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OCCURRENCE OF ANTIBODIES TO THE SPERMS IN BLOOD SERA
OF BULLS AND BOARS

VÝSKYT PROTILÁTEK PROTI SPERMIÍM V KREVNÍM SÉRU BÝKŮ
A KANCŮ

Z. Zralý, J. Bendová, M. Šišák, I. Diblíkova, D. Švecová, A. Zajícové, Z. Věžník

Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Blood sera obtained from 2 064 bulls randomly selected in artificial insemination stations and bull rearing 
stations were examined for the presence of autoantibodies to the sperms (AbS) using the developed enzyme-linked immuno­
sorbent assay (ELISA). At serum dilution 1 : 40 the incidence of positive bulls was 26.7%. In individual investigation periods 
the incidence of AbS ranged between 9 and 39.7%. In a set of 586 bulls the presence of antibodies to Chlamydia sp. was 
detected in blood sera in 32.1% by a micromethod of complement binding. The possibility of involving genital infection as 
one of several factors taking part at the development of AbS is discussed. Examination of blood sera of 981 boars for the 
presence of AbS by ELISA method revealed positivity only in 7.74%.

bull; boar; autoantibodies to the sperms; enzyme-immunoanalytical method

ABSTRAKT: Krevní séra získaná od 2 064 býků náhodně vybraných z inseminačních stanic a odchoven plemenných býků 
byla vyšetřena na přítomnost autoprotilátek proti spermiím (AbS) vyvinutou enzymoimunoanalytickou metodou (ELISA). 
Výskyt pozitivních býků při ředění séra 1 : 40 činil 26,7 %. V jednotlivých obdobích sledování se incidence AbS pohybovala 
mezi 9 až 39,7 %. U souboru 586 býků byla zjištěna v krevním séru přítomnost protilátek proti Chlamydia sp. mikrometodou 
vazby komplementu v 32,1 %. Je diskutována možnost uplatnění genitální infekce jako jednoho z mnoha faktorů při vzniku 
AbS. Vyšetřením krevního séra 981 kanců ELISA metodou na přítomnost AbS byla zjištěna pozitivita pouze v 7,74 % 
případů.

býk; kanec; autoprotilátky proti spermiím; enzymoimunoanalytická metoda

INTRODUCTION

The development of artificial insemination (AI) un­
derlined the role of breeding males in animal husbandry 
as the carriers of both positive and negative characters. 
For these reasons it is necessary that the breeding male 
guarantees not only high performance but also good 
health, stability of internal milieu, regular reproduction 
and good adaptability (Věžník and Švecová, 
1992). The problems concerning spermatology and an- 
drology require an increasing attention, as stated by 
Rodrigues-Martinez et al. (1996) who lay the 
emphasis on the need of quality prediction of ejaculates 
prior their use for long-term preservation, and in AI 
practice. Evaluation of functional level of the breeding 
male made so far consisted of the evaluation of sper- 
miogenic and endocrine activity of testicular paren­
chyma. Examinations should include also the assess­
ment of selected immunological indices which might 
have a negative impact, as a complex evaluation of all 
the indices is a prerequisite of an effective assessment 
of breeder’s quality for its further use.

One of the immunological factors are antibodies to 
the sperms (AbS). Sperms and their precursors show 
relatively strong antigenic traits. Under physiologic 
conditions the antigenic structures of sperms and their 
precursors are divided from immunocompletent cells 
by a hematogenital barrier (Johnson, 1973). Changes 
in the barrier functions or increased activity of the im­
mune system are essential factors involved in the for­
mation of AbS.

In human medicine formation of AbS is one of the 
most carefully examined problems of reproductive im­
munology taking part at the fertilization process 
(B e n e t - R u b i n a t et al., 1991; Nouza et al., 
1992 and others). Immunity response can be either lo­
cal, reduced to a certain part of the genitals, or general 
which includes blood-circulating antibodies. In this re­
spect most of the published research concerning immu­
nological impacts on fertility have been performed in 
humans and on laboratory animals. Papers on the im­
portance of AbS in relation to infertility of farm ani­
mals are sporadic (Fayemi et al., 1992). Objective 
of the study was to develop and test the method of AbS
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diagnostics in blood sera of bulls and boars so that it 
could be used in animals kept in artificial insemination 
stations of bulls and boars, and rearing stations of bulls.

MATERIAL AND METHODS

Experimental animals

Incidence of AbS has been monitored in the total of 
2 064 bulls (12 to 72 months old) randomly selected in 
bull rearing stations and artificial insemination stations 
in the period 1994-1997. Blood sera of 433 bulls from 
14 locations, of 526 bulls from 5 locations, of 515 bulls 
from 8 locations, and 590 bulls from 8 locations have 
been examined in 1994-1997, respectively. Incidence 
of AbS in blood sera has been assessed only at serum 
dilution 1 : 40 in 1994 and 1995, in the following two 
years differentiation of titre levels has been done. In 
590 bulls a simultaneous examination for the detection 
of antibodies to Chlamydia sp. has been performed in 
1997. A set of 981 breeding boars (10-55 months old) 
from 20 different artificial insemination has been ex­
amined for the incidence of AbS as well as for the 
presence of antibodies to Chlamydia sp. The obtained 
sera had been kept at -18 °C until further use.

Preparation of bull sperm antigen

Bull’s ejaculate of a desired quality (minimum con­
centration 1.2 mil/mm3 sperms, motility 60%, 80% 
normal sperms) was centrifuged at 500 G for 5 min to 
separate the sperms from seminal plasma. One ml of 
resuspended sperms was in a phosphate buffer (PBS, 
pH 7.2) diluted with 9 ml PBS, shaked and centrifuged 
under the same conditions as above. After the final 
decantation the sperms were resuspended in 4 ml of 
PBS and stored shortly at 4 °C. For antigen extraction 
a 1 ml sample of washed sperms diluted with 9 ml PBS 
was used. The sample was exposed to an ultrasound of 
frequency 20 kHz, in a bath WG 160/320 TA (Tesla, 
Czech Republic) for 5 min. Then the suspension was 
centrifuged at 500 G for 10 min. Basic dilution of the 
antigen was obtained by addition of 0.5 supernatant 
into 4.5 ml of binding buffer (5 g NaHCO3/l 1 distilled 
water, pH 8.6).

Binding of antigen on the microtitre plate wall

The obtained antigen was diluted with a binding buffer 
1 : 50, then 50 pl was pipetted into the wells of microtitre 
plate P for ELISA tests (Gama, Czech Republic) and in­
cubated at 37 °C for 2 h. Unbound antigen was sucked 
out and the plates were left to dry. The plates with bound 
antigen were kept at 4 °C until analysing.

Determination of AbS in bull’s blood sera by ELISA

The plates with bound antigen were twice washed 
with a washing solution (0.5 g Tween 20/1 1 working

solution PBS). Working solution was prepared by dilu­
tion of 50 ml stock solution PBS with 950 ml of dis­
tilled water. Stock solution consists of 80 g NaCI, 29 g 
Na2HPO4.12 H2O, 2 g KH2PO4, 2 g KC1 into 500 ml 
distilled water.

200 pl of a thinning solution (0.5 g lactate albumin 
hydrolyzate/100 ml washing solution) were pipetted 
into the row A of a microtitre plate, and 100 pl into the 
other ones. Then 5 pl of the examined serum was pipet­
ted into the row A of the plate in the following se­
quence: into the column 1 only thinning solution for 
the detection of nonspecific reactions, into the column 
2 negative control sera, into the column 3 positive con­
trol sera followed by unknown samples. From this ba­
sic dilution 1 : 40 gradual dilutions 1 : 80, 1 : 160 and 
1 : 320 were obtained by transfer of 100 pl into another 
row. Incubation of the diluted samples was performed 
in a humid chamber at the laboratory temperature for 
90 min. Negative sera were obtained from young bulls 
and heifers up the age of 6 months. Positive sera were 
obtained from bulls and heifers immunized with bull 
sperms.

After incubation the plate was washed three times in 
a rinsing solution and was reincubated with 100 pl/well 
of swine immunoglobulines against bovine ones la­
belled with peroxidase (SwAB x Px, dilution 1 : 1200, 
Sevac, Czech Republic) in a humid chamber at the 
laboratory temperature for 60 min.

Into the well, washed three times, 100 pl/well of 
substrate - 38 mg of 5-aminosalicylic acid (Fluka)/ 
/10 ml of distilled water with I ml 0.07% hydrogen 
peroxide was pipetted. Substrate solution was prepared 
immediately prior the use. Incubation was done at the 
laboratory temperature for 45 min.

Absorbance measurement

Colour intensity of individual wells was measured 
after finishing the incubation using a photometer iEMS 
reader MF (Labsystems, Finland) at wave length 
492 nm and evaluation was done by means of a com­
puter program Genesis.

Interpretation of the results

As positive reactions were considered the samples 
of examined sera in which the absorbance values were 
more than two-fold higher compared with negative 
control sera. Intraassay variation coefficient was ob­
tained by repeated examination (1 lx) in different dilu­
tions of positive and negative sera. Interassay variation 
coefficient was obtained from 5 examination series of 
positive and negative samples in different dilutions per­
formed within one week. Variation coefficients were 
calculated using the program STAT Plus (Matouš­
ková et al., 1993). Reproducibility of the determi­
nation expresses the level of repeatability for the 
method (100% minus variation coefficient).
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ELISA method for the detection of AbS in blood sera 
of boars

Development and testing the method was similar to 
that in ELISA for the detection of AbS in blood sera 
of bulls. Boar’s sperms from ejaculates of a desired 
quality (minimum concentration 3OO,OOO/mm3; 70% 
normal sperms, motility 60%) were used as an antigen. 
Further procedures were the same as above except the 
conjugate used. In this case rabbit antiswine immuno- 
globulines labelled with peroxidase (RASw x Px, dilu­
tion 1 : 1200; Sevac, Czech Republic) were used.

