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VPLYV PRIPRAVKU ZINDEP NA HLADINU B-LYMFOCYTOV
U GRAVIDNYCH KRAV

M. Levkutova, V. Bajova

LEVKUTOVA, M. — BAJOVA, V. (Univerzita veterinarskeho lekarstva, KoSice):
Vplyv pripravku Zindep na hladinu B-lymfocytov u gravidnych krdv. Veter. Med.
(Praha), 37, 1992 (5—6): 257 —260.

V prdaci sme sledovali imunomodula¢ny vplyv pripravku Zindep na humordlnu
odpoved gravidnych krdav od polovice siedmeho mesiaca gravidity do pdrodu,
po oteleni a u teliat po narodeni a v 15. defi ich Zivota. Vzostup hladiny B-lymfo-
cytov bol pozorovany na 2., 5., 8., 15., 30., 50. a 60. denn pokusu. Najvyssie prie-
merné hodnoty boli zistené v pokusnej skupine na 8. a 15. den pokusu s priemer-
nymi hodnotami 23,9 - 2,83 resp. 23,9 + 3,68 %. Uvedené hodnoty boli §tatisticky
vyznamne (7-test] na hladine P < 0,01 a P < 0,05. Priemerné hodnoty B-lymfo-
cytov u krav v pokusnej skupine po porode boli v priemere 21,6 % a v kon-
trolnej skupine 19,0 Y. U teliat v oboch sledovanych skupinach neboli zazname-
nané vyraznejiie rozdiely v pocte B-lymfoeytov. Statisticky neboli vyhodnotené
hodnoty u teliat pre maly pocet odberov.

krava; imunomodulicia; EAC-rozety; B-lymfocyty; Zindep

Zinok chrani zvierata proti bakterialnym a virusovym infekciam (Sny -
der a Walker, 1976; Tocco-Bradley a Kluger, 1984).
Vyskytuje sa vo vSetkych bunkdch zivého organizmu, je aktivdatorom
roznych enzymov-metaloenzymov (Underwood, 1971; Laurie,
1983). Prostrednictvom nukleovych kyselin zinok pésobi ako bunecny re-
gulator (Prasad a i, 1975; Cousins, 1984). Vplyva na stabilitu
bunecnych membran; inhibuje prietok ionov a intracelularnych metabo-
litov cez plazmatickii membranu buniek sposobenu in vitro hemolyticky-
mi agensami (Pasternak a i, 1985a, b; Bashford a i, 1986;
Pasternak, 1987).

Tento esencidlny prvok je nenahraditelny pre bunkovi proliferdciu
a diferencidaciu a posobi pri vSetkych fazach bunecného delenia (Slaby
a i., 1984). Svojim postavenim v metabolizme buniek ovplyviiuje bunkovi
a humoralnu imunitu. Murray a Yetley (1983) zistili, Ze zinok
v nizkych davkach (do 8 mg.kg ! Z h.) posobi imunostimulacne, pri
vySSej davke imunosupresivne.

Cielom naS$ej prdace holo sledoval imunomodulacny vplyv pripravku
Zindep na dynamiku B-lymfocytov u gravidnych krav od polovice sied-
meho mesiaca gravidity do pérodu, po oteleni a tiez dynamiku B-lymfo-
cytov u ich potomstva po narodeni a v 15. defi ich Zivota.
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MATERIAL A METODA

Do pokusu bolo zaradenych 10 krav od polovice sicdmeho mesiaca gravidity do po
rodu, po oteleni a k sledovaniu bolo pouzité aj ich potomstvo po narodeni a v 15. den
ich zivota.

Piatim kravam bol aplikovany Zindep inj. a. u, v. do svaloviny krku v diavke 3 mg
Zn . kg1 2. I DalSich pit krav bolo kontrolnych.

Zindep je siva suspenzia elementirneho zinku a oxidu zinocnateho v rasthinnom ole
ji. Pripravok bol vyvinuty na Univerzite veterindrskeho lekirstva, Katedre voatornych
chorob preZuvavcov a osipanych, v KoSiciach.

PoCet rozetujacich B-lymfocytov sme stanovili u piatich pokusnych a piatich kon
trolngch dojnic podla Bianca a i. (1970) s nasledujacimi dGpravami: K samotne
mu stanoveniu sme pouZili suspenziu lymfoidnych bunick o Kkoncentracii 10°.ml-1,
ktorG@ sme pridali do RPMI-1640 vysyteneho fetdlnym kolostralnym sérom, ako roze-
tujace médium, namiesto povodne pouzivaneho Veronaloveého pufru. Kotomuto mnoz-
stvu sme pridali dvojndasobné mnoZstvo suspenzie erytrocytov, amboceptoru a komple
mentu. Obsah skumaviek sme premieSali a inkubovali. Po dvoch hodindach inkubacie
sme sediment resuspendovali a kvapku sme Pasterovou pipetou preniesli do Bilrkero-
vej komorky. Pocitali sme 200 lymfocytov. Za rozetujicu bunku sme povaZovali kazdy
lymfocyt, ktory naviazal tri a viac erytrocytov, Kazda vzorku sme opakovall dvakrat.
Vysledok sme poéitali podla vzorca:

pocet roziet . 100
Y roziet = . ——— e
lymiocyty (200)

VYSLEDKY A DISKUSIA

llodnoty B-lymfocytov v 0. den pokusu v obidvoch skupinach boli v sii-
lade s fyziologickymi hodnotami uddvanymi autormi Cimbal a i
(1984), t. j. 18,57 + 2,7 Y%. V priebehu pokusu bol v pokusnej skupine
v sledovanych diioch (2., 5., 8., 15., 30., 50. a 60. den) zaznamenany vzo-
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y — priemerné hodnoty; ——— pokus, — — — — kontrola, —. —.—.—_.porod —
The dynamics of B-lymphocytes after Zindep administration to gravid cows; x-axis —
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stup hladiny B-lymfocytov. Najvy$Sie priemerné- hodnoty boli zistené
v pokusnej skupine na 8. a 15. defl pokusu s priemernymi hodnotami
23,9 + 2,83 resp. 23,9 + 3,68 9. Rozptyl priemernych hodndét B-lymfocy-
tov v kontrolnej skupine sa pohyboval do poérodu od 18,6 do 21,3 . Prie-
merné hodnoty B-lymfocytov u krdav po pérode v pokusnej skupine boli
21,6 % a v kontrolnej skupine 19,0 %. U teliat v oboch sledovanych sku-
pinach neboli zaznamenané vyraznejSie rozdiely v pacCte B-lymfocytov.
Priemerné hodnoty u tychto teliat boli v rozmedzi 9—12 % Co je v zho-
de s vysledkami, ktoré uddvajt Cimbal a i. (1984). Autori udavaja
liodnoty B-lymfocytov u zdravych teliat vo veku 2 tyZdne v rozmedzi
10'—12 Y%. Hladina B-lymfocytov u teliat bola sledovand EAC testom
v 15. den ich zivota. U novonarodenych teliat dochddzalo pri separacii
lymfocytov k znacnej lyze erytrocytov. Je zname, Ze B-lymfocyty u novo-
narodenych teliat st nezrelé a v naSom pokuse netvorili EAC rozety.

Pre Statistické vyhodnotenie vysledkov bhol pouZity T-test. Pocet B-lym-
focytov v pokusnej skupine hol Statisticky vyznamny na 8. a 15. den po-
kusu (P < 0,01 a P < 0,05) oproti hodnotdm v kontrolnej skupine.

Z uvedeného vyplyva, Ze Zindep Statisticky velmi vyrazne ovplyvnil
hladinu B-lymfocytov v krvi dojnic.

Statistické vyhodnotenie hodnot B-lymfocytov u teliat nebolo vyhodno-
tené pre maly pocCet odberov.
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LEVKUTOVA, M. — BAJOVA, V. (University of Velerinary Medicine, Kosice): The
effects of the Zindep preparation on the level of B-lymphocytes in gravid cows. Veter.
Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 257 —260.

In the present study the immunomodulation effects of the Zindep preparation, based
on elementary zinc and zinc oxide, were followed on the humoral response of gravid
cows in the 8th and 9th months, a week after parturition and in calves immediately
after parturition and on day 15 of their life. An increased level of B-lymphocytes was
observed on days 2, 5, 8, 15, 30 and 50 of the experiment. The highest average values
were recorded in the experimental group on days 8 and 15 of the experiment. The
mentioned values were statistically significant (7-test) at the level 0.05 and 0.01. The
average values ol B-lymphocytes in cows after parturition reached 22.3 % in the cows
of the experimental group and 20.5 s in the control group. No pronounced differences
in the number ol B-lymphocytes in the calves of both followed groups were recorded.
The statistical evaluation of the values obtained in the cows after parturition as well
as in the calves was not carried out due to a small number of samplings.

cow: immunomodulation: EAC-rosettes; B-lymphocyles; Zindep
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MVDr, Maria Levkutova, doc. MVDr, Viera Bajova, Chc, Univerzita veteri-
narskeho lekarstva, Komenskeho 73, 041 81 KoSice
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VLASTNOSTI A REGULACIA GLUTAMATDEHYDROGENAZY IZOLOVANE]
Z BACHORA KMENA BACTEROIDES RUMINICOLA 5SP. RUMINICOLA
U DANIELA

K. Holovska, V. Lenartova, E. Rybosova, A. Orinak, M, Stachova

HOLOVSKA, K. — LENARTOVA, V. — RYBOSOVA, E. — ORINAK, A. — STACHO-
VA, M. (Univerzita veterinarskeho lekdrstva, Kosice; Ustav fyziologie hospodar
skych zvierat SAV, Kosice; Ustav experimentilnej veterinarnej mediciny, Kogice):
Viastnosti a requldcia glutamdtdehydrogendzy izolopanej z bachora kmena Bacte
roides ruminicola ssp. ruminicola u daniela. Veler. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6):
261 —268.

Bola purifikovana a blizSie charakterizovana glutamatdehydrogenaza (GDH) z ba
choroveho kmena B. ruminicola u daniela zrazanim krystalickym sfranom amon-
nym a gelovou [iltracion na Sephadexe (i-200. Bola stanovena koenzymova Spe
cifita a Ky pre NADH, 2 oxoglutarat a NH;+ (7,9.105 mol.dm~-3; 112,104
mol . dm=3; 38,46 mol.dm~-#). pH optimum v smere redukénej aminacie bolo 7,2.
Dalej Dol sledovany vplyv roznych alternativnych zdrojov dusika pri rastovych
podmienkach a vplyv roznych Kkencentracii amoniaku v kultivacnom médiu
(6 mmol.dm " a 3mmol.dm-%) na aktivitu GDH a GS. Vyssia Specificka aktivita
GDH a nizSia specificka aktivita GS bola zistena pri vy$Sej koncentracii amo
niaku v kultivacnom médiu (6 mmol . dm~?). Opacna zavislost bola pozorovana
pri nizgej koncentracii amoniaku (3 mmol.dm~3) v kultivacnom médiu.

daniel: glutamaldehydrogendza; glulaminsynletaza; baktérie: utilizacia amoniaku

Jednou z najdoleZitejSich vlastnosti bachorovych mikroorganizmov je,
ze priblizne 80 % 2z nich vyuziva anorganicky dusik amoniaku na de novo
syntézu aminokyselin (Bryant a Rohinson, 1962). Bachorové ba-
ktérie utilizuju amoniak na syntézu aminokyselin pomocou glutamatde-
hydrogenazy (GDH, EC.1.4.1.2, EC.1.4.1.4) a glutaminsyntetazy (GS, EC.
6.3.1.2), (Erfle ai., 1977).

GDH je konStitutivny enzym s nizkou afinitou pre amoniak, zatial co
GS ma pre amoniak vysokua afinitu (Smith a i, 1981; Meyer a i,
1967). Aktivity GDH a GS bholi sledované v zmesnych kulturach bacho-
rovych bhaktérii (Erfle a i, 1977) u baktérii adherovanych na epitel
bachorovej steny a ciastockach krmiva izolovanych sicasne s baktériami
bachorovej tekutiny (Lenartova a i.,, 1985) a v niektorych cistych
kultirach bachorovych baktérii (Griffith a Carlson 1974; Jen-
kinson a i, 1979; Pettipher a Lathan, 1979). AvSak vlast-
nosti a regulacia tychto enzymov bola Studovand len u bachorového ana-
erobu Selenomonas ruminantium (Smith a i., 1980, 1981) a Succini-
vibrio dextrinosolvens (Patterson a Hespel, 1988). Takmer tupl-
ne chybaji tdaje o vlastnostiach bachorovych baktérii u volne Zijacej
zveri.
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Cielom tejto prdce bola izolacia a blizSia charakterizacia GDH z ba-
chorového bakterialneho kmeta B. ruminicola u daniela.

MATERIAL A METODY

BAKTERIALNE KMENE A KULTIVACNE PODMIENKY

V prdaci sme pouzili kmen B. ruminicola ssp. ruminicola, Ktory bol izolovany z bacho
ra volne zijiceho daniela a z bachora telata. Kmen sme kultivovali za anaerébnych
podmienok (v atmosfére CO:) v médiu nasledovného zloZenia [(na 1000 ml): kvasniény
extrakt 0,1 g [v dalSich experimentoch bol nahradeny glutamatom sodnym, NHyCl,
(NH4)2504]; celobioza 0,05 g; glukoza 0,5 g; MgS04.7 H,0 0,05 g: CaCl> 0,05 g; zmes
UMK 3,1 ml; heminovy roztok 1 ml; NaHCO3 4 g; cystein HCI 0,5 g; roztok vitamfnov
1 ml; stopové prvky 1 ml. Médium obsahovalo 6 mmol.dm~? koncentraciu amoniakal-
neho dusfka (alebo 3 mmol.dm~3). Inkubdcia prebehla pri teplote 37 °C, 48 hodin,

1ZOLACIA ENZYMU

Bakteridalny kmen sme centrifugovali pri 10000 g 10 min, pri teplote 4°C. Takto
ziskant bakteridilnu hmotu sme premyli roztokom, ktory obsahoval v 1 1 destilovanej
vody: 5 g NaCi; 2,15 g CH3COONa; 0,35 g NaH:P0Os; 1 g Na:HPO4; 0,15 g MgS04. Po
premyti sme baktérie opif centrifugovali 10 min pri 10000 g. Takto ziskané bakterie
boli homogenizované ultrazvukom na dezintegrdatore buniek (Soniprep 150, MSE Anglic
ko) po dobu 4 min (f=23 kHz, A =10 cm), za chladenia ladom v 0,0l mol.dm 3
trietanolamfnovom pufri pH=8,0 s 4.10~3 mol.dm~3 EDTA, ktory obsahoval 0,1
mol . dm~3 2-merkaptoctanolu.

Zhomogenizované baktérie boli centrifugované pri 105000 g 1 hodinu pri teplote
5°C. Supernatant bol vysoleny krystalickym siranom amonnym (40—70%) pri teplo-
te 4°C a sediment po dialyze bol purifikovany gélovou filtraciou na Sephadexe G-200,
ktora prebiehala v 0,01 mol.dm~3 fosfore¢nanovom pufri pH =75, rychlostou 12
ml.h-1

STANOVENIE ENZYMOVE] AKTIVITY

GDH aktivita v smere redukcnej amindcie bola stanovena podla Friedena (1961)
na zaklade oxidacie NADH (NADPH]) pri 340 nm. Vznikajaci NAD+ (NADPt) bol me-
rany na spektrofotometri Specord 40 M, UV VIS s temperacnym zariadenim. Inkuba-
cia prebiehala v 0,01 mol.dm~3 trietanolaminovom pufri pH =8 s 4.10-" mol.dm >
EDTA v kremennych kyvetach (1 cm), vo vodnom kpeli pri teplote 30°C po dobu
10 minat.

Reakcia v smere oxidaénej deamindcie hola previadzana modilikovanou metodou
podla Chalupu ai. (1970).

Biosyntetickd aktivita GS bola stanoveni metodou podla Deuela a i. (1970)
z rychlosti uvolnovania Pi.

Koncentrdacia bielkovin bola stanovena modifikovanou metédou Lowryho (Bailey,
1967) a odéftana zo Standartnej krivky pripravenej z Tudského albuminu.

Enzymové aktivity boli vyjadrené v nanokataloch na mg bielkoviny.

STANOVENIE pH OPTIMA

Stanovenie optimalneho pH sa previedlo v Britton-Robinsovom pufri (Bifezina
a Zuman, 1956) v rozmedzi pH od 2,1—10,3.
STANOVENIE MICHAELISOVE] KONSTANTY

Vplyv Koncentracie substrdatov (NADH, 2-oxoglutaratu, NHi* ) na aktivitu ciastocne
purifikovanej glutamatdehydrogendzy bol studovany v 0,01 mol.dm~3 trietanolami-

novom pufri s 4.1073 mol.dm~-3 s optimalnym pH, pri teplote 30°C. Michaelisova
kongtanta bola ur¢end graficky podla metody Lineweavera a Burka.
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VYSLEDKY

ROENZYMOVA SPECIFICITA

Bola sledovand enzymova aktivita GDH v smere redukcnej amindcie
a oxidacnej deamindcie za acasti koenzymov NADH, NADPH, NAD'!
a NADP' (tah. I). Ako je z tabulky vidiet, GDH z bachorového bakterial-
neho kmena B, rwninicola 2 daniela ma najvySSiu aktivitu s koenzymoin
NADLI.

ZAVISLOST ENZYMOVE] ARTIVITY NA pll

pitl zavislost bola sledovana v rozmedzi pHl 2,1—-10,3 v Britton-Robin-
sovom pufri; optimum je pri plt = 7,2,

MICHAELISOVE KONSTANTY

Bol sledovany vplyv zvysujicej sa koncentracie NADH, 2-oxoglutaritu
a NH,;* na aktivitu GDII v smere redukcénej amindcie a boli urcené Mi-
chaelisove konStanty (tab. I1I).

[. Koenzymova Specifita GDH purifikovanej z bachoroveho Kmena B, ruminleola (pri
6 mM koncentracie amoniaku — Kkvasni¢ny extrakt] — The coenzyme specificity of
GDH isolated from the rumen strain B. ruminicola (for the 6 mM ammonia concen-
tration — yeast extract)

> ’ 1 Percento aktivity”
Koenzymy'* Sas — - --
danie]’ l telat o
i NADH o 1000 7 0
o 7_NA1)+ 9,58‘% - 0
| NappkH | 0 - 100,0 )
NADP+ 0 . 41,68

lcoenzymes, “percent activity, 3fallow deer, fcalf

1. Kinetické parametre pre GDH 2z bachorového bakteridlneho kmena B. ruminicola
u daniela — Kinetic parameters for GDH isolated from the rumen bacterial strain
B. ruminicola in fallow deer

] - Substréty? -
‘ Michaelisova \
konstanta!l NADH i 2-oxoglutarat ] NH4*
(mol.dm 1) fmr—— ) fe——— T
7,900.10-5 f 1,12.10-4 ! 38,46 .10

IMichaelis constant, “substrates
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II1. Specifickd aktivita GDH z bachoroveho kmetia B oruminicola u daniela pri roznych
zdrojoch dusika -— The specilic activity ol GDH trom (he vwnen steaon B ruminicola
in fallow deer for different nitrogen sources

} Zdroj! _ GDH (nkat,mgb~—!)

(6 mmol . dm~3)

2 IORE A

30,36 - 5,60

Kvasnitng extraki?__ 2,017 - 0,557 |

NH.,Cl 4,27 4+ 1,14 0,417 + 0,174 ‘
et s i et B e i . e B

| /NH4/280; 6,62 - 2,16 0,584+ 0,167 |

'source, “yeast extract

1V. Specificka aktivita GDH a GS z bachiorového kmeina B. ruminicola u daniela pri
roznej koncentracii amoniaku — The specific activity of GDH and GS isolated from
the rumen strain of B. ruminicola in fallow deer for different ammonia concentra
{ions

| 1

| Koncentrdacia amoniaku * GDH (NADH) | GS
’ (zdroj kvasnicny)! (nkat.mgh ) (nkat.mgh—1)
| 8 mmol.dm~3 30,36 -1 5.60 ‘ 2521+ 3.56

| 3 mmol . dm - 0,349 -} 0,048 162,70 + 20,78

lammonia concentrations (yeast source)

SPECIFICKA AKTIVITA GDH A GS PRI ROZNYCH PODMIENKACI RASTU

Specificka aktivita GDH (NADI1) stanovend pri voznych alternativaych
zdrojoch dusika v kultivatnom médiu je v tab, [I1.

Specificka aktivita GDH (NADH) a GS stanovena pri roznej koncen-
tracii amoniakalneho dusika v kultivacnom meédia je zhrnata v tab. IV,

DISKUSIA

GDH a GS boli detegované v zmesnych kultturach bachorovych baktérii
(Erfle a i, 1977), u baktérii adherovanych na epitel bachorovej ste-
ny a Ciastockdch krmiva, izolovanych stcasne s baktériami bhachorovej
tekutiny (Lendartova a i, 1985) a v niektorych cistych kultarach
bachorovych baktérii (Griffith a Carlson, 1974; Jenkinson
ai, 1979; Pettipher a Lathan, 1979). Napriek tomu vSsak musi-
me konStatovat, Ze je velmi mdlo zname o cestach asimilacie NH,'
u anaerdbnych baktérii bachora a uplne chybaji informacie u volne Ziji-
cich zvierat.

Autori, ktori sa zaoberali $tadiom bachorovej bakterialnej populdcie
(mikroskopické Studie) uvadzaji, ze bachorova bakterialna populacia
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u domdicich a volne Zzijacich prezavavecov je podobni (Hobson a i,
1976 ). Vlastnosti a reguldacia GDH a GS boli sledované len u bachorove-
ho anaerobu Selenomonas ruminantium (Smith a i., 1981) a Succini-
vibrio dextrinosolvens (Patterson a Hespel, 1985).

Pretoze k najdolezitejSim a najcCastejSie zastipenym mikroorganizinom
v bachore pri vSetkych diétach patria celulolytické baktérie a B. rumini-
cola (Bartos, 1987), zamerali sme sa v naSej praci na bliz§iu cha-
rakterizaciu GDI{, purifikovana z bakteridlneho kmefa B. ruminicola
z daniela.

Ciastotne purifikovana GDH bola blizdie charakterizovani. Jednym
z prvych pozorovani, ktoré boli prevadzané u GDH z réznych zdrojov,
bolo stanovenie jej koenzymovej 3pecificity. Vysledky tychto stanoveni
viedli k zovSeobecneniu, ze GDH z neZivociSnych zdrojov je Specificka
iba pre jeden koenzym, na rozdiel od GDH zo ZivociSnych zdrojov, ktora
je schopna utilizovat obidva koenzymy (Holzer a Schneider,
1957; Sanwal 1961; Frieden 1964). 1 ked enzymy z nezivoc¢iSnych
zdrojov mozZu vyuzivat len jeden z dvoch koenzymov, sit zndme pripady,
ked mikroorganizmy obsahuji NAD aj NADP S$pecificki GDH. Dvojna-
sobna koenzymova Specificita bola pozorovana u viacerych baktérii, ako
napr. Mycoplasma Laidlawit (Yarrison a i., 1972), Selemonas rumi-
nantium (Smith a i, 1980), B. fragilis (Yamamoto a i., 1987).

V na8ej praci sme zistili u GDH purifikovanej z bachorového kmernia
B. ruminicola z daniela Specificitu ku koenzymu NADH (tab. 1), ktora
sa lisila od koenzymovej Specificity GDH, purifikovanej z bachorového
kmena B. ruminicola z telata, kde bola zistena $pecilicita ku koenzymu
NADPH (tab. I).

Dalej bol sledovany vplyv zvysujucej sa koncentracie NADH, 2-oxoglu-
tardatu a NH," na rychlost enzymovej reakcie a bola stanovena K,, pre
NADII, 2-oxoglutardat a NH," (tab. II). Kinetické vlastnosti GDH z roz-
nych zdrojov sa znacne liSia. Michaelisove konStanty GDH sa pohybujua
v rozpiti pre NADPH od 0,003—0,125 mmol . dm™’, pre 2-oxoglutarat od
0,95—7,4 mmol . dm™?, pre NH,* od 0,25—16 mmol.dm~* (Misono a i.,
1985). Priemerna hodnota K,, pre NH,;* v zmesnej bachorovej populacii
bola 33 mmol.dm* (Erfle a i, 1977). Nami stanovena K,, pre NH,*,
ked bol ako substrat pouzity octan amonny, mala hodnotu 38,46 mmol .
.dm~°’. PretoZe maximalnu $pecificki aktivitu sme pozorovali v smere
reduktivnej aminacie, vysoka K,, pre NH,*, t. j. nizka afinita enzymu
k. amoniovému i6énu naznacuje, Ze asimilacia NH,;* cestou GDH u bachoro-
vého bakteridlneho kmenla B. ruminicola u daniela, nastdva pravdepo-
dobne az pri vysokych koncentraciach NH,*.

V dalsich §tadidach sme sa zamerali na niektoré fyziologické aspekty
asimilacie NH,;*, preto bol sledovany vplyv réznych alternativnych zdro-
jov dusika (pri 6 mmol.dm~* koncentrécii) pri rastovych podmienkach
na aktivitu GDH (tab. III). NajniZ8iu aktivitu sme pozorovali, ked bol
pouzity ako zdroj dusika NH,Cl a najvysSiu aktivitu sme zistili, ked v kul-
tivacnom médiu bol pouZity ako zdroj dusika kvasni¢ny extrakt. UZ
Schoffeniels (1966) poukdzal na to, Ze pouzity anion ako sucast
amoniového substratu moze ovplyvnit chovanie enzymu, pricom K, pre
jednotlivé substraty sa menili v zavislosti od podmienok reakcii a pri-
tomného anionu. NajvySSie boli v pripade, ked bol pouZity NH,Cl ako
substrat.
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Pri sledovani vplyvu roznych koncentricii amoniaku v kultivacnom meé-
diu (3 mmol.dm *a 6t mmol.dm ' — kvasnicny extrakt) sme pozorova-
Ii pri 6 mmol.dm ' koncentracii amoniaku vysoku Specificku aktivitu
GDH a nizku Specificka aktivitu GS (tab. IV). Opac¢nu zavislost sme pozo-
rovali pri nizkej koncentrdacii amoniaku v kultivacnom médiu (3 mmol .
.dm’). Tieto vysledky su v zhode s udajmi viacerych autorov, kto-
ri uvadzaju, Ze mechanizmus asimilacie dusika u cistych bakteérii je
priamo zdavisly na koncentrdcii dusika v médiu. Saito a i. (1988)
uvddzaju, ze reguldacia GDH pomocou NH,;* sa vyskytuje aj u inych dru-
hov Bacteroides. Pozorovali, Ze GDH sa vyskytuje v dvoch formach —
,vysoko aktivna forma“ a ,nizko aktivna forma“, ktoré su zavislé na
koncentracii amoniaku v rastovom prostredi, kde je limitovand koncen-
trdcia amoniaku a naopak.

Je teda pravdepodobné, Ze na rozdiel od GDH z S. ruminantium, u kto-
réeho Smith a i. (1981) zistili, Ze aktivita nebola vyrazne ovplyvnena
rozdielnymi podmienkami rastu, a v pripade E. coli, kde GDH participuje
na syntéze glutamatu dokonca aj pri velmi nizkej koncentracii amoniaku
(75 wmol.dm~’), v pripade naSich sledovani u B. ruminicola, asimilacia
NH," cestou GDH nastava aZ pri vysokych Koncentraciach amoniaku.
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HOLOVSKA, K. -~ LENARTOVA, V. — RYBOSOVA, E. — ORINAK, A. — STACHOVA, M.
(University ol Veterinary Medicine, KoSice; Institute of Animal Physiology, Slovak
Academy of Sciences, Kosice; Institute of Experimental Veterinary Medicine, Ko$ice):
I'he propertics and control of glutamate dehydrogenase isolated from the rumen strain
Racteroides ruminicola ssp. ruminicola in Jallow deer. Veter. Med. (Praha), 37, 1992
(5—6): 261 —268.

Very little information about NIT;t assimilation paths in rumen anaerobic bacteria is
available, and the information about wild animals is completely missing. Glutamate
dehydrogenase (GDH) isolated from the rumen strain B. ruminicola in fallow deer was
purified and its properties were specified after crystalline ammonium sulphate pre-
cipitation and gel filtration on Sephadex G-200. The properties of partly purified GDH
were specified. One of the first specifications concerning GDH from various sources
was to determine its coenzyme specificity. The results of these determinations enabled
to draw a general conclusion that GDH from nonanimal sources was specific to only
one coenzyme while GDH from animal sources could utilize the two coenzymes
(Frieden, 1964). In our study the specificity of GDH isolated from the rumen
strain B. ruminicola in fallow deer to the coenzyme NADH (Tab. 1) was determined;
this specificity was different from the coenzyme specificity of GDH isolated from the
rumen strain B. ruminicola in calves where GDH was found to be specific to the coen-
zyme NADPH. The effect of increasing concentrations of NADH, 2-oxoglutarate and
NHst on the enzyme reaction velocity was also investigated and K,; was determined
for NADH, 2-oxoglutarate and NHs* (Tab. II). The kinetic properties of GDH isolated
from different sources are considerably variable. Michaelis constants for GDH range
from 0.003 to 0.125 mmol/dm? for NADPH (NADH), from 0.95 to 7.4 mmol/dm3 for
2-oxoglutarate, and from 0.25 to 16 mmol/dm’® for NH;+ (Misono et al, 1985). The
average value of K,y for NH;* in a mixed rumen population was 33 mmol/dm3 (Erfle
et al., 1977). We determined the Ky, value of 38.46 mmol 'dm? for NH4* when ammonium
ccetate was used as substrate. As the maximum specific activity was observed in the di-
rection of reductive amination the high K,, value for NH;*, that means the low cnzyme
affinity to the ammonium ion, suggests that the NHs* assimilation through GDH in the
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rumen bacterial strain of B. ruminicola in fallow deer takes places only dat high NHgt
concentrations. In the following studies we investigated some physiological aspects of
NH,+ assimilation, and therefore we [ollowed the effect of different alternative nitro-
gen sources (for 6 mmol/dm3 concentrations, yeast extract, NH4Cl, /NH4/:501) on the
GDH activity with the given growth conditions (Tab. III). The high specific activity of
GDH and low specific activity of GS (Tab. 1V) were observed for the ammonia con-
centration of 6 mmol/dm® when the effect of different ammonia concentrations in
a culture medium (3 mmol/dm3? and 6 mmol/dm? — vyeast extract) was followed. An
inverse relationship was observed for the low ammonia concentration in a culture
medium (3 mmol/dm”). These results are in agreement with the data reported by many
authors which show that the nitrogen assimilation mechanism in pure bacteria is di-
rectly dependent on the nitrogen concentration in a medium. Saito et al. (1988)
report that the GDH control through NH;* takes place also in other species of Bacte-
roides.

fallow deer; glutamate dehydrogenase; glutamate synthetase; bacteria: ammonia uti-
lization
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PRAKTICKY IMUNOLOGICKY KOZNI TEST U SELAT

]J. Raszyk

RASZYK, J. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi, Brno): Prakticky imunolo-
gicky ko:ni test u selat. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 269—279.

Prakticky imunologicky koZni test byl proveden u 48 odstavenych selat o hmot-
nosti téla 15—30 kg. Test byl umistén na hibetni ¢dst té€la, po piedchozim vy-
holeni &tétin. Jeho princip spocivd v intradermalni aplikaci fyziologického roz-
toku (900 wg NaCl v 0,1 ml), histaminu (100 xg v 0,1 ml) a fytohemaglutininu
(0,1 ml; USOL Praha). Za 20 min Cinila pramérna velikost pupenu 9,4 mm po
aplikaci fyziologického roztoku a 20,5 mm po aplikaci histaminu. Za 24 h po
aplikaci fytohemaglutininu byla primeérnd velikost indurace 159 mm. U 4 selat
(8,3 %) byla zjisténa vy3ssi reakce na histamin (pupen vétsi nez 24 mm); povazu-
jome je za selata s nachylnosti k alergickym stavim. U jinych 4 selat (8,3 Ya)
byla zjisténa nizsi reakce na fytohemaglutinin (indurace 13 mm a ni2zsi); pova-
zujeme je za selata se snizenou bunécnou imunitou. Pouze u jednoho selete
(2,1 %) byla zjisténa jak vy$si reakce na histamin, tak i nizsf reakce na fyto-
hemaglutinin. Veterindrni lékaf s asistentem mohou timto testem denné v da-
ném chovu vysetirit 20 selat. Vypracovany kozZni test byl doporucen jako prak-
ticky a levny stajovy test k orientacnimu hodnoceni nachyinosti k alergickym
staviim a bunécéné imunity selat.

sele; stdajovy test: bunecna imunita; alergie; fytohemaglutinin: histamin

V soucasné dobé dochazi, zejména v disledku zhorsovani kvality Zi-
votniho prostredi, ke snizovani vykonnosti imunitniho apardatu prasat.
Ke zjiStovani miry naru$eni imunitniho systému lze pouZit naro¢né imu-
nologické metody in vitro i pomérné jednoduché metody proveditelné
in vivo. Mezi tyto druhé metody lze zaradit imunologické kozZni testy.

