcomponent, 2temperature, 3treatment, 4fat, Sprotein, 6lactose, 7total
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II. Vysledky obsahu tuku tif bazénovych vzorkG mléka rizné oSetfengch a méfenych
na pifstroji MSc 133B v jednotlivgch dnech. Hodnoty ptedstavujf aritmetické prméry
tff vzork@ (%) — The results of fat content in three bulk milk samples treated with
different preservatives and analyzed on the MSc 133B apparatus on particular days.
The values represent arithmetical means of three samples (%)

|
Teplota!l I 11
Konzer-
vace2 S SR S S S -—‘
Den3 N A B C M N A B C M
1 443 4,39 440 441 433 4,45 439 441 441 4,34
a
2 426 438 439 439 4,32 4,46 440 441 4,40 4,35
a
3 S 431 436 437 430 445 441 441 4,38 4,34
a
4 4,34 437 437 431 448 446 443 439 4,38
a a a
5 436 4,42 442 436 451 447 445 442 441
ab a
6 435 440 440 4,33 4,48 4,49 447 441 439
a ab a
7 437 441 4,37 4,40 449 452 447 439 439
a a
8 435 441 441 446 448 449 443 440 439
ab a ab a a
9 4,38 442 439 442 4,51 456 4,49 442 4,42
a ab
10 436 4,40 4,36 4,48 4,48 453 445 437 439
a b a b a
11 435 438 439 456 450 449 446 436 4,40
a ah b a
12 436 4,42 4,38 S 451 449 446 438 442
ab ab a a
13 436 4,42 438 452 454 447 437 442
a a a a
14 437 444 4,36 451 457 450 438 442
a a a
15 450 453 438 440
a a a
16 454 450 436 4,40
ab a
17 452 444 429 4,36
a a
18 4,47 444 432 4,37

ltemperature, 2preservation, 3day

a = diference > + 0,05 od hodnoty referencnf (prvnf fadek); b = statisticky vyznamna
diference P < 0,01 od referen&nf hodnoty; s = sraZené vzorky (platf pro tab. II—IV) —
a = difference > + 0.05 from the reference value (first line);
cant difference P < 0.01 from the reference value; s = coagulated samples (applies to

Tabs. 11—IV)
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I11. Vysledky obsahu bilkovin ti{ bazénovych vzorkd mléka rdzné& o$etfenych a méie-
nych na pifstroji MSc 133B v jednotlivfch dnech. Hodnoty pfedstavuji aritmetické prii-
méry tff vzorkG (%) — The results of protein content in three bulk milk samples
treated with different preservatives and analyzed on the MSc 133B apparatus on parti-
cular days. The values represent arithmetical means of three samples (%)

i
Teplota!l 1 11
Konzqr- ‘
vace? -
Den? N A B c M N A B C M
1 3,51 350 3,51 349 352 352 351 352 349 351
a b b
2 3,46 3,51 3,59 3,53 3,54 358 3,54 3,55 3,52 3,55
3 s 353 3,53 351 3,54 3,55 3,55 355 3,52 3,55
4 3,52 3:53 3,51 3,55 3,54 3,55 3,54 3,952 1.55
a
9 3,51 3,53 3,50 3,60 3,54 3,56 3,54 3,50 3,55
a
6 3,50 3.51 3,49 3,64 3,54 3,56 3,54 3,49 3,593
a a
7 351 3,52 3,49 3,68 3,54 3,57 3,65 3,50 3,55
a a
8 3,50 3,51 3,49 3,68 3,56 3,57 3,54 3,51 3,55
ab a
9 3,50 352 3,49 3,74 3,54 3,57 3,54 3,49 3,55
ab a b
10 3,62 3,53 3,50 3,70 3,56 3,60 3,57 3.52 3,56
a a a a
i 3,53 3,56 3,51 3,72 3,58 3,59 3,57 3.52 3,58
a ab a a
12 3,53 3,55 3,50 S 3,58 3,61 3,58 3.52 3,59
a ab a ab
13 3,53 3,54 3,50 3,59 3,62 3,59 3,52 3,59
ab ab a a
14 354 3,54 3,51 359 3,63 360 351 3,59
a a
15 1 159 358 348 3,55
i a
16 ‘ 3,60 356 3,49 3,55
| a a a
17 | 3,68 360 352 3,60
‘ a a a
18 l 365 3,60 350 3,60
|

For 1—3 see Tab. II
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IV. Vysledky obsahu lakt6zy tii bazénovych vzorkd mléka rtzng oSetfenych a mérenych
na pifstroji MSc 133B v jednotlivgch dnech. Hodnoty predstavuji aritmetické prameéry
tif vzorkd (%) — The results of lactose content in three bulk milk samples treated
with different preservatives and analyzed on the MSc 133B apparatus on particular
days. The values represent arithmetical means of three samples (%)

Teplotal I ‘ 11
Konzer-
vace? T )
Den? N A B c M N A B c M
1 4,96 4,94 4,96 4,90 5,05 4,95 494 4,94 491 5,05
; a
, 2 456 4,95 497 495 5,07 496 4,95 4,97 494 507
% ab b |
3 S 4,99 4,97 4,97 5,07 4,97 4,96 4,98 4,95 5,09 {
4 4,96 4,94 4,95 5,02 4,94 4,92 4,96 4,93 5,06
| b a
| 5 4,95 493 4,94 4,96 4,92 4,91 4,94 4,92 5,03
3 ab
6 496 4,93 495 4,90 4,93 491 494 494 5,05
b b a
7 4,95 4,92 4,95 4,79 491 4,90 4,93 4,93 5,05
a
8 494 4,92 495 4,73 491 4,90 494 4,93 5,04
a a
a
9 493 491 494 4,63 488 4,88 492 492 502
a b
a
10 491 491 495 4,50 487 4,89 492 493 5,03
b a b a a
11 491 4,87 494 4,42 4,85 4,89 4,92 4,92 5,03
a ab a
12 490 490 496 s 485 491 493 494 502
a a ab ab
13 488 4,89 4,95 481 486 4,92 494 503
a a ab ab
14 4,85 4,85 4,95 4,79 4,86 4,90 4,92 5,02
15 4,90 4,90 4,92 5,02
a
16 4,87 4,90 4,93 5,01
b b
17 490 495 496 5,05
18 4,89 4,93 4,95 5,04

For 1—3 see Tab. II
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V. Vyhodnocenf poiadi vhodnosti zpisobl os$etienf vzorkii mléka (tj. konzervace a teplo-
ta) uvnitf jednotlivgch kritérif (¢—w) a celkem — Evaluation of the order of suitabi-
lity of milk sample treatments (i. e. kind of preservative and storage temperature]
within particular criteria (#—w) and total

Zplsob o3etfeni vzorkd mléka?
Krité- [

rium! 1 | 11
N A B c M N A B C M
o 8 2 2 2 5 6 3 1 4
i 1 1 1 1 1 2 1 1 1
; 9 5 2 4 8 6 7 3 1 5
| A | 1 1 1 2 1 2 1 1 i &
: g 4 1 2 1 3 1 1 1} 1 1
[ X 3 1 1 1 1 1 1 1 1
] W 10 3 6 2 7 8 4 1 5
Celkem’ ! 9 3 4 2 8 6 7 3 1 5

leriterion, 2method of milk sample treatment, 3total

a =09 diferenciacf > 10,05 % od referentni hodnoty; #=="0 diferenci statisticky
vyznamnych od referen¢nf hodnoty P < 0,01; y = poc¢et dni do prvnf diference > + 0,05
procenta od referenéni hodnoty; 4 == pocet dnf do prvnf statisticky vyznamné P < 0,01
diference od referen¢ni hodnoty; ¢ = poc¢et dnf do objeveni prvnich vlotek; x = pocet
dni do dpiného sraZeni vzorki; o = serazeni od nejniz${ variability v opakovatelnosti.
UN1 je objektivni pouze celkové hodnoceni a hodnocenf «, 7, ¢, ¥, , nikoliv hodno-
cenf v kritérifch g a 6, nebot vzorky se srazily jiz druhy den, zatimco ostatni hodno-
cenf je délano minimalné za 10 dni — « = percentage of differences > +-0.05 % from
the reference value; g = percentage of statistically significant differences from the
reference value P < 0.01; y = number of days till the first difference > 4 0.05 % from
the reference value; 4 = number of days till the first statistically significant difference
P < 0.01 from the reference value; ¢ = number of days till the occurrence of the first
flocks; » = number of days till the total coagulation of samples; » = order from the
lowest variability in repeatability. In the case of N I, overall evaluation and evaluations
of @, y, ¢, x and w are only objective, this does not apply to the criteria # and §, be-
cause the milk samples showed coagulation as soon as on day 2 while the other eva-
luations were performed at least in ten days

o4

PTI
+0,074 .