Immunoperoxidase assay (IPAMA)

The basis and method of the assay is the same as 
ELISA method except some differences. The sperms 
(200 000/mm3) as an antigen were, following a smear, 
fixed on a slide using frozen solution methanol - ace­
tone (1 : 1). Incubation periods are shorter than in 
ELISA: 30 min for a serum, 45 min for a conjugate and 
from 5 to 60 min for a substrate. Diaminobenzidine 
(Lachema, Czech Republic) was used as a substrate at 
a dose 8 mg/20 ml of a working solution PBS, prior to 
use of the solution 20 pl of concentrated hydrogen per­
oxide was added. All washing procedures are the same 
as in ELISA. The brown colour of acrosome or other 
sperm parts in the patch of the tested serum is com­
pared with the positive and negative controls using 
light microscopy. Regarding a limited applicability, the 
IPAMA assay was used only for the visualisation of the 
AbS reaction with sperms using scanning electron mi­
croscopy (SEM). Conventional methods of fixation, de­
hydration, drying in a critical point with liquid nitrogen 
and gold plating (Polaron Equipment Ltd., England) 
were used. Assessment of the reactions was done by 
a scanning electron microscope (Tesla BS 300, Czech 
Republic).

Detection of antibodies to Chlamydia sp.

With regard to a large number of the examined sera 
a micromethod of complement binding (RVK) was 
chosen based on the described techniques (Sever, 
1962). A genus specific antigen Chlamydia psittaci for 
RVK (Bioveta, Ivanovice na Hané, Czech Republic)

was used. Blood serum dilution 1 : 20 was regarded as 
a positive finding.

Evaluation of the results

Basic statistical characteristics were set up from the 
obtained data. To evaluate the significance of differ­
ences in the examined indices, current statistical meth­
ods as Chi-squared test and the difference test of two 
relative values were used by means of a computer pro­
gram STAT Plus v. 1.10 (M a t o u § к o v á et al., 1993).

RESULTS AND DISCUSSION

Two enzymeanalytical methods (ELISA) for the de­
tection of antibodies to the sperms (AbS) in blood sera 
of bulls and boars have been developed in the course 
of the investigation. The method is based on a sand­
wich titration of AbS present in the tested serum, which 
react with an antigen obtained from the suspension of 
washed sperms, bound on the wall of a microtitre plate. 
Following incubation and washing, the bound anti­
bodies were detected with labelled antiglobulines and 
a substrate. Reaction intensity was measured by a pho­
tometer. At the repeated examinations of positive and 
negative bovine control sera the following parameters 
of the method have been obtained (Fig. 1). The values 
of intraassay variation coefficients, after dilution of the 
negative sera, ranged between 7.27 and 20.3%, and 
between 5.96 and 11.8% in positive sera, which guar­
anteed the reproducibility of the results from 79.7 to 
94.04%. Interassay variation coefficients ranged be­
tween 11.2 and 23.5% and 8.43 and 11.5% for negative 
and positive sera, respectively (Tab. I). In ELISA de­
termination of AbS in blood sera of boars the intraassay 
reproducibility was 80.76 to 96.21% for negative and 
positive sera, and interassay reproducibility ranged be­
tween 75.5 and 88.39%. The obtained results revealed 
that the developed ELISA method for the detection of 
AbS in blood sera of bulls and boars offered a sufficient 
reproducibility and was comparable with other methods 
mentioned by Wolff and Schill (1985), Fayemi 
et al. (1990), who used the second antibody labelled either 
by alcalic phosphatase or biotin and streptavidin peroxi­
dase and the corresponding substrates.

I. Reproducibility of the results of AbS determination in blood sera of bulls using ELISA method

Titre

Positive serum Negative serum

Intraassay 
variation 

coefficient 
(%)

Reproducibility 
(%)

Interassay 
variation 

coefficient 
(%)

Reproducibility 
(%)

Intraassay 
variation 

coefficient 
(%)

Reproducibility 
(%)

Interassay 
variation 

coefficient 
(%)

Reproducibility 
(%)

1 : 40 11.80 88.20 11.50 88.50 1.Z1 92.73 15.80 84.20

1 : 80 8.56 91.44 9.27 90.73 9.06 90.94 11.20 88.80

1 : 160 5.96 94.04 10.40 89.60 10.24 89.76 15.90 84.10

1 : 320 9.60 90.40 8.43 91.57 20.30 79.70 23.50 76.50
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1. Results of the repeated determination of AbS in blood sera of bulls using ELISA method

In the period of four years ELISA method was used 
for examination for 2 064 bull’s blood sera of which 
552 (26.7%) were positive at serum dilution 1 : 40. 
Incidence of antibodies to the sperms in individual 
years of the investigation is shown in Fig. 2 and Tab. II. 
The findings of positive titres ranged between 9.01 and 
39.66% over the investigated period. Regarding the fact 
that there are only scarse information in the literature 
on the incidence of antibodies in bulls, data on the 
frequency of these antibodies in boar’s population 
(Fayemi et al., 1992) can be used for basic orienta­
tion. The authors found out in swine herds 22% of 
animals positive to AbS in blood sera, and in boars 
aged more than 13 months 39% of positive animals 
were found. In our investigations higher incidence of 
bulls with AbS was found especially in 1995 and 1997. 
No significant difference was observed in the incidence 
of positive animals kept in artificial insemination sta­
tions and bull rearing stations (25.4 and 28.3%). The 
analysis of AbS titres performed in a set of animals in 
1996 and 1997 revealed that at serum dilution 1 : 40 
the findings were 68 and 61.1%, respectively. The titres

1 : 80 were found in 12 and 27.3%, respectively; the 
titres 1 : 160 in 5.3 and 9.0%, respectively; and the 
titres 1 : 320 in 14.7 and 2.6%, respectively. Although 
Husted and Hjort (1975) did not find a strict cor­
relation between blood sera titres and seminal plasma 
titres, higher titres were always detected in blood serum 
which supports their assumption that only after obtain­
ing a certain level, the AbS can transsudate into the 
seminal plasma. The binding of AbS on the surface of 
sperm antigenes might result in agglutination of the 
sperms, inhibition of metabolic processes, reduced mo­
tility, disability of sperm penetration into the oocyte, 
and enhanced embryonal mortality (Bronson et al., 
1984). The effect of an antibody depends on its speci- 
fity to autoantigenes which are in different sperm parts. 
Figs. 3 and 4 show the binding of an antibody to the 
sperm at the immunoperoxidase assay using a scanning 
electron microscope when in a positive serum the reac­
tion with sperm acrosomes is apparent.

The presence of AbS is a reaction of different im­
munity response that can lead, in dependence on an 
isotype, antibody specifity and a titre, to a changed
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□ negative 
□ dubious 
■ positive

I n=433 I I n=526 I I n=515 | I n=590 |

2. Incidence of AhS in blood sera of the investigated bulls

II. Incidence of AbS in blood sera of the investigated bulls

1994 1995 1996 1997

No. % No. % No. % No. %

Negative 322 74,36 179 34,03 278 53,98 156 26,44

Dubious 72 16,63 143 27,19 162 31,46 200 33,90

Positive 39 9,01 204 38,78 75 14,56 234 39,66

Total 433 526 515 590

sperm function (Bronson et al., 1984). The sperms 
are autoimmunogenic especially because their common 
development is performed behind the haematotesticular 
barrier and that the development is delayed regarding 
the creation of tolerance to their own antigenes. 
Johnson (1973) stated that the barrier between 
blood and testes is created by firm connections in Ser­
toli’s cells which divide the seminiferous tubules into 
basal and adluminal parts. This barrier is reduced or is 
missing in rete testis and vasa efferentia (locus minoris 
resistentiae) from where the antigenic components can 
come out or the cells of the immunity system can come 
in. Generally, the autoantibodies are formed at in­
creased immunity reaction of an organism or damage 
of the above barrier (Haas and Beer, 1986). Primar­
ily AbS can be formed following inflammations of both 
infection and noninfection origin (high and low tem­
perature, trauma) or secondary by obstruction of tes­
ticular efferent ducts.

The mentioned facts revealed that genesis of AbS is 
of polyfactorial character. Variations in the incidence 
of AbS in the investigated sets can be due to a series 
of effects. Retrospective analysis of climatological data 
in one artificial insemination station of bulls showed in 
individual years great differences in the average daily 
air temperature, and in the number of summer and 
tropical days. Heat stress affects significantly the ther­
moregulatory mechanisms of testes which results in im­
paired quality of ejaculate and functional changes of 
haematosteticular barrier. Different resistence of the 
breeds and their cross-breeds to thermal stress was de­
termined by Johnson et al. (1963) and others. An­
other factor could be the change in age and breeding 
structure of the bull’s herd and their including into 
insemination. Poor nutrition of the breeding animals 
can also take part in the formation and incidence of 
AbS. Pal an and Naz (1996) found a significant 
correlation between the concentration of ß-carotene in
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3. lminunoperoxida.se as­
say - negative blood serum 
(SEM. 2000 x)

4. Immunoperoxidase as­
say - positive blood serum 
(SEM. 2000x)

set of chlamydia 
negative animals

set of chlamydia 
positive animals

5. Incidence of AbS in the groups of 
chlamydia-negative and chlamydia­
-positive animals

□ negative 
□ dubious 
■ positive
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Ill. Statistical evaluation of AbS incidence in the groups of chlamydia-negative and chlamydia-positive animals

Group of animals No. of 
examined

" negative Dubious Positive

No. % No. % No. %

Chlamydia-negative 225 96 42.67 68 30.22 61 27.11 I

Chlamydia-positive 204 41 20.10 71 34.80 92 45.10

Test x2 highly significant differences 
in frequencies

non-significant differences in 
frequencies

highly significant differences | 
in frequencies

seminal plasma and the level of AbS titre in men. In 
our investigations (Zralý et al., 1997) with experi­
mental load of bulls with nitrates, formation of AbS in 
blood sera has been observed two months after the on­
set of increased intake.

Fig. 5 shows the results of serological examination 
of bulls for the detection of antibodies to chlamydia. 
The titre 1 : 20 was considered as a positive reaction, 
the incidence of positive findings was 32.1%. In 
chlamydia-positive bulls 45.1% of AbS positive ani­
mals were detected, and in the group of chlamydia­
-negative bulls 27.1% of AbS positive were detected. 
The differences among the findings are highly signifi­
cant (P < 0.01, Tab. III). The above findings confirm 
the previous asymptomatic contact of animals with in­
fection agent and suggest a possible involvement of 
genital infection in AbS formation (Munoz and 
Wit kin, 1995).