V literatufe se nam podafilo zachytit deset praci, které pojednévaji
o imunologickych koznich testech u selat. Dvorfak a Véznik (1966)
pouzili antivepfové sérum ke stanoveni stupné reaktivnosti selat a Lo -
pez aj. (1972) dinitrofluorobenzen k hodnoceni pozdni precitlivélosti
selat. Blecha aj. (1983, 1984, 1985), Mann a Hargis (1985),
Blodget aj. (1988), Rafai aj. (19388, 1989) a Kornegay aj.
(1989) posuzovali bunécnou imunitu selat koznim testem s fytohemaglu-
tininem.
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V nasi prvni praci (Raszyk a Pillich, 1989) jsme sledovali lat-
ky, které hy bylo mozné vyuzit v imunologickych koznich testech u se-
lat. V néasledné praci (Raszyk a Pillich, 1990) jsme navrhli osno-
vu imunologického kozZniho testu u selat. Ucelem predkladané prace je
vypracovat levny a prakticky stdjovy test vhodny k orientacnimu hod-
noceni bunécné imunity a nachylnosti selat k alergickym stavim.

Nasi snahou bhylo imunologicky kozni test co nejvice zjednodusit. Z to-
ho divodu jsme pocet pouzivanych latek snizili ze ¢ty na tifi (histamin,
fytohemaglutinin a fyziologicky roztok), dobu sledovani jsme zkratili
ze 48 na 24 h a zahranicni pripravek fytohemaglutininu (Wellcome) jsme
nahradili pfipravkem ¢s. provenience (USOL Praha).

MATERIAL A METODY

Sledovani byla provedena na 48 zdravych odstavenych selatech (26 prasmcek a 22
kaneckl), kiizenct plemene Dbilé uSlechtilé (BU) »< landrase (L). Hmotnost téla se
pohybovala od 15 do 30 kg a vék selat od 60 do 90 dni.

Selata byla chovana v experimentdlnich stdjich Vyzkumného astavu veterinarnfho
itkarstvi v Brné ve vyvygSenych celorostovych kotcich. Byla kemena komerénimi krmny-
mi smésmi pro prasata (COS 2; Aj) v sypkém stavu. Pristup k vodé (samo&inné na-
pajecky) i ke krmnym smeésim (samokrmitka) meéla selata ad libitum. V jednom Kotci
(1,7 m X 1,3 m) byla umisténa tii selata.

Pii provadéni a posuzovani koznich testhG byla selata fixovana provazem za horni
celist. Imunologické kozni testy byly umistény na hibelni casti téla v drovini hrudnich
obratlii. V misté aplikace hyly nejdifve ostiihdany s(étiny, potom bylo aplikaéni misto
namydleno holicim mydlem a vyholeno holicim strojkem se ziletkou. Stithani a ho-
lenf bylo Setrné a peclivé, aby nedoslo k poranéni kiiZe.

K intradermadlni aplikaci byly pouzivany injekéni stiikacky o objemu 1 ml, s délenfin
vilce po 0,05 ml (Chirana, Piestany) a injekeni jehly pouzivané k tuberkulinaci pra-
sat, délka hrotu jehly 4 mm (Chirana, zavod Stara Turd). Pri spravné provedené intra-
dermalni injekci se selatim okamzité po podani vylvoiri v misté aplikace anemicky
pupen. Po vpravenf objemu 0,1 ml je 6—8 mm velky. Anemicky pupen vymizi do jedné
az dvou minut po intradermalni injekci.

Intradermalné byly selatim aplikovany tii latky: chlorid sodny, histamin a fytohe
maglutinin, vdechny v objemu 0,1 ml. Mista aplikace jednotlivgch latek byla od sebe
vzdalena 5 cm a byla piedem oznacena teCkou 1%, vodnym roztokem gencidnové viole-
ti. Na pripravenem aplikaénim poli byly latky aplikoviny od hlavy k zadi v poradf
chlorid sodny, histamin a fytohemaglutinin.

Jako negativni kontrola byl pouZit Natrium chloratum solutio isotonica Spofa [(Bioti-
ka, Slovenskda Lupc¢a). V objemu 0,1 ml bylo 900 ug chloridu sodného,

Jako pozitivni kontrola byl pouzit 1%, Histamin ad diagnosim Spofa (Léciva, Praha).
V objemu 0,1 ml bylo 100 wg histaminu. Aplikaci histaminu se sledovala ndchylnost
selat k alergickym stavim.

K hodnocenf imunity zprostredkované bunkami (testy de novo) byl pouzit fytohema-
glutinin (PHA) ¢s. provenience Fytohemaglutinin, 5 ml (Uslav seér a otkovacich latek,
Praha). Lyofilizovang PHA se rozpustil v 5 ml Natrium chloratum solutio isotonica
Spofa.

Vyrobce fytohemaglutininu (USOL, Praha) vsak neuvadi piesnou koncentraci PHA
vzniklou rozpu$ténim lyofilizované substance. Sdé&luje pouze uZivateli, Ze byla zvolena
optimdalni koncentrace ac¢inné litky (PHA), ktera stimuluje mitozy lymfocytd v kultuie.

KoZnf reakce na intradermadlnf aplikaci tif vy§se uvedenych latek se posuzovala za
20 min a 24 hodin. Mé&Fila se velikost pupenu (za 20 min) a indurace (za 24 h) ve
dvou na sebe kolmych smérech a z nameéfenych hodnot se stanovil pridmeér (v mm).
K méfeni se pouZivalo prihledné pravitko se stupnici délenou po 1 mm,

Pro zachyceni okraje pupenu ¢i indurace se osv&dcilo pouziti kulickového pera. Tah
perem smeéfoval od periferie ke zduieni a tam kde byl zaznamenan odpor se oznacil
okraj zdufeni. Takto bylo zdurenf oznaceno z nékolika smeri. Celkovym spojenim
jednotlivgch oznacCeni byla piesné vymezena plocha pupenu ¢i indurace (mezi nezmé-
nénou kiiZf a okrajem zduieni se vytvoii ,zlabek“, kterym je &picka kulickového pera
vedena po obvodu zdureni).
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VYSLEDKY

Prtunérna velikost pupenu za 20 min po intradermdlni aplikaci chlori-
du sodného (900 ug v 0,1 ml) ¢cinila 9,4 4 1,4 mm (obr. 1).

Prameéerna velikost pupenun za 20 min po intradermalni aplikaci hista-
minu (100 wg v 0,1 ml) cinila 20,5 4 2,3 mm (obr. 1).

Pramerna velikost indurace za 24 h po intradermdélni aplikaci fytohe
malutininu (0,1 ml; vyrobce neudava presnou koncentraci PHA) cinila
15,9 + 2,0 mm (obr. 2).

Za selata s nachylnosti k alergickym staviim (obr. 3) jsme povazovali
takovd, kterd za 20 min po aplikaci histaminu méla velikost pupenu veétsi
nez 24 mm (bez odecteni velikosti pupenu negativni kontroly) nebo ve-
likost pupenu veétsSi nez 14 mm (po odecteni velikosti pupenu negativni
kontroly ). Tyto hodnoty byly zjistény u ¢tyr selat (8,3 % ).

Za selata se snizenou bunecnou imunitou (obr. 4) jsme povazovali ta-
kova, ktera za 24 hodin po aplikaci fytohemaglutininu mela velikost
indurace 13 mm a mensi. Tyto hodnoty byly zjistény u ctyr selat (8,3 Y0 ),
z toho u jednoho selete (2,1 Y9) byla soucasne zjiSténa i nachylnost
k alergickym staviim.

z ’@fé S 3 2¢

O me

1. Obvykli kozni reakce u selat, hodnocend za 20 min po intradermalni aplikaci fy-
ziologického roztoku (FR), histaminu (HIS) a fytohemaglutininu (PHA). Aplikovano
zprava doleva v uvedeném poradi. FR 11 mm (12 > 10), HIS 19,5 mm (21 X 18), PHA
se hodnoti za 24 h. Velikost pupenu je ohranitena spojenou carou — The normal der-
mal reaction in piglets, evaiuated in 20 minutes after the intradermal injection of
a physiological saline (I'R), histamine (HIS) and phytohacmagglutinin (PHA). The
injections were applied from rvight to left in the given order. FR 11 mm (12 < 10),
HIiS 19.5 mm (21 X 18), P'HA is evaluated in 24 h. The size of the papule is denoted
with a solid line
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2. Obvykla koZni reakce u selat, hednocend za 24 h po intradermdlni aplikaci fyziolo
gického roztoku (FR], histaminu (HIS) a fytohemaglutininu (PHA). Aplikovino zprava
doleva v uvedeném poradi. PHA 18 mm (20 16), 'R a HIs «e¢ hodnoti za 20 min.
Velikost indurace je ohranicena spojenou carou — The normal dermal reaction in
piglets, evaluated in 24 h after the intradermal injection ol a physiological saline
(FR), histamine (HIS) and phytohacmagglutinin (PHA), The injections were applied
from right to left in the given order. PHA 18 mm (20 16], PR and HIS are evaluated
in 20 min. The size of the induration is denoted with a solid ke

3. ZvySena koZnf reakce selat na histamin, hodnocend za 20 min po intradermalni
aplikaci fyziologického roztoku (FR), histaminu (HIS) a fytohemaglutininu (PHA).
Aplikovano zprava doleva v uvedeném potradi. FR 9 mm (9 < 9), HIS 28 mm (30 < 26),
PHA se hodnoti za 24 h. Velikost pupenu je ohranitena spojenou carou — The increa
sed dermal reaction ol piglets to histamine, evaluated in 20 min alter the intradermal
injection of a physiological solution (FR]), histamine (HIS) and phytohaemagglutinin
(PHA). The injections were applied from right to lett in the given order. 'R 9 mm
(9 <49), HIS 28 mm (30 < 26G), PHA is evaluated in 24 h. The size ol the papule is
denoted with a solid line
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4. Snizend kozni reakce selat na fytohemaglutinin, hodnocena za 24 h po intradermalni
aplikaci fyziologickeho roztoku (FR), histaminu (HIS) a fytohemaglutininu (PHA).
Aplikovano zprava doleva v uvedeném potradi. PHA 11 mm (12 < 10), FR a HIS ce
hodnoti za 20 min. Velikost indurace je ohranicena spojenou carou — The decreased
dermal reaction of piglets to phytohaemagglutinin, evaluated in 24 hours after the
intradermal injection of a physiological saline (FR), histamine (HiS) and phyto
haemagglutinin (PHA]. The injections were applied from right to left in the given
order. PHA 11 mm (12 10), FR and HIS are evaluated in 20 min, The size of the
induration is denoted with a solid line

DISKUSE

Atopicka reakce u lidi, ale i u kralik(, pst a skotu je zptsobena proti-
latkami tfidy Igk (Guerin-Faublee a Eiller, 1987), které se
navazou na zirné buniky. Premosténi dvou molekul protilatek Iglk vyvola-
vajicim alergenem spousti atopickou reakci. U prasat doposud nebyly
protilatky IgE stanoveny, takZe o mozném vyskytu a mechanismu atopic-
kych déji u prasat nemame znalosti.

Je v8ak prokdazano, ze u prasat probihaji anafylaktické reakce, a to
cestou aktivace komplementu a vznikem anafylaktoidnich faktori C3a
a C5a, které zplsobi degranulaci Zirnych bunék a bazofili. Sokovym
organem u prasete je respiratorni a gastrointestinalni trakt, hlavnim me-
didtorem anafylaktické reakce je histamin. Klinicky se anafylaktoidni
Sok projevuje u prasat pruritem, cyanozou a kolapsem (Mueller
a Noxon, 1990). Pri aktivaci komplementu a nasledném vzniku ana-
fylaktoidnich faktori C3a a C5a se vSak miuize uplatnit libovolny antigen
proti némuz cirkuluje protilatka tridy 1gG c¢i IgM (Bene$§ aj.,, 1986).
Anafylakticky Sok miiZze byt vyvolan i tzv. paraalergickou reakci. NapFi-
klad mellitinem 2z vceliho jedu, nékterymi antibiotiky, kodeinem, mor-
finem, dextranem, litkou 48/80 a dalsimi ldatkami, které mohou prfimo
uvoliiovat mediatory z zirnych bunék ¢i bazofili (Bene$§ aj.,, 1986;
Wenke aj., 1984).
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Kozni reakce na intradermdlné vpraveny histamin nam mize poskyt-
nout cenné informace o sklonu (dispozici) jedince k alergickym proje-
viim (Kalensky, 1978). U jedinctt nachylnych na alergické stavy se
projevuje zvySenda kozni reakce na intradermdlné vpraveny histamin.

Pri degranulaci Zirnych bunék a bazofilt dochazi k uvoliiovani me-
diatort precitlivelosti, mezi které patii histamin, heparin, metabolity ky-
seliny arachidonové (prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny), anafy-
lakticky faktor chemotakticky pro eozinofily a faktor aktivujici desticky.
Uvolnéné medidtory intenzivneé moduluji mikroprostiedi svého okoli. Zvy-
Send permeabilita usnadnuje lokdlni nahromadéni plazmatickych protei-
nl, neutrofilti, eozinofili a lymfocytii. Aktivace trombocytti tromboxany
navozuje vznik mikrotrombi (Bene$ aj. 1986). Z bunék zapojenych
do reakci precitlivélosti byly receptory pro histamin prokazany na zir-
nych bunkach, bazofilech, neutrofilech a tlumivych T lymfocytech (Be -
nes aj., 1986). Histamin uvolnény pri degranulaci se jednak vdZe na
bilkoviny krevni plazmy [(histaminopexe) a jednak je rozkladdan hista-
mindzou uvolnénou z eozinofild.

Nenavazany ¢i nerozlozeny histamin m@ze ovliviiovat i dalsi buiiky
v téle. Jeho molekuldrni acinky zprostredkuji receptory histaminu ozna-
cované H, a H,. Stimulace H, receptort zvySuje kontrakci hladkych sva-
14 v bronsich, permeabilitu cév a nitrobunécnou hladinu cyklického gua-
nosinu monofosfatu, dale stimuluje sekreci nosni sliznice a zplsobuje
chemotaxi leukocyt. Stimulace H, receptori zvySuje sekreci sliznic
v dolnich cestach dychacich, zptisobuje bronchodilataci, zvySuje nitrobu-
neécnou hladinu cyklického adenosin monofosfdtu a inhibuje chemotaxi
neutrofilit a eozinofilh (Mueller a Noxon, 1990).

V literatufe jsme doposud nezaznamenali udaje o intradermalni apli-
kaci histaminu selatiim, za ucelem zjisténi jejich nachylnosti k alergic-
kym staviim. Po intradermadlni aplikaci 50 wg histaminu selatim cinila
prameérnd velikost pupenu, posuzovana za 20 min, 12 mm a po aplikaci
100 wg histaminu byla 20 mm (Raszyk a Pillich, 1989, 1990). Po-
uziti vyssi koncentrace histaminu zvysilo kozni reakci selat o 54 %. U 8
az 10 % vySetfenych selat byla zjiSténa vyrazné vyssi kozni reakce na
histamin. Tato selata jsme povazovali za selata s nachylnosti k alergic-
kym stavim. Vzhledem ke skutecCnosti, Ze histamin je hlavnim mediato-
rem anafylaktické reakce u prasat (Mueller a Noxon, 1990), po-
vazujeme tyto ndlezy za vyznamneé.

Lidé s projevenou precitlivélosti (alergii) se od zdravych osob odli-
Suji v nékterych parametrech vnitiniho prostredi. Alergici obecné reaguji
neprimeérené s radou antigent Ci alergent, které u normdlnich jedinct
nevyvoldvaji odpovéd vibec nebo aZ po dlouhé expozici (Nouza
a John, 1987). Dale je u nich castéji zjiStovana kombinace HLA A,Bg
a HLA ABiDW; (Petrtt a Honzova, 1988), maji sniZzenou citlivost
bunék na g-adrenergni podnéty (Benes§ aj, 1986), jejich T lymfocyty
nadmeérné produkuji interleukin 4 (Hruskovic¢ aj., 1990), v krvi maji
vysoké hladiny Igk (Novotny aj., 1989), na bazofilech maji zvySeny
pocet receptorii pro IgE (Nouza a John, 1987), maji snizenou hista-
minopexi, tj. schopnost bilkovin krevniho séra vdzat volny histamin
(Strejcek a Lokaj, 1985) a maji nizsi pocet tlumivych T lymfo-
cyth (Nouza a John, 1987). Lze predpokladat, ze nekteré ,znaky"
precitlivélosti by se mohly vyskytovat i u prasat s ndchylnosti k alergic-
kym stavim.
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Veterindrni 1€kafi, zabezpecujici veterindrni péci ve velkochovech pra-
sat, nas informovali o vyskytu vyraznych postvakcinacnich reakci u do-
spélych prasat po vakcinaci olejovou vakcinou proti slintavce a u selat
po vakcinaci proti pleuropneumonii. Ddale jsme byli informovani o vysky-
tu postaplikacnich anafylaktickych reakci u selat po intramuskuldrni
aplikaci Feridextranu a o projevech precitlivélosti u selat po dezinfekci
povrchu jejich téla 1% roztokem manganistanu draselného. V literatuie
jsme v roce 1990 zachytili udaje o precitlivélosti selat na soju (krmivova
alergie), ktera je pravdéepodobné zplisobena glycinem a betakonglycinem
(Li aj, 1990). Dale jsme zaznamenali tdaje o precitlivélosti selat na
chloramfenikol {(Sudhan aj., 1990), v tomto pripadé jde pravdépo-
dobné& o paraaminoskupinovou precitlivélost (soucasna precitlivélost na
chloramfenikol, prokain, sulfonamidy, kyselinu p-aminosalicylovou a fe-
nacetin). 7 drivéjsi literatury jsou nam znamy pripady fotosenzibilizace
prasat vyvolané zkrmovanim pohanky (fagopyrismus) ci perordlnim po-
danim anthelmintika fenothiazinu (Swales aj., 1942). Lékali vyuZivaiji
selata jako modelova zvirata, u kterych lze snadno vyvolat kontaktni
alergickou dermatitidu oxazolonem. Na takto oSetfenych selatech jsou
pak testovany protizanetlivé uacinky noveé vyvijenych dermatologickych
pripravki (Bilski a Thomson, 1984). Lze predpokladat, Ze stavy
precitlivelosti se u prasat vyskytuji v mnohem vétSim rozsahu nez si pri-
poustime (unikaji nam pro nasi nevSimavost). Podle nasSeho soudu lze
v nejblizs§im obdobi ocCekdvat narlst alergickych stavii u prasat.

V této souvislosti je vyznamny poznatek, Ze u deéti-alergikii nastavaji
castéji po ockovani vyrazné nezddouci reakce, nez u deéti-nealergiki
(Getlik, 1989). Pri sledovani imunoclogického profilu u déti se zavaz-
nymi postvakcinacnimi reakcemi se zjistilo, ze maji v krvi znacné zvy-
Sené hladiny IgA a v anamneze doloZené alergické onemocnéni (Ber g -
mannova aj., 1988). Uvedené poznatky dokladaji souvislost mezi imu-
nitnim stavem ditéte a naslednou postvakcinacni reakci.

Fytohemaglutinin (PHA) je lektin izolovany z fazole (Phaseolus vulga-
ris) a stimuluje predevSim T lymfocyty. Reaguje s cukernymi znaky povr-
chovych lymfocytovych glykoproteinti a aktivuje lymfocyty bez zapojeni
receptoru pro antigen. Receptor CD,, privadéjici stimulujici podnéty do
T lymfocytu je mistem, kde se uskuteciiuje aktivacni zasah PHA (Nou-
za a John, 1987). Aktivace T lymfocytu antigenem i nespecifickym
mitogenem (PHA) se projevi zvySenim jeho metabolické aktivity, syn-
tézou proteintt a enzymd, tvorbou blasti a mitotickym délenim (Pro -
chdazkova a John, 1986). Aktivované T lymfocyty rovnéZz uvoliuji
lymfokiny, které ovlivni rzné druhy leukocytli, jeZ pak nésledné pro-
stupuji do tésné blizkosti aktivovanych T lymfocytl a podili se na vytva-
Feni bunécného infiltratu. Histologické vySetfeni koZni reakce (indu-
race) selat na intradermdalné aplikovany PHA prokazalo, Ze celularni
odpovéd byla prevazné mononuklearni (Blecha aj.,, 1983).

V literature jsme doposud nalezli osm praci, jejichZ autofi vyuzili intra-
dermdlni test s PHA k hodnoceni bunéc¢né imunity u selat (Blecha aj.,
1983, 1984, 1985; Mann a Hargis, 1985, Blodget aj., 1988; Ra-
fai aj., 1988, 1989; Kornegay aj., 1989). Intradermalné byly sela-
tim aplikovany razné objemy (0,1—1,0 ml), s odliSnou koncentraci PHA
(25—250 ug), na riznd mista povrchu téla (medidlni ¢ast slabiny, pfed-
kolenni rasa, krajina bfiSni a hrbetni). Byla méfena tloustka kozni rasy
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pred aplikaci PHA a za 24 h (48 h). K mereni tloustky kozni rfasy byly
pouZivany elektrické kontaktni kalipery, které se odliSovaly velikosti
kontaktni plochy (3—10 mm) a vyvijenym tlakem na 1 mm? kiiZe selat
(10—28 g).

Z poznatki, které vyse uvedeni pracovnici zverejnili, povazujeme za
nejvyznamnéjsi tri: 1. prokdzani vysoké shody mezi recakci lymfocyti
na PHA in vitro (test blastické transformace Jymfocyti) a kozni reakci
selat na PHA in vivo (intradermalni test); 2. diikaz, Ze opakovand intra-
dermdlni aplikace PHA jednotlivym selatim nemeéni jejich kozni reakci
na PHA; 3. zjiSténi, Ze reakce na intradermdlni aplikaci PHA dosahuje
u selat svého vrcholu jiz za 24 h (Blecha aj., 1983; Mann a Har-
gis, 1985; Blodget aj., 1988).

Po intradermdlni aplikaci 100 ug PHA selatim cinila prameérna veli-
kKost indurace, posuzovana za 24 h, 8 mm a po aplikaci 200 ug PHA byla
13 mm (Raszyk a Pillich, 1989, 1990). PouZiti vyssi koncentrace
PHA zvyS$ilo kozni reakci selat o 62 %. U 7—10 % vySetfenych selat jsme
zjistili vyrazné snizenou kozni reakci na PHA, tato selata jsme povazovali
za selata se sniZenou bunécnou imunitou. Pouze u 2—3 % vySetfovanych
selat byla soucCasné zjiSténa jak zvySena kozni reakce na histamin, tak
i snizenda kozni reakce na PHA.

V predkladané praci jsme nahradili dovozovy PHA (Wellcome) cs.
pripravkem (USOL, Praha). Tim jsme chtéli zajistit jeho vSeobecnou do-
stupnost, ktera by umoznovala praktické provadéni imunologickych koz-
nich testti u selat. PHA (USOL, Praha), na rozdil od zahranicniho pfFi-
pravku PHA, nema uvedenou piresnou koncentraci PHA, ziskanou nafte-
denim lyofilizovaného PHA fyziologickym roztokem. Intradermalni apli-
kace 0,1 ml natedéného PHA (USOL, Praha) vyvolava u selat vyraznejsi
kozni reakci (16 mm), nez koncentrace 100 ug a 200 ug PHA anglické
provenience. Rovnéz vyuzitim Cs. pripravku PHA jsme u 8 Y selat dolo-
zili snizenou koZni reakci na PHA (z toho u 2 0p selat soucasné zvyse-
nou kozni reakci na histamin). Lze doporucit pouZivani stejné vyrobni
SarZe PHA po delsi dobu (expirace ¢ini 12 mésici).

Jako kozni reakci na intradermadalne aplikované pripravky jsme mérili
velikost pupenu (za 20 min) ¢i indurace (za 24 h). Tento zpisob je
obvykly v humdanni mediciné. K tomuto zplisobu nas vedly nasledujici
divody. JestliZe jsme jednotlivym selatim aplikovali intradermdlneé PHA
na kazi htfbetu a soucasné i do predkolenni Fasy, tak jsme zjistili, Ze
meéfreni ztluSténi kozni fasy (posuvnym kutimetrem, ktery obvykle po-
uZivaji terénni veterinarni lékati pii tuberkulinacnich zkouSkach) je
méné presné, nez meéreni velikosti pupenu ¢i indurace. Méfeni ztluSténi
koZni Fasy nedovoluje zaznamenat jemné odchylky koznich reakci selat,
které jsou zrejmé pri hodnoceni velikosti pupenu ci indurace. Dalsi davod
je ten, Ze na prehledném aplikacnim poli vidime vedle sebe rozvoj i ode-
znivdni kozZni reakce na vSechny tfi pouZivané piipravky (fyziologicky
roztok, histamin, fytohemaglutinin), a to po celou dobu sledovani (24 h).
Treti diivod je ten, Ze velikost pupenu a indurace miZeme prekreslit na
celofanovy prouZek, a tak nalez trvale dokumentovat.

V CSFR se v soudasné dobé kalipery k urcovani tloustky kozni Fasy
nevyrdbi. Firma Somet v Teplicich je prestala vyrdbét jiz pred Fadou
rokl. Z toho divodu se pfileZitostné dovazi Harpendeniiv a Bestliv kali-
per, které vSak zdaleka nestaci pokryt zvySenou poptavku cs. zdravotnic-
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kych zarizeni, kde se predevS§im vyuZivaji k urcCovani stupné obezity
u rizikovych pacientd.

Do publikace jsme zaradili i ¢tyri fotografie, kterymi jsme chtéli doku-
mentovat ,,0bvyklé" koZni reakce u selat i reakce odchylnég, to jest zvy-
Senou kozZni reakci na histamin a sniZzenou kozni reakci na fytohemaglu-
tinin. Vzhledem ke skutecnosti, Ze v dosud zachycenych publikacich
o imunologickych kozZnich reakcich u selat nejsou ani v jedné praci uve-
dené fotografie popisovanych koznich reakci, jde s nejvétsi pravdépo-
dobnosti o prvni zverejnéné fotografie imunologickych koznich testii u se-
lat.

Prakticky imunologicky koZni test je urcen k orientacnimu hodnoceni
nachylnosti selat k alergickym staviim a jejich bunecné imunity. Lze jej
provadét opakované u téchze selat.

Hlavni indikaci pro jeho vyuzZiti spatfujeme v chovech prasat, kde se
u selat projevily reakce precitlivélosti, a to: po aplikaci nékterych vakcin,
preventivnich ¢i terapeutickych ptripravki; po prijmu nékterych kompo-
nent krmnych smeési; po pouziti nékterych dezinfekcnich prostredki; po
dotyku s nékterymi natérovymi Ci izolacnimi hmotami; jako reakce na
napadeni ektoparazity atd. Dale jej lze vyuZzit v chovech prasat s po-
dezfenim na bunécnou imunodeficienci. To jsou chovy selat s téZkymi
a neobvyklymi pribéhy infek¢nich onemocnéni, s opakovanymi bakte-
ridlnimi infekcemi v daném chovu, s infekcemi zpisobenymi podminéné
patogennimi mikroorganismy.

Obecnou kontraindikaci jsou akutni exacerbace zakladniho onemocné-
ni ¢i jakékoliv jiné akutni a infekéni onemocnéni u selat. Dale jsou kon-
traindikaci choroby selat, u kterych by patologické zmeény na k{Zi zne-
moznily spravné provedeni a odecitani koznich reakci.

Veterindrni lékar s jednim asistentem mohou timto testem denné vy-
Setfit v daném chovu 20 selat. Naklady na vySetifeni jednoho selete cini
2,30 KCs (cenové relace v roce 19901.

NavrZzeny prakticky imunologicky kozni test je u selat snadno prove-
ditelny, je levny a je zaloZen na bézné dostupnych pfFipravcich Cs. pro-
venience. Lze ho pouzit k orientacnimu hodnoceni nachylnosti k alergic-
kym staviim a bunécné imunity selat. U 8 % vySetfovanych selat jsme jim
dolozili odchylné imunologické koZni reakce, projevujici se zvySenou
koZni reakci na histamin (nachylnost k alergickym staviim) ¢i sniZenou
kozZni reakci na fytohemaglutinin (sniZend bunéc¢na imunita). Selata s od-
chylnymi koznimi reakcemi mohou predstavovat rizikovou c¢dst subpo-
pulace prasat, ktera se obtiZznéji vyrovnava se zatéZemi velkochovi prasat.
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RASZYK, ]J. (Veterinary Rescarch Institute, Brno): A practical immunological skin test
in piglets. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—06): 269—279.
At present immune system performance in pigs is decreasing, particularly as a result

of environment qualily deterioration. Immunological skin tests can also be used to
determine the degrec of immune system impairment in piglets. A practical immuno-
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logical skin test was carried out in 48 weaned piglets with the body weight of 15—20
kg, The test was located on the piglets’ backs after bristles had been shaved off. The
test consists in intradermal injections of a physiological saline (800 ug NaCl in 0.1 ml),
histamine (100 w«g in 0.1 mi) and phytohaemagglutinin (0.1 ml: Institute of Sera and
Vaccines, Praha). The size of the papule (in 20 minutes) and the size ol the indura-
tion (in 24 hours) were measured in two perpendicular directions, and the mean value
(in mm) was calculated from the measured data. In 20 minutes the average size of
the papule was 9.4 mm after the application of the physiological saline and 20.5 mm
after histamine application (Fig. 1). In 24 hours after phytohaemagglutinin application
the average size of the induration was 159 mm (Fig. 2). In twenty minutes the increa-
sed reaction to histamine (the papule larger than 24 mm) was observed in four piglets
(8.2 "y); these piglets show the predisposition to aliergic diseases (Fig. 3). In another
four piglets (8.3 Yy) the decreased reaction to phytohaemagglutinin (indurance of
13 mm and less] was observed in 24 hours; these are piglets with the decreased cel-
lular immunity (Fig. 4). The increased reaction to histamine and the decreased reaction
to phytohaemagglutinin were found only in one (2.1 %). Piglets with abnormal dermal
reaction can represent the risky part of the pig subpopulation which adapt themselves
less casily to the stress on large pig farms. A veterinary surgeon and his assistant
can examine by this test 20 piglets in the herd. This skin test was recommended as
‘a practical cheap screening test for use in pig herds to evaluate preliminarily the
predisposition to allergic diseases and cellular immunity of piglets.

piglet; screening test for use in pig herds; allergy; phytohaemagglutinin, histamine
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VPLYV DEFAUNACIE NA FERMENTACIU [N V[I'RO

T. Vendrak, D. Jal¢, 1. Zelenak, P. Siroka

VENDRAK, T. — JALC, D. — ZELENAK, I. — SIROKA, P. (Ustav fyziologie hospo-
ddarskych zvierat SAV, Kosice): Vplyv defaundcie na fermentdeiu in vitro. Veter.
Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 283—292.

V umelom bachore (Rusitec) sme sledovali vplyv defaundcie na fermentdciu
dvoch roznych diét pozostdvajucich zo sena (100 %) resp. sena a jatmena
(80 % 20 "u). V kontrolnych nadobéach, kde nebola prevedend defaundcia, sme
sledovali prezivanie, ako aj skladbu prvokov v in vitro systéme. V experimente
sme zaznamenali signifikantné zniZzenie produkcie celkovych UMK, acetatu, bu-
lyrdtu, stravitelnosti susiny, ako aj jednotlivych komponentov vlakniny. Dalej
sa znfzila produkcia CHj, CO3, NH3-N v effluente a ATP. Zaznamenali sme zvy-
Senie produkcie propionatu, produkcie mikrobidlneho dusfka na kg fermentova-
nej organickej hmoty, celkovej bakteridlnej hmoty na kg stravenej sudiny. Hod-
noty stechiometrickych ukazovatelov a uacinnosti mikrobidalnej proteosyntézy
(Yare) sa tiez zvysili. Celkovy pocet bachorovych prvokov, ako aj pocty jednotli-
vych druhov v in vitro systéme boli vyrazne vysSie pri diéte s jacmetiom.

Rusitec: protozoda: delaundcia: fermenticia in vitro

Bachorova fermentaciu mozno charakterizovat ako komplexny systém
interakcii medzi jednotlivymi zlozkami bachora. Pri objastiovani funkcie
tohto zlozitého prirodného fermentora a jeho vyznamu pre hostitelské
zviera, sa casto pouzivaji rozne manipulacné zdasahy. Jednym z takychto
zasahov je aj odstranenie protozoi z fermenta¢ného prostredia a na za-
klade zmien, ktoré takyto zakrok vyvold, posudzovat ich vyznam pre
bachorova fermentéaciu.

Podiel prvokov na mikrobidlnej biomase v bachore predstavuje 40 az
80 % (Harrison a Mc Allan, 1980), ale ich vyznam pre hosti-
telské zviera napriek intenzivnemu Stadiu v poslednych rokoch (Hun -
gate, 1966; Ushida ai., 1986; Hobson ai., 1988; Van Nevel
a Demeyer, 1988) nie je celkom jasny. V niektorych pripadoch pro-
tozoa mali pozitivny vplyv na rast zvierat (Christiansen ai., 1965),
v inych mali negativny vplyv na ich produkciu (Bird a Leng, 1978)
a v niektorych nemali zadny vplyv (Eadie, 1962). Zda sa vSak, Ze na-
zory, podla ktorych protozoa nedavaja hostitelovi ziaden dzitok, st dnes
uz prekonanée.

Cielom prace bholo sledoval fermentdaciu defaunovaného prostredia
v umelom bachore Rusitec.
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MATERIAL A METODY

Fermentdcia dvoch kimnych davok (seno 100 % a seno = jacmenny srot 80:20 "o)
bola uskuto¢nena v umelom bachore [Rusitec), ako ho opisuje Czerkawski
a Breckenridge (1977). PouZili sme Styri fermentacné nadoby (V) s objemom
800 ml a prietokom umelych slin (Mc Dougallov pufer) asi 800 ml za den. V prvej
a druhej nddobe sa fermentovalo ld¢ne seno v mnozstve 14,624 g DM, v tretej a Stvrtej
nadobe lacne seno - jacimenny srot v mnozstvach 11,7 resp. 2,77 g DM. Druha a Stvrta
nadobu sme defaunovaii pridanim 0,8 g Aerosolu OT (sOodny dioctylester jantarsulfo-
novej kyseliny) BHD Chemicals Ltd. v dvoch davkach v dvoch po sebe iddcich dioch.
Diéty boli uzavreté v nylonovych vreciskach o velkosti ok 200 mikronov,

Bachorovy obsah sme ziskali od dospelych Dbaranov plemena merino, vybavenych
permanentnou bachorovou fistulou. Pomer sena a jacmenného $rotu hol u zvierat rovna-
ky ako v in vitro pokuse (100 %, resp. 80 %0 :20 %) a zvierata mali volny pristup
k vode a soli.

Experiment trval 12 dni, pricom prvych 6 dni sa stabilizovali podmienky fermentécie
v Rusitecu (tzv. steady state perioda). Odbery vzoriek a meranie potrebné pre stddium
fermentacie boli uskutocnené v 6. az 12. dein. Aby Dbola zabezpeCena izonitrogénnost
diét (13 % CP v oboch dieétach) bolo potrebné dodatf 342,86 mg mocoviny do 1 I
Mc Dougallovho pufru (Vi a Vo), resp. 307,25 mg (Vs a Vi). Inkubacénd procedara a pri-
prava vzoriek na analyzy bola uskutonenda metodou, ktora stanovili Czerkawski
a Breckenridge [(1977). Koncentracia uanikavych mastnych kyselin (UMK)
v effluente bola stanovena metodou plynovej chromatograflie (Czerkawski, 1976)
za pouzitia kyseliny krotonovej ako interného standardu na chromatografie Perkiin-
-Elmer 8500. Objem produkovanych plynov bol merany prietokovym plynometrom a ply
ny boli analyzované vlynovym chromatografom Chrom 4 metodou, ktord stanovili
GCzerkawski a Claperton (1968). Amoniakalny dusik (NH3-N) v effluente
bol stanoveny metcdou podla autorov Conway a O'Malley (1942). Nestravene
zbytky krmiva po premyti Mc Dougallovym pufrom boli susené do kon$tantnej hmot-
nosti pri teplote 105°C k stanoveniu stravitelnosti susiny krmiva (DM), neutralnej
detergentnej vlakniny (NDF), kyslej detergentnej vlakniny [(ADF), celulozy a hemi-
celulozy (Goering a Van Soest, 1970),

Celkovy pocet protozoi ako aj pocty jednotlivych druhov holi pocitane mikrosko
picky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Z vysledkov uvedenych v tab. I vyplyva, ze defaunacia signifikantne
znizila stravitelmost susiny krmiva (P - 0,059]), ako aj jednotlivych kom-
ponentov vlakniny — NDF, ADI', celulozy (P < 0,001) a hemicelulozy
(P < 0,01, resp. P < 0,001). K rovnakému zaveru dospel aj Fuchiga -
mi ai. (1989) v in vitro pokuse s roznymi dilucnymi rychlostami systé-
mu. V in vivo pokusoch potvrdili rovnaky trend Ushida a i. (1980,
1990), Hobson a Jouany (1988). Autori poukazuji na presun tra-
venia digesta z bachora do niz8ich Casti traviaceho traktu, zapricineny aj
zrychlennou pasdazou bachorového obsahu do tenkého c¢reva u defauno-
vanych zvierat, ¢im sa zniZuje strdvitelnost. ZniZenu straviteInost susiny
je mozné vysvetlit absenciou protozodlnych celulolytickych enzymov
(Williams a Coleman, 1985).

V tab. II uvadzame celkovi produkciu UMK, ako aj produkcie jedno-
tlivych kyselin v mmol na defn. Po defaundcii sa pri oboch diétach signi-
fikantne zniZila celkovd produkcia UMK (P - 0,01), produkcia Kkyseliny
octovej, maslovej, izomaslovej a izovalérovej (P < 0,001). Naopak, zvy-
Sila sa produkcia kyseliny propionovej, signifikantne pri diéte s jacme-
nom (P < 0,001). Znizenie celkovej produkccie UMK moZe suvisiel so zni-
Zenou stravitelnostou susiny. Defaundciou sa meni zloZenie flory. Acetat
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I. Stravitelnost susiny a vldkniny krmiva — The digestibility of dry matter and fibre of feed

Ukazovatel! ! Vi I Vs : V3 { Vs
StraviteInost

DM2 (0%) 41,97 =+ 0,48 33,31 2,84+ 47,25 1,87 40,56 +- 1,73+
Stravitelnost

NDF3 (%) 36,21 + 0,53 20 +3,39+t++ 39,36 +- 2,15 252 +218T++
StraviteInost

ADF? (%) _7__3937~j 0,57 12,21 4- 3,41+ ++ 24,37 + 2,68 7514+ 241+++
Str_avitel'nost‘

HC3> (%) 43,59 +- 0,47 31-?‘,i,2:9 i 55,7 =+ 1,57 4501 +16 +++
Stravitelnost

celulozy® (%] 421 40,48 24.31 43,2 +++ 39,42 +- 2,15 21,71 +-2,28+++

Iparameter, 2DM digestibility, 3NDF digestibility, *ADF digestibility, SHC digestibility, ¢cellulose digestibility
Vysv8tlivky pro tab. I—V — Explanatory notes to Tabs. [—V:

Vysledky si priemerom 6 stanoveni: $tatistické porovnanie Vi—Vz, resp. V3—Vy, +P <005 ++P<001; +++P <0,001; -+ = §tan-
dardna strednd chyba (SEM) — The results are the average values of six readings: statistical comparison Vi—V», and/or V3—Vy;
+P < 0.05; ++P <0.01; +++P <0.001; 4+ = standard error of the mean (SEM)
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II. Produkcia UMK — The production of VFA

Ukazovatel!

Vi

Vo V3 Vi

Celkovéd produkcia UMK?
(mmol/deii) 42,06 4- 2,18 32,97 + 1,74+ + 47,42 + 1,21 401 4 1,02++
Produkcia kyseliny octovej?
[mmgl den) - 28,07 + 1,39 2054408 *+++ 30,14 4029 22.14 =1,19+++
Produkcia kyseliny
_propiénovej¢ (mmol/deii) 8,27 0,52 9,88 4- 0,71 9,82 4-0.25 14,38 +- 051+ ++ o
Produkcia kyseliny
n-maslovej> (mmol’defi) 4,06 40,19 207 +0,29+++ 481 4 0,09 2,07 = 027+++
Produkcia kyseliny 4
_izo-maslovej® (mmol/deii) 0,34 +4- 0,09 stopy? 0,63 40,13 stopy
Produkcia kyseliny I
n-valérovej’ [mmol deii] 0.57 0,03 0,35 40,02+ ++ 0,84 + 0,02 1.26 4+ 0,15+

|- — 2 it e
Kyselina izo-valérova?
(mmo! den) 0,72 - 0.05 0,12+ 0,04t +~+ 1,16 -- 0,08 0,24 == 0,06+ ++

‘parameter, “total production of VFA, 3acetate production, ‘propionate production, Sbutyrate production, fiso-butyrate production, "n-
p p L ) p I

-valerate production, %iso-valerate production, °traces




produkujoce druhy Ruminococcus prestavaju byt predominantnymi a sta-
vaju sa nimi producenti succinatu Baceterovides (Ushida a i., 1986). Li-
terarne udaje sa rozchadzaju v popise produkcie UMK u defaunovanych
zvierat. Tendenciu k vzostupu celkovych UMK po defaundcii popisuji
Veira ai. (1981), Grummer a i. (1983), pokles zasa Itabashi
aci (1984), Ushida a i, (1986). ZniZzené hladiny acetatu (mol %) po
defaunacii st v pracach autorov Demeyer (1979), Grummer a i.
(1983]. Propionat (mol %) bhol po defaunacii zvySeny v pracach De -
meyer a Van Nevel (1979), Grummer ai. (1983), Ushida
a i, (1986) a znizeny v pracach Demeyer ai. (1982), Van Nevel
a i (1985). ZvySenie butyrdatu (mol %) po defaundacii zaznamenali D e -
meyer a i. (1982), znizenie Williams a i. (1973), Demeyer
a Van Nevetl (1979), Grummer a i. (1983), Ushida a i. (1986).
Protichodnost vysledkov moZe byt zapri¢inena rozdielnymi podmienka-
mi v experimentoch, ale tiez svedc¢i o nie celkom vyjasnenom vplyve pro-
tozoi na bachorovu fermentaciu.

V tab. III uvadzame produkciu plynov, NH;-N v effluente, utilizaciu
a navratnost vodika a mikrobidlny dusik na kg fermentovanej organic-
kej hmoty (OMF). Produkcia CH,; (P < 0,001), CO, (P < 0,01 pri diéte
$ jactmernom), celkova produkcia plynov (P < 0,001 pri diéte s jacme-
fiom) sa po defaundcii zniZili. Podobne aj produkcia NH;-N v effluente
(P < 0,001, resp. P = 0,01) bola v defaunovanych nadobach niZ$ia. Celko-
va utilizacia H, (P - 0,01, resp. P <= 0,001) a navratnost H, (P < 0,05,
resp. P - 0,001) boli taktiez po defaunacii znizené. Produkcia mikrobial-
neho dusika na kg OMF bola v detaunovanych nadobach signifikantne
vySSia (P - 0,001). Znizena produkcia metdnu potvrdila fakt, Ze defauna-
cia potlaCa metanogenézu. Protozoa produkuju vodik, ktory je vyuZiva-
ny metanogénnymi baktériami (Abou Akkada a Howard, 1960).
Aj pocet metanogénnych baktérii ektosymbioticky prichytenych na po-
vrchu prvokov sa defaunaciou znizuje. Vytvoreny vodik sa v defaunova-
nom prostredi vyuZiva na tvorbu propiondatu. Prvoky tiez zohravaji dé-
leziti dlohu v reguldcii dusika v bachore. Bakteridlny dusik, ktory sa ne-
inkorporuje do protozodlnej bielkoviny, je vydavany spiit do bachorového
prostredia a vyuZivany ostatnymi baktériami. Defaunacia vSak spésobu-
je zvySenie mikrobidlneho dusika na kg OMF, Co suvisi s pomnoZenim
bakteridlnej populacie v doésledku vymiznutia poZzierania baktérii proto-
zoami, ako aj s vymiznutim konkurenc¢nych vztahov o substrat medzi
baktériami a prvokmi. Nami zisteny pokles CO. nekoreluje s tidajmi auto-
rov Ushida a i. (1990), ktori zaznamenali vy$8§ie hodnoty u defauno-
vanych zvierat v in vivo pokuse pri diéte, ktorej zdakladom bola amonia-
kom upravend pSenicna slama.

Stechiometrické ukazovatele E, E,, E; (tab. IV]) javia v naSom experi-
mente signifikantny vzostup v defaunovanych nadobach (P < 0,001), s vy-
nimkou E, (signifikantny pokles — P < 0,001), co je vlastne podiel fer-
mentovanych hexoz na energii CH,. OMF a produkcia ATP vSak po de-
faundcii signifikantne klesaju (P < 0,01). Signifikantné zvySenie (P <
- 0,001) ucinnosti mikrobidlnej proteosyntézy (Yarp) stvisi s narastom
bakteridlnej hmoty po defaundcii. Nezaznamenali sme rozdiely medzi
defaunovanymi a kontrolnymi nadobami v produkcii ATP na kg strave-
nej susiny, kedze aj ATP aj stravitelnost suSiny po defaundcii poklesli.
F'osberg a Lam (1977) zistili 10krat vysSie koncentracie ATP u ba-
chorovej protozo@dlnej frakcie ako u hakteridlnej. Tento rozdiel moze byt
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III. Produkcia plynov, NH3-N v effluente, utilizdcia a ndavratnost H-, mikrobidlny N'kg OFM — The production of gases. NH3-N in
effluent, utilization and recovery of Hz, microbial N/kg OMF

Ukazovatel! Vi i Va Vs | Vs
Celkova produkcia plynov?
(1'dei) 2074011 1,88 + 0,11 2,32 4 0,03 1.9¢ 4 0,05+++
Produkcia CHg3 l
(mmol/deri) 8,72 + 1,17 1,76 -+ 087+ ++ 10,66 =+ 0,37 | 0404022+++
Produkcia CO2?
_(mmol/deii) 11,91 + 1,65 7,76 -+ 1,94 16,7 - 0,76 10,64 + 1,75+~
Produkcia Hz®
(mmol/deii) 82,39 - 3,98 60,29 +3,33+++ 91,89 + 2,05 70,73 = 4,06+ + +
Celkova utilizdcia Hz6
_(mmol/de) 65,3 = 5,55 37,19 = 521++ 79,41 - 1,60 44754 2,33+ ++
Navratnost Ha? (%) 79,14 + 5,66 60,46 +5.21+ 86,54 =+ 1,81 63,38 1 0.56+++
VN_H';-N v effluente® (mg/1) 195_,62 -+ 6,57 153,27 j_- 2,55t +F 193,6 -+ 3,12 151,25+ 3.76++
g mikrobidlneho N/kg OMF? 20,08 4- 0,85 34,17 +-196+++ 22,75 4+ 0,53 35,74+ 181+++ J
lparameter, 2total production of gases, 3CH,; production, “CO- production. "H- production, ftotal utilization of H; 7Hz recovery,

SNH3-N in effluent, °g of microvial N/kg OMF
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1V. Kone¢né produkty fermentdcie v Rusitecu — The end products

of fermentation in Rusitec

Ukazovatel! I Vi | ) V> | V3 \'Z

E (%) I 73,81 + 0,14 7745 +£047+++ | 7458 +0,09 80,5 +048+++

E1 (%) 777_‘_’ 74,08 +0,12 77.71 +044%++ 74,87 40,13 8145038+ ++

Ex (%) | 1631 + 0,12 12,56 -+ 0,43+ ++ 1555 4012 8,85 +04 +++

E; (“0) Ai 37,67 10,1 39,39 4 0,25+++ 37,42 40,12 3935+ 029F++
OMF (g/def) | 369 o8 286 -016++ | 415 40,09 35 +018++
Fermentované hexozy? i

(mmol/deii) | 2223 +1,12 17,28 =+ 0,98+ + 248 057 20,33 =+ 0,99+ +
Produkcia ATP? (mmol/den) | 9597 +275 7769 +49 t+ 112,57 =+ 2,66 95744434+
Yate (g/mol) | 7az2d035 | 12003k0seter 7,993 019 1243 405144+
Produkcia ATP/kg stravenej | '

DM+ ! 16,26 -+ 1,03 16,27 -+ 0,97 16,55 = 0,56 16,34 + 0,51

!parameter, *fermented hexoses, 3ATP production, “ATP production kg digested DM




zapricineny vyssimi koncentraciami ATP u protozoi, alebo velkym podtom
baktérii asociovanych na prvoky.

PreZivanie prvokov v in vitro systéme Rusitec (tab. V) potvrdilo oca-
kdvané vySSie hodnoty pri diéte seno + jacmen co do celkového poctu,
tak aj pri jednotlivych druhoch (P < 0,001). Pocty prvokov sa v naSom
pokuse rychlo znizovali v prvych troch dnoch po spusteni Rusitecu, Po-
tom sa hodnoty viac menej ustaluju. V in vitro systémoch dochadza k vy-
raznému znizeniu protozodlnej populacie, ako aj k vymiznutiu niekto-
rych druhov, co suavisi s dobou obratu obsahu fermentacnych nadob, kto-
ra je kratSia ako generacny cas prvokov vo fermentore (Czerkawski
a Breckenridge, 1977).

V. Celkovy pocet a pocty niektorych druhov prvokov v Rusitecu — ‘Total number and
number of some species of protozoa in Rusitec
|

Seno - jacmen’

Senot (100 %) (80 0% -1- 20 %)

Celkovy potet! | 81634306 | 174334120244+
Velké entodiniomorfné ‘

protozoa“ o 33 4 21 - I 1383 -+ 275 F
Holotricha® 1 6517 |- 305 | 9157 4= 349+ 1

"total number, “big entodiniomorphid protozoa, “holotrichs, ‘hay, ‘hay - barley

Zaverom mozno konStatovat, ze defaunacia zvysila hodnoty stechio-
metrickych ukazovatelov a Y.;p, CO savisi so zvySenou produkciou pro-
pionatu a bakteridalnej hmoty, resp. so znizenou metanogenézou. Defauna-
cia znizila stravitelnost vlakniny, produkciu NH;-N, celkovi produkciu
UMK, acetat, butyrat, produkciu ATP. Je tiez nutné spomenut fakt, ze
v nasSSom experimente pouZity spésob defaunacie nie je najidedlnejsi,
kedZe nemozno vylucit vplyv defaunacného cinidla na ostatné bachorové
mikroorganizmy.

Literatnra

ABOU AKKADA, A. R. — HOWARD, B. H.: The biochemistry of rumen protozoa. 1I1.
‘I'he carbohydrate metabolismm of Entodinium. Biochem. J., 76, 1960, s. 445--451.

BIRD, S. H. — LENG, R. A.: The effect of defaunation of the rumen on the growth of
cattle on low-protein high-energy diets. Brit. J. Nutr., 40, 1978, s. 163 —167.

CONWAY, E. ]. — O MALLEY, F.: Microdiffusion methods. Amonia and urea using
huffered absorbents. Biochem. ]., 36, 1942, s. 655—661.

CZERKAWSKI, ]. W.: The use of pivalic acid as a reference substance in measure
ments of production of volatile fatty acids by rumen microorganisms in vitro. Brit. |.
Nutr., 36, 1976, s. 311—315.

CZERKAWSKI, J. W. — BRECKENRIDGE, G.: Design and developement of a long-term
rumen simulation technique (Rusitec). Brit. |. Nutr., 38, 1977, s. 371 —384.

CZERKAWSKI, J. W. — CLAPPERTON, J. L.: Analysis of gas produced by metabolism of
microorganisms. Lab. Pract., 17, 1968, s. 994.

29() VETERINARNI MEDICINA — 1992



DEMEYER, D. I. — VAN NEVEL, C. J.: Effect of defaunation on the metabolism of ru-
men micro-organisms. Brit. |. Nutr., 42, 1979, s. 515—524.

DEMEYER, R. D. — VAN NEVEL, C. J]. — VAN DE VOORDE, G.: The effect of defauna-
tion on the growth of lambs fed three urea containing diets. Arch. Tierernihr., 32,
1982, s. 595—604.

EADIE, J. M.: The developement of rumen microbial populations in lambs and calves
under various conditions of management. J. gen. Microbiol., 29, 1962, s. 563-—578.
FORSBERG, C. W. — LAM, K.: Use of adenosine-5-triphosphate as an indicator of the
microbiota biomass in rumen contents. Appl. Environ. Microbiol., 1977, s. 528 —537.
FUCHIGAMI, M. — SENSHU, T. — HORIGUCHI, M.: A simple continuous culture system
of rumen microbial digestion study and effects of defaunation and dilution rates. J.
Dairy Sci., 72, 1989, s. 3070—3078.

GOERING, H. K. -—— VAN SOEST, P. J.: Forage analyses. U.S.D. A, Agriculture Hand
book, ¢. 379, 1970, s. 1—20.

GRUMMER, R. R. — STAPLES, C. R. — DAVIS, C. L.: Effect of defaunation on ruminal
volatile fatty acids and pH of steers feed a diet high in dried whole whey. J. Dairy
Sci., 66, 1983, s. 1738—1741.

HARRISON, D. S. — Mc ALLAN, A. B.: Factors affecting microbial growth yields in the
reticulo-rumen. In: RUCKEBUCH, Y. — THIVEND, P. (eds): Digestive physiology and
metabolism in ruminants, MTP Press, Lancaster, 1980, s. 205—226.

HOBSON, P. N.: The rumen microbial ecosystem. London — New York, Elsevier Applied
Science, 1988.

HOBSON, P. N. — JOUANY, ]. P.: Models, mathematical and Dbiological of the rumen
function. In: The Rumen Microbial Ecosystem. London — New York, Elsevier Applied
Science, 1988, s. 461 —512.

HUNGATE, R. E.: The rumen and its microbes. New York, Academic Press 1966.
CHRISTIANSEN, W. C. — KAWASHIMA, R. — BURROUGHS, W.: Influence of protozoa
upon rumen acid production and liveweight gains in lambs. J. Anim. Sci., 24, 1965,
s. 730—734.

ITABASHI, H. — KOBAYASHI, ]. — MATSUMOTO, M.: The effect of rumen ciliate pro-
tozoa on energy, metabolism and some constituents in rumen fluid and blood plasma
of goats. Jap. J. zootechn. Sci.. 55, 1984, s. 248—256.

USHIDA, K. — JOUANY, J. P. — THIVEND, P.: Role of rumen protozoa in nitrogen
digestion in sheep given two isonitrogenous diets, Brit. |J. Nutr., 56, 1986, s. 407 —419.
USHIDA, K. — KAYOULI, C. — DE SMET, S. — JOUANY, |]. P.: Effect of defaunation on
protein and fibre digestion in sheep fed on ammonia-treated straw-based diets with or
without maize. Brit. |. Nutr., 64, 1990, s. 765—=775.

VAN NEVEL, C. J. — DEMEYER, D. I.. Manipulation of rumen fermentation. In: The
rumen microbial ecosystem. London — New York, Elsevier Applied Science, 1988, s.
387 —444.

VAN NEVEL, C. ]. — DEMEYER, . I. — VAN DE VOORDE, G.: Effect of defaunating

the rumen on growth and carcass composition of lambs. Arch, Tiererndhr., 35, 1985,
s. 331—337.
VEIRA, D. M. — IVAN, M. — JUI, Y.: The effects of partial defaunation on rumen me
tabolism in sheep. Can. J. anim. Sci., 61, 1981, s. 1086-—1087.
WILLIAMS, A. G. — COLEMAN, G. S.: Hemicellulose — degrading enzymes in rumen
ciliate protozoa. Curr. Microbiol., 12, 1985, s. 85—90.
WILLIAMS, P. P. — DINUSSON, W. E.: Ruminal volatile fatty acid concentrations and
weight gains of calves reared with and without ruminal ciliated protozoa. J. Anim. Sci.,
36, 1973, s. 588—591.

Doslo dia 16. 9. 1991

VENDRAK, T. — JALC, D. — ZELENAK, 1. — SIROKA, P. (Institute of Animal Physiolo-
gy, Slovak Academy of Sciences, Kosice): The effects of defaunation on in vitro fer-
mentation. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 283—292.

An experiment was conducted to investigate the effects ol defaunation on the fermen-
tation of two different diets consisting of hay (100 %) and hay - barley (80 % -
-=20 %) in a rumen pouch (RUSITEC). The survival and composition of protozoa
were investigated in an in vitro system in control vessels where no defaunation was
carried out. Defaunation decrcased the production of total volatile fatty acids (P <
< 0.01), acctate, butyrate (P < 0.001) — Tab. II; dry matter digestibility (P < 0.05) and
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detergent fibre digestibility: acid detergent fibre (ADF), neutral detergent fibre (NDF),
cellulose (P < 0.001), hemicellulose (P < 0.01 and P < 0.001, respectively) in our expe-
riment (Tab. 1). These parameters also decreased: production of CH4 (P < 0.001), CO:
(P <0.01 for the barley diet), total production of gases (P < 0.001 for the barley diet),
total utilization (P < 0.01 and P < 0.001, respectively) and recovery of Hz (P < 0.05 and
P < 0.001, respectively), NH4-N in effluent (P < 0.001 and P < 0.01, respectively) — Tab.
IITI; and production of ATP (P < 0.01) — Tab. IV, as a result of fermentation in our
experiment. On the other hand, there was a significant increase in the following pa-
rameters: production of propionate (P < 0.001 for the barley diet) — Tab. 1I; micro-
bial nitrogen kg of organic matter fermented — OMF (P < 0.001), Tab. IlI; energy
yield — E of volatile fatty acids (VFA), proportion of VFA energy with respect to
fermented hexose energy — E;, proportion of energy in bacterial cells with respect
to fermented hexose energy — Ej (P < 0.001) and the effectiveness of microbial pro-
teosynthesis — Yartp (P < 0.001), Tab. 1V, as a result of defaunation. The total number
of protozoa and the number of some species, especially the number of big entodinio-
morphid protozoa, were markedly higher (P < 0.001) for the barley diet — Tab. V. The
number of protozoa decreased rapidly within three days after the system initiation.
Later on, the values were more or less steady.

protozoa; defaunalion; in vitro fermentation; Rusitec
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ZMENY V ZASTUPENI AMINOKYSELIN V HYDROLYZATOCH BAKTERIJ
ADHEROVANYCH NA STENU BACHORA OVIEC PRI SKRMOVANI DIETY
S NIZKYM A VYSOKYM OBSAHOM DUSIKA

]J. Legath

LEGATH, ]. (Univerzita veterinarskeho lekarstva, Kosice): Zmeny v zastuapeni ami-
nokyselin v hydrolyzdtoch baktérii adherovanych na stenu bachora oviec pri
skfmovani diéty s nizkym a vysokym obsahom dusika. Veter. Med. (Praha), 37,
1992 (5—6): 293—305.

Sledovali sme vplyv nizko- a vysokodusikovej diéty na zastdpenie aminokyselin
v hydrolyzdtoch bachorovych baktérii, adherovanych na stene bachora v S3ty-
roch jeho topograficko-anatomickych castiach (dorzdlna, ventrdlna, kauddlna
cast a retikulum) na 18 ovciach plemena slovenské merino, rozdelenych na tri
pokusné skupiny. Na prijem rozneho mnoZstva dusika v diéte najcitlivejSie reagu-
je skupina epimurdlnych bachorovych Dbaktéii dorzalnej a ventralnej casti bha-
chora oviec. V hydrolyzatoch bachorovych baktérii adherovanych na epitel dor-
zdalnej Casti bachora sa menilo 15 aminokyselin a na epitel ventralnej casti ba-
chora 14 aminokyselin. Na rozny prijem dusika v diéte u oviec v hydrolyzédtoch
epimurdalnych baktérii citlivo reagovali nasledovné aminokyseliny: alanin, histi-
din, tyrozin, arginin a prolin. Koncentracia alanfnu a histidinu v hydrolyzatoch
epimurédlnych bachorovych baktérif vo vSetkych topograficko-anatomickych cas-
tiach bachora pri krmenf oviec diétou s vysokym obsahom dusfka signifikantne
stdpla a naopak, pri kimeni oviec s nizkodusikovou diétou signifikantne klesla.
Pri kfmenf oviec vysokodusikovou diétou, v hydrolyzatoch epimurdlnych baktérii
vietkych casti bachora, signifikantne klesli hladiny tyrozinu a prolinu a naopak,
pri kfmeni nizkodusikovou diétou signifikantne oproti kontrole stapli koncen-
tracie uvedenych dvoch aminokyselin. Nase zistenia, tykajice sa zmien amino-
kyselinového zloZenia proteinov zmesi baktérii adherovanych na epitel bachora
nepotvrdzuja predpoklady niektorych autorov, Ze baktérie adherované na epitel
bachora si madlo citlivé na zmeny v kimenf a Ze si mdlo zavislé na diéte. Nase
pokusy ukazujd, Ze rozny prijem dusika v diéte sa odzrkadluje v zmendch kon-
centracie niektorych aminokyselin zmesi bachorovych baktérii adherovanych na
epitel dorzdlnej, ventrdalnej, ale aj kaudalnej Casti bachora a Cepca.

ovce: bachor; adherentné baktérie; aminokyseliny; diéta s nfzkym a vysokym
obsahom dusika

Cheng a Costerton (1979) definovali tri zdkladné subpopuld-
cie haktérii v bachore prezivavcov. Jednou z nich je subpopuldcia bakté-
rii existencne viazanda na epitel bachora, ktord ma svoje Specifické po-
stavenie v procese travenia u prezivavcov.

Existencia taxonometricky ohrani¢enych druhov baktérif na bachoro-
vom epiteli poukazuje na to, Ze tdto populdacia sa vyvinula ako odraz na
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Specifické faktory prostredia. Jednym z nich je difuzia kyslika cez bacho-
rova stenu. Pritomnost populdcie baktérii na povrchu epitelu bachora,
v ktorej sa nachddzaju fakultativne anaeroby, vytvara vyborné podmien-
ky pre obligdtne anaerobne baktérie tym, Ze prenikajici kyslik je spo-
trebovany epimurdlnymi fakultativnymi anaerobmi uz v stene bachora
(Cheng a i, 1979). To je prva délezitd uloha epimurdlnych baktérii.
Druhou délezZitou ulohou je podiel na recyklizacii epitelu bachora, teda
i zivin v bachore prezavavcov. Distalne epitelidlne bunky bachora su
aktivne kolonizované a travené adherentnymi mikroorganizmami jedné-
ho morfologického typu (Mc Cowan a i, 1978). Vzhladom na to, ze
epitel bachora predstavuje asi 1 % hmotnosti celého prezavavca, pri kon-
tinudlnom odlupovani epitelidlnych buniek ich degradacia baktériami je
znacnym prispevkom k ekonomickému vyuZivaniu proteinov v traviacom
trakte preZiavavcov. Recyklizaciou odumretého epitelidlneho tkaniva pro-
strednictvom mikroorganizmov, prezivavec denne ziska az 4 % proteinov
poZadovanych telom zvierata (Cheng, 1984). Tretiu délezitd ulohu ma
epimurdlna bachorova mikrofléra pri recyklizacii endogénnej mocoviny
cez stenu bachora (Bryant, 1963; Cook, 1976). Uredza bola jedno-
znacne dokdzana v baktériach adherovanych na epitel bachora (Wozny
a i., 1977). To, Ze ureazova aktivita je vlastna baktériam a nie bachoro-
vému tkanivu, dokazali vo svojich pokusoch s vyuzitim antibiotik M u h -
rer a Carroll (1964),Cheng ai., (1979). Cheng ai., (1977) pre-
myvanim bachorovej steny antibiotikami zaznamenali 97 az 99 % pokles
ureazovej aktivity.

Hustotu osidlenia bachorovej steny baktériami znacne ovplyviiuje me-
chanické pdsobenie ciastoCiek potravy. NajhustejSie je kolonizovana dor-
zalna Cast bachora, menej ventrdlna cast a najmenej kranialny pill (M ¢
Cowan ai., 1980).

Epimurdlne baktérie sa taxonometricky znacne lisia od baktérif adhe-
rovanych na ciastky krmiva v bachorovom obsahu. Mikroflora bachovo-
vej steny je tvorend prevazne z grampozitivnych kKokov a paliciek, Kktoré
boli zaradené k rodom Propionibacterium, Eubacterium, Butyrivibrio,
Streptococcus, Corynebacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Fusobacte-
rium, Bacteroides, Flavobacterium, Selemonas, Lactobacilus, lHHemophetus
a i. PravdaZe sa tu nachddza i skupina bliZSie neidentiikovanych anae-
robnych baktérii (Cheng a i, 1979, 1981).

Existuje eSte celda rada funkcii, v ktorych dolezitii tlohu zohrava adhe-
rentnd bachorova mikroflora. Za zmienku stoji jej uloha pri ochrane epi-
telu bachora pred kolonizaciou patogénnymi zarodkami vytvorenim tzv.,
biofilmu autochtonnych baktérii (Costerton, 1985).

V literatire sa objavili tvrdenia, Ze epimurdlne bachorové baktérie su
malo citlivé na zmeny Kkfmenia a Ze si malo zavislé na diéte (Walla -
ce ai, 1979; Cheng a Costerton, 1980). Preto cielom naSej pra-
ce bolo zistit, ¢i diéty s vysokym alebo s nizkym obsahom dusika ovplyv-
fiuji zlozenie aminokyselin v hydrolyzatoch bielkovin bachorovych bakté-
rii adherovanych na stene bachora oviec.

MATERIAL A METODY

Do pokusu bolo zaradenych 18 Kusov oviec-jarinek vo veku 7—9 mesiacov a hmot

nosti 20—25 kg, plemena slovenské merino, ktoré boli rozdelene do troch pokusnych

skupfn po 6 kusov. Po 28diovej adaptacii prva skupina (kontrola) hola kifmena zbi-
lancovanou kimnou davkou (CSN 46 7070), ktord obsahovala seno lacne priemerné
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-- 1 kg a Melasove Kkrmivo — 046 kg, obsahujice melasu, miagany ovos, psenicnu
Kemnu mukua, pieniéne a razne otruby a mineralne Kemne prisady (90,7 ¢ stravitet
nych dusikatych litok -- SNL na kg susiny, 0,588 Skrobovych jednotiek — S] na kg
sudiny, dusikato-energeticky koeficient — NEK [SNL/S]] == 153,5). Voda bola podavani
ad libitum. Ovce 11, pokusnej skupiny sme kfmili zbilancovanou kfmnou davkou to-
toZznou s kifmnoou ddavkou pouzitou v kontrolnej skupine. K tejto zbilancovanej kfmnej
davke sme postupne pridavali pocas 16 dni mocovinu tak, Ze kazdym diiom sme zvy-
Sovali povodna davku mocoviny o 1 g (v intervale od 1 do 16 g). Na 16. den prijimala
kazda ovea zaradena to tejto skupiny 16 g mocoviny. Uvedena diétu s pridavkom 16 g
mocoviny ovee skirmovali v oexperimente 28 dni. Voda bola podavana ad libitum. Po-
stupné denné zvySovanie mocoviny v dieéte o 1 g a maximdalny prijem mocoviny — 16 g
na kus a den, vychadza z adajov autorov Bartik a Rosival (1971) o zdasadach
pri kimeni oviec mocovinou. Pridavok mocoviny k zbilancovanej kimnej davke zvysil
hodnotu stravitelnych dusikatych latok pri predpokladanej 50 -80Y) utilizdacii dusika
0 45,25 Y oproti norme. Pri prepoCte na mnoZstvo straviteIného dusika (N), vyvazZena
kfmna davka obsahuje 128 g N a kimna davka s pridavkom 16 g mocoviny 17,95 g N.
K zbilancovanej kimnej davke s pridavkom 16 g mocoviny (133,4 g SNL.kg~! suSiny,
0,529 SJ . kg~! susiny, NEK == 252,1) sme pridavali sacharozu v mnoZstve 161 g za ace-
lom zabezpecit ¢o najlepSie vyuZitie dusika z diéty, resp. s cielom predist akatnej into-
xikacii pokusnych zvierat mocovinou (amoniakom). Ovce tretej pokusnej skupiny sme
kfmili diétou obsahujicou o 78,1 % menej straviteInych dusikatych latok ako diéta,
ktord bola skrmovana kontrolnou skupinou oviec. Hodnoty Skrobovych jednotiek, vlakni-
ny, susiny a mineralne krmne prisady boli v silade s poziadavkami na Ziviny pre danu
kategoriu oviec. Diéta obsahovala nasledovné komponenty: slama pseni¢na — 0,9 kg,
otruby p3eni¢né — 0,16 kg a kukuri¢ny $krob — 0,347 kg (22,1 g SNIL.kg~! susiny,
0,604 SJ . kg~! susiny, NEK = 36,6). Voda bola podavana ad libitum.

Pre Stadium proteosyntezy baktérii adherovanych na stenu bachora oviec, sme si
zvolili nami modifikovany a kvantifikovany postup (elaciu baktérii izotonickym pufro-
vanym roztokom pri teplote 4°C), ktory umoZnil ziskat koncentrat nepo3kodengch
epimuralnych bachorovych baktérii. VytaZznost metodiky bola urCena rastrovaciou elek-
tronovou mikroskopiou a predstavovala 93,3 % (Legath a i, 1990).

o 28dinovom skirmovani jednotlivych diét, vzorky bachora pre naslednd eldciu sme
odoberali thned po odporazeni oviec, a to zo Styroch topograficko-anatomickych miest
[saccus ruminis dorzalis, sacei rumini caudalis, saccus ruminis ventralis a reticulum).

Koncentrat trikrat prepranych epimurdlnych baktérii sme hydrolyzovali v 10 ml 6M Ky-
seliny chlorovodikovej v uzavretom prostredi pri teplote 105°C po dobu 24 hodin. Ami-
nokyseliny v hydrolyzatoch epimuralnych baktérii sme stanovili chromatograficky na
pristroji Amino Acids Analyzer T 339 (Mikrotechna Prahaj.

Vg¢sledky jednotlivych analyz sme spracovali osobnym pec¢itacom Sinclair ZX Spectrum
plus s grafickou tlaciarinou Alphacom 32,

VYSLEDKY

Nakolko vzorky u kontrolnej, I1. a I1I. pokusnej skupiny oviec boli odo-
berané zo Styroch miest bachora a vzdajomne porovnavaneé, pristipili sme
k hodnoteniu zmien v zastiipeni aminokyselin v hydrolyzatoch epimural-
nych bachorovych baktérii vzdy v jednom anatomicko-topografickom
mieste bachora.

AMINOKYSELINY HYDROLYZATOV BACHOROVYCH BAKTERII ADHEROVANYCH
NA EPITEL DORZALNEHO VAKU BACHORA OVIEC (SACCUS RUMINIS DORZALIS)

Pri kfmeni oviec diétou s vysokym obsahom dusika (II. pokusna skupi-
na) v porovnani s ovcami kontrolnej skupiny boli v hydrolyzatoch ba-
chorovych baktérii adherovanych na epitel dorzalnej casti bachora ziste-
né signifikantne vysSie hladiny alaninu, glycinu a kyseliny asparagovej
a4 naopak, signifikantne nizsie hladiny boli zistené u tyrozinu, argininu,
izoleucinu a leucinu. Zastipenie ostatnych sledovanych aminokyselin
(treonin, serin, kyselina glutamova, prolin, valin, fenylalanin, histidin
a lyzin) sa pri skrmovani vysokodusikovej diéty ovcami v hydrolyzatoch
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epimuralnych bachorovych baktérii dorzalnej casti bachora vyrazne ne-
menilo.

Pri kfmeni oviec s nizkodusikovou diétou (III. pokusna skupina) v po-
rovnani s ovcami kontrolnej skupiny sa v hydrolyzdtoch epimurdlnych
baktérii dorzalnej casti bachora zistil signifikantny pokles hladin treoni-
nu, histidinu, alaninu a izoleucinu. Signifikantne zvysené hladiny boli
u prolinu, tyrozinu, fenylalaninu a kyseliny glutdmovej. U ostatnych sle-
dovanych aminokyselin pri skrmovani diéty s nizkym obsahom dusika
ovcami k vyraznym zmendm v hydrolyziatoch epimurdlnych bachorovych
baktérii dorzdlnej casti bachora nedoslo.

Vysledky analyz hydrolyzatov epimurdlnych baktérii dorzalnej casti
bachora oviec kontrolnej, II., I1l. pokusnej skupiny na aminokyseliny st
uvedené v tab. I.

I. Koncentracia aminokyselin v hydrolyzitoch epimurdlnych baktérii dorzalnej casti
hachora oviec — Concentration of amino acids in hydrolyzates of epimural bacteria
of dorsal part of the ovine rumen

Pokusna skupina’ - B 7_»‘
‘ I (k ' 1. (v.d. 1L (0. d.
[ Aminokyseliny! | — ’*l*)“T" 'i‘— ( ) ; l ]
I X (n=6) ) i X[(n=206) X (n=1) ] y
! nmoi.mg-'Hy ' sd | ol . mg~!Hy e nmol . mg~Hy l sd
(T - i i s =y i e
Asp 17,03 0,34 | 18,03+ 0,44 18,16 ' 0,75
Thr 10,26 0,40 | 10,49 0,53 8,96+ [ 0,21
ser 9,51 0,30 10,02 0,64 9,69 | 0,69
Glu 19,02 1 0,37 18,35 1,20 ‘ 19,691 i 0,54
| Pro 5,70 0,53 | 4,13 [ 1,26 | 8,68+ | 0,83
} Gly 14,50 0,22 | 15,40+ | 0,43 | 14,20 | 0,49
; Ala 15,02 0,45 16,42+ | 0,88 | 14,284 | 0,28
i Val 9,58 0,16 | 9,40 0,48 9,40 | 0,14
lle 7,82 0,14 | 7,29+ 0,40 | 7,16+ | 0,09
Leu 13,21 | 0,35 | 12,82+ 10,35 | 13,05 | 0,29
Tyr 1,16 | 0,65 | 0,21 0,06 3,43+ | 0,75
Phe 5,24 0,15 5.54 | 0,38 5,58 1 | 0,09
' His ‘ 7,85 | 1,22 | 9,13 | 1,92 4,34t [ 0,58
Lys | 10,16 0,31 10,02 | 0,48 10,02 | 0,48
’ Arg ‘ 7,00 0,62 | 6,03+ | 0,30 6,79 | 0,25
1 |
lamino acids, 2experimental group
Vysvetlivky pro tab. -1V — Explanations for Tabs 1—1V:
Hy — hydrolyzaty epimurdlnych bachorov§ch baktérii — Hydrolyzates of epimural
ruminal bacteria
t — Statistickd vyznamnost rozdielov priemerov (x) pri danych smerodajnych odchyl-
kach (sd) na hladine p < 0,05 hodnotena nepérovym t-testom oproti kontrolnej sku-
pine — statistical significance of differences of means (1) with given standard

deviations (sd) at the level p < 0.05 valued by unpair 7-test in comparison with the
control group

K — kontrolna skupina — control group

v.d. — ovce kimené diétou s vysokym obsahom dusika -- sheep fed the diet with
high-nitrogen content

n.d. — ovce kfmené diétou s nizkym obsahom dusika — sheep fed the diet with low-
-nitrogen content
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AMINOKYSELINY HYDROLYZATOV BACHOROVYCH BAKTERII ADHEROVANYCH
NA EPITElL VENTRALNEHO VAKU BACHORA OVIEC (SACCUS RUMINIS VENTRALLS)

Pri kfmeni oviec diétou obsahujicou vysoky obsah dusika (II. pokusna
skupina) v porovnani s ovcami kontrolnej skupiny bola v hydrolyzatoch
bachorovych baktérii adherovanych na epitel ventralnej casti bachora
zistena signifikantne vyssia hladina u alaninu, histidinu a serinu, zatial
Co signifikantny pokles bol zaznamenany u argininu, tyrozinu a prolinu.
Zastapenie ostatnych aminokyselin sa pri kimeni oviec diétou s vyso-
Kkym obsahom dusika v hydrolyzatoch epimurdlnych baktérii ventralnej
casti bachora vyrazne nemenilo,

Pri kfmeni oviec diétou s nizkym obsahom dusika (III. pokusna skupi-
na) v porovnani s ovcami kontrolnej skupiny sa v hydrolyzatoch epimu-
rdlnych baktérii ventralnej casti bachora oviec zistil signifikantny pokles
hladin treoninu, histidinu, alaninu, leucinu, lyzinu a argininu. Stucasne sa
z1stili signifikantne zvySené hladiny prolinu a tyrozinu. U ostatnych sle-
dovanych aminokyselin, pri kfmeni pokusnych oviec diétou s nizkym
obsahom dusika, k vyraznym zmenam v hydrolyzatoch bachorovych bakté-
rif adherovanych na epitel ventralnej ¢asti bachora nedoslo.

Vysledky analyz hydrolyzatov epimurdlnych baktérii ventralnej casti
hachora oviec kontrolnej, Il. a IlII. pokusnej skupiny na aminokyseliny
sti uvedené v tab. 11,

AMINOKYSELINY HYDROLYZATOV BACHOROVYCH BAKTERII ADHEROVANYCH
NA EPITEL KAUDALNYCH VAKOV BACHORA OVIEC (SACCI RUMINI CAUDALLS)

Pri kfmeni oviec diétou s vysokym obsahom dusika (II. pokusna sku-
pina) v porovnani s ovcami kontrolnej skupiny bola v hydrolyzatoch ba-
chorovych baktérii adherovanych na kaudalnu cast bachora zistend signi-
fikantne vys$Sia hladina u alaninu a naopak, signifikantne nizsie hladiny
argininu a lyzinu. U ostatnych sledovanych aminokyselin v hydrolyza-
toch bachorovych baktérii adherovanych v kaudalnej Casti bachora po-
kusnych oviec sme nezaznamenali vyrazne zmeny.

Pri kfmeni oviec s diétou s nizkym obsahom dusika (III. pokusna sku-
pina) v porovnani s ovcami kontrolnej skupiny bolo v hydrolyzatoch epi-
murdlnych baktérii kaudalnej Casti bachora zistené signifikantné zniZenie
hladin treoninu a histidinu a signifikantne sa zvy$ili hodnoty prolinu,
tyrozinu a fenylalaninu. U ostatnych sledovanych aminokyselin v hydro-
lyzatoch epimuralnych baktérii kaudalnej casti bachora nedo$lo k vy-
raznym zmenam,

Vysledky analyz hydrolyzatov epimurdlnych baktérii kaudalnej casti

hachora oviec kontrolnej, II. a IIl. pokusnej skupiny na aminokyseliny st
uvedené v tab. III.

AMINOKYSELINY HYDROLYZATOV EPIMURALNYCH BAKTERII ADHEROVANYCH
NA EPITEL RETIKULA OVIEC

Pri kfmeni oviec diétou s vysokym obsahom dusika (II. pokusna sku-
pina) v porovnani s ovcami kontrolnej skupiny boli v hydrolyzatoch ba-
chorovych baktérii adherovanych na epitel retikula zistené signifikantne
vyS8ie hladiny alaninu a histidinu, zatial ¢o signifikantny pokles bol

VETERINARNI MEDICINA — 1992 297



1I. Koncentrdcia aminokyselin v hydrolyzatoch epimurdlnych baktérii ventralnej casti
hachora oviec — Concentration of amino acids in hydrolyzates of epimural bacteria of
ventral part of ovine rumen

Pokusna skupina?
= {36 I (v.d. « [,
Aminokyseliny! | —— L ' ol Al 100
X(n=20) X (n=20) ) X(n==86) .
| nmol . mg~Hy Sd | imol.mg-'Hy| %9 | nmol.mg-!Hy| %9
Asp 1717 | 1,27 17,23 0,57 18,24 0,30
Thr 10,38 1,03 10,20 0,37 9,23+ 0,32
Ser ‘ 9,18 0,41 9,61+ 0,37 9,48 0,23
Glu 19,61 1,10 19,00 0,31 19,52 0,14
‘ Pro 6,99 1,52 4,45t 1,94 9,29+ 0,41
i Gly | 14,38 1,13 15,42 0,17 14,54 | 0,42
Ala 15,03 0,38 16,47 0,62 14,60 * 0,24
Val 9,23 0,86 9,75 0,53 9,70 0,11
Tle 7,38 0,28 7,46 0,35 7,60 0,08
Leu 13,21 0,88 12,79 0,47 12,27+ 0,32
Tyr 1,85 1,65 0,15+ 0,02 4,10+ 0,48
Phe i 5,57 0,36 | 5,39 0,36 5,78 0,10
His 1 5,33 1,28 | 9,22+ 1,66 3,56+ L 0,18
! Lys | 10,54 0,16 10,16 0,29 10,04+ | 0,25
} Arg ; 7,10 0,50 | 6,02 + 0,18 | 6,41 0,27

l'or 1—2 see Tab. 1

111. Koncentricia aminokyselin v hydrolyzatoch epimurdlnych baktérii kaudalnej casti
bachora oviec — Concentration of amino acids in hydrolyzates of epimural bacteria of
caudal part of ovine rumen

Pokusna skupina?

I (k . (v.d. ' . (n.d.

Aminokyseliny! |—— £ ]'f **'—— i 150 ' WL (0. G
F(n=6) | i ¥ (n=16) P ¥(n=6) |

nmol . mg -~ 'Hy | S nmol . mg 'Hy | ¢ nmol . mg - 'Hy | e

! |
Asp 17,40 | 0,58 18,43 1,54 17,19 | 1,29
Thr 10,19 0,70 10,76 0,71 9,10t 0,30
Ser 9,50 0,24 10,14 0,67 9,17 0,35
Glu 19,63 121 | 18,47 1,29 19,88 [ 1,08
Pro 5,82 1,30 2,56 1,48 9,36+ | 0,65
Gly 14,32 0,49 16,25 0,46 13,67 0,91
Ala 15,30 0,25 16,101 1,05 14,61 0,69
Val 9,59 0,24 9,06 1,11 9,47 0,52
Ile 7,20 0,23 7,22 0,38 7,45 0,23
Leu 12,68 0,26 11,98 0,76 12,83 0,56
Tyr 1,50 10,47 0,09 0,01 411+t 0,29
Phe 5,09 0,29 5,52 0,18 5,63*% 0,21
His 6,61 0,81 10,48 1,85 3,67+ 0,22
Lys 10,64 0,68 10,06+ 0,44 10,31 0,44
Arg 7,10 0,46 5,58+ 0,73 6,86 0,31

For 1—2 see Tab. I
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zisteny u tyrozinu, argininu a prolinu. Zastupenie ostatnych aminokyse-
lin sa pri skfmovani vysokodusikovej diéty ovcami, v hydrolyzatoch epi-
murdlnych baktérii retikula nemenilo.

Pri kimeni oviec s nizkodusikovou diétou (IIl. pokusna skupina) v po-
rovnani s kontrolnou skupinou oviec sa v hydrolyzdatoch epimurdalnych
baktérii retikula zistil signifikantny pokles treoninu a histidinu a signi-
fakantné zvySenie hodnot tyrozinu a prolinu. Zastipenie ostatnych ami-
nokyselin pri skrmovani diéty s nizkym obsahom dusika sa v hydrolyza-
toch epimurdlnych baktérii retikula vyrazne nemenilo.

Vysledky analyz hydrolyzatov baktérii adherovanych na epitel reti-
kula oviec kontrolnej, II. a III. pokusnej skupiny na aminokyseliny su
uvedené v tab. IV.

IV. Koncentracia aminokyselin v hydrolyzatoch bakterii adherovanych una cpitel reti-
kula oviec — Concentration of amino acids in hydrolyzates of bacteria adhered to
epithelium of hovine reticulum

' Pokusnd skupina’

| Lo(k | . (v.d. ? 1L (0. d.

| Aminokyseliny! |———— b R —""—‘—;—* L0150 - l L8 s

X (n==0) . X (n=06) [ X (n=10) )

‘\ nmo! . mg-'Hy sd I nmol . mg-!Hy sd | nmol . mg- Hy sd

| |

! Asp 17,21 0,26 | 17,28 0,77 ' 18,23 ‘ 0,46

[ Thr 10,56 0,36 | 10,67 0,85 | 9,31+ 10,16

[ Ser 9,75 0,28 | 9,31 0,29 | 9,35 . 0,56
Glu 18,50 0,66 18,12 0,49 ' 18,87 0,28
Pro 5,64 1,56 3,73t 1,60 9,30 F | 0,50
Gly 14,65 0,43 14,54 1,02 | 14,50 | 0,32
Ala 15,26 0,54 16,82 + t 1,12 15,09 0,58 |
Val 10,06 0,29 10,05 0,35 10,10 0,26
e 7,62 0,32 7,58 0,31 7,53 0,18
Leu 12,81 0,32 12,78 0,56 12,63 ; 0,26
Tyr 1,54 0,61 1,05+ 0,10 | 4,58+ | 0,23
Phe 5,62 0,39 5,92 ’ 0,38 | 5,95 } 0,30
His 6,32 0,49 7,50+ I 1,15 3,34+ 0,12
Lys 10,83 0,20 10,12 | 0,20 | 10,19 | 0,42
Arg 6,80 | 031 588¢ | 0,20 | 6,58 | 0,13 |

1

FFor 1—2 see Tab. |

DISKUSIA

AKo z vysledkov vyplyva, najcitlivejSie na prijem rozneho mnoZstva
dusika v diéte reaguje skupina bachorovych baktérii adherovanych na
epitel ventralnej a dorzalnej Casti bachora oviec, kde sa v bakteridlnych
proteinoch pochdédzajicich z epitelu dorzdlnej casti bachora signifikant-
ne menilo 15 aminokyselin a v proteinoch pochadzajicich z epimural-
nych baktérii ventrdalnej casti bachora sa signifikantne menilo 14 amino-
Kyselin, oproti osmim aminokyselindm v Kkauddalnej casti bachora a de-
viatim aminokyselindm retikula oviec (obr. 1, 2).
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1. Vybrané aminokyseliny hydrolyzatov bakteérii adherovanych na epitel ventrdlnej
(A) a dorzdlnej (B) c¢asti bachora pri skfmovani vysokodusfkovej diéty: K — kon-
trolnd skupina, P — II. pokusna skupina —— Some amino acids of hydrolyzates of bacte-
ria adhered to epithelium of ventral [A) and dorsal (B) parts of the ovine rumen in
feeding high-nitrogen diet: K — control group, P — experimental group 11

NaSe zistenia, tykajuce sa zmien aminokyselinového zloZenia proteinov
baktérii adherovanych na epitel bachora oviec nie st v sihlase s tudajmi
autorov Wallace a i. (1979) a Cheng a Costerton (1980),
ktori tvrdia, ze baktérie adherované na epitel bachora si maélo citlivé na
zmeny krmenia a ze si malo zdavislé na diéte.

Napriek tomu, Ze kazdy druh baktérii ma zloZenie aminokyselin v biel-
kovindch geneticky dané, dochddza v hydrolyzatoch epimuralnych bacho-
rovych baktérii k zmenam v zastGpeni aminokyselin. KedZze bachorové
baktérie adherované na epitel bachora boli definované ako populdcia
taxonometricky roznoroda (Cheng a i, 1979), vysvetlujeme si zmeny
v koncentraciach aminokyselin v proteinoch epimurdlnych baktérii prav-
depodobne zmenou v druhovom zasttipeni baktérii adherovanych na epi-
tel bachora oviec v zdvislosti na réznych dietetickych podmienkach.

Experimentdlne na orientacnych predpokusoch sme zistili, Ze pridavok
160 g sacharozy do zbilancovanej kfmnej davky nam signifikantne ne-
ovplyvnil zloZenie aminokyselin v hydrolyzatoch epimurdlnych baktérii
pochddzajiacich zo vSetkych Styroch topograficko-anatomickych ¢asti ba-
chora oviec. Uvedent skutocnost si vysvetlujeme tym, Ze zbilancovana
kfmna d4vka obsahovala melasu a Ze dalSi pridavok sacharozy vyrazne
neovplyvnil vnitorné prostredie bachora (Legath, 1988).
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2. Vybrane aminokyseliny hydrolyzatov baktérii adherovanych na epitel ventralnej
(A] a dorzdlnej (B) casti bachora oviec pri skfmovani nizkodusikovej diéty; K — kon-

trolnd skupina, P — IIl. pokusnd skupina — Some amino acids of hydrolyzates of the
bacteria adhered to epithelium of ventral (A) and dorsal (B) parts of ovine rumen in
feeding low-nitrogen diet; K — control group, P — experimental group 111

V hydrolyzatoch epimuralnych baktérii zo vsetkych sledovanych casti
bachora ovice, po skrmovani diély s vysokym obsahom dusika, sine za-
znamenali signifikantny vzostup koncentracie aminokyselin alaninu, gly-
cinu, histidinu a signifikantny pokles tyrozinu, argininu a prolinu. V na-
Sich pokusoch sme dospeli k podobnym vysledkom ako Tamminga
(1979), ktory sledoval zavislost aminokyselinového zlozenia traveniny
duodéna na aminokyselinach, ktoré sa nachadzaja v bachore. Pri skrmo-
vani diéty s vysokym obsahom dusika na béaze sojového proteinu autor
zaznamenal v bakteridalnej frakcii bhachorového obsahu malé zvy$enie gly-
cinu, alaninu, treoninu a lyzinu a malé zniZenie argininu, prolinu a se-
rinu.

Vysledky, ziskané v naSich pokusoch, charakterizujice zmeny amino-
kyselinového zloZzenia v hydrolyzatoch epimurdlnych baktérii bachora
oviec v zavislosti na mnozstve prijatého dusika, st v silade i s vysledka-
mi prdce Hvelplunda (1986), ktory sledoval zmeny aminokyselino-
vého zlozenia zmesi baktérii bachorového obsahu v zavislosti na diétach
s roznym obsahom dusika. Preukdzal, Ze dochddza k zmenam v zastipe-
ni aminokyselin bakteridlneho pévodu v bachore a tym ndasledne i v du-
odéne v zdavislosti na mnozZstve prijatého dusika.
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Z vysledkov naSich experimentov vyplyva, ze na rozny prijem dusika
v diéte citlivo reagovali aminokyseliny bakteridlnych proteinov — alanin,
histidin, tyrozin, arginin a prolin.

Koncentracia alaninu a histidinu v hydrolyzatoch epimuralnych bacho-
rovych baktérii pri krmeni oviec diétou s vysokym ohsahom dusika signi-
fikantne stipla a naopak, pri kifmeni diétou s nizkym obsahom dusika
signifikantne klesla.

Zmeny v koncentraciach alaninu je mozné vysvetlit tym, ze alanin je
sticastou mechanizmu pre kratkodobhé skladovanie amoniaku v bakteridl-
nych bunkach (Barto§, 1987). Skutocnost, zZe alanin je pri nedostatku
deaminovany spdt na pyruvat (Havassy, 1976) vysvetluje signifi-
kantny pokles alaninu v hydrolyzatoch bakteridlnych proteinov pri kfme-
ni oviec nizkodusikovou diétou., TaktieZz mozeme vysvetlit signifikantné
znizenie alaninu pri nedostatku aminokyselinového dusika tym, ze alani-
novy skelet v uvedenych podmienkach je zabudovdavany do 80 % amino-
kyselin syntetizovanych de novo bachorovymi baktériami (Syvdoja
a Kreula, 1980).

Syntéza histidinu prebieha samostatnou metabolickou cestou, do ktorej
je zapojenych najmenej devit enzymov (Barto§, 1987). Z tohoto dovo-
du syntéza histidinu bachorovymi baktériami adherovanymi na epitel ba-
chora je pravdepodobne priamo zdavisla od dostatocného prisunu dusika-
tych latok, ¢o sa odzrkadlilo v tom, Ze signifikantne vys$Sia koncentracia
histidinu oproti kontrole hola zaznamenana v hydrolyzatoch epimurdalnych
bachorovych baktérii pri skrmovani diéty s vysokym obsahom dusika.
Naopak signifikantne nizSia koncentracia histidinu v uvedenych hydro-
lyzatoch vo vSetkych sledovanych castiach bachora bola zaznamenand pri
kimeni oviec nizkodusikovou diétou.

Pri kfmeni oviec vysokodusikovou diétou sme pozorovali v hydrolyza-
toch epimurdalnych baktérii bachora signifikantny pokles tyrozinu, proli-
nu, argininu a naopak, pri skrmovani nizkodusikovej diéty sme zistili
v proteinoch bachorovych epimurdalnych baktérii signifikantné zvySenie
koncentracie tyrozinu a prolinu. Teda koncentrdcia tyrozinu a prolinu
v proteinoch baktérii adherovanych na stenu hachora nepriamo zavisi od
mnozstva dusika v diéte.

Nami popisané zmeny v zastupeni aminokyselin v proteinoch epimurdl-
nych baktérii svedcia o tom, Zze baktérie adherované na stenu bachora
citlivo reaguji na prisun dusika v diéte, resp. prisun dusika z inych zdro-
jov, ktoré su inhibované alebo aktivované pri zvySenom alebo zniZzenom
prijme exogénneho dusika. Ide o endogénnu mocovinu (Havassy,
1987), ktora prezuvavec v case hladovania zadrziava v krvi a aktivne
sekretuje do bachora. Moze sa jednat aj o aminokyseliny, resp. kratke
peptidy, ktoré sa transportuji do bachora cez jeho stenu, nakolko se-
krécia kratkych peptidov a aminokyselin bachorovou stenou je v Case
hladovania preukazne zvy3ena (Varady, 1985).

Bolo jednoznacne dokdzané, Zze pritomnost aminokyselin a kratkych
peptidov je nevyhnutnou podmienkou a faktorom ovplyviiujicim rast
mikroorganizmov v bachore (Hume, 1970). Uvedené faktory (sekrécia
endogénnej mocoviny, aminokyselin a peptidov bachorovou stenou) mo-
Zu byt rozhodujicimi pri ovplyviiovani druhového zastiipenia baktérii na
bachorovom epiteli a tym aj koncentrdacie jednotlivych aminokyselin
v proteinoch baktérii adherovanych na bachorovi stenu v zavislosti na
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V. Poradie aminokyselin podla hmotnostného zastipenia (v g na 100 g aminokyselin)
v zmesi bakterii bachoroveho obsahu (Bartos§, 1987) a v proteinoch baktérii adhe-
rovanych na epitel bachora — Sequence of amino acids according to weight represen-
tation (in g per 100 g of amino acids) in the mixture of bacteria of ruminal content
(Barto§, 1987) and in proteins of bacteria adhered to ruminal epithelium

Poradie! Baktérie Amino- Epimurdlne| Amino-
amino- hachoro- kyseliny3 sd bachorové | kyseliny3 s
kyselin vého | (¢ 100g") baktérie! |(g.100g-1)|
obsahu-
|
1 { Asp 11,1 0,64 Glu 14,24 0,19
2 g’ Glu 10,0 0,53 Asp 11,16 0,20
3 | Leu 7.5 0,08 Arg 9,56 0,89
4 Ala 7,1 0,21 Leu 8,73 0,26
5 | Lys 6.8 0.48 His 8.70 0.15
6 i val 5,8 0,41 Ala 6,68 0,30
7 Ile 5,6 0,52 Thr 6,34 0,39
8 Gly ; 5,4 0,18 Val 5,58 0,16
9 Thr 3 5,3 0,27 Gly 5,54 0,15
10 Phe 5,1 0,19 Lys 5,51 0,31
11 Arg 48 0,28 Ser 5,22 0,31
12 Tyr 4,6 0,29 lle 514 | 0,24
13 Ser 4.4 0,28 Phe 4,25 0,28
, 14 Pro 43 0,26 Pro 2,82 0,93
; 15 His 2,3 0,15 L Tyr 0,47 0,23

lsequence of amino acids, “bacteria of ruminal content, *amino acids, ‘epimural rumi-
nal bacteria

roznych nutricnych podmienkach (prisune rozneho mnozstva dusika-
tych latok v diéte).

Barto§ (1987) udava vo svojej praci tabulku hmotnostného zastiupe-
nia jednotlivych aminokyselin v proteinoch baktérii bachorového obsa-
hu, zostavenu podla tdajov viacerych autorov. Tieto tdaje v zasade su-
hlasia s naSimi vysledkami merani v hydrolyzatoch epimuralnych bakté-
rii. Najvy38ie hmotnostné zastipenie aminokyselin v hydrolyzatoch epi-
murdlnych baktérii sme zistili pri kyseline glutamovej, kyseline aspara-
govej, arginine a najnizSie pri tyrozine, proline a fenylalanine. Poradie
aminokyselin podla hmotnostného zastipenia v hydrolyzatoch nami sle-
dovanych epimuralnych baktérii a poradie aminokyselin podla hmot-
nostného zastipenia v bakteridalnych bielkovinach uvedenych v préci
Bartos§a (1987) udava tab. V.
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LEGATH, [. (University of Veterinary Medicine, KoSice): Changes of amino-acid levels
in hydrolyzates of bacteria adhered to the ovine ruminal wall during Jeeding with high
and low nitrogen diets, Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5-—6): 293—305.

The effects of low and high nitrogen diets on amino acid levels were studied in hydro-
lyzates of ruminal bacteria adhered to four topographically different anatomic parts
of the ruminal wall (dorsal, ventral and caudal parls as well as reticulum) in 18
sheeps ol the Slovak Merino breed divided into three experimental groups. The epimu-
ral bacteria ol the dorsal and ventral parts of the ovine rumen revealed the most
sensitive reaction to the varying amounts of nitrogen ingested with the diet. In hy-
drolyzates ol ruwminal bacteria adhered to the dorsal and ventral epithelium, 15 and
14 amino acids were changing (Figs. 1, 2). In hydrolyzates ¢f epimural bacteria, a sen-
sitive reaction was observed in the following amino acids: alanin, histidin, thyrosin,
arginin and prolin (Tabs. I-—IV]. In all topographical and anatomical parts of the
rumen, both alanin and histidin levels in hydrolyzates of epimural ruminal bacteria
significantly increased with the diet with high-nitrogen content fed, but was falling
in sheep fed with low-nitrogen diet. Changes in alanin concentrations may be explained
by the fact that alanin forms a part of the mechanism for short-time storage of ammo-
nia in bacterial cells (Bartos§, 1987]. The fact that alanin is in its lack deaminaied
to pyruvate (Havassy, 1976) is explained by significant fall in alanin contained
in hydrolyzates of bacterial proteins when fed low nitrogen diets. Significant fall in
alanin in shortage of amino acid boud nitrogen can be explained by the fact that
under these conditions, the alanin skeleton is being incorporated in to 80 Y of amino
acids synthetized de novo by ruminal bacteria (Syvidoja and Kreula, 1980).
When sheep [lock was fed the high-nitrogen diel, thyrosin and prolin levels werc
significantly reduced in hydrolyzates of epimural bacieria from all parts of the ru-
men, while low-nitrogen diet significantly increased the concentrations of both given
amino acids in comparison with the control. Bartos (1987) gives in his study the
table containing weight representation of different amino acids in proteins ol bacteria
of the ruminal content compiled on the basis of data ol several authors. These data
principally correspond to the results of our measurements in hydrolyzales of epimural
bhacteria. The highest weight representation of amino acids in hydrolyzates ol epimu
ral bacteria was found for glutamic acid, aspartic acid and arginine, while the lowest
ones were detected for thyrosin, prolin and phenylalanin. The sequence of amino acids
according to weight representation in hydrolyzates of epimural bacteria investigated
by us, and the sequence of amino acids according to weight representation in bacterial
proteins as referred by Barto§ (1987) is presented in Tab. V. Changes in amino acid
composition of proteins observed in bacteria adhered to the ruminal epithelium do not
support the suggestion of some authors according to which bacteria adhered to the
ruminal epithelium reveal both low sensitivity to feeding changes and low dependence
on the diet. Our experiments demonstrated that the ingestion ol various nitrogen levels
in the diet resulted in the changes in amino acids levels in bacteria adhered to epithe-
lium of the dorsal, ventral and caudal parts of the rumen as well as reticulum,

rumen; adherent bacteria; amino acids; low and high nitrogen diets
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OBJEM JADIER BUNIEK ZRNITE] VRSTVY A VNUTORNEHO PUZDRA
NAJVACSIEHO DOMINANTNEHO A] ATRETICKEHO TERCIARNEHO
FOLIKULU OVIEC V PROCESE SELEKCIE

I. Maracek, Z. Maracekova, V. Hendrichovsky, M. Maretta

MARACEK, I. — MARACEKOVA, Z. — HENDRICHOVSKY, V. — MARETTA, M.
(Ustav experimentdlnej veterinarnej mediciny, KoSice; Univerzita veterinarskeho
lekarstva, Kosice): Objem jadier buniek zrnitej vrstvy a vnitorného puzdra naj-
vi¢sieho dominantného aj atretického tercidrneho folikulu oviec v procese se-
lekcie. Veter, Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 307 —317.

Na karyometriu folikulovych buniek zrnitej vrstvy (stratum granulosum-SG)
a vnidtorneho puzdra (theca folliculi interna-TF1) sa pouZili histologické pre-
paraty z ovarii 18 oviec 3 az 5Sro¢nych, drzanych v Standardnych podmienkach
uzitkoveho chovu. Prvd kontrolu (n=3) tvorili ovce na 15. den pohlavného
cyklu (0. den). Vajetniky pokusnej skupiny (n=3) sa excidovali na 16. den
cyklu, ked 10 a 7 h pred odberom vzoriek sme ovce i.m. oSetrili 120 ug GnRH.
Druhd kontrolu (n==3) tvorili ovce z 9. alebo 10. diha estralneho cyklu (0 ho-
din) a 3 pokusné skupiny (po n = 3) tvorili ovce 2448 a 72 h po i.m. podanf
125 ug cloprostenolu. Osetrenie gonadoliberinom GnRH v pripravku Dirigestran
inj. Spofa zvysil jadrovy objem folikulovych buniek SG u dominantného ovula-
cieschopného folikulu v procese selekcie. Redukoval vSak objem bunkového jadra
nielen folikulovych buniek SG velkych atretickych folikulov, ale aj sekrecnych
buniek TFI obidvoch dominantnych ovuldcieschopnych folikulov aj atretickych
folikulov. Cloprostenol podporne posobil na folikulové bunky SG u dominantne-
ho ovuldcieschopného folikulu na ostatné sledované bunkove typy u obidvoch
kategorii velkych antralnych folikulov zniZuje objem bunkovych jadier. Zda sa,
ze v interpretacii procesu seclekcie dominantného preovulaéného folikulu u oviec
je opodstatnend hypotéza aktivnej elimindcie.

ovca: objem jadier; folikulové bunky: karyometria: pohlavny cyklus; GnRH;
cloprostenol; dominantny Graafov folikul

U vdcsiny plemien oviec jeden, pripadne dva folikuly ovuluji na kon-
ci ruje v kazdom pohlavnom cykle a osudom vacSiny ovaridlnych foliku-
lov je atrézia. Vytvorenie preovulacného dominantného folikulu je vy-
sledkom komplexnej interakcie rastucich folikulov vajeCnika a hypotala-
mo-hypofyzarneho systému s intraovaridlnymi a parakrinnymi regulacny-
mi mechanizmami (Driancourt a i, 1985a, b; Murdoch, 1985,
1986; Erickson, 1986; Hsueh, 1986; Findlay a Clarke,
1987). Dej diferencidcie dominantného folikulu je dvojstupiiovy proces,
v ktorom rastuce terciarne folikuly si zvyhodnené intenzivnejSim rastom
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v doésledku gonadotropnej stimuldcie. Vyvoj folikulov s vAcSim prieme-
rom ako 2 mm sa vold rekrutdacia a folikuly s priemerom 2—5 mm st
rekrutované. Po ich dalsej stimnlacii nastupuje proces selekcie folikulov
s priemerom vacsim ako 5 mm a vysledkom je jeden, vynimocne dva do-
minantné ovulujice folikuly, pricom ostatné folikuly podliehaju atrézii
(Driancourt a i, 1985a, b; Murdoch, 1985). Rekrutiacia nastu-
puje v ¢ase okolo luteolyzy a selekény proces vo folikuldarnej faze. Fina-
lizdacia diferenciacie dominantného folikalu sa interpretuje dvoma hypo-
tézami, a to hypotézou vyvojovej stability a hypotézou aktivnej elimina-
cie (Driancourt ai., 19385).

Vzajomny vziah medzi zmenami velkosti bunkoveho jadra a ldtkovou
vymenou buniek urcuje zdakladny problém vyuzivania karyometrie ako
vyznamnej kvantitativiej histologickej alebo cytologicke] metody hlavne
vo vyskume centralnej nervovej a endokrinnej sustavy.

7 dostupnych literdarnych tdajov vyplyva, Ze sa zistil zvdcseny jadiro-
vy objem buniek Zliaz s vnutornou sekréciou, roznych Struktar medzi-
mozgu a endokrinnych Struktiar vajecnika, ked skimany orgdn alebo
Struktara bhola aktivnejSia a zmenseny objem bunkovych jadier, ked akti-
vila cinnoesti sledovaného tstroja alebo jeho struktary sa utlmila (Mes s,
1962; Maracek a Arendarcik, 1976, 1978). Vysoké davky ac¢in-
nych latok az trojnasobne zvédcsili objem bunkovych jadier alebo ho troj-
nasobne redukovali (Palkovits, 1961).

V praci sme sustredihh pozornost na karyomeiricka analyzu folikulo-
vych buniek zrnitej vrstvy {siratum granulosum-5G) a sekrecnych bu-
niek vnuatorného pizdra (theca folliculi interna-TF1) v priebehu selekcie
dominantného ovulacieschopného folikulu (DOF .

Cielom bolo zistit rozdiely v objeme bunkového jadra {olikulovych bu-
niek zrnitej vrstvy a sekrecnycli buniek vnutorného pnzdra vo veikych
dominantnych ovuidcieschopnych folikuloch (DOF) v porovnani s atre-
tickymi folikulmi (A!) s overenim moznosti vyuzitia metody variacno-
Statistickej karvyometrickej analyzy na hodnotenie priebehu selckeéného
procesu dominantného ovuldcieschopného terciarneho {olikulu.

MATERIAL A METODY

V praci sme pouzili histologicke preparaty z velkych dominantnych ovulacieschop-
nych terciarnych folikulov a velkych antrdainych atretickych terciarnych folikulov z va-
jetnikov 18 oviec vo veku 3—5 rokov. Zvierata ca chovali v &tandardnych podmien
kach kontrolovaného uzitkoveho chovu. Prva kontrolnd skupinu vajecnikov troch oviec
plemena zoslachtend valagka sme odobrali na 15. dei pohlavného cyklu (0. den = deil
ruje). Pokusna skupinu vajecnikov z troch valasskych oviec sme excidovali na 16. dei
pohlavného cyklu, pricom 10 a 7 hodin pred exciziou sme ovee .om. osetrili 120 ug
genadoliberinom (GnRH) v pripravku Dirigestran inj. Spofa.

Druha kontrolnd skupinu tvorili vajecniky troch oviec plemena slovenskd cigdja,
ktoré sa excidovali 9. alebo 10. den pohlavného cyklu, t. j. vo laze rozkvetu zltého te-
lieska (0 hodin). V tomto ¢ase boli osetrené druhé pokusne ovce i.m. podanim 125 ug
cloprostenolu v pripravku Oestrophan inj. Spofa. Na 24., 48. a 72. hodinu po oSetreni
sa excidovali vajecniky vzdy od troch oviec.

Excidované vajecniky sme fixovali v 10 neutrdlnom formaline a $tandardne histo-
logicky spracovali po prirezani na segmenty v intervale 4 mm. Priecne 5—7 ug hrubé
parafinové rezy sme ofarbili hematoxylin-eozinom s pouZitim hematoxyliinu podla Har-
risa. Po vybere preparatov s rezom cez dominantny ovulacieschopny folikul ako aj pre-
paratov s rezom cez velky terciarny atrcticky folikul sme pomocou mikroskopu DO-
CUVAL Carl Zeiss Jena merali jadrd folikulovych buniek SG a sckrecnych buniek TF1
pri 2200nasobnom zvdcseni. Pri karyometrickej analyze sme postupovali metodou podla
Palkovitsa (1961) s vyuzitim osobného pocitaca PMD 85-1 s programom Karyotest 03
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(Maracek a i, 1991). Z kazdého hodnoteného folikulu sme analyzovali jadra z 200
buniek zrnitej vrstvy (SG) a 200 buniek vndtorného pazdra (TFI) to znamend, Ze sme
karyometricky zhodnotili 7200 buniek.

VYSLEDKY

Vysledky karyometrickej analyzy folikulovych buniek zrnitej vrstvy —
SG dominantnych ovuiacieschopnych folikulov — DOF v priebehu selek-
cie v lutealnej faze, prvej tretine folikularnej fazy ponlavného cyklu a po
ovplyvneni s gonadoliberinom alebo luteolyticky pdsobiacim cloproste-
nolom su zhrnuté v tab. I a znazornené vo variacnych krivkach na obr. 1.
Z lavej polovice obr. 1 je vidiet, Ze u DOI" stimulacne pdsobi na bunkoveé
jadré SG oSetrenie dvomi ddvkami GnRH. Dokumentuje to posun variacnej
krivky do prava po podani GnRH v porovnani s kontrolou. Podanie clo-
prostenolu nevyvolalo posun variacnej krivky, pritom vsak znizenim mie-
ry variacie zazenim variacnej krivky sa prejavil podporny ucinok luteoly-
ticky posobiaceho prostaglandinu na bunky SG u dominantnych folikulov.

Z tab. I a obr. 2 je vidiet, Ze obhidva sposoby oSetrenia s GnRH vo foli-
kuldrnej faze, ako aj cloprostenolom v lutedlnej faze pohlavného cyklu
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1. Variacne krivky jadrového objemu folikularnych buniek zrnitej membrdny u domi-
nantnych folikulov — The variation curves of the nuclear volume of the follicular cells
of the stratum granulosum in dominant follicles

Vysvéetlivky pro obr. | —4 — Explanatory notes to Figs. | -4:

Kontrola 1 (GnRH): ——--- 15. denn cyklu, — — — — 10 a 7 h: kontrola 1I (cloproste-
nol): ——0h,~——-24h, — — — —48h, —. —.—.—=72h — Control I (GnRH):
~—— - 15th day of the cycle, — — — — 10 and 7 h: control II (cloprostenol):

oh, ——24h, — — — — 48 h —. —.—.—72h
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I. Priemerny percentudlny rozpocet objemu jadier folikulovych buniek zrnitej vrstvy (stratum granulosum) najvicsich terciarnych
folikulov dominantnych (DOF) a atretickych (AF) — Mean percentage of the nuclear volume of the follicular cells in the stratum
granulosum of the largest dominant ovulatory follicles (DOF) and atretic follicles (AF)

Pocet jadier! (%}
dominantny ovuldcieschopny folikul® atreticky folikul®
'Zﬁ,y kontrola - cloprostenol kontrola —— cloprostenol =~
: 15. defi 15. deit .
oyiciet | FURH 1 o 2¢h | 48n | 2H | eypier | PR | om 24h | 48h | 72h

0,2

0.5 == - — - 0,12 — =3 = — = — —
1,0 — — — — 0,13 = = = — == — -
1,1 == — - — 0,13 —_ = 0,66 — — — -
1,2 0,25 — - - - - - 3,33 0,50 0,50 0,12 0,25
1,3 1,25 0,66 - 0,50 0,70 - 0,50 3,33 | 5,83 0,16 0,88 1,75
1,4 2,00 1,50 1:83 1,83 2,00 — 1,00 9,66 | 10,17 4,00 1,30 5,00
15 4,75 3,66 6,83 12,33 11,00 — 4,00 2550 | 12,50 13,83 13,00 27,25
1,6 24,0u 18,66 18,00 28,83 21,88 — 15,25 34,32 | 13,16 35,82 22,50 33,25
1.7 29,00 31,00 29,3 35,33 36,62 — 32,50 16,00 | 20,00 228,83 | 32,25 15,50
1.8 21,00 36,16 21,50 18,83 24,88 — 38,00 583 | 22,87 14,82 | 26,25 5,00
1.9 6,00 7,00 17,83 1,50 2,12 — 7,00 1,00 | 12,16 1,83 2,88 1,00
2,0 1,75 1,33 4,83 0,83 0,37 - 1,00 032 | 283 0,18 0,50 -
2,1 — — 0,32 — — - 0,75 — 0,16 — 0,12 —
2.2

'number of nuclei, “dominant ovulatory follicle, ‘atretic follicle, “control day 13 of the cycle



u velkych antrilnych atretickych folikulov — AF inhibiCne posobi na
folikulové bunky SG, o com svedci posun variacnej krivky do rava, t. j.
objem bunkovych jadier sa redukuje.

Z tab. II a priebehu variaénych kriviek jadrového objemu sekrecnych
buniek vnatorného puzdra TFI tak z DOF (obr. 3) ako aj z AF (obr. 4) je
vidiet, ze obidva postupy oS$etrenia nielen s GnRH, ale aj cluprostenolom
inhibicne posobill na sekrec¢né bunky vnatorného pazdra TFI. Dokazuju
to posuny variacnych kriviek do lava u pokusnych skupin oviec.
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2. Variatné krivky jadrového objemu folikuldarnych buniek zrnitej membrany u atretic-

kych folikulov — 7The variation curves of the nuclear volume of the follicular cells of
the stratum granulosum in atretic follicles
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5. Variatné Kkrivky jadrového objemu folikulirnych buniek vnidtorného obalu u do-
minantnych folikulov — The variation curves of the nuclear volume of the follicular
cells of the theca folliculi tnterna in dominant follicles
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1. Priemerny percentudlny rozpotet objemu jadier sekreénych buniek vnutorného puzdra (theca folliculi interna) najvacsich terciar-
nych folikulov dominantnych {(DOF) a atretickych (AF) — Mean percentage of the nuclear volume of the secretory cells in the
theca jolliculi interna of the largest dominant ovulatory follicles (DOF) and atretic follicles (AF)

_Potet jadier! (") S

? gclminrathny_miLﬂci_eschopny folikul” ‘ atreticky folikul®
log V o e R ! Y
um?3 kontrola Gpprostencl — | kontrola e OADRRGSIOROL
' 15. den : ? 15.deft | @ x

cykius | CPRH 1 gn 2¢4h | 48h | 72h | cykiut | CPRH | on 24h | 4h | 72

L | | ‘
| i |

1.0 _—_ el : = { _ [ _ . f gis2 - = o= e =
11 - o o e o = = - o - - =
1,2 - 2,33 — — — — { 0.75 1,83 — 0,66 - —
1.3 0,75 3,33 - 1.50 0,83 — | 025 4,66 6,50 3,33 1,00 0,50
1.4 12,25 18,33 0,33 5.16 2.12 . 13,00 31,16 13,33 13,00 7.63 16,00
15 17,00 29,66 6.50 20,00 5.00 - 25.75 23.83 14,50 24,33 20,87 33.50
16 29,50 22,50 19,00 28,50 22.00 = 23,00 21,16 19,50 24,00 34.87 26,50
1.7 27,25 18.33 33.67 28,83 30,25 = 28.75 10,33 20,84 22.50 25,63 16,00
1.8 10,00 9,16 31,00 13.33 26,13 — 8.50 6.50 17.84 10,16 8.75 6.75
19 3,00 1.16 8,33 1.66 12,37 - 1.00 1,00 5,00 1.83 1.15 0.75
2.0 0,25 0,16 1.00 = 1.25 & i 2.16 0.16 = =
2.1 — — 0,16 - 0,37 - - — | 033 s - .
2.2

For 1—4 see Tah. I
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111. Priemerny objem jadra folikulovych buniek zrnitej vrstvy (stratum granulosum) najvicsich terciarnych folikulov dominantnych

(DOF) a atretickych

(AF)

— Mean nuclear volume of the follicular cells in the stratum granulosum of the largest dominant

ovulatory follicles (DOF) and atretic follicles (AF)

B - Objem? (um®) -
dominantny ovuldcieschopny folikul? ___atreticky folikul®
3 1 | .
Ukazovatel katiala cloprostenol — o | cloprostenol
15. den 15.den | g
cvilne | R | G 24 h 48 h } 72h | cyki | OTR0 | 0 24 h 48 h 72 h
! I | o
- | ‘ ;
X 50,50 54,25 56,50 46,32 1 48.01 | — 54,974 37,783 49,46 44,37 | 48,05° 37,700
5 13,31 12,08 13,28 1093 | 11,30 | —_ 13,89 11,19 11,84 9,99 11,35 9.11
m 7,68 6,97 7,67 631 | 6,52 | == 8,02 5,46 6,84 L 6,55 3,26
| i |
pomer meranych osié
J
L:B 1,09 1,07 1,13 1,10 } 1,13 | — 1,08 1,10 1,10 1,08 1,12 1,02
L l
a == Statistickd vyznamnost P < 0,001 (f=9,02788) statistical significance P -~ 0.001 (¢ = 9.02788)
b = &tatistickd vyznamnost P < 0,05 (¢t == 2,77681) statistical significance P < 0.05 (t= 2.77681)

!parameter, “volume, *dominant ovulatory follicle, “atretic follicle,

Scontrol day 15 of the cycle, ‘ratio of measured axes
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4. Variacné krivky jadrového objemu folikularnych buniek vnatorného obalu v atre-
tickych folikuloch — The variation curves of the nuclear volume of the follicular cells
of the theca folliculi interna in atretic follicles

V tab. III s zhrnuté vysledky skutocnych priemernych objemov jadier
nych folikulov. Z tdajov tab. III je vidiel, ze pri Statistickom hodnoteni
priemernych udajov trojclennych suaborov dominantnych ovulacieschop-
nych ako aj atretickych folikulov z 200 meranych bunkovych jadier sa
zaznamenali signifikantné rozdiely priemernych objemov u atretickych
folikulov tak po podanom GnRH, aj po cloprostenole.

Z vysledkov stanovenia priemerného objemu buniek vnitorného putzdra
v mikrometroch kubickych (tab. IV) vyplyva, Ze pouZity pripravok na
bdaze cloprostenolu hlavne ovplyviiuje a vyvolava signifikantné zmeny
u dominantnych ovulacieschopnych folikulov na bunkdch vnuatorného
puzdra — theca folliculi interna.

DISKUSIA

Zmeneny objem bunkového jadra velmi citlivo signalizuje funkdnu
zmenu na Grovni metabolizmu a syntézy enzymatickych systémov alebo
ur¢itych produktov (hormony, neurotransmitery a iné). Napriek tejto
skutoCnosti sa plne nevyuzivaji vyhody karyometrickej analyzy v expe-
rimentdlnej kvantitativnej morfologii. Pri¢inou tohoto stavu je spravidla
c¢asove ndarocny systém hodnotenia a spracovdavania vysledkov, V nasej
praci sme vyuZili prv vypracovany software pre osobny pocita¢ PMD 85-1
(Maracek a i, 1991), ktory urychlil ¢asove narocné klasické hodno-
tenie karyometrickej analyzy a wmoznil simultdnne stanovit skuto¢ny
objem v um’ a jeho dekadicky logaritmus ako aj zatriedenie do prisludnej
velkostnej triedy pre zhotovenie a hodnotenie variacnych kriviek.

Dosiahnuté vysledky su porovnatelné s klasickymi nalezmi, hlavne ¢o
sa tyka zmeny velkosti jadra a pomeru elongovanych a elipsoidnych ja-
dier buniek granulozy v priebehu atrézie. Zaznamenané podporné ucinky
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4 £

IV. Priemerny objem jadra sekreC¢nych buniek vnuitorného puazdra (theca folliculi interna) najvacsich terciarnych folikulov dominant-
— Mean nuclear volume of the secretory cells in the theca folliculi interna of the largest do-

minant ovulatory follicles (DOF) and atretic follicles (AF)

nych (DOF) a atretickych (AF)

~ Objem?® (wm?) B L
dominantny ovuldcieschopny folikul® dtretmky fohkul’
< 1 o
Ukazovatel kantrola cloprostenol ' ¥ontiola - clopr o.stenol
15. defi 3 15. den 3
cukhys | IR 0h 24 h sn | 72n | cyaw | C°RH 0 h 24 h 48 h 72 h
P .
% 42,44 37,86 53,123 42,572 ' 53,96 — 42,79 34,58 4456 39,69 41,48 37,58
4 11,69 12,38 0,92 6,54" | 8,19 I - 10,68 8,73 11,64 11,08 10,24 8,81
m 6,75 7,15 6,87 589 | 7,21 ' -- 6,17 5,04 6,72 6,40 5,97 5,09
pomer meranych osi®
— | " I '
L:B 1,32 1,28 1,16 125 | 134 — | 1,35 1,26 1,20 1,25 ’ 1,34 1,23
? | . |
a = §tatistickd vyznamnost P < 0,01 {t = 8,09583) — statistical significance P < 0.01 (¢ = 8.09583}
b == Statistickd vyznamnost P < 0.05 (f= 3,10110) — statistical significance P < 0.05 (¢t = 2.10110)

For 1—6 see Tab. III




cloprostenolu na sledované bunkové typy podporuji stanoviska o Kkla-
covom vyzname luteolyzy pri rekrutdcii a po jej ukonceni nastupuje se-
lekcia v procese rastu a zrenia dominantného ovuldcieschopného foliku-
lu(Driancourt ai., 1985a,b; Murdoch, 1985, 1986; Erickson,
1986). Inhibujici efekt GnRH na bunky téky tak u dominantného a atre-
tického folikulu ako aj na folikulové bunky SG podporuji ndazory o uplat-
neni hypotézy aktivnej eliminacie v termindlnej faze selekcie dominant-
ného ovuldcieschopného Graafovho folikulu, kde mozu hrat vyznamnu
ulohu peptidy podobné gonadoliberinu (Driancourt a i, 1985a, b;
Murdoch, 1985, 1986, 1988; Findlay a Clarke, 1987).

Vysledky Statistického hodnotenia zmien priemernych hodnét stano-
venych objemov jadier folikulovych buniek zrnitej vrstvy a sekrec¢nych
buniek vnutorného puzdra poukazuji na to, Ze hlavny ucinok cloproste-
nolu sa uplatiiuje v Struktire vnutorného ptizdra u dominantnych ovuld-
cieschopnych Graafovych folikulov.
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According to available literary data, an increased nuclear volume of endocrine gland
cells, various structures of the diencephalon and endocrine ovarial structures could be
observed when the respective organs and structures were more active; a decreased
nuclear volume was revealed when the activity of the respective organ or its structure
was suppressed (Mess, 1962; Maracek and Arendarcik, 1976, 1978). Atten-
tion was paid to the karyometric analysis of follicular cells of the stratum granulosum
(SG) and secretory cells of the theca folliculi interna (TF1) during selection of the
dominant ovulatory follicle (DOF). The aim of this study was to determine differences
in hte nuclear volumes of the granulosa follicular cells and the secretory cells of the
inner theca of the DOV in comparison with the largest atretic follicles (A¥) as well as
to evrify the use of karyometric variance analysis for the evaluation of the selection
process of the dominant ovulatory tertiary follicle. Histological sections were prepared
from large DOF and Al from the ovaries of 18 sheep aged 3-—5 years and held under
standard conditions of a controlled herd. Control group I [n-=3) consisted of Walla-
chian sheep on day 15 of the sexual cycle (day 0). Excisions of ovaries from the
animals of the experimental group (n = 3) were made on day 16 of the cycle after i. m.
treatment with 120 ug GnRH 10 and 7 hours prior to sampling. Control group II (n =
== 3) consisted of Tsigai sheep at the 9th or 10th day of the oestrous cycle (hour 0)
and three experimental groups (n — 3 each) consisted of Tsigai sheep 24, 48 and
72 hours after i, m. treatment with 125 ug cloprostenol. After excision the ova-
ries were fixed in neutral formaline, cut into 4 mm thick transverse segments and
subjected to standard histological processing. After staining with Harris’ HE the 5—7 um
thick sections were karyometrically evaluated at a magnification of 2200 X according
to the method of Palkovits (1961) using the PC programme Karyotest 03 (Mara -
cek et al, 1991). 200 cells were evaluated from each sample and both cell types;
altogether 7200 cells were examined. GnRH treatment (Dirigestran inj. Spofa) increased
the nuclear volume of follicular cells (SG) in the dominant ovulatory follicle in the
process of selection (Tab. I, Fig. 1). The former, however, reduced the nuclear volume
not only of the SG follicular cells of LAF (Tab. II, Fig. 2) but also of the secretory
cells of both the DOF and AF theca interna (Tab. II, I'igs. 3, 4). Cloprostenol treat-
yment (Oestrophan inj. Spofa)] affected the follicular cells of the granulosa in the
dominant ovulatory follicle. In the remaining cell types of both follicle categories
(DOF and AF) Cloprostenol resulted in a decrease of the nuclear volume (Tab.
II, 1II, 1V). The results achieved in this study are comparable with classical
findings mainly with regard to nuclear volume changes of both GC nuclear volume and
the elangate : elipsaid nuclei ratio in the course of atresia. The positive effects of
cloprostenol on the cell types under examination supported the views according to
which luteolysis played a significant role in follicle recruitment. After completion of
the latter, selection occurs in the process of dominant follicle growth and maturation
(Driancourt et al, 1965, b; Murdoch, 1985 1986; Erickson, 1986). The
inhibitory effect of GnRH on the cells of the theca in both dominant and atretic
follicles supported the hypothesis of active elimination in the terminal phase of se-
lection of the dominant ovulatory Graaf follicle, in which gonadoliberin-like peptides
could play an important role (Driancourt et al, 1985a, b; Murdoch, 1985,
1986, 1988; Findlay and Clarke, 1987). The results of statistical analysis
of changes in the mean nuclear volumes of both SG follicular cells and internal theca
secretory cells suggested the main effect of cloprostenol to became apparent in the
structure of the internal theca of dominant ovulatory Graaf follicles.

sheep: sexual cycle; dominant Graaf follicle; GnRH cloprostenol; karyometry; follicular
cells: nuclear volume
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INFORMACE PRO UZIVATELE SLUZEB CAB INTERNATIONAL

Vazeni uzivatelé,

sdélujeme vam, ze v letosnim roce byla zastupci zemédelskych infor-
macnich instituci zemi stfedni a vychodni Evropy — Bulharska, CSFR,
Madarska, Polska, Rumunska a SNS — zalozena informacni sit Vy-
chod—Zipad, jejimz cilem je udrzovat kontakty s vyznamnou zemédeél-
skou informacni instituci CAB International a rozsitovat vyuzivani je-
jich informacnich produktii. CSFR zastupuje v této siti Ustav védecko-
technickych informaci pro zemedelstvi.

V listopadu 1991 byla podepsana dohoda mezi CAB International
a Agroinformem BudapeS$t, ktery se stal z titulu svého clenstvi v CAB
International koordindtorem cinnosti sité Vychod—Zapad. Na zakladé
podpisu této smlouvy mohou ¢lenské zemeé sité objednavat informacni
materialy CAB International za zvyhodneénych finauc¢nich podminek za
predpokladu, Ze objednavky informacnich instituci v jednotlivych clen-
skych zemich budou shromazdovany v jednom misteé u narvodniho za-
stupce sité a budou predavany CAB International hromadné prostred-
nictvim koordindatora sité Agroinformu Budapest.

Na informacni produkty CAB International objednanc¢ timto zpitisobem
budou poskytovany nasledujici sievy:
1. Tisténe referdtové casopisy, primdarni casopisy a ostatni
seridlové publikace

predplatné bézného roku sleva 13 %

starsi ro¢niky

2— 3 roky sleva 13 9%

4— 8 let sleva 33 %

9—13 let sleva 58 %
> 13 let sleva 83 O

2. CAB Abstracts na magnetické pasce nebo diskete, sluzhy

SDI, poskytovani kopii primarnich dokumenti sleva 13 %

Knihy a anotované bibliografie sleva 18 %

Bize dat na CD-ROM sleva 13 %

Ustav veédeckotechnickych informaci pro zemedelstvi jako clenska in-
stituce informacni sité Vychod—Zapad Vam nabizi zprostfedkovani ob-
jedndvek informacnich produktii CAB International za uvedenych slev.
Bliz§i informace Vam poskytne:

Ustav védeckotechnickych informaci pro zemedélstvi
Ing. Helena Slezdakova

odbor informacnich systémii a mezinaroduich vztah
120 56 Praha 2, Slezska 7

tel. 2574 75, 25 75 41/207; fax 25 70 90.
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ANTIPROTEOLYTICKE AKTIVITY KRVNE] PLAZMY A CERVIKALNEHO
HLIENU OVIEC PO HORMONALNOM OVPLYVNENI OVARII
A OZAROVANI GAMA LUCMI (2,45 Gy) V ANESTRI

M. Molnarova, J. Arendarc¢ik, P. Molnar

MOLNAROVA, M. — ARENDARCIK, J. — MOLNAR, P. (Univerzita veterinarskeho
lekarstva, KoSice): Antiproteolytické aktivity kronej plazmy a cervikalneho hlie-
nu oviec po hormondlnom ovplyvneni ovdrii a ozarovani gama luéméi (2,45 Gy)
v anestri. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 319—332.

Antiproteolyticke aktivity v krvnej plazme (KP) a cervikdalnom hliene (CH) oviec
po superovulaénych stimuldaciach v anestri sa ovplyvnené oZzarovanim gama lac-
mi. Na 100 ovciach plemena merino sme sledovanim trypsin inhibi¢nych aktivit
— TIA (trypsin-modelova serinovd protedza) v KP a CH, 17 beta-estradiolu (Ez),
progesteronu (Py) v KP a priemernych poctov ovuldcii, zistovali a¢inky davky
2,45 Gy na tieto parametre. Ovce mladSie — jarky (J) a starsie-bahnice (B)
reagovali na oZzarovanie a superovulacné stimulacie odlidne, nielen v zavislosti
na veku, ale aj na drubu stimulicie (folikuly stimulujacim hormonom — FSH,
serovym gonadotropinom -— SGJ. Zmeny trypsin inhibicnych aktivit KP boli
Statisticky vyznamne u bahnic (zvySenie I’ < 0,001, sposobené stimulaciou bolo
ziarenim eliminovane). Jarky reagovali na stimuldciu nesignifikantngmi (ns)
zinenami priemernych hodnot TIA KP, ale odpovede v jednotlivych dnoch boli
odlisné 13. a 14. den. Zmeny podobného charakteru sme zaznamenali aj vo frakcii
nizkomolekulovych (n]) TIA KP: Hodnoty TIA CH sa v priemere po stimuldcii
FSH a SG menili ns u bahnic, Ziarenie zniZilo (P < 0,002) TIA CH len po stimu-
lacii FSH. Po stimulacii a oziareni sa zniZovalo mnozstvo cervikdlneho hlienu,
znizovala sa hrabka svaloviny a epitelu vajickovodov, odlisne v jednotlivych
castiach. Aj ked sme zaznamenali u stimulovanych a oziarenych oviec ovulacie,
pri ich navrdateni zpdt do chovu ani jedna neostala kotnda. Davka 2,45 Gy gama
lacov sposobila po superovulacnych stimuldciach nefertilné ovuldcie oviec.

ovee; antiproteolytické aktivity; krvnda plazma; cervikdlny hlien; ovulécie; su-
perovulacné stimulacie: ozarovanie

ZvysSovanie antiproteolytickych hodnét krvnej plazmy byva davané do
stvisu so znizovanim plodnosti (Ashley, 1987). Wyshak ai. (1988)
pokladaju faktory posobiace vytvaranie velkych neovulovanych foliku-
lov az cyst za jednu z pricin portch ovulacie. Younis ai. (1988) zisti-
li, Ze stimuldcie k superovuldcidm menia niektoré funkcie pecene. KedZe
po superovulacnych stimulaciach byvaji najma hladiny estrogénov do-
casne zvySené nad bezpecdny rozsah stanoveny pre indukciu ovulacie,
mozu ciastocne vysvetlovat niektoré abnormality. Za dalSie faktory p6-
sobiace lokdlne v ovaridch moéZu byt povazované antiprotedzy krvnej plaz-
my. Navot ai (1987) pozorovanim zvySenej permeability ciev po su-
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perovulacnych stimuldaciach, Rom a i. (1987) detekciou alfa. makroglo-
bulinu (plazmaticky inhibitor proteiaz) vo tolikularnej tekutine preovu-
lacnych folikulov, Imoedemhe a Shaw (1986) zistenim vyS3ej
fertility oocytov z folikulov, ktorych obsah alfa, antitrypsinu bol < 2 g
inhibovaného trypsinu v 1 1 folikuldrnej tekutiny, poukdazali na doéleZitost
rovnovahy protedaza — inhibitor vo folikuloch. Stimulacia k superovula-
ciam meni tato rovnovahu v krvi (Kaaja a i, 1989; Spanel-Bo-
rowski a Heiss, 1986), ale aj lokdlne v ovariach. Folikuly stimu-
lujici hormon (FSH) a luteinizacny hormon (LH) riadia syntézu aj lo-
kalizaciu plazminogénovych aktivatorov (serinové proteazy), ako aj ich
inhibitorov (Knecht, 1986; Smokovitis ai. 1988).

OZarovanie x-la¢mi poSkodzuje ovaridlne folikuldarne populacie.
Driancourt a Mariana (1982) zistili, Ze po oZiareni oviec dav-
kami 800 a 2400 R (7,8 a 23,5 Gy) boli na 50 % zniZené poCty preantral-
nych a na 40 % pocty antrdlnych folikulov, nepozorovali nadznaky foli-
kularnej kompenzacie, ale cyklicka ovaridlna cinnost zostala zachovana.
Driancourt a i. (1983) zistili, Ze zniZenie poctu folikulov vyustuje
do zmenenej ovaridlnej spatnej vizby, c¢o indukuje prechodnt modifika-
ciu hladin FSH.

V naSich predchadzajicich pracach sme sledovali vplyv celotelového
ozarovania gama lacmi davkami 0,7 Gy (700 R] pocas 7 dni, 4,96 Gy
(500 R) pocas 5 dni na niektoré reprodukcéné parametre (Arendar -
cik a i, 1980, 1986; Molnarova a i, 1984). V snahe zistit davku,
ktord by minimdlne poSkodila reprodukcéné organy, pouzili sme ozaro-
vanie gama lacmi davkou 2,45 Gy (250 R) pocas 5 dni. V predkladanej
praci hodnotime ucinky takéhoto ozarovania na zmeny trypsin — inhi-
bicnych aktivit (TIA) krvnej plazmy (KP) a cervikalneho hlienu (CH),
koncentrdcie progesteronu (P,;) a 17 beta-estradiolu (E.) v KP, hrubky
svaloviny a epitelu vajickovodov a priemernych poctov ovulacii po su-
perovulacnych stimulaciach.

MATERIAL A METODY

K pokusom sme pouZili ovce tzv. zemského plemena merino jarky (Z. h. 20—25 kg)
a hahnice 2—4roc¢neé (Z. h. 30—40 kg) v anestrickom obdobi (méaj—jan).

V 1. pokuse sme 40 oviec zaradili do (rindstich skupin: jarky (]), bahnice (B). Pred
zacatim ozarovania (1. den) holi ovciam instilované Agelinové posevné hubky — A
(20 mg chlorsuperlutinu na kus; Galena, Koméarov). Potas 5 dni (v 6.—11. dni) bhola
casl oviec ozarovanych (Z) gama lucmi celkovou diavkou 2,45 Gy. Ich vzdialenost od
zdroja (®“Co) bhola volenda tak, aby za 23 h obdrzali davku 0,49 Gy, jedna hodina denne
hola ponechana na kimenie a otacanie oviec v klietkach, Stimulicie oZarovangch a ne
oZzarovanych B a | boli robené:

a) folikuly stimulujacim hormonom — FSH (Folistiman, bygvali NDR), v celkovej
davke 450 1U podanej frakcionovane — 11. den 2 <75 1U, 12, den 2 760 10, 13. den
2 X 52,5 10, 14. den 2 X 37,5 1U;

b) sérovym gonadotropinom — SG (Ivanovice na Hané) v celkovej davke 1500 1U
podanej 11. defi 500 1U, 12. den 2 ;< 500 1U;

¢) choriovgm gonadotropinom — HCG (Praedyn, Spofa), v celkovej davke 1500 1U

podanej spolu s 6., 7. a 8. davkou F'SH (13. dei 500 IU, 14. den 2 < 500 1U).

Ovce boli kfmené $tandardnym kirmivom s pridanim polyvitaminového pripravku Ro-
horan H (Spofa, Farmacon, Olomouc) v davke 15 g na oveu a den a Celaskonu (a.u.v.
25 Y) v davke 1 g na ovcu a den. Rozdelenie oviee do skupin v 1. pokuse:
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I. (n=2) B, A

1. (n=2)B,A Z

1ML (n=2)7; A

IV. (n=2)],A,Z%Z

V. (n=4) B, A, FSH
VI. (n=5) B, A, Z, FSH
VII. ([n=3) B, A, SG
VIIl. (n-=4) B, A, Z, SG

IX. (n=3) ], A, SG

X, [n=3) /\,’ 3(;

XL (n-—=4)
XIL (n==3)
XL G =13]

o e
—_
o

l l
SH 4 HCG

n =40 (20 B 20 J)

\
s
V 2. pokuse sme pouZili 20 B a 30 J; instilaciu Agelinovych hubiek, ozarovanie a kime-

nie sme robili rovnako ako v 1. pokuse. Stimuldciu eme robili 1500 1U SG, rovnako ako

v 1. pokuse. Cast oviec sme po stimuldacii aj oziareni a stimuldcii vratili do pévodneho

chovu a sledovali ich fertilitu.

Rozdelenie oviec do skupin v 2. pokuse:

l.a (n= 06) B, A, Z, SG
1.h (n=10) B, A, Z, SG — vratené do chovu
2a (n= 4) B, A, —, SG
2b (n=10) B, A, —, SG — vratene do chevu
3a (n= b6)], A, Z, SG
3.b (n-—=10) J, A, Z, SG — vratene do chovu
4a (n= 4) ], A, —, SG
4.h (n=10) ], A, —, SG — vratené do chovu

Y n==60 (30 B+307J)

Krv sme odoberali z v. jugularis na heparin, krvna plazma aZ do spracovania (TIA,
17 Dbeta-estradiol, progesteron) bola uskladnena pri teplote —25°C. Cervikalny hlien
bol odoberany na vatové tampony a po zvaZzeni eluovany 0,05 mol .11 Tris-HCI pufrom,
pH 8,1. Trypsin (trypsin-modelova serinova protedza) inhibi¢na aktivitu (TIA) sme
stanovovali zo spomalenia hydrolgzy N-alfa-tosyl-I.-arginyl-p-nitroanilidu (TAPA) trypsi-
nom (Bartik ai., 1974). ZniZenie 0,1 ml KP alebo 1 mg hlienu sme vyjadrovali v per-
centach, ked za 100 "4 sme povazZovali A Ay nm = 1,0 po 10 min inkubacie pri teplo-
te 25°C, v 0,2 mol.1! Tris-HCI pufri, pH = 8,1. Frakciu nizkomolekulovych (n) TIA
sme ziskali po aprave plazmy kyselinou chloristou, k stanoveniam sme pouZili neutra-
lizovana supernatantnu frakciu a TIA stanovili obdobne ako celkova TIA. Koncentra-
cie 17 beta-estradiolu a progesteronu sme stanovovali RIA metodami pomocou kitov 3y
znatenych 17 bheta-estradiolu a progesteronu firmy CEA SORIN. Statistické vyhodnotenia
sme robili Studentovym 7-testom.

VYSLEDKY

Na obr. 1 st znazornené zmeny celkovych trypsin inhibi¢nych aktivit
(TIA) Kkrvnej plazmy oviec v anestrickom obdobi. V diioch 1.—11. boli
instilované Agelinové vaginalne hubky, v 6.—11. dni bola cast oviec (n =
= 16) ozarovana (2,45 Gy pocas 5 dni). NeoZarované aj oZarované bahni-
ce boli po ukonceni oZarovania a po vybrati Agelinu stimulované 450 IU
FSH (obr. 1a), alebo 1500 IU SG (obr. 1b). Priemerné hodnoty TIA KP
v 11.—16. (17.) dni sa stimulaciou zvySovali (P < 0,001), oZarovanie toto
zvySenie eliminovalo. Jarky na stimuldaciu 1500 IU SG reagovali odliSne,
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1. Celkova trypsin inhibi¢na aktivita krvnej plazmy (TIA KP) v anestrickom obdobi pocas
10-dnovej instilacie Agelinovych poSevnych hubiek (20 mg chlorsuperlutinu na kus)

a 5-diiového oZarovania gama lacmi (2,45 Gy), («x -+ o =66,25-4 10,56 °, TIA); osi:
x — dni pokusu, y — % TIA: a) TIA KP po stimuléacii bahnic 450 1U FSH v 8 davkach,
l V4444 itas poddavania, —.—.—.— V. skupina {(n =4) neoZiarené (x = 75,48 +-
-+106 % TIA), — —.— —.— — VI skupina (n=75) oZiarené (x =064,961+7,8 Y%
TIA); b) TIA KP po sumulécn bahnic 1500 1U SG, 1 4 | Ccas podavania, —.—.—
VIIL. skupina (n = 3) neoZiarené (x =79,74+452 % TIA), — —.— —.— — VIIL sku»

pina (n = 4) oZiarené (x = 66,47 -+ 5,2 "i; TIA); ¢) TIA KP po stimuldcii jariek 1500 IU
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SG, 11 cas pnd{nvama — . — . — IX. skupina (n = 3) ncoZiarené (X ==69,46 -}
-+ 9,38 "0 TIA), — —.— — X. skupina (n = 3) oziarené (x = 70,65+ 5,6 05 TIA);
d) TIA KP po qtlmulucn jariek 450 IU FSH a 1500 HCG, 1} 44 1) ¢ iCas podavania,
e X skuplna (n=4) intaktné kontroly (X = 63, .30+75 "n T1A), . — — . — —
)\H skupina (n = 3) stimulované FSH [x = 68,65 + 3,7 "0 TIA), . —.— XIIL. sku-
pina (n=3) stlmul()\anc FSH + HCG (x = b411—+—‘) 26 "0 TIA) — The total trypsin
inhibiting activity of the blood plasma (BP TIA]) in the anoestrus period during the 10-day
instillation of Agelin vaginal tampons (20 mg chlorsuperlutin per head) and five-day
gamma irradiation (2.45 Gy), (x4 0=166.25-4 1056 ° TIA); x-axis — days of the
trial, y — % TIA: a) BP TIA lambing ewe after stimulation with 450 IU FSH in eight

doses, + + 14111 time of administration —.—.— group V (n =4} nonirradiated
{+==7548 + 106 "% TIA), -~ —.— —.— — group VI (n=25) irradiated (X = 64.96 +
-+-7.8 % TIA); b) BP TIA lambing ewe after stimulation with 1500 IU SG, 1 + !
time of administration, —. —. — group VII (n = 3) nonirradiated (x = 79. 74+5” %0
TIA), — —.— —.— — group VIII (n=4) irradiated (x =66.47 4-5.2 % TIA); c) BP
TIA after the stimulation of yearling ewes with 1500 IU SG, ¢ ! + time of admi-
nistration, —.—.— group IX (n==3) nonirradiated (x = 69.46 +9.38 % TIA),
— —.— —.— — group X (n=3) irradiated (x=70.65+56 0 'l'IA); d) BP TIA
after stimulation of yearling ewes with 450 IU FSH and 1500 H(,C L4yl gtime of
administration, .——— group XI (n==4) intact controls (X =63.304 7.3 % TIA],

— — . — —. — — group XII (n=3) FSH stimulated (X = 68.65 4= 3.7 % TIA)}, _ —
;,..mup XIII (n=3) FSH -4 HCG stimulated (X = 64.11 4+ 9.26 % TIA)

priemerné hodnoty sa pocas 5 dni po stimuldcii 1500 IU SG aj po oza-
rovani a stimuldcii menili nesignifikantne (obr. 1c). Na porovnanie sti-
muldcie jariek 450 IU FSH zvySovala priemerné hodnoty pocas 5 dni TIA
KP (14.—18. den pokusu; P < 0,01) oproti kontrolnym hodnotdm nesyn-
chronizovanych oviec v jednom ovaridlnom cykle (obr. 1d).

Priemerné hodnoty frakcie nizkomolekulovych (n] TIA (obr. 2) sa po
stimulécii bahnic 450 IU FSH pocas 5 dni menili nesignifikantne, oZiare-
nie ich zniZovalo (P < 0,02; obr. 2a). Aj ked sme zaznamenali znaCné
individudlne odchylky, po oZiareni chyba maximum v 14. dni pokusu,
v 16. dni je zniZené. Zmeny priemernych hodnot nTIA pocas 5 dni po sti-
muldcii bahnic 1500 IU SG aj po oZiareni sa menili ns, aj tu sd patrné po
oziareni menSie individualne odchylky a nizSie maximalne hodnoty (obr.
2b). Priemerné hodnoty nTIA KP po stimuldcii jariek 1500 IU SG sa me-
nili ns, ale priebeh v jednotlivych diioch po stimulécii a po oziareni a sti-
mulécii poukazuje na odliSny mechanizmus pésobenia Ziarenia na starsie
a mladSie zvierata (obr. 2c). Pre porovnanie stimuldcia jariek 450 IU FSIH
zvySila nTIA KP pocas 5 dni (P < 0,05) oproti kontrolnym hodnotdm ne-
synchronizovanych oviec v jednom ovarialnom cykle (obr. 2d).

Priemerné hodnoty TIA cervikdlneho hlienu (CH) bahnic sa pocCas 6
dni po stimuldcii 450 IU FSH zmenili ns oproti kontrolam v 0. dni pokusu,
hodnoty po oZiareni boli niZSie (P < 0,002; obr. 3a). Priemerné hodnoty
po stimulécii bahnic 1500 IU SG sa menili ns (obr. 3b). Stimulécia jariek
1500 IU SG sice priemerné hodnoty TIA CH menila ns, ale vidime maxi-
malne hodnoty v case 36—60 hodin po ukonceni poddvania SG, u oZiare-
nych nebolo mozné ziskat cervikdalny hlien v dostato¢nom mnozZstve (obr.
3c). Priemerné hodnoty TIA CH jariek sa po stimulacidch 450 IU FSH
1i§ili ns od hodnét intaktnych oviec (obr. 3d). Priemerné pocCty ovulécil
sa v jednotlivych skupindch liSili nesignifikantne.
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2. Nizkomolekulové trypsin inhibicné aktivity (nTIA) v kr.nej plazme oviec pocas
10-diiovej instilacie Agelinovych posevnych hubiek (20 mg chlorsuperlutinu na kus)
a 5-diiového oZarovania gama ld¢mi (2,45 Gy), (x +0=18,95 -+ 11,06 % TIA), osi: x —
dni pokusu, y — % TIA: a) nTIA KP po stimulédcii bahnic 453 1U FSH v 8 davkach

L1444y Cas podavania, — . — . — V.skupina neoziarené {x = 19,06 -{- 11,80 Vo TIA),
— —.— —.— — VI. skupina oZiarené (x-=12,21--6,7 "o TIA}: h) nTIA KP po sti-
mulécii bahnic 1500 IU SG, 1 | ! ¢as poddavania, . —.— . — VII. skupina neozia-
ren¢ (x =21,474-136 % TIA), — —.— —.— — VIII. skupina oZiarené (X = 20,54 1-

4-6,7 % TIA); c¢) nTIA KP po stimuldacii jariek 1500 1U SG, i ::: ¢as poddvania,
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— . —.— IX. skupina neoZiarené (X =18,62+9,3 % TIA), — —. . — —..— — X. skupi-
na oZiarené (X=16,4-+49,8 % TIA); d) nTIA po stimuldacii jariek 4 50 lU FSH a 1500 IU
HCG, v+ 41414 Ccas poddvania XI. skupina intaktné Kkontroly (.\ == 18,82 ot
-+ 11,26 % TIA), — . — XIIL skupina stimulovana FSH (X=248 -+-9,1), - L——
XI11. skupina stlmulovana FSH +- HCG (X == 22,62 + 5,3 % TIA) — Low- molecu]ar trypsin
inhibiting activities (nTIA) in the blood plasma of ewes during the 10-day instillation of
Agelin vaginal tampons (20 mg chlorsuperlutin/head) and five-day gamma irradiation
(2.45 Gy), (X405 =18.95--11.06 % TIA), x-axis: days of the trial, y — %o TIA: a) BP
NnTIA lambing ewe alter stimulation with 450 IU FSH in eight doses, | {1} 44 time of

administration, —. — . — group V nonirradiated (¥ = 19.06 + 11.80 "% TIA), — —. — —
group VI irradiated (x = 12.21 4- 6.7 % TIA); b} BP nTIA lambing ewe after stimulation
with 1500 1U SG, 4 ¢ ¢ time of administration, —.—.-- group VII nonirradiated
(x =2147 4- 136 % TIA), — —.— —.— — group VIII irradiated (x = 20.54-46.7 %
TIA); ¢) BP nTIA after yearling ewe stimulation with 1500 IU SG, + i ¢ time of
administration, —. — . — group IX nonirradiated (x ==18.62+9.3 % TIA), L——

group X irradiated (x =164 +9.8 Uy TIA); d) nTIA after yearling ewe stlmulation

with 450 1U FSH and 1500 1U HCG, 44 ¢ 1 44 4 time of administration, . group Xl
intact controls (x = 18.82 - 11.26 % TIA), — . — group XII FSH stimulated (x=
==248+9.1 "% TIA), — —.— —.— — group XIll FSH + HCG stimulated (x = 22.62 4

+53 % TIA)

Pri overovani ucinkov kontinualneho 5diiového ozarovania davkou 2,5
Gy na vacsich poctoch zvierat sme rovnako v anestrickom obdobi (maj
az jun) zistili zvySené hodnoty TIA KP oziarenych a stimulovanych (P <
< 0,01) bahnic (obr. 4a). Priemerné hodnoty TIA KP jariek sa po oziare-
ni a stimuldcii 1i8ili nesignifikantne (obr. 4b), aj ked v jednotlivych diioch
vidime odliSny priebeh zmien.

Znacne odlisné priemerné hodnoty sme zaznamenali vo frakcii nizko-
molekulovych (n) TIA KP (obr. 5). Bahnice na oZiarenie a stimulaciu
reagovali zvySenim nTIA KP (P < 0,001) pocas 6 dni od ukoncenia ozZa-
rovania (obr. 5a), jarky naopak zniZenim (obr. 5b; P < 0,001).

Zmeny priemernych hodnot TIA cervikalneho hlienu (obr. 5) boli po-
¢as 3—7 dni od ukoncenia ozarovania a stimuldcie nesignifikantné u bah-
nic aj jariek (obr. 6a, b) podobne, ako pocty ovulacii. Zisteny pocet ovu-
lacii zvierat usmrtenych 120—160 h po oZiareni a stimuldcidch sa po
vrateni ostatnych zvierat do povodneho chovu neprejavil. NeoZiarené
ovce vykazovali 68,1% zabrezavanie so 78,7% natalitou, u oZiarenych sa
nepodarilo zistit ani jedno zabreznutie a kotnost, co by mohlo poukazo-
vat na negativny vplyv tejto davky gama Ziarenia (2,45 Gy) na repro-
duk¢né schopnosti. Ziarenie nepriaznivo ovplyviiuje hribku svaloviny
vajickovodu v celom jeho priebehu. CitlivejSie na Skodlivé pésobenie gama
ziarenia (2,45 Gy) su jarky; tu sme pozorovali nepriamu zdvislost medzi
zniZenim hrabky svaloviny a zvySenim vySKky epitelu sliznice. Bahnice
reagovali zniZenim hribky svaloviny aj epitelu. Rozdiely v ovplyvneni sme
pozorovali aj v jednotlivych usekoch: ampuldrnom, ampulo-istmickom
a istmickom, ¢o mdézZe znamenat zmeny v sekrecnej cinnosti vajickovodov
aj v rychlosti postupu ovulovanych vajicok a ich neprimeranom vyvoji.

Porovnanim priemernych hodnét TIA KP (celkovych aj nizkomoleku-
lovych) a TIA cervikdlneho hlienu na obr. 7 vidime rozdiely jednak v stup-
ni inhibicie po stimulacii samotnej (najméa skupina VII oproti skupine 2],
ale aj v reakcii na ozarovanie (skupina V, VI, VII a VIII, oproti skupine
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Trypsin inhibicné aktivity cervikdalneho hlienu (TIA CH) oviec po 10-dhovej insti-
lécii Agelfnovych posevnych hubiek (20 mg chlorsuperlutinu na kus) a 5-diiovom oZa

rovani gama la¢mi (2,45 Gy), osi: X — dni pokusu, y — 9 TIA: a) TIA HC po stimu-
lacii bahnfc 450 IU FSH v 8 davkach, : ¢ 111 ¢ 1€as poddvania, —. — . — V. skupina
neoziarené (x =34-+-24 % TIA, X = 1,0+ 1,2 ovuldcif) — —.— —. — — VI skupina
oziarené (x =22+ 14 Y TIA, x = 1,8 4+ 1,0 ovulacii); b) TIA CH po stimuldcii bahnic
1500 10 SG, + 1 ! ¢as poddavania, —.—.— VII, skupina nnoZiarnm‘z [{—-JBV
+ 1,7 % TIA), — —.— —.— — VIIL skupina oZiarené (x=3,2--27 "4 TIA, X =
= 1,8 + 0,4 ovuldcii); ¢} TIA CH po stimulacii jariek 1500 U b(, i 1 1 cas poda-
vania, —.—.— IX. skupina neoZiarené [x—55 + 34 % TIA, x=1,0-+ 0 ovulacif),
— —.— —.— — X. skupina oziarené (x=4,7-+45 04 TIA, x=1,7--0,5 ovulacif):

d) ]lA CH intaktnych jariek: .- X1 skupma (x=2324+15 Y TIA, 0 ovulacif)
a btlmulovanyc‘h 450 IU FSH v 8 davkach, +4 441111 ¢as podavania, 1500 IU HCG,
§ &l ¢as podavania, — —.— — . — — XIL skupina stimulovana FSH (x = 3,2 -
1,6 % TIA, 0,7+0,9 ovuldui] — . — XIIL skupina stimulované FSH -~ HCG (x =
=14-4+12 % TIA, 1,0408 ovulam[) — Trypsin inhibiting activities of cervical mu-
cus (CM TIA) in ewes after the 10-day instillation of Agelin vaginal tampons (20 mg
chlorsuperlutin/head) and five-day gamma irradiation (2.45 Gy), x-axis: days of the
trial, y-axis — ¢y TIA: a) CM TIA lambing ewe after stimulation with 450 IU FSH in

eighl doses, ¢} 4444 itime of administration, —.— . — group V nonirradiated (x =
==34-4-24 % TIA, x=1.0-4 1.2 ovulations), — —.— —.— — group VI irradiated
(x22+ 14 % TIA, X= 181 1.0 ovulations); b) CM TIA lambing ewe after stimu-
lation with 1500 lU SG, 11 time of administration, —.—.— group VII non-
lrradlated (x=23.8-+1 7 % TIA), — —.— —.— — group VIII irradiated (x = 3.2 +
T 2.7 % TIA, x= 18 -+ 0.4 ovulations); c¢) CM TIA yeallmg ewe after stimulation with
1500 1U SG, ¢ ¢ time of administration, —. — . — group IX nonirradiated [x-—
=554 3.4 U TIA, Xx = 1.0+ 0 ovulations], — — . — — group X irradiated (x ==

:._47145 % TIA, X ==17-405 mulatmm] d] CM TIA of intact yearling ewes:
— group XI (x —32—%—15 05 TIA, 0 ovulation) and 450 1U FSH stimulated ewes

in eight doses, {1444 bg o time of administration, 1500 1U HCG, 1+ : 1 time of
administration, — —.— — . — — group XII FSH stimulalcd (x=32+16 % TIA,
0.7 -+ 0.9 ovulations), —.—.— group XIII FSH - HCG stimulated (X -—=1.4-412 %

TIA, 1.0 =+ 0.8 ovulations)
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2 a 1) pre TIA KP. Obdobné rozdiely sa prejavili aj vo frakcii nizkomole-
kulovych TIA KP. Rozdiely priemernych TIA CH boli vdcSinou po stimu-
lacii a po oziareni a stimulacii nesignifikantné okrem zniZenia (P < 0,02)
po oziareni a stimulacii FSH (450 IU).

Nepriaznivy vplyv ozarovania sa prejavil aj na priemernych hodnotach
17 beta-estradiolu a progesteronu v krvnej plazme. Po stimulacii bahnic
450 1U folikuly stimulujiceho hormonu oZarovanie spdsobilo pokles E.
v 11.—16. dni pokusu (P < 0,002) z kontrolnych 177,5 + 34,5 na 140,8 +
-+ 4,2 pg.ml™! zatial Co stimuldcia zvySovala hodnoty oproti kontrol-
nym na 223,5 + 49,0 pg.ml~'. Rozdiel spésobeny ozarovanim pred sti-
mulaciou bol P < 0,001. Priemerné hodnoty progesteronu v rovinakom ob-
dobi a stimulacii bahnic klesali (P < 0,001) oproti kontrolnym 6,32 + 0,16
na 1,67 + 1,2 ng . ml~', ozarovanie tento pokles tlmilo na 2,87 4 0,96 ng.
.ml~! (P < 0,001). Zmeny po stimuldcii 1500 IU sérového gonadotropinu
sposobené ozarovanim boli menej vyrazné. ZniZenie E, oZarovanim pred-
stavovalo 149,0 4 28,0 oproti 179,0 + 4,6 pg.ml~! stimulovanych (P <
< 0,01), zmeny P, oZarovanim boli v rozsahu v rovnakom c¢asovom useku
(11.—16. den pokusu) nesignifikantné.
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4. Trypsin inhibi¢né aktivity v krvnej plazme (TIA KP) oviec pocas 10-diiovej insti-
lacie Agelinovych poSevnych hubiek (20 mg chlorsuperlutinu na kus) a 5-diiovom oza-
rovani gama lacmi (2,45 Gy), osi: x — dni pokusu, y — Y% TIA: a) TIA KP po stimu-
lacii bahnic 1500 1U SG, (O cas podavania, — —.— — . — — 1. skupina oZia-
rené (x=60,1+79 % TIA), —.—.— 2. skupina neoZiarené (x =559-496 % TIA);
h) TIA KP po stimuldcii jariek 1500 1U SG, bl A ctas podavania, — —, — —, — —
3. skupina oZiarené (x=1705+499 % TIA), —.—.— 4. skupina neoziarené (x =
=72,4+495 % TIA) — Trypsin inhibiting activities in the blood plasma (BP 7114)
of ewes during the 10-day instillation of Agelin vaginal tampons (20 mg chlorsuper-
lutin/head) and five-day gamma irradiation (2.45 Gy), x-axis — days of the trial, y —
U9 TIA: a) BP TIA after lambing ewe stimulation with 1500 IU SG, V4 4 time of
administration, — — . — — . — — group 1 irradiated (x =60.1 +79 % TIA), —. —.—
group 2 nonirradiated (x = 55.9 4 9.6 Y TIA); b) BP TIA yearling ewe after stimulation
with 1500 IU SG, 1 ! i time of administration, — — . — — ., — — group 3 irradia-
ted (x =705-+99 " TIA), —.—.— group 4 nonirradiated (x =724+ 95 0 TIA)
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5. Nizkomolekulové (n) trypsin inhibi¢né aktivity (TIA) krvnej plazmy (TIA KP)
oviec pocas 10-dnovej instilacii Agelinovych posevnych hubiek (20 mg chlorsuperlu-

tinu na kus) a 5-dilovom oZarovani gama lacmi (2,45 Gy), osi: x — dni pokusu, y —
U TIA: a) nTIA KP po stimuldcii bahnic 1500 1U SG, | + | ¢as podavania,
— —.— —.— — 1. skupina oziarené (x=129,0-+4118 "o TIA), —.—.— 2. skupina
neoZiarené¢ (x=16,6 4128 Y% TIA); b) nTIA KP pc stimulacii jariek 1500 1U SG,
I &4 ¢as podavania, — — . — —.— — 3, <:kupnm oZiarené ((—- 1904125 0
TIA), —.—.— 4. skupina neo?mrene [(“3%2 +123 % TIA) — Low- muleculdl (n)

trypsin inhlbmng, activities (TIA) of the Dblood plasma (BP TIA) in ewes during the
10-day instillation of Agelin vaginal tampons (20 mg chiorsuperlutin head] and five-

-day gamma irradiation (2.45 Gy), x axis — days of the trial, y axis — % TIA: a) BP
nTIA lambing ewe after stimuiation with 1500 1U SG, 1+ ¢  time of administration,
- —, = —.,— — group 1 irradiated (x=-29.0 4118 U4 TIA), —.—. - group 2 non-
madmtcd (Xx=16.6 1128 "y TIA): b) BP nTIA yearling ewe after stimulation with
1500 10 SG, § @ time of administration, — —.— — . — — group 3 irradiated
(x=19.0 f 125 % TIA), —.—.— group 4 nonirradiated l! 3324123 Y% TIA)
O A e
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6. Trypsin inhibicna aktivita v cervikdlnom hliene (TIA CH) oviec po 10-dhovej insti-
lacii Agelinovych poSevnych hubiek (20 mg chlorsuperlutinu na kus) a 5-diiovom oZa-
rovani gama ldacmi (2,45 Gy]), osi: x — dni pokusu, y — Yy TIA: a) TIA CH po stimu-
lacii bahnic 1500 1U SG, { 4+ 4 Cas podavania, — — . — —.— — 1. skupina oZiare-
né (x=23,6-+31 % TIA, x=0,66-+ 1,0 ovulacii), —.—.— 2. skupina neoziarené
[x =394 4,2 0% l“IA X =0,75 + 0,5 ovulacii); b) TIA CH po stimulacii jariek 1500 1U
SG, T ¢as podavania, — —.— — . — — 3. skupina oZiarenée [x = 3,1 43,6 %
AlA x =104 1,5 ovulacii), —.—.— 4. skupina neoZiarené (x=3,3--29 0y TIA,
i=1 25 4 1,3 ovulacii) — Trypsin inhibiting activity in cervical mucus [CM TIA) in
ewes after the 10-day instillation of Agelin vaginal tampons (20 mg chlorsuperlutin/
‘head) and five-day gamma irradiation (2.45 Gy), x-axis — days of the trial, y — %
TIA: a) CM TIA lambinx ewe after stimulation with 1500 IU SG, : 4 time of
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administration, -—— —, — — ., — — group 1 irradiated (¥ = 3.6+ 3.1 % TIA, x=0.66 4

+ L0 ovulations), L= — group 2 nonircadiated (x = 3.9 4 4.2 Y0 TIA, £ =0.75 4+
-+ 0.5 ovulations); b) CM TIA yearling ewe after stimulation with 1500 U SG,
Vo time of administration, — — .-~ —, -~ — group 3 irradiated (x=3.1+4-
436 %% TIA, x=10-1 1.5 ovulations), — . —.— group 4 nonirradiated (= 3.3 1+

+ 29 0y TIA, x = 1.25 -+ 1.3 ovulations)
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7. Zmeny x-=a TIA KP, nTIA KP, TIA CH oviec po hormondlnom ovplyvneni ovarii

celotelovom oZarovani gama luémi (2,45 Gy), osi: x — pokusné skupiny, y — U TIA:
— kontrolné skupiny, FSH — skupiny stimulované 450 IU FSH, SG — skupiny sti-
mulované 1560 1U SG; a — celkova TIA KP, b — nizkomolekulova TIA KP, ¢ — TIA
cervikdlneho hlienu; B — bahnice, ] — jarky, oz — vplyv oZarovania, A — vplyv Age-
linu — The changes £--45 in BP TIA, BP nTIA, CM TIA of ewes after the hormonal
treatment of ovaries and whole-body gamma irradiation (2.45 Gy), x-axis — test groups,
v — Y% TIA: K — control groups, FSH — the groups stimulated with 450 IU FSH, SG
— the groups stimulated with 1500 IU SG; a — total BP TIA, b — low-molecular BP
TIA, ¢ — TIA of cervical mucus; B — lambing ewes, | — yearling ewes, 0z — the
effect of irradiation, A — the effect of Agelin

b o=}
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DISKUSIA

Vplyv Ziarenia na reproduk¢né ukazovatele opisali mnohi autori. Pri
sledovani vplyvu jednorazového lokdlneho oziarenia ovarii davkami 4,78
Gy, 9,67 Gy, 19,14 Gy x-lucov zistili Arendarcik ai. (1985) a Mo|l-
narova a i. (1983) urcité reparacné zmeny krécku maternice, rohov
maternice, podepitelového tkaniva a trypsin inhibicnych aktivit krvnej
plazmy a cervikdlneho hlienu v priebehu 10—100 dni po oziareni. 'l'iez
protrahované celotelové oZarovanie gama lacmi davkami 6,7 a 4,9 Gy
sposobovalo zmeny TIA KP, TIA CH a morfologickej Struktiry cervixu
bahnic (Molnarova a i, 1984). Tieto pokusy boli vykondvané v ane-
strickom obdobi bez hormondlnych stimulédcii ovarii. V predkladanej pra-
ci sme pouZili niZsiu celkovi davku oZarovania (2,45 Gy pocas 5 dni)
s cielom zistit mieru posSkodenia folikulov ovdrii. Kedze ovce plemena
merino nevykazujua striktny anestrus, pouZili sme na synchronizaciu va-
gindlne hubky s Agelinom (20 mg chlorsuperlutinu na kus). Zmenené
priemerné hodnoty TIA KP po instilacii hubiek, oZarovani a stimuldacii
ovérii 450 IU FSH alebo 1500 IU SG oproti neozarovanym, poukazuji na
ich ucast pri tychto dejoch. Nesignifikantné zmeny v priemernych poctoch
ovulacii dokazuja, Ze pouzitda davka ozarovania nepoSkodila vSetky pre-
ovulac¢né folikuly a aj ked zniZenie priemernych hodnot E, bolo po oza-
rovani a stimuldcidach signifikantné (P < 0,001), zvysné folikuly ovulo-
vali. Tieto ndalezy sui podporované zisteniami autorov Driancourt
a Mariana (1982), ze zvieratam s nizkymi priemernymi poctami ovu-
lacii staci k ovulacii minimdalna folikularna populacia. Tito autori zistili
zhor$ena sekrecnu aktivitu naslednych Zltych teliesok, Co naznacuje, Ze
premena folikularnych buniek na bunky luteinové bola Ziarenim poSko-
dend (Driancourt a i, 1983). Kedze protedzy a ich inhibitory sa
zuCastiiuju na prebudovidvani tkaniv (Knecht, 1986) a v ovariach je
ich syntéza a sekrécia hormondlne riadend, zaujimalo nas, do akej miery
budi oZarovanim zmeneneé aktivity inhibitorov serinovych proteaz v krv-
nej plazme. ZloZenie folikuldarnej tekutiny je ovplyviiované vnatroova-
ridlnymi faktormi (lokdlna stimuldcia syntézy a sekrécie jednotlivych
zloZiek), ale aj zloZenim krvnej plazmy. Zmenena permeabilita ciev, ale
aj bunkovych membran, ako nasledok oZarovania, mozZze tiuto zavislost
menit. Ked sa rovnovaha protedza — inhibitor porusi, ndasledne moze
dochadzat k zmenenému vyvoju folikulov a oocytov. Stimuldcie k super-
ovuldcidm gonadotropnymi hormonami tieto zmeny zvyraznia. Aj zme-
nené prostredie oviduktov a maternice na strane jednej, alebo zmeneneé
vlastnosti cervikdlneho hlienu na strane druhej, mézu ovplyviiovat ferti-
litu. Aj ked sme vicSinou nezistili signifikantné zmeny priemernych hod-
not TIA CH pocas 6 dni od skoncenia ozarovania a naslednej stimulacie,
rozdiely v jednotlivgch dioch boli vyznamnejsie. Koncentricie protedaz
a ich inhibitorov v cervikalnom hliene ovplyviiuja motilitu spermii (Smo -
kovitis a i, 1987). Faktory sposobujice zmeny koncentracii serino-
vych proteaz a ich inhibitorov nielen v cervikalnom hliene, ale aj v se-
mennej plazme moéZu ovplyviiovat fertilitu. Pearce a Robinson
(1985) sa domnievaji, ze poruchy fertility po synchronizacii, vyrazne
najmid po umelej insemindcii, sii spdésobované porusenym transportom
spermii cervixom. Tento fenomén je pri¢itany vplyvu progesteronu a Zia-
renim moZe byt zvyrazneny. Presné nacasovanie insemindcie v relacii
k vine LI, kedy sa predpokladaji optimalne podmienky pre prechod
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spermii ovcim cervixom, moze byt Ziarenim pozmenené. Zmeny hribky
cpitelu a svaloviny vajickovodov po oZarovani mohli spoluposobit pri
neplodnosti oZzarovanych oviec.

Zaverom mozno konStatovat, Ze po 5Hdilovom ozarovani oviec gama
licmi celkovou davkou 2,45 Gy boli natolko zmenené ich reprodukcné
parametre, ze ovulacie boli nefertilné.
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MOLNAROVA, M. — ARENDARCIK, |. — MOLNAR, P. [University of Veterinary Medi
cine, Kosice): Antiproteolytic activities of the blood plasma and cervical mucus in
cwes after the hormonal treatment of ovaries and gamma irradiation in anoestrus.
Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 319—332.

The antiproteolytic activities of the blood plasma (BP) and cervical mucus (CM) de
termined as trypsin inhibiting activities (TIA) where trypsin served as a model se-
rine protease, were variable after superovulatory stimulations of ewes and after their
gamma irradiation (2.45 Gy). TIA's were determined from the reduction in the bovine
trypsin hydrolysis of the low-molecular chromogenic substrate N-alpha-tosyl-L-arginyl-
-p-nitro anilide (TAPA) (Bartik et al, 1974). The inhibition was expressed in per
cent when AA4os == 1.0 for 10-minute incubation at 25°C, pH = 8.05, 0.2 mol/l tris-HCI
buffer, was taken as 100 %. Student's t-test was used for the statistical evaluation.
A hundred ewes of the Merino breed were applied Agelin vaginal tampons (20 mg chlor-
superlutin per head) on day 1 for 10 days in the anoestric period (May). A part of
these ewes were subjected to whole-hody gamma irradiation on days 6 to 11. When the
irradiation was completed and the tampons were taken out, the ewes [three to four
years old lambing ewes, yearling ewes) were stimulated to superovulations by an
administration of 1500 1U serum gonadotropin (SG) or 450 1U follicle stimulating hor
mone (FSH). These parameters were followed in the subsequent 5—6 days: BP TIA
(Figs. 1 and 4), fraction of low-molecular BP (n) TIA (Figs. 2 and 5), CM TIA (Figs.
3 and 6). Fig. 7 shows the average values of the results, The lambing ewes and yearling
ewes had various responses to irradiation and superovulatory stimulation. Gamma irra-
diation eliminated the increase in BP TIA (P <0.001) in the ewes after stimulations
(Fig. ia, D). The yearling ewes showed nonsignificant changes (ns) as their responses
to SG stimulations and gamma irradiation, but the responses on the particular days
of the trial were different (Fig. 1c, d — FSH stimulation). Similar changes were obser-
ved in the BP nTIA fraction. The changes in the average values of CM TIA were non-
significant in the lambing ewes, the gamma irradiation reduced CM TIA only after
I'SH stimulation (P < 0.002). The amount of cervical mucus decreased after stimula
tions and irradiation, the thickness of ovarian epithelium and muscles was reduced
in the particular parts, differently in lambing ewes and in yearling ewes. The numbers
of ovulations differed nonsignificantly in the irradiated ewes in comparison with the
nonirradiated ones, but when a part of the irradiated ewes (n ==20) returned to the
flock, not a ewe remained pregnant although the conception rate of the nonirradiated
ewes was 68 00 with 78 % Dbirth rate. A decrease in the average values of nBP 17 beta-
-oestradiol (P < 0.001) after irradiation and stimulation against the stimulated ewcs
documents the lesions of preovulation follicles. A decrease in progesterone in the
blood plasma was less significant. The dose of 2.45 Gy induced infertile ovulations in
ewes after superovulatory stimulations.

ewe; antiproteolytic activities; blood plasma; cervical mucus; ovulation; superovulato-
ry stimulation: gamma irradiation
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VPLYV MASTNYCH KYSELIN V KRMIVE NA AKTIVITU XANTIN
DEHYDROGENAZY U PREPELICE JAPONSKE]

]. Jankela

JANKELA, J. (Ustav biochémie a genetiky Zivocichov SAV, Ivanka pri Dunaji):
Vplyv mastnyeh kyselin v krmive na aktivitu xantin dehydrogenazy u prepelice
japonskej. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 333—339.

Mastne Kyseliny pritomneé v krmive ovplyviiuji droven exkrécie dusika na stupni
xantin dehydrogenazy (XDH) v peceni a pankrease prepelice japonskej. Z testo-
vanych kyselin laurovej, palmitovej, stearovej, olejovej, linolovej a linolénovej
prejavuit tento dacinok len niektorée. Kyselina stedrova stimuluje aktivitu XDH
priblizne dvojnasobne s preukaznostou P < 0,05 oproti kontrole, zatial ¢o kyse-
liny Jinolova a linolénovd ju asi 1,5—2nasobne znizuja (P < 0,01—0,1). Rychlos!
tychto procesov je v terminoch dnf.

Coturnix coturnix japonicay; climindcia dusfka: pecen; pankreas

Xantin dehydrogenaza (XDH; EC 1.2.1.37) — enzym zapojeny do eli-
mindcie aminokyselinového dusika je u vtakov distribuovany prevazne
v peceni, oblickach a pankrease. Jeho aktivita je znatne ovplyvnena nu-
tricnymi podmienkami, pricom medzi obsahom bielkovin v krmive a hod-
notou XDH aktivity v peceni existuje priama koreldcia (Jankela, 1978).
V niektorych pripadoch, najméa pri skrmovani tzv. netradicnych substra-
tov boli pozorované odchylky od tejto korelacie (Gazo ai., 1978; Jan-
kela a Baranovska, 1980). Woodward a Fisher (1967),
resp. Lee a Fisher (1971) popisali vplyv mastnych Kkyselin z diéty
na ontogeneticky vyvoj XDH u kurcata. Je pravdepodobné, ze pozorované
odchylky od korelacie obsahu Kkimnych bielkovin vs. aktivita XDH su
spoésobené pritomnostou nebielkovinovych latok v krmive, napr. mastnych
kyselin. Na overenie tohto predpokladu bol sledovany vplyv mastnych
kyselin na regulaciu aktivity XDH. V praci bola pouzita metoda proteino-
vej deplécie a naslednej replécie so sucasnou aplikaciou testovanych
mastnych kyselin.

MATERIAL A METODY

Japonské prepelice — kohutiky z chovu Ustavu hiochémie a genetiky Zivocichov SAV
vo veku 71 dni boli 4 dni v predpokusnom obdobi kimené bezbielkovinovym Krmivom.
0d 5. dha boli prepelice rozdelené do 8 skupin po 24 zvierat a kimené experimental-
nym krmivom s obsahom 27,7 g N X 6,25.kg~! a ndhradou tukovej zlozky jednotlivy-
mi mastnymi kyselinami. ZloZenie krmiv je v tab. I. V 1., 4., 5., 6., 7. a 8. dni boli po
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I. Zlozenic experimentalnych kimnych zmesi — Composition of experimental feed
mixtures

Kifmna zmes!!

Komponent! (g) — ‘ :

ol e v v e v v | oax

1 ‘ l

Suseny vajecny bielok- | — 2773 | 279:3:| 277.3 | 2723 | 277:3 | l 277,31 277,3 |
Kukuritny skrob’ | 280,41 264,0 | 282,0 | 264,0 ; 264,0 | 264,0 | 264.0 | 264,0 | 164 0
GlukoOzat | 596,1 | 334,2 | 334,2 | 334,2 3 34,2 | 334,2 | 334,2 | 334,2 1 3342
Klickovy olej’ L gal az| = | = i R l gy R
Slnecnicovy olej” 18,4 18,4 — o Z s — —
Celuloza’ 28,7 | 28,7 28,7 28 7 ’ 28,7 | 28,7 | 28,7 j 28,7 28,7
Vitaminovy doplnok?® 10,2 10,2| 10,2| 102| 102 102| 102 102 10,2
Minerédlny doplnok” 57,0| 57,0| 57,0 57,0 | 57,0 57,0 1 57,0 | 57,0 57,0
Mastnéa kyselinal? ‘ 30,0 300 | 30,0 I 30,0 [ 30,0 | 30,0 .

[. predpokusnda — preexperimental
II. kontrolna — control
ITI. beztukova — fatless
IV. s kyselinou laurovou — with lauric acid
V. s kyselinou palmitovou — with palmitic acid
VI. s Kkyselinou stedrovou — with stearic acid
VII. s kyselinou olejovou — with oleic acid
VIIIL. s kyselinou linolovou — with linoleic acid
IX. s kyselinou linoiénovou — with linolenic acid
lcomponent, “dried egg yolk, 3maize starch, ‘glucose, 2germ oil, “sunflower oil, “cellu
lose, Sbiofactors supplement, mineral supplement, “fatty acid, ''feed mixture

3 zvierata z kazdej skupiny usmrtené dekapitaciou. V peceni, oblickich a pankrease
bola stanovena aktivita XDH podla Strittmattera (1965) a mnoZstvo bielkovin
podla Lowryho a i, (1951). Vysledky boli $tatisticky vyhodnotené na preukaznost
rozdielov medzi skupinami ¢-testom.

VYSLEDKY

Specificka aktivita XDH v peceni, oblickach a pankrease v priebehu
predpokusného obdobia a po naslednej bielkovinovej replécii je na obr.
1. Po podiatocnom poklese aktivity vo vSetkych troch organoch na pri-
bliZne rovnaki hodnotu 52 9 podvodnej aktivity nastava pri replécii biel-
kovin v krmive opédtovné zvySenie aktivity XDH.

U¢inok krmiva neobsahujiceho tuk na aktivitu XDH (obr. 2) v peceni,
resp. v oblickach, sa neligil od uc¢inku kontrolného krmiva. Specificka
aktivita XDH v pankrease vykazovala pod vplyvom beztukovej diéty opro-
ti kontrolnym zvieratam urcité odchylky, ktoré vSak neboli Statisticky
vyznamneé.

Kyselina laurova, palmitova, resp. olejova ako jedina ndhrada tukovej
zloZky krmiva neovplyvnili vyrazne vyvoj Specifickej aktivity XDH v pe-
¢eni, oblickdch a pankrease (obr. 3). K urcitym, Statisticky nevyznam-
nym posunom, najma pri aplikacii kyseliny laurovej alebo palmitovej
dochadzalo od 2., resp. 3. dila kifmenia s tymito mastnymi kyselinami len
v peceni a pankrease. Kfmenie krmivom, v ktorom hola ako ndahrada tu-
ku pouzitd len kyselina stedrovd, vyvolalo odlisna reakciu XDH v peceni
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1. Specificka aktivita XDH v pe

ceni . nblitkach — — — aktivita 10° nkot;n-.g" tnr-lkovfn1
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2. Specificka aktivita XDH pri kifmeni kontrolnym krmivom — a krmivom neobsa-
hujacim tuk — — —; A — pecen, B — oblicky, C — pankreas — Specific XDH acti-
vity in feeding the control feedstuff —— and feedstuff not-containing fat — — —;

A — liver, B kidneys, C pancreas

a pankrease oproti enzymu v oblickach (obr. 4). Dynamika vyvoja akti-
vity XDH v oblickdach mala priblizne rovnaky priebeh ako bolo zazname-
nané u kontrolnych zvierat. Naproti tomu v peCeni a pankrease japon-
skych prepelic vyvolala kyselina stearova Statisticky vyznamné zvySenie
Specifickej aktivity XDH uZ po jednodennej aplikacii. Po tomto prudkom
zvySeni nastala stabilizdcia dosiahnutej Grovne enzymatickej aktivity
v oboch orgdnoch. Peceniovda XDH aktivita pretrvavala na rovnakej hod-
note do konca pokusného obdobia, zatial o v pankrease doslo na Stvrty
deni kifmenia s kyselinou stedrovou k dalSiemu, hoci S$tatisticky nevy-
znamnému vzrastu XDH aktivity.
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3. Specificka aktivita XDH pri kemeni kontrolnym krmivom - a krmivom s Kyse
linou laurovou — — —, palmitovou — . — a olejovou . . . .; A — pecen, B — oblicky,
C — pankreas — Specific XDH activity in feeding the control fcedstuff and
feedstuff with lauric acid — - - palmitic —. . —.— and oleic . . .. acids; A —-
liver, B kidneys, C — pancreas
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4. Specificka aktivita XDH pri kifmeni kontrolnym krmivom ———— a krmivom s Kky-
selinou stearovou — — —; A — pedeil, B — oblicky, C — pankreas — Specific XDH

activity ni feeding the control feedstuff and the feedstuff containing stearic acid
— — —; A — liver, B — kidneys, C — pancreas

336 VETERINARNI MEDICINA — 1992



L 5 AR |
akbivita 10 nkat . mq‘ bietkovin

1
1
[P 9 \
A \
| /]
B P "\
uxg,) i ( |
l /\ a8 ‘/.' 2 |
/ \ w01 \ '/ pid ‘ / 1
} \ | «eqo! o /1 40,01
' ey 1 o #4 7 ¢y 1
£ @005 | / | /// o«;!,m 0
yavp'an /7
‘ { \ / B /I \
‘ ///.‘(‘n Y i / - \/
| Swson” [ o { ‘y (RIS . \y;
< \ / - »
Y2 . :
4 i '
) {
4 6 ) 6 8 4 6 8
(9nij?
5. Specificka aktivita XDH pri kimeni kontrolngm kemivom ——— a krmivom s kyse-
linou linolovou — — a linolénovou . . . . A — pecen, B — oblicky, C — pankreas
— Specific XDH activity in feeding the control feedstulf ———— and feedstuff contain-
ing linoleic — — — and linolenic acids . . . .; A — liver, B — Kkidneys, C — pancreas

Posobenie kyseliny linolovej a linolénovej na vyvoj Specifickej aktivi-
ty XDH (obr. 5) bolo rovnako organovo selektivne. Oblickova XDH akti-
vita nevykazovala Statisticky vyznamné odchylky od hodnoét zistenych
u kontrolnych zvierat. Obidve nenasytené mastné kyseliny vyvolavali len
maly posun k niz§im hodnotim v priebehu sledovaného obdobia. Naproti
tomu vyvoj XDII aktivity v peceni a pankrease bol tymito mastnymi kyse-
linami vyrazne ovplyvneny. Specifickd aktivita XDH v peceni poklesla
po prvom dni kfmenia experimentdlnym krmivom dokonca eSte pod hod-
notu aktivity stanovenej na zaciatku experimentidlneho obdobia, teda po
ukonceni proteinovej deplécie. V dalSom obdobi aktivita sice vzrastala
s priblizne podobnou rychlostou ako prebiehal vyvoj XDH aktivity v pe-
ceni kontrolnych zvierat, ale Statisticky vyznamny rozdiel bol stdle po-
merne vysoky. Depresia XDH aktivity v peceni bola pritom vyraznejSia
pri posobeni kyseliny linolovej nez linolénovej.

Specifickd aktivita XDH v pankrease rovnako ako v peceni poklesla
po jednodnovom krmeni s kyselinou linolovou, alebo linolénovou pod
hodnotu stanovenu na zaciatku experimentdlneho obdobia, hoci tento
pokles nebol natolko vyrazny ako u hepatdlnej XDH. Na rozdiel od pe-
c¢ene vSak v dalSom obdobi XDH aktivita pankrease pretrvdavala na rovna-
kej urovni. Rovnako ako v peceni bol vplyv kyseliny linolovej vyraznej-
§i ako vplyv kyseliny linolénovej.

DISKUSIA

VyuZitie modelu proteinovej deplécie a ndaslednej replécie umoZnilo
presnejsie charakterizovat vplyv mastnych kyselin na organovu $pecific-
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ku aktivitu XDII. Nutricné zdsahy sa najcitlivejSie odrazaji v obdobi in-
tenzivneho rastu zvierat. V tomto obdobi vsak zaroven dochadza k naj-
vyraznejSej kumuldcii neuroendokrinnych faktorov ovplyvitujicich enzy-
maticku aktivitu. Modelovy systém proteinovej deplécie a naslednej re-
plécie (GazZo a i, 1985) umozZiuje eliminovat prinajmensom cast tychto
faktorov, pricom vSak procesy prebiehajiace pri proteinovej replécii u do-
spelych zvierat pripominaji procesy vyvinu a rastu. Vyvoj XDH je cha-
rakterizovany poklesom jej aktivity ako ndasledok proteinového hlado-
vania (Nir ai., 1974; Gazo a i, 1980) a pri navrate ku kimeniu s do-
statkom bielkovin opitovnym zvySenim pripominajicim ontogeneticky
vyvoj XDH (Jankela, 1977). Skrmovanie beztukovej diéty naznacilo,
ze replécia XDH aktivity je vyvolana vylucne repléciou bielkovin v krmi-
ve bez vplyvu tuku na tejto dynamike. Za kratky cas trvania experimen-
tu sa nepritomnost mastnych kyselin nemohla prejavit, kedZe zdsobny
tuk hydiny obsahuje velké percento polynenasytenych a esencialnych
mastnych kyselin (Lang, 1970), ktoré méZze organizmus zvierata plne
vyuzivat.

Na zaklade pozorovania ucinku individudlnych mastnych kyselin ich
mozno rozdelit do trech skupin. V prvej st kyseliny nevykazujice zZiadny
vplyv na organovia aktivitu XHD. Su to nasytené mastné kyseliny — lau-
rovda a palmitova a mononenasytena — Kkyselina olejova. Do druhej sku-
piny patri jedina z testovanych mastnych kyselin — Kkyselina stedrova,
ktora zvySovala aktivitu XDH v pecCeni a v pankrease. Konecne v tretej
skupine su mastné kyseliny s depresivnhym ucinkom na XDH aktivitu. St
to esencidlne polynenasytené mastné kyseliny -— linolova a linolénova.

Ukazalo sa, Ze ucinok testovanych mastnych kyselin je do urcitej miery
organovo selektivny, ovplyviiuje XDH aktivitu len v peceni a pankrease
bez vplyvu na XDH v oblickach.

Stimulujaci acinok kyseliny stearovej je vzhladom na jej neesencialitu
nepochopitelny. V pokusoch autorov Gazo a Knobloch (1964) po-
zorovali pozitivny ucinok kyseliny stedrovej na operenie kohutikov a rov-
naky ucinok na aktivitu XDH bol zisteny v prdcach Fishera ai. (1967)
a Woodwarda a i. (1975). Pritom sla vSak z celkového poctu 11
mastnych kyselin podiela kyselina stedarova necelymi 10 Y% na zloZeni
tuku u sliepok.

Fyziologicky vyznam depresivneho vplyvu esencialnych kyselin — li-
nolovej a linolénovej na XDH z peCene a pankreasu je takisto nejasny:
Esencidlne mastné kyseliny podporujua rast organizmu. MoZno prave zni-
Zenie katabolickych funkcii je primarnym mechanizmom tohto ich acin-
ku. Fisher ai. (1967) a Lee a Fisher (1971) pozorovali rovnako
depresivny ucinok kyseliny linolovej a linolénovej na aktivitu XDH v pan-
krease a predpokladali, Ze tento vplyv sa realizuje cestou zmien v degra-
dacii enzymatickej molekuly, ¢im dochadza k zniZeniu katabolizmu ami-
nokyselin a teda exkrécie dusika.

Z uvedenych pozorovani vyplyva, Ze nutriény vplyv mastnych kyselin,
a to i takych, ktoré sa vyskytuju v tukovom tkanive hydiny, nie je za-
nedbatelny a vyrazne sa prejavuje na stupni XDH.
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Doslo dna 4. 7. 1991

JANKELA, |. (Institute of Animal Biochemistry and Genetics of the Slovak Academy of
Sciences, Ivanka pri Dunaji): The effects of dietary fatty acids on the XDH activity
in Japanese quail. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 333—339.

The aim of the present study is to determine the effect of different fatty acids on the
amino acid catabolism judged on the level of xanthine dehydrogenase (XDH). The model
system of protein depletion with subsequent repletion was used in the trial consisted
of Japanese quails 71 days old. In the period of protein repletion, the fatty acid (stearic,
palmitic, oleic, linolenic, linoleic and lauric, respectively) was used instead of common
fatty compound in the diet. Specific activities of XDH in liver, kidneys and pancreas of
quails were tested dynamically from the first to the eighth day of feeding. It was
demonstrated that neither lauric, palmitic nor oleic acid, respectively, had an effect
on the development of the specific activity of XDH (Fig. 3). Stearic acid as a sole
fatty compound in the diet however evoked reactibility of XDH in liver or in pancreas
in different way as in kidneys (Fig. 4). The dynamics of the XDH development in
kidneys was practically identical than that in the control. However, XDH in liver and
pancreas rised statistically already from the first day of feeding. The effects of lino-
lic and linolenic acids on the development of specific activity of XDH were organ
selective, too (Fig. 5). XDH in kidneys was shown in the same manner as in the
control gorup. In liver and pancreas, however, the specific activity of XDH was di-
minished markedly just from the first day of feeding.

Coturnix coturnix japonica; nitrogen elimination; liver; pancreas

Adresa autora:

Mgr. Jan Jankela, CSc., Ustav biochémic a genetiky zivocichov SAV, 900 28 lvanka
pri Dunaji
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU VETERINARNI MEDICINA

Casopis VETERINARNI MEDICINA uveiejiuje pilivodni prace, recenze apod.

Autor je plné odpovédny za plvodnost prdace a za jejf vécnou i formalni spravnost.
K praci musi byt pripojeno prohlaseni autora o tom, Ze prace nebyla publi-
kovana jinde.

O uverejnéni prdace rozhoduje redakéni rada c¢asopisu, a to se zietelem k lektor-

skym posudkiim, védeckému vyznamu a piinosu i kvalité pracf. Jednotlivé prédce ne-
maji mit rozsah vétsi nez 10 aZ 12 stran psanych na stroji se viemi piflohami.
Technicka tdprava rukopisu. Uprava rukopisu ma odpovidat CSN 88 0220 (format A,
30 rdadek na stranku, 60 Ghoz na radku, tzn., Ze mezi iradky se deélaji dvojité mezery).
Ilustrace, grafy, atbulky a fotografie (&ernobilé) majf vyhovovat CSN 88 2109, dodavajf
se zvlasl a nepodlepuji se. Rysuji se tusi na bily nebo pauzovaci papir a popisuji se
jednotnou velikosti pisma ($ablona 3,5 mm). Na zadni strané se vyznac¢i tuZkou pora-
dove cCislo obrazku a napiSe se jmeéno autora ¢lanku. Texty k obrazkim se doddavajf
na zvlastnim listé, umisténi obrazkii se¢ oznacuje na levem okraji piisluiné strany
rukopisu ¢fslici v krouzku. Tabulky se cisluji fimskgmi Cislicemi. Na vdechny obrazky
i tabulky musi byt v textu prdace odkazy. Pro pireklad do angli€tiny je nutné vysvétlit
viechny pouzite zkratky.
Oprava vlastni prace. Nazev prdace nemd piesahovat 85 thozi. Je nutné se v nazvu vy-
varovat obecnych frazi jako: Studie o... Prispevek k... Kazdy zaslany clanek musf
byt samostatnou praci, nemohou byt publikovany c¢lanky na pokracovani, stejné tak
jsou vylouceny podtituly ¢lanku.

Jména autori se uvadeéji hez titulit — piijmeni a prvni pismeno jmena.

Souhrn. Vypracovani souhrnu je nutne vénovat obzvlastni péci. Autor do ného ma
shrnout v3e, co je na jeho praci pozoruhodné a nové a co mda byt dokumentovano.
Souhrn ma byt nekritickym informacénim vygb&rem v¢znamného obsahu a zavéru, ni-
koliv vsak jeho pouhym popisem. Musi vyjadrit viechno podstatne, co je chsazeno ve
védecké prdaci, nemd ji vsak nahradit. Nesmi pirekrocit rozsah 170 slov. Je tieba, aby
byl psédn celymi v&tami, nikoliv telegrafickym zplsobem. Pro preklad do anglictiny se
pozaduje souhrn del&i {do dvou rukopisnych stran) s odkazy na tabulky a obrazky,
popt. s anglickgmi odbornymi terminy nebo uz pielozeny do anglictiny. Souhrn zacind
jménem autor, ndzvem pracovisté a jeho sidlem (v zavorce), titulem ¢lanku a ci-
taci: Veter. Med. (Praha), 00, 1990. Mista oznac¢enda nulami doplni na kompletni citaci
pri korekture redakce.

Klitova slova. Pod souhrn je nutno po vynechani Fadky pripojit klicova slova. Ta
maji slouzit k rychlé orientaci a pri zarazovani prace do kartotéky. Klicovych slov by
nemélo byt mené neZ 3 a vice nez 12, Zacinajf malym pismenem a oddélujf se stred-
nikem.

Ovod. Uvod ma obsahovat hlavni diivody proy byla prace uskuteénéna a velmi strué-
nou formou stav studované otazky. Je nutné se v ném vyhnout rozsahlym historickym
prehlediim. Uvidi se bez nadpisu, je mozné v nem uvest k prdci se vztahujici citaci
autorl (doporucuje se co nejnizsf pocet citaci — ¢tyri az osm autorii).

Material a meiody. Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li pilivodni, jinak postacuje
citovat autora metod a uvadét jen piipadné odchylky. Je v nich popsdan pokusng ma-
teridl. Popis metod by meél umoZnit, aby kdokoliv z odbornikii moh! podle ného a pri
pouziti uvedenych citaci praci opakovat.

Vysledky. Doporucuje se nepouzivat k vyjadieni kvantitativnich stavilt tabulek a dat
prednost grafim nebo tabulky shrnout ve statistickém hodnoceni nameéirenych hodnot.
Tato ¢ast by neméla obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale faktické ndlezy.
Diskuse. Diskuse obsahuje zhodnoceni prdce. Diskutuje se o moZnych nedostatcich
a prace se konfroutuje s vysledky drive publikovanymi (pozaduje se citovat jen ty
autory, ktefi maji k publikované praci blizsi vztah), pokud maji souvislost nebo pokud
jsou s predlozenou praci nejak srovnateine.

Literatura. V textu se pii citaci uvede jméno autora a rok publikovani. Do seznamu
se zaradi vSechny price citované v textu €linku, a to podle abecedy, bez cislovani,
kazda citace na novém radku. Je-li vice praci od téhoz autora ve stejnéem roce, prida
se k letopoctu oznaceni a, b, c. Literatura musi odpovidat CSN 01 0197.

Zkratky néazvi casopist je tieba dodrZovat podle publikace doc. Bojhanskeho a kol
vydané v roce 1982 Slovenskou akadémiou vied pod ndzvom Periodikda z oblasti biolo-
gicko-polnohospodarskych vied, ich citacie a skratky.

Adresa autora. Na zvlastnim listé uvede autor akademicky titul, jméno (ne jen
zkratku), pifjmeni, védeckou hodnost a podrobnou adresu pracoviste s PSC. TotéZ
uvede i pro spoluautory.
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KONTINUALNI INTRAVENOZNI ANTESTEZIE PSA SMESI XYLAZINU,
KETAMINU A GUAIFENEZINU

]. Mezerova, L. Némedek, M. Snasil

MEZEROVA, J. — NEMECEK, L. — SNASIL, M. (Vysoka §kola veterinarnf, Brno):
Kontinudlni intravendéznl anestézie psa smést xylazinu, ketaminu a quaifenezinu.
Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 341—347.

Po premedikaci atropinem (0,05 mg.kg-!) a xylazinem (2 mg.kg ') spoleiné
i.m. jsme psy uvedli do anestézie:i. v. podanim 1 %0 ketaminu v davce 2 mg. kg~!
a bezprostredné po neém jsme zavedli infazi smés!{ xylazinu, ketaminu a guaife-
nezinu. Smeés jsme aplikovaii prvnich pét minut rychlosti 3,3 ml.kg'.h-1
a potom po celou dobu operacniho zakroku udrzovali na konstantnich hodnotach
22 ml.kg'.h-L Sledovanim dechové frekvence, dechového a minutového de
choveho objemu, vnitini telesneé teploly, EKG a zhodnocenim acidobazicke rovno-
vahy jsme nezjistili zavazné odchylky od vychozich hodnot. Na zdakladé nasich
vysledkii mizeme ovérovany zplsob doporucit k celkové anestézii zejména vét-
sfch plemen psi pii déletrvajicich operacich.

pes; celkova anestézie: kontinualni i o. infdze; xylazin; ketamin; guaifenezin;
puls: EKG; teplota; dech: dechove objemv: acidobazicka rovnovaha

Ucinna a bezpectna celkova anestézie je zdakladnim prFedpokladem pro
priznivy pritheh operacniho zakroku. Injekcni zptisob pro potfebu mini-
malniho technického vybaveni a jednoduchou proveditelnost zatim pfe-
vazuje nad anestézii inhalacni, kterd vyzaduje piistrojové vybaveni a eru-
dici pracovnika. Pro déletrvajici operacni vykony se ve veterinarnich za-
rizenich, ve kterych neni k dispozici narkotizacni piistroj, udrzuje anesté-
zie reaplikaci pFipravki v davkach obvykle odpovidajicich 1/3 a z 1/2
vychozi davky.

Intravenozni kontinudlni infize anestetika k prolongovani narkozy je
ve veterinarni mediciné zatim malo pouzivand presto, Ze v literatule je
popisovano nékolik postupl. U psi Michalot aj. (1980) referuji o in-
fuzni anestézii kombinaci alfatezinu s fentanylem. Platou aj. (1981)
pouzili pentobarbital, Voborfil (1983) po premedikaci morfinem in-
fundoval thiopental, Van Sluijs (1987) predklada zkuSenosti s kon-
tinudlni infazi dehydrobenzperidolu a methadonu a Benson aj. (1987)
popisuji infuzni anestézii sulfentanylem.

Benson aj. (1985) ziskali velmi dobré zkuSenosti s permanentni in-
fizi roztoku xylazinu, ketaminu a guaifenezinu. Smés pro infuzi pripra-
vovali prfidanim 0,25 mg xylazinu a 1 mg ketaminu do 1 ml 5% roztoku
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guaifenezinu. Zvifata byla uvedena do anestézie i. v. aplikaci smési v jed-
nordzové davce 0,55 ml.kg~!, potom byla anestézie udrZovana trvalou
infazi roztoku rychlosti 2,2 ml. kg '.h~ ! infazni pumpou po dobu 120
minut. Podobné pfiznivé vysledky s timto zplsobem dostali autofi pfi
anestézii ovce, kozy, prasete a ponyho.

V naSich experimentech jsme se zameérili na ovéreni zkusenosti Ben -
sona aj. (1985) s moznosti nahradit pro déletrvajici operacni vykony
inhalacni anestézii permanentni i. v. kapénkovou infazi smeési dostupnych
latek: xylazinu, ketaminu a guaifenezinu.

MATERIAL A METODA

Anestézii permanentni infazi smeési Xylazinu, ketaminu a guaifenezinu (ddle XKG)
jsme pouZili u 62 psi, kterf byli rozdéleni do dvou skupin — pokusné a skupiny Kkli-
nickych pacientii. Do pokusné skupiny bylo zatrazeno 10 pst bez klinickych znamek
cnemocneéni, vétsinou kfrizencu obojiho pohlavi, ve véku 3—8 let a hmotnosti 20—41 kg,
u kterych byla dodrzena 24hodinova hladovka. Skupina pacienti zahrnovala 52 psi ve
veku od 3 mésict do 10 let, hmotnosti 17,5—60 kg, u nichZ jsme ovérovanou anestézii
pouzili pri raznych operacnich zakrocich — osteosyntézach, operacfch na kloubech
a vazech, operacich na zazivacim ustrojf, na oku, pti exstirpaci novotvarii a dalsich.

I. Celkova anestézie u psa kontinudlni i. v. infuzi XKG — General anaesthesia in a dog
through the continual i. v. infusion of an XKG mixture

Piiprava smési XKG!

100,00 ml guaifenezinu (Guajacuran — inj. 5%)
2,00 ml ketaminu (Narkamon — 5%))
1,25 ml xylazinu (Rometar — inj. 20)

Anesteticky postup”

Premedikace:? atropin — 0,05 mg . kg~! a xylazin — 2 mg.kg~' i m.
Uvod:? 1) ketamin — 2 mg.kg~! pomalu i.v.
Udrzovani:> XKG prvnich 5 min 3,3 ml.kg=!.h-! potom 22 ml. kg '.h !

Rychlost kapaci infdze [pocet kapek za min) v zdvislosti na hmotnosti psa (kg)®

hmotnost? ‘l lg ‘x/Illliilf’!] udrZovani” hmotnost? 1)51 \];f)]ill(i'l] udrzovani’
I
20 i 17 11 ‘ 46 38 25
22 | 18 12 48 40 26
24 i 20 13 50 41 28
26 | 21 14 52 43 29
28 ‘ 23 15 54 45 30
30 25 17 56 46 31
32 26 18 58 48 32
34 28 19 60 50 33
36 ‘ 30 20 62 51 34
38 3 21 64 53 35
40 33 22 66 54 36
42 35 23 68 56 37
44 36 24 70 58 39

'preparation of an XKG mixture, “anaesthetic procedure, ‘premedication, ‘induction,
'maintenance, “instilling infusion rate (number of droplets per minute) in dependence
on the dog weight (kg), “weight, 8first five minutes, Ymaintenance
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U viech zvirat jsme zvolili stejny anesteticky postup. Nejdiive aplikujeme atropin
v davee 0,05 mg. kg ! spolecné s xylazinem (Rometar 2 % inj.) v davce 2 mg.kg !
i.m. Po nastupu acinku xylazinu podavame 1Y% ketamin v davce 2 mg.kg~! pomalu
intraven6zn& a po jeho aplikaci pokracujeme v trvalé kapénkové infazi XKG beingm
humdnnim setem. Infazni roztok jsme pripravovali podle navodu Bensona aj. (1985)
takto: do 100,0 ml 5"y guaifenezinu (Guajacuran) byly pridiny 2,0 ml 5% keta-
minu (Narkamon) a 1,25 ml 2V xylazinu (Rometar ). Po orientacnich poku-
sech se nam osveédc&ilo zrychleni infize po dobu prvnich 5 min na 3,3 ml.kg-!.h—!
potom jsme udrzovali rychlost 2,2 ml.kg~-'.h~! kterou jsme pripadné regulovali podle
klinickgch priznakit anestézie. Ke stanoveni rychlosti kapaci infaze v zavislosti na
hmotnosti zvirtete jsme si zhotovili tabulku (tab. 1) a mnoZstvi podavané smési jsme
prabézné kontrolovali sledovanim stanoveného pocCtu kapek za minutu v pirekapavaci
infaznihe setu. V. prvni pokusné skupiné jsme u vsech 10 pst volili trvani inidze po
dobu 90 minut. U diruhé skupiny 52 pacientd byla anestézie vedena stejnym zplisobem
az do skonceni operacniho zdékroku, ktery trval u jednotlivych pripadd 22—150 minut.

U vsech psu jsme hodnotili nastup, prib&h, probuzeni a zotaveni z anestézie a sle-
dovali trias. V pokusné skupiné jsme navic ve stanovenych c¢asovych intervalech —
pred pokusem a za 15, 30, 45, 60, 75 a 90 min po zahdajeni infdze sledovali dechovou
frekvenci, dechové objemy respirometrem WRIGHT, srdeCni frekvenci prepoctem z EKG,
vinitini télesnou teplotu a snimali EKG piistrojem BIOCARD. Pred pokusem a bezpro-
sttedné po ukonceni infize jsme odebirali vendézni krev na stanovenf vybranych uka-
zateli acidobazické rovnovahy: pH, pCO», HCO3~ a BE. Hloubku analgezie jsme oveé-
tovali vpichy jehlou v meziprsti a u pacientii sledovali odezvu na operacnf vykon.
Statistické vyhodnoceni meéritelnych veli¢in bylo provedeno parovym t-testem (Reise-
nauer, 1970).

VYSLEDKY

Ndastup, priabéh, probuzeni a zotaveni z anestézie byly u obou skupin
obdobné. Po podani xylazinu nastoupila sedace za 10—21 min (pramerne
za 15 min). U t¥f pFipadd doslo po aplikaci xylazinu ke zvraceni. Uvod do
anestézie pomalou /. v. aplikaci 1% roztoku ketaminu byl hladky, plynu-
ly, pouze u dvou pacientii se dostavil mirny svalovy tres. Po dobu infuze
anestetické smesi zistdval mirné oslabeny rohovkovy a vickovy reflex.
Infuzi bylo ve vSech pripadech docileno ztraty védomi, aplné analgezie
a velmi dobré myorelaxace. Probuzeni, které se objevovalo mezi 10.—20.
min po skonceni aplikace XKG, bylo klidné, bez vedlejSich projevi. K zo-
taveni, tj. okamziku, kdy pes byl schopen bez pomoci chiize, dochazelo
za 25—105 min (pramérné za 48 min). U klinickych pacienti doba pro-
buzeni a zotaveni z anestézie zdvisela na zdravotnim stavu a trvani in-
faze.

Méritelné veliciny vykazovaly u pokusnych psit béhem sledovaného
obdobi nésledujici zmény: Dechovad frekvence (obr. 1) stanovena pied
pokusem byla zvySena nad horni hranici fyziologického rozmezi. K sta-
tisticky vysoce vyznamnému sniZzeni hodnot do$lo pri prvnim méteni
v 15 mi a k prikaznému vzestupu v intervalech 45—60 minut. Hodnoty
dechového objemu (obr. 2) se v méfeném obdobi statisticky priikazné
nezménily. U minutového dechového objemu (obr. 3) nastalo statisticky
vysoce vyznamné snizeni hodnot v méfeni 15 min od zacatku infize. Hod-
noty tepové frekvence (obr. 4) se vyznamné zvyS8ily po zahdjeni aplikace
XKG a v dalsim prabéhu anestézie postupné klesaly. Statisticky priikazny
pokles vnitini telesné teploty (obr. 5) byl po 30. minuté anestézie a me-
zi 60. a 75. minutou. Vyhodnocenim ukazatelti acidobazické rovnovahy
(tab. II) pfed pokusem a po ukonceni infize jsme prokdazali statisticky
vyznamné rozdily u hodnot pH, pCO,, HCO,~. Analyza elektrokardiogramu
neukdzala abnormdlni zmény v rytmu a konfiguraci jednotlivych casti
EKG KkFivky.
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4. Hodnoty tepové frek
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II. Hodnoty ukazatelll acidobazické rovnovahy stanovené v krvi odebrané pred poku-
sem (1) a po skonteni permanentni infdze XKG (2) — The values of the parameters
of the acid-base balance determined in the blood collected hefore the trial (1) and
after the permanent XKG infusion was completed (2)

H pCO» pO2 HCO3— BE
I (kPa) (kPa) (MM.1-1) | (MM .1-1)
Odbér! 1
X 7,342 5,64 7.73 21,80 2,91
s -+ 0,015 -+ 0,47 -+ 1,04 -+ 2,83 -+ 1,44
Sx -+ 0,005 + 0,15 + 0,33 4+ 0,89 4+ 0,45
v (%) 0,20 8,31 13,46 12,97 49,40
Odb&r! 2
X 7,281 6,79 7,08 22,80 2,83
s -+ 0,043 =115 1,48 -+ 3,29 -+ 1,51
Sy -+ 0,014 - 0,36 - 0,47 -- 1,04 +- 0,47
v (%) 0,59 16,96 20,89 14,42 53,3
x — aritmeticky pramér, s — smérodatna odchylka, sx — stfedni chyba priiméru, » —
variatni koeficient — x — arithmetical mean, s — standard deviation, sy — standard
error of the mean, v — coefficient of variation

Iblood collection
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DISKUSE

Uvod do anestézie jednordzovym intravenoznim podanim smeési xylazi-
nu, ketaminu a guaifenezinu pred vlastni infuzi, jak jej doporucuji Ben -
son aj. (1985) se nam neosveédcil. U zvifat dochazelo k nedostatecné
ztrateé védomi, analgezii a myolelaxaci. Proto jsme po orientacnich po-
kusech medifikovali postup autortt Benson aj. (1985) tak, Ze jsme
zvifata pred zahajenim infuze anestetického roztoku uvedli do anestézie
metodikou xylazin-ketaminové anestézie, kterou publikovali Némecek
aj. (1986). K docileni Gplné analgezie se nam osvedceilo zrychleni infaze
po dobu prvnich 5 min na 3,3 ml. kg '.h ' Rovnez acinné bylo i kratko-
dobé zrychleni infize v pripadech, kdy pacient zacal béhem operace rea-
govat na bolest. Prednost modifikované metodiky spatfujeme zejmeéna
u velkych plemen psi v tom, Ze premedikovanym xylazinem je pacient
velmi dobre sedovdan, je s nim snadnéjsi manipulace s minimalnimi obran-
nymi reakcemi a je usnadnéna punkce Zily pro i.v. aplikaci ketaminu
a pripojeni infazni soupravy k injekcni jehle. PFi pouZiti uvedeného ane-
steziologického postupu je trfeba sledovat infuzi jednim pracovnikem,
protoZze mize dojit k prilnuti lumina jehly k intimeé Zily, a tim ke zpoma-
leni az zastavé infuze.

Signifikantni zvySeni hodnot srdecni frekvence v prvnich 15 min lze
pricist tachykardickému ucinku atropinu a ketaminu a zvySeni hodnot
dechové frekvence nad fyziologické rozmezi v meéfeni pred pokusem a po
rozrusSeni psa héhem mereni.

Statisticky prukazné odchylky v hodnotach acidobazické rovnovihy
svedcel v disledku hypoventilace pro castecné kompenzovanou respiracni
acidozu a koresponduji s udaji, které uverejnili Benson aj. (1985).
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MEZEROVA, J. — NEMECEK, L. — SNASIL, M. (University of Veterinary Medicine,
Brno): Continual intravenous anaesthesia in dogs with a mixture of xylazine, ketamine
and ugaifenezine (XKG). Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 341-—347.
The tested anaesthesia through a permanent infusion of a xylazine, ketamine and guai-

fenezine (XKG) mixture was used in ten experimental dogs without clinical signs of
a discase and in fifty two patients during different surgical interventions, After joint i m.
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atropine (0.05 mg/kg) and xylazine (2 mg/kg) premedication, anaesthesia in dogs was
induced by an i.». administration of 1) ketamine at a dose of 2 mg/'kg, and the XKG
was infused instantly after the previous treatment. The mixture contained 2.0 ml of
500 ketamine and 1.25 m) of 2" xylazine added to 100 ml of 5% guaifenezine. The
infusion was applied at a rate of 3.3 ml'kg for the first five minutes and then it was
maintained at constant values of 2.2 ml/kg during the whole surgical intervention
(‘Tab. 1). The induction and course of anaesthesia, and waking up and recovery from
anaesthesia were evaluated in all dogs, and the trias values were also followed. These
additional parameters were followed in the test group: breathing volumes, ECG values
and acid-hbase balance parameters were determined from the collected blood samples.
The observation of measurable parameters (Figs. 1 to 5) and ECG analysis did not
demonstrate any large departures from the starting values, and the changes in the
acid-base balance (Tab. I1) suggest the partly compensated respiratory acidosis. On the
basis of our results, we can recommend this tested method for general anaesthesia
particularly of dogs of larger breeds and for longer-lasting operations. This method
is suitable to be used first of all in the veterinary establishments where inhalation
anaesthesia is not practicable.

dog; general anaesthesia; continual i ». infusion; xylazine; ketamine: guaifenezine;
pulse; ECG; temperature: breathing; breathing volumes; acid-base balance
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INFORMACE

METODIKY DIAGNOSTIKY OOCYST KRYPTOSPORIDIT U SAVCO A PTAKD

Diagnostika kryptosporidiovych ndkaz u savcQ a ptakd za Ziva je zaloZena na detekci
oocyst prvoka vylucovanych b&hem patentnf{ periody jejich exkrementy do vnéjsfho
prostiedi. K jejich priikazu se v praxi humdnnich a veterinarnich laboratof{ pouzivaji
koprologické metody a rGzné postupy barvenf roztért vykalua.

V disledku patogenity kokcidif rodu Cryptosporidium dochdzi u nakaZeného hosti-
tele k vyraznym morfologickym zmeénam stfevniho slizni¢niho epitele, a tim k naru-
seni fyziologie trdvenf. To se kromé jiného projevuje klinicky i zménou konzistence
vykald, které byvaji mazlavé, kaSovité aZ vodnaté, obsahuji ¢asto nadm&rné mnoZstvi
hlenu, céary odloupané stievni sliznice, vlotky krve, nestravené zbytky potravy apod.
a u nemocnych mladat v obdobi mlé&né vyZivy znacné mnozstvi tukovych Cdastic. Tyto
komponenty velmi komplikuji a znesnadiuji vlastni koprologické vysetieni. Nesnaz je
v tom, Ze pii pouZiti jakéhokoli flotacniho roztoku pii vySetiovani exkrementl hosti-
teltt vétsinou nevznikne po centrifugaci vzorkd pevny sediment, ale na povrchu super-
natantu se vytvoif jakasi ,zatka“. Z ni je prakticky bud zcela vylouceno odebrat po-
moci klicky nebo pipety jiZ samotny vzorek nebo tento vzorek je natolik znecistény
riznymi ¢asticemi a nestrdvenymi zbytky vykald, ze pii mikroskopovani je zorné pole
nepirehledné a determinace oocyst Kryptosporidii je tak vzhledem k jejich malym
rozmérim skutecné velmi obtiZna. V nékterych koprologickych metodikdch se pro
vytvoireni pevnéjsitho sedimentu jako doplnék k vy3etfovanému vzorku trusu pouzivaji
napi. bentonit, talek a dal3i rizné detergenty. NaSe dlouholeté zku3enosti z vy3etio-
vani sajicich telat, jehnat i kiizlat nakaZenych Kkryptosporidiemi (potvrzené rovnéz
pracovniky veterinarnich parazitologickych laboratoif v Ceské republice) ukazuji, Ze
ani toto neusnadiiuje proces piipravy vzorkl exkrementl k vySetieni.

Uvadime proto metodiky, které se nam osvedcily specidalné pti diferencialni diaghos-
tice kryptosporidiovych nakaz u savci a ptakd vcéetné nékterych novych laboratornich
pomucek, Kkteré usnadnuji, standardizuji a zefektiviuji jak postup piipravy, tak
i vlastnf vySetitovani vzork( vykali na pritomnost oocyst Kryptosporidif. V zavislosti
na konzistenci exkrement raznych hostiteld pti poruchdch zaZivacfho traktu doporu-
cujeme kombinaci nékterého uvedeného postupu a metod:

A. METODA NATIVNIHO PREPARATU

Detekce oocyst Cryptosporidium spp. se provadi v kapkich vhodne tekutiny (vody,
fyziologického roztoku), které bylo pouZito pii homogenizaci a k tedéni vySetfovaného
vzorku trusu. Postup piipravy a vlastnf vygetieni:

a) 1—3 g trusu (nebo 3 ml vodnatych vykali) se roziedf s 10 ml (nebo 7 ml) vhodné
tekutiny ve treci misce;

h) homogenat se preced! pres cajoveé sitko;

¢) 1—3 kapky tekutiny homogenatu se pomoci Pasteurovy pipety prenesou na podloznf
sklo s tfemi jamkami. Pridaji se 1-—2 kapky glycerinu, Gstfm pipety nebo sklenénou
ty¢inkou se smés promfsi a nakonec se piriloZi kryci sklicko o rozmérech 18 <X
>< 18 mm;

d) po 2—3 min se vzorek prohlizi mikroskopem pii 400—1000nasobném zvétSeni.

Poznamka: Metoda je velmi rychla a spolehliva. Dovoluje vynechat kroky ad
a), b). V takovém ptipadé se¢ malé mnozstvi trusu smfisi s 2—3 kapkami vody primo
v jedné jamce podloznfho skla, pridd se glycerin nebo se takto pripravena smés k vy-
setienf odsaje do vedlejsi jamky, prilozi se krycf sklitko a vzorek lze okamiZité vy-
setifovat. Glycerin pasobf jako flotaéni roztok. Teézsi castice exkrementl zlstdvaji na
dné jamky, oocysty se koncentrujf ve vrchni vrstvé, jejich stény se zkontrastnf a vniti-
ni struktura oocyst ma nartzovély nadech (Pavlasek, 1991).

VETERINARNI MEDICINA — 1992 349



b. FLOTACNI METODY

1. Detekce oocyst kryptosporidif se provadi v tekutine supernatantu odebrané pomoci
Klicky nebo pipety z povrchového menisku néktercho z h&%né pouZivanych flotac
nich roztoki o mérné hmotnosti 1,2—1,25 g - ml~! po centrifugaci na podloznim
sklu pti zvétSenf mikroskopu 1000krat.

2. Vzhledem k obtiZim pii vySetrovani nekterych vzorkd vykali se zménénou konzis-
tenct doporucuje se odbér supernatantu z povrchové blanky provadét s pouzZitim
vhodného flotaénfho roztoku s vys$e uvedenou meérnou hmotnosti bez centrifugace
a aZz po 30 minutach.

3. Tento zplsob detekce je vhodny zvlasté v téch piipadech, kdy se vygetiujf vznrky
exkrementli, Kktere vytvaieji po flotaci (bez nebo po centrifugaci) tzv. | zatku®,
a rovnéZz tehdy, jestliZze se zjistuje kvantita, stupen ndkazy ¢i intenzita vgskytu
oocyst kryptosporidif.

Postup pri vySetieni je potom nasledujici:

a) 1—3 g tuhych nebo tidkych vykali (3 ml vykali vodnale konzistence] se zied{
s 10 ml (7 ml) pitné vody a zhomogenizuje ve treci misce;

b) pres cajové sitko se homogendat precedi do kalibrované centrifugacéni zkumavky
o objemu 10 ml, v jejiZ horni poloviné jsou naznacCeny dvé rysky zabezpecujici
standardizaci rutinntho vysSetirovant vzorku;

¢) po 3—5 min centrifugace piti otdc¢kach 2500 za min se voda opatrné sleje a po-
vrch sedimentu opldachne vodou tak, jak doporucuje Breza (1957),;

d) k sedimentu se aZ po okraj dolni vyznacené rysky na obvodu centrifugacni zku-
mavky ptidd vhodny flotaén{ roztok a obsah rdadné promicha sklenénou ty€inkou;

e) flotace probfhd bud 30 min bez centrifugace nebo stejnym zplsobem uvedenym
v bodu c) této casti;
horni meniskus supernatantu (v pifpadé vytvoren{ ,zatky" se vrchni vrstva
opét opatrné promfsfi sklen&nou tycinkou a necha ustat po dobu 5 min) se pfe-
vrstvi opatrn& vodou nebo fyziologickym roztokem aZ do tdrovn& horni rysky;
sklenénou tyc¢inkou se tekutiva mezi dvema ryskami centrifugaéni zkumavky
promichavé tak, aniZ by se porusil vrchni meniskus flotacniho roztoku. Piftomné
oocysty kryptosporidif, jakoZ i jiné parazitarni zarodky difundujf do této c¢asti
tekutiny;

Pasteurovou pipetou se odeberou 2—3 kapky tekutiny a ptrenesou na podloZnf

sklo s jamkami a do nich se ptidaji 1—-2 kapky glycerinu. Potom se pfilozf

kryci skli¢ko a vzorek se prohlizi pod mikroskopem pii 400—1000ndsobnem zvét-

Senf, Pro kvantitativni stanovenf po¢tu oocyst je mozné obsah tekutiny pienést

na vrchni s¢itaci plochu hornf desticky UNIPOK.

f

—

—

g

h

—

Nejvhodnéjsi zphsob detekce oocyst Cryptosporidium baileyi a jejich Kkvantitativni
stanoven!{ (pomoci{ poc¢itaci komirky UNIPOK) p#i kloakdlnf, bursalnf a respiratornf
form& ndkazy u ptikd je metodika vy3etfovani obsahu tekutiny z vyplacht kloaky
a dutiny zobdku (Pavlasck, 1987a, b) v nativhim preparatu. VySetiuif se 1—2 kap-
ky samotné tekutiny nebo se k nif ptida stejné mnoZstvi glycerinu tak, jak je uvedeno
v pozndmce bodu A. Exkrementy ptdki se mohou pochopitelngé vySetiovat stejnym
zpGsobem, jak je uvedeno v bodé B, avSsak vzhledem k lokalizaci prvoka pokladame
tyto metody za zbytedné casove i materidlové ndrocnéjst a neefektivni.

Diagnostika kryptosporidiovych nakaz zistava aktualni i v soucasné dobe a stale
s sebou prinasi urcité tézkosti a problémy piri prikazu oocyst prvoka. NaSe uvedené
a osvédcené postupy a metody vychdazejf i z biologie téchto protozoi. Pro detekci oocyst
jsou skutecné velmi efektivni, jednoduché, rychlé (piedevsim metoda nativniho vy-
Setienf s pouzitim glycerinu) a financéné dostupné. Metoda vysetiovani vzorki trusu
nemocnych mladat savei v obdobi jejich mlééné vyZivy, kdy flotadnf roztok se pre
vrstvuje vhodnou tekutinou a jejiZz obsah se nasledné vysSetiuje, vyznamné ulehéuje
vlastni diagnostiku kryptosporidiovgch ndkaz v relativngé €istém zorném poli pti mikro-
skopovani, Doporucuje se vyuzit laboratornich pomicek (podlozniho skla s ttemi jam-
kami, kalibrované centrifugadni zkumavky a univerzalnf pocitaci komirka — UNIPOK),
které pripravu i vlastnf vySetfenf daného vzorku trusu velmi usnadnuji a standardi-
zuji. Tyto laboratornf pomicky dodéava individualné nebo v soupravé FIRMA FORING,
Ondrouskova 4, 635 00 Brno.
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Nasi vaZeni zakaznici,

dovolujeme si touto cestou upozornit ty z Vés, ktefi se s naSimi vyrobky doposud bliZe
neseznamili, Ze

je tradiénim vyrobcem medicinské techniky, ktery se jiZ Gsp&Sn& prezentoval i mimo
tuzemsky trh.

DokéZeme uspokojit nejen poZadavky na dovybaveni jiZ zavedenych pracovist, ale
i poZadavky na nové zaklddana pracovisté

— vSeobecného 1ékare, stomatologa, gynekologa a dalsich odborngch lékari

— centralnf sterilizace nemocnic

— lékérenské sluzby

— veterindrnitho 1ékare

a v neposledni fad& i pracovist mimo klasickou medicinu

— laboratorf a dstavi

a rovnéZ provozoven

— kadefnictvi, kosmetiky, pedikiry a manikdary

Optimdlni vybér s ohledem k potfebam Va3{ praxe ziskédte po volbé&

( )
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a na linkdch

¢,
pi. Kevricova — z nasich vyrobnich obori horkovzdu$né sterilizace
v cendch od KCs,
&.
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¢.
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v cenédch od K¢és,
&
pi. Kevri¢ova — kryochirurgie (v&. gyn.)
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8.
pi. Zvdtorova — z vyrobkil dentalni techniky diagnézy, ultrazvuku
a elektrochirurgie danské firmy
v cenédch od Kés.
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