L + ‘-*v.o.;-"*
T .
o+ 4 Foyedetaites” oot
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5. Kontrolni diagram pro hodnoty obsa-
hu bflkovin ve vzorcich konzervovanych
M a C pti teploté 4°C — Control diagram-
me for the values of protein content in M
and C treated samples at a temperature
-007 of 4°C
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6. Kontrolni diagram pro hodnoty obsa-
hu laktozy ve vzorcich konzervovanych M
a C pfi teplot& 4°C — Control diagramme
for the values of lactose content in M and
C treated samples at a temperature of
4°C

4

-0071

ZAVER

Preparat Milkofix byl testovan pro tucely konzervace vzorki pri infra-
cervené analyze zdkladniho slozeni mléka. Doby prlijatelné k analyze
takto konzervovanych vzorkl byly 4 dny pfi teploté 20°C a 10 dni pfi
teploté 4°C, coZ je v souladu s poznatky predchazejici studie. Nejlepsi
vysledky vykazal dvojchroman draselny, 13 dni pfi teplotd 20 °C a 15 dni
pfi teplotd 4 °C.
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HANUS, 0. — GENCUROVA, V. — ZVACKOVA, 1. (Research Institute for Cattle Breeding,
Rapotin): Tests of Milkofix, a new preservative substance for milk samples used for
the purposes of an infrared analysis of basic milk composition. Part 11: Checks of pre-
servative effects in relation to the infrared analysis. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (1):
33—43.

I'or the purposes of the infrared analysis of the basic milk composition, Milkofix, an
ecologically friendly preparation used for milk sample preservation (TrZzicky, 1990),
was compared with untreated samples (N) and with samples preserved with sodium
azide (A], bronopol (B) and potassium dichromate (C) at a storage temperature of
207C (1) and 4°C (II) in samples kept for 14 and 18 days. Pursuant to the recommen-
dations cited in literature, the preservatives had these concentrations: A ==0.0085 g
NaNj and 0.0630 g NaCl; B == 0.0050 g bronopol and 0.0500 g NaCl; C = 0.0330 g Kz2Cr207
and 0.0670 g KCI; M= 0.1250 g, all amounts are per 25 ml milk. Three bulk milk
samples were used which were analyzed on an automatic Milko-Scan 133 B infraana-
lyzer (lFoss Electric, Denmark) every day. On the basis of a graphical evaluation of
the results by IDF recommendations (1985) the times within which the applicable re-
sults could be obtained were determined for the various methods of milk sample treat-
ment (Figs. 1 to 6): NI —0days; Al —9; BI —10;CI —13; M1 — 4; N Il — 10;
All —5 BIl — 11; C Il — 15; M Il — 10 (Tab. I). The results recorded for Milkofix
are in agreement with the conclusions drawn in the previous study, where the intervals
of four and nine days were determined. The days to milk sample coagulation were as
follows: N I — 1 day, M I — 10 days. The coagulation in A I, B I, C I and N II samples
was not observed even after 13-day storage and in A II, B II, C 1I and M II samples not
even after 17 days of storage. The results for particular components (fat, proteins,
lactose) of milk samples differently treated in time are presented in Tabs. II, III and
IV. A system of evaluating criteria (Tab. V) was used to determine the order beginning
from the most convenient method of milk sample treatment for the given purpose:
1.CII,2. CI, 3 Blland A1, 4 B 1,5 MII 6. NII, 7 AIl 8 M1 and 9. N I. That
means potassium dichromate had the best preservative efficiency: for 13 days at 20°C
and for 15 days at 4°C, it can therefore be recommended with preference for the pre-
paration of control (pilot) samples for the Milko-Scan apparatus even though it may
he replaced by a less harmful preservative in routine analyses.

milk samples; preservation; infrared analysis; fat; proteins; lactose; sodium azide;
hronopol; potassium dichromate; Milkofix
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ULTRASTRUKTURA MEMBRAN KANCICH SPERMII PREPAROVANYCH
MRAZOVYM LOMOM

L. Massanyi, R. Janisch

MASSANYI, L. — JANISCH, R. (Vysokd $kola polnohospodarska, Nitra: Lékaiska
fakulta Masarykovy univerzity, Brno): Ultradtruktiara membrdn kandéich spermii
preparovanych mrazovym lomom. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (1): 45—55.

Cielom prace bolo opfsat topografickd orientaciu intramembranoznych partikil
(IMP) na membrdnach cerstvo ejakulovanych kanc¢ich spermif metédou mrazo-
vého lomu. Na cytoplazmatickej membrédne (PF) pokryvajicej akrozom sa dali
rozliSovat tercikovité zhlukovania IMP. Okraj hlavicky do vzdialenosti asi 0,3 um
sa javil bez pritomnosti IMP. V postakrozomdlnej oblasti anteriorne od posterior-
ného prstenca sa zistili IMP palisddovite usporiadané v sikmgch radoch. Statistic-
k¢ym meranim na 20 spermidch sme zistili, Ze Sikmé rady najdalej siahali na
laterdlnej Casti hlavicky aZ 0,67 um (- 1,45—0,39) od posteriorného prstenca.
V strede hlavicky dosahovali vzdialenost 0,18 pm (= 0,10—0,42). Miesto prechodu
medzi zénou redsie a hustejSie usporiadanych IMP bolo vzdialené 1,63 um (4 1,87
az 0,69) anteriorne od posteriorného prstenca. Na biciku na cytoplazmatickej
membrane (PF) miesto zaciatku bohatého v¢skytu IMP zodpovedd umiestneniu
prvej mitochondrii v $pirdale. Zhluky IMP sleduji cirkumferencidlnu orientaciu
mitochondrii v mitochondridlnej 3$pirdle. V priestoroch medzi zdvitmi $piraly
IMP chybali. Membrédny vlastnych mitochondrii obsahuja vela IMP. Téato aktivita
sa prenadsa na priliehajacu ¢ast cytoplazmatickej membrdny. V mieste, kde cyto-
plazmatickd membréna pokryva anulus, vidiet védc¢Sie nahromadenie IMP. Na cy-
toplazmatickej membrane hlavného oddielu IMP s nepravidelne rozloZené na
PF, ale aj na EF. EF plochy cytoplazmatickej membrdny javili vSeobecne ne-
vyrazné Strukturdlne usporiadanie IMP. Na akrozomdlnych membrédnach sa po-
zorovali nepravidelne rozloZené IMP. Postakrozomdalna posva v mrazovom lome
sa nejavila ako morfologicky identifikovatelna 3truktira. Na jadrovom obale,
ohrani¢ujicom posteriodny nukledrny priestor sa identifikovali jadrové pory.
Na jadrovom obale priliehajicom k posteriornej ¢asti jadra jadrové pory sa ne-
nasli. Sledovali sa tu mensie IMP, ktoré sa moZu povaZovat za sdcast proteinov
filamentov, ktoré spdajajid konkavnu plochu hlavicky s konvexnou artikularnou
plochou bi¢ika. Tieto filamenty utvéarajd spojenie hlavitky s bi¢ftkom. Cytoplazma-
tickd kvapka obsahuje vela membranoznych uatvarov, tvoriacich stenu vezikulov
a cisterien. Jednd sa o membrandzne tGtvary, ktoré sa vylacia spolu s obsahom
cytoplazmatickej kvapky.

kancie spermie; intramembrandzne partikuly; cytoplazmatickd membrana; mra-
zZovy lom

Na cytoplazmatickej membrdne pokryvajicej povrch spermie sa daji
morfologicky, fyziologicky a biochemicky rozliSovat rozdielne oblasti.
Tieto sa daji definovat v stvislosti s bunkovymi organelami, ktorymi sa
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dostava cytoplazmatickd membréna do kontaktu, resp. ich pokryva (Bed -
ford a Cooper, 1978; Fawcett, 1975; Friend a Fawcett,
1974; Yanagimachi, 1981). Na cytoplazmatickej membrane sa daju
jasne definovat oblasti, resp. Giseky, pokryvajice akrozomovi oblast hla-
vicky, postakrozomdlnu oblast hlaviéky, stredny (mitochondridlny)
a hlavny oddiel bi¢ika. V jednotlivych oblastiach cytoplazmatickd mem-
brdna mé $pecifické funkcie pred a podas procesu oplodnenia.

Okrem cytoplazmatickej membrdny na spermii sa dalej d4 rozlisit von-
kajSia a vnitornd akrozomdlna membréna, obklopujica akrozomélnu hmo-
tu, vonkaj$iu a vnatornd jadrovii membrdnu okolo jadra; membrany tvo-
ria podstatni sicast mitochondrii. Hodne membrdnovych Struktir sa na-
chédza v obsahu cytoplazmatickej kvapky.

Priprava objektov mrazového lomu pre elektronovi mikroskopiu umoz-
nuje Studovat vnatorni organizaciu bunkovych membran. Jej podstata
spocCiva v S§tiepeni materidlu v zmrazenom stave. Rovina Stiepenia pre-
chddza najcCastejSie lipoidnou dvojvrstvou, ¢im sa membrdna S3tiepi na
dve cCasti. Na navonok orientovanej vnutornej casti Stiepnej plochy mem-
brdny, oznacovanej ako PF (protoplasmic fracture face) sa daja Studo-
vat partikuly o velkosti 6—9 nm. Tieto tzv. intramembranozne partikuly
(IMP) reprezentuji proteinovi zloZku membrdny. Na vonkajSej casti
membrédny, orientovanej smerom dovniitra, oznacovanej ako EF (exo-
plasmic fracture face) je partikil obycajne mene;j.

V literatdre ultraStruktira zrelej kancej spermie sa opisuje v prdcach
autorov Nicander a Bane (1962), Jones (1971) a Massanyi
(1990). Studiom kané&ich spermii a ich membran sa zaoberali zatial iba
prdce autorov Suzuki a Nagano (1980) a Suzuki (1981].

Cielom prace bolo opisat topograficki organizdciu intramembranoz-
nych partikidl na membrédnach cerstvo ejakulovanych kancich spermii me-
todou mrazového lomu s cielom ziskat dal$ie podrobné informécie o mo-
lekularnej $truktire a funkcii jednotlivgch membrén kan&ich spermii vo
vztahu k procesu fertilizacie.

MATERIAL A METODY

K $tddiu sme pouZili ejakulaty troch plodnych kancov s dobrou inicialnou motilitou,
normélnou koncentrdciou, zfskanych pomocou umelej vaginy. Kanci pochéddzali z chov-
nej stanice kancov, ich ejakuldty boli pravidelne odoberané a pouZivané k umelej inse-
mindcii. Ejakulaty sme ihned po odbere fixovali v 2% roztoku glutaraldehydu vo fosfa-
tovom pufre o pH 7,2 po dobu 2—3 hodin. Potom sa 3> vypierali v rovnakom pufri,
dalej sa ejakulaty presycovali 20% glycerolom po dobu 24 hodfn, nakoniec sa zahusti-
li centrifugéciou pri 1000 ot. min-—1,

MRAZENIE

Na mosadzné terdfky bola umiestnend pologulovitd kvapocka zahustenej suspenzie
o priemere asi 1 mm a spolu s teréfkom ponorend na péit sekdnd do tuhniceho Freonu
22 (—160°C). Zmrazeny materidl sme aZ do daldieho spracovania skladovali v teku-
tom dusfku.

MRAZOVY LOM, POKOVOVANIE

Zmrazend kvapdtka s teréfkom bola umiestnend do Balzersovej aparatiry BA 360 M,
kde vo vdkuu pri teplote —100°C bola rozlomen4. Na rozlomeny povrch bola pod uhlom
45° naparend platina a pod uhlom 90° uhlik pre spevnenie buddcej repliky.
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CISTENIE A FOTOGRAFOVANIE REPLIK

Repliky natiahnuté na vodnej hladine boli vyprané od zbytkov materidlu 70% kyse-
linou sfrovou a 40% kyselinou chrémovou. Pri interpretacii ploch membréan sme sa pri-
drZovali systému, ktory navrhli Branton a i. (1975). Fotografie sme robili na elek-
tronovom mikroskope Tesla BS 500 a JEM-100 CX II. UseCky na obrazkoch predstavuja
1 um.

Merania na cytoplazmatickej membrdne v postakrozomalnej oblasti sa uskutocnili
takto: Po prehliadke lomov v tejto oblasti z viac ako 200 objektov sa vybralo 20 naj-
optimalnejsfch. Tieto sa odfctografovali a na fotografidch sa merali:

— najvzdialenejSie miesto pokryté palisddovite usporiadanymi IMP od posteriorného
prstenca,

— vzdialenost palisdadovitého usporiadania IMP od posteriorného prstenca v strede hla-
vicky v smere dlhej osi hlavicky,

— hranica prechodu z6ny s redsim vyskytom IMP do zény s hustej$im vyskytom IMP
v smere dlhej osi spermie.

VYSLEDKY

Na cytoplazmatickej membrane (PF) pokryvajicej akrozom sa dali roz-
liSovat tercikovite zhlukovania IMP. Okraj hlavicky do vzdialenosti asi
0,3 um sa javil bez pritomnosti IMP, alebo sa zistovali len IMP mens$ich
rozmerov (obr. 1, 2). V postakrozomalnej oblasti anteriorne od posterior-

1. Lom zachytavajaci cytoplazmatickd membrdanu na hlavicke (PF) — 1. IMP si rozlo-
Zené po celej anteriornej ploche hlavicky. Distdlne, smerom k béze hlavicky vidiet
prechod do zony s redsim vgskytom IMP (3ipka). Okraje hlavitky v Gseku asi 0,30 um
si bez IMP. 2 — jadrovy obal. Supinovity vzhlad spdsobuje kaskédovity lom priesto-
rom dvoch jadrovych membran. Na okraji lomu jadrovou membrénou vidiet zbytky
akrozomalnych membrdn — Freeze fracturing affecting the plasma membrane in the
head (PF) — 1 — The IMP’s are distributed along the entire anterior surface of the head.
Transition to the zone with the sparse occurrence of IMP’s (arrow) can be seen in
a distal direction toward the head base. The borders of the head to a distance of
about 0.30 um do not contain any IMP’'s. 2 — Nuclear envelope. A scaly appearance
is given by the cascade fracturing through the space of two nuclear membranes. The
rests of acrosomal membranes can be seen at the border of the fracturing of the
nuclear membrane

2. Detail cytoplazmatickej membrany na apikalnej c¢asti hlavicky. Vidiet teréikovité
zhlukovanie IMP, okraje hlavi¢ky sG bez IMP. 1 — vonkaj$ia akrozomédlna membrédna
[EF) — A detail view of the plasma membrane in the apical part of the head. Disc
clusters of IMP's can be seen, the borders of the head do not contain any IMP's, 1 —
exterior acrosomal membrane (EF)

.
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ného prstenca sa zistili IMP palisddovite usporiadané v Sikmych radoch.
Tieto najdalej siahali na laterdlnej casti hlavicky, az 0,67 um (+ 1,45 az
0,39) od posteriorneho prstenca. V strede hlavicky dosahovali do vzdiale-
nosti x 0,18 um [+ 0,10—0,42). V radoch usporiadanych IMP sa niekedy
dali sledovat aj samostatne uloZené IMP. Miesto prechodu medzi zonou
red$ie a hustejsie usporiadanych IMP bolo vzdialené x 1,63 wm (+ 1,87
az 0,69) anteriorne od posteriorného prstenca (tab. I, obr. 3 a 4).

Na biciku v centriolarnej oblasti (oblasti krcka) na cytoplazmatickej
membrane (PF) tesne za prosteriornym prstencom sa dali pozorovat po-
Catné, ale neusporiadané IMP, ktoré su vystriedané zonou bez IMP do
vzdialenosti asi 1,4 um, potom nasleduje oblast s hohatym vyskytom IMP.

3. Postakrozomélna oblast hlavicky. 1 — posteriorny prstenec (PP). Anteriorne od ne-
ho na cytoplazmatickej membrane (PF) vidiet 3ikmo orientované palisadovite usporia-
dané IMP, ktoré na okraji hlavicky siahaja do vzdialenosti 0,40 um a v strede hlavicky
do vzdialenosti 0,16 gm anteriorne od PP. Samostatné IMP sa dajua tieZ pozorovat v tej-
to zone. Anteriorne nasleduje zona s malym pocCtom IMP, ktora vo vzdialenosti 1,68 wm
prechddza do z6ny s pocetnej$imi IMP. 2 — jadrovy obal — Postacrosomal region of the
head. 1 — posterior ring (PP). Slant-oriented palissade structured IMP's can be seen
in the plasma membrane (PF) in an anterior direction from PP; the IMP's extend to
a distance of 0.40 ym at the border of the head and to a distance of 0.16 um in the
middle of the head from PP in an anterior direction. In this zone single IMP's can also
be seen. In an anterior direction there is a zone with a small number of IMP’s which
at a distance of 1.68 um passes into the zone with numerous IMP's, 2 — nuclear enve
lope

4. Lom postakrozomalnou oblastou hlavicky, zachytdvajaci cytoplazmatickd membranu
(PF) — 1, na ktorej sa daja rozonat tri rozne zony podla usporiadania IMP (A, B, C);
2 — jadrovy obal (EF); 3 — cytoplazmatickd membréna (EF); 4 — jadro — Fracturing
of the postacrosomal region of the head affecting the plasma membrane (PF) — 1, in
which three different zones according to the IMP organisation (A, B, C) can be distin-
guished; 2 — nuclear envelope (EF); 3 — plasma membrane (EF); 4 — nucleus
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I. Statistické meranie na 20 spermidch — Statistical measurements of 20 spermatozoa

f | Najvzdialenejsie miesto | Vzdialenost palisddovi- | Hranica prechodu zény
| Meranie | pokryté palisddovite tého usporiadania IMP | s red3im vyskytom IMP
¢! | usporiadanymi IMP od | od PP v strede hlavi¢- | do z6ny s hustej$im
PP2 ky3 vyskytom IMP4
1 1,03 0,17 ] 0,69
| 2 1,45 0,17 1,45
1 3 1,07 0,42 1,50
1 4 0,69 0,10 l 1,62
i 2] 0,40 0,14 { 1,50
| 6 0,48 0,17 1,38
| 7 0,52 0,13 1,73
8 0,52 0,40 1,73
\ 9 0,64 0,11 1,78
10 0,88 0,21 1,59
11 0,39 0,16 [ 1,87
12 0,40 0,16 1,81
13 0,40 0,16 1,68
14 0,47 0,10 1,78
15 0,77 0,15 1,69
16 1,04 0,16 1,80
L7 0,59 0,12 1,76
18 0,68 0,18 1,73
19 0,63 0,18 1,82
20 0,44 0,17 1,67
| . o S | _ .
| X ‘ 0,67 0,18 1,63
| Max, ‘ 1,45 0,42 1,87
‘ Min. | 0,39 0,10 0,69

Imeasurement no., %the spot with palissade structured IMP’s located at the greatest
distance from the posterior ring, %a distance of the palissade structure of IMP’s from
PR in the middle of the head, “a border of the transition of the zone with the sparse
occurrence of IMP’s to the zone with the denser occurrence of IMP's

Miesto zaciatku bohatého vyskytu IMP zodpoveda umiestneniu prvej mi-
tochondrie v $pirdle mitochondridlneho oddielu. Zhluky IMP sa formo-
vali v miestach, kde sa mitochondridlna a cytoplazmaticka membréana
navzédjom dostdvali do kontaktu. Zhluky IMP sleduja cirkumferencialnu
orientdciu mitochondrii v smere mitochondridalnej Spirdly. V priestoroch
medzi zadvitmi Spirdly IMP chybali. To je miesto, kde nedochddzalo ku
kontaktu cytoplazmatickej a mitochondridlnej membréany (obr. 5]).

Membrany mitochondrii (obr. 6) st podla ocakavania velmi aktivne
a preto obsahuji vela IMP. T4to aktivita sa prenaSa aj na priliehajacu
cast cytoplazmatickej membrdny. Tento jav sa v literature opisuje pod na-
zvom transmembranovy efekt (Fawcett, 1975). Vyrazne sa prejavu-
je na mitochondridlnom oddieli kanc¢ich spermii.

V mieste, kde cytoplazmatickd membrana pokryva anulus, vidiet vdcsie
nahromadenie IMP (obr. 7).

Na cytoplazmatickej membrdne hlavného oddielu bicika, ktory nasle-
duje za anulom, IMP su nepravidelne rozlozené na PF, ale aj na EF plo-
che (obr. 8).
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5. Na bi¢iku za posteriornym prstencom vidiet zonu s husto, ale nepravidelne rozlo-
Zenymi IMP. Za nou nasleduje zona bez IMP, Asi 1,4 um distdlne od PP v mieste, kde
u kanc¢ich spermii zac¢ina mitochondridlna Spirdla vidiet vyrazné zhlukovanie sa IMP.
Zhluky IMP sa tvoria na tych miestach, kde sa dostdvaja do priameho kontaktu cyto-
plazmatickd membrana s membranou mitochondrii. Na rozhrani jednotlivgch mitochon-
drif IMP chybaji. Takto sa stdva viditelné ulozZenie jednotlivych mitochondrii v Spirdle.
Obréazok zachytdva cytoplazmaticki membréanu (PF): 1 — posteriorny prstenec — A zo
ne with dense, but irregularly distributed IMP's can be seen in the flagellum behind
the posterior ring. This zone is followed by a zone without IMP’s. Marked clusters
of IMP’s can be found at a distance of about 1.4 um in a distal direction from PP at
the spot where in boar spermatozoa the mitochondrial spiral begins. The IMP clusters
are formed at such spots where the plasma membrane and the mitochondrial membrane
come into a direct contact. The IMP's are missing at the boundary of individual mito-
chondria. In this way the positions of individual mitochondria in the spiral become
visible. The plasma membrane (PF) is seen in the photo; 1 — posterior ring

6. Replika lomu mitochondridalnou 3pirélou. 1 — zhluky IMP na vonkajsej mitochondrial-
nej membrane. Mitochondridlna membrana je obkolesena cytoplazmatickou kvapkou —
Replication of the fracturing of the mitochondrial spiral. 1 — IMP clusters in the
exterior mitochondrial membrane. The mitochondrial membrane is surrounded by the
cytoplasmic droplet

EF plochy cytoplazmatickej membrany javili vSeobecne nevyrazne Struk-
turdlne usporiadanie IMP, najcastejSie boli hladké.

Na akrozomalnych membranach sa pozorovali nepravidelne rozlozené
IMP.

Postakrozomadlna posva v mrazovom lome sa nejavila ako morfologicky
identifikovatelna Struktura.

Jadrovy obal v mrazovom lome prejavoval Supinovity vzhlad, ako do-
sledok priebehu lomu c¢astami vonkajSej a vnutornej jadrovej membranyv
(obr. 3). Na jadrovom obale, ohranicujicom posteriorny nukledrny prie-
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7. Anulus (1) nasadd na distdlny koniec mitochondridlnej Spirdly, je to miesto pre-
chodu mitochondridineho do hlavného oddielu bi¢ika. Na cytoplazmatickej membréane
(PF) v oblasti anula je viac IMP — The annulus (1) is attached to the distal end of
the mitochondrial spiral, this is a spot of the transition of the mitochondrial segment
to the main segment of the flagellum. There are numerous IMP’s in the plasma mem-
brane (PF) in the annulus region

4. Hlavny oddiel bicika. IMP sd nepravidelne rozlozené tak na PI (1) ako aj na EF
(2) ploche cytoplazmatickej membrany — The main segment of the flagellum. The IMP’s
are distributed irregularly on the PF (1) and EF (2) surfaces of the plasma membrane

. Jadrové pory na prebytocnej jadrovej membrane (Sipky) — Nuclear pores in the
surplus nuclear membrane (arrows)

10. Bdaza hlavicky. 1 — jadrovy obal ohranicujici implanta¢nad jamu. VonkajSiu c¢ast
jadrového obalu tvori tzv. bazdlna platila. Na nej sa nachddzaja IMP men$ich rozme-
rov, ktoré sa povazuji za sucast proteinov filamentov, ktoré spédjaji konkdvnu plochu
hlavicky s konvexnou artikulacnou plochou bi¢ika. 2 — priliehajiaca c¢ast artikulacnej
plochy bi¢ika — The head base. 1 — the nuclear envelope surrounding the implantation
pit. The exterior part of the nuclear envelope is formed by the so called basal plate.
In this plate there are small IMP's which are considered as a part of proteins of the
filaments which connect the concave surface of the head with the convex articular
surface of the flagellum. 2 —— the clinging part of the articular surface of the flagellum
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L1. Cytoplazmatickda kvapka v proximdlnej ploche pred jej premiestnenim do oblasti
anula (8ipka). V jej obsahu rozoznat skupinu membranéznych Struktir — The cyto-
plasmic droplet on the proximal surface before it passes to the annulus region (arrow).
There is a group of membraneous structures in the droplet contents

12. Lom cytoplazmatickou kvapkou; da sa rozoznat excentricky uloZeny bi¢ik (1). Jej
obsah tvoria vezikuly a cisterny — Fracturing of the cytoplasmic droplet; the eccentri
cally located flagellum can be discerned (1l). Vesicles and cisterns form its contents

stor, ako na jedinej casti jadrového obalu sa identifikovali jadrové pory
(obr. 9). Jedna sa o tu cast jadrovej membrany, ktora siaha do oblasti
centriolarneho oddielu, vo forme zahybov. Jadrovy obal po vydani zahy-
bov sa opiit vracia zpédt do oblasti kondenzovaného jadrového chromatinu
na posteriornej casti jadra a pokryva posteriornu plochu jadra. V tejto
oblasti jadrové pory nie su viditelné. Daju sa na nej sledovat menSie IMP,
ktoré sa mozu povazovat za sucCast proteinov tvoriacich filamenty, ktoré
spdjaju konkavnu plochu hlavicky s konvexnou artikularnou plochou bi-
cika, vytvarana kapitulom. Tieto filamenty st zodpovedné za spojenie
hlavicky s bicikom spermie (obr. 10].

Cytoplazmaticka kvapka obsahuje vela membranoznych utvarov (obr,
11), tvoriacich stenu vezikulov a cisterien. Tieto utvary si dobre roz-
poznatelné v lome cytoplazmatickou kvapkou (obr. 12). Jedna sa o cast
membran, ktoré nie si potrebné a vylucia sa spolu s obsahom cytoplaz-
matickej kvapky. Ide o zbytok vezikil Golgiho komplexu, cisterien endo-
plazmatického retikula a snad aj mikrotubulov, ktoré boli funkcné pocas
spermatogenézy.

DISKUSIA

V sicasnosti sa vie dost mdlo o vyzname poznatkov o rozdielnej frek-
vencii vyskytu IMP a ich relacii k procesu fertilizacie. K vyznamnému
pokroku v tejto oblasti prispievaja prace autorov Suzuki a Nagano
(1980), Suzuki (1981) a Suzuki a Yanagamachi (1986),
v ktorych sa demonStruji zmeny v uloZeni IMP pocas pasaZe kancich
a Skreckovych spermii prisemennikmi. Palisddovité rady IMP sa formuju
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pocas prechodu spermii hlavou prisemennika a postupne sa zvySuje ich
denzita na postakrozomdlnej oblasti. V naSej prdci sme §tudovali IMP
na membranach ejakulovanych spermii, kde rozloZenie IMP je uZ stabi-
lizovane.

Zvlastna pozornost sa venuje IMP na cytoplazmatickej membréane na
postakrozomalnej oblasti, pretoZe v tejto oblasti dochadza k prvym kon-
taktom a zacCiatku fuzie spermie s vajickom. Koehler (1966, 1970,
1972), Flechon (1974), Ollsen a i. (1983), Massanyi a Ja-
nisch (1989) na tejto oblasti hlavicky rozoznavaja dve suboblasti po-
dla usporiadania IMP. Jednu pokryvaja palisddovite usporiadané IMP
a na druhej st IMP rozlozené nepravidelne po celej ploche.

V  porovnani s byc¢imi spermiami (Massanyi a Janisch,
1989) palisadovité usporiadanie IMP na kancich spermidch javi rozdiel-
nost jednak v Sikmom priebehu, oproti priamo prebiehajicich radov u by-
cich spermii. Rozdiely st tiez v ploche, ktori palisddovite usporiadané
IMP pokryvaju. U kanca je tato plocha ovela mensia a siaha X 0,67 um na
okraji a X 0,18 um v strede hlavicky anteriorne od posteriorného prstenca.

Oproti predoslym poznatkom sa anteriorne od palisadovitych linii IMP
opisuji dve rozdielne usporiadania IMP. Je to oblast chudobnejSia na
IMP, ktord siaha aZ x 1,63 um anteriorne od posteriorného prstenca, tato
je postupne vystriedana oblastou bohatSou na IMP. Na jej okrajoch sa
IMP stracajq.

Poukézali sme na rozdiely zistené v rozloZeni IMP na cytoplazmatickej
membrane (PF) kancich a bycich spermii. Ak frekvencia IMP je v kore-
lacii s metabolickou aktivitou membran, tak sa da usudit, Ze metabolicka
aktivita cytoplazmatickej membrany (PF) u kancich a byéich spermii
sa 1i8i. Je to zatial jedind medzidruhova diferencia morfologicky zistena
na hlavicke spermii v postakrozomalnej oblasti. Tento ndlez sa moéZe
pouZit ako argument k vysvetleniu existujicej inkompability spermii jed-
ného druhu s vajickom iného druhu zvierat.

Posteriorny prstenec je miesto pevnej fuzie cytoplazmatickej membrany
s jadrovym obalom. Je dobre definovatelny v prepardtoch spracovanych
mrazovym lomom. Faziou membran sa oddeluju od seba kompartmenty
hlavicky a bicika. Ide o déleZity mechanizmus, vyznam ktorého spociva
v zachovani pohyblivosti spermii aj po rozpadnuti sa cytoplazmatickej
a vonkajSej akrozomdlnej membrdny pocas akrozomdlnej reakcie. Po-
hyblivost spermii je potrebnd pre uskutocnenie fertilizdcie. Tdto sa za-
stavuje pri akomkolvek naruSeni cytoplazmatickej membrany. Palisadovi-
tému usporiadaniu IMP, ktoré je lokalizované v blizkosti posteriorneho
prstenca sa prisudzuje ucast na zosilneni opisovanej fiizie membréan. Po-
dla morfologicky zistenych rozdielnosti vo formovani palisddovite uspo-
riadanych linif IMP, ako aj rozdielnej plochy, ktord pokryvaji, da sa pred-
pokladat rozdielnost v mechanizme, resp. v pevnosti tohoto uzveru u by-
ka a kanca.

Jadrové pory boli identifikované na prebytocnej jadrovej membréane
v podobnej Struktire a lokalizdcii, ako sa zistili na bycich spermiach.
Zatial o inej funkcii, ako o moZnej ceste prenosu RNA z jadra do cyto-
plazmy, sa neuvaZovalo.

Na bi¢iku sa nenasli podstatné rozdiely v usporiadani IMP oproti by-
¢im spermidm. Treba upozornit na vyraznej$i transmembrandzny efekt
na mitochondridlnom oddieli a chybanie IMP v oblasti kr¢ka, o koreSpon-
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duje s ultraStrukturdlnymi poznatkami, Ze zaCiatok mitochondridlnej $pi-
raly u kancich spermii je posunuty za oblast kr¢ka (Nicander a Ba-
ne, 1962).
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The objective of the present paper was to describe the topographic orientation of intra-
membraneous particles (IMP) in the membranes of freshly ejaculated boar spermatozoa
applying the method of freeze fracturing. Disc clusters of IMP’s could be distinguished
in the acrosome-covering plasma membrane (PF). The border of the head to a distance
of about 0.3 um seemed to contain no IMP’s (Figs. 1, 2). In the postacrosomal region
in an anterior direction from the posterior ring the IMP's were found to be arranged
in palissade slant rows. Statistical measurements of 20 spermatozoa (Tab. I) indicated
that the slant rows extended to the greatest distance in the lateral part of the head,
up to 0.67 um (-4 1.45—0.39) from the posterior ring. In the middle of the head the
rows extended to a distance of 0.18 um (+ 0.10—0.42). The transition spot between the
zone of sparse IMP’s and the zone of densely arranged IMP’s was at a distance of
1.63 um (-4 1.87—0.69) in an anterior direction from the posterior ring (Figs. 3, 4).
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In the flagellum in the plasma membrane (PF) the first spot of an ample occurrence
of IMP’s is located in the first mitochondrion in the spiral. The IMP clusters follow the
cicumferential orientation of mitochondria in the mitochondrial spiral. The IMP’s were
missing in the spaces between the spiral coils (Fig. 5). The membranes of the mito-
chondria contain a large amount of IMP’s. This activity is transferred to the clinging
part of the plasma membrane (Fig. 6). A larger accumulation of IMP's can be seen
at the spot where the plasma membrane covers the annulus (Fig. 7). In the plasma
membrane of the main segment of the flagellum the IMP’s are distributed irregularly in
PF, and also in EF (Fig. 8). The EF surfaces of the plasma membrane had in general
an indistinct structural organisation of IMP's. The distribution of IMP’s in acrosomal
membranes was found to be irregular. The postacrosomal lamina in the freeze fracturing
did not look like a morphologically identifiable structure. In the nuclear envelope deli-
miting the posterior nuciear space, nuclear pores could be identified (Fig. 9). No
nuclear pores could be seen in the nuclear envelope clinging to the posterior part of
the nucleus. At this spot smaller IMP's were observed which could be a part of the
proteins of the filaments connecting the concave surface of the head with the convex
articular surface of the flagellum. These filaments connect the head and the flagellum
(Fig. 10). The cytoplasmic droplet contains a large amount of membraneous formations
(Fig. 11) which build the wall of vesicles and cisterns. These are membraneous for-
mations which have been eliminated with the contents of the cytoplasmic droplet.

bhoar spermatozoa; intramembraneous particles; plasma membrane; freeze fracturing

Adresy autorov:

Doc. MVDr. ing. Ladislav Massanyi, DrSc.,, Vysoka skola poInohospodarska,

949 79 Nitra

Doc. MUDr. Rudolf Janisch, DrSc., Biologicky Gstav, Lékarskd fakulta Masarykovy
Univerzity, Jostova 10, 662 43 Brno
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KRITERIA, PODLE KTERYCH SE ROZHODUJE O ZARAZENI VEDECKYCH
CASOPISU DO CURRENT CONTENTS

(E. Garfield: Current Comments, 28, 1990, s. 5—13)

1. Citovanost publikovanych &lanki
— Celkovy pocet citaci ¢lanku
— Zavaznost (impact) casopisu; hodnoti se indexem (1]
pocet citaci ¢asopisu v urc¢itém roce

celkovy pocet praci zverejnény v Casopise
v predchazejicich dvou letech

2. Internacionélnost tasopisu
— podle statni prislusnosti prvniho autora

— podle statni prislusnosti autor®, ktefi citovali ¢lanky pu-
blikované v casopise

3. Vydavatelska drovei
— V¢asnost a pravidelnost vydavani
— Délka obdobi od dodani rukopisu po zverejnéni

— DodrZovani mezinarodnich vydavatelskych pravidel
informativnost titulu ¢asopisu
dostatecné popisné tituly ¢lankd
uplné bibliografické informace citované literatury
plné adresy autori, vcetné cisel telefonii a faxu

— Jazyk, ve kterém je Casopis vydavan, dostatecné infor-
mativni abstrakt nebo souhrn v anglic¢tiné, u neanglicky
psanych ¢lanka je nezbytny

— Kvalita ¢lank
spolehlivost metodiky
originalita vysledki
uplnost literatury (zda autofi cituji Siroky rozsah vy-
znamnych Casopisti)

— Veédecka kvalita autorti i ¢lent redakéni rady
jak casto publikuji
ve kterych casopisech publikuji
zda jsou jejich préace citovany
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VYSETROVANIE PROTILATOK PROTI INFEKCNE] BRONCHITIDE
HYDINY METODAMI ELISA, HIT A AGPT

]. Zajac, L. Novotn4, L. Lopasovsky

ZAJAC, ]. — NOVOTNA, L. — LOPASOVSKY, L. (Bioveta, Nitra): Vysetrovanie
protildatok proti infekénej bronchitide hydiny metédami ELISA, HIT a AGPT.
Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (1): 57 —63.

Vo veku 21 dni sme kur€ata vakcinovali virusom infekénej bronchitidy (IB)
H 120 a po skupindch za tri tyzdne infikovali, resp. revakcinovali virusom IB
M 41, D 274 a H 120. Metédami ELISA a hemaglutina¢no-inhibi¢nym testom (HIT)
sme vy3etrovali hladiny S$pecifickych protilatok proti antigénom pripravenym
z homol6égnych a heterolégnych virusov IB. Vysledky dokumentuja sérotypova
§pecifickost HIT, ktora bola vyraznd najmd po primovakcindcii a dva t¢Zdne po
infekcii. Dynamika protilatok pri vy$etreni ELISA mala u jednotlivgch skupin
kurciat analogicky priebeh a medzi hodnotami stanovenymi pomocou rozdiel-
nych antigénov sme podstatné diferencie nezistili. Agar-gélovym precipitaénym
testom (AGPT) a ELISA sme vy$etrili 52 skupinovych vzoriek po 10 kusov sle-
pacieho séra. Vysledok AGPT sme hodnotili percentom vzoriek s precipitatnou
aktivitou v skupine. Precipitatna aktivita bola limitovand stupiiom pozitivy re-
akcie ELISA. Dosiahnuté vysledky svddcéia pre to, Ze ELISA je metéda volby
pri hodnoten{ drovne protildtok proti virusu IB u hydiny.

infek¢na bronchitida hydiny; ELISA; hemaglutina¢no-inhibi¢né protilatky; pre-
cipitacné protildtky

Stanovenie Specifickych protildtok proti virusovym antigénom posky-
tuje cenné informécie o trovni humorélnej imunity v populédcii hydiny
a Casto byva nepriamym dokazom infekcie. Pri sérologickom prieskume
infek&nej bronchitidy a kontrole vakcinovanych chovov na nasom tzemi
pouzil Cernik (1972) agar-gélovy precipitatny test. Metéda AGPT,
ako ju opisali Lohr (1976) a Doi a i. (1982) je séroskupinovo 3pe-
cifickd a obmedzend na turovni kvalitativneho, pripadne semikvantita-
tivneho hodnotenia vysledkov. Pri kvantitativhom hodnoteni protildtok
sa pouzival dlha dobu nékladny a pracny neutralizaény test na kuracich
zarodkoch, ako ho opisal Cernik (1972) a Jones (1976). V snahe
o racionalizdciu metdédy vypracovali Wilcox a i. (1983) modifikdciu
neutralizaéného testu na kultdrach Kkuracich oblickovych buniek
a Snyder a i. (1983) na organovych rezoch kuracich trachei. Me-
tédy boli realizované v mikromodifikdcii na mikroplatniach, vykazovali
vysoki citlivost a Specifickost. Problém rychlej a nendro¢nej sérologic-
kej diagnostiky infekénej bronchitidy sa pokusili vyrieSit Alexander
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a 1. (1983), ktori Standardizovali metodu hemaglutinacno-inhibicného
testu. PretoZe virus infekénej bronchitidy nevyvoldva spontdnnu agluti-
ndciu erytrocytov, je nevyhnutna uc¢innd preparacia fosfolipdzou C za
definovanych podmienok (Faragher, 1987). Takto pripraveny anti-
gén aglutinuje kuracie erytrocyty a hemaglutinacia je inhibovana Spe-
cifickou protilatkou podla podmienok reakce (King, 1988). Séro-
typovi Specifickost neutralizacného a hemaglutinacno-inhibi¢ného testu
dokumentovali Gelb a Killian (1987). Kvantifikaciu protilatok
proti infek¢nej bronchitide nepriamym testom ELISA v skimavkovej
modifikacii opisali Marquardt a i. (1981). Nasledne modifikovali
metédu na mikrotitraénych platnickdch Snyder a i. (1983) a pod-
mienky reakcie optimalizovali Case ai. (1983). Standardizovaniu tech-
niky venovali pozornost Zellen a Thorsen (1986). Vietci uvad-
zani autori sa zhoduji v tom, Ze ELISA je citliva, specifickd a pohotova
metdda na kvantifikdciu protilatok proti infekénej bronchitide.

V predloZenej praci dokumentujeme zakladné rozdiely medzi ELISA
a hemaglutinaéno-inhibi¢nym, resp. agar-gélovym precipitacnym testom,
ktoré st zjavné pri vySetrovani protilatok proti infek¢nej bronchitide
hydiny.

MATERIAL A METODY

Virusovy material. Na vakcindciu a infekciu kurciat, ake aj na pripravu antigénov
pre ELISA a HIT sme pouZili nasledovné virusy infekénej bronchitidy:
1. vakcinacény kmein virusu 1B, H 120, typu Massachusetts;

2. virulentny kmeii virusu 1B, M 41, typu Massachusetts;
3. variantng kmen virusu 1B, D 274.

Virusovy material sme pomnoZovali podla Cernfka (1972) inokulovanim do SPF
kuracich zarodkov na desiaty deil inkubédcie a pre dalsie spracovanie sme selektovali
alantoamniové tekutiny s obsahom najmenej 10° EIDso virusu v mililitri.

Nepriamy test ELISA sme robili technikou podla Zajaca a Novotnej (1991);
virusové antigény sme pripravili koncentrovanim z alantoamniovych tekutin a purifi-
kovanim v sachardézovom gradiente ultracentrifugdciou a ako kontrolu reakcie sme
pouzili negativne sérum SPF kurciat a pozitivne sérum nosnic infikovanych virusom
infekénej bronchitidy. Reakciu sme odc¢itali spektrofotometrom a stupent ELISA poziti-
vity stanovili pomocou programu LIMIT na pristroji Minireader II fy Dynatech.

Hemaglutina¢no-inhibi¢ny test v mikrotitraénych platniach s jamkami U fy Dynatech
sme robili technikou, ktord opisal King (1988). Hemaglutina¢né antigénv sme pri-
pravili pomocou fosfolipdzy C fy Sigma, metodick¢ym postupom podla autorov Lashga -
ri a Newman (1982).

Agar-gélovy precipitadny test sme rohili podta Cernika (1972) pomocou antigénu
pripraveného z chloriolantoickych blan kuracich embryi infikovangch virusom 1B, M 41,
ako to opisal Salaj ai. (1988).

Vy3etrovany material. Kurcatd hybridu Shaver Starcross 288 z konven&ného chovu
sme od prvého difia Zivota drZali v izoldcii a vo veku 21 dni vakcinovali virusom IB
H 120. Kratko pred vakcinaciou, vo veku 28, 35 a 42 dni, sme vZdy desat kurciat vy-
kivili. Vo veku 42 dnf sme kidel rozdelili na tri skupiny:

1. skupinu sme olkovali virusom 1B H 120;
2. skupinu sme infikovali virusom IB M 41;
3. skupinu sme infikovali virusom IB D 274.
Infek&ny material s obsahom asi 10% EIDso virusu v 1 ml sme kurdatam aplikovali
intrakonjunktivdlne po 0.05 ml. Vo veku 49. 56 a 63 dni sme vZdy desaf kurciat z kaz-
dej skupiny vykfvili. Vo v3etkych vzorkdch krvného séra sme vySetrovali metédou
ELISA a HIT protilatky proti antigénom pripravenym z jednotlivich kmeiiov virusu IB.

Za ucelom porovndvania met6dy ELISA a AGPT pri stanoveni protilatok proti virusu
IB sme vySetrovali siibor 54 skupinovych vzoriek séra, ktoré pochéadzali od hydiny
rozdielnych plemien a vekovych kategdrii. KaZdi skupinu predstavovalo 10 sér z jed-
ného odberu v kidli rovnakého plemena, hybridu a veku.
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VYSLEDKY

Na obr. 1 je zndzornena dynamika titrov HI-—protilatok v sérach kur-
c¢iat vakcinovanych virusom IB H 120 a revakcinovanych rovnakym
virusom, alebo infikovanych virusmi IB M 41 a D 274. Z vysledkov
vySetrovania vyplyva, Ze najvySSie titre HI—protildtok sme stanovili
u kurciat vakcinovanych a revakcinovanych virusom IB H 120, pri vy-
setreni hemaglutinaénym antigénom z homologneho kmena IBV H 120.
Ich dynamika mala vzostupny charakter dva tyZdne po vakcinécii, pri-
¢om stanovené hodnoty dosahovali v priemere 6,5 log.. Po revakcinécii,
ktorda sa uskutocCnila v obdobi protilatkovej regresie, sme zaznamenali
v intervale troch tyzdnov opédtovny vzostup HI—titrov na 9,3 log.. Dyna-
mika protilatok stanovena v rovnakej skupine hemaglutinaénym anti-
génom virusu IB M 41 bola menej vyraznd; po vakcinacii dosahovali
hodnoty najviac 4,2 log, a po revakcinacii 6 log.. Pri vySetrovani uvede-
nych sér antigénom virusu IB D 274 sme zistili kratkodoby, kvantita-
tivne nevyraziny vzostup HI—titrov protilatok tyzdenn po vakcinacii
a dalsi za tri tyzdne po revakcinacii, kedy vystupili sledované hodnoty
v priemere na 4 log.. Po infekcii kurciat virusom IB M 41 sme pomocou
hemaglutinaéného antigénu z kmena [BV H 120 zaznamenali v inter-
vale prvych dvoch tyzdiiov vyrazny vzostup a nasledne mierny pokles
protilatok. Naproti tomu dynamika stanovena v tychto sérach hemaglu-
tinacnym antigénom virusu IB M 41 mala po cely c¢as progresivny cha-
rakter. Titre HI—protilatok stanovené v rovnakych sérach antigénom
virusu IB D 274 vystapili z podprahovych hodnét na 5,7 log, len po-
sledny tyzdeii po infekcii. Po infekcii kurciat virusom IB D 274 sme
zaznamenali pomocou antigénov vyrobenych z jednotlivych virusov 1B,
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1. Titre hemaglutinac¢noinhibi¢nych protilatok, stanovené pomocou rozdielnych anti-
génov v sérach kurciat vakcinovanych virusom IB H 120 (O) a po skupinach re-
vakcinovanych rovnakym, alebo infikovanych rozdielnymi virusmi IB M 41 (@) a D
274 (®) — The titres of haemagglutation-inhibition antibodies determined on the
basis of different antigens in the serums of chicks vaccinated with IB H 120 (O)
virus and revaccinated with the same virus by the groups, or infected with the
viruses IB M 41 (@) and D 274 (©)
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vo vSetkych pripadoch progresivnu dynamiku protildtok; HI—titre pri-
tom dosahovali pri stanoveni antigénmi virusov IB H 120 8 log,, M 41
7,8 log, a D 274 6,2 log..

Medzi hodnotami ELISA, ktoré sme stanovili pri jednotlivych skupi-
nach vzoriek pomocou rozdielnych antigénov, neboli vyrazné rozdiely
(obr. 2). Prvé dva tyZdne po vakcindcii kurc¢iat virusom IB H 120 mala
dynamika protilatok stdpajici charakter, priCom najvySSi priemerny
stupenl pozitivity 3 sme zistili v reakcii s antigénom virusu IB H 120.
Odpovedajice hodnoty ELISA stanovené pri antigénoch virusov IB
M 41 a D 274 boli 1,5 a 2. Po revakcindcii sme pozorovali tri tyZdne
trvajuaci vyrazny vzostup protilatok. Analogicky obraz sme zaznamenali
aj v skupindch kurciat, ktoré boli infikované virusmi IB M 41 a D 274.

ELISA
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2. Hodnoty ELISA protilatok, stanovené pomocou rozdielnych antigénov v sérach kur-
¢iat vakcinovanych virusom IB H 120 (©) a po skupinach revakcinovanych rovna-
kym, alebo rozdielnymi virusmi IB M 41 (@) a D 274 (®) — The ELISA values of
antibodies determined on the basis of different antigens in the serums of chicks
vaccinated with the IB H 120 (O) virus and revaccinated with the same virus by
the groups, or with the viruses IBM 41 (@) and D 274 (@®)
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Bez ohladu na typ pouzitého antigénu sa na treti tyZdeil po revakcindcii,
alebo infekcii pohybovali stanovené hodnoty ELISA v rozsahu najvys-
Sich stuprtiov pozitivity 8 a 9.

Metodou ELISA a AGPT sme vySetrili 52 skupinovych vzoriek slepa-
cieho séra, pricom kazdu skupinu reprezentovalo 10 sér. Vysledky AGPT
sme hodnotili pri jednotlivych skupindch semikvantitativhe percentom
vzoriek s precipita¢nou aktivitou. Na obr. 3 st vyznacdené aritmetickym
priemerom so smerodajnou odchylkou vysledky ELISA, stanovené pri
skupinach sér s rozdielnym percentom precipitacnej aktivity.

DISKUSIA

Cielom laboratorneho experimentu bolo pripravil vhodny materidl na
porovnanie sérotypovej Specifickosti ELISA reakcie a HI—testu. Za
tymto uCelom sme kurcatd z konvenéného chovu po ofkovani klasickym
vakcinatnym virusom IB H 120 po skupindach revakcinovali alebo infi-
kovali rozdielnymi virusmi IB. Pri jednotlivych skupinach sme vySetro-
vali hladinu S$pecifickych protildtok proti antigénom pripravenym z ho-
molégnych a heterolégnych virusov IB, ktoré boli pouZité na infekciu
kurc¢iat. Dosiahnutymi vysledkami sme dokumentovali sérotypovi Speci-
fickost HI—testu, na ktori poukdzali uZz Gelb a Killian (1987)
a Kaufhold a i. (1988). Bolo to preukazné pri vySetrovani sér zis-
kanych po primovakcinacii kurciat virusom IB H 120, v ktorych sme
zaznamenali najvyssie titre HI—protilatok pomocou antigénu z homo-
logneho virusu IB, oproti titrom HI—protilatok dosahovanym pri vySet-
reni antigénmi z heterolognych virusov IB. Bolo to zjavné aj pri skupi-
nach kurciat, ktoréé sme ockovali virusmi IB typu Massachusetts, M 41
a H 120. Titre HI—protilatok v tychto sérach mali analogicky priebeh,
na rozdiel od titrov, ktoré sme namerali v sérach kuré¢iat infikovanych
virusom IB D 274. Najvy3Sie rozdiely medzi titrami HI—protilatok sta-
novenymi pomocou rozdielnych antigénov boli 7 a 14 dni po infekcii
a potom dochéadzalo k ich vyrovnaniu. Pri pouZiti analogickych kmeriiov
virusu IB zaznamenali podobné vysledky Brown a Bracewell
(1988). Dynamika postvakcinacnych a postinfekénych protilatok stano-
vend metodou ELISA mala na rozdiel od titrov HI—protilatok podobny
priebeh, aj pri pouziti heteroléognych antigénov IB. Dosiahnuté vysledky
st dokazom, Ze ELISA nie je skupinovo Specifickd metdda. V silade s néa-
zormi autorov Perrot a i. (1988) ju moZno uprednostnit pred séro-
typovo $pecifickym neutralizacnym a hemaglutina¢no-inhibiénym testom
pri hodnoteni tdrovne humordlnej imunity proti infekénej bronchitide
hydiny. V porovnani s agar-gélovym precipitaénym testom je ELISA cit-
livejsia pri dokaze protilatok proti virusu IB, na ¢o poukézali Wilcox
a i. (1983). V nasSej praci sme porovnavali stupeili ELISA pozitivity s per-
centom precipitdcie pri 52 skupinovych vzorkach slepacieho séra. Na-
priek absencie precipitaénych protildtok vykazovalo 35 skupinovych
vzoriek v reakcii ELISA pozitivitu v rozsahu hodnét od 3 do 9. Vzorky
s precipitagnou aktivitou 10—40 % mali stupeii ELISA pozitivity 7 aZ 9
a precipitacnej aktivite 70—90 Y% zodpovedal maximalny stupeii ELI-
SA 9. Uvedené vysledky su ddokazom toho, Ze precipitatnd aktivita je
limitovand stupfiom pozitivity ELISA reakcie.
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Med. (Praha), 37, 1992 (1): 57—63.

Chicks of a conventional poultry flock, Shaver Starcross 288 hybrid, were vaccinated

with infectious bronchitis (IB) virus H 120 at the age of 21 days. Three weeks later,
the chicks were divided into three groups and separate groups were infected with in-
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fectious bronchitis viruses M 41 and D 274 or revaccinated with virus H 120. The
content of specific antibodies to antigens prepared from homologous and heterolog-
ous viruses of infectious bronchitis used for chick vaccination and infection was in-
vestigated at regular intervals in the separate groups of chicks by means of an ELISA
technique and haemagglutination-inhibition test (HIT). Serotype specificity of hae-
magglutination-inhibition test was documented by the results; the specificity was
obvious mainly after the first vacccination and two weeks after infection, or after
chick revaccination (Fig. 1). The dynamics of postinfective or postvaccinal antibodies,
recorded by the ELISA technique, had analogical patterns in the separate groups of
chicks, and there were no larger differences in the values determined on the basis
of different antigens during the investigation (Fig. 2). A total of 52 group samples
of fowl serum was examined by the ELISA technique and agar-gel precipitin test
(AGPTj) in another part of this study. Ten serums of identical origin represented the
separate groups. The result of this examination was evaluated from the percentage of
samples with precipitin activity in the group, or from the average value of ELISA.
Mutual comparison of the mentioned values indicated that the precipitin activity was
limited by the positivity degree of ELISA reaction (Fig. 3). The obtained results de-
nmonstrate that the ELISA technique is an optional means of objective evaluation of
the content of antibodies to infectious bronchitis virus in poultry flocks.

infectious bronchitis of fowl; ELISA; haemagglutination-inhibition antibodies; precipitin
antibodies
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU VETERINARNI MEDICINA

Casopis VETERINARNI MEDICINA uvefejiiuje piivodni prace, recenze apod.

Autor je pln& odpovédny za piivodnost prdace a za jeji vécnou i formalni spravnost.
K praci musi byt pfipojeno prohlaSeni autora o tom, Ze prdace nebyla publi-
kovéana jinde.

O uvefejnéni prace rozhoduje redakéni rada casopisu, a to se zietelem k lektor-

skym posudkiim, védeckému v§znamu a pFinosu i kvalit® praci. Jednotlivé prédce ne-
maji mit rozsah vétsi neZ 10 aZz 12 stran psanych na stroji se vSemi pfilohami.
Technicka dprava rukopisu. Uprava rukopisu méa odpovidat CSN 880220 (formé&t A,
30 radek na stranku, 60 uhozi na Fadku, tzn., Ze mezi fadky se délaji dvojité mezery).
Ilustrace, grafy, tabulky a fotografie (&ernobilé) maji vyhovovat CSN 88 2109, dodavaji
se zvla3t a nepodlepuji se. Rysuji se tusi na bily nebo pauzovaci papir a popisuji se
jednotnou velikosti pisma (8ablona 3,5 mm). Na zadni strané se vyznac¢i tuZkou pofa-
dové ¢islo obrazku a napiSe se jméno autora clanku. Texty k obrdazkiim se dodavaiji
na zvlastnim listé, umisténi obrdazkt se oznacuje na levém okraji prislusné strany
rukopisu ¢islici v krouZku. Tabulky se ¢€isluji Fimskymi ¢islicemi. Na vSechny obrazky
i tabulky musi byt v textu prace odkazy. Pro preklad do anglictiny je nutné vysvétlit
viechny pouZité zkratky.
Uprava vlastni prace. Ndzev prdace nemd presahovat 85 thoz{. Je nutné se v nazvu vy-
varovat obecnych frazi jako: Studie o..., Prispévek k... KaZzdy zaslany c¢lanek musi
byt samostatnou praci, nemohou byt publikoviany ¢ldnky na pokracovani, stejné tak
Jsou vylougeny podtituly ¢lankd.

Jména autorti se uvadéji bez tituii — prijmeni a prvni pismeno jména.

Souhrn. Vypracovani souhrnu je nutné vénovat obzvlastni péci. Autor do ného ma
shrnout v8e, co je na jeho prdci pozoruhodné a nové a co ma byt dokumentovano.
Souhrn mda byt nekritickym informa¢nim vybérem vyznamného obsahu a zdavéru, ni-
koliv vSak jeho pouhym popisem. Musi vyjadrit vSechno podstatné, co je ohsaZeno ve
védecké praci, nemé ji vSak nahradit. Nesmi prekrocit rozsah 170 slov. Je tieba, aby
byl psdan celymi vétami, nikoliv telegrafickym zplsobem. Pro preklad do angli¢tiny se
pozaduje souhrn deldi (do dvou rukopisnych stran) s odkazy na tabulky a obrazky,
popr. s anglickymi odbornymi terminy nebo uZ pfeloZeny do angli¢tiny. Souhrn zacind
jménem autorii, nidzvem pracovisté a jeho sidlem (v zavorce), titulem ¢lanku a ci-
taci: Veter. Med. (Praha), 00, 1990. Mista oznacena nulami doplni na kompletni citaci
pri korekture redakce.

Klitova slova. Pod souhrn je nutno po vynechdni Fadky pripojit klicova slova. Ta
maji slouZit k rychlé orientaci a pri zafazovani prdce do kartotéky. Kli¢ovych slov by
nemélo byt méné neZ 3 a vice nez 12. Zacinaji malym pismenem a odd&luji se stied-
nikem.

Ovod. Uvod méa obsahovat hlavni diivody, pro¢ byla prédce uskutetnéna a velmi strud-
nou formou stav studované otdzky. Je nutné se v ném vyhnout rozsahlym historickym
prehlediim, Uvadi{ se bez nadpisu, je moZné v n&m uvést k praci se vztahujici citaci
autort (doporucuje se co nejnizdi pocet citaci — Ctyri aZ osm autorii).

Materidl a metody. Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li ptivodni, jinak postacuje
citovat autora metod a uvadét jen pripadné odchylky. Je v nich popsdn pokusny ma-
teridl. Popis metod by mél umoznit, aby kdokoliv z odbornikii mohl podle n&ho a pfi
pouziti uvedenych citaci praci opakovat.

Vysledky. Doporucuje se nepouzivat k vyjaddreni kvantitativnich stav( tabulek a dat
prednost grafim nebo tabulky shrnout ve statistickém hodnoceni naméfenych hodnot
Tato ¢ast by neméla obsahovat teoretické zdvéry ani dedukce, ale faktické ndlezy.
Diskuse. Diskuse obsahuje zhodnoceni prace. Diskutuje se o moZnych nedostatcich
a prace se konfrontuje s vysledky drive publikovanymi (poZaduje se citovat jen ty
autory, kteri maji k publikované prdaci bliZzsi vztah), pokud maji souvislost nebo pokud
jsou s predloZenou praci néjak srovnatelné.

Literatura. V textu se pfi citaci uvede jméno autora a rok publikovdni. Do seznamu
se zaradi vSechny prdce citované v textu C¢lanku, a to podle abecedy, bez d¢islovani,
kaZda citace na novém radku. Je-li vice praci od téhoZ autora ve stejném roce, prida
se k letopoc¢tu oznaceni a, b, c. Literatura musi odpovidat CSN 01 0197.

Zkratky nazvii Casopisi je tieba dodrZovat podle publikace doc. Bojiianského a kol.,
vydané v roce 1982 Slovenskou akadémiou vied pod ndzvom Periodikd z oblasti biolo-
gicko-poInohospodarskych vied, ich citdcie a zkratky.

Adresa autora. Na zvlastnim list® uvede autor akademicky titul, jméno (ne jen
zkratku), pfijmeni, védeckou hodnost a podrobnou adresu pracovisté s PSC. TotéZ
uvede i pro spoluautory.
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