ELISA method was used for examination of 981 
blood sera of boars from artificial insemination sta­
tions, of which 76 animals (7.74%) showed positivity 
to AbS at dilution 1 : 40, 114 (1 1.63%) animals were 
dubious and 791 (80.63%) negative. The frequency and 
distribution of titres in the whole set were as follows: 
1:40- 1.9%, 1 : 80-2.3%, 1 : 160- 1.4% and 1 : 320 
- 2.1%. The recorded prevalence of AbS was low com­
pared with the results published by Fayemi et al. 
(1992). High incidence of AbS is considered by the 
above authors as a result of impairment of testes by 
frost during the winter period in the state of Minnesota 
as many of the boars are housed in a free range. The 
presence of antibodies to chlamydia was detected in 
3.33% of animals and it is assumed that their hypotheti­
cal importance in AbS formation is significantly lower 
compared with bulls.

The assays used so far for AbS detection are not able 
to distinguish between the binding of clinically signifi­
cant and insignificant antibodies. However, the above 
results confirm a possible involvement of immunobi- 
ological impacts on the quality of reproductional func­
tions of breeding animals. Further investigation should 
be oriented to defining the effects of AbS on functional 
characteristics of ejaculate and a consequent fertility.
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FOLLICULAR DEVELOPMENT DURING THE PROGESTERONE
THERAPY OF OVARIAN ACYCLICITY AND OVARIAN CYSTS
IN COWS

FOLIKULÁRNÍ VÝVOJ BĚHEM LÉČBY OVARIÁLNÍ ACYKLIE 
A OVARIÁLNÍCH CYST U KRAV PROGESTERONEM

R. Doležel, S. Čech, J. Zajíc

Faculty of Veterinary Medicine, University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, 
Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Follicular development in cows is characterized by the cyclic growth and atresia of antral follicles in 7-10 days 
interval - follicular waves. Dominant follicle is selected during follicular wave and periodically it undergoes atresia or 
ovulation. Continual administration of low doses of progestagens commonly used for induction or synchronization of estrus 
in cows lead to the prolonged growth and maintenance of the dominant follicle. Application of oestradiol supports luteolytic 
effect of the treatment. Estrus and ovulation occurrs 2-4 days after the treatment. It was suggested that progestagen treatment 
in cows with ovarian dysfunction would have a similar effect and it would prolong the growth and increase maturity of the 
dominant follicle which could respond to gonadotropin rebound effect and ovulate there after. Twenty cows with ovarian 
acyclicity (experimental group A) and 25 cows with ovarian cysts (experimental group C) 50-100 days after parturition were 
included to the experiment. Cows were treated with progesterone intravaginal device (PRID, Sanofi) for 12 days. Ultrasound 
examination of the ovaries was performed on the day of PRID insertion (day 0), following 3. 6, 9, 12, 15, 17 and 25 days 
after. Samples of milk were obtained for determination of progesterone by RIA on day 0, 15 and 25. Various changes were 
found in ovarian cysts during PRID treatment in group C; e.g. cysts persisted without any response or they underwent 
luteinization, in some cases they became large or smaller and/or disappeared. The number of small follicles (4-6 mm) varied, 
the number of medium follicles (7-10 mm) decreased while the number of large follicles (> 10 mm) increased in group A 
as well as group C during treatment (Figs. 1 and 2). The dominant follicles grew slowly and persisted during treatment. 
Ovulation occurred in 14 (70%) and 16 (64%) cows until day 5 after treatment and corpus luteum was found in 12 (60%) 
and 13 (72%) cows on the day 13 after the treatment in groups A and C. Average concentrations of milk progesterone on 
day 13 after PRID removal in the groups A and C were 5.6 ± 5.23 and 6.2 ±7.12 ng/ml (Tabs. I and II). The results confirm 
our hypothesis that response of the ovarian follicles to progestagen treatment in most of the cows with ovarian dysfunction 
is comparable with the cyclic cows. Then PRID application for 12 days represents alternative method of the treatment of 
ovarian acyclicity and ovarian cysts.

cow; ovarian dysfunction; PRID; follicles; ovulation; corpus luteurn; progesterone

ABSTRAKT: U 20 krav s ovariální acyklií (pokusná skupina A) a 25 krav s ovariálními cystami (pokusná skupina С) 50 až 
100 dnů po porodu byl sledován účinek dvanáctidenního ošetření progesteronovým intravaginálním tělískem (PRID) na 
folikulární vývoj a nástup pohlavního cyklu. Krávy byly sonograficky vyšetřovány v den zavedení PRID (0. den), dále 3., 
6., 9., 12., 15., 17. a 25. den po ošetření. Vzorky mléka ke stanovení koncentrace progesteronu RIA metodou byly odebrány 
v den 0, 15 a 25. Ve skupině C změny na ovariálních cystách v průběhu ošetření PRID byly značně variabilní. Cysty 
perzistovaly beze změn nebo podléhaly luteinizaci, v některých případech se zvětšovaly nebo se zmenšovaly a zanikaly. Na 
vaječnících krav obou pokusných skupin v průběhu ošetření počet malých folikulů (4 až 6 mm) kolísal, počet středně velkých 
folikulů (7 až 10 mm) se snižoval při současném zvyšování počtu folikulů velkých (> 10 mm). Dominantní folikul, který se 
vyvinul před nebo v průběhu ošetření, perzistoval do konce ošetření. Ovulaci do 5. dne a žluté tělísko 13. den po ošetření 
vykázalo v pokusné skupině A 14 (70 %) a 12 (60 %) krav, v pokusné skupině C 16 (64 %) a 18 (72 %) krav. Průměrné 
koncentrace progesteronu 13. den po ošetření v pokusných skupinách A a C byly 5,6 ± 5,23 a 6,2 ± 7,12 ng/ml. Výsledky 
ukazují, že odpověď folikulární populace na dvanáctidenní ošetření PRID u velké části krav s ovariální acyklií nebo ovariál­
ními cystami je obdobná jako u jalovic či krav cyklujících. Představuje perzistenci dominantního folikulu po dobu ošetření, 
jeho ovulaci do 5. dne po ošetření a následnou luteální fázi. Několikadenní ošetření gestageny tak představuje alternativní 
léčbu ovariálních dysfunkcí u krav.

kráva; ovariální dysfunkce; PRID; folikuly; ovulace; žluté tělísko; progesteron

VET. MED.-CZECH. 43, 1998 (5): 145-151 145



ÚVOD MATERIÁL A METODY

Za fyziologických podmínek folikulární vývoj na 
vaječnících pohlavně zralých jalovic a krav představuje 
neustále se opakující vývoj a zánik několika antrálních 
folikulů označující se jako folikulární vlny. Folikulární 
vlna zahrnuje frontální růst dvou až šesti antrálních 
folikulů do velikosti 6 až 8 mm, selekci tzv. dominan­
tního folikulu, jeho další vývoj při současné atrézii 
a zániku folikulů ostatních, tzv. subordinačních. Domi­
nantní folikul obvykle dosahuje průměru 16 až 22 mm 
a ovuluje nebo atretizuje, zaniká a nastupuje nová foli­
kulární vlna (P i e r s o n a G i n t h e r, 1987; S a v i o 
aj., 1988; Sirois a Fortune, 1988; Ginther 
aj., 1989). Kromě pokročilé březosti folikulární vlny 
probíhají v 7 až lOdenním intervalu po celou repro­
dukční fázi života zvířete. Tento folikulární vývoj je 
řízen hypofyzárními gonadotropiny spolu s intraova- 
riálními faktory, které svými endokrinními, parakrinní- 
mi a autokrinními účinky modulují vlastní účinek go- 
nadotropinů (Driancourt, 1991; Fortune aj., 
1991; Lucy aj., 1992; Ginther aj., 1997). Uvede­
né dynamické změny ve folikulární populaci tak neu­
stále mění schopnost odpovědi vaječníků na rozličné 
cílené hormonální zásahy a jsou jednou z příčin nestan­
dardních výsledků indukce či synchronizace říje u ja­
lovic a krav (K a s t e 1 i c aj., 1990; Savio aj., 1990). 
Jedním ze zásahů do ovariální funkce s cílem indukce 
či synchronizace říje bez závislosti na aktuálním stadiu 
folikulárního vývoje je několikadenní aplikace nízkých 
dávek gestagenů, v iniciálním stadiu v kombinaci s es- 
trogeny. Toto ošetření prováděné nejčastěji depotními 
preparáty ve formě intravaginálních tělísek nebo pod­
kožních implantátů synchronizuje nejen pohlavní cyk­
lus, ale i folikulární vlny. Ošetření způsobuje luteolýzu 
a zastavení nově vzniklé či přetrvávající folikulární vl­
ny ve fázi dominance, v průběhu které perzistuje domi­
nantní folikul až do 2. až 3. dne po ošetření, kdy ob­
vykle ovuluje (S i r o i s a Fortune, 1990; Savio 
aj., 1993; Burke aj., 1994; Во aj., 1995; Hanlon 
aj., 1997). Změny jsou založeny na luteolytickém 
účinku estradiolu a inhibici hypofyzární sekrece go- 
nadotropinů aplikovanými steroidy, po které odraz­
ným účinkem následuje výrazné zvýšení jejich sek­
rece stimulující dozrání perzistujícího dominantního 
folikulu a jeho ovulaci (M e e aj., 1991; Adams aj., 
1992).

Poněvadž v případech ovariální acyklie i ovariál- 
ních cyst u krav lze sonografickým vyšetřením běžně 
prokázat folikulární populaci v rozličném stadiu vý­
voje, rozhodli jsme se ověřit, zda lze aplikací exo- 
genního progesteronu obdobným mechanismem 
ovlivnit ovariální aktivitu i v případech těchto ova- 
riálních dysfunkcí. Konkrétním cílem naší práce bylo 
sledování dynamiky folikulárního vývoje v průběhu 
ošetření progesteronovým intravaginálním tělískem 
s hodnocením ovulace a následující luteální fáze po­
hlavního cyklu u krav s ovariální acyklií a ovariální- 
mi cystami.

První pokusnou skupinu zvířat tvořilo 20 krav (kří­
ženky českého strakatého skotu se skotem holštýn- 
ským) s ovariální acyklií 60 až 100 dnů po porodu. 
Sedmnáct z nich vykazovalo při sonografickém vyšet­
ření vaječníků příznaky průběhu folikulárních vln (pří­
tomnost několika folikulů nad 4 mm v průměru, ze kte­
rých minimálně jeden přesáhl 7 mm), u třech byly 
vaječníky zcela klinicky neaktivní (stabilní přítomnost 
několika folikulů nepřesahujících 4 mm v průměru). 
Druhá pokusná skupina zahrnovala 25 krav obdobného 
plemene 50 až 100 dnů po porodu s ovariálními cysta­
mi různého charakteru (perzistující anechogenní struk­
tury s různě silnou stěnou a více jak 25 mm v průmě­
ru). Krávy byly ustájeny na čtyřech komerčních 
mléčných farmách a dvakrát denně byly kontrolovány 
na příznaky říje.

Po úvodním klinickém vyšetření byly krávy ošetře­
ny intravaginálním progesteronovým tělískem (PRID, 
Sanofi), obsahujícím 1,55 g progesteronu a kapsli 
s 10 mg estradiol benzoátu, po dobu 12 dní. Změny na 
vaječnících byly sledovány transrektální sonografií za 
použití 5 MHz rektální sondy (Aloca 500) před ošetře­
ním v den zavedení PRID (den 0) a dále 3., 6., 9., 12., 
15., 17. a 25. den po ošetření. Při hodnocení jsme roz­
dělili folikulární populaci na folikuly malé (4 až 6 mm), 
střední (7 až 10 mm) a velké (> 10 mm). Za dominantní 
byl považován folikul přesahující 8 mm v průměru 
(Lau řinčí к aj., 1991), který byl minimálně o 2 mm 
větší než folikuly ostatní. Ve druhé experimentální sku­
pině byly navíc hodnoceny změny na ovariálních cys­
tách. U krav po ošetření byly dvakrát denně zjišťovány 
příznaky říje. Vzorky mléka ke stanovení koncentrace 
progesteronu RIA metodou byly odebrány 0., 15. a 25. 
den. Šest krav z první a sedm krav ze druhé pokusné 
skupiny se zřetelnými příznaky říje do 5. dne po ošet­
ření bylo inseminováno. Diagnostika březosti byla pro­
vedena sonograficky 23. až 30. den po inseminaci.

VÝSLEDKY

Pokusná skupina A

U acyklických krav dominantní folikuly. které se na 
vaječnících objevily před nebo v průběhu ošetření 
PRID, perzistovaly, pomalu rostly a u 14 (70 %) 
z 20 acyklických krav ovulovaly do 5. dne od vybavení 
PRID. U dvou krav v tomto termínu к ovulaci nedošlo. 
Zastoupení folikulů různých velikostních skupin v prů­
běhu ošetření PRID ukazuje obr. 1. Zřetelné příznaky 
říje do 5. dne po ošetření byly zaznamenány u osmi 
sledovaných krav. Po ovulaci typickou luteální fázi po­
hlavního cyklu se zvýšenou koncentrací progesteronu 
a výskytem žlutého tělíska 13. den po ošetření vykáza­
lo 12 (60 %) krav. Ze šesti inseminovaných krav se 
zřetelnými příznaky říje do pěti dnů po ošetření zabřez- 
ly dvě krávy. Průměrné koncentrace progesteronu
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v mléce 0., 15. a 25. den sledování jsou uvedeny 
v tab. I.

I. Průměrná koncentrace progesteronu v mléce (ng/ml) před a po 
ošetření PRID u acyklických krav (л = 20) - Average progesterone 
in milk (ng/ml) before and after the treatment with PRID in acyclic 
cows (л = 20)

Před ošetřením1 3 dny po ošetření2 13 dní po ošetření3

0,5 ± 0,78 0,4 ± 0,55 5,6 ± 5,23

'before treatment, 23 days after treatment, " 13 days after treatment

Ze tří krav nevykazujících příznaky průběhu foliku- 
lárních vln před ošetřením nebyl dominantní folikul 
prokázán u jedné, u dalších dvou během ošetření se 
vyvinul, avšak záhy zatretizoval. U žádné z těchto krav 
nebyla zjištěna ovulace do 5. dne, ani přítomnost lu- 
teální struktury nebo zvýšení koncentrace progesteronu 
13. den po ošetření.

Pokusná skupina C

Změny na ovariálních cystách během ošetření vyka­
zovaly značnou variabilitu. Cysty perzistovaly beze 
změn nebo podléhaly luteinizaci, v některých přípa­
dech se zvětšovaly nebo zmenšovaly a zanikaly. Vý­
skyt folikulů rozličných velikostních skupin během 
ošetření ukazuje obr. 2. Do 5. dne po ošetření ovulace 
proběhla u 16 z 25 (64 %) sledovaných krav. Zřetelné 
příznaky říje do 5. dne po ošetření byly zjištěny 
u 13 krav. Nicméně 13. den po ošetření jsme prokázali

výrazně zvýšenou koncentraci progesteronu v mléce 
u 22 krav (88 %), z nichž 18 vykázalo v sonografic- 
kém zobrazení typické žluté tělísko a čtyři výrazně lu- 
teinizovanou cystu. V přítomnosti žlutého tělíska cysty 
perzistovaly ve třech případech. Po inseminaci sedmi 
zřetelně se říjejících krav zabřezly dvě. Tab. II ukazuje 
průměrné koncentrace progesteronu v mléce krav 
s ovariálními cystami 0., 15. a 25. den sledování.

DISKUSE

Naše šetření ukazuje, že ve většině případů ovariální 
acyklie i ovariálních cyst na vaječnících krav jsou pří­
tomny folikuly, které mají schopnost reagovat na něko­
likadenní ošetření progesteronovým intravaginálním tě­
lískem. Počet malých folikulů se výrazně nemění 
a počet středně velkých folikulů se snižuje současně se 
zvýšením počtu folikulů velkých. Tyto výsledky uka­
zují na zastavení folikulárních vln a pomalý vývoj do­
minantních folikulů přecházejících ze střední velikosti 
(7 až 10 mm) do velikosti přesahující 10 mm v průmě­
ru a perzistenci těchto velkých folikulů. Tento po­
znatek je srovnatelný s našimi výsledky z dřívějších 
prací zabývajících se folikulárním vývojem během 
ošetření CIDR nebo PRID v časném poporodním období 
(Doležel aj., 1993; D o 1 e ž e 1, 1995) i s výsledky 
dalších autorů, kteří sledovali dynamiku folikulárního vý­
voje během ošetření progestageny v časném poporod­
ním období (L u с у aj., 1990; Stevenson a Pur­
sley, 1994) nebo u cyklujících jalovic a krav 
(Sirois a Fortune, 1990; Savio aj., 1993; 
Burke aj., 1994; Во aj., 1995).

1. Průměrný počet malých (4 až 6 mm), středních (7 až 10 mm) a velkých (>10 mm) folikulů během ošetření PRID u acyklických krav - 
Average number of small (4-6 mm), medium (7-10 mm) and large (>10 mm) follicles during treatment with PRID in acyclic cows

- •- velké - large
- ■- střední - medium
- A- malé - small
'day, 2number
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II. Průměrná koncentrace progesteronu v mléce (ng/ml) před a po 
ošetření PRID u cystických krav (л = 25) - Average concentration 
of progesterone in milk (ng/ml) before and after the treatment with 
PRID in cystic cows (л = 25)

Před ošetřením* ' 3 dny po ošetření2 13 dní po ošetření3

0,7 ± 0,52 0,5 ± 0,62 6,2 ±7,12

'before treatment, 23 days after treatment, 3I3 days after treatment

Někteří autoři poukazují na zánik probíhající foliku­
lární vlny a nástup vlny nové 3. až 5. den po začátku 
ošetření gestageny s estradiolem v závislosti na aktuál­
ním stadiu folikulárního vývoje (Во aj., 1994, 1995; 
Garcia a Salaheddine, 1997). Za ukončení 
probíhající folikulární vlny a tak nástup vlny nové je 
zodpovědný účinek estradiolu (Burke aj., 1996). 
I když v našem šetření použitý PRID obsahoval kapsli 
s 10 mg estradiol benzoátu, uvedený poznatek jsme po­
tvrdili jenom částečně, poněvadž ve většině případů 
dominantní folikuly zjištěné již před ošetřením perzis- 
tovaly až do jejich ovulace po ošetření. I když je prav­
děpodobné, že námi prováděné sonografické vyšetření 
v intervalech tří dnů na základě lokalizace a logické 
následnosti ve velikosti je dostačující к průkazu perzis­
tence dominantního folikulu, nelze ve všech případech 
jednoznačně vyloučit možnost záměny dominantních 
folikulů především na začátku ošetření.

Změny na ovariálních cystách v průběhu léčby jsou 
značně variabilní. Na tuto variabilitu jsme již poukázali 
v dřívějším sledování (Čech aj., 1996). V případě 
ovariálních cyst z hlediska terapeutického efektu je tak 
pravděpodobně významnější schopnost odpovědi pří­
tomných folikulů než samotných cyst. Inkrečně funkční 
cysty tuto folikulární reakci mohou ovlivňovat svojí 
sekrecí steroidů.

Podmínkou uvedeného účinku exogenního progeste­
ronu na folikulární populaci je přetrvávající mírně zvý­
šená (kolem 2 ng/ml) koncentrace progesteronu, a tedy 
absence vysokých hladin exogenního nebo endogenní­
ho progesteronu a funkčního žlutého tělíska (Robert­
son aj., 1989; Cupp aj., 1992; Kojima aj., 1992; 
Bergfeld aj., 1996). Koncentrace progesteronu 
v případech luteálních cyst je značně variabilní (Car­
rol 1 aj., 1990), nicméně může být příčinou nestan­
dardní folikulární odezvy na ošetření progestageny. 
I když estradiol potencuje progesteronem navozenou 
inhibici sekrece LH (Stumpf aj., 1993) a vykazuje 
anti-luteotropní nebo luteolytický účinek (Thatcher 
aj., 1986; Macmillan aj., 1991), v případech před­
pokládané luteání cysty lze doporučit ošetření doplnit 
o aplikaci PGF2ot a zajistit tak luteolýzu, poněvadž lu­
teolytický účinek samotné kombinace progestagenů 
s estradiolem není stoprocentní (Burns aj., 1993; 
Macmillan a Peterson, 1993; Kesler aj., 
1997).

I když řízený folikulární vývoj v průběhu ošetření 
PRID zakončený ovulací do pěti dnů po ošetření pro­
běhl u 70 % krav s ovariální acyklií a u 64 % krav 
s ovariálními cystami, typické příznaky říje vykázalo 
jen asi 50 % sledovaných krav v obou skupinách. Tyto 
výsledky jsou částečně v rozporu s údaji, že indukova­
ná říje po ošetření gestageny v časném poporodním ob­
dobí je ve srovnání se spontánní říjí kvalitnější, s vyšší 
koncentrací estradiolu a výraznější LH vlnou (Gar­
ci a-Winder aj., 1987; Mee aj., 1991). Při terén­
ním hodnocení terapeutického efektu PRID u krav 
s ovariální acyklií a ovariálními cystami Arbeiter 
a Pohl (1986) zjistili říji u 77 % krav. Určení přes­
ného termínu ovulace u jednotlivých krav metodika naše­
ho sledování neumožnila. Do 3. dne po ošetření ovulovalo

2. Průměrný počet malých (4 až 6 mm), středních (7 až 10 mm) a velkých (>10 mm) folikulů během ošetření PRID u cystických krav - 
Average number of small (4-6 mm), medium (7-10 mm) and large (>10 mm) follicles during treatment with PRID in cystic cows

— Ф— velké - large
- ■- střední - medium 

▲ malé - small
'day, 2number
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sedm krav z každé pokusné skupiny. Jako nejčastěji 
výše uvedenými autory uváděné termíny ovulace po 
indukci či synchronizaci říje gestageny jsou dva až čty­
ři dny po ošetření. Dodatečná aplikace estradiolu na 
začátku ošetření urychluje a sjednocuje termín nástupu 
LH vlny i ovulace, která u většiny krav probíhá již 
2. den po ošetření (T r i b u 1 o aj., 1995; Hanlon aj., 
1997).

Výrazně zvýšená průměrná koncentrace progestero- 
nu v mléce 13. den po odstranění PRID ve srovnání 
s koncentrací na začátku ošetření a 3. den po jeho 
ukončení v obou pokusných skupinách je dokladem 
přítomnosti žlutého tělíska, případně výrazně luteinizo- 
vané ovariální cysty. Sonograficky jsme žluté tělísko 
v tomto termínu prokázali u 60 % a 72 % ze všech sle­
dovaných krav v první a druhé pokusné skupině. Pozi­
tivní vliv ošetření gestageny na kvalitu následující lu­
teální fáze je prokázán (T r o x e 1 a Kesler, 1984; 
Smith aj., 1987; Mee aj., 1991). Další průběh po­
hlavních cyklů již nebyl v naší práci sledován. Nicmé­
ně navozená typická luteální fáze dává možnost к druhé 
indukci říje prostaglandiny, kterou lze doporučit к in­
seminaci z níže uvedených důvodů.

Přesto, že hodnocení plodnosti krav v indukovaných 
říjích po ošetření PRID nebylo hlavním cílem této prá­
ce, vybrané krávy s výraznými příznaky říje byly inse- 
minovány. Úroveň zabřezávání však byla velmi nízká 
v první i druhé pokusné skupině (2/6, 2/7). Nízkou úro­
veň koncepce po několikadenním ošetření gestageny 
uvádí řada autorů (S a n c h e z aj., 1993; Savio aj., 
1993; Wehrman aj., 1993; Mihm aj., 1994; Ah­
mad aj., 1995). Za možnou příčinu uvádějí narušenou 
funkci vejcovodu nebo narušený oocyt asynchronním 
jaderným a cytoplazmatickým zráním z důvodu dlou­
hodobého účinku vysoké koncentrace estradiolu z per- 
zistujícího dominantního folikulu. V našem sledování 
se mohly na snížené koncepční schopnosti navíc uplat­
nit strukturálně-funkční změny v endometriu, které na­
stupují při déle trvajících ovariálních dysfunkcích 
(Kummer aj., 1996).

Z našich výsledků lze shrnout, že u většiny krav 
s ovariální acyklií a ovariálními cystami jsou na vaječ- 
nících přítomné folikuly, které jsou schopné reagovat 
na dvanáctidenní aplikaci PRID obdobným způsobem 
jako u krav ve fyziologické acyklii v časném poporod­
ním intervalu nebo u jalovic a krav cyklujících. Domi­
nantní folikuly vyvinuté před či v průběhu ošetření 
PRID perzistují, pomalu rostou a ve většině případů 
ovulují do 5. dne po ošetření. Třináctý den po ošetření 
rovněž většina krav vykazuje typickou luteální fázi po­
hlavního cyklu.
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70 let činnosti
Ústřední zemědělské a lesnické knihovny

Před 70 lety byla 18. března 1928 v „Domě zemědělské osvěty“ na Vinohradech v Praze 
slavnostně otevřena Ústřední zemědělská a lesnická knihovna (ÜZLK). Po předchozím 
dvouletém období systematických příprav byly služby knihovny nabídnuty nejširší českosloven­
ské zemědělské veřejnosti. Statutárně byla knihovna založena Československou akademií 
zemědělskou (ČAZ) již v roce 1926. V prvních dvou letech její existence však fungovala jen 
čítárna, a to především pro pracovníky ČAZ. Po celou tuto dobu bylo veškeré úsilí soustředěno 
na vybudování dostatečného základního knihovního fondu a potřebného provozního knihovního 
zázemí. Cílem organizátorů bylo co nejdříve otevřít tuto knihovnu jako „Ústřední slovanskou 
zemědělskou knihovnu“, která bude sloužit nejen nejširší veřejnosti, ale současně bude plnit 
i funkci ústřední zemědělské knihovny pro všechny slovanské státy.

К slavnostnímu otevřeni knihovny došlo při výročním valném shromáždění ČAZ za účasti 
mnoha vzácných hostů. Hlavní projev přednesl tehdejší prezident ČAZ dr. Milan Hodža. 
Velkého lesku dodala tomuto slavnostnímu shromáždění přítomnost vyslanců několika slovan­
ských zemí. Přítomni byli také zástupci četných centrálních státních úřadů, vědeckých instituci, 
výzkumných úřadů a vysokých škol. Zúčastnili se i významní představitelé československého 
knihovnictví, např. dr. Z. Tobolka a další. Ministr zemědělství dr. O. Srdinko, který se nemohl 
slavnosti zúčastnit osobně, poslal valnému shromáždění pozdravný dopis, ve kterém vřelými 
slovy uvítal „...dnešní otevření Ústřední slovanské zemědělské knihovny, jež ... bude jednou 
z největších knihoven vůbec“. Tento nový oficiální název knihovny byl pak užíván až do 
prvních válečných let.

I vývoj v příštích 70 letech dosvědčuje, že knihovna opravdu dostála slovům tehdejšího 
ministra zemědělství. V současné době se ÜZLK řadí nejen velikostí svých knihovních fondů 
mezi největší odborné zemědělské knihovny na světě. V knihovně je к dispozici více než milion 
svazků odborné literatury. ÚZLK poskytuje nejširší škálu výpůjčních, informačních a repro­
grafických služeb. V rámci mezinárodní sítě AGLINET spolupracuje i s partnerskými kni­
hovnami v zahraničí. Slouží jako veřejná knihovna nejen jejím přímým návštěvníkům, ale 
prostřednictvím meziknihovních služeb i všem ostatním potenciálním uživatelům.

701eté výročí otevření ÚZLK si pracovníci knihovny a její příznivci připomenou na slavnost­
ním shromáždění, které se bude konat 25. května 1998 ve velkém sále budovy ÚZPI v Praze 2, 
Slezská 7.

К této příležitosti bude vydána komentovaná bibliografie „Historie Ústřední zemědělské 
a lesnické knihovny ve světle literárních pramenů“.
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THE COURSE AND CONTROL OF PARASITOSES IN MIXED
GRAZING OF SHEEP AND CATTLE

PRŮBĚH A TLUMENÍ PARAZITÓZ PŘI SPOLEČNÉ PASTVĚ OVCÍ
A SKOTU

K. Chroust1, F. Horák", J. Žižiavský2, S. Žižlavská"

1 Faculty of Veterinary Medicine, University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, 
Brno, Czech Republic

"Mendel University of Agriculture and Forestry, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Studies on the occurrence of parasitoses in the course of mixed grazing of sheep and cattle were carried out 
in the years 1995-1997 in a herd of cows, heifers and calves of beef breed and their crosses (28 head) and a flock of ewes, 
yearlings and lambs of meat type breeds (50 to 70 heads). Excrements were sampled in monthly intervals from 80 to 90% 
of animals, after sampling, the excrements were subjected to an ovoscopic and larvoscopic analysis and to a quantitative 
evaluation. Results obtained in individual years demonstrated an abrupt increase in cases of infestation with gastrointestinal 
nematodes (GIN) and Moniezia spp. tapeworms in lambs, yearlings and ewes as early as in the first month of grazing. To 
suppress these infestations, dehelmintization was performed to the end of the second month of pasture and in the autumn. 
Ewes were treated also prior to the beginning of grazing period. In lambs, the maximum values of GIN infestations were 
EPG 550 in 1995 and they decreased to 180 in 1997. The corresponding findings in ewes and yearlings were ERG 200 and 
90, resp. In lambs, the values of prevalence of Moniezia spp. decreased from 59% in 1995 to 25% in 1997 and in ewes and 
yearlings from 25% to 7% in 1997, resp. In cattle, the maximum EPG values in GIN were 75 and decreased to 30 in 1997. 
In the course of three years, an infestation of cattle with Moniezia spp. was observed only in 2 animals. The dehelmentization 
of cattle was performed only before and after the housing. Basing on a comparison of results obtained during the separate 
grazing of sheep and cattle it is possible to conclude that the mixed grazing decreases the intensity and prevalence of 
gastrointestinal helminthoses. However, a mixed pasture of sheep and cattle is rather important for a better use of grass stand 
and for an increase in daily weight gains.

sheep; cattle; mixed grazing; gastrointestinal nematodes; Moniezia spp.; anthelminthic treatment

ABSTRAKT: Sledování parazitóz při společné pastvě ovci a skotu bylo prováděno v letech 1995 až 1997 u stáda krav, 
jalovic a telat masných plemen a jejich kříženců (28 kusů) a stáda bahnic, jehnic a jehňat se zaměřením rovněž na masnou 
produkci (50 až 70 kusů). Vzorky trusu byly odebírány v pravidelných měsíčních intervalech od 80 až 90 % zvířat a podro­
beny ovoskopické a larvoskopické analýze a kvantitativnímu vyhodnocení. Výsledky vyšetřování v jednotlivých letech pro­
kázaly prudký nárůst infekce gastrointestinálními nematody (GIN) a tasemnicemi Moniezia spp. u jehňat, jehnic i bahnic již 
od prvého měsíce pastvy. Za účelem tlumení těchto infekcí byla prováděna dehelmintizace koncem druhého měsíce pastvy 
a na podzim a u bahnic rovněž před před vyhnáním na pastvu. Maximální hodnoty GIN u jehňat v roce 1995 dosahovaly 
EPG 550 a do roku 1997 poklesly na 180, u bahnic a jehnic pokleslo EPG z 200 na 90. Rovněž hodnoty prevalence Moniezia 
spp., které u jehňat v roce 1995 dosáhly maxima 59 %, poklesly v roce 1997 na 25 %, u bahnic a jehnic z 25 na 7 %. U skotu 
dosahovaly v roce 1995 hodnoty EPG u GIN maxima 75 a do roku 1997 poklesly na EPG 30. Moniezia spp. byla u skotu 
zjištěna v průběhu tří let pouze u dvou kusů. Dehelmintizace skotu byla prováděna pouze před a po ustájení. Na základě 
srovnání dosavadních výsledků při sledování ovcí a skotu při samostatné pastvě je možno konstatovat, že při společné pastvě 
se intenzita i prevalence gastrointestinálních helmintóz snižuje. Společná pastva ovcí a skotu má značný význam pro lepší 
využití porostů a zvýšení přírůstků.

ovce; skol; společná pastva; gastrointestinální nematoda; Moniezia spp.; anthelmintická léčba

ÚVOD

Pro současnou etapu našeho zemědělství je systém 
společné pastvy jednou z významných alternativ nale­

zení vhodného způsobu hospodaření v tzv. marginál­
ních oblastech. Jedná se o využití pastevních a lučních 
porostů ve výše položených příhraničních oblastech, 
příp. i některých lokalitách méně vhodných к intenziv-

* Supported by the Grant Agency of the Czech republic (Grant No. 507/95/1284).
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ní produkci ve vnitrozemí. Největší uplatnění při tomto 
systému najde pravděpodobně u nás netradiční chov 
skotu bez tržní produkce mléka, jehož četná plemena 
jsou к nám z různých zemí od roku 1991 ve zvýšeném 
počtu importována. Ovce jsou využívány především 
к dopásání porostů a pastevní technika se zakládá na 
co nejdelším pobytu zvířat na pastvě. V zahraničí jsou 
tyto systémy hodnoceny jako vysoce efektivní jak po 
stránce užitkovosti, tak i využitelnosti porostů (W a 1 - 
ker, 1994). V našich podmínkách je tato problematika 
výzkumně řešena autory Žižlavský aj. (1996) 
a Horák aj. (1997), rovněž s pozitivním dopadem 
pro efektivní využití pastevních porostů.

Parazitózy při společné pastvě ovcí a skotu nebyly 
dosud v podmínkách České republiky sledovány. Před­
běžné výsledky studia této problematiky započatého 
v roce 1995 publikovali Chroust aj. (1997a, b). Ze 
zahraničí jsou známy práce, které prokazují pozitivní 
vliv společné pastvy ovcí a skotu na výskyt parazitóz. 
Již v 70. letech byl v Anglii doporučen pro společnou 
pastvu systém tzv. čisté pastviny. Ten vycházel z ná­
sledné pastvy ve dvouletých cyklech tak, že jeden druh 
se pase na pastvině první rok a druhý druh následující 
rok. V pastevní sezóně se provádí nejprve pastva mla­
dých zvířat (telata, jehňata) před zvířaty dospělými 
(Speedy a Gibson, 1983). Helle (1981) uvá­
dí, že střídání pastvy skotu s ovcemi je výhodné pro 
skot, protože snižuje jeho promořenost parazity. D o - 
nald aj. (1987) prokazují, že společná pastva jehňat 
a skotu dala lepší výsledky než samostatná pastva ovcí. 
Nedošlo к úhynům a snížení užitkovosti v důsledku in­
fekce gastrointestinálními nematody rodů Haemon- 
chus, Ostertagia, Trichostrongylus a Nematodirus. 
Jordan aj. (1988) v USA rovněž zjistili, že u jehňat 
pasených společně se svými matkami a skotem byl niž­
ší výskyt helmintů než u skupiny jehňat pasených sa­
mostatně. Naopak u telat pasených společně s kravami 
a ovcemi pozorovali silnější promoření než u skupiny 
telat pasených pouze s matkami. Rovněž tak Nolan 
a Connoly (1990) prokazovali nižší výskyt endo- 
parazitů při společné pastvě skotu s ovcemi než při 
pastvě jednodruhové. Quintana aj. (1987) zjistili 
v podmínkách Uruguaye nižší zamoření jehňat helmin- 
ty v době kdy se pásla na pastvině následně po skotu, 
oproti skupině pasoucí se společně s bahnicemi a mla­
dým skotem. Hintz (1991) prokázal, že při společné 
pastvě skotu, ovcí a koz dochází ke snížení výskytu 
parazitóz, avšak infekce druhem Trichostrongylus axei 
u koní se může podstatně zvýšit při společné pastvě 
koní, skotu, ovcí a koz. Komplexně se problematikou 
společné pastvy různých druhů hospodářských zvířat 
zabývá Nowakowski (1996).

MATERIÁL A METODY

Pokusy byly prováděny na Školním zemědělském 
podniku MZLU Brno v Žabčicích. Zde byl již v roce 
1994 založen experiment, který umožňoval sledovat

a vyhodnocovat mezidruhovou kompatibilitu, využívá­
ní a ovlivňování porostů, užitkové vlastnosti a zdravot­
ní stav zvířat v podmínkách společné pastvy ovcí 
a skotu. Pastevní areál byl založen na vojtěškotravním 
porostu s elektrickým oplocením. Do pokusu bylo za­
řazeno 28 krav, jalovic a telat masných plemen a jejich 
kříženců a 50 až 70 bahnic, jehnic a jehňat zaměřených 
rovněž na masnou produkci. Početní stavy skotu a ovcí 
se pohybovaly v závislosti na odstavu jehňat v poměru 
1 : 2,5 až 1 : 3. V roce 1995 byla pastva zahájena 19. 4. 
a výměra pastviny činila 7,65 ha; v roce 1996 byla 
pastva zahájena TI. 4. na výměře 10,69 ha a v roce 
1997 pak 5. 4. na výměře 13,06 ha.

Vzorky trusu к parazitologickému vyšetření byly 
odebírány individuálně v pravidelných měsíčních inter­
valech (29. až 31. každého měsíce) při vážení zvířat, 
a to v průměru od 80 až 90 % ovcí a skotu. Sledování 
bylo prováděno v průběhu pastevního období i zimní­
ho ustájení v letech 1995 až 1997; první odběr byl 
uskutečněn 24. 3. 1995, poslední odběr 29. 10. 1997. 
Vlastní vyšetření vzorků bylo prováděno individuálně, 
a to metodou flotační, sedimentační a larvoskopickou 
a dále kvantitativně, tj. stanovením počtu vajíček gas- 
trointestinálních nematodů (GIN) v 1 g trusu (EPG) 
pomocí počítací komůrky typu McMaster v modifikaci 
podle Chrousta (1970). Ze vzorků trusu byla dále 
prováděna kultivace infekčních larev GIN (La III) za 
účelem jejich druhové, resp. rodové diagnostiky. Bylo 
použito metody podle Chrousta a Hulínské 
(1970) a určování larev bylo prováděno podle klíče, 
který uvádí H u I í n s к á (1969). Sledován byl i výskyt 
oocyst kokcidií rodu Eimeria a Cryptosporidium a dále 
cyst Giardia sp. Vlastní laboratorní vyšetření bylo pro­
váděno na Ústavu parazitologie FVL VFU Brno.

К dehelmintizaci v průběhu pokusů byl použit jed­
nak Ivomec (ivermectin v dávce 0,2 mg/kg ž. h. u sko­
tu) a Vermitan 2,5% susp., resp. Aldifal 2,5% susp. 
(albendazol v dávce 5 mg/kg ž. h. u ovcí a 7,5 mg/kg 
ž. h. u skotu). Termíny dehelmintizaci v jednotlivých 
letech byly stanoveny na základě výsledků sledování 
dynamiky helmintóz v průběhu pastevní sezóny a zim­
ního ustájení. V grafech jsou vyznačeny svislými šip­
kami.

VÝSLEDKY

Výsledky vyšetřování vzorků trusu u ovcí v prvých 
dvou letech prokazovaly poměrně vysokou intenzitu 
i prevalenci infekce gastrointestinálními nematody 
a tasemnicemi zejména u jehňat, nižší u jehnic a bah­
nic. Dynamika kvantitativních nálezů vajíček GIN 
v průběhu let 1995 až 1997 u jehňat je znázorněna na 
obr. 1. EPG i prevalence těmito nematody vykazují 
u jehňat poměrně velmi prudký nárůst v prvých dvou 
měsících pastvy a koncem června 1995 a 1996 dosáhly 
maximálních hodnot 550, resp. 340 a prevalence 68 %, 
resp. 61 %. V roce 1997 se EPG snížilo na 180 a pre­
valence dosahovala 53 %. Dehelmintizace albendazo-
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1 Dynamika ovoskopických nálezů gastrointestinálních nematodů (EPG) u jehňat v letech 1995 až 1997 - Dynamics of ovoscopical findings 
of gastrointestinal nematodes (EPG) in lambs in seasons 1995-1997

’dehelminthization, 2month

lem prováděná ve všech třech pastevních sezónách za­
čátkem července byla vysoce účinná a snížila EPG 
i prevalenci téměř na nulové hodnoty. Opětovný nárůst 
infekce GIN pokračoval u jehňat v letních měsících 
a v roce 1995 dosahovalo EPG maxima 370, v roce 
1996 260 a v roce 1997 pouze 90. Rovněž tak preva­
lence byla v roce 1995 a 1996 vysoká (více než 60 %) 
a v roce 1997 poklesla na 28 %.

Velmi obdobnou dynamiku měly ve sledovaných le­
tech kvantitativní nálezy a hodnoty prevalence u Jehnic 
a bahnic (obr. 2). Maximální hodnoty EPG na konci 
druhého měsíce pastvy v roce 1995 dosahovaly 200, 
v roce 1996 pak 160 a v roce 1997 poklesly na 90. 
Významný byl i pokles prevalence z původních hodnot 
v roce 1995 kolem 50 % na 25 % v roce 1997. Také 
letní maxima byla u Jehnic a bahnic nižší a dosahovala 
v roce 1995 EPG 220, v roce 1996 EPG 130 a v roce 
1997 pouze 50. Hodnoty prevalence byly v těchto le­
tech 44, 31 a 8 %. Prováděná podzimní odčervení al­
bendazolem měkl také vysokou účinnost, takže hodnoty 
EPG i prevalence jak u jehňat, tak u Jehnic a bahnic 
byly v průběhu zimního ustájení minimální. Ovosko- 
pické a kultivační nálezy ve vzorcích trusu jehňat, Jeh­
nic a bahnic prokazovaly v průběhu celého období vy­
šetřování přítomnost celkem 10 druhů, resp. rodů 
gastrointestinálních nematodů, a sice obligátně Nema- 
todirus, Ostertagia, Trichostrongylus Chabertia a oje­
diněle i Oesophagostomum, Bunostomum, Cooperia, 
Haemonchus, Trichocephalus a Strongyloides.

U tasemnic rodu Moniez.ia spp. byla dynamika in­
fekce v prvých dvou letech obdobná jako u GIN. 
U jehňat (obr. 3) dosahovala jarní a letní maxima pre­
valence 59 % resp. 46 % v roce 1995, v následujících 
letech byl pozorován výrazný pokles, a sice v roce 
1997 na 19 % resp. 25 %. U Jehnic a bahnic (obr. 4) 
dosahovala prevalence tasemnicemi nejvyšších hodnot 
v prvním roce vyšetřování (25 %), v dalších letech se 
pak jarní a letní maxima pohybovala pouze v rozmezí 
5 až 11 %. V průběhu zimního ustájení byly hodnoty 
prevalence velmi nízké (0 až 5 %).

U skotu (obr. 5) měla křivka dynamiky GIN odlišný 
průběh než u ovcí. Odčervení bylo prováděno v letech 
1995 a 1996 před a po skončení pastvy a v grafu je 
vyznačeno šipkami. Intenzita nálezů se postupně zvy­
šovala po celé pastevní období, avšak dosahovala vý­
razně nižších maximálních hodnot EPG než u ovcí a si­
ce 75 v roce 1995, 35 v roce 1996 a 30 v roce 1997. 
Dominantními druhy u skotu byly Ostertagia ostertagi, 
Cooperia oncophora a Oesophagostomum radiatum, 
ojediněle i Trichostrongylus spp. a Bunostomum phle- 
botomum. Nálezy vajíček tasemnic MoniezÁa spp. byly 
u skotu zjištěny v roce 1995 a 1996, a to vždy pouze 
u jedné jalovice (prevalence 3,5 %).

Výsledky vyšetřování ovcí i skotu metodou sedi­
mentační na přítomnost vajíček motolic Fasciola hepa- 
tica a Dicrocoelium dendriticum a metodou larvosko- 
pickou na larvy plicnivek byly po celou dobu sledování 
negativní.
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2. Dynamika ovoskopických nálezů gastrointestinálních nematodů (EPG) u bahnic a Jehnic v letech 1995 až 1997 - Dynamics of ovoscopical 
findings of gastrointestinal nematodes (EPG) in ewes and yearlings in seasons 1995-1997
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3. Dynamika prevalence Moniezia spp. u jehňat v letech 1995 až 1997 - Dynamics of prevalence of Moniezia spp. in lambs, seasons 
1995-1997

'dehelminthization, 2month
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4. Dynamika prevalence Monieziu spp. u bahnic a Jehnic v letech 1995 až 1997 - Dynamics of prevalence of Monieziu spp. in ewes and 
yearlins, seasons 1995-1997

dehelminthization. "month

5. Dynamika ovoskopických nálezů gastrointestinálních nematodů (EPG) u školu v letech 1995 až 1997 - Dynamics of ovoscopical findings 
of gastrointestinal nematodes (EPG) in cattle in seasons 1995-1997

’dehelminthization, 2month
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Kokcidie rodu Eimeria byly obligátními nálezy 
v době ustájení u jehňat i bahnic (prevalence 98 %, 
resp. 74 %). Druhové zastoupení oocyst bylo v pořadí 
E. ovina, E. ovinoidalis, E. parva, E. intricate, E. fau- 
rei a E. crendelis. Po vyhnání zvířat na pastvu se však 
prevalence i intenzita vylučování oocyst rychle snižo­
valy a byly během celého pastevního období minimál­
ní. Nálezy oocyst rodu Cryptosporidium se vyskytova­
ly ojediněle u jehňat v prvním měsíci věku a cysty 
Giardia sp. rovněž u jehňat do dvou měsíců věku. 
U skotu byly zjišťovány ojedinělé nálezy E. bovis, E. 
euburnensis a E. zuernii.

DISKUSE

Tříleté sledování společné pastvy ovcí a skotu a po­
drobné laboratorní ovoskopické, larvoskopické a kvan­
titativní analýzy vzorků trusu odebíraných v pravidel­
ných měsíčních intervalech prokázaly u ovcí vysokou 
prevalenci vesměs čtyřmi až šesti druhy, resp. rody gas- 
trointestinálních nematodů a tasemnicemi Moniezie 
spp., u skotu zpravidla dvěma až třemi druhy GIN. Vy­
soká intenzita a prevalence nálezů jak u GIN. tak 
u Moniezia spp., zjištěná na začátku našich slpdování 
v březnu 1995 u všech věkových kategorií sledovaných 
zvířat, byla způsobená nesystematickou a málo účin­
nou dehelmintizací v předcházejícím období. Ještě 
v průběhu roku 1996 byla intenzita nálezů EPG u GIN 
poměrně vysoká především u jehňat, nižší u bahnic 
a jehnic, u skotu byla po celou dobu poměrně nízká. 
Tyto výsledky potvrzují naše dřívější vyšetřování pro­
váděná u ovcí a skotu při jednodruhové pastvě 
(Chroust, 1975, 1976, 1995, 1997), že vylučování 
vajíček má v průběhu roku výrazně dynamický charak­
ter. Rapidní zvyšování kvantitativních hodnot (EPG) 
i křivky prevalence v prvých dvou měsících pastvy 
rovněž potvrzuje naše dosavadní poznatky a ukazuje na 
rychlé promořování pastevního areálu a vysokou vní­
mavost jehňat (koncem června 1995 byly maximální 
hodnoty EPG u GIN 550 a prevalence 68 %, maximál­
ní hodnoty prevalence u Moniezia spp. 59 %) než 
u bahnic (v roce 1995 byly maximální hodnoty EPG 
u GIN 200, prevalence 50 % a u Moniezia spp. 25 %). 
Dehelmintizace ovcí prováděná s cílem tlumit vrcholy 
infekce v průběhu i po skončení pastvy prokázala vy­
sokou účinnost albendazolu (Vermitan susp. 2,5 %, Al- 
difal susp. 2,5 %) v dávce 5 mg/kg ž. h. jak proti GIN, 
tak i proti tasemnicím. Jak je patrno z grafů, docházelo 
v dalších letech к postupnému snižování intenzity in­
fekce i prevalence GIN a tasemnic, takže maximální 
hodnoty GIN u jehňat v roce 1997 dosahovaly EPG 
180 a prevalence 53 %, u tasemnic 25 %,; u jehnic 
a bahnic dosahovaly EPG 90 a prevalence u GIN 
25 %, u tasemnic 7 %.

U skotu bylo první odčervování provedeno před za­
hájením pastvy v roce 1995 Ivomecem inj. na základě 
odhadu živé hmotnosti a nemělo dostatečnou účinnost. 
Po ukončení pastvy byl s dobrými výsledky použit al-

bendazol. Další dehelmintizace byly u skotu prováděny 
Ivomecem inj., avšak již na základě individuálního vá­
žení. Vzhledem к velmi nízkým ovoskopickým nále­
zům nebylo nutné na začátku roku 1997 provádět od- 
červení u skotu.

Výsledky získané v této práci prokazují, že proble­
matika gastrointestinálních helmintóz u ovcí a skotu 
představuje významný zdravotní problém a vyžaduje 
provádění cílené dehelmntizace. V souladu s našimi 
dřívějšími pokusy je možno konstatovat, že optimální 
termín pro dehelmintizací bahnic je před vyhnáním na 
pastvu (do poloviny dubna). Další dehelmintizací za 
účelem tlumení maxima infekce GIN a Moniezia spp. 
je nutné provádět u všech věkových skupin ovcí nej­
později začátkem července a další po ukončení pastvy 
na podzim. Podzimní dehelmintizace zajišťuje minimál­
ní promořenost zvířat v průběhu zimního ustájení. 
U skotu při společné pastvě s ovcemi v našich poku­
sech postačovala dehelmintizace prováděná vždy před 
vyhnáním na pastvu a po ustájení, dále pak individuál­
ně v případě nálezu tasemnic Moniezia spp.

Při porovnání našich nálezů u ovcí a skotu při jed­
nodruhové pastvě prováděné přibližně ve shodných 
podmínkách systému chovu (Chroust, 1995 a 1997) 
je možno konstatovat, že prevalence i intenzita gastro­
intestinálních helmintóz je při společné pastvě nižší. 
Tyto závěry jsou v souladu i s nálezy autorů, kteří pro­
váděli parazitologická vyšetření ovcí a skotu při spo­
lečné pastvě (Donald aj., 1987; Quintana aj., 
1987; Jordan aj., 1988; Nolan a Connoly, 
1990; Hintz, 1991). Společná pastva má značný vý­
znam i pro lepší využití pastevních porostů a zajišťuje 
dobré hmotnostní přírůstky zvířat.
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ACCELERATION OF THE PENETRATION OF RABIES VIRUS
VACCINATION STRAIN VNUKOVO-32 BY DEAE-DEXTRAN
AT ORAL ADMINISTRATION TO SUCKLING MICE

URÝCHLENIE PENETRÁCIE VAKCINAČNÉHO KMEŇA VNUKOVO-32 
DEAE-DEXTRANOM PRI ORÁLNEJ APLIKÁCII CICAJÜCIM MYŠIAM

R. Ondrejka, S. Svrček, Z. Beníšek, A. Ďurove, J. Siiliová

University of Veterinary Medicine, Košice, Slovak Republic

ABSTRACT: The influence of DEAE-dextran on acceleration of the penetration of Vnukovo-32 vaccination strain was 
investigated in oral application experiments on suckling mice. The method of cryostat sections of organs and sections stained 
by the direct immunofluorescence method for detection of rabies antigen was used. The results of experiments confirmed that 
DEAE-dextran has an accelerating effect on the penetration of attenuated vaccination strain of rabies virus. Conditions for 
utilization of this knowledge for oral antirabies vaccination have been created.

penetration of virus; rabies; DEAE-dextran

ABSTRAKT: V porovnávacích pokusoch na cicajúcich myšiach bol študovaný vplyv pridania DEAE-dextranu pre potenco- 
vanie penetrácie vakcinačného kmeňa Vnukovo-32 pri orálnej aplikácii. Bola použitá metoda kryostatových rezov orgánov 
a tkaniv farbených priamou metodou imunofluorescencie pre detekciu rabického antigénu. Výsledky pokusov potvrdili, že 
DEAE-dextran potencuje (akceleruje) penetráciu atenuovaného vakcinačného kmeňa rabického virusu. Boli vytvořené před­
poklady pre využitie poznatkov při orálnej antirabickej vakcinácii.

penetrácia virusu; běsnota; DEAE-dextran

ÜVOD

Adjuvantný efekt derivovaného polysacharidu DE­
AE-dextranu ako prví popísali Wittman a i. (1970, 
1975); skúšali DEAE-dextran ako adjuvans inkorporo- 
vaný do vakcíny proti slintačke a krívačke.

Zvýšenie účinnosti - imunogénnej a antigénnej ak­
tivity vakcíny po přidaní DEAE-dextranu ako adjuvansu 
bolo zaznamenané aj pri vakcínach proti dalším infekč- 
ným chorobám: pri Aujeszkého chorobě (Goncal­
ves a i., 1994), Newcastelskej chorobě (Rehman i 
a Spradbrow, 1995) a koronavírusových infek- 
ciách (Gaertner a i., 1993). Petrova a i. (1992) 
tiež vykonali úspěšný terénny pokus s experimentálnou 
vakcínou proti infekčnej bovinnej rinotracheitíde s po­
užitím DEAE-dextranu. Vplyv DEAE-dextranu na pe­
netráciu virusu in vitro v konečnej koncentrácii 
25 mg/ml sa potvrdil pri izolácii virusu běsnoty na ne- 
uro-blastómovej myšej bunkovej linii (NA-C1300) - 
Webster a i. (1996).

Watanabe a i. (1994) v porovnávacích pokusoch 
na buňkových kultúrach taktiež zistili penetračný úči- 
nok DEAE-dextranu. Gaertner a i. (1993) vo svo- 
jich pokusoch s koronavírusmi a Hirano a i. (1996) 
s orbivírusmi využili DEAE-dextran na zvýšenie penet­

rácie virusu v bunkovej kultúre BHK-21, čo sa preja- 
vilo následné zvýšením tvorby plakov.

MATERIÁL A METÓDA

Pokusné zvieratá

К pokusom sme použili inbredné cicajúce myši vo 
veku dvoch až troch dní z chovu Výskumnej chovnej 
stanice laboratórnych zvierat SAV Dobrá Voda pri Tr­
navě; к predpokusom (pre intracerebrálnu titráciu) my­
ši rovnakého póvodu o ž. hm. 6 až 8 g.

Vakcinačný kmeň

Bol použitý vakcinačný kmeň Vnukovo-32 na úrov­
ni 107. sériovej pasáže na primárnej bunkovej kultúre 
obličiek sýrskych chrčkov (Aksenova a i., 1969). 
Podrobný popis jeho biologických vlastností, zvlášť 
zbytkovej virulencie, je uvedený v našej práci (Š v r - 
ček a i., 1995). Virus bol pomnožený na pasážovatef- 
nej bunkovej linii obličiek sýrskych chrčkov BHK-21, 
klon S13. Ako udržovacie médium sme použili bazálne 
Eaglovo médium (ÜSOL Praha) s přidáním 0,4% bo-
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vinného sérumalbumínu. Infekčně médium až do jeho 
použitia к pokusom sme udržovali v zmrazenom stave 
při teplote -70 °C. Vakcinačný kmen Vnukovo-32/107 
sa už niekolko rokov používá na přípravu vakcinač- 
ných návnad pre orálnu antirabickú vakcináciu líšok 
obyčajných na Slovensku (Švr.ček a i., 1995; Du­
rové a i., 1996; O n d r e j к a a i., 1997). Před použi­
tím virusu к vlastným pokusom sme vykonali intrace- 
rebrálnu titráciu na myšiach o ž. hm. 6 až 8 g; objem 
inokula 0,03 ml. Námi použitá virusová suspenzia kme- 
ňa Vnukovo-32 mala titer log 104’5 MICLD5o/O,O3 ml.

Z takto vopred vytitrovaného vakcinačného virusu 
sme připravili tri varianty orálnej vakcíny, pričom 
к druhému a tretiemu variantu sme přidali DEAE-dex- 
tran (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sweden).

Imunizácia (infekcia) zvierat

К pokusom sme použili 2 až 3dňové inbredné cica- 
júce myši, ktoré sme rozdělili do troch skupin.

Do prvej skupiny boli zaradené zvieratá, ktorým 
sme orálně aplikovali 0,01 ml vakcinačného virusu 
kmeň Vnukovo-32 bez pridania DEAE-dextranu.

V druhej skupině boli zvieratá, ktorým sme apliko­
vali orálně 0,01 ml vakcinačného virusu, s přidáním 
125 p.g/ml DEAE-dextranu.

V tretej skupině boli zvieratá, ktorým bolo apliko­
vané orálně 0,01 ml vakcinačného virusu s přidáním 
250 p.g/ml DEAE-dextranu.

Množstvo pokusných zvierat sme zvolili tak, aby 
sme mohli vo vopred určených intervaloch (10 min, 2, 
24, 48, 72, 96, 102, 108, 114, 126, 132, 138, 144, 168 
h až do 264 h) po orálnej aplikácii - infekcii z každej 
skupiny usmrtit" éterom po páť myší.

Usmrtené myši sme zmrazili v tekutom propán-bu- 
táne a na dřevené bločky pomocou arabskej gumy při­
lepili časti hlavy tak, aby sme mohli urobit’ priečne řezy

zo sliznice dutiny ústnej a z mozgu na úrovni Ammo- 
nových rohov.

Takto připravené bločky sme vložili do kryostatu 
(KL-120/30, Frigera, Kolín) pri teplote okolo -18 °C, 
kde sme nechali vychladnúť tiež podložně sklíčka, na 
ktorých bola jemná vrstva glycerínu. Na takto připra­
vené sklíčka sme mikrotomom (Reichert, Vienna, Aus­
tria) nařezali z jednotlivých častí hlavy myší 10 až 
12 pm hrubé řezy. Po vysušení rezov pri izbovej tep­
lote sme lieto fixovali v acetone po dobu 4 h pri teplote 
-20 °C a farbili priamou metodou imunofluorescencie 
(Goldwasser a Kissling, 1958; Hronov- 
ský, 1972; Dean a Abelseth, 1973) komerč- 
ným antirabickým konjugátom (Bioveta Ivanovice na 
Hané). К prehliadaniu preparátov sme použili fluores- 
cenčný mikroskop (Nikon, Japonsko). Pri posudzovaní 
preparátov sme sa zamerali na tvar, charakter, množ­
stvo a lokalizáciu antigénu rabického virusu fluoresku- 
júcich útvarov.

VÝSLEDKY A DISKUSIA

Výsledky pokusov zameraných na štúdium možnosti 
potencovania penetrácie vakcinačného virusu kmeňa 
Vnukovo-32 níi úrovni 107. sériovej pasáže pri orálnej 
aplikácii na cicajúcich myšiach přidáním DEAE-dex­
tranu sú uvedené v tab. I.

Výsledky pokusov svedčia, že DEAE-dcxtran poten- 
cuje (akceleruje) penetráciu rabického virusu, kcď sa 
aplikuje orálně spoločne s vírusom.

Preparáty, ktoré boli připravené z orálně infikova­
ných cicajúcich myší v prvých časových intervaloch 
(po 10 min. po 2, 24, 48, 72, 96 a 102 h) od aplikácie 
virusu boli negativné.

108 h po orálnej aplikácii vakcinačného virusu, sa 
v preparátoch připravených z druhej a tretej skupiny

I. Urýchlenie penetrácie vakcinačného virusu kmeň Vnukovo-32 na úrovni 107. pasáže pri perorálnej aplikácii přidáním DEAE-dextranu 
v pokuse na cicajúcich myšiach - Acceleration of the penetration of vaccination virus Vnukovo-32 strain at the level of 107th passage at 
peroral application by DEAE-dextran administration in an experiment on suckling mice

Skupina zvierat1 Orgán2
Doba vyšetrenia6

10 min.
až 96 h 102 h 108 h 1 14 h 120 h 126 h 132 h 138 h 144 h 168 h 192 až

264 h

Virus bez pridania DU - - - - - - - + + +
DEAE-dextranu2 M - - - - - - - + + + +

Virus s přidáním 125 gg/ml DU - - + + + 4- + + + + +
DEAE-dextranu3 M - - + + + + + + + +

Virus s přidáním 250 Hg/ml DU - - + + