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VPLYV PŘÍPRAVKU Z1NDEP NA HLADINU B-LYMFOCYTOV
U GRAVIDNÝCH KRÄV

M. Levkutová, V. Bajová

LEVKUTOVÁ, M. — BAJOVÁ, V. (Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice): 
Vplyv přípravku Zindep na hladinu В lymjoeytov и gravidných krát). Veter. Med. 
(Praha), 37, 1992 (5—G): 257—26ti.

V práci sme sledovali imunomodulačný vplyv přípravku Zindep na humorálnu 
odpověď gravidných krav od polovice siedmeho mesíaca gravidity do porodu, 
po otelení a u teliat po narodení a v 15. deň ich života. Vzostup hladiny B-lymfo- 
cytov bol pozorovaný na 2., 5., 8., 15., 30., 50. a 60. deň pokusu. Najvyššie prie- 
merné hodnoty holi zistené v pokusné) skupině na 8. a 15. den pokusu s priemer- 
nými hodnotami 23,9 + 2,83 resp. 23,9 i 3,68 %. Uvedené hodnoty holi štatisticky 
významné (T-test) na hladině P < 0,01 a P < 0,05. Priemerné hodnoty B-lymfo- 
cytov u krav v pokusné) skupině po porode holi v priemere 21,6 % a v kon­
trolně) skupině 19,0 %. U teliat v oboch sledovaných skupinách neboli zazname­
nané výraznejšie rozdiely v počte B-lymfocytov. Štatisticky neboli vyhodnotené 
hodnoty u teliat pre malý počet odberov.

krava; imunomodulácia; EAC-rozety; В lymfocyty; Zindep

Zinok ohřáni zvieratá proti bakteriálnym a virusovým infekciam (Sny­
der a Walker, 197(1; T о с с o - В r a d 1 e у a Kluger, 1984). 
Vyskytuje sa vo všetkých buňkách živého organizmu, je aktivátorům 
různých enzýmov-metaloenzýmov (Underwood, 1971; Laurie, 
1983). Prostredníctvom nukleových kyselin zinok posobí ako buněčný re­
gulátor (Prasad a i., 1975; Cousins, 1984). Vplýva na stabilitu 
buněčných membrán; inhibuje prietok ionúv a intracelulárnych metabo- 
litov cez plazmatickú membránu buniek sposobená in nitro hemolytický- 
mi agensami (Pasternak a i., 1985a, b; В a s h f o r cl a i., 198(1; 
Pasternak, 1987).

Tento esenciálny prvok je nenahraditelný pre buňková proliferáciu 
a diferenciáciu a posobí pri všetkých fázach buněčného delenia (Slabý 
a i., 1984). Svojím postavením v metabolizme buniek ovplyvňuje buňková 
a humorálnu imunitu. Murray a Yetley (1983) zistili, že zinok 
v nízkých dávkách (do 8 mg. kg 1 ž. h.) posobí imunostimulačne, pri 
vyššej dávke imunosupresivne.

Cielom nasej práce bolo sledovat imunomodulačný vplyv přípravku 
Zindep na dynamiku B-lymfocytov u gravidných kráv od polovice sied­
meho mesiaca gravidity do porodu, po otelení a tiež dynamiku B-lymfo­
cytov u ich potomstva po narodení a v 15. deň ich života.
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MATERIAL a metoda

Do pokusu bolo zařáděných 10 krav od polovice siedmeho mesiaca gravidity do pří­
rodu, po otelení а к sledovaniu bolo použité aj ich potomstvo po narodení a v 15. doň 
ich života.

Platím kravám bol aplikovaný Zindep inj. a. u. v. do svaloviny krku v dávke 3 mg 
Zn . kg'1 ž. h. Dalších piiť kráv bolo kontrolných.

1. Dynamika B-lymfocytov po aplikácii Zindepu gravidným kravám; os x — dni, os 
у — priemerné hodnoty; -------- pokus, — — — — kontrola, — .—.—.—. porod —
The dynamics of B-lymphocytes after Zindep administration to gravid cows; x axis — 
days; у axis — average values; -------- trial, — — — — control, —. — . — . — . par
turition

Zindep je sivá suspenzia elementárneho zinku a oxidu zinočnatého v rastfinnom ole 
ji. Prípravok bol vyvinutý na Univerzitě veterinárskeho lekárstva, katedře vnútorných 
chorůb prežuvavcov a ošípaných, v Košiciach.

Počet rozetujúcich B-lymfocytov sme stanovili u piatich pokusných a piatich kon 
trolných dojnic podlá Bianca a i. (1970) s nasledujúcimi úpravami: К samotné 
mu stanoveniu sme použili suspenziu lymfoidných buniek o koncentrácii 10й. ml-1, 
ktorú sme přidali do RPMI-1640 vysýteneho felálnym kolostrálnym sérom, ako roze- 
tujúce médium, namiesto povodně používaného Veronalového pufru. К tomuto množ 
štvu sme přidali dvojnásobné množstvo suspenzie erytrocytov, amboceptoru a komple 
mentu. Obsah skúmaviek sme premiešali a inkubovali. Po dvoch hodinách inkubácie 
sme sediment resuspendovali a kvapku sme Pastorovou pipetou preniesll do Bilrkero- 
vej komůrky. Počítali sme 200 lymfocytov. Za rozetujúcu buňku sme považovali každý 
lymfocyt, ktorý naviazal tri a viac erytrocytov. Každá vzorku sme opakovali dvakrát. 
Výsledek sme počítali podlá vzorca:

počet rozlet. 100
Hi rozlet —------------- —------------ -—

lymfocyty (200)

VÝSLEDKY A DISKUSI*

Hodnoty В -lymfocytov v tk doň pokusu v obidvoch skupinách holi v sú- 
lade s fyziologickými hodnotami udávanými autormi Cimbál a i. 
(1984), t. j. 18,57 + 2,7 %. V priebehu pokusu bol v pokusnej skupino 
v sledovaných dňoch (2., 5., 8., 15., 30., 50. a 00. deň) zaznamenaný vzo-
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stup hladiny B-lymfocytov. Najvyššie priemerné hodnoty holi zistené 
v pokusnej skupině na 8. a 15. deň pokusu s priemernými hodnotami 
23,9 + 2,83 resp. 23,9 + 3,68 %. Rozptyl priemerných hodnot B-lymfocy­
tov v kontrolně] skupině sa pohyboval do porodu od 18,6 do 21,3 %. Prie­
merné hodnoty B-lymfocytov u krav po porode v pokusnej skupině boli 
21,6 % a v kontrolně] skupině 19,0 %. U teliat v oboch sledovaných sku­
pinách neboli zaznamenané výraznejšie rozdiely v pdčte B-lymfocytov. 
Priemerné hodnoty u týchto teliat boli v rozmedzí 9—12 % čo je v zho- 
de s výsledkami, ktoré udávajú Cimbál a i. (1984). Autoři udávajú 
hodnoty B-lymfocytov u zdravých teliat vo veku 2 týždne v rozmedzí 
10*—12 %. Hladina B-lymfocytov u teliat bola sledovaná EAC testom 

v 15. deň ich života. U novonarodených teliat dochádzalo pri separácii 
lymfocytov к značnej lýze erytrocytov. Je známe, že B-lymfocyty u novo­
narodených teliat sú nezrelé a v našom pokuse netvořili EAC rozety.

Pre statistické vyhodnotenie výsledkov bol použitý T-test. Počet B-lym­
focytov v pokusnej skupině bol statisticky významný na 8. a 15. deň po­
kusu (P < 0,01 a P<0,05] oproti hodnotám v kontrolně] skupině.

Z uvedeného vyplývá, že Zindep statisticky velmi výrazné ovplyvnil 
hladinu B-lymfocytov v krvi dojnic.

Statistické vyhodnotenie hodnot B-lymfocytov u teliat nebolo vyhodno- 
hmé pre malý počet odberov.
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Došlu dha 19. 11. 1990

LEVKUTOVÄ, M. — HÁJOVÁ, V. (University of Veterinary Medicine, Košice): The 
effects of the Zindep preparation on the level oj В 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 (T-test) at the level 0.05 and 0.01. The 
average values of B-lymphocytes in cows after parturition reached 22.3 % in the cows 
of the experimental group and 20.5 % in the control group. No pronounced differences 
in the number of 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-lymphocytes; Zindep

Adresa autoriek:

MVDr. Maria Levkutová, doc. MVDr. Viera Bajová, CSc., Univerzita veferi 
närskeho lekárstva, Komenského 73, 041 81 Košice
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VLASTNOSTI A REGULÄCIA GLUTAMÄTDEHYDROGENÄZY IZOLOVANÉ]
Z RACHORA KMEŇA BACTERO1DES RUMINICOLA SSP. RUMINICOLA
U DANIELA

K. Holovská, V. Lenárlová, E. Rybosova, Л. Orinäk, M. Šlachová

HOLOVSKÁ, K. — LENARTOVÄ, V. — RYBOSOVA, E. — OR1ŇÁK, A. — STACHO- 
VÄ, M. (Univerzita veterinárskeho lekárstva, Kosice; Ústav fyziologie hospodář 
skych zvierat SAV, Košice; Ústav experimentálnej veterinárně) medicíny, Košice): 
Vlastnosti a regulácia glutarnfttdehydrogendzy izolonanej z bachoru kmeňa Bacte- 
roides ruminicola ssp. ruminicola и daniela. Veter. Med. (Praha), 37, 1902 (5—6): 
261—268.

Bola puntíkovaná a bližšie charakterizovaná giutamátdehydrogenáza (GDH) z ba 
oborového kmeňa B. ruminicola u daniela zrázením krystalickým síranom amon 
ným a gelovou filtráciou na Sephadexe G-200. Bola stanovená koenzýmová špe- 
cifita a Km pre NADH, 2 oxoglutarát a NH4+ (7,9.105 mol. dm-3; 1,12. 104 
mol. dm-3; 38,46 mol.dm~P). pH optimum v smere redukčně) aminácie bolo 7,2. 
Dale) bol sledovaný vplyv röznych alternatívnych zdrojov dusíka pri rastových 
podmienkach a vplyv rdznych koncentrácií amoniaku v kultivačnom médiu 
[Bmmnl.dm 3 a 3mmol.dm"B) na aktivitu GDH a GS. Vyššia Specifická aktivita 
GDH a nižšia specifická aktivita GS bola zistená pri vyššej koncentrácií amo 
niaku v kultivačnom médiu (6 mmol.dm-3). Opačná závislost bola pozorovaná 
pri nižšej koncentrácií amoniaku (3 mmol.dm-3) v kultivačnom médiu.

danie); giutamátdehydrogenáza; glutamínsyntetáza; baktérie; utilizácia amoniaku

(ediimi z najdoležitejších vlastností bachorových mikroorganizmov je, 
že přibližné 80 % z nich využívá anorganický dusík amoniaku na de novo 
syntézu aminokyselin (Bryant a Robinson, 1962). Bačkorové ba­
ktérie utilizujú amoniak na syntézu aminokyselin pomocou glutamátde- 
hydrogenázy (GDH, EG.1.4.1.2, EC.1.4.1.4) a glutamínsyntetázy (GS, EG. 
6.3.1.2), (E r f 1 e a i., 1977).

GDH je konstitutivný enzým s nízkou afinitou pre amoniak, zatial' čo 
GS má pre amoniak vysoká afinitu (Smith a i., 1981; Meyer a i., 
1967). Aktivity GDH a GS holi sledované v zmesných kultúrach bacho­
rových baktérií (Erfle a i., 1977) u baktérií adherovaných na epitel 
bachorovej steny a čiastočkách krmivá izolovaných súčasne s baktériami 
bachorovej tekutiny (Lenártová a i., 1985) a v niektorých čistých 
kultúrach bachorových baktérií (Griffith a Carlson 1974; Jen­
kinson a i., 1979; P e t t i p h e r a Lathan, 1979). Avšak vlast­
nosti a regulácia týchto enzýmov bola študovaná len u bachorového ana­
erobu Selenomonas ruminantium (Smith a i., 1980, 1981) a Succini- 
uibrio dexlrinosoloc’ns (Patterson a H es pel, 1988). Takmer úpl­
né chýbajú údaje o vlastnostiach bachorových baktérií u volné žijúcej 
zveri.
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Ciefom tejto práce bola izolácia a bližšia charakterizácia GDH z ba- 
chorového bakteriáineho kmeňa B. ruminicola u daniela.

MATERIAL A METÖDY

BAKTERIÁLNĚ KMENE A KULTIVAČNĚ PODMIENKY

V práci sme použili kmen B. ruminicola ssp. ruminicola, ktorý bol izolovaný z bacho 
ra volné zijúceho daniela a z bačkora telata. Kmeti sme kultivovali za anaeróbnych 
podmienok (v atmosféře CO;) v médiu nasledovného zloženia (na 1000 ml): kvasničný 
extrakt 0,1 g [v dalších experimentech bol nahradený glutamátom sodným, NH4CI, 
(NH4)2SO4); celobióza 0,05 g; glukóza 0,5 g; MgSO4. 7 H;O 0,05 g; CaClz 0,05 g; zmes 
UMK 3,1 ml; hemínový roztok 1 ml; NaHCO} 4 g; cystein HC1 0,5 g; roztok vitamínov 
1 ml; stopové prvky 1 ml. Médium obsahovalo 6 mmol.dm-3 koncentráciu amoniakál- 
neho dusíka (alebo 3 mmol . dm-3). Inkubácia proběhla při teploto 37 °C, 48 hodin.

IZOLÁCIA ENZYMU

Bakterlalny kmeti sme centrifugovali při 10 000 g 10 min, pri teploto 4 °C. Takto 
získánu bakteriálnu hmotu sme premyli roztokem, ktorý obsahoval v 1 1 destilované) 
vody: 5 g NaCl: 2,15 g CH3COONa; 0,35 g NaHzPOt; 1 g NajHPOi; 0,15 g MgSOt. Po 
premytí sme baktérie opat centrifugovali 10 min pri 10 000 g. Takto získané baktérie 
holi homogenizované ultrazvukem na dezintegrátorc buniek (Soniprep .150, MSE Anglic­
ko) po dobu 4 min (/ — 23 kHz, A — 10 cm), za chladenia fadom v 0,01 mol . dm 3 
trietanolamínovom pufri pH = 8,0 s 4.10~3 mol. dm-3 EDTA, ktorý obsahoval 0,1 
mol. dm-3 2-merkaptoetanolu.

Zhomogenizované baktérie bolí centrifugované pri 105 000 g 1 hodinu pri teploto 
5 °C. Supernatant bol vysolený krystalickým síranom amonným (40—70%) pri teplo­
tě 4 °C a sediment po dialýze bol purifikovaný gélovou filtráciou na Sephadexe G-200, 
která prebiehala v 0,01 mol. dm-3 fosforečnanovom pufri pH — 7,5, rýchlosťou 12 
ml . h L

STANOVENIE ENZÝMOVEJ AKTIVITY

GDH aktivita v smere redukčně) aminácie bola stanovená podia Erie den a (1961) 
na základe oxidácie NADH (NADPH) pri 340 nm. Vznikajúci NAD + (NADP+) bol me- 
raný na spektrofotometr! Specord 40 M, UV VIS s temperačným zariadením. Inkubá 
cia prebiehala v 0,01 mol. dm-3 trietanolamínovom pufri pH = 8 s 4.1О"3 mol. dm-3 
EDTA v křemenných kyvetách (1 cm), vo vodném kúpeli pri teplete 30 °C po dobu 
10 minut.

Reakcia v smere oxidačně) deaminácie bola prevádzaná modifikovanou metodou 
podlá Chalupu a i. (1970).

Biosyntetická aktivita GS bola stanovená metodou podfa Deuel a a i. (1970) 
z rýchlosti uvofňovania Pi.

Koncentrácia bielkovín bola stanovená modifikovanou metodou Lowryho (Bailey, 
1967) a odčítaná zo štandartnej křivky připravené) z fudského albuminu.

Enzýmové aktivity holi vyjádřené v nanokataloch na mg bielkoviny.

STANOVENIE pH OPTIMA

Stanovenie optimálneho pH sa previedlo v Britton Robinsovom pufri (Brezina 
a Zuman, 1956) v rozmedzí pH od 2,1—10,3.

STANOVENIE M1CHAEL1SOVE) KONSTANTY

Vplyv koncentrácie substrátov (NADH, 2 oxoglutarálu, NH44 ) na aktivitu čiastočne 
purifikovancj glutamátdehydrogenázy bol študovaný v 0,01 mol. dm-3 trietanolamí­
novom pufri s 4.10-3 mol . dm*3 s optimálnym pH, pri teplete 30 °C. Michaelisova 
konštanta bola určená graficky podfa metody Lineweavcra a Burka.
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VÝSLEDKY

KOENZYMOVA SPECIFICITA

Bola sledovaná enzymová aktivita GDI! v smere redukčnej aminácie 
a oxídačnej deaminácie za účasti koenzýmov NADH, NADPH, NAD* 
a NADP1 (tab. I]. Ako je z tabulky vidieť, GDH z bačkorového bakteriál- 
nehu kmeňa />. ruminicola z daniela má najvyššiu aktivitu s koenzýmom 
NADH.

ZÁVISLOST ENZYMOVÉ) AKTIVITY NA pH

pH závislost bola sledovaná v rozmedzí pH 2,1 — 10,3 v Britton-Robin- 
sovom pufri; optimum je při pH ~ 7,2.

MICHAEL1SOVE KONSTANTY

Bol sledovaný vplyv zvyšujúcej sa koncentrácie NADH, 2-oxoglutarátu 
a NH4+ na aktivitu GDH v smere redukčnej aminácie a bolí určené Mi- 
chaelisove konstanty (tab. II).

I. Koenzýmovú špecifíta GDI! purifikovanoj z bačkorového kmeňa ti. ruminicola (při 
6 mM koncentrácie amoniaku — kvasničný extrakt] — The coenzyme specificity of 
GDH isolated from the rumen strain B. ruminicola (for the 6 mM ammonia concen­
tration — yeast extract)

Koenzymy*
Percento aktivity2

daniel3 tela4
NADH 100,0 0
NAD + 9,584 0
NADPH 0 100,0
NADP + 0 41,68

’coenzymes, 2percent activity, 3fallow deer, ’calf

II. Kinetické parametre pre GDH z bačkorového bakteriálneho kmeňa В. ruminicola 
u daniela — Kinetic parameters for GDH isolated from the rumen bacterial strain 
B. ruminicola in fallow deer

’Michaelis constant, 2substrates

Michaelisova 
konstante1 

( mol . dm *)

Substráty2

NADH 2-oxoglutarát NH| +

7,90 . IO“5 1,12 . IO"4 38,46 . 10 1
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III. Specifická aktivita GDU z hachorového kmeňa В ruminicola u daniela při různých 
zdrojoch dusíka — The specific activity of GDH from Ihn iiuneii strain li. rumlnicola 
in fallow deer for different nitrogen sources

Zdroj1
1 (i mmol . dm-3)

GDH (nkat. mgb~ 1)

NADH NAD +
Kvasničný extrakt2 30,36 ± 5,60 2,017 ± 0,557
NH4CI 4,27 + 1,14 0,417 ± 0,174
/NH4/2SO4 ________ 6,62 ± 2,16 0,584± 0,167

'source, 2yeast extract

IV. Specifická aktivita GDH a GS z hachorového kmeňa В. rumlnicola u daniela pri 
röznej koncentrácii amoniaku — The specific activity of GDH and GS isolated from 
the rumen strain of B. rumlnicola in fallow deer for different ammonia concentra 
lions

1 Koncentrácia amoniaku 
(zdroj kvasničný)1

GDH (NADH) 
(nkat. mgb~ 1 j

GS
(nkat . mgb ■)

i 6 mmol . dm ~3 30,36 ±5,60 25,21 ± 3,56

1 3 mmol . dm-3 0,349 ± 0,048 162,70 ± 20,78

'ammonia concentrations (yeast source)

Specifická aktivita gdh a gs pri různých podmienkach rastu

Specifická aktivita GDH (NADU) stanovená pri röznych alternatívnych 
zdrojoch dusíka v kultivačnom médiu je v tab. ill.

Specifická aktivita GDH (NADH) a GS stanovená při róznej koncen­
trácii amoniakálneho dusíka v kultivačnom médiu je zhrnutá v lab. IV.

DISKUSIA

GDH a GS holi delegované v zmesných kulturách bachorových baktérií 
(Erfle a i., 1977), u baktérií adherovaných na epitel bachorovej ste­
ny a čiastočkách krmivá, izolovaných súčasne s baktériami bachorovej 
tekutiny (Lenártová a i., 1985) a v niektorých čistých kultúrach 
bachorových baktérií (Griff i tli a Carlson, 1974; Jenkinson 
a i., 1979; P e 11 i p h e r a Lathan, 1979). Napriek tomu však musí­
me konstatovat, že je velmi málo známe o cestách asimilácie NH^ + 
u anaeróbnych baktérií bachora a úplné chýbajú informácie u volné žijú- 
cich zvierat.

Autoři, ktorí sa zaoberali štúdiom bachorovej bakteriálnej populácie 
(mikroskopické štúdie) uvádzajú, že bachorová bakteriálna populácia
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ii domácích a volné žijúcich prežávavcov je podobná (Hobson a i., 
1976). Vlastnosti a regulácia GDH a GS holi sledované len n bachorové­
ho anaerobu Selenomonas rumlnanttum (Smith a i., 1981) a Succini- 
vibrio dextrinosoloens (Patterson a H es pel, 1985).

Pretože к najdůležitejším a najčastejšie zastúpenýrn mikroorganizmem 
v bachore pri všetkých díétach patria celulolytické baktérie a B. rumini­
cola (Bartoš, 1987), zamerali sme sa v naše) práci na bližšiu cha- 
rakterizáciu GDH, purifikovaná z bakteriálneho kmeňa B. ruminicola 
z daniela.

Clastočne purifikovaná GDH holá bližšie charakterizovaná, jedným 
z prvých pozorovaní, ktoré holi prevádzané u GDH z různých zdrojov, 
bole stanovenie jej koenzýmovej Specificity. Výsledky týchto stanovení 
viedli к zovšeobecneniu, že GDH z neživočíšnych zdrojov je specifická 
iba pre jeden koenzým, na rozdiel od GDH zo živočišných zdrojov, ktorá 
je schopná utilizovať obidva koenzýmy (Holzer a Schneider, 
1957; Sanwal 1961; Frieden 1964). I keď enzýmy z neživočíšnych 
zdrojov můžu využívat len jeden z dvoch koenzýmov, sú známe případy, 
keď mikroorganizmy obsahujá NAD aj NADP Specifická GDH. Dvojná­
sobná koenzýmová špecificita bola pozorovaná u viacerých baktérií, ako 
napr. Mycoplasma Laidlawit (Yarrison a i., 1972), Selemonas rumb 
nantium (Smith a i., 1986), B. ^ragilis (Yamamoto a i., 1987).

V našej práci sme zistili u GDH purifikovanej z bachorového kmeňa 
B. ruminicola z daniela špecificita ku koenzýmu NADH (tab. I), ktorá 
sa lišila od koenzýmovej Specificity GDH, purifikovanej z bachorového 
kmeňa B. ruminicola z telata, kde bola zistená špecificita ku koenzýmu 
NADPH (tab. I).

Ďalej bol sledovaný vplyv zvyšujúcej sa koncentrácie NADH, 2-oxoglu- 
tarátu a NHth na rýchlosť enzýmovej reakcie a bola stanovená Km pro 
NADH, 2-oxoglutarát a NH4+ (tab. II). Kinetické vlastnosti GDH z růz­
ných zdrojov sa značné líšia. Michaelisove konstanty GDH sa pohybujú 
v rozpäti pre NADPH od 0,003—6,125 mmol. dm-3, pre 2-oxoglutarát od 
0,95—7,4 mmol. dm-3, pre NH4+ od 0,25—16 mmol. dm-3 (Misono a i., 
1985). Priemerná hodnota Km pre NH4+ v zmesnej bachorovej populácii 
bola 33 mmol . dm“3 (Erf le a i., 1977). Námi stanovená Km pře NH4+, 
keď bol ako substrát použitý octan amonný, mala hodnotu 38,46 mmol. 
. dm-3. Pretože maximálnu Specifická aktivitu sme pozorovali v smere 
reduktívnej aminácie, vysoká Km pre NH4 + , t. j. nízká afinita enzýmu 
к amóniovému iónu naznačuje, že asimilácia NH4 + cestou GDH u bachoro­
vého bakteriálneho kmeňa B. ruminicola u daniela, nastáva pravděpo­
dobně až pri vysokých koncentráciách NH4+.

V dalších štádiách sme sa zamerali na niektoré fyziologické aspekty 
asimilácie NH4+, preto bol sledovaný vplyv různých alternatívnych zdro­
jov dusíka (pri 6 mmol. dm-3 koncentrácii) pri roštových podmienkach 
na aktivitu GDH (tab. III). Najnižšiu aktivitu sme pozorovali, keď bol 
použitý ako zdroj dusíka NH,C1 a najvyššiu aktivitu sme zistili, keď v kul- 
tivačnom médiu bol použitý ako zdroj dusíka kvasničný extrakt. Už 
Schoffeniels (1966) poukázal na to, že použitý anión ako sáčasť 
amóniového substrátu může ovplyvniť chovanie enzýmu, pričom Km pre 
jednotlivé substráty sa měnili v závislosti od podmienok reakcií a pří­
tomného aniónu. Najvyššie boli v případe, keď bol použitý NH4C1 ako 
substrát.
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Při sledovaní vplyvu roznych koncentrácií amoniaku v kultivačnom mé­
diu 13 mmol . dm 3 a ti mmol. dm 3 — kvasničný extrakt) sine pozorova­
li při Ü mmol. dm 1 koncentrácii amoniaku vysoké specifické aktivitu 
GDH a nízku specifické aktivitu GS (tab. IV). Opačné závislost sme pozo­
rovali pri nízkej koncentrácii amoniaku v kultivačnom médiu (3 mmol. 
. dm“3). lieto výsledky sú v zhode s édajmi viacerých autorov, kto- 
rí uvádzajú, že mechanizmus asimilácie dusíka u čistých baktérií je 
priamo závislý na koncentrácií dusíka v médiu. Saito a i. (1988) 
uvádzajú, že regulácia GDI! pomocou NH|+ sa vyskytuje aj u iných dru- 
hov Bacteroides. Pozorovali, že GDH sa vyskytuje v dvoch formách — 
„vysoko aktívna forma“ a „nízko aktívna forma“, ktoré sú závislé na 
koncentrácii amoniaku v rastovom prostředí, kde je limitovaná koncen- 
trácia amoniaku a naopak.

Je teda pravděpodobné, že na rozdiel od GDI! z S. ruminantium, u kto- 
rého Smith a i. (1981) zistili, že aktivita nebola výrazné ovplyvnená 
rozdielnymi podmienkami rastu, a v případe E. coli, kde GDH participuje 
na syntéze glutamátu dokonca aj pri velmi nízkej koncentrácii amoniaku 
(75 ^mol. dm“3), v případe našich sledovaní u B. rumlnicola, asimilácia 
NH/ cestou GDH nastáva až pri vysokých koncentráciách amoniaku.
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HOLOVSKA, K. - LENÁRTOVA, V. — RYBOŠOVA, E. — OR1ŇAK, A. — STACHOVÄ, M. 
(University of Veterinary Medicine, Kosice; Institute of Animal Physiology, Slovak 
Academy of Sciences, Kosice; Institute of Experimental Veterinary Medicine, Košice): 
The properties and control of glutamate dehydrogenase isolated from the rumen strain 
Bacteroides ruminicola ssp. ruminicola in fallow deer, Veter. Med. (Praha), 37, 1992 
(5—6): 261—268.

Very little information about NHi1 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, 1.964). 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 
NHj+ on the enzyme reaction velocity was also investigated and Km was determined 
for NADH, 2-oxoglutarate and NHi + (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/dm3 for NADPH (NADH), from 0.95 to 7.4 mmol/dm3 for 
2-oxoglutarate, and from 0.25 to 16 mmol/dm3 for NHj+ (Misono et al., 1985). The 
average value of Km for NLh+ in a mixed rumen population was 33 mmol/dm3 (Erfle 
ct al., 1977]. We determined the KIU value of 38.46 mmol dm3 for NH.i+ when ammonium 
ocetate was used as substrate. As the maximum specific activity was observed in the di­
rection of reductive amination the high K,n value for NH4 + , that means the low enzyme 
affinity to the ammonium ion, suggests that the NHi+ assimilation through GDH in the
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rumen bacterial strain of B. runiinicula in fallow deer takes places only al high NH; + 
concentrations. In the following studies we investigated some physiological aspects of 
NH4+ assimilation, and therefore we followed the effect of different alternative nitro­
gen sources (for В mmol/dm3 concentrations, yeast extract, NHjCl, /NHVl'SOi) on the 
GDH activity with the given growth conditions (Tab. HI). The high specific activity of 
GDH and low specific activity of GS (Tab. IV) were observed for the ammonia con­
centration of 6 mmol/dm3 when the effect of different ammonia concentrations in 
a culture medium (3 mmol/dm3 and 6 mmol/dm3 — yeast extract) was followed. An 
inverse relationship was observed for the low ammonia concentration in a culture 
medium (3 mmol/dm3). 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 NH4 + takes place also in other species of Bacte- 
roides.

fallow deer; glutamate dehydrogenase: glutamate synthetase; bacteria: ammonia uti­
lization
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PRAKTICKÝ IMUNOLOGICKY KOŽNÍ TEST U SELAT

J. Raszyk

RASZYK, J. (Výzkumný ústav veterinárního lékařství, Brno): Prakticky imunolo­
gický kotní test и selat. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 269—279.

Praktický imunologický kožní test byl proveden u 48 odstavených selat o hmot­
nosti těla 15—30 kg. Test byl umístěn na hřbetní část těla, po předchozím vy­
holení štětin. Jeho princip spočívá v intradermální aplikaci fyziologického roz­
toku (900 yg NaCl v 0,1 ml), histaminu (100 yg v 0,1 ml) a fytohemaglutininu 
(0,1 ml; ÚSOL Praha). Za 20 min činila průměrná velikost pupenu 9,4 mm po 
aplikaci fyziologického roztoku a 20,5 mm po aplikaci histaminu. Za 24 h po 
aplikaci fytohemaglutininu byla průměrná velikost indurace 15,9 mm. U 4 selat 
(8,3 %) byla zjištěna vyšší reakce na histamin (pupen větší než 24 mm); považu­
jeme je za selata s náchylností к alergickým stavům. U jiných 4 selat (8,3 %) 
byla zjištěna nižší reakce na fytohemaglutinin (indurace 13 mm a nižší); pova 
zujeme je za selata se sníženou buněčnou imunitou. Pouze u jednoho selete 
(2,1 %) byla zjištěna jak vyšší reakce na histamin, tak i nižší reakce na fyto­
hemaglutinin. Veterinární lékař s asistentem mohou tímto testem denně v da­
ném chovu vyšetřit 20 selat. Vypracovaný kožní test byl doporučen jako prak 
tický a levný stájový test к orientačnímu hodnocení náchylnosti к alergickým 
stavům a buněčné imunity selat.

sele; stájový test: buněčná imunita: alergie; fytohemaglutinin; histamin

V současné dubě dochází, zejména v důsledků zhoršování kvality ži­
votního prostředí, ke snižování výkonnosti imunitního aparátu prasat. 
Ke zjišťování míry narušení imunitního systému lze použít náročné imu­
nologické metody in vitro i poměrně jednoduché metody proveditelné 
in vivo. Mezi tyto druhé metody lze zařadit imunologické kožní testy.

V literatuře se nám podařilo zachytit deset prací, které pojednávají 
o imunologických kožních testech u selat. Dvořák a Věžník (1966) 
použili antivepřové sérum ke stanovení stupně reaktivnosti selat a Ló­
pez aj. (1972) dinitrofluorobenzen к hodnocení pozdní přecitlivělosti 
selat. Blecha aj. (1983, 1984, 1985), Mann a Hargis (1985), 
В lodge t aj. (.1988), Rafa i aj. (1988, 1989) a Kornegay aj. 
(1989) posuzovali buněčnou imunitu selat kožním testem s fytohemaglu- 
tininem.
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V naší první práci (R a s z у к a P i 1 1 i c h , 1989 ] jsme sledovali lát­
ky, které by bylo možné využil v imunologických kožních testech u se­
lat. V následné práci (R a s z у к a P i 1 1 i c Ji , 1990) jsme navrhli osno­
vu imunologického kožního testu u selat. Účelem předkládané práce je 
vypracovat levný a praktický stájový test vhodný к orientačnímu hod­
nocení buněčné imunity a náchylnosti selat к alergickým stavům.

Naší snahou bylo imunologický kožní test co nejvíce zjednodušit. Z to­
ho důvodu jsme počet používaných látek snížili ze čtyř na tři (histamin, 
fytohemaglutinin a fyziologický roztok), dobu sledování jsme zkrátili 
ze 48 na 24 h a zahraniční přípravek fytohemaglutininu (Wellcome) jsme 
nahradili přípravkem čs. provenience (ÚSOL Praha).

MATERIAL a metody

Sledování byla provedena na 48 zdravých odstavených selatech (26 prasniček a 22 
Ranečků), kříženců plemene bílé ušlechtilé [BU) X landrase (L). Hmotnost těla se 
pohybovala od 15 do 30 kg a věk selat od 60 do 90 dnů.

Selata byla chována v experimentálních stájích Výzkumného ústavu veterinárního 
lékařství v Brně ve vyvýšených celoroštových kotcích. Byla krmena komerčními krmný­
mi směsmi pro prasata (ČOS 2; Ai) v sypkém stavu. Přístup к vodě (samočinné na- 
páječky) i ke krmným směsím (samokrmítka) měla selata ad libitum. V jednom kotci 
(1,7 m X 1,3 m) byla umístěna tři selata.

Při provádění a posuzování kožních testů byla selata fixována provazem za horní 
čelist. Imunologické kožní testy byly umístěny na hřbetní části těla v úrovni hrudních 
obratlů. V místě aplikace byly nejdříve ostříhány štětiny, potom bylo aplikační místo 
namydleno holicím mýdlem a vyholeno holicím strojkem se žiletkou. Stříhání a ho­
lení bylo šetrné a pečlivé, aby nedošlo к poranění kůže.

К intradermální aplikaci byly používány injekční stříkačky o objemu 1 ml, s dělením 
válce po 0,05 ml (Chirana, Piešťany] a injekční jehly používané к tuberkulinaci pra­
sat, délka hrotu jehly 4 mm (Chirana, závod Stará Turá). Při správně provedené intra­
dermální injekci se selatům okamžitě po podání vytvoří v místě aplikace anemický 
pupen. Po vpravení objemu 0,1 ml je 6—8 mm velký. Anemický pupen vymizí do jedné 
až dvou minut po intradermální injekci.

Intradermálně byly selatům aplikovány tři látky: chlorid sodný, histamin a fytohe­
maglutinin, všechny v objemu 0,1 ml. Místa aplikace jednotlivých látek byla od sehe 
vzdálena 5 cm a byla předem označena tečkou l%0 vodným roztokem genciánové viole­
ti. Na připraveném aplikačním poli byly látky aplikovány od hlavy к zádi v pořadí 
chlorid sodný, histamin a fytohemaglutinin.

Jako negativní kontrola byl použit Natrium chloratum solutio isotonica Spofa (Bioti- 
ka, Slovenská Lupča). V objemu 0,1 ml bylo 900 pg chloridu sodného.

Jako pozitivní kontrola byl použit l%o Histamin ad diagnosim Spofa (Léčiva, Praha). 
V objemu 0,1 ml bylo 100 pg histaminu. Aplikací histaminu se sledovala náchylnost 
selat к alergickým stavům.

К hodnocení imunity zprostředkované buňkami (testy de nono^ byl použit fytohema­
glutinin (PHA) čs. provenience Fytohemaglutinin, 5 ml (Ústav sér a očkovacích látek, 
Praha). Lyofilizovaný PHA se rozpustil v 5 ml Natrium chloratum solutio isotonica 
Spofa.

Výrobce fytohemaglutininu (ÚSOL, Praha) však neuvádí přesnou koncentraci PHA 
vzniklou rozpuštěním lyofílizované substance. Sděluje pouze uživateli, že byla zvolena 
optimální koncentrace účinné látky (PHA), která stimuluje mitózy lymfocytů v kultuře.

Kožní reakce na intradermální aplikaci tří výše uvedených látek se posuzovala za 
20 min a 24 hodin. Měřila se velikost pupenu (za 20 min] a indurace (za 24 h) ve 
dvou na sebe kolmých směrech a z naměřených hodnot se stanovil průměr (v mm). 
К měření se používalo průhledné pravítko se stupnicí dělenou po 1 mm.

Pro zachycení okraje pupenu či indurace se osvědčilo použití kuličkového pera. Tah 
perem směřoval od periferie ke zduření a tam kde byl zaznamenán odpor se označil 
okraj zduření. Takto bylo zduření označeno z několika směrů. Celkovým spojením 
jednotlivých označení byla přesně vymezena plocha pupenu či indurace (mezi nezmě 
něnou kůží a okrajem zduření se vytvoří „žlábek“, kterým je špička kuličkového pera 
vedena po obvodu zduření).
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VÝSLEDKY

Průměrná velikost pupenu za 20 min po intradermální aplikaci chlori­
du sodného (900 (.ig v 0,1 mi) činila 9,4 + 1,4 mm (obr. 1).

Průměrná velikost pupenu za 20 min po intradermální aplikaci hista­
minu (100 ^g v 0,1 ml I činila 20,5 + 2,3 mm (obr. 1).

Průměrná velikost indurace za 24 h po intradermální aplikaci fytohe- 
inalutininu (0,1 mi; výrobce neudává přesnou koncentraci PHA) činila 
15,9 + 2,0 mm (obr. 2).

Za selata s náchylností к alergickým stavům (obr. 3) jsme považovali 
taková, která za 20 min po aplikaci histaminu měla velikost pupenu větší 
než 24 mm (bez odečtení velikosti pupenu negativní kontroly) nebo ve­
likost pupenu větší než 14 mm (po odečtení velikosti pupenu negativní 
kontroly). Tyto hodnoty byly zjištěny u čtyř selat (8,3 %).

Za selata se sníženou buněčnou imunitou (obr. 4) jsme považovali ta­
ková, která za 24 hodin po aplikaci fytohemaglutininu měla velikost 
indurace 13 mm a menší. Tyto hodnoty byly zjištěny u čtyř selat (8,3 %), 
z tolio u jednoho selete (2,1 %) byla současně zjištěna i náchylnost 
к alergickým stavům.

1. Obvyklá kožní reakce u selat, hodnocená za 20 min po intradermální aplikaci fy­
ziologického roztoku (FR), histaminu (HIS) a fytohemaglutininu (PHA). Aplikováno 
zprava doleva v uvedeném pořadí. FR 11 mm (12X10), HIS 19,5 mm (21X10), PHA 
se hodnotí za 24 h. Velikost pupenu je ohraničena spojenou čarou — The normal der­
mal reaction in piglets, evaluated in 20 minutes after the intradermal injection of 
a physiological saline (FR), histamine (HIS) and phytohaemagglutinin (PHA). The 
injections were applied from right to left in the given order. FR 11 mm [12X10], 
HIS 19.5 mm (21X18), PHA is evaluated in 24 h. The size of the papule is denoted 
with a solid line
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2. Obvyklá kožní reakce u selat, hodnocená za 24 h po intradermální aplikaci fyziolo 
gického roztoku (FR), histaminu [HIS] a fytohemaglutininu (РИА). Aplikováno zprava 
doleva v uvedeném pořadí. РИА 18 mm (20)06], FR a HIS se hodnotí za 20 min. 
Velikost indurace je ohraničena spojenou čarou — The norma! dermal reaction in 
piglets, evaluated in 24 h after the intradermal injection of a physiological saline 
(FR], histamine (HIS) and phytohaemagglutinin (PHA). The injections were applied 
from right to left in the given order. PHA 18 mm (20 , 16], FR and HIS are evaluated 
in 21) min. The size of the induration is denoted with a solid line

3. Zvýšená kožní reakce selat na histamin, hodnocená za 20 min po intradermální 
aplikaci fyziologického roztoku (FR), histaminu (HIS) a fytohemaglutininu (PHA). 
Aplikováno zprava doleva v uvedeném pořadí. FR 9 mm (9X9), HIS 28 mm (30X 26), 
PHA se hodnotí za 24 h. Velikost pupenu je ohraničena spojenou čarou — The increa 
sed dermal reaction of piglets to histamine, evaluated in 20 min after the intradermal 
injection of a physiological solution (FR), histamine (HIS) and phytohaemagglutinin 
(PHA). The injections were applied from right to left in the given order. FR 9 min 
(9X9), HIS 28 mm (30X 26), PHA is evaluated in 24 h. The size of the papule is 
denoted with a solid line

272 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA — 1992



4. Snížená kožní reakce selat na fytohemaglutinin, hodnocená za 24 h po intradermální 
aplikaci fyziologického roztoku (FR), histaminu (HIS) a fytohemaglutininu (PHA). 
Aplikováno zprava doleva v uvedeném pořadí. PHA 11 mm (12 X 10), FR a HIS se 
hodnotí za 20 min. Velikost indurace je ohraničena spojenou čarou — 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

Atopická reakce u lidí, ale i n králíků, psu a skotu je způsobena proti­
látkami třídy IgE (G u e r i n - F a u b 1 e e a Filler, 1987], které se 
navážou na žírné buňky. Přemostění dvou molekul protilátek IgE vyvolá­
vajícím alergenem spouští atopickou reakci. U prasat doposud nebyly 
protilátky IgE stanoveny, takže o možném výskytu a mechanismu atopic- 
kých dějů u prasat nemáme znalosti.

Je však prokázáno, že u prasat probíhají anafylaktické reakce, a to 
cestou aktivace komplementu a vznikem anafylaktoidních faktorů C3a 
a C5a, které způsobí degranulaci žírných buněk a bazofilů. Šokovým 
orgánem u prasete je respiratorní a gastrointestinální trakt, hlavním me- 
diátorem anafylaktické reakce je histamin. Klinicky se anafylaktoidní 
šok projevuje u prasat pruritem, cyanózou a kolapsem [Mueller 
a Noxou, 1990). Při aktivaci komplementu a následném vzniku ana­
fylaktoidních faktorů G3a a C5a se však může uplatnit libovolný antigen 
proti němuž cirkuluje protilátka třídy IgG či IgM [Beneš aj., 1986). 
Anafylaktický šok může být vyvolán i tzv. paraalergickou reakcí. Napří­
klad mellitinem z včelího jedu, některými antibiotiky, kodeinem, mor- 
finem, dextranem, látkou 48/8(1 a dalšími látkami, které mohou přímo 
uvolňovat mediátory z žírných buněk či bazofilů (Beneš aj., 1986; 
Wenke aj., 1984].
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Kožní reakce na intradermálně vpravený histamin nám může poskyt­
nout cenné informace o sklonu [dispozici] jedince к alergickým pro je­
vům (Kalenský, 1978). U jedinců náchylných na alergické stavy se 
projevuje zvýšená kožní reakce na intradermálně vpravený histamin.

Při degranulaci žírných buněk a bazofilů dochází к uvolňování me- 
diátorů přecitlivělosti, mezi které patří histamin, heparin, metabolity ky­
seliny arachidonové (prostaglandiny, tromboxany, leukotrieny), anafy- 
laktický faktor chemotaktický pro eozinofily a faktor aktivující destičky. 
Uvolněné mediatory intenzívně modulují mikroprostředí svého okolí. Zvý­
šená permeabilita usnadňuje lokální nahromadění plazmatických protei­
nů, neutrofilů, eozinofilů a lymfocytň. Aktivace trombocytů tromboxany 
navozuje vznik mikrotrombů (Beneš aj. 1986). Z buněk zapojených 
do reakcí přecitlivělosti byly receptory pro histamin prokázány na žír­
ných buňkách, bazofilech, neutrofilech a tlumivých T lymfocytech (Be­
neš aj., 1986). Histamin uvolněný při degranulaci se jednak váže na 
bílkoviny krevní plazmy (histaminopexe) a jednak je rozkládán hista- 
minázou uvolněnou z eozinofilů.

Nenavázaný či nerozložený histamin může ovlivňovat i další buňky 
v těle. Jeho molekulární účinky zprostředkují receptory histaminu ozna­
čované Hr a H2. Stimulace Hj receptorů zvyšuje kontrakci hladkých sva­
lů v bronších, permeabilitu cév a nitrobuněčnou hladinu cyklického gua- 
nosinu monofosfátu, dále stimuluje sekreci nosní sliznice a způsobuje 
chemotaxi leukocytů. Stimulace H2 receptorů zvyšuje sekreci sliznic 
v dolních cestách dýchacích, způsobuje bronchodilataci, zvyšuje nitrobu­
něčnou hladinu cyklického adenosin monofosfátu a inhibuje chemotaxi 
neutrofilů a eozinofilů (Mueller a Noxon, 1990).

V literatuře jsme doposud nezaznamenali údaje o intradermální apli­
kaci histaminu selatům, za účelem zjištění jejich náchylnosti к alergic­
kým stavům. Po intradermální aplikaci 50 ^g histaminu selatům činila 
průměrná velikost pupenu, posuzovaná za 20 min, 12 mm a po aplikaci 
100 ,ug histaminu byla 20 mm (R a s z у к a P i 1 1 i c h , 1989, 1990). Po­
užití vyšší koncentrace histaminu zvýšilo kožní reakci selat o 54 %. U 8 
až 10 % vyšetřených selat byla zjištěna výrazně vyšší kožní reakce na 
histamin. Tato selata jsme považovali za selata s náchylností к alergic­
kým stavům. Vzhledem ke skutečnosti, že histamin je hlavním mediáto- 
rem anafylaktické reakce u prasat (Mueller a Noxon, 1990), po­
važujeme tyto nálezy za významné.

Lidé s projevenou přecitlivělostí (alergií) se od zdravých osob odli­
šují v některých parametrech vnitřního prostředí. Alergici obecně reagují 
nepřiměřeně s řadou antigenů či alergenů, které u normálních jedinců 
nevyvolávají odpověď vůbec nebo až po dlouhé expozici (Nouza 
a John, 1987). Dále je u nich častěji zjišťována kombinace HLA AiBs 
a HLA AiBxDW3 (Petrů a Honzo vá, 1988], mají sníženou citlivost 
buněk na /З-adrenergní podněty (Beneš aj., 1986), jejich T lymfocyty 
nadměrně produkují interleukin 4 (Hruško vič aj., 1990), v krvi mají 
vysoké hladiny IgE (Novotný aj., 1989), na bazofilech mají zvýšený 
počet receptorů pro IgE (Nouza a John, 1987), mají sníženou hista- 
minopexi, tj. schopnost bílkovin krevního séra vázat volný histamin 
(Strejček a Lokaj, 1985) a mají nižší počet tlumivých T lymfo- 
cytů (Nouza a John, 1987). Lze předpokládat, že některé „znaky“ 
přecitlivělosti by se mohly vyskytovat i u prasat s náchylností к alergic­
kým stavům.

274 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA — 1992



Veterinární lékaři, zabezpečující veterinární péči ve velkochovech pra­
sat, nás informovali o výskytu výrazných postvakcinačních reakcí u do­
spělých prasat po vakcinaci olejovou vakcínou proti slintavce a u selat 
po vakcinaci proti pleuropneumonii. Dále jsme byli informováni o výsky­
tu postaplikačních anafylaktických reakcí u selat po intramuskulární 
aplikaci Feridextranu a o projevech přecitlivělosti u selat po dezinfekci 
povrchu jejich těla 1% roztokem manganistanu draselného. V literatuře 
jsme v roce 1990 zachytili údaje o přecitlivělosti selat na sóju (krmivová 
alergie), která je pravděpodobně způsobena glycinem a betakonglycinem 
(Li aj., 1990). Dále jsme zaznamenali údaje o přecitlivělosti selat na 
chloramfenikol (Sud han aj., 1990), v tomto případě jde pravděpo­
dobně o paraaminoskupinovou přecitlivělost (současná přecitlivělost na 
chloramfenikol, prokain, sulfonamidy, kyselinu p-aminosalicylovou a fe- 
nacetin). Z dřívější literatury jsou nám známy případy fotosenzibilizace 
prasat vyvolané zkrmováním pohanky (fagopyrismus) či perorálním po­
dáním anthelmintika fenothiazinu (Swales aj., 1942). Lékaři využívají 
selata jako modelová zvířata, u kterých lze snadno vyvolat kontaktní 
alergickou dermatitidu oxazolonem. Na takto ošetřených selatech jsou 
pak testovány protizánětlivé účinky nově vyvíjených dermatologických 
přípravku (Bilski a Thomson, 1984). Lze předpokládat, že stavy 
přecitlivělosti se u prasat vyskytují v mnohem větším rozsahu než si při­
pouštíme (unikají nám pro naši nevšímavost). Podle našeho soudu lze 
v nejbližším období očekávat nárůst alergických stavů u prasat.

V této souvislosti je významný poznatek, že u dětí-alergiků nastávají 
častěji po očkování výrazné nežádoucí reakce, než u dětí-nealergiků 
(G e t 1 í к , 1989). Při sledování imunologického profilu u dětí se závaž­
nými postvakcinačními reakcemi se zjistilo, že mají v krvi značně zvý­
šené hladiny IgA a v anamnéze doložené alergické onemocnění (Berg­
man n o vá aj., 1988). Uvedené poznatky dokládají souvislost mezi imu­
nitním stavem dítěte a následnou postvakcinační reakcí.

Fytohemaglutinin (PHA) je lektin izolovaný z fazole (P/zaseo/us vulga­
ris] a stimuluje především T lymfocyty. Reaguje s cukernými znaky povr­
chových lymfocytových glykoproteinů a aktivuje lymfocyty bez zapojení 
receptoru pro antigen. Receptor CD3, přivádějící stimulující podněty do 
T lymfocytu je místem, kde se uskutečňuje aktivační zásah PHA (N ou- 
za a John, 1987). Aktivace T lymfocytu antigenem či nespecifickým 
mitogenem (РИА) se projeví zvýšením jeho metabolické aktivity, syn­
tézou proteinů a enzymů, tvorbou blastů a mitotickým dělením (Pro­
cházková a John, 1986). Aktivované T lymfocyty rovněž uvolňují 
lymfokiny, které ovlivní různé druhy leukocytů, jež pak následně pro­
stupují do těsné blízkosti aktivovaných T lymfocytů a podílí se na vytvá­
ření buněčného infiltrátu. Histologické vyšetření kožní reakce (indu­
race) selat na intradermálně aplikovaný PHA prokázalo, že celulární 
odpověď byla převážně mononukleární (Blecha aj., 1983).

V literatuře jsme doposud nalezli osm prací, jejichž autoři využili intra- 
dermální test s PHA к hodnocení buněčné imunity u selat (Blecha aj., 
1983, 1984, 1985; Mann a Hargis, 1985; В 1 o d g e t aj., 1988; R a - 
fai aj., 1988, 1989; Kornegay aj., 1989). Intradermálně byly sela­
tům aplikovány různé objemy (0,1 —1,0 ml], s odlišnou koncentrací PHA 
(25—250 ,ug), na různá místa povrchu těla (mediální část slabiny, před- 
kolenní řasa, krajina břišní a hřbetní). Byla měřena tloušťka kožní řasy
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před aplikací PHA a za 24 li [48 h). К měření tloušťky kožní řasy byly 
používány elektrické kontaktní kalipery, které se odlišovaly velikostí 
kontaktní plochy (3—10 mm) a vyvíjeným tlakem na 1 mm2 kůže selat 
(10-28 g).

Z poznatků, které výše uvedení pracovníci zveřejnili, považujeme za 
nejvýznamnější tři: 1. prokázání vysoké shody mezi reakcí lymfocytů 
na PHA in nitro (test blastické transformace lymfocytů) a kožní reakcí 
selat na PHA in vivo (intradermální test); 2. důkaz, že opakovaná intra- 
dermální aplikace РИА jednotlivým selatům nemění jejich kožní reakci 
na РИА; 3. zjištění, že reakce na intradermální aplikaci РИА dosahuje 
u selat svého vrcholu již za 24 h (Blecha aj., 1983; M a n n a Har­
gis, 1985; В lodge t aj., 1988).

Po intradermální aplikaci 100 ,ug PHA selatům činila průměrná veli­
kost indurace, posuzovaná za 24 h, 8 mm a po aplikaci 200 jUg PII A byla 
13 mm (R a s z у к a P i 1 1 i c h , 1989, 1990). Použití vyšší koncentrace 
РИА zvýšilo kožní reakci selat o 62 %. U 7—10 % vyšetřených selat jsme 
zjistili výrazně sníženou kožní reakci na РИА, tato selata jsme považovali 
za selata se sníženou buněčnou imunitou. Pouze u 2—3 % vyšetřovaných 
selat byla současně zjištěna jak zvýšená kožní reakce na histamin, tak 
i snížená kožní reakce na PHA.

V předkládané práci jsme nahradili dovozový PHA (Wellcome) čs. 
přípravkem (ÚSOL, Praha). Tím jsme chtěli zajistit jeho všeobecnou do­
stupnost, která by umožňovala praktické provádění imunologických kož­
ních testů u selat. PHA (ÚSOL, Praha), na rozdíl od zahraničního pří­
pravku PHA, nemá uvedenou přesnou koncentraci PHA, získanou naře- 
děním lyofilizovaného PHA fyziologickým roztokem. Intradermální apli­
kace 0,1 ml naředěného PHA (ÚSOL, Praha) vyvolává u selat výraznější 
kožní reakci (16 mm), než koncentrace 100 ^g a 200 ,ug PHA anglické 
provenience. Rovněž využitím čs. přípravku PHA jsme u 8 % selat dolo­
žili sníženou kožní reakci na PHA (z toho u 2 % selat současně zvýše­
nou kožní reakci na histamin). Lze doporučit používání stejné výrobní 
šarže PHA po delší dobu (expirace činí 12 měsíců).

Jako kožní reakci na intradermálně aplikované přípravky jsme měřili 
velikost pupenu (za 20 min) či indurace (za 24 h). Tento způsob je 
obvyklý v humánní medicíně. К tomuto způsobu nás vedly následující 
důvody. Jestliže jsme jednotlivým selatům aplikovali intradermálně PHA 
na kůži hřbetu a současně i do předkolenní řasy, tak jsme zjistili, že 
měření ztluštění kožní řasy (posuvným kutimetrem, který obvykle po­
užívají terénní veterinární lékaři při tuberkulinačních zkouškách) je 
méně přesné, než měření velikosti pupenu či indurace. Měření ztluštění 
kožní řasy nedovoluje zaznamenat jemné odchylky kožních reakcí selat, 
které jsou zřejmé při hodnocení velikosti pupenu či indurace. Další důvod 
je ten, že na přehledném aplikačním poli vidíme vedle sehe rozvoj i ode­
znívání kožní reakce na všechny tři používané přípravky (fyziologický 
roztok, histamin, fytohemaglutinin), a to po celou dobu sledování (24 h). 
Třetí důvod je ten, že velikost pupenu a indurace můžeme překreslit na 
celofánový proužek, a tak nález trvale dokumentovat.

V ČSFR se v současné době kalipery к určování tloušťky kožní řasy 
nevyrábí. Firma Somet v Teplicích je přestala vyrábět již před řadou 
roků. Z toho důvodu se příležitostně dováží Harpendenův a Bestův kali- 
per, které však zdaleka nestačí pokrýt zvýšenou poptávku čs. zdravotnic-
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kých zařízení, kde se především využívají к určování stupně obezity 
u rizikových pacientů.

Do publikace jsme zařadili i čtyři fotografie, kterými jsme chtěli doku­
mentovat „obvyklé“ kožní reakce u selat i reakce odchylné, to jest zvý­
šenou kožní reakci na histamin a sníženou kožní reakci na fytohemaglu- 
tinin. Vzhledem ke skutečnosti, že v dosud zachycených publikacích 
o imunologických kožních reakcích u selat nejsou ani v jedné práci uve­
dené fotografie popisovaných kožních reakcí, jde s největší pravděpo­
dobností o první zveřejněné fotografie imunologických kožních testů u se­
lat.

Praktický imunologický kožní test je určen к orientačnímu hodnocení 
náchylnosti selat к alergickým stavům a jejich buněčné imunity. Lze jej 
provádět opakovaně u těchže selat.

Hlavní indikaci pro jeho využití spatřujeme v chovech prasat, kde se 
u selat projevily reakce přecitlivělosti, a to: po aplikaci některých vakcín, 
preventivních či terapeutických přípravku; po příjmu některých kompo­
nent krmných směsí; po použití některých dezinfekčních prostředků; po 
dotyku s některými nátěrovými či izolačními hmotami; jako reakce na 
napadení ektoparazity atd. Dále jej lze využít v chovech prasat s po­
dezřením na buněčnou imunodeficienci. To jsou chovy selat s těžkými 
a neobvyklými průběhy infekčních onemocnění, s opakovanými bakte­
riálními infekcemi v daném chovu, s infekcemi způsobenými podmíněně 
patogenními mikroorganismy.

Obecnou kontraindikací jsou akutní exacerbace základního onemocně­
ní či jakékoliv jiné akutní a infekční onemocnění u selat. Dále jsou kon­
traindikací choroby selat, u kterých by patologické změny na kůží zne­
možnily správné provedení a odečítání kožních reakcí.

Veterinární lékař s jedním asistentem mohou tímto testem denně vy­
šetřit v daném chovu 20 selat. Náklady na vyšetření jednoho selete činí 
2,30 Kčs (cenové relace v roce 19901.

Navržený praktický imunologický kožní test je u selat snadno prove­
ditelný, je levný a je založen na běžně dostupných přípravcích čs. pro­
venience. Lze ho použít к orientačnímu hodnocení náchylnosti к alergic­
kým stavům a buněčné imunity selat. U 8 % vyšetřovaných selat jsme jím 
doložili odchylné imunologické kožní reakce, projevující se zvýšenou 
kožní reakcí na histamin (náchylnost к alergickým stavům) či sníženou 
kožní reakcí na fytohemaglutinin (snížená buněčná imunita). Selata s od­
chylnými kožními reakcemi mohou představovat rizikovou část subpo­
pulace prasat, která se obtížněji vyrovnává se zátěžemi velkochovů prasat.
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RASZYK, J. (Veterinary Research Institute, Brno): A practical immunological skin test 
in piglets. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 269—279.
At present immune system performance in pigs is decreasing, particularly as a result 
of environment quality deterioration. Immunological skin tests can also be used to 
determine the degree of immuno system impairment in piglets. A practical immuno-
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logical skin test was carried out in 48 weaned piglets with the hody weight of 15—30 
kg. rhe test was located on the piglets’ backs after bristles had been shaved off. The 
test consists in intradermal injections of a physiological saline (900 ug NaCl in 0.1 ml], 
histamine (100 ug in 0.1 ml) and phytohaemagglutinin (0.1 ml; Institute of Sera and 
Vaccines, Praha). The size of the papule (in 20 minutes) and the size of 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 rum 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 15.9 mm (Fig. 2). In twenty minutes the increa­
sed reaction to histamine (the papule larger than 24 mm) was observed in four piglets 
(8.3 %); these piglets show the predisposition to allergic diseases (Fig. 3). In another 
four piglets (8.3 To) 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 easily 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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Mašek J., Rodák L.: Experimentální chronická intoxikace 
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FOR AGRICULTURE

Slezská 7, CS 120 50 Praha 2, fiSFR, FAX.: (004222) 25 70 00

In this institute scientific journals dealing with the problems 
of agriculture and related sciences are published on behalf of 
the Academy of Agricultural Sciences of the CSFR. The perio­
dicals are published in the Czech or Slovak languages with 
summaries in English or in English with summaries in Czech 
or Slovak, except Scientia agriculture bohemoslovaca, which 
is in the English language only.

Subscription to these journals should be sent Io the above­
-mentioned address.

Periodical Number of

issues per year page

Rostlinná výroba (Plant Production) 12 96
Veterinární medicína (Veterinary Medicine) 12 04
Živočišná výroba (Animal Production) 12 90
Zemědělská ekonomika (Agricultural Economics) 12 90
Lesnictví (Forestry) 12 90
Zemědělská technika (Agricultural Engineering) 12 64
Ochrana rostlin (Plant Protection) 4 HO
Genetika a šlechtění (Genetics and Plant Breeding) 4 96
Zahradnictví (Horticulture) 4 HO
Potravinářské vědy (Food Sciences) 4 HO
Scientia agricullurae bohemoslovaca 4 96
Meliorace (Soil Science and Amelioration) 2 HO
Sociologie zemědělství a venkova 
(Sociology of Agriculture and Countryside) 2 80
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Upozorňujeme ua zajímavou publikaci

Nauka o hospodaření zemědělského podniku
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Leiber F. und Kolk: Landwirtschaftliche

Betriebswirtschaftslehre) 
Publikace má téměř 4(10 stran, stojí 60 Kčs 

a je možno ji objednat na adrese:
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Těšnov 17
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VPLYV DEFAUNÁCIE NA FERMENTÁCIU IN VITRO

T. Vendrák, D. Jalč, I. Zelehák, P. Široka

VENDRÄK, T. — JALČ, D. — ZELENÁK, I. — ŠIROKA, P. (Ústav fyziolúgie hospo­
dářských zvicrat SAV, Košice]: Vplyv defaunácie na fermentáciu in vitro. Veter. 
Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 283—292.

V umelom bachore (Rusitec) sme sledovali vplyv defaunácie na fermentáciu 
dvoch různých d;ét pozostávajúcich zo sena (100 %) resp. sena a jačmeňa 
(80 % + 20 %). V kontrolných nádobách, kde nebola převedená defaunácia, sme 
sledovali prežívanie, ako aj skladbu prvokov v in vitro systéme. V experimente 
sme zaznamenali signifikantně zníženie produkcie celkových UMK, acetátu, bu- 
tyrátu, strávitelnosti sušiny, ako aj jednotlivých komponentov vlákniny. Ďalej 
sa znížila produkcia CH;, CO?, NH;-N v effluente a ATP. Zaznamenali sme zvý- 
šenie produkcie propionátu, produkcie mikrobiálneho dusíka na kg fermentova- 
nej organické) hmoty, celkovej bakteriálně) hmoty na kg stráveno) sušiny. Hod 
noty stechiometrických ukazovatefov a účinnosti mikrobiálnej proteosyntézy 
(Уагр) sa tiež zvýšili. Celkový počet bachorových prvokov, ako aj počty jednotli­
vých druhov v in vitro systéme boli výrazné vyššie pri diéte s jačmeňom.

Rusitec: protozoa; defaunácia; fermentácia in vitro

Bachorovú fermentáciu možno charakterizovat' ako komplexný systém 
interakcií medzi jednotlivými zložkami bachora. Pri objasňovaní funkcie 
tohto zložitého prírodného fermentora a jeho významu pre hostitelské 
zviera, sa často používají! rožne manipulačně zásahy. Jedným z takýchto 
zásahov je aj odstránenie protozoí z fermentačného prostredia a na zá­
klade zmien, ktoré takýto zákrok vyvolá, posudzovať ich význam pre 
bachorovú fermentáciu.

Pocliel prvokov na mikrobiálnej biomase v bachore představuje 40 až 
80 % (Harrison a Mc Allan, 1980), ale ich význam pře hosti­
telské zviera napriek intenzívnemu stádiu v posledných rokoch (Hun- 
gate, 1966; Ushi d a a i., 1986; H o b s o n a i., 1988; Van Nevel 
a Demeyer, 1988) nie je celkom jasný. V niektorých prípadoch pro­
tozoa mali pozitivny vplyv na rast zvierat (Christiansen a i., 1965), 
v iných mali negativny vplyv na ich produkciu (Bird a Leng, 1978) 
a v niektorých nemalí žádny vplyv (Eadie, 1962). Zdá sa však, že ná­
zory, podléi kterých protozoa nedávajú hostitelovi žiaden úžitok, sú dnes 
už překonané.

Ciel'om práce bulo sledovat' fermentáciu defaunovaného prostredia 
v umelom bachore Rusitec.
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MATERIAL a metody

Fermentácia dvoch krmných dávok [seno 100 9b a seno + jačmenný šrot 80:20 ló) 
bola uskutočnená v umelom bachore (Rusitec), ako ho opisuje Czerkawski 
a Breckenridge (1977). Použili sme štyri fermentačné nádoby (V) s objemom 
800 ml a prietokom umělých slin (Mc Dougallov pufer) asi 800 ml za den. V prvej 
a druhej nádobě sa fermentovalo lúčne seno v množstvo 14,024 g DM, v trete) a štvrtej 
nádobě lúčne seno + jačmenný šrot v množstvách 11,7 resp. 2,77 g DM. Druhů a štvrtú 
nádobu sme defaunovaii přidáním 0,8 g Aerosolu ОТ (sódny dioctylester jantársulfó- 
novej kyseliny) BHD Chemicals Ltd. v dvoch dávkách v dvoch po sebe idúcich dňoch. 
Diety holi uzavřete v nylonových vrecúškach o velkosti ok 200 mikrónov.

Bachorový obsah sme získali od dospělých baranov plemena merino, vybavených 
permanentnou bachorovou íistulou. Pomor sena a jačmenného šrotu bol u zvierat rovna 
ký ako v in vitro pokuse (100 %, resp. 80 % : 20 %) a zvieratá mali volný přístup 
к vodo a soli.

Experiment trval 12 dní, pričom prvých 6 dní sa stabilizovali podmienky fermentácie 
v Rusitecu [tzv. steady state perioda). Odběry vzoriek a meranie potřebné pře štúdiuin 
fermentácie holi uskutečněné v 6. až 12. doň. Aby bola zabezpečená izonitrogénnosť 
diét (13 % CP v oboch dietách) bolo potřebné dodat 342,88 mg močoviny do 1 1 
Me Dougallovho pufru (Vi a V;?), resp. 307,25 mg (V; a V,|). Inkubačná procedura a pří­
prava vzoriek na analýzy bola uskutočnená metodou, ktorú stanovili Czerkawski 
a Breckenridge (1977). Koncentrácia únikavých mastných kyselin (UMK) 
v effluente bola stanovená metodou plynové] Chromatografie (Czerkawski, 1976) 
za použitia kyseliny krotónovej ako interného standardu na Chromatografie Perklin- 
-Elmer 8500. Objem produkovaných plynov bol meraný prietokovým plynometrom a ply 
ny holi analyzované plynovým chromatografom Chrom 4 metodou, ktorú stanovili 
Czerkawski a Claperton (1968). Amoniakálny dusík (NHs-N) v effluente 
bol stanovený metodou podlá autorov Conway a O’Malley (1942). Nestrávené 
zbytky krmivá po premytí Mc Dougallovým pufrom holi sušené do konštantnej hmot­
nosti pri teplote 105 °C к stanovému stravitelnosti sušiny krmivá (DM), neutrálně] 
detergentnej vlákniny (NDF), kyslej detergentnej vlákniny (ADF), celulózy a hemi- 
celulózy (Goering a Van Soest, 1970).

Celkový počet protozoí ako aj počty jednotlivých druhov bolí počítané mikrosko 
pícky.

VÝSLEDKY A DISKUSIA

Z výsledkov uvedených v tab. I vyplývá, že defaunácia signifikantně 
znížila stravitelnost' sušiny krmivá (P 0,05], ako aj jednotlivých kom- 
ponentov vlákniny — NDF, ADF, celulózy (P < 0,001) a hemicelulózy 
(P < 0,01, resp. P< 0,001). К rovnakému závěru dospěl aj Fuchiga­
mi a i. (1989) v in vitro pokuse s roznymi dilučnými rýchlosťami systé­
mu. V in vivo pokusoch potvrdili rovnaký trend Ushida a i. (1980, 
1990), Hobson a J o u a n у (1988). Autoři poukazujú na přesun trá- 
venia digesta z báchora do nižších častí tráviaceho traktu, zapříčiněný aj 
zrýchlennou pasážou bachorového obsahu do tenkého čreva u defauno 
váných zvierat, čím sa znižuje stravitelnost. Zníženú strávitelnosť sušiny 
je možné vysvětlit absenciou protozoálnych celulolytických enzýmov 
(Williams a Coleman, 1985).

V tab. II uvádzame celková produkciu UMK, ako aj produkcie jedno­
tlivých kyselin v mmol na deň. Po defaunácii sa pri oboch dietách signi­
fikantně znížila celková produkcia UMK (P < 0,01), produkcia kyseliny 
octovej, maslovej, izomaslovej a izovalérovej (P< 0,001). Naopak, zvý­
šila sa produkcia kyseliny propiónovej, signifikantně pri diéte s jačme- 
ňom (P < 0,001). Zníženie celkovej produkccie UMK može súvisieť so zní- 
ženou strávitelnosťou sušiny. Defaunáciou sa mění zloženie flóry. Acetát
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I. Stravitelnost sušiny a vlákniny krmivá — The digestibility of dry matter and fibre of feed

Ukazovatef- V, V2 V3 V4__________

Stravitelnost
DM3 (O/o) 41,97 ± 0,48 33,31 ± 2,84 + 47,25 ± 1,87 40,56 ± 1,73 +

Strávitefnosť
NDF3 (%) 36,21 ±0.53 20 ±3,39+ + + 39,36 ± 2,15 25,2 ±2,18+ + +

Strávitefnosť
ADF4 (%) 30,87 ± 0,57 12,21 ± 3,41+ + + 24,37 ± 2,68 7.51 ± 2,41+ + +

Strávitefnosť
НС5 (%) 43,59 + 0,47 31,4 ±2,9 + + 55,7 ± 1,57 45.01 ±1.6 + + +

Strávitefnosť 
celulózy6 (%) 42,1 ±0,48 24,31 ±3,2 + + + 39,42 ±2,15 21,71 ± 2,28+ + +

‘parameter, -DM digestibility, 3NDF digestibility, 4ADF digestibility, 5HC digestibility, “cellulose digestibility
Vysvětlivky pro tab. I—V — Explanatory notes to Tabs. I—V:
Výsledky sú priemerom 6 stanovení: štatistické porovnanie Vi—V2, resp. V3—V4; + P < 0,05; + +P<0,01; + + + P< 0,001; ± = stan­
dardně středná chyba (SEM) — The results are the average values of six readings: statistical comparison Vi—V2, and or V3—V4; 
+ P<0.05; + +P<0.01; + + + P < 0.001; ± = standard error of the mean (SEM)
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II. Produkcia UMK — The production of VFA

Ukazovatef1 V: v2 V3 V:
Celková produkcia UMK2 
(mmol/deň) 42,06 ± 2,18 32,97 + 1,74+ + 47,42 + 1,21 40.1 + 1.92+ +
Produkcia kyseliny octové)3 
(mmol/deň) 28,07 + 1.39 20,54 + 0,8 + + + 30,14 + 0,9 22.14 + 1.19 + + +
Produkcia kyseliny 
propiónovej4 (mmol/deň) 8.27 + 0.52 9,88 + 0,71 9,82 ± 0,25 14.38 -1- 0,51+ + +
Produkcia kyseliny 
n-maslovep (mmol'deň) 4,06 ± 0.19 2,07 + 0,29 + + + 4.81 + 0,09 2,07 + 0.27++ +
Produkcia kyseliny 
izo-maslovej6 (mmol/deň) 0,34 + 0.09 stopy9 0,63 + 0,13 stopy9
Produkcia kyseliny 
n-valérovej7 (mmol den) 0.57 -p 0,03 0,35 + 0,02++ + 0,84 + 0,02 1.26 + 0,15 +
Kyselina izo-valérová8 
(mmol deň] 0,72 + 0.05 0,12 + 0,04++ + 1,16 + 0,08 0,24 + 0,06 + + +

‘parameter, -total production of VFA, 3acetate production, 4propionate production, 5butyrate production, 6iso-butyrate production, 7n- 
-valerate production, 8iso-valerate production, 9traces



protlukujúce druhy Ruminococcus přestávají! byť predominantnými a stá- 
vajú sa nimi producenti succinátu Bacteroides (Ushida a i., 1986). Li­
terárně údaje sa rozchádzajú v popise produkcie UMK u defaunovaných 
zvierat. Tendenciu к vzostupu celkových UMK po defaunácii popisujú 
Veir a a i. (1981 ), G r u m m er a i. (1983), pokles zasa Itabashi 
a i. (1981), Ushida a i. (1988). Znížené hladiny acetátu (mol %) po 
defaunácii sú v prácach autorov Demeyer (1979), G rummer a i. 
(1983). Propionát (mol %) bol po defaunácii zvýšený v prácach De­
meyer a Van Nevel (1979), G rummer a i. (1983), Ushida 
a i. ( 1988) a znízený v prácach Demeyer a i. (1982), Van Nevel 
a i. (1985). Zvýšenie butyrátu (mol %) po defaunácii zaznamenali De­
in e у e i’ a i. (1982), zníženie Williams a i. (1973), Demeyer 
a Van Nevel (1979), G r u m m e r a i. (1983), Ushida a i. (1988). 
Protichodnosť výsledkov může byť zapříčiněná rozdielnými podmienka- 
mi v experimentech, ale tiež svědčí o nie celkom vyjasnenom vplyve pro- 
tozoí na bachorovú fermentáciu.

V tab. Ill uvádzame produkciu plynov, NH3-N v effluente, utilizáciu 
a návratnost' vodíka a mikrobiálny dusík na kg fermentovanej organic­
ké) hmoty (OMF). Produkcia CH., (P < 0,001), CO2 (P < 0,01 pri diéte 
s jačmeňom), celková produkcia plynov (P < 0,001 pri diéte s jačme- 
ňom) sa po defaunácii znížili. Podobné aj produkcia NH3-N v effluente 
(P < 0,001, resp. P < 0,01) bola v defaunovaných nádobách nižšia. Celko­
vá utilizácia H? (P < 0,01, resp. P < 0,001) a návratnost H2 (P < 0,05, 
resp. P- 0,001) holi taktiež po defaunácii znížené. Produkcia mikrobiál- 
neho dusíka na kg OMF bula v defaunovaných nádobách signifikantně 
vyššia (P < 0,001). Znížená produkcia metánu potvrdila fakt, že defauná- 
cia potláča metanogenézu. Protozoa produkujú vodík, ktorý je využíva­
ný metanogénnymi baktériami (Abou Akkada a Howard, 1960). 
Aj počet metanogénnych baktérií ektosymbioticky prichytených na po­
vrchu prvokov sa defaunáciou znižuje. Vytvořený vodík sa v defaunova- 
nom prostředí využívá na tvorbu propionátu. Prvoky tiež zohrávajú dů­
ležitá úlohu v regulácii dusíka v bachore. Bakteriálny dusík, ktorý sa ne- 
inkorporuje do protozoálnej bielkoviny, je vydávaný spät do bachorového 
prostredia a využívaný ostatnými baktériami. Defaunácia však sposobu- 
je zvýšenie mikrobiálneho dusíka na kg OMF, čo súvisí s pomnožením 
bakteriálnej populácie v důsledku vymiznutia požierania baktérií proto- 
zoami, ako aj s vymiznutím konkurenčných vzťahov o substrát medzi 
baktériami a prvokmi. Námi zistený pokles CO. nekoreluje s údajmi auto­
rov Ushida a i. (1990), ktorí zaznamenali vyššie hodnoty u defauno­
vaných zvierat v in uiuo pokuse pri diéte, ktorej základům bula amonia- 
kom upravená pšeničná slama.

Stechiometrické ukazovatele E, Eb E3 (tab. IV) javia v našom experi­
mente signifikantný vzostup v defaunovaných nádobách (P < 0,001), s vý­
nimkou E2 (signifikantný pokles — P < 0,001), čo je vlastně pudiel fer- 
mentovaných hexóz na energii СНЬ OMF a produkcia ATP však po de­
faunácii signifikantně klesájú (P < 0,01). Signifikantně zvýšenie (P < 
< 0,001) účinnosti mikrobiálnej proteosyntézy (YATť) súvisí s nárastom 
bakteriálnej hmoty po defaunácii. Nezaznamenali sme rozdiely medzi 
defaunovanými a kontrolnými nádobami v produkcii ATP na kg stráve- 
nej sušiny, kedže aj ATP aj strávitefnosť sušiny po defaunácii poklesli. 
Fosberg a Lam (1977) zistili lOkrát vyššie koncentrácie ATP u ba- 
chorovej protozoálnej frakcie ako u bakteriálnej. Tento rozdiel může byť
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III. Produkcia plynov, NH3-N v effluente, utilizácia a návratnost H2, mikrobiálny N kg OEM — The production of gases. NH3-N in 
affluent, utilization and recovery of H2, microbial N'kg OMF

Ukazovatef1 Vi V2 v3 V4

Celková produkcia plynov2 
(l/den) 2,07 + 0,11 1,88 ± 0,11 2,32 + 0,03 1.99 ± 0,05+ + +

Produkcia CH43 
1 mmol/deň) 8,72 + 1,17 1,76 ± 0,87+ + + 10,66 ± 0,37 0,40± 0.22+ + +

Produkcia CO24 
(mmol/deň) 11,91 + 1,65 7,76 + 1,94 16,7 + 0,76 10.64 ± 1.75+ "*

Produkcia H25 
(mmol/den) 82,39 + 3,98 60,29 + 3,33+ + + 91,89 ± 2,05 70,73 ± 4,06++ +

Celková utilizácia H26 
(mmol/deň) 65,3 ±5,55 37,19 + 5,21+ + 79,41 + 1,60 44.75 ± 2,33+ + +

Návratnost H27 (%) 79,14 ± 5,66 60,46 ± 5.21 + 86,54 ± 1,81 63,38 ± 0.56++ +

NH3-N v effluente8 (mg/1) 195,62 ± 6,57 153,27 ± 2,55+ + + 193,6 ± 3,12 251.25 ± 3.76++

g mikrobiálneho N/kg OMF9 20,08 ± 0,85 34,17 ± 1,96++ + 22,75 ± 0,53 35,74 ± 1.81++ +

’parameter, 2total production of gases, 3CH4 production, 4СО? production, H2 production, 6total utilization of Hz, 7Hz recovery, 
8NH3-N in effluent, 9g of microvial N/kg OMF



V
ETERIN

Á
RN

Í M
ED

IC
ÍN

A 
— 1992 

289

IV. Konečné produkty fermentácie v Rusitecu — The end products of fermentation in Rusitec

UkazovateT1 Vi V, v3 V4

E (4o) 73,81 ±0,14 77,45 ±0,47+ + + 74,58 ±0,09 80.5 ±0,48+ + +

Ei (Qo) 74,08 ± 0,12 77.71 ±0.44+ + + 74.87 ±0,13 81,45 ± 0,38+ + +

E2 (%) 16.31 + 0,12 12,56 ±0,43+ + + 15,55 ±0,12 8,85 ±0.4 + + +

Ез [%) 37,67 ± 0,1 39.39 ±0,25+ + + 37,42 ±0,12 39,35 ±0,29+ + +

OMF (g/deň) 3,69 ± 0,18 2,86 ±0.16+ + 4,15 ±0,09 3,5 ±0.18+ +

Fermentované hexózy2 
[ mmol/deň) 22,23 ± 1,12 17,28 ±0.98+ + 24,8 ± 0,57 20,33 ± 0,99+ +

Produkcia ATP3 (mmol den) 95.97 ± 2,75 77,69 ±4.9 + + 112,57 ±2,66 95,74 ± 4,34+ +

Yatp Ig mol) 7,122 ± 0,35 12.003 ± 0.76++ + 7,993 ± 0,19 12,43 ± 0,51+ + +

Produkcia ATP/kg strávené) 
DM4 16,26 ± 1,03 16.27 ± 0,97 16,55 ±0,56 16,34 ± 0,51

’parameter, 2fermented hexoses, 3ATP production, 4ATP production kg digested DM



zapříčiněný vyššími koneentráciami ATP n profoz.oí, alebn velkým pořtom 
baktérií asociovaných na prvoky.

Prežívanie prvokov v in nitro systéme Rusitec (tab. V) potvrdilo oča- 
kávané vyššie hodnoty pri diéte seno + jačmeň čo do celkového počtu, 
tak aj pri jednotlivých druhoch (P< 0,001). Počty prvokov sa v našom 
pokuse rýchlo znižovali v prvých troch dňoch po spustení Rusitecu. Po­
tom sa hodnoty viac menej ustáfujú. V in nitro systémech dochádza к vý­
raznému zníženiu protozoálnej populácie, ako aj к vymiznutiu niekto- 
rých druhov, čo súvisí s dobou obratu obsahu fermentačných nádob, kte­
rá je kratšia ako generačný čas prvokov ve fermeutore [C z e г к a w s к i 
а В г e с к e n r i d g e , 1977).

V. Celkový počet a počty niektorých druhov prvokov v Rusitecu - Total number and 
number of some species of protozoa in Rusitec

Seno1 (100 %) Seno + jačmeň 1 
(80 "i, -|- 20 %)

Celkový počet1 8 163 -1- 396 17 433 ± 1 292 *" + +

Velké entodiniomorfné 
protozoa2 33 ± 21 1 383 + 275 *■ + 1

Holotrichá3 6 517 ± 305 9 157± 349 1 1 1

'total number, 'big entodiniomorphid protozoa, 3holotrichs, 'hay, 'hay -p barley

Záverom možno konstatovat', že defaunácia zvýšila hodnoty stechio- 
metrických ukazovatelov a Y,XTP, čo súvisí so zvýšenou produkciou pro- 
pionátu a bakteriálně) hmoty, resp. so zníženou metanogenézou. Defauná­
cia znížila strávitelnosť vlákniny, produkciu NH.-N, celková produkciu 
UMK, acetát, butyrát, produkciu ATP. Je tiež nutné spomenúť fakt, že 
v naššom experimente použitý sposob defaunácie nie je najideálnejší, 
kedže nemožno vylúčiť vplyv defaunačného činidla na ostatně bachorové 
mikroorganizmy.
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VENDRÁK, T. — JALC, D. — ZELEŇÁK, I. — ŠIROKA, P. (Institute of Animal Physiolo­
gy, Slovak Academy of Sciences, Kosice): The effects of defaunation on in vitro for 
mentation. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 283—292.

An experiment was conducted to investigate the effects of defaunation on the fermen­
tation of two different diets consisting of hay (100 %) and hay + barley (80 % + 
+ 20 l!ú) 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 decreased the production of total volatile fatty acids (P < 
<0.01), acetate, 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), CO2 
(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 H2 (P<0.05 and 
P < 0.001, respectively), NH4-N in effluent (P < 0.001 and P < 0.01, respectively) — Tab. 
Ill; 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. II; micro­
bial nitrogen kg of organic matter fermented — OMF (P< 0.001), Tab. Ill; energy 
yield — E of volatile fatty acids (VFA), proportion of VFA energy with respect to 
fermented hexose energy — Ei, proportion of energy in bacterial cells with respect 
to fermented hexose energy — Ез (P < 0.001) and the effectiveness of microbial pro­
teosynthesis — Yatp (P< 0.001), Tab. IV, 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; defaunation; in vitro fermentation; Rusitec
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ZMĚNY V ZASTÚPENÍ AMINOKYSELIN V HYDROLYZÁTOCH BAKTÉRIÍ 
ADHEROVANÝCH NA STENU BACHORA OVIEC PRI SKRMOVANÍ DIÉTY
S NÍZKÝM A VYSOKÝM OBSAHOM DUSÍKA

J. Legáth

LEGÄTH, J. (Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice): Změny v zastúpení ami­
nokyselin i) hydrolyzátoch. baktérií adherovaných na stenu bachoru oviec pri 
skřmovaní dietu s nízkým a vysokým obsahom dusíka. Veter. Med. (Praha), 37, 
1992 (5—6): 293—305. '

Sledovali sme vplyv nízko- a vysokodusíkovej diety na zastúpenie aminokyselin 
v hydrolyzátoch bachorových baktérií, adherovaných na stene bachora v šty- 
roch jeho topograficko anatomických častiach (dorzálna, ventrálna, kaudálna 
část a retikulum) na 18 ovciach plemena slovenské merino, rozdělených na tri 
pokusné skupiny. Na příjem různého množstva dusíka v diéte najcitlivejšie reagu 
je skupina epimurálnych bachorových baktéií dorzálnej a ventrálnej časti ba­
chora oviec. V hydrolyzátoch bachorových baktérií adherovaných na epitel dor­
zálnej častí bachora sa měnilo 15 aminokyselin a na epitel ventrálnej časti ba­
chora 14 aminokyselin. Na rozny příjem dusíka v diéte u oviec v hydrolyzátoch 
epimurálnych baktérií citlivo reagovali následovně aminokyseliny: alanín, histi- 
dín, tyrozín, arginín a prolín. Koncentrácia alanínu a histidínu v hydrolyzátoch 
epimurálnych bachorových baktérií vo všetkých topograficko-anatomických čas­
tiach bachora pri krmení oviec dietou s vysokým obsahom dusíka signifikantně 
stúpla a naopak, pri krmení oviec s nízkodusíkovou diétou signifikantně klesla. 
Pri krmení oviec vysokodusíkovou diétou, v hydrolyzátoch epimurálnych baktérií 
všetkých častí bachora, signifikantně klesli hladiny tyrozínu a prolinu a naopak, 
pri krmení nízkodusíkovou diétou signifikantně oproti kontrole stúpli koncen- 
trácie uvedených dvoch aminokyselin. Naše zistenia, týkajúce sa zmien amino­
kyselinového zloženia proteínov zmesi baktérií adherovaných na epitel bachora 
nepotvrdzujú předpoklady niektorých autorov, že baktérie adherované na epitel 
bachora sú málo citlivé na změny v krmení a že sú málo závislé na diéte. Naše 
pokusy ukazujú, že rozny příjem dusíka v diéte sa odzrkadfuje v změnách kon- 
centrácie niektorých aminokyselin zmesi bachorových baktérií adherovaných na 
epitel dorzálnej, ventrálnej, ale aj kaudálnej časti bachora a čepca.

ovce; bachor; adherentné baktérie; aminokyseliny; diéta s nízkým a vysokým 
obsahom dusíka

Cheng a Costerton (1979) definovali tri základné subpopulá- 
cie baktérií v bachore prežúvavcov. Jednou z nich je subpopulácia bakté­
rií existenčně viazaná na epitel bachora, ktorá má svoje specifické po- 
stavenie v procese trávenia u prežúvavcov.

Existencia taxonometricky ohraničených druhův baktérií na bachoro- 
vom epiteli poukazuje na to, že táto populácia sa vyvinula ako odraz na
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specifické faktory prostredia. Jedným z nich je difúzia kyslíka cez bacho- 
rovú stenu. Přítomnost populácie baktérií na povrchu epitelu bachora, 
v ktorej sa nachádzajú fakultativně anaeroby, vytvára výborné podmien- 
ky pre obligátně anaerobně baktérie tým, že prenikajúci kyslík je spo­
třebovaný epimurálnymi fakultatívnymi anaeróbmi už v stene bachora 
(Cheng a i., 1979). To je prvá doležitá úloha epimurálnych baktérií. 
Druhou důležitou úlohou je podiel na recyklizácii epitelu bachora, teda 
i živin v bachore prežúvavcov. Distálne epiteliálne buňky bachora sú 
aktivně kolonizované a trávené adherentnými mikroorganizmami jedné- 
ho morfologického typu [Me Cowan a i., 1978). Vzhfadom na to, že 
epitel bachora představuje asi 1 % hmotnosti celého prežúvavca, pri kon- 
tinuálnom odlupovaní epiteliálnych buniek ich degradácia baktériami je 
značným príspevkom к ekonomickému využívaniu proteínov v tráviacom 
trakte prežúvavcov. Recyklizáciou odumretého epiteliálneho tkaniva pro- 
stredníctvom mikroorganizmov, prežúvavec denne získá až 4 % proteínov 
požadovaných telom zvieraťa (Cheng, 1984). Tretiu doležitú úlohu má 
epimurálna bachorová mikroflóra pri recyklizácii endogénnej močoviny 
cez stenu bachora (Bryant, 1963; Cook, 1976). Ureáza bola jedno­
značné dokázaná v baktériách adherovaných na epitel bachora (W o z n у 
a i., 1977). To, že ureázová aktivita je vlastná haktériám a nie báchoro 
vému tkanivu, dokázali vo svojich pokusoch s využitím antibiotik M u h - 
rer a Carroll (1964), Cheng a i., (1979). Cheng a i., (1977) pre- 
mývaním bachorovej steny antibiotikami zaznamenali 97 až 99 % pokles 
ureázovej aktivity.

Hustotu osídlenia bachorovej steny baktériami značné ovplyvňuje me­
chanické pösobenie čiastočiek potravy. Najhustejšie je kolonizovaná dor- 
zálna časť bachora, menej ventrálna časť a najmenej kraniálny pill (Mc 
Cowan a i., 1980).

Epimurálne baktérie sa taxonometricky značné líšia od baktérií adhe­
rovaných na čiastky krmivá v bachorovom obsahu. Mikroflóra báchoro 
vej steny je tvořená prevažne z grampozitívnych kokov a paličiek, ktoré 
holi zaradené к rodom Propionibacterium, Eubacterium, Butyriuibrio, 
Streptococcus, Corynebacterium, Micrococcus, Staphylococcus, Fusobacte 
rium, Bacteroides, Flavobacterium, Selemonas, Lactobacilus, Hemophetus 
a i. Pravdaže sa tu nachádza i skupina bližšie neidentiikovaných anae- 
róbnych baktérií (Cheng a i., 1979, 1981).

Existuje ešte celá rada funkcií, v ktorých doležitú úlohu zohráva adhe- 
rentná bachorová mikroflóra. Za zmienku stojí jej úloha pri ochraně epi­
telu bachora před kolonizáciou patogénnymi zárodkami vytvořením tzv. 
biofilmu autochtónnych baktérií (Coster ton, 1985).

V literatúre sa objavili tvrdenia, že epimurálne bachorová baktérie sú 
málo citlivé na změny kfmenia a že sú málo závislé na diéte (Walla­
ce a i., 1979; Cheng a Coster ton, 1980). Preto cielom nasej prá­
ce bolo zistiť, či diéty s vysokým alebo s nízkým obsahom dusíka ovplyv- 
ňujú zloženie aminokyselin v hydrolyzátoch bielkovín bachorových bakté­
rií adherovaných na stene bachora oviec.

MATERIAL a metody

Do pokusu bolo zařáděných 18 kusov oviec jarinek vo veku 7—9 mesiacov a hmot 
nosti 20—25 kg. plemena slovenské merino, ktoré holi rozdělené do troch pokusných 
skupin po 6 kusov. Po 28dhovej adaptácii prvá skupina [kontrola] holá krmená zbi 
lancovanou krmnou dávkou (ČSN 16 7070), ktorá obsahovala seno lúčne priemerné
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— 1 kg a Melasové kfmivo — 0,4ß kg, obsahujúce melasu, miaganý ovos, pšeničná 
krmnu muku, pšeničné a ražné otruby a minerálně krmné přísady [90,7 g strúvitet 
ných dusíkatých látok — sNL na kg sušiny, 0,566 škrobových jednutiek — ŠJ na kg 
sušiny, dusíkato-energetický koeficient — NEK [SNL/ŠJ ] = 153,5). Voda bola podávaná 
ad libitum. Ovce lí. pokusné) skupiny sine krmili zbilancovanou krmnou dávkou to­
tožnou s krmnou dávkou použitou v kontrolně) skupině. К tejto zbilancovanej krmné) 
dávke sme postupné přidávali pučas 16 dni močovinu tak, že každým dňom sme zvy 
šovali povodnú dávku močoviny o 1 g (v intervale od 1 do 16 g). Na 16. deň přijímala 
každá ovca zaradená to tejto skupiny 16 g močoviny. Uvedená dietu s přídavkům 16 g 
močoviny ovce skřmovah v experimente 26 dní. Voda holá podávaná ad libitum. Po­
stupné denně zvyšovanie močoviny v diéte olga maximálny příjem močoviny — 16 g 
na kus a den, vychádza z údajov autorov Hart í к a Rušíval (1971) o zásadách 
pri krmení oviec močovinou. Prídavok močoviny к zbilancovanej kfmnej dávke zvýšil 
hodnotu strávitefných dusíkatých látok pri předpokládané) 50—60% utilizácii dusíka 
o 45,25 % oproti norme. Pri přepočte na množstvo strávitefného dusíka (N), vyvážená 
krmná dávka obsahuje 12,8 g N a krmná dávka s prídavkom 16 g močoviny 17,95 g N. 
К zbilancovanej kfmnej dávke s prídavkom 16 g močoviny (133,4 g SNL.kg-1 sušiny, 
0,529 Sj.kg-1 sušiny, NEK = 252,1) sme přidávali sacharózu v množstve 161 g za úče­
lům zabezpečit čo najlepšie využitie dusíka z diéty, resp. s ciefum predísť akátnej into- 
xikácii pukusných zvierat močovinou (amoniakům). Ovce tretej pokusnej skupiny sme 
krmili dietou obsahujúcou o 78,1 % menej strávitefných dusíkatých látok ako dieta, 
ktorá bola skrmovaná kontrolnou skupinou oviec. Hodnoty škrobových jednotiek, vlákni­
ny, sušiny a minerálně křmne přísady holi v súlade s požiadavkami na živiny pře daná 
kategóriu oviec. Dieta obsahovala následovně komponenty: slama pšeničná — 0,9 kg, 
otruby pšeničné — 0,16 kg a kukuřičný škrob — 0,347 kg (22,1 g SNL. kg-1 sušiny, 
0,604 S) .kg-1 sušiny, NEK = 36,6). Voda bola podávaná ad libitum.

Pře Stádium proteosyntézy baktérií adherovaných na stenu bachora oviec, sme si 
zvolili námi modifikovaný a kvantifikovaný postup (eláciu baktérií izotonickým pufro 
váným roztokom pri teplote 4 °C), ktorý umožnil získat' koncentrát nepoškodených 
epirnurálnych bachorových baktérii. Výťažnosť metodiky bola určená rastrovaciou elek­
tronovou mikruskOpiou a představovala 93,3 % (Legáth a i., 1990).

Po 28dňovum skřmovaní jednotlivých diét, vzorky bachora pře následná elúciu sme 
oduberali ihned po odporazení oviec, a to zo štyroch topograficko-anatomických miest 
\saccus ruminis dorzalis, sacci rumini caudalis, saccus ruminis centralis a reticulum).

Koncentrát třikrát přepraných epirnurálnych baktérií sme hydrolyzovali v 10 ml 6M ky­
seliny chlorovodíkovej v uzavretom prostředí při teplote 105 °C po dobu 24 hodin. Ami­
nokyseliny v hydrolyzátoch epirnurálnych baktérií sme stanovili chromatograficky na 
přístroji Amino Acids Analyzer T 339 (Mikrotechna Praha).

Výsledky jednotlivých analýz sme spracovali osobným počítačům Sinclair ZX Spectrum 
plus s grafickou tlačiarňou Alphacom 32.

VÝSLEDKY

Nakolko vzorky u kontrolnej, II. a III. pokusnej skupiny oviec holi odo- 
berané zo štyroch miest bachora a vzájomne porovnávané, pristúpili sme 
к hodnoteniu zmien v zastúpení aminokyselin v hydrolyzátoch epimurál- 
nych bachorových baktérií vždy v jednom anatomicko-topografíckom 
mieste bachora.

AMINOKYSELINY HYDROLYZÄTOV BACHOROVÝCH BAKTÉRIÍ ADHEROVANÝCH 
NA EPITEL DORZÁLNEHO VAKU BACHORA OVIEC \.SACCUS RUMINIS DORZALIS^

Pri krmení oviec diétou s vysokým obsahom dusíka (II. pokusná skupi­
na) v porovnaní s ovcami kontrolnej skupiny boli v hydrolyzátoch ba­
chorových baktérií adherovaných na epitel dorzálnej časti bachora ziste- 
né signifikantně vyššie hladiny alanínu, glycínu a kyseliny asparágovej 
a naopak, signifikantně nižšie hladiny boli zistené u tyrozínu, arginínu, 
izoleucínu a leucínu. Zastúpenie ostatných sledovaných aminokyselin 
(treonín, serin, kyselina glutámová, prolín, valín, fenylalanín, histidín 
a lyzín) sa pri skřmovaní vysokodusíkovej diéty ovcami v hydrolyzátoch
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epimurálnych bachorových baktérií dorzálnej časti bačkora výrazné ne­
měnilo.

Při kfmení oviec s nízkodusíkovou dietou (III. pokusná skupina) v po­
rovnaní s ovcami kontrolně] skupiny sa v hydrolyzátoch epimurálnych 
baktérií dorzálnej časti bačkora zistil signifikantný pokles kladin treoní- 
nu, kistidínu, alanínu a izoleucínu. Signifikantně zvýšené kladiny boli 
u prolinu, tyrozínu, fenylalanínu a kyseliny glutámovej. U ostatných sle­
dovaných aminokyselin pri skrmovaní diéty s nízkým obsahom dusíka 
ovcami к výrazným změnám v hydrolyzátoch epimurálnych bachorových 
baktérií dorzálnej časti bačkora nedošlo.

Výsledky analýz hydrolyzátov epimurálnyck baktérií dorzálnej časti 
bačkora ovlec kontrolně], II., III. pokusné] skupiny na aminokyseliny sú 
uvedené v tab. I.

1. Koncentrácia aminokyselin v hydrolyzátoch epimurálnych baktérií dorzálnej časti 
bachora oviec — Concentration of amino acids in hydrolyzates of epimural bacteria 
of dorsal part of the ovine rumen

1

Aminokyseliny'

Pokusná skupina2
I. Ik) 11. (v. d.) HI. (n.d.)

x (n = 6) 
nmol. mg-‘By sd x ( n = 6) 

nmol . mg" 'Hy sd X (n = 6) 
nmol . mg"*Hy sd

Asp 17,03 0,34 18,03 + 0,44 18,16 0,75
'ihr 10,26 0,40 10,49 0,53 8,90 + 0,21
Ser 9,51 0,30 10,02 0,64 9,69 0,69
(Hu 19,02 0,37 18,35 1,20 19,69 + 0,54
Pro 5,70 0,53 4,13 1,26 8,68 + 0,83
(Hy 14,50 0,22 15,40 + 0,43 14,20 0,49
Ala 15,02 0,45 16,42 + 0,88 14,28 + 0,28
Val 9,56 0,16 9,40 0,48 9,40 0,14
Ile 7,82 0,14 7,29 + 0,40 7,16 + 0,09
Leu 13,21 0,35 12,82 + 0,35 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 *' 0,09
His 7,85 1,22 9,13 1,92 4,34 + 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

'amino acids, Experimental group
Vysvětlivky pro tab. 1 —IV — Explanations for Tabs I —IV:
Hy — hydrolyzáty epimurálnych bachorových baktérií — Hydrolyzates of epimural 

ruminal bacteria
1 — Statistická významnost' rozclielov priemerov (x) pri daných smerodajných odchýl- 

kach (sd) na hladino p < 0,05 hodnotená nepárovým t-testom oproti kontrolně] sku 
pine — statistical significance of differences of means (л) with given standard 
deviations (sd) at the level p < 0.05 valued by unpair /test in comparison with the 
control group

К — kontrolná skupina — control group
v. d. — ovce krmené diétou s vysokým obsahom dusíka — sheep fed the diet with 

high nitrogen content
n. d. — ovce krmené diétou s nízkým obsahom dusíka — sheep fed the diet with low­

-nitrogen content

296 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA — 1992



AMINOKYSELINY HYPROT,YZÄTOV BACHOROVÝCH BAKTÉRIÍ ADHEROVANÝCH
NA EPITEL VENTRALNEHO VAKU BACHORA OVIEC ^SACCUS RUMIN1S VRNTRALIS^

Pří kfmení oviec dietou obsahujúcou vysoký obsah dusíka (II. pokusná 
skupinu) v porovnaní s ovcami kontrolně] skupiny bola v hydrolyzátoch 
bachorovýcii baktérií adherovaných na epitel ventrálnej častí bachora 
zistená signifikantně vyššia hladina u alanínu, histldínu a serínu, zatial 
čo signifikantný pokles bol zaznamenaný li arginínu, tyrozínu a prolinu. 
Zastúpenie ostatných aminokyselin sa pri krmení oviec dietou s vyso­
kým obsahom dusíka v hydrolyzátoch epimurálnych baktérií ventrálnej 
časti bachora výrazné neměnilo.

Pri kfmení oviec diétou s nízkým obsahom dusíka (III. pokusná skupi­
na) v porovnaní s ovcami kontrolně] skupiny sa v hydrolyzátoch epimu­
rálnych baktérií ventrálnej časti bachora oviec zistil signifikantný pokles 
hladin treonínu, histidínu, alanínu, leucínu, lyzínu a arginínu. Súčasne sa 
zlstili signifikantně zvýšené hladiny prolinu a tyrozínu. U ostatných sle­
dovaných aminokyselin, pri kfmení pokusných oviec diétou s nízkým 
obsahom dusíka, к výrazným změnám v hydrolyzátoch bachorových bakté­
rií adherovaných na epitel ventrálnej časti bachora nedošlo.

Výsledky analýz hydrolyzátov epimurálnych baktérií ventrálnej časti 
bachora oviec kontrolně], II. a 111. pokusné] skupiny na aminokyseliny 
sú uvedené v tab. II.

AMINOKYSELINY HYDROLYZÁTOV BACHOROVÝCH BAKTÉRIÍ ADHEROVANÝCH
NA EPITEL KAUDÄLNYCH VAKOV BACHORA OVIEC ^SACCl RUM INI CAU DALIS)

Pri kfmení oviec diétou s vysokým obsahom dusíka (II. pokusná sku­
pina) v porovnaní s ovcami kontrolně] skupiny bola v hydrolyzátoch ba­
chorových baktérií adherovaných na kaudálnu časť bachora zistená signi­
fikantně vyššia hladina u alanínu a naopak, signifikantně nižšie hladiny 
arginínu a lyzínu. U ostatných sledovaných aminokyselin v hydrolyzá­
toch bachorových baktérii adherovaných v kaudálnej časti bachora po­
kusných oviec sme nezaznamenali výrazné změny.

Pri kfmení oviec s diétou s nízkým obsahom dusíka (III. pokusná sku­
pina) v porovnaní s ovcami kontrolně] skupiny bolo v hydrolyzátoch epi­
murálnych baktérií kaudálnej časti bachora zistené signifikantně zníženie 
hladin treonínu a histidínu a signifikantně sa zvýšili hodnoty prolinu, 
tyrozínu a fenylalanínu. U ostatných sledovaných aminokyselin v hydro­
lyzátoch epimurálnych baktérií kaudálnej časti bachora nedošlo к vý­
razným změnám.

Výsledky analýz hydrolyzátov epimurálnych baktérií kaudálnej časti 
bachora oviec kontrolně], II. а III. pokusné] skupiny na aminokyseliny sú 
uvedené v tab. III.

AMINOKYSELINY HYDROLYZÁTOV EPIMURÁLNYCH BAKTÉRIÍ ADHEROVANÝCH 
NA EPITEL RETIKULA OVIEC

Pri kfmení oviec diétou s vysokým obsahom dusíka (II. pokusná sku­
pina) v porovnaní s ovcami kontrolně] skupiny boli v hydrolyzátoch ba­
chorových baktérií adherovaných na epitel retikula zistené signifikantně 
vyššie hladiny alanínu a histidínu, zatiaf čo signifikantný pokles bol
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II. Koncenträcia aminokyselin v hydrolyzátoch epimurálnyrh baktérií ventrálnej časti 
bachora oviec —- Concentration of ammo acids in hydrolyzates of epimural bacteria of 
ventral part of ovine rumen

Pokusná skupina2

Aminokyseliny1 1. tk) 11. (v. d.) 111. (n.d.

x (n = 6) sd x (n = 6) sd x (n = 6) sdnmol . mg~'Hy nmol . mg" ‘Hy nmol . mg - *Hy

Asp 17,17 1,27 17,23 0,57 18,24 0,30
'Ihr 10,38 1,03 10,30 0,37 9,23 + 0,32
Ser 9,18 0,41 9,61 + 0,37 9,48 0,23
tilu 19,61 1,10 19,00 0,31 19,52 0,14
Pro 6,99 1,52 4,45 + 1,94 9,29 + 0,41
Cly 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
lie 7,38 0,38 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 5,57 0,36 5,39 0,36 5,78 0,10
His 5,33 1,28 9,22 + 1,66 3,56 + 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

For 1—2 see Tab. I

lil. Koncenträcia aminokyselin v hydrolyzátoch epimurálnych baktérií kaudálnej časti 
bachora oviec — Concentration of amino acids in hydrolyzates of epimural bacteria of 
caudal part of ovine rumen

Aminokyseliny1

Pokusná skupina2
I. (k) II. (v. d.) III. (n.d.)

x(n = 0) 
nmol . mg" *Hy sd X ( n — 6) 

nmol . mg 'Hy sd x (n = 6) 
nmol. mg"'Hy sd

Asp 17,40 0,58 18,43 1,54 17,19 1,29
Thr 10,19 0,70 10,76 0,71 9,19 + 0,30
Ser 9,50 0,24 10,14 0,67 9,17 0,35
Clu 19,63 1,21 18,47 1,29 19,88 1,08
Pro 5,82 1,30 2,56 1,48 9,36 + 0,65
Cly 14,32 0,49 16,25 0,46 13,67 0,91
Ala 15,30 0,25 16,10 + 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 0,47 0,09 0,01 4,11 + 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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zistený u tyrozínu, arginínu a prolinu. Zastúpenie ostatných aminokyse­
lin sa při skfmovaní vysokodusíkovej diéty ovcami, v hydrolyzátoch epi­
murálnych baktérií retikula neměnilo.

Pri krmení oviec s nízkodusíkovou diétou (III. pokusná skupina) v po­
rovnaní s kontrolnou skupinou oviec sa v hydrolyzátoch epimurálnych 
baktérií retikula zistil signifikantný pokles treonínu a histidínu a signi- 
fakantné zvýšenie hodnot tyrozínu a prolinu. Zastúpenie ostatných ami­
nokyselin pri skrmovaní diéty s nízkým obsahom dusíka sa v hydrolyzá­
toch epimurálnych baktérií retikula výrazné neměnilo.

Výsledky analýz hydrolyzátov baktérií adherovaných na epitel reti­
kula oviec kontrolně), II. a III. pokusné) skupiny na aminokyseliny sú 
uvedené v tab. IV.

IV. Koncentrácia aminokyselin v hydrolyzátoch baktérií adherovaných na epitel reti­
kula oviec — Concentration of amino acids in hydrolyzates of bacteria adhered to 
epithelium of bovine reticulum

Aminokyseliny1

Pokusná skupina2
I. (k) II. (v. d. III. (n. d.

Г ( n = 6) 
nmol . mg' ‘Hy

x ( n = 6) 
nmol . mg- 'Hy sd x ( n = 6) 

nmol. mg-rHy sd sd

Asp 17,21 0,36 17,28 0,77 18,33 0,46
Thr 10,56 0,36 10,67 0,85 9,31 + 0,16
Ser 9,75 0,28 9,31 0,29 9,35 0,56
tilu 18,50 0,66 18,12 0,49 18,87 0,28
Pro 5,64 1,56 3,73 + 1,60 9,30 + 0,50
Cly 14,65 0,43 14,54 1,02 14,50 0,32
Ala 15,26 0,54 16,82 + 1,12 15,09 0,38
Val 10,06 0,29 10,05 0,35 10,10 0,26
lie 7,62 0,32 7,58 0,31 7,53 0,18
Leu 12,»1 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 5,52 0,38 5,95 0,30
His 6,32 0,49 7,50 + 1,15 3,34 + 0,12
Lys 10,83 0,20 10,12 0,20 10,19 0,42
Arg 6,80 0,31 5,88 + 0,20 6,58 0,13

For 1—2 see Tab. 1

DISKUSIA

Ako z výsledkov vyplývá, najcithvejšie na příjem rózneho množstva 
dusíka v diéte reaguje skupina bachorových baktérií adherovaných na 
epitel ventrálnej a dorzálnej časti bachora oviec, kde sa v bakteriálnych 
proteínoch pochádzajúcich z epitelu dorzálnej časti bachora signifikant­
ně měnilo 15 aminokyselin a v proteínoch pochádzajúcich z epimurál­
nych baktérií ventrálnej časti bachora sa signifikantně měnilo 14 amino­
kyselin, oproti ösmim aminokyselinám v kaudálnej časti bachora a de- 
viatim aminokyselinám retikula oviec (obr. 1, 2).
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A)

J. Vybrané aminokyseliny hydrolyzátov baktérii adherovaných na epitel ventrálnej 
(A) a dorzálnej (B) časti bachora pri skřmovaní vysokodusíkovej diéty; К — kon- 
trolná skupina, P — II. pokusná 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: К — control group, P — experimental group II

Naše zistenia, týkajúce sa zmien aminokyselinového zloženia proteinov 
baktérií adherovaných na epitel bachora oviec nie sú v súhlase s údajmi 
autorov Wallace a i. (1979) a Cheng a Cost er ton (1980), 
ktorí tvrdla, že baktérie adherované na epitel bachora sú málo citlivé na 
změny kfmenia a že sú málo závislé na diéte.

Napriek tomu, že každý druh baktérií má zloženie aminokyselin v biel- 
kovinách geneticky dané, dochádza v hydrolyzátoch epimurálnych bacho- 
rových baktérií к změnám v zastúpení aminokyselin. Kedže bachorové 
baktérie adherované na epitel bachora holi definované ako populácia 
taxonometricky různorodá (Cheng a i., 1979), vysvětlujeme si změny 
v koncentráciach aminokyselin v proteínoch epimurálnych baktérií prav­
děpodobně změnou v druhovom zastúpení baktérií adherovaných na epi­
tel bachora oviec v závislosti na různých dietetických podmienkach.

Experimentálně na orientačných predpokusoch sme zistili, že prídavok 
160 g sacharózy do zbilancovanej kfmnej dávky nám signifikantně ne- 
ovplyvnil zloženie aminokyselin v hydrolyzátoch epimurálnych baktérií 
pochádzajúcich zo všetkých štyroch topograficko-anatomických častí ba­
chora oviec. Uvedenú skutočnosť si vysvětlujeme tým, že zbilancovaná 
kfmna dávka obsahovala melasu a že další prídavok sacharózy výrazné 
neovplyvnil vnútorné prostredie bachora (L e g á t h , 1988).
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2. Vybrané aminokyseliny hydrolyzátov baktérií adherovaných na epitel ventrálnej 
(A) a dorzálnej (B) časti bachora oviec při skfmovaní nízkodusíkovej diety; К — kon- 
trolná skupina. P — III. pokusná 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-nitrugen diet; К — control group, P — experimental group III

V hydrolyzátoch epimurálnych baktérií zo všetkých sledovaných častí 
bachora oviec, po skrmovaní diety s vysokým obsahom dusíka, sine za­
znamenali signifikantný vzestup koncentrácie aminokyselin alanínu, gly- 
cínu, histidínu a signifikantný pokles tyrozínu, arginínu a prolinu. V na­
ších pokusech sme dospěli к podobným výsledkem ako Tamminga 
(1979), který sledoval závislost aminokyselinového zloženia tráveniny 
duodéna na aminokyselinách, které sa nachádzajú v bachore. Pii skrmo­
vaní diéty s vysokým obsahom dusíka na báze sojového proteinu autor 
zaznamenal v bakteriálnej frakcii bačkorového obsahu malé zvýšenie gly- 
cínu, alanínu, treonínu a lyzínu a malé zníženie arginínu, prolinu a še­
řinu.

Výsledky, získané v našich pokusoch, charakterizujúce změny amino­
kyselinového zloženia v hydrolyzátoch epimurálnych baktérií bachora 
oviec v závislosti na množstve přijatého dusíka, sú v súlade i s výsledka- 
mi práce H v e 1 p 1 u n d a (1986), ktorý sledoval změny aminokyselino­
vého zloženia zmesi baktérií bačkorového obsahu v závislosti na diétach 
s různým obsahom dusíka. Preukázal, že dochádza к změnám v zastúpe- 
ní aminokyselin bakteriálneho původu v bachore a tým následné i v du- 
odéne v závislosti na množstve přijatého dusíka.
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Z výsledkov našich experimentov vyplývá, že na rözny příjem dusíka 
v diéte citlivo reagovali aminokyseliny bakteriálnych proteinov — alanín, 
histidín, tyrozín, arginín a prolín.

Koncentrácia alanínu a histidínu v hydrolyzátoch epimurálnych hacho- 
rových baktérií pri krmení oviec dietou s vysokým obsahem dusíka signi­
fikantně stúpla a naopak, pri krmení dietou s nízkým obsahom dusíka 
signifikantně klesla.

Změny v koncentráciach alanínu je možné vysvětlit tým, že alanín je 
súčasťou mechanizmu pre krátkodobé skladovanie amoniaku v bakteriál­
nych buňkách (Bartoš, 1987). Skutočnosť, že alanín je pri nedostatku 
deaminovaný spät na pyruvát (Havassy, 1970) vysvětluje signifi- 
kantný pokles alanínu v hydrolyzátoch bakteriálnych proteinov pri krme­
ní oviec nízkodusíkovou diétou. Taktiež možeme vysvětlit signifikantně 
zníženie alanínu pri nedostatku aminokyselinového dusíka tým, že slani­
nový skelet v uvedených podmienkach je zabudovávaný do 80 % amino­
kyselin syntetizovaných cle novo bachorovými baktériami (Syväoja 
а Kreula, 1980).

Syntéza histidínu prebieha samostatnou metabolickou cestou, do ktorej 
je zapojených najmenej devať enzýmov [Bartoš, 1987). Z tohoto dovo­
dil syntéza histidínu bachorovými baktériami adherovanými na epitel bá­
chora je pravděpodobně priamo závislá od dostatečného přísunu dusíka­
tých látok, čo sa odzrkadlilo v tom, že signifikantně vyššia koncentrácia 
histidínu oproti kontrole bola zaznamenaná v hydrolyzátoch epimurálnych 
bachorových baktérií pri skrmovaní diéty s vysokým obsahom dusíka. 
Naopak signifikantně nižšia koncentrácia histidínu v uvedených hydro­
lyzátoch vo všetkých sledovaných častiach bachora bola zaznamenaná pri 
krmení oviec nízkodusíkovou diétou.

Pri krmení oviec vysokodusíkovou diétou sme pozorovali v hydrolyzá­
toch epimurálnych baktérií bachora signifikantný pokles tyrozínu, proli­
nu, arginínu a naopak, pri skrmovaní nízkodusíkovej diéty sme zistili 
v proteínoch bachorových epimurálnych baktérií signifikantně zvýšenie 
koncentrácie tyrozínu a prolinu. Teda koncentrácia tyrozínu a prolinu 
v proteínoch baktérií adherovaných na stenu bachora nepriamo závisí od 
množstva dusíka v diéte.

Námi popísané změny v zástupem' aminokyselin v proteínoch epimurál­
nych baktérií svedčia o tom, že baktérie adherované na stenu bachora 
citlivo reagujú na přísun dusíka v diéte, resp. přísun dusíka z iných zdro- 
jov, ktoré sú inhibované alebo aktivované pri zvýšenom aleho zníženom 
příjme exogénneho dusíka. Ide o endogénnu močovinu (Havassy, 
1987), ktorú prežúvavec v čase hladovania zadržiava v krvi a aktivně 
sekretuje do bachora. Može sa jednať aj o aminokyseliny, resp. krátké 
peptidy, ktoré sa transportuji! do bachora cez jeho stenu, nakolko se- 
krécia krátkých peptidov a aminokyselin bachorovou stěnou je v čase 
hladovania preukazne zvýšená (V á r a d у , 1985).

Bolo jednoznačné dokázané, že přítomnost’ aminokyselin a krátkých 
peptidov je nevyhnutnou podmienkou a faktorom ovplyvňujúcim rast 
mikroorganizmov v bachore (Hume, 1970). Uvedené faktory (sekrécia 
endogénnej močoviny, aminokyselin a peptidov bachorovou stěnou) mó- 
žu byť rozhodujúcimi pri ovplyvňovaní druhového zastúpenia baktérií na 
bachorovom epiteli a tým aj koncentrácie jednotlivých aminokyselin 
v proteínoch baktérií adherovaných na bachorovú stenu v závislosti na
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V. Poradie aminokyselin podlá hmotnostného zastúpenia (v g na 100 g aminokyselin) 
v zmesi baktérií bačkorového obsahu (Bartoš, 1987) a v proteínoch baktérií adhe- 
rovaných 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 
(Bartoš, 1987) and in proteins of bacteria adhered to ruminal epithelium

Poradie* 
amino­
kyselin

Baktérie 
bachoro- 

vého 
obsahu2

Amino­
kyseliny3 

(g.lOOg-*)
sd

Epimurálne 
bachorové 
baktérie4

Amino­
kyseliny3 

(g.lOOg-i)
sd

1 Asp 1-1,1 0,64 Glu 14,24 0,19
2 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

bys 6,8 0,48 His 8,70 0,15
6 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 5,3 0,27 Gly 5,54 0,15

10 Phe 5,1 0,19 Lys 5,51 0,31
11 Arg 4,8 0,28 Ser 5,22 0,31
12 Tyr 4,6 0,29 Ile 5,14 0,24
13 Ser 4,4 0,28 Phe 4,25 0,28
14 Pro 4,3 0,26 Pro 2,82 0,93
15 His 2.3 0,15 Туг 0,47 0,23

’sequence of amino acids, 'bacteria of ruminal content, ’amino acids, ■’epimural rumi­
nal bacteria

röznych nutričných podmienkach (pristine roznehu množstva dusíka­
tých látok v diéte).

Bartoš (1987) udává vo svoje) práci tabulku hmotnostného zastúpe­
nia jednotlivých aminokyselin v proteínoch baktérií bačkorového obsa­
hu, zostavenú pódia údajov viacerých autorov. Tieto údaje v zásadě sú- 
hlasia s našimi výsledkami meraní v hydrolyzátoch epimurálnych bakté­
rií. Najvyššie hmotnostně zastúpenie aminokyselin v hydrolyzátoch epi- 
murálnych baktérií sme zistili pri kyselině glutámovej, kyselině aspará- 
govej, arginine a najnižšie pri tyrozíne, proline a fenylalaníne. Poradie 
aminokyselin pódia hmotnostného zastúpenia v hydrolyzátoch námi sle­
dovaných epimurálnych baktérií a poradie aminokyselin pódia hmot­
nostného zastúpenia v bakteriálnych bielkovinách uvedených v práci 
Bartoša (1987] udává tab. V.
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in hydrolyzates oj 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 parts as well as reticulum) in 18 
sheeps of the Slovak Merino breed divided into three experimental groups. The epimu­
ral bacteria of 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 of ruminal bacteria adhered to the dorsal and ventral epithelium, 15 and 
14 amino acids were changing (Figs. 1, 2). In hydrolyzates of epimural bacteria, a sen­
sitive reaction was observed in the following amino acids: alanin, histidin, thyrosin, 
arginin and prolin (Tabs. 1 —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 deaminated 
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 % of amino 
acids synthetized de novo by ruminal bacteria (Syväoja and Kreula, 1980). 
When sheep flock was fed the high-nitrogen diet, thyrosin and prolin levels were 
significantly reduced in hydrolyzates of epimural bacteria 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 of bacteria 
of the ruminal content compiled on the basis of data of several authors. These data 
principally correspond to the results of our measurements in hydrolyzates of epimural 
bacteria. The highest weight representation of amino acids in hydrolyzates ot epimu 
rai 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 Bartoš (19'87) 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 of 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 ZRNÍTE) VRSTVY A VNÚTORNÉHO PUZDRA 
NAJVÄCSIEHO DOMINANTNÉHO AJ ATRETICKÉHO TERCIÄRNEHO 
FOLIKULU OVIEC V PROCESE SELEKCIE

I. Maraček, Z. Maračeková, V. Hendrichovský, M. Maretta

MARAČEK, I. — MARAČEKOVÁ, Z. — HENDRICHOVSKÝ, V. — MARETTA, M. 
(Ústav experimentálnej veterinárnej medicíny, Košice; Univerzita veterinárskeho 
lekárstva, Košice]: Objem jadier buniek zmítej vrstvy a vnútorného puzdra naj- 
vtičšieho dominantného aj atretického terciárneho folikulu oviec v procese se 
lekcie. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 307—317.

Na karyometriu folikulových buniek zrnité) vrstvy ^stratum granulosum-SG] 
a vnútorného puzdra Itheca folliculi interna-TFI) sa použili histologické pre­
paráty z ovarií 18 oviec 3 až Sročných, držaných v štandardných podmienkach 
úžitkového chovu. Prvú kontrolu (n = 3) tvořili ovce na 15. den pohlavného 
cyklu (0. deň). Vaječníky pokusné) skupiny (n = 3) sa excidovali na 16. deň 
cyklu, ked 10 a 7 h před odberom vzoriek sme ovce i. m. ošetřili 120 pg GnRH. 
Druhů kontrolu (n = 3) tvořili ovce z 9. alebo 10. dna estrálneho cyklu (0 ho­
din) a 3 pokusné skupiny (po n = 3) tvořili ovce 24,48 a 72 h po i. m. podaní 
125 pg cloprostenolu. Ošetrenie gonadoliberínom GnRH v přípravku Dirigestran 
inj. Spofa zvýšil jádrový objem folikulových buniek SG u dominantného ovulá- 
cieschopného folikulu v procese selekcie. Redukoval však objem buňkového jadra 
nielen folikulových buniek SG velkých atretických folikulov, ale aj sekrečných 
buniek TFI obidvoch dominantných ovulácieschopných folikulov aj atretických 
folikulov. Cloprostenol podporné působil na folikulové buňky SG u dominantné­
ho ovulácieschopného folikulu na ostatně sledované buňkové typy u obidvoch 
kategorií velkých antrálnych folikulov znižuje objem buňkových jadier. Zdá sa, 
že v interpretácii procesu selekcie dominantného preovulačného folikulu u oviec 
je opodstatněná hypotéza aktívnej eliminácie.

ovca; objem jadier; folikulové buňky; karyometria; pohlavný cyklus; GnRH; 
cloprostenol; dominantný Graafov folikul

U vačšiny plemien oviec jeden, připadne dva folikuly ovulujú na kon­
ci ruje v každom pohlavnom cykle a osudom vačšiny ovariálnych foliku­
lov je atrézia. Vytvorenie preovulačného dominantného folikulu je vý- 
sledkom komplexnej interakcie rastúcich folikulov vaječnika a hypotala- 
mo-hypofyzárneho systému s intraovariálnymi a parakrinnými regulačný- 
ini mechanizmami (Dři an court a i., 1985a, b; Murdoch, 1985, 
1986; Erickson, 1986; H s u e h , 1986; Findlay a Clarke, 
1987]. Dej diferenciácie dominantného folikulu je dvojstupňový proces, 
v ktorom rastúce terciárně folikuly sú zvýhodněné intenzivnějším rastom
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v clösledku gonadotropnej stimulácie. Vývoj folikulov s vačším prieme­
rom ako 2 mm sa volá rekrutácia a folikuly s priemerom 2—5 mm sú 
rekrutované. Po ich dalšej stimnlácii nastupuje proces selekcie folikulov 
s priemerom vačším ako 5 mm a výsledkem je jeden, výnimočne dva do­
minantně ovulujúce folikuly, pričom ostatně folikuly podliehajú atrézii 
(Dři an court a i., 1985a, b; Murdoch, 1985). Rekrutácia nastu­
puje v čase okolo luteolýzy a selekčný proces vo folikulárnej fáze. Fina- 
lizácia diferenciácie dominantného folikulu sa interpretuje dvorná hypo­
tézami, a to hypotézou vývojové) stability a hypotézou aktívnej eliminá- 
cie (D r i a n c o u r t a i., 1985).

Vzájomný vztah medzi změnami velkosti buňkového jadra a látkovou 
výměnou buniek určuje základný problém využívania karyometrie ako 
významnej kvantitatívnej histologickej alebo cytologickcj metody hlavně 
vo výskume centrálnej nervovej a endokrinnej sústavy.

Z dostupných literárnych údajov vyplývá, že sa zistil zváčšený jádro­
vý objem buniek žliaz s vnútornou sekréciou, röznych Struktur medzi- 
mozgu a endokrinných struktur vaječníka, ked skúmaný orgán alebo 
štruktúra bola aktívnejšia a zmenšený objem buňkových jachet’, ked akti­
vita činnosti sledovaného ústroja alebo jeho struktury sa utlmila (Mess, 
1962; Mar áček a A r e n d a г č i к , 1976, 1978). Vysoké dávky účin­
ných látok až trojnásobné zvačšili objem buňkových jadier alebo ho troj­
násobné redukovali (P a 1 к o v i t s , 1961).

V práci sme sústredih pozornost' na karyometrickú analýzu folikulo­
vých buniek zrnitej vrstvy [stratum granulosum-SG^ a sekrečných bu­
niek vnútorného púzdra [theca folliculi, interna-'VY\[ v priebehu selekcie 
dominantného ovulácieschopného folikulu (DOF).

Cielom bolo zistiť rozdiely v objeme buňkového jadra folikulových bu­
niek zrnitej vrstvy a sekrečných buniek vnútorného púzdra vo velkých 
dominantných ovulácieschopných folikuloch (DOF) v porovnaní s atre- 
tickými folikulmi (AF) s ověřením možnosti využitia metody variačno- 
štatistickej karyometrickej analýzy na hodnotenie priebehu selekčného 
procesu dominantného ovulácieschopného terciárneho folikulu.

MATERIAL a metody

V práci sme použili histologické preparáty z velkých dominantných ovulácieschop­
ných terciárnych folikulov a velkých antrálnych atretických terciárnych folikulov z va- 
ječníkov 18 oviec vo veku 3—5 rokov. Zvieratá sa chovali v štandardných podmien- 
kach kontrolovaného užitkového chovu. Prvú kontrolnú skupinu vaječníkov troch oviec 
plemena zosfachtená valaška sme odebrali na 15. deň pohlavného cyklu (0. den = den 
ruje). Pokusnú skupinu vaječníkov z troch valašských oviec sme excidovali na 16. deň 
pohlavného cyklu, pričom .10 a 7 hodin před excíziou sme ovce i. m. ošetřili 120 ^g 
gonadoliberínom (GnRH) v přípravku Dirigestran inj. Spofa.

Druhů kontrolnú skupinu tvořili vaječníky troch oviec plemena slovenská cigája, 
ktoré sa excidovali 9. alebo 10. deň pohlavného cyklu, t. j. vo fáze rozkvetu žitého te- 
lieska (0 hodin). V tomto čase holi ošetřené druhé pokusné ovce i. m. podáním 125 pg 
cloprostenolu v přípravku Oestrophan inj. Spofa. Na 24., 48. a 72. hodinu po ošetření 
sa excidovali vaječníky vždy od troch oviec.

Excidované vaječníky sme fixovali v lO'Pb neutrálnom formalíne a standardně histo- 
logicky spracovali po prirezaní na segmenty v intervale 4 mm. Priečne 5—7 pg hrubé 
parafínové řezy sme ofarbili hematoxylín-eozínom s použitím hematoxylínu podlá Har­
risa. Po výbere preparátov s rezom cez dominantný ovulácieschopný folikul ako aj pre- 
parátov s rezom cez velký terciárny atretický folikul sme pomocou mikroskopu DO- 
CUVAL Carl Zeiss Jena meraii jadrá folikulových buniek SG a sekrečných buniek TFI 
při 2200násobnom zváčšení. Při karyometrickej analýze sme postupovali metodou podlá 
Palkovitsa (1961) s využitím osobného počítača PMD 85-1 s programom Karyotest 03
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(Ma r ač с к a i., 1991). Z každého hodnoleného folikulu sme analyzovali jadrá z 200 
buniek zrnité) vrstvy (SG) a 200 buniek vnútorného púzdra (TFI) to znamená, že sme 
karyometricky zhodnotili 7200 buniek.

VÝSLEDKY

Výsledky karyometrickej analýzy folikulových buniek zrnité) vrstvy — 
SG dominantných ovulácieschopných folikulov — DOF v priebehu selek- 
cie v Inteáinej fáze, prve) tretine folikulárnej fázy pohlavného cyklu a po 
ovplyvnení s gonadoliberínom alebo luteolyticky posobiachn cloproste- 
nolom sú zhrnuté v tab. I a znázorněné vo variačných křivkách na obr. 1. 
Z lávej polovice obr. 1 je vidieť, že u DOF stimulačně posobí na buňkové 
jadrá SG ošetrenie dvomi dávkami GnRH. Dokumentuje to posun variačnej 
křivky do prava po podaní GnRH v porovnaní s kontrolou. Podanie clo­
prostenolu nevyvolalo posun variačnej křivky, přitom však znížením mie- 
ry variácie zúžením variačnej křivky sa prejavil podporný účinok luteoly­
ticky posobiaceho prostaglandínu na buňky SG u dominantných folikulov.

Z tah. I a obr. 2 je vidieť, že obidva spösoby ošetrenia s GnRH vo foli­
kulárnej fáze, ako aj cloprostenolom v inteáinej fáze pohlavného cyklu

1. Variačně křivky jádrového objemu folikulárnych buniek zrnitej membrány u domi­
nantných folikulov — The variation curves of the nuclear volume of the follicular cells 
of the stratum granulosum in dominant follicles

Vysvětlivky pro obr. 1—4 — Explanatory notes to Eigs. 1 -4:

Kontrola 1 (GnRH): — 15. doň cyklu, — — — — 10 a 7 li: kontrola II (cloproste­
nol): 0 h,-------- 24 h,----------------48 h, — . - . — . — 72 h — Control I (GnRH):
-------- 15th day of the cycle, — — — — 10 and 7 h; control II (cloprostenol): -------— 
0 h,--------24 h,---------------- 48 h, — . — . — . — 72 h
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I. Priemerný percentuálny rozpočet objemu jadier folikulových buniek zrnitej vrstvy (stratum granutosum) najvačších terciárnych 
folikulov dominantných (DOF) a atretických (AF) — Mean percentage of the nuclear volume of the follicular cells in the stratum 
granuZosum of the largest dominant ovulatory follicles [DOF] and atretic follicles (AF |

log V 
umj

Počet jadier1 (% )
dominantný ovulácieschopný folikuP atretický folikuP

kontrola 
15. deň 
cyklu4

GnRH
cloprostenol kontrola 

15. deň 
cyklu4

GnRH
cloprostenol

0 h 24 h 48 h 72 h 0 h 24 h 48 h 72 h

0,8
0.9 0,12
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 1,33 1,83 2,00 — 1,00 9,66 10,17 4,00 1,50 6.00
1.5 4P5 3,66 6,83 12,33 11,00 — 4,00 25,50 12,50 13,83 13.00 27,25
1,6 24,Od 18,66 18,00 28.83 21,88 — 15,25 34.33 13,16 35,83 22,50 33,25
1.7 29,00 31,00 29,33 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 5,83 22,67 14,83 26,25 5,00
1.9 6.00 7,00 17,83 1,50 2,12 — 7,00 1,00 12,16 1,63 2,88 1,00
2,0 1,75 1,33 4.83 0,83 0,37 — 1,00 0,33 2,83 0,16 0,50 —
2,1 — — 0,33 — — — 0,75 — 0,16 — 0,12 —
2.2

'number of nuclei, 2dominant ovulatory follicle, ''atretic follicle, 4controi day 15 of the cycle



u velkých antrálnych atletických folikulov — AF Inhibične působí na 
folikulové hunky SG, o com svědčí posun varlacnej křivky do fava, t. j. 
objem buňkových jadier sa redukuje.

Z tab. II a priebehu variačných kriviek jádrového objemu sekrečných 
buniek vnútorného púzdra TFI tak z DOF (obr. 3) ako aj z AF (obr. 4) je 
vidleť, že obidva postupy ošetrenia nielen s GnRH, ale aj cluprostenolom 
inhibične působili na sekrečné buňky vnútorného púzdra TFI. Dokazujú 
to posuny variačných kriviek do lava u pokusných skupin oviec.

2. Variačně křivky jádrového objemu folikulárnych buniek zmítej membrány u atretíc- 
kých folikulov — The variation curves of the nuclear volume of the follicular cells of 
the stratum granulosum in atretic follicles

3. Variačně křivky jádrového objemu folikulárnych buniek vnútorného obalu u do- 
minantných folikulov — The variation curves of the nuclear volume of the follicular 
cells of the theca Jolliculi Interna in dominant follicles
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II. Priemerný percentuálny rozpočet objemu jadier sekrečných buniek vnútorného puzdra )theca folliculi interna) najvačších terciár- 
nych folikulov dominantných (DOF) a atretických (AF) — Mean percentage of the nuclear volume of the secretory cells in the 
theca folliculi interna of the largest dominant ovulatory follicles (DOF) and atretic follicles (AF)

Počet jadier1 ( Qi)
dominantný ovulácieschopný folikul2 atretický folikul3

logV cloprostenol cloprostenol
15. deli GnRH 15. den GnRH
cyklu4 0 h 24 h 48 h 72 h cyklu4 0 h 24 h 48 h 72 h

1.0 —' — _ — — — — _ — —
1.1 — — — — — — — — — — —
1,2 — 2,33 — — — — 0,75 1.83 — 0,66 — —
1.3 0,75 3,33 — 1.50 0,83 — 0,25 4,66 6,50 3,33 1,00 0,50
1.4 12,25 18,33 0.33 6.16 2,12 — 13,00 31,16 13,33 13,00 7,63 16.00
1.5 17.00 29.66 6,50 20,00 5,00 — 25,75 23,83 14,50 24,33 20,87 33.50
1.6 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
1.9 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 — — — 2,16 0.16 — —
2.1 — — 0.16 — 0,37 — — — 0,33 — — —
2.2

For 1—4 see Tab. I
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III. Priemerný objem jadra folikulových buniek zrnitej vrstvy ^stratum granulosum) najvačších terciárnych folikulov dominantných 
(DOF) a atretických (AF) — Mean nuclear volume of the follicular cells in the stratum granulosum of the largest dominant 
ovulatory follicles (DOF) and atretic follicles (AF)

Ukazovatel1

Objem2 (pm3) Í
dominantný ovulácieschopný folikul3 atretický folikul4

kontrola 
15. den 
cyklu5

GnRH

cloprostenol kontrola 
15. den 
cyklu5

GnRH

cloprostenol

0 h 24 h 48 h 72 h 0 h 24 h 48 h 72 h

X

772

50,50
13,31
7,68

54,25
12,08

6,97

56,50
13,28

7,67

46,32
10.93

6,31

48.01
11,30
6,52

54,97a
13,89

8,02

37,78a
11,19
6,46

49,46
11,84
6,84

44,37
9,99
5,77

48,05b 
11,35
6,55

37,70b
9.11
5,26

poměr meraných osi6

L : В 1,09 1,07 1,13 1,10 1,13 — 1,08 1,10 1,10 1,08 1,12 1,09

a = statistická významnosť P < 0,001 (ř = 9,02788) — statistical significance P < 0.001 (t = 9.02788)
b = statistická významnosť P < 0,05 (t = 2,77681) — statistical significance P < 0.05 (t = 2.77681)
parameter, 2volume, 3dominant ovulatory follicle, 4atretic follicle, 5control day 15 of the cycle, 6ratio of measured axes



4. Variačně křivky jádrového objemu folikulärnych buniek vnůtorného obalu v atre- 
tických folikuloch — The variation curves of the nuclear volume of the follicular cells 
of the theca folliculi interna in atretic follicles

V tab. Ill sú zhrnuté výsledky skutečných priemerných objemov jadier 
folikulových buniek zrnité) vrstvy v /zní1 najviičších (DOF a Ab') terciár- 
nych folikulov. Z údajov tab. Ill je vidiet', že při štatistickom hodnotení 
priemerných údajov trojčlenných súborov dominantných ovulácieschop- 
ných ako aj atretických folikulov z 2UU meraných buňkových jadier sa 
zaznamenali signifikantně rozdiely priemerných objemov u atretických 
folikulov tak po podanom GnRH, aj po cloprostenole.

Z výsledkov stanovenia priemerného objemu buniek vnůtorného púzdra 
v mikrometroch kubických (tab. IV) vyplývá, že použitý přípravek na 
báze cloprostenolu hlavně ovplyvňuje a vyvolává signifikantně změny 
u dominantných ovulácieschopných folikulov na buňkách vnůtorného 
púzdra — theca jolliculi interna.

DISKUSIA

Změněný objem buňkového jadra velmi citlivo signalizuje funkčnú 
změnu na úrovni metabolízmu a syntézy enzymatických systémov alebo 
určitých produktov (hormony, neurotransmitery a iné). Napriek tejto 
skutočnosti sa plné nevyužívají! výhody karyometrickej analýzy v expe- 
rimentálnej kvantitativné} morfologii. Příčinou tohoto stavu je spravidla 
časové náročný systém hodnotenia a spracovávania výsledkov. V nasej 
práci sine využili prv vypracovaný software pre osobný počítač PMD 85-1 
(Maraček a i., 1991), ktorý urýchlil časové náročné klasické hodno- 
tenie karyometrickej analýzy a umožnil simultánně stanovit' skutočný 
objem v /zm3 a jeho dekadický logaritmus ako aj zatriedenie do příslušné) 
véfkostnej triedy pre zhotovenie a hodnotenie variačných kriviek.

Dosiahnuté výsledky sú porovnatelné s klasickými nálezmi, hlavně čo 
sa týká změny velkosti jadra a poměru elongovaných a elipsoidných ja­
dier buniek granulózy v priebehu atrézie. Zaznamenané podporné účinky
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IV. Priemerný objem jadra sekrečných buniek vnútorného púzdra (theca jotliculi interna] najvačších terciárnych folikulov dominant- 
ných (DOF) a atretických (AF) — Mean nuclear volume of the secretory cells in the theca folliculi interna of the largest do­
minant ovulatory follicles (DOF) and atretic follicles (AF)

Ukazovatef1

Objem2 (^m3)
dominantný ovulácieschopný folikul3 atretický folikul’

kontrola 
15. den 
cyklu5

GnRH

cloprostenol kontrola 
15. deň 
cyklu'

GnRH

cloprostenol

0 h 24 h 48 h 72 h 0 h 24 h 48 h 72 h

a 
m

42,44
11,69
6,75

37,86
12,38
7,15

53,12a 
0,92 
6,87

42,57a 
6,54'’ 
5,89

53,96'*
8,19
7,21

—
42,79
10,68
6,17

34,58
8,73 
5,04

44,56
11,64
6,72

39,69 
11,09 

6,40

41,46
10,34
5,97

37,58
8,81 
5,09

poměr meraných osi6

L : В 1,32 1,28 1.16 1,25 1,34 — 1,35 1.26 1,20 1.26 1,34 1,23

a = statistická významnost P < 0,01 (t = 8,09583) — statistical significance P < 0.01 (t = 8.09583) 
b = statistická významnost P < 0.05 (t = 3,10110) — statistical significance P < 0.05 (1 = 3.10110) 
For 1—6 see Tab. Ill



cloprostenolu na sledované buňkové typy podporuji! stanoviska o klu- 
čovom význame luteolýzy při rekrutácii a po jej ukončení nastupuje se- 
lekcia v procese rastu a zrenia dominantného ovulácieschopného foliku­
lu (D r i a n c o u r t a i., 1985a, b; Murdoch, 1985, 1986; Eric к son, 
1986). Inhibujúci efekt GnRH na buňky téky tak u dominantného a atre- 
tického folikulu ako aj na folikulové buňky SG podporuji! názory o uplat­
nění hypotézy aktívnej eliminácie v terminálnej fáze selekcie dominant­
ného ovulácieschopného Graafovho folikulu, kde možu brat významné 
úlohu peptidy podobné gonadoliberínu (Driancourt a i., 1985a, b; 
Murdoch, 1985, 1986, 1988; Findlay a Gla rke, 1987).

Výsledky statistického hodnotenia zmien priemerných hodnot stáno 
vených objemov jadier folikulových buniek zrnitej vrstvy a sekrečných 
buniek vnútorného púzdra poukazujú na to, že hlavný účinok cloproste­
nolu sa uplatňuje v štruktúre vnútorného púzdra u dominantných ovulá- 
cieschopných Graafových 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 Arendarčik, 1976, 1978]. Atten­
tion was paid to the karyometric analysis of follicular cells of the stratum granulosum 
(SG) and secretory cells of the theca ^oUlcuU 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 DOF in comparison with the largest atretic follicles (AF) 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 largo DOF and AF 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 ^g 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 цт 
thick sections were karyometrically evaluated at a magnification of 2200 X according 
to the method of P a 1 к o v i t s (1961 ] using the PC programme Karyotest 03 (M a r a - 
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, Figs. 3, 4). Cloprostenol treat- 
iment (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, III, IV). The results achiexed 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., 1985a, 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 (Drian court 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 UŽIVATELE SLUŽEB CAB INTERNATIONAL

Vážení uživatelé,
sdělujeme vám, že v letošním roce byla zástupci zemědělských infor­

mačních institucí zemí střední a východní Evropy — Bulharska, ČSFR, 
Maďarska, Polska, Rumunska a SNS — založena informační síť Vý­
chod—Západ, jejímž cílem je udržovat kontakty s významnou zeměděl­
skou informační institucí CAB International a rozšiřovat využívání je 
jích informačních produktu. ČSFR zastupuje v této síti Ústav vědecko­
technických informací pro zemědělství.

V listopadu 1991 byla podepsána dohoda mezi СЛВ International 
a Agroinformem Budapešť, který se stal z titulu svého členství v CAB 
International koordinátorem činnosti sítě Východ—Západ. Na základě 
podpisu této smlouvy mohou členské země sítě objednávat informační 
materiály CAB International za zvýhodněných finančních podmínek za 
předpokladu, že objednávky informačních institucí v jednotlivých člen­
ských zemích budou shromažďovány v jednom místě u národního zá­
stupce sítě a budou předávány CAB International hromadně prostřed­
nictvím koordinátora sítě Agroinformu Budapešť.

Na informační produkty CAB International objednané tímto způsobem 
budou poskytovány následující slevy:
1. Tištěné referátové časopisy, primární časopisy a ostatní

seriálové publikace
předplatné běžného roku sleva 13 %
starší ročníky 
2—3 roky sleva 13 %
4—8 let sleva 33 %
9—13 let sleva 58 %

> 13 let sleva 83 %
2. CAB Abstracts na magnetické pásce nebo disketě, služby 

SDI, poskytování kopií primárních dokumentu sleva 13 %
3. Knihy a anotované bibliografie sleva 18 %
4. Báze dat na CD-ROM sleva 13 %

Ústav vědeckotechnických informací pro zemědělství jako členská in­
stituce informační sítě Východ—Západ Vám nabízí zprostředkování ob­
jednávek informačních produktů CAB International za uvedených slev.

Bližší informace Vám poskytne:
Ústav vědeckotechnických informací pro zemědělství
Ing. Helena Slezáková
odbor informačních systémů a mezinárodních vztahů
120 56 Praha 2, Slezská 7
tel. 25 74 75, 25 75 41/207; fax 25 70 90.
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ANTIPROTEOLYTICKÉ AKTIVITY KRVNEJ PLAZMY A CERVIKÄLNEHO 
HLIENU OVIEC PO HORMONÁLNOM OVPLYVNENÍ OVARIÍ
A OZAŘOVANÍ GAMA LÜCMI (2,45 Gy) V ANESTR1

M. Molnárová, J. Arendarčik, P. Molnár

MOLNÁROVÁ, M. — ARENDARČIK, J. — MOLNÁR, P. (Univerzita veterinárskeho 
lekárstva, Košice): Antiproteolytické aktivity krvnej plazmy a cervikálneho bíle­
nu oviec po hormonálnom ovplyvnení ovarií a ozařovaní gama lúímči (2,45 Gy) 
v anestri. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 319—332.

Antiproteolytické aktivity v krvnej plazme (KP) a cervikálnom hliene (CH) oviec 
po superovulačných stimuláciách v anestri sú ovplyvnené ožarovaním gama lůč- 
mi. Na 100 ovciach plemena merino sme sledováním trypsin inhibičných aktivit 
— TIA (trypsín-modelová serínová proteáza) v KP a CH, 17 beta-estradiolu (E2), 
progesterónu (P-i) v KP a priemerných počtov ovulácií, zisťovali účinky dávky 
2,45 Gy na tieto parametre. Ovce mladšie — Jarky (j) a staršie-bahnice (B) 
reagovali na ožarovanie a superovulačné stimulácie odlišné, nielen v závislosti 
na veku, ale a) na druhu stimulácie (folikuly stimulujúcim hormónom — FSH, 
sérovým gonadotropínom — SG). Změny trypsin inhibičných aktivit KP holi 
Statisticky významné u bahníc (zvýšenie P < 0,001, sposobené stimuláciou bolu 
žiarením eliminované). Jarky reagovali na stimuláciu nesignifikantnými (ns) 
změnami priemerných hodnot TIA KP, ale odpovede v jednotlivých dňoch boli 
odlišné 13. a 14. den. Změny podobného charakteru sme zaznamenali aj vo frakci! 
nízkomolekulových (n) TIA KP: Hodnoty TIA CH sa v priemere po stimulácii 
ESH a SG měnili ns u bahníc, žiareníe znížilo (P< 0,002) TIA CH len po stimu­
lácii FSH. Po stimulácii a ožiarení sa znižovalo množstvo cervikálneho hlienu, 
znižovala sa hrubka svaloviny a epitelu vajíčkovodov, odlišné v jednotlivých 
častiach. Aj ked sme zaznamenali u stimulovaných a ožiarených oviec ovulácie, 
pri ich navrátení zpať do chovu ani jedna neostala kotná. Dávka 2,45 Gy gama 
lúčov spbsobila po superovulačných stimuláciách nefertilné ovulácie oviec.

ovce; antiproteolytické aktivity; krvná plazma; cervikálny hlien; ovulácie; su 
perovulačné stimulácie; ožarovanie

Zvyšovanie antiproteolytických hodnot krvnej plazmy bývá dávané do 
súvistt so znižovaním plodnosti (Ashley, 1987 ]. W у s h а к a i. (1988) 
pokládají! faktory pösobiace vytváranie velkých neovulovaných foliku- 
lov až cýst za jednu z příčin porúch ovulácie. Younis a i. (1988) zisti- 
li, že stimulácie к superovuláciám menia niektoré funkcie pečene. Keďže 
po superovulačných stimuláciách bývajú najma hladiny estrogénov do­
časné zvýšené nad bezpečný rozsah stanovený pre indukciu ovulácie, 
můžu čiastočne vysvětlovat niektoré abnormality. Za ďalšie faktory po­
sobiace lokálně v ováriách možu byť považované antiproteázy krvnej plaz­
my. Navot a i. (1987) pozorováním zvýšenej permeability ciev po su-
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perovulačných stimuláciách, Rom a i. (1987) detekciou alfa, makroglo- 
bulínu (plazmatický inhibitor proteáz) vo folikulárnej tekutino preovu- 
lačných folikulov, Imoedemhe a Shaw (1986) zistením vyššej 
fertility oocytov z folikulov, ktorých obsah alfa! antitrypsínu bol <2 g 
inhibovaného trypsinu v 1 1 folikulárnej tekutiny, poukázali na doležitosť 
rovnováhy proteáza — inhibitor vo folikuloch. Stimulácia к superovulá- 
ciám mění táto rovnováhu v krvi (Kaaja a i., 1989; Spanei-Bo­
rows к i a Heiss, 1986), ale aj lokálně v ováriách. Folikuly stimu- 
lujúci hormon (FSH) a luteinizačný hormon (LH) riadia syntézu aj lo- 
kalizáciu plazminogénových aktivátorov (serínové proteázy), ako aj ich 
inhibítorov (Knecht, 1986; Smokovitis a i., 1988).

Ožarovanie x-lúčmi poškodzuje ovariálne folikulárne populácie. 
Driancourt a Mariana (1982) zistili, že po ožiarení oviec dáv­
kami 800 a 2400 R (7,8 a 23,5 Gy) bolí na 50 % znížené počty preantrál- 
nych a na 40 % počty antrálnych folikulov, nepozorovali náznaky foli­
kulárnej kompenzácie, ale cyklická ovariálna činnost zostala zachovaná. 
Driancourt a i. (1983) zistili, že zníženie počtu folikulov vyúsťuje 
do zmenenej ovariálnej spätnej vazby, čo indukuje přechodná modifiká- 
ciu hladin FSH.

V našich predchádzajúcich prácach sme sledovali vplyv celotelového 
ožarovania gama lúčmi dávkami 6,7 Gy (700 R) počas 7 dní, 4,96 Gy 
(500 R) počas 5 dní na niektoré reprodukčně parametre (Arendar- 
čik a i., 1980, 1986; Molnárová a i., 1984). V snahe zistiť dávku, 
ktorá by minimálně poškodila reprodukčně orgány, použili sme ožaro­
vanie gama lúčmi dávkou 2,45 Gy (250 R) počas 5 dní. V predkladanej 
práci hodnotíme účinky takéhoto ožarovania na změny trypsin — inhi- 
bičných aktivit (TIA) krvnej plazmy (KP) a cervikálneho hlienu (CH), 
koncentrácie progesterónu (P4) a 17 beta-estradiolu (E,) v KP, hrůbky 
svaloviny a epitelu vajíčkovodov a priemerných počtov ovulácií po su- 
perovulačných stimuláciách.

material a metody

К pokusom sme použili ovce tzv. zemského plemena merino járky (ž. h. 20—25 kg) 
a bahnice 2—4ročné (ž. h. 30—40 kg) v anestrickom období (máj—jún).

V 1. pokuse sme 40 oviec zařadili do trinástich skupin: járky (J), bahnice (B). Před 
začatím ožarovania (1. den) holi ovciam instilované Agelínové poševné hubky — A 
(20 mg chlorsuperlutínu na kus; Galena, Komárov). Počas 5 dní (v 6,—11. dni) holá 
časť oviec ozařovaných (Ž) gama lúčmi celkovou dávkou 2,45 Gy. Ich vzdialenosť od 
zdroja (60Co) bola volená tak, aby za 23 h obdržali dávku 0,49 Gy, jedna hodina denne 
holá ponechaná na krmenie a otáčanie oviec v klietkach. Stimulácie ožarovaných a ne 
ozařovaných В a ] holi robené:

a) folikuly stimulujúcim hormónom — FSH (Folistiman, bývalá NDR), v celkovej 
dávke 450 IU podanej frakcionovane — 11. den 2X75 1U, 12. den 2 X 00 IU, 13. deň 
2 X 52,5 IU, 14. deň 2 X 37,5 IU;

b) sérovým gonadotropínom — SG (Ivanovice na Hané) v celkovej dávke 1500 Ш 
podanej 11. deň 500 IU, 12. deň 2 X 500 IU;

c) choriovým gonadotropínom — HCG (Praedyn, Spofa), v celkovej dávke 1500 IU 
podanej spolu s 6., 7. a H. dávkou FSH (13. deň 500 IU, 14. deň 2 X 500 IU).

Ovce holi krmené štandardným křmivom s přidáním polyvitaminového přípravku Ro 
boran H (Spofa, Farmacon, Olomouc) v dávke 15 g na ovcu a deň a Celaskonu (a.u. v. 
25 %) v dávke 1 g na ovcu a den. Rozdelenie oviec do skupin v 1. pokuse:
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n —- 40 (20 В + 20 ])

I. (72 = 2) В, A
II. (/1 = 2) B, A, Ž

III. (71 = 2) I, A
IV. (71 = 2) I, A, 2
V. (72 = 4) B, A, FSH

VI. (71 = 5) B, A, 2, FSH
VII. (71 = 3) B, A, SG

Vlil. (71 -4) B, A, 2, SG
IX. (71 = 3) I, A, SG
X. (71 = 3) ). A, 2, SG

XI. (71 4) I, intaktné kontroly
XII. (71 ^ 3) 1, A, FSH

XIII. (71 = 3) J, A, FSH + HCG

V 2. pokuse sme použili 30 Ba 30 J; instiláciu Agelínových hubiek, ožarovanie a kfme- 
nie sme robili rovnako ako v 1. pokuse. Stimuláciu sme robili 1500 IU SG, rovnako ako 
v 1. pokuse. Cast' oviec sme po stimulácii aj ožiarení a stimulácii vrátili do povodneho 
chovu a sledovali ich fertilitu.

Rozdelenie oviec do skupin v 2. pokuse:

l.a (71 = 6) B, A, 2, SG
l.b (71 = 10) B, A, Ž, SG — vrátené do chovu
2.a (71 = 4) B, A, —, SG
2.b ( 71 = 10) B, A, —, SG — vrátené do chovu
3.a (71 0) I, A, 2, SG
3.b (71 ^ 10) I, A, 2, SG — vrátené do chovu
4.a (n = 4) I, A, —, SG
4.b (71 = 10) I. A, —, SG — vrátené do chovu

V n = 60 (30 В 4" 30 J)

Krv sme odoberali z v. jugularis na heparin, krvná plazma až do spracovania (TIA, 
17 beta-estradiol, progesterón) bola uskladněná pri teplote —25 °C. Cervikálny hlien 
bol odoberaný na vatové tampóny a po zvážení eluovaný 0,05 mol. I-1 Tris-HCl pufrom, 
pH 8,1. Trypsin (trypsín-modelová serínová proteáza) inhibičnú aktivitu (TIA] sme 
stanovovali zo spomalenia hydrolýzy N-alfa-tosyl-L-arginyl-p-nitroanilidu (ТАРА) trypsí- 
nom (Bartik a i., 1974). Zníženie 0,1 ml KP alebo 1 mg hlienu sme vyjadřovali v per- 
centách, ked za 100 % sme považovali A A^os nm = 1,0 po 10 min inkubácie pri teplo­
te 25 °C, v 0,2 mol. I“1 Tris-HCl pufri, pH = 8,1. Frakciu nízkomolekulových (n) TIA 
sme získali po úpravě plazmy kyselinou chloristou, к stanoveniam sme použili neutra 
lizovanú supernatantnú frakciu a TIA stanovili obdobné ako celkovú TIA. Koncentrá- 
cie 17 beta-estradiolu a progesterónu sme stanovovali RIA metodami pomocou kitov Зн 
značených 17 beta-estradiolu a progesterónu firmy CEA SORIN. Statistické vyhodnotenia 
sme robili Studentovým t-testom.

VÝSLEDKY

Na obr. 1 sú znázorněné změny celkových trypsin inhibičných aktivit 
(TIA) krvnej plazmy oviec v anestrickom období. V dňoch 1.—11. boli 
instilované Agelínové vaginálně hubky, v 6.—11. dni bola časť oviec (n = 
= 16] ozařovaná (2,45 Gy počas 5 dni). Neožarované a) ozařované bahni­
ce boli po ukončeni ožarovania a po vybratí Agelínu stimulované 450 IU 
FSH (obr. la), alebo 1500 IU SG (obr. lb). Priemerné hodnoty TIA KP 
v 11.—16. (17.) dni sa stimuláciou zvyšovali (P < 0,001), ožarovanie toto 
zvýšenie eliminovalo. Jarky na stimuláciu 1500 IU SG reagovali odlišné,

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA — 1992 321



ШШЛ FSH

SO-
75-

65­
60-'
55-

12 13 14 15 16 17

95­
90
85­
80­
75­
70­
65­
60­
55-

IVLOŽENIE Agelín VYBRATIE t

OZAROVANIE

Ш SG

-1-- , , ^--- ,-------- j------- r-- ,--- y—,-----J--T -
1 2 3 6 7 8 9 11 12 13 14 15 16

Ш SG

75- _ - - °)
70" /Т-Х
65 -V /_ - X

6o-z ■ +
55- _ -
50- -

12 13 14 15 16 17

lÄgelin njHCG

ШШН FSH

L. Z1 —,------ r------ ,------- ,------- ,------ ? p.

11 12 13 14 15 16 17 18

1. Celková trypsin inhibičná aktivita krvnej plazmy (TIA KP) v anestrickom období počas 
10-dňovej instilácie Agelínových poševných hubiek (20 mg chlorsuperlutinu na kus) 
a 5-dňového ožarovania gama lúčmi (2,45 Gy), (x± a = 66,25 ± 10,56 % TIA); osi: 
x — dni pokusu, у — % TIA: a) TIA KP po stimulácii bahníc 450 IU FSH v_8 dávkách, 
i l I t l t t Fas podávania, — . — . — . — V. skupina (n = 4) neožiarené (x = 75,48 ± 

±10,6 % TIA),------.----- .-------VI. skupina (n = 5) ožiarené (x = 64,96 ±7,8 %
TIA); b) TIA KP po stimulácii bahníc 1500 IU SG, i i i čas podávania, —. — .— 
VII. skupina (n = 3) neožiarené (x = 79,74 ±5,2 % TIA),----- .-------.-------VIII. sku
pina (n = 4) ožiarené (x = 66,47 ±5,2 % TIA); c) TIA KP po stimulácii jariek 1500 IU
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SG, ; i i čas podávania, — .—.— IX. skupina (n = 3) neožiarené (x = 69,46 ± 
±9,38 % TIA],------.-------.-------X. skupina (n = 3) ožiarené (x = 70,65 + 5,6 % TIA);
d) TIA KP po stimulácii jariek 450 IU FSH a 1500 HCG, < j i i ; j j teas podávania, 
.--------  XI. skupina (n = 4) intaktné kontroly (x = 63,30 ±7,3 % TIA), . . 
XII. skupina (n = 3) stimulované FSH (x = 68,65 + 3,7 % TIA), —. — .— XIII. sku­
pina (n = 3) stimulované FSH + HCG (x = 64,11 ± 9,26 % 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), (x ± a = 66.25 + 10.56 % TIA); x-axis — days of the 
trial, у — % TIA: a) BP TIA lambing ewe after stimulation with 450 IU FSH in eight 
doses, t ; i < I i I 1 time of administration — . — . — group V (n = 4) nonirradiated 
(x = 75.48 + 10.6 % TIA),----- .-------.-------group VI (n = 5) irradiated ( x = 64.96 ±
+ 7.8 % TIA); b) BP TIA lambing ewe after stimulation with 1500 IU SG, i t I 
time of administration, — . —.— group VII (n = 3) nonirradiated (x = 79.74 + 5.2 % 
TIA),----- .-------.-------group VIII (n —4) irradiated (x = 66.47 ±5.2 % TIA); c) BP
TIA after the stimulation of yearling ewes with 1500 IU SG, j t ; time of admi 
nistration, —. — .— group IX (n = 3) nonirradiated (x = 69.46 ± 9.38 % TIA), 
----- .-------.-------group X (n = 3) irradiated (x = 70.65 ±5.6 % TIA); d) BP TIA 
after stimulation of yearling ewes with 450 IU FSH and 1500 HCG, t i t j j t j ttime of 
administration, .-------- group XI (n = 4) intact controls (x = 63.30 + 7.3 % TIA),
.------.--------.------ group XII (71 = 3] FSH stimulated (x = 68.65 + 3.7 % TIA), — . — . —
group XIII (71 = 3) FSH + HCG stimulated (x = 64.11 ± 9.26 % TIA)

priemerné hodnoty sa počas 5 dní po stimulácii 1500 IU SG aj po oza­
řovaní a stimulácii měnili nesignifikantne [obr. lc). Na porovnáme sti- 
mulácie jariek 450 IU FSH zvyšovala priemerné hodnoty počas 5 dní TIA 
KP (14,—18. deň pokusu; P < 0,01] oproti kontrolným hodnotám nesyn­
chronizovaných oviec v jednom ovariálnom cykle (obr. Id).

Priemerné hodnoty frakcie nízkomolekulových (n) TIA (obr. 2] sa po 
stimulácii bahníc 450 IU FSH počas 5 dní měnili nesignifikantne, ožiare- 
nie ich znižovalo (P < 0,02; obr. 2a). Aj keď sme zaznamenali značné 
individuálně odchýlky, po ožiarení chýba maximum v 14. dni pokusu, 
v 16. dni je znížené. Změny priemerných hodnot nTIA počas 5 dní po sti­
mulácii bahníc 1500 IU SG aj po ožiarení sa měnili ns, aj tu sú patrné po 
ožiarení menšie individuálně odchýlky a nižšie maximálně hodnoty (obr. 
2b). Priemerné hodnoty nTIA KP po stimulácii jariek 1500 IU SG sa mě­
nili ns, ale priebeh v jednotlivých dňoch po stimulácii a po ožiarení a sti­
mulácii poukazuje na odlišný mechanizmus pösobenia žiarenia na staršie 
a mladšie zvieratá [obr. 2c). Pre porovnáme stimulácia jariek 450 IU FSH 
zvýšila nTIA KP počas 5 dní (P < 0,05) oproti kontrolným hodnotám ne­
synchronizovaných oviec v jednom ovariálnom cykle (obr. 2d).

Priemerné hodnoty TIA cervikálneho hlienu (CH) bahníc sa počas 6 
dní po stimulácii 450 IU FSH změnili ns oproti kontrolám v 0. dni pokusu, 
hodnoty po ožiarení boli nižšie (P < 0,002; obr. 3a). Priemerné hodnoty 
po stimulácii bahníc 1500 IU SG sa měnili ns (obr. 3b). Stimulácia jariek 
1500 IU SG sice priemerné hodnoty TIA CH měnila ns, ale vidíme maxi­
málně hodnoty v čase 36—60 hodin po ukončení podávania SG, u ožiare- 
ných nebolo možné získat cervikálny hlien v dostatočnom množstve (obr. 
3c). Priemerné hodnoty TIA CH jariek sa po stimuláciách 450 IU FSH 
lišili ns od hodnot intaktných oviec (obr. 3d). Priemerné počty ovulácií 
sa v jednotlivých skupinách lišili nesignifikantne.
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2. Nízkomolekulové trypsin inhibičné aktivity (nTIA) v kr. nej plazme oviec počas 
10 dňovej instilácie Agelínových poševných hubiek (20 mg chlorsuperlutínu na kus) 
a 5-dňového ožarovania gama lúčmi (2,45 Gy), (/ + а = 18,95 + 11,06 % TIA), osi: x — 
dni pokusu, у — % TIA: a) nTIA KP po stimulácii bahníc 450 IU FSH v 8 dávkách 
4 114 14 4 4 čas podávania, — . — . — V. skupina neožiarené (x = 19,06 + 11,80 % TIA), 

 .-------.------- VI. skupina ožiarené (/ = 12,21 + 6,7 To TIA); b) nTIA KP po sti- 
mulácii_ bahníc 1500 IU SG, 4 4 4 čas podávania, . — . — .— VIL skupina neožia­
rené (/ = 21,47 + 13,6 % TIA),----- .-------.-------VIII. skupina ožiarené (/ = 20,54 +
+ 6,7 % TIA); c) nTIA KP po stimulácii jariek 1500 IU SG, 4 114 1 čas podávania,
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— . — . — IX. skupina neožiarené (x = 18,62+ 9,3 % TIA),------. .------..—— X. skupi­
na ožiarené (x = 16,4+ 9,8 % TIA); d) nTIA po stimulácii jariek 450 IU FSH a 1500 IU 
HCG, i i í i i i 1 i čas podávania .-------- XI. skupina intaktné kontroly (x = 18,82 +
+ 11,26 % TIA), — . —.— XII. skupina stimulovaná FSH (x = 24,8 + 9,1), ------.-------  
XIII. skupina stimulovaná FSH + HCG (x = 22,62 + 5,3 % TIA) — Low-molecular 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), (x + a = 18.95 + 11.06 % TIA), x-axis: days of the trial, у — % TIA: a) BP 
nTIA lambing ewe after stimulation with 450 IU FSH in eight doses, J i i I I time of 
administration, — . —.— group V nonirradiated (x = 19.06 + 11.80 % TIA),------.------- 
group VI irradiated (x = 12.21+ 6.7 % TIA); b) BP nTIA lambing ewe after stimulation 
with 1500 IU SG, t i i time of administration, — . — . — group VII nonirradiated 
(л = 21.47 ± 13.6 % TIA),----- .-------.-------group VIII irradiated (x = 20.54 + 6.7 %
TIA); c) BP nTIA after yearling ewe stimulation with 1500 IU SG, 1 I I time of 
administration, — . —.— group IX nonirradiated (x = 18.62 + 9.3 % TIA),------.------- 
group X irradiated (x = 16.4+ 9.8 % TIA); d) nTIA after yearling ewe stimulation 
with 450 IU FSH and 1500 IU HCG, t l l J i i l dime of administration, .-------- group Xl 
intact controls (x = 18.82 + 11.26 % TIA), — . —.— group XII FSH stimulated (x = 
^= 24.8 ± 9.1 % TIA),------.-------.-------group XIII FSH + HCG stimulated (x = 22.62 ±
± 5.3 % TIA)

Pri ověřovaní účinkov kontinuálneho Sdňového ožarovania dávkou 2,5 
Gy na váčších počtoch zvierat sme rovnako v anestrickom období (máj 
až jún) zistili zvýšené hodnoty TIA KP ožiarených a stimulovaných (P < 
< 0,01] bahníc (obr. 4a). Priemerné hodnoty TIA KP jariek sa po ožiare- 
ní a stimulácii lišili nesignifikantne (obr. 4b], aj ked' v jednotlivých dňoch 
vidíme odlišný priebeh zmien.

Značné odlišné priemerné hodnoty sme zaznamenali vo frakci! nízko- 
molekulových (n) TIA KP (obr. 5). Bahnice na ožiarenie a stimuláciu 
reagovali zvýšením nTIA KP (P < 0,001) počas 6 dní od ukončenia oža­
rovania (obr. 5a), járky naopak znížením (obr. 5b; P < 0,001).

Změny priemerných hodnot TIA cervikálneho hlienu (obr. 5) boli po­
čas 3—7 dní od ukončenia ožarovania a stimulácie nesignifikantné u bah­
níc aj jariek (obr. 6a, b) podobné, ako počty ovulácií. Zistený počet ovu- 
lácií zvierat usmrtených 120—160 h po ožiarení a stimuláciách sa po 
vrátení ostatných zvierat do pövodneho chovu neprejavil. Neožiarené 
ovce vykazovali 68,1% zabrezávanie so 78,7% natalitou, u ožiarených sa 
nepodařilo zistiť ani jedno zabreznutie a kotnosť, čo by mohlo poukazo­
vat na negativny vplyv tejto dávky gama žiarenia (2,45 Gy) na repro­
dukčně schopnosti. Žiarenie nepriaznivo ovplyvňuje hrůbku svaloviny 
vajíčkovoclu v celom jeho priebehu. Citlivejšie na škodlivé pösobenie gama 
žiarenia (2,45 Gy) sú járky; tu sme pozorovali nepriamu závislost medzi 
znížením hrůbky svaloviny a zvýšením výšky epitelu sliznice. Bahnice 
reagovali znížením hrůbky svaloviny aj epitelu. Rozdiely v ovplyvnení sme 
pozorovali aj v jednotlivých úsekoch: ampulárnom, ampulo-istmickom 
a istmickom, čo može znamenat změny v sekrečnej činnosti vajíčkovodov 
aj v rýchlosti postupu ovulovaných vajíčok a ich neprimeranom vývoji.

Porovnáním priemerných hodnot TIA KP (celkových aj nízkomoleku- 
lových) a TIA cervikálneho hlienu na obr. 7 vidíme rozdiely jednak v stup­
ni inhibície po stimulácii samotnéj (najma skupina VII oproti skupině 2), 
ale aj v reakcii na ožarovanie (skupina V, VI, VII a VIII, oproti skupině
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3. Trypsin inhibičné aktivity cervikálneho hlienu (TIA CH) oviec po 10-díiovej insti- 
lácii Agelínových poševných hubiek (20 mg chlorsuperlutínu na kus] a 5-dňovom uža 
rovaní gama lúčmi (2,45 Gy), osi: x — dni pokusu, у — % TIA: a) TIA НС po stimu-
lácii bahníc 450 IU FSH v 8 dávkách, t i 4 4 4 t 4 4Čas podávania, — . — . — V. skupina 
neožiarené_( x = 3,4 + 2.4 % TIA, x = 1,0 + 1,2 ovulaci!)----- .-------.-------VI. skupina
ožiarené (x = 2,2+ 1,4 % TIA, x = 1,8 + 1,0 ovulaci!); b) TIA CH po stimulácii bahníc 
1500 IU SG, i 4 4 čas podávania, — . —.— VII. skupina neožiarené (7 = 3,8 + 
+ 1,7 % TIA),----- .-------.-------VIII. skupina ožiarené (x = 3,2+ 2,7 °i> TIA, 7 =
= 1,8 + 0,4 ovulácií); c) TIA CH po stimulácii jariek 1500 Ш SG, 4 4 4 čas podá­
vania, — . — .— IX. skupina neožiarené (x = 5,5+ 3,4 % TIA. 7 = 1,0 + 0 ovulácií), 
----- .-------.-------X. skupina ožiarené (7 =4,7+ 4,5 % TIA, 7 = 1,7 + 0,5 ovulácií); 
d) TIA CH intaktných jariek: ,-------- XI. skupina (7 = 3,2+ 1,5 % TIA, 0 ovulácií)
a stimulovaných 450 IU FSH v 8 dávkách, 1 4 1 4 4 4 4 1 čas podávania, 1500 IU HCG, 

1 1 i čas podávania,---- .-------.-------XII. skupina stimulovaná FSH (7 = 3,2 +
+ 1,6 % TIA, 0,7 + 0,9 ovulácií), —. — .— XIII. skupina stimulované FSH + HCG (x = 
= 1,4 + 1,2 *!ó TIA, 1,0 + 0,8 ovulácií) — 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 — % TIA: a) CM TIA lambing ewe after stimulation with 450 IU FSH in 
eight doses, 1 1 1 4 1 ij itime of administration, — . — . — group V nonirradiated [7 = 
: = 3.4 + 2.4 % TIA, x = 1.0 + 1.2 ovulations),----- .-------.-------group VI irradiated
(72.2+1.4 % TIA, x = 1.8+ 1.0 ovulations); b) CM TIA lambing ewe after stimu­
lation with 1500 IU SG, 1 1 1 time of administration, — . —.— group _VII non­
irradiated (7= 3.8+ 1.7 % TIA),------.-------.-------group VIII irradiated (x = 3.2 +
+ 2.7 % TIA, 7 = 1.8 + 0.4 ovulations); c) CM TIA yearling ewe after stimulation with 
1500 IU SG, 4 4 4 _ time of administration, — . —.— group IX nonirradiated (7 = 
= 5.5 + 3.4 % TIA, x = 1.0 + 0 ovulations),------.-------. —— group X irradiated (7 =
= 4.7 i 4.5 % TIA, x =-1.7 + 0.5 ovulations); d) CM TIA of intact yearling ewes: 
.-------- group XI (x = 3.2 + 1.5 % TIA, 0 ovulation) and 450 IU FSH stimulated ewes
in eight doses, 1 4 4 4 4 4 4 4 time of administration. 1500 IU HCG, 4 4 1 time of 
administration,----- .-------.-------group XII FSH stimulated (x = 3.2+ 1.6 °b TIA,
0.7 + 0.9 ovulations), —. — . — group XIII FSH 4- HCG stimulated (x = 1.4+ 1.2 % 
TIA, 1.0 + 0.8 ovulations)
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2 a 1) pre TIA KP. Obdobné rozdiely sa prejavili aj vo frakcii nizkomole- 
kulových 'ПЛ KP. Rozdiely priemerných TIA CH boll váčšlnou po stimu­
lácii a po ožiarení a stimulácii nesignifikantné okrem zníženia \.P < 0,02) 
po ožiarení a stimulácii FSH [450 IU).

Nepriaznivý vplyv ožarovania sa prejavil aj na priemerných hodnotách 
17 beta-estradiolu a progesterónu v krvnej plazme. Po stimulácii bahníc 
450 IU folikuly stimulujúceho hormonu ožarovanie sposobilo pokles E 
v 11,—16. dni pokusu (P < 0,002] z kontrolných 177,5 + 34,5 na 140,8 + 
+ 4,2 pg.ml-1, zatiaf čo stimulácia zvyšovala hodnoty oproti kontrol- 
ným na 223,5 + 49,0 pg.ml"1. Rozdiel sposobený ozařováním před sti- 
muláciou bol P < 0,001. Priemerné hodnoty progesterónu v rovnakom ob­
dobí a stimulácii bahníc klesali (P < 0,001) oproti kontrolným 6,32 + 0,16 
na 1,67 + 1,2 ng .ml"1, ožarovanie tento pokles tlmilo na 2,87 + 0,96 ng . 
.ml"1 [P < 0,001). Změny po stimulácii 1500 IU sérového gonadotrophin 
sposobené ozařováním holi menej výrazné. Zníženie E2 ožarovaním před­
stavovalo 149,0 + 28,0 oproti 179,0 + 4,6 pg.ml"1 stimulovaných (P < 
< 0,01), změny P, ožarovaním boli v rozsahu v rovnakom časovom úseku 
(11.—16. deň pokusu) nesignifikantné.
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4. Trypsin inhibičné aktivity v krvnej plazme (TIA KP) oviec počas 10-dňovej insti- 
lácie Agelínovýeh poševných hubiek (20 mg chlorsuperlutínu na kus) a 5-dňovom oža- 
rovani gama lúčmi (2,45 Gy), osi: x — dni pokusu, у — % TIA: a) TIA KP po stimu 
läcii bahníc 1500 IU SG, ; i i čas podávania,------.-------.-------1. skupina ožia-
rené (x= 60,1+ 7,9 % TIA), — . —.— 2. skupina neožiarené (x = 55,9 + 9,6 % T1A); 
b) TIA KP po stimulácii jariek 1500 IU SG, i * i čas podávania,------.-------.-------
3. skupina ožiarené (x = 70,5±9,9 % TIA), —. — .— 4. skupina neožiarené (x = 
= 72,4 + 9,5 % TIA) — Trypsin inhibiting activities in the blood plasma (BP TIA) 
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, у — 
% TIA: a) BP TIA after lambing ewe stimulation with 1500 IU SG, i ; i time of 
administration,------.-------.-------group 1 irradiated (x = 60.1 + 7.9 To TIA), — . — . —
group 2 nonirradiated (1 = 55.9 ±9.6 % TIA); b) BP TIA yearling ewe after stimulation 
with 1500 IU SG, i i i time of administration,------.-------.-------group 3 irradia­
ted (x = 70.5 ±9.9 4u TIA), — . —.— group 4 nonirradiated (1 = 72.4 ±9.5 % TIA)
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5. Nízkomolekulové (n) trypsin inhibičné aktivity (TIA) krvnej plazmy (TIA KP) 
oviec počas 10-dňovej instilácii Agelínových poševných hubiek (20 mg chlorsuperlu- 
tínu na kus) a 5-dňovom ožarovaní gama lúčmi (2,45 Gy), osi: x — dni pokusu, у — 
% TIA: a) nTIA KP po stimulácii bahníc 1500 IU SG, t 4 4 čas podávania, 
 .-------. -- ---- 1. skupina ožiarené (x = 29,0 ±11,8 "ii TIA), — . —.— 2. skupina 
neožiarené (x = 16,6 ± 12,8 % TIA); b) nTIA KP po stimulácii jariek 1500 IU SG, 
1 4 4 čas podávania, — — .-----.-------3. skupina ožiarené (x = 19,0 ±12,5 %

TIA), —. — . — 4. skupina neožiarené (л = 33,2 ± 12,3 % TIA) — Low-molecular (n) 
trypsin inhibiting activities (TIA) of the blood 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, у axis — % TIA: a) BP 

nTIA lambing ewe after stimulation with 1500 IU SG, 4 4 1 time of administration, 
----- .,----- -------- group 1 irradiated (x-= 29.0 ± 11.8 Чи TIA), — . — .— group 2 non- 
iiradiated (x = 16.6 ±12.8 % TIA); b) BP nTIA yearling ewe after stimulation with 
1500 IU SG, 4 i 4 time of administration,----- -.— — .----- group 3 irradiated 
(x= 19.0 ±12.5 % TIA), —. — .— group 4 nonirradiated (x ~ 33.2 ±12.3 % TIA)
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0. Trypsin inhibičná aktivita v cervikálnom hliene (TIA OH) oviec po 10-dňovej insti­
lácii Agelínových poševných hubiek (20 mg chlórsuperlutínu na kus) a 5-dňovom oža­
rovaní gama lúčmi (2,45 Gy), osi: x — dni pokusu, у — % TIA: a) TIA CH po stimu 
lácii bahníc 1500 IU SG, 4 4 4 čas podávania,----- .-------. — — 1. skupina ožiare
né (x = 3,6 ±3,1 % TIA, x = 0,66 ± 1,0 ovulácií), — . —.— 2. skupina neožiarené 
(x = 3,9 ±4,2 % TIA, x = 0,75 ± 0,5 ovulácií); b) TIA GH po stimulácii jariek 1500 IU 
SG, 4 4 4 čas podávania,------.-------.------3. skupina ožiarené (x = 3,1 ±3,6 °,'o
TIA, x = 1,0 ± 1,5 ovulácií), — . —.— 4. skupina neožiarené (x = 3,3 ±2,9 °u TIA, 
x" = 1,25 ± 1,3 ovulácií) — Trypsin inhibiting activity in cervical mucus (CM TIA) in 
ewes after 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, у — %

TIA: a) CM TIA lambinx ewe after stimulation with 1500 IU SG, 4 4 4 time of
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administration, .----- . group 1 irradiated (x = 3.6 ± 3.1 % TIA, x = 0.66 ±
± 1.1) ovulations), — . --. — group 2 nonirradiated (x = 3.9 ±4.2 "o TIA, x = 0.75 ± 
±0.5 ovulations); b) CM TIA yearling ewe after stimulation with 1500 1U SCI, 
i i i time of administration,-----.----- ■.----- - group 3 irradiated (x = 3.1±

±3.6 % TIA, x = 1.0 ±1.5 ovulations), —. —.— group 4 nonirradiated (x = 3.3± 
± 2.9 % TIA, x = 1.25 ± 1.3 ovulations)

b)

J J В В В В J J В В J J

7. Změny x ± о TIA KP, nTIA KP, TIA CH oviec po hormonálnom ovplyvneni ovárii 
a celotelovom ožarovaní gama lůčmi (2,45 Gy), osi: x — pokusné skupiny, у — % TIA: 
К — kontrolně skupiny, FSH — skupiny stimulované 450 IU FSH, SG — skupiny sti­
mulované 150-0 IU SG; a — celková TIA KP, b — nízkomolekulová TIA KP, c — TIA 
cervikálneho hlienu; В — bahnice, J — járky, ož — vplyv ožarovania, A — vplyv Age- 
línu — The changes x ± <7 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 — % TIA: К — 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 

'ПА, c — TIA of cervical mucus; В — lambing ewes, j — yearling ewes, ož — the 
effect of irradiation, A — the effect of Agelin
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DISKUSIA

Vplyv žiarenia na reprodukčně ukazovatele opísali mnohí autoři. Pri 
sledovaní vplyvu jednorázového lokálneho ožiarenia ovarií dávkami 4,78 
Gy, 9,67 Gy, 19,14 Gy x-lúčov zistili Arendarčik a i. (1985) a M o 1 - 
nárová a i. (1983) určité reparačné změny krčku maternice, rohov 
maternice, podepitelového tkaniva a trypsin inhibičných aktivit krvnej 
plazmy a cervikálneho hlienu v priebehu 10—100 dní po oziarení. Tiež 
protrahované celotelové ožarovanie gama lúčmi dávkami 6,7 a 4,9 Gy 
spösobovalo změny TIA KP, TIA CH a morfologickej struktury cervixu 
bahníc (Mol nárová a i., 1984). Tieto pokusy holi vykonávané v ane- 
strickom období bez hormonálnych stimulácií ovarií. V predkladanej prá­
ci sme použili nižšiu celková dávku ožarovania (2,45 Gy počas 5 dní) 
s cielom zistiť mieru poškodenia folikulov ovárií. Kedže ovce plemena 
merino nevykazujú striktný anestrus, použili sme na synchronizáciu va­
ginálně hubky s Agelínom (20 mg chlorsuperlutínu na kus). Změněné 
priemerné hodnoty TIA KP po instilácii hubiek, ozařovaní a stimulácií 
ovárií 450 IU FSH alebo 1500 1U SG oproti neožarovaným, poukazuji! na 
ich účasť pri týchto dejoch. Nesignifikantné změny v priemerných počtoch 
ovulácií dokazujú, že použitá dávka ožarovania nepoškodila všetky pre- 
ovulačné folikuly a aj keď zníženie priemerných hodnot E. bulo po oza­
řovaní a stimuláciách signifikantně (P < 0,001), zvyšné folikuly ovulo- 
vali. Tieto nálezy sú podporované zisteniami autorov D r i a n c o u r t 
a Mariana (1982), že zvieratám s nízkými priemernými poctami ovu 
lácií stačí к ovulácií minimálna folikulárna populácia. Tito autoři zistili 
zhoršená sekrečná aktivitu následných žitých teliesok, čo naznačuje, že 
premena folikulárnych buniek na buňky luteinové bola žiarením poško- 
dená [Drian court a i., 1983). Kedže proteázy a ich inhibitory sa 
zúčastňujú na přebudovávaní tkaniv (Knecht, 1986) a v ováriách je 
ich syntéza a sekrécia hormonálně riadená, zaujímalo nás, do akej míery 
budú ozařováním změněné aktivity inhibítorov serínových proteáz v krv­
nej plazme. Zloženie folikulárnej tekutiny je ovplyvnované vnátroova- 
riálnymi faktormi (lokálna stimulácia syntézy a sekrécie jednotlivých 
zložiek), ale aj zložením krvnej plazmy. Změněná permeabilita ciev, ale 
aj buňkových membrán, ako následok ožarovania, může táto závislost 
meniť. Keď sa rovnováha proteáza — inhibitor poruší, následné može 
dochádzať к změněnému vývojů folikulov a oocytov. Stimulácie к super- 
ovuláciám gonaclotropnými hormónami tieto změny zvýraznia. Aj změ­
něné prostredie oviduktov a maternice na straně jednej, alebo změněné 
vlastnosti cervikálneho hlienu na straně druhej, možu ovplyvňovat ferti­
litu. Aj keď sme váčšinou nezistili signifikantně změny priemerných hod­
not TIA CH počas 6 dní od skončenia ožarovania a následnej stimulácie, 
rozdiely v jednotlivých dňoch holi významnejšie. Koncentrácie proteáz 
a ich inhibítorov v cervikálnom hliene ovplyvňujú motilitu spermií (S m o - 
ко vit is a i., 1987). Faktory sposobujáce změny koncentrácií seríno­
vých proteáz a ich inhibítorov nielen v cervikálnom hliene, ale aj v se- 
mennej plazme možu ovplyvňovat fertilitu. Pearce a Robinson 
(1985) sa domnievajú, že poruchy fertility po synchronizácii, výrazné 
najma po umelej inseminácii, sú sposobované porušeným transportům 
spermií cervixom. Tento fenomén je přičítaný vplyvu progesterónu a žia­
rením može byť zvýrazněný. Přesné načasovanie inseminácie v relácii 
к vine LH, kedy sa předpokládají! optimálně podmienky pre přechod
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spermií ovčím cervixom, može byť žiarením pozměněné. Změny hrůbky 
epitelu a svaloviny vajíčkovodov po ozařovaní mohli spolupósobiť při 
neplodnosti ozařovaných oviec.

Záverom možno konstatovat', že po Sdňovom ozařovaní oviec gama 
lúčmi celkovou dávkou 2,45 Gy holi natofko změněné ich reprodukčně 
parametre, že ovulácie bolí nefertilné.
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MOLNÄROVÄ, M. — ARENDARČIK, J. — MOLNÁR, P. (University of Veterinary Modi 
cine, Košice): Antiproteolytic actinities of the blood plasmo and cernieal mucus in 
ewes after the hormonal treatment oj onaries 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 ЛА.юь = 1.0 for 10-minute incubation at 25 °C, pH = 8.05, 0.2 mol/1 tris-HCl 
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-body gamma irradiation on days 6 to 11. When the 
irradiation was completed and the tampons wore 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 IU follicle stimulating hor 
mono (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. la, b). 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. lc, d — FSH stimulation). Similar changes were obser­
ved in the BP nTlA 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 
FSH stimulation (P< 0.002). The amount of cervical mucus decreased after stimula 
lions 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 owes 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 °/o with 78 % birth rate. A decrease in the average values of nBP 17 beta 
-oestradiol (P< 0.001) after irradiation and stimulation against the stimulated ewes 
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

Adresa autorou:

Doc. ing. Marie Molnárová, CSc., prof. MVDr. Jozef Arendarčik, DrSc., 
MVDr. Peter Molnár, Univerzita veterinárskeho lekárstva, Komenského 73, 
041 81 Košice

332 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1992



VPLYV MASTNÝCH KYSELIN V KRMIVÉ NA AKTIVITU XANTIN 
DEHYDROGENÄZY U PREPELICE JAPONSKEJ

J. Jankela

JANKELA, J. (Ústav biochemie a genetiky živočíchov SAV, Ivanka pri Dunaji): 
Vplyv mastných kyselin v krmivé na aktivitu xantin dehydrogenázy и prepelice 
japonskej. Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 333—339.

Mastné kyseliny přítomné v krmivé ovpíyvňujú úroveň exkrécie dusíka na stupni 
xantin dehydrogenázy (XDH) v pečeni a pankrease prepelice japonskej. Z testo­
vaných kyselin laurovej, palmitovej, steárovej, olejovej, linolovej a linolénovej 
prejavujú tento účinok len niektoré. Kyselina steárová stimuluje aktivitu XDH 
přibližné dvojnásobné s preukaznosťou P < 0,05 oproti kontrole, zatiaF čo kyse­
liny linolová a Jinolénová ju asi 1,5—2násobne znižujú (P < 0,01—0,1). Rychlost 
týchto procesov je v termínoch dni.

Coturnix coturnix japonic«; climinácía dusíka; pečen; pankreas

Xantin dehydrogenáza (XDH; EC 1.2.1.37) — enzým zapojený do eli- 
minácie aminokyselinového dusíka je u vtákov distribuovaný prevažne 
v pečeni, obličkách a pankrease. Jeho aktivita je značné ovplyvnená nu- 
tričnými podmienkami, pričom medzi obsahom bielkovín v krmivé a hod­
notou XDH aktivity v pečeni existuje priama korelácia [Jankela, 1978). 
V niektorých prípadoch, najma pri skrmovaní tzv. netradičných substrá- 
tov holi pozorované odchýlky od tejto korelácie (G a ž o a i., 1978; Jan­
kela a Baranovská, 198(1). Woodward a Fisher (1967), 
resp. Lee a Fisher (1971) popísali vplyv mastných kyselin z diéty 
na ontogenetický vývoj XDH u kurčaťa. Je pravděpodobné, že pozorované 
odchýlky od korelácie obsahu krmných bielkovín vs. aktivita XDH sú 
sposobené prítomnosťou nebielkovinových látok v krmivé, napr. mastných 
kyselin. Na overenie tohto předpokladu bol sledovaný vplyv mastných 
kyselin na reguláciu aktivity XDH. V práci bola použitá metoda proteíno- 
vej deplécie a následnej replécie so súčasnou aplikáciou testovaných 
mastných kyselin.

MATERIAL a METODY

japonské prepelice — kohútiky z chovu Ústavu biochémie a genetiky živočíchov SAV 
vo veku 71 dní bolí 4 dni v predpokusnom období krmené bezbielkovinovým krmivom. 
Od 5. dna holi prepelice rozdělené do 8 skupin po 24 zvierat a krmené experimentál- 
nym krmivom s obsahom 27,7 g NX 6,25. kg-1 a náhradou tukovej zložky jednotlivý­
mi mastnými kyselinami. Zloženie krmív je v tab. I. V 1., 4., 5., 6., 7. a 8. dni boli po
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I. Zloženie experimentálnych krmných zmesí — Composition of experimental feed 
mixtures

Komponent1 (g)
Krmná zmes11

I. II. III. IV. v. VI. Vil. VIII. IX.

Sušený vaječný bielok ' _ 277,3 277,3 277,3 277,3 277.3 277,3 277,3 277,3
Kukuřičný škrob3 280,4 264,0 282,0 264,0 264,0 264,0 264.0 264,0 264,0
Glukóza4 596,1 334,2 334,2 334,2 334,2 334,2 334,2 334,2 334,2
Kličkový olej5 9,2 9,2 — _ _ — — — —
Slnečnicový olej" 18,4 18,4 — — — — — — —
Celulóza7 28,7 28,7 28,7 28,7 28,7 28,7 28,7 28,7 28,7
Vitamínový doplnok8 10,2 10,2 10,2 10,2 10,2 10,2 10,2 10,2 10,2
Minerálny doplnok9 57,0 57,0 57,0 57,0 57,0 57,0 57,0 57,0 57,0
Mastná kyselina10 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0 30,0

I. predpokusná — preexperimental
II. kontrolná — control

III. beztuková — fatless
IV. s kyselinou laurovou — with lauric acid
V. s kyselinou palmitovou — with palmitic acid

VI. s kyselinou steárovou — with stearic acid
VII. s kyselinou olejovou — with oleic acid 

VIII. s kyselinou linolovou — with linoleic acid
IX. s kyselinou linoiénovou — with linolenic acid

'component, -dried egg yolk, 3maize starch, ‘"•glucose, ^germ oil, "sunflower oil, bellu 
lose, 8biofactors supplement, 9mineral supplement, 1(lfatty acid, 'heed mixture

3 zvieratá z každej skupiny usmrtené dekapitáciou. V pečeni, obličkách a pankrease 
holá stanovená aktivita XDH podlá Strittmattera (1965) a množstvo bielkovín 
podia Lowry ho a i. (1951). Výsledky boli Statisticky vyhodnotené na preukaznosť 
rozdielov medzi skupinami t testom.

VÝSLEDKY

Specifická aktivita XDH v pečeni, obličkách a pankrease v priebehu 
predpokusného obdobia a po následnej bielkovinovej replécii je na obr. 
1. Po pociatočnom poklese aktivity vo všetkých troch orgánoch na při­
bližné rovnakú hodnotu 52 % povodnej aktivity nastáva pri replécii biel­
kovín v krmivé opátovné zvýšenie aktivity XDH.

Účinok krmivá neobsahujúceho tuk na aktivitu XDH (obr. 2) v pečeni, 
resp. v obličkách, sa nelišil od účinku kontrolného krmivá. Specifická 
aktivita XDH v pankrease vykazovala pod vplyvom heztukovej diéty opro­
ti kontrolným zvieratám určité odchýlky, ktoré však neboli štatisticky 
významné.

Kyselina laurová, palmitová, resp. olejová ako jediná náhrada tukovej 
zložky krmivá neovplyvnili výrazné vývoj špecifickej aktivity XDH v pe­
čeni, obličkách a pankrease (obr. 3). К určitým, štatisticky nevýznam­
ným posunom, najma pri aplikácii kyseliny laurovej alebo palmitovej 
dochádzalo od 2., resp. 3. dňa krmenia s týmito mastnými kyselinami len 
v pečeni a pankrease. Křmenie krmivom, v ktorom holá ako náhrada tu­
ku použitá len kyselina steárová, vyvolalo odlišná reakciu XDH v pečeni
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1. Specifická aktivita XDH v pe­
čeni ----- , obličkách — — —
a pankrease - . - . — pri pro­
teinové] depléeii a replécii — 
Specific XDH activity in liver 

-----, in kidneys — — — and 
in pancreas — . — . — in pro­
tein depletion and repletion 
Activity 106 nkat'mg of pro 
teins, 2days 
(for Figs. 1—5)

aktivito 10е nkat.mg’ bielkovin1

2. Specifická aktivita XDH pri krmení kontrolným krmivom —-^— a krmivom neobsa- 
hujúcim tuk — — —; A — pečen, В — obličky, С — pankreas — Specific XDH acti­
vity in feeding the control feedstuff -------- and feedstuff not-containing fat — — —;
A — liver, В kidneys, C — pancreas

a pankrease oproti enzýmu v obličkách (obr. 4). Dynamika vývoja akti­
vity XD1I v obličkách mala přibližné rovnaký priebeh ako bolo zazname­
nané n kontrolných zvierat. Naproti tomu v pečeni a pankrease japon­
ských prepelíc vyvolala kyselina steárová statisticky významné zvýšenie 
špecifickej aktivity XDH už po jednodennej aplikácii. Po tomto prudkom 
zvýšení nastala stabilizácia dosiahnutej úrovně enzymatické] aktivity 
v oboch orgánoch. Pečeňová XDH aktivita přetrvávala na rovnakej hod­
notě do konca pokusného obdobia, zatial čo v pankrease došlo na štvrtý 
deň kfmenia s kyselinou steárovou к ďalšiemu, hoci Statisticky nevý­
znamnému vzrastu XDH aktivity.
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3aktivita lü'nküt, mg’ bielkovfn^

3. Specifická aktivita XDH při krmeni kontrolným krmivom a krmivom s kyše
linou laurovou — — —, palmitovou —.— a olejovou . . . .; A -- pečen, В — obličky, 
C — pankreas — Specific XDH activity in feeding the control feedstuff --------  and
feedstuff with lauric acid — - --. palmitic — .-. — .- and oleic . . . . acids; A — 
liver, В kidneys, C — pancreas

4 6g
[dni]2

4. Specifická aktivita XDH při krmení kontrolným krmivom -------- a krmivom s ky­
selinou steárovou — — —; A — pečen, В — obličky, C — pankreas — Specific XDH 
activity ni feeding the control feedstuff-------- and the feedstuff containing stearic acid 
— — —; A — liver, В — kidneys, C — pancreas
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5. Specifická aktivita XDH při krmení kontrolným krmivom -------- a krmivom s kyse­
linou linolovou — — — a linolénovou . . . .; A — pečeň, В — obličky, C — pankreas 
— Specific XDH activity in feeding Hie control feedstuff — - - and feedstuff contain­
ing linoleic — — — and linolenic acids . . . .; A — liver, В — kidneys, C — pancreas

Pösobenie kyseliny linolovej a linolénovej na vývoj špecifickej aktivi­
ty XDH (obr. 5) bulo rovnako orgánovo selektívne. Obličková XDH akti­
vita nevykazovala statisticky významné odchýlky od hodnot zistených 
o kontrolných zvierat. Obidve nenasýtené mastné kyseliny vyvolávali len 
malý posun к nižším hodnotám v priebehu sledovaného obdobia. Naproti 
tomu vývoj XDH aktivity v pečeni a pankrease bol týmito mastnými kyse­
linami výrazné ovplyvnený. Specifická aktivita XDH v pečeni poklesla 
po prvom dni kfmenia experimentálnym krmivom dokonca ešte pod hod­
notu aktivity stanovenej na začiatku experimentálneho obdobia, teda po 
ukončení proteínovej deplécie. V ďalšom období aktivita sice vzrastala 
s přibližné podobnou rýchlosťou ako prebiehal vývoj XDH aktivity v pe­
čeni kontrolných zvierat, ale statisticky významný rozdiel bol stále po­
měrně vysoký. Depresia XDH aktivity v pečeni bola přitom výraznejšia 
pH působení kyseliny linolovej než linolénovej.

Specifická aktivita XDH v pankrease rovnako ako v pečeni poklesla 
po jednodňovom krmení s kyselinou linolovou, alebo linolénovou pod 
hodnotu stanovenu na začiatku experimentálneho obdobia, hoci tento 
pokles nebol natofko výrazný ako u hepatálnej XDH. Na rozdiel od pe­
čeno však v ďalšom období XDH aktivita pankrease přetrvávala na rovna- 
kej úrovni. Rovnako ako v pečeni bol vplyv kyseliny linolovej výrazněj­
ší ako vplyv kyseliny linolénovej.

DISKUS1A

Využitie modelu proteínovej deplécie a následnej replécie umožnilo 
presnejšie charakterizovat' vplyv mastných kyselin na orgánovú špecific-
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kú aktivitu XDH. Nutričně zásahy sa najcitlivejšie odrážajú v období in- 
tenzívneho rastu zvierat. V tomto období však zároveň dochádza к naj- 
výraznejšej kumulácii neuroendokrinných faktorov ovplyvňujúcich enzy- 
matickú aktivitu. Modelový systém proteínovej deplécie a následnej re- 
plécie [Gažo a i., 1985) umožňuje eliminovat prinajmenšom cast týchto 
faktorov, pričom však procesy prebiehajúce pri proteínovej replécii u do­
spělých zvierat připomínají! procesy vývinu a rastu. Vývoj XDH je cha­
rakterizovaný poklesem jej aktivity ako následok proteinového hlado- 
vania [Nir a i., 1974; Gažo a i., 1980) a pri návrate ku kfmeniu s do­
statkům bielkovin opětovným zvýšením pripomínajúcim ontogenetický 
vývoj XDH [Jankela, 1977). Skrmovanie beztukovej diéty naznačilo, 
že replécia XDH aktivity je vyvolaná výlučné repléciou bielkovin v krmi­
vé bez vplyvu tuku na tejto dynamike. Za krátký čas trvania experimen­
tu sa nepřítomnost mastných kyselin nemohla prejaviť, keďže zásobný 
tuk hydiny obsahuje vetké percento polynenasýtených a esenciálnych 
mastných kyselin (Lang, 1970), ktoré može organizmus zvieraťa plné 
využívat.

Na základe pozorovania účinku individuálnych mastných kyselin ich 
možno rozdělit do troch skupin. V prvej sú kyseliny nevykazujúce žiadny 
vplyv na orgánová aktivitu XHD. Sú to nasýtené mastné kyseliny — lau­
rová a palmitová a mononenasýtená — kyselina olejová. Do druhej sku­
piny patří jediná z testovaných mastných kyselin — kyselina steárová, 
ktorá zvyšovala aktivitu XDH v pečeni a v pankrease. Konečne v tretej 
skupině sú mastné kyseliny s depresívnym účinkom na XDH aktivitu. Sú 
to esenciálně polynenasýtené mastné kyseliny — linolová a linolénová.

Ukázalo sa, že účinok testovaných mastných kyselin je do určitej miery 
orgánovo selektivity, ovplyvňuje XDH aktivitu len v pečeni a pankrease 
bez vplyvu na XDH v obličkách.

Stimulujúci účinok kyseliny steárovej je vzhladom na jej neesencialitu 
nepochopitelný. V pokusoch autorov Gažo a Knobloch (1964) po­
zorovali pozitivny účinok kyseliny steárovej na operenie kohútikov a rov- 
naký účinok na aktivitu XDH bol zistený v prácach F i s h e r a a i. (1967) 
a Woodwar da a i. (1975). Přitom s)a však z celkového počtu 11 
mastných kyselin podiela kyselina steárová necelými 10 % na zložení 
tuku u sliepok.

Fyziologický význam depresívneho vplyvu esenciálnych kyselin — li- 
nolovej a linolénovej na XDH z pečene a pankreasu je takisto nejasný: 
Esenciálně mastné kyseliny podporuji! rast organizmu. Možno právě zní- 
ženie katabolických funkcií je primárným mechanizmom tohto ich účin­
ku. Fisher a i. (1967) a Lee a Fisher (1971) pozorovali rovnako 
depresívny účinok kyseliny linolovej a linolénovej na aktivitu XDH v pan­
krease a předpokládali, že tento vplyv sa realizuje cestou zmien v degra- 
dácii enzymatickej molekuly, čím dochádza к zníženiu katabolizmu ami­
nokyselin a teda exkrécie clusíka.

Z uvedených pozorovaní vyplývá, že nutričný vplyv mastných kyselin, 
a to i takých, ktoré sa vyskytujú v tukovom tkaníve hydiny, nie je za­
nedbatelný a výrazné sa prejavuje na stupni XDH.
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JANKELA, J. (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 fapanese 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- 
lie 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
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KONTINUÁLNÍ INTRAVENÖZNI ANTESTÉZIE PSA SMĚSÍ XYLAZINU, 
KETAMINU A GUAIFENEZINU

J. Mezerová, L. Němeček, M. Snášil

MEZEROVÁ, J. — NĚMEČEK, L. — SNÁŠIL, M. (Vysoká škola veterinární, Brno): 
Kontinuální tntrauenóznl anestézie psa smést xylazinu, ketaminu a guaifenezinu. 
Veter. Med. (Praha), 37, 1992 (5—6): 341—347. '

Po premedikaci atropinem (0,05 mg. kg-1) a xylazinem (2 mg . kg !) společně 
i. m. jsme psy uvedli do anestézie' i. u. podáním 1 % ketaminu v dávce 2 mg. kg-1 
a bezprostředně po něm jsme zavedli infúzi směsí xylazinu, ketaminu a guaife- 
nezinu. Směs jsme aplikovali prvních pět minut rychlostí 3,3 ml.kg^.h^1 
a potom po celou dobu operačního zákroku udržovali na konstantních hodnotách 
2,2 ml . kg"1 . h" *. Sledováním dechové frekvence, dechového a minutového de­
chového objemu, vnitřní tělesné teploty, EKG a zhodnocením acidobazické rovno­
váhy jsme nezjistili závažné odchylky od výchozích hodnot. Na základě našich 
výsledků můžeme ověřovaný způsob doporučit к celkové anestézii zejména vět­
ších plemen psů při déletrvajících operacích.

pes; celková anestézie; kontinuální i. v. iníúze; xylazin; ketamin; guaifenezin; 
puls; EKG; teplota; dech: dechové objemy; acidobazické rovnováha

Účinná a bezpečná celková anestézie je základním předpokladem pro 
příznivý průběh operačního zákroku. Injekční způsob pro potřebu mini­
málního technického vybavení a jednoduchou proveditelnost zatím pře­
važuje nad anestézií inhalační, která vyžaduje přístrojové vybavení a eru­
dici pracovníka. Pro déletrvající operační výkony se ve veterinárních za­
řízeních, ve kterých není к dispozici narkotizační přístroj, udržuje anesté­
zie reaplikací přípravku v dávkách obvykle odpovídajících 1/3 a ž 1/2 
výchozí dávky.

Intravenózní kontinuální infúze anestetika к prolongování narkózy je 
ve veterinární medicíně zatím málo používaná přesto, že v literatuře je 
popisováno několik postupů. U psů M i c h a 1 o t aj. (1980) referují o in- 
fúzní anestézii kombinací alfatezinu s fentanylem. Platon aj. (1981) 
použili pentobarbital, Vo bořil (1983) po premedikaci morfinem in­
fundoval thiopental, Van Sluijs (1987) předkládá zkušenosti s kon­
tinuální infúzi dehydrobenzperidolu a methadonu a Benson aj. (1987) 
popisují infúzní anestézii sulfentanylem.

Benson aj. (1985) získali velmi dobré zkušenosti s permanentní in- 
fúzí roztoku xylazinu, ketaminu a guaifenezinu. Směs pro infúzi připra­
vovali přidáním 0,25 mg xylazinu a 1 mg ketaminu do 1 ml 5% roztoku
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guaifenezinu. Zvířata byla uvedena do anestézie i. v. aplikací směsi v jed­
norázové dávce 0,55 ml. kg"1, potom byla anestézie udržována trvalou 
infúzí roztoku rychlostí 2,2 ml. kg-1. h-1 infúzní pumpou po dobu 120 
minut. Podobné příznivé výsledky s tímto způsobem dostali autoři při 
anestézii ovce, kozy, prasete a ponyho.

V našich experimentech jsme se zaměřili na ověření zkušeností В e n - 
sona aj. (1985) s možností nahradit pro déletrvající operační výkony 
inhalační anestézii permanentní i. u. kapénkovou infúzí směsi dostupných 
látek: xylazinu, ketaminu a guaifenezinu.

MATERIAL a metoda

Anestézii permanentní infúzí směsi xylazinu, ketaminu a guaifenezinu [dále XKG) 
jsme použili u 62 psu, kteří byli rozděleni do dvou skupin — pokusné a skupiny kli­
nických pacientů. Do pokusné skupiny bylo zařazeno 10 psů bez klinických známek 
onemocnění, většinou kříženců obojího pohlaví, ve věku 3—8 let a hmotnosti 20—41 kg, 
u kterých byla dodržena 24hodinová hladovka. Skupina pacientů zahrnovala 52 psů ve 
věku od 3 měsíců do 10 let, hmotnosti 17,5—60 kg, u nichž jsme ověřovanou anestézii 
použili při různých operačních zákrocích — osteosyntézách, operacích na kloubech 
a vazech, operacích na zažívacím ústrojí, na oku, při exstirpaci novotvarů a dalších.

1. Celková anestézie u psa kontinuální i. v. infúzí XKG — General anaesthesia in a dog 
through the continual Lv. infusion of an XKG mixture

Příprava směsi XKG1
100,00 ml guaifenezinu (Guajacuran — inj. 5%) 

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

Anestetický postup-’
Premedikace:3 atropin — 0,05 mg .kg-1 a xylazin — 2 mg . kg '1 i. m.
Úvod:4 1% ketamin — 2 mg. kg-1 pomalu i. v.
Udržování:5 XKG prvních 5 min 3,3 ml . kg' 1 . h"', potom 2,2 ml.kg"1 . h 1

Rychlost kapací infúze (počet kapek za min) v závislosti na hmotnosti psa (kg)'’

hmotnost7 prvních 
5 min8 udržování'1 hmotnost7 prvních 

5 min8 udržování9

20
22
24
26
28
30
32
34
36
38
40
42
44

17
18
20
21
23
25
26
28
30
31
33
35
36

11
12
13
14
15
17
18
19
20
21
22
23
24

46
48
50
52
54
56
58
60
62
64
66
68
70

38
40
41
43
45
46
48
50
51
53
54
56
58

25
26
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
39

'preparation of an XKG mixture, 2anaesthetic procedure, 'premedication, 'induction, 
'maintenance, 'Instilling infusion rate (number of droplets per minute) in dependence 
on the dog weight (kg), "weight, 8first five minutes, 9maintenance
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U všech zvířat jsme zvolili stejný anostetický postup. Nejdříve aplikujeme atropin 
v dávce 0,05 mg . kg 1 společně s xylazinem (Kometar 2 % inj.) v dávce 2 mg. kg-1 
i. m. Po nástupu účinku xylazinu podáváme luo ketamin v dávce 2 mg.kg-1 pomalu 
intravenózně a po jeho aplikaci pokračujeme v trvalé kapénkové infúzi XKG běžným 
humánním setem. Infúzní roztok jsme připravovali podle návodu Benson a aj. (1985) 
takto: do 100,0 ml 5% guaifenezinu (Guajacuran) byly přidány 2,0 ml 5% keta 
minu (Narkamon) a 1,25 ml 2% xylazinu (Kometar). Po orientačních poku 
šech se nám osvědčilo zrychlení infúze po dobu prvních 5 min na 3,3 ml . kg-1 . h-1, 
potom jsme udržovali rychlost 2,2 ml. kg-1 . h "kterou jsme případně regulovali podle 
klinických příznaků anestézie. Ke stanovení rychlosti kapací infúze v závislosti na 
hmotnosti zvířete jsme si zhotovili tabulku (tab. I) a množství podávané směsi jsme 
průběžně kontrolovali sledováním stanoveného počtu kapek za minutu v překapávači 
infúzního setu. V první pokusné skupině jsme u všech 10 psů volili trvání infúze po 
dobu 90 minut. U druhé skupiny 52 pacientů byla anestézie vedena stejným způsobem 
až do skončení operačního zákroku, který trval u jednotlivých případů 22—150 minut.

U všech psů jsme hodnotili nástup, průběh, probuzení a zotavení z anestézie a sle­
dovali trias. V pokusné skupině jsme navíc ve stanovených časových intervalech — 
před pokusem a za 15, 30, 45, 60, 75 a 90 min po zahájení infúze sledovali dechovou 
frekvenci, dechové objemy respirometrem WRIGHT, srdeční frekvenci přepočtem z EKG, 
vnitřní tělesnou teplotu a snímali EKG přístrojem BIOCARD. Před pokusem a bezpro­
středně po ukončení infúze jsme odebírali venózní krev na stanovení vybraných uka­
zatelů acidobazické rovnováhy: pH, рСФ, НСОз~ a BE. Hloubku analgezie jsme ově­
řovali vpichy jehlou v meziprstí a u pacientů sledovali odezvu na operační výkon. 
Statistické vyhodnocení měřitelných veličin bylo provedeno párovým t-testem (Reise­
naue r , 1970).

VÝSLEDKY

Nástup, průběh, probuzení a zotavení z anestézie byly u obou skupin 
obdobné. Po podání xylazinu nastoupila sedace za 10—21 min (průměrně 
za 15 min). U tří případů došlo po aplikaci xylazinu ke zvracení. Úvod do 
anestézie pomalou i. u. aplikací 1% roztoku ketaminu byl hladký, plynu­
lý, pouze u dvou pacientů se dostavil mírný svalový třes. Po dobu infúze 
anestetické směsi zůstával mírně oslabený rohovkový a víčkový reflex. 
Infúzi bylo ve všech případech docíleno ztráty vědomí, úplné analgezie 
a velmi dobré myorelaxace. Probuzení, které se objevovalo mezi 10.—20. 
min po skončení aplikace XKG, bylo klidné, bez vedlejších projevů. К zo­
tavení, tj. okamžiku, kdy pes byl schopen bez pomoci chůze, docházelo 
za 25 — 105 min (průměrně za 48 min). U klinických pacientů doba pro­
buzení a zotavení z anestézie závisela na zdravotním stavu a trvání in­
fúze.

Měřitelné veličiny vykazovaly u pokusných psů během sledovaného 
období následující změny: Dechová frekvence (obr. 1) stanovená před 
pokusem byla zvýšena nad horní hranici fyziologického rozmezí. К sta­
tisticky vysoce významnému snížení hodnot došlo při prvním měření 
v 15 mi а к průkaznému vzestupu v intervalech 45—00 minut. Hodnoty 
dechového objemu (obr. 2) se v měřeném období statisticky průkazně 
nezměnily. U minutového dechového objemu (obr. 3) nastalo statisticky 
vysoce významné snížení hodnot v měření 15 min od začátku infúze. Hod­
noty tepové frekvence (obr. 4) se významně zvýšily po zahájení aplikace 
XKG a v dalším průběhu anestézie postupně klesaly. Statisticky průkazný 
pokles vnitřní tělesné teploty (obr. 5) byl po 30. minutě anestézie a me­
zi 60. a 75. minutou. Vyhodnocením ukazatelů acidobazické rovnováhy 
(tab. II) před pokusem a po ukončení infúze jsme prokázali statisticky 
významné rozdíly u hodnot pH, pCCL, HCO3“. Analýza elektrokardiogramů 
neukázala abnormální změny v rytmu a konfiguraci jednotlivých částí 
EKG křivky.
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II. Hodnoty ukazatelů acidobazické rovnováhy stanovené v krvi odebrané před poku­
sem (1) a po skončení permanentní infůze XKG (2) — The values of the parameters 
of the acid-base balance determined in the blood collected before the trial (1) and 
after the permanent XKG infusion was completed (2)

pH pCO> 
(kPa)

I'D? 
(kPa)

НСОз" 
(MM . I"1)

BE 
[MM . I"1)

Odběr1 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 ± 0,89 ±0,45
l> ( % ) 0,20 8,31 13,46 12,97 49,40

Odběr1 2

X 7,201 6,79 7,08 22,80 2,83
5 + 0,043 ± 1.15 ± 1,48 ± 3,29 ± 1,51

± 0,014 ± 0,36 ± 0,47 -i- 1,04 ± 0,47
и (%) 0,59 16,96 20,89 14,42 53,3

x — aritmetický průměr, s — směrodatná odchylka, sx — střední chyba průměru, v — 
variační koeficient — x — arithmetical mean, s — standard deviation, sx — standard 
error of the mean, p — coefficient of variation
'blood collection
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DISKUSE

Úvod do anestézie jednorázovým intravenózním podáním směsi xyiazi- 
nu, ketaminu a guaifenezinu před vlastní infúzí, jak jej doporučují Ben­
son aj. (1985) se nám neosvědčil. U zvířat docházelo к nedostatečné 
ztrátě vědomí, analgezii a myořelaxaci. Proto jsme po orientačních po­
kusech modifikovali postup autorů Benson aj. (1985) tak, že jsme 
zvířata před zahájením infúze anestetického roztoku uvedli do anestézie 
metodikou xylazin-ketaminové anestézie, kterou publikovali N ě m e č e к 
aj. (198(5). К docílení úplné analgezie se nám osvědčilo zrychlení infúze 
po dobu prvních 5 min na 3,3 ml .kg 1 . h-1. Rovněž účinné bylo i krátko­
dobé zrychlení infúze v případech, kdy pacient začal během operace rea­
govat na bolest. Přednost modifikované metodiky spatřujeme zejména 
u velkých plemen psů v tom, že premedikovaným xylazinem je pacient 
velmi dobře sedován, je s ním snadnější manipulace s minimálními obran­
nými reakcemi a je usnadněna punkce žíly pro i. u. aplikaci ketaminu 
a připojení infúzní soupravy к injekční jehle. Při použití uvedeného ane­
steziologického postupu je třeba sledovat infúzi jedním pracovníkem, 
protože může dojít к přilnutí lamina jehly к intimě žíly, a tím ke zpoma­
lení až zástavě infúze.

Signifikantní zvýšení hodnot srdeční frekvence v prvních 15 min lze 
přičíst tachykardickému účinku atropinu a ketaminu a zvýšení hodnot 
dechové frekvence nad fyziologické rozmezí v měření před pokusem a po 
rozrušení psa během měření.

Statisticky průkazné odchylky v hodnotách acidobazické rovnováhy 
svědčí v důsledku hypoventilace pro částečně kompenzovanou respirační 
acidózu a korespondují s údaji, které uveřejnili Benson aj. (1985).
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MEZEROVÁ, J. — NĚMEČEK, L. — SNÁŠIL, M. (University of Veterinary Medicine, 
Brno]: Continual intravenous anaesthesia in dogs with a mixture of xylazine, ketamine 
and ttgaijenezine (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 disease and in fifty two patients during different surgical interventions. After joint/. m.
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atropine (0.05 mg/kg) and xylazine (2 mg/kg) premedication, anaesthesia in dogs was 
induced by an L v. 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 
5% ketamine and 1.25 ml 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. I). 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 base 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. II) 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. p. infusion; xylazine; ketamine; guaifenezine; 
pulse; ECG: temperature; breathing; breathing volumes; acid-base balance
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KRITÉRIA. PODLE KTERÝCH SE ROZHODUJE O ZAŘAZENÍ VĚDECKÝCH 

Časopisu do current contents

(II. Garfield: Current Comments, 2d, 1990, s. 5 — 13)

1. Citovanoxt publikovaných článků

— Celkový počet citací článku
— Závažnost (impact) časopisu; hodnotí se indexem (1) 

počet citací časopisu v určitém roce
' celkový počet prací zveřejněný v časopise 

v předcházejících dvou letech

2. Intcrnacionálnost časopisu

— Podle státní příslušnosti prvního autora
— Podle státní příslušnosti autorů, kteří citovali články pu­

blikované v časopise

3. Vydavatelská úroveň

— Včasnost a pravidelnost vydávání
— Délka období od dodání rukopisu po zveřejnění
— Dodržování mezinárodních vydavatelských pravidel 

informovanost titulu časopisu 
dostatečně popisné tituly článků
úplné bibliografické informace citované literatury 
plné adresy autorů, včetně čísel telefonů a faxů

— [azyk, ve kterém je časopis vydáván, dostatečně infor­
mativní abstrakt nebo souhrn v angličtině, u neanglicky 
psaných článků je nezbytný

— Kvalita článků
spolehlivost metodiky 
originalita výsledků 
úplnost literatury (zda autoři citují široký rozsah vý­
znamných časopisů)

— Vědecká kvalita autorů i členů redakční rady 
jak často publikují
ve kterých časopisech publikují 
zda jsou jejich práce citovány
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INFORMACE

METODIKY DIAGNOSTIKY OOCYST KRYPTOSPORIDIÍ U SAVCÜ A PTÁKU

Diagnostika kryptosporidiových nákaz u savců a ptáků za živa je založena na detekci 
oocyst prvoka vylučovaných během patentní periody jejich exkrementy do vnějšího 
prostředí. К jejich průkazu se v praxi humánních a veterinárních laboratoří používají 
koprologické metody a různé postupy barvení roztěrů výkalů.

V důsledku patogenity kokcidií rodu Cryptosporidium dochází u nakaženého hosti­
tele к výrazným morfologickým změnám střevního slizničního epitele, a tím к naru­
šení fyziologie trávení. To se kromě jiného projevuje klinicky i změnou konzistence 
výkalů, které bývají mazlavé, kašovité až vodnaté, obsahují často nadměrné množství 
hlenu, cáry odloupané střevní sliznice, vločky krve, nestrávené zbytky potravy apod. 
а и nemocných mláďat v období mléčné výživy značné množství tukových částic. Tyto 
komponenty velmi komplikují a znesnadňují vlastní koprologické vyšetření. Nesnáz je 
v tom, že při použití jakéhokoli Dotačního roztoku při vyšetřování exkrementů hosti­
telů většinou nevznikne po centrifugaci vzorků pevný sediment, ale na povrchu super­
natantu se vytvoří jakási „zátka“. Z ní je prakticky buď zcela vyloučeno odebrat po­
mocí kličky nebo pipety již samotný vzorek nebo tento vzorek je natolik znečištěný 
různými částicemi a nestrávenými zbytky výkalů, že při mikroskopování je zorné pole 
nepřehledné a determinace oocyst kryptosporidií je tak vzhledem к jejich malým 
rozměrům skutečně velmi obtížná. V některých koprologických metodikách se pro 
vytvoření pevnějšího sedimentu jako doplněk к vyšetřovanému vzorku trusu používají 
např. bentonit, talek a další různé detergenty. Naše dlouholeté zkušenosti z vyšetřo­
váni sajících telat, jehňat i kůzlat nakažených kryptosporidiemi (potvrzené rovněž 
pracovníky veterinárních parazitologických laboratoří v České republice) ukazují, že 
ani toto neusnadňuje proces přípravy vzorků exkrementů к vyšetření.

Uvádíme proto metodiky, které se nám osvědčily speciálně při diferenciální diagnos 
tice kryptosporidiových nákaz u savců a ptáků včetně některých nových laboratorních 
pomůcek, které usnadňují, standardizují a zefektivňují jak postup přípravy, tak 
i vlastní vyšetřování vzorků výkalů na přítomnost oocyst kryptosporidií. V závislosti 
na konzistenci exkrementů různých hostitelů při poruchách zažívacího traktu doporu 
čujeme kombinaci některého uvedeného postupu a metod:

A. METODA NATIVNÍHO PREPARÁTU

Detekce oocyst Cryptosporidium spp. se provádí v kapkách vhodné tekutiny (vody, 
fyziologického roztoku), které bylo použito při homogenizaci а к ředění vyšetřovaného 
vzorku trusu. Postup přípravy a vlastní vyšetření:
a) 1—3 g trusu (nebo 3 ml vodnatých výkalů) se rozředí s 10 ml (nebo 7 ml) vhodné 

tekutiny ve třecí misce;
b) homogenát se přecedí přes čajové sítko;
c) 1—3 kapky tekutiny homogenátu se pomocí Pasteurovy pipety přenesou na podložní 

sklo s třemi jamkami. Přidají se 1—2 kapky glycerínu, ústím pipety nebo skleněnou 
tyčinkou se směs promísí a nakonec se přiloží krycí sklíčko o rozměrech 18 X 
X 18 mm;

d) po 2—3 min se vzorek prohlíží mikroskopem při 400—lOOOnásobném zvětšení.
Poznámka: Metoda je velmi rychlá a spolehlivá. Dovoluje vynechat kroky ad 

a), b). V takovém případě se malé množství trusu smísí s 2—3 kapkami vody přímo 
v jedné jamce podložního skla, přidá se glycerín nebo se takto připravená směs к vy­
šetření odsaje do vedlejší jamky, přiloží se krycí sklíčko a vzorek lze okamžitě vy­
šetřovat. Glycerín působí jako Dotační roztok. Těžší částice exkrementů zůstávají na 
dně jamky, oocysty se koncentrují ve vrchní vrstvě, jejich stěny se zkontrastní a vnitř­
ní struktura oocyst má narůžovělý nádech ( P a v 1 á s e k, 1991).
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b. FLOTAČNÍ METODY

J. Detekce oocyst kryptosporidií se provádí v tekutině supernatanlu odebrané pomocí 
kličky nebo pipety z povrchového menisku některého z běžně používaných Dotač­
ních roztoků o měrné hmotnosti 1,2—1,25 g • ml "1 po centrifugaci na podložním 
sklu při zvětšení mikroskopu lOOOkrát.

2. Vzhledem к obtížím při vyšetřování některých vzorků výkalů se změněnou konzis­
tencí doporučuje se odběr supernatantu z povrchové blanky provádět s použitím 
vhodného Dotačního roztoku s výše uvedenou měrnou hmotností bez centrifugace 
a až po 30 minutách.

3. Tento způsob detekce je vhodný zvláště v těch případech, kdy se vyšetřují vzorky 
exkrementů, které vytvářejí po Dotaci (bez nebo po centrifugaci) fzv. „zátku , 
a rovněž tehdy, jestliže se zjišťuje kvantita, stupeň nákazy či intenzita výskytu 
oocyst kryptosporidií.

Postup při vyšetření je potom následující:
a) 1—3 g tuhých nebo řídkých výkalů (3 ml výkalů vodnalé konzistence) se zředí 

s 10 ml (7 ml) pitné vody a zhomogenizuje ve třecí misce;
b) přes čajové sítko se homogenát přecedí do kalibrované centrifugační zkumavky 

o objemu 10 ml, v jejíž horní polovině jsou naznačeny dvě rysky zabezpečující 
standardizaci rutinního vyšetřování vzorků;

c) po 3—5 min centrifugace při otáčkách 2 500 za min se voda opatrně sleje a po­
vrch sedimentu opláchne vodou tak, jak doporučuje Breza (1957);

d) к sedimentu se až po okraj dolní vyznačené rysky na obvodu centrifugační zku­
mavky přidá vhodný Dotační roztok a obsah řádně promíchá skleněnou tyčinkou;

e) flotace probíhá bud 30 min bez centrifugace nebo stejným způsobem uvedeným 
v bodu c) této části;

f) horní meniskus supernatanlu (v případě vytvoření „zátky“ se vrchní vrstva 
opět opatrně promísí skleněnou tyčinkou a nechá ustát po dobu 5 min) se pře­
vrství opatrně vodou nebo fyziologickým roztokem až do úrovně horní rysky;

g) skleněnou tyčinkou se tekutina mezi dvěma ryskami centrifugační zkumavky 
promíchává tak, aniž by se porušil vrchní meniskus Dotačního roztoku. Přítomné 
oocysty kryptosporidií, jakož i jiné parazitární zárodky difundují do této části 
tekutiny;

h) Pasteurovou pipetou se odeberou 2—3 kapky tekutiny a přenesou na podložní 
sklo s jamkami a do nich se přidají 1—2 kapky glycerínu. Potom se přiloží 
krycí sklíčko a vzorek se prohlíží pod mikroskopem při 400—lOOOnásobném zvět­
šení. Pro kvantitativní stanovení počtu oocyst je možné obsah tekutiny přenést 
na vrchní sčítací plochu horní destičky UNIPOK.

Nejvhodnější způsob detekce oocyst Cryptosporidium baileyi a jejich kvantitativní 
stanovení (pomocí počítací komůrky UNIPOK) při kloakální, bursální a respiratorní 
formě nákazy u ptáků je metodika vyšetřování obsahu tekutiny z výjilachů kloaky 
a dutiny zobáku ( P a v 1 á s e k, 1987a, b) v nativním preparátu. Vyšetřují se 1—2 kap 
ky samotné tekutiny nebo se к ní přidá stejné množství glycerínu tak. jak je uvedeno 
v poznámce bodu A. Exkrementy ptáků se mohou pochopitelně vyšetřovat stejným 
způsobem, jak je uvedeno v bodě R. avšak vzhledem к lokalizaci prvoka pokládáme 
tyto metody za zbytečně časově i materiálově náročnější a neefektivní.

Diagnostika kryptosporidiových nákaz zůstává aktuální i v současné době a stále 
s sebou přináší určité těžkosti a problémy při průkazu oocyst prvoka. Naše uvedené 
a osvědčené postupy a metody vycházejí i z biologie těchto protozoí. Pro detekci oocyst 
jsou skutečně velmi efektivní, jednoduché, rychlé (především metoda nativního vy­
šetření s použitím glycerínu) a finančně dostupné. Metoda vyšetřování vzorku trusu 
nemocných mláďat savců v období jejich mléčné výživy, kdv Dotační roztok se pře 
vrstvuje vhodnou tekutinou a jejíž obsah se následně vyšetřuje, významně ulehčuje 
vlastní diagnostiku kryptosporidiových nákaz v relativně čistém zorném poli při mikro­
skopování. Doporučuje se využít laboratorních pomůcek (podložního skla s třemi jam­
kami, kalibrované centrifugační zkumavky a univerzální počítací komůrka — UNIPOK), 
které přípravu i vlastní vyšetření daného vzorku trusu velmi usnadňují a standardi­
zují. Tyto laboratorní pomůcky dodává individuálně nebo v soupravě FIRMA FORING, 
Ondrouškova 4, 635 00 Brno.
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v oboru ekologie
— investorskou a investiční činnost
— řešení odbytových potíží výrobcům a obchodním organizacím 

formou leasingového financování

ADEKO, a. s.

Slezská 7

12056 Praha 2

tel.: 25 83 42

fax: 20 72 24

352 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA — 1992



Naši vážení zákazníci,
dovolujeme si touto cestou upozornit ty z Vás, kteří se s našimi výrobky doposud blíže 
neseznámili, že

je tradičním výrobcem medicínské techniky, který se již úspěšně prezentoval i mimo 
tuzemský trh.
Dokážeme uspokojit nejen požadavky na dovybavení již zavedených pracovišť, ale 
i požadavky na nově zakládaná pracoviště
— všeobecného lékaře, stomatologa, gynekologa a dalších odborných lékařů
— centrální sterilizace nemocnic
— lékárenské služby
— veterinárního lékaře
a v neposlední řadě 1 pracovišť mimo klasickou medicínu
— laboratoří a ústavů
a rovněž provozoven
— kadeřnictví, kosmetiky, pedikúry a manikúry
Optimální výběr s ohledem к potřebám Vaší praxe získáte po volbě

č.
a na linkách

pí. Kevričová — z našich výrobních oborů horkovzdušné sterilizace
v cenách od Kčs,

č.
pí. Kunertová — parní sterilizace, destilačních přístrojů a vyvíječů páry,

v cenách od Kčs,
č.
pí. Žvátorová — RTG techniky operační, dentální a ze štítu

v cenách od Kčs,
č.
pí. Kevričová — kryochírurgíe (vč. gyn.)

v cenách od Kčs,
č.
pí. Žvátorová — z výrobků dentální techniky diagnózy, ultrazvuku 

a elektrochirurgie dánské firmy
v cenách od Kčs.

Korespondence:
Cejl

Fax:
S úctou
JUDr. Jaroslav Kopeček 
ředitel a. s.
se svými spolupracovníky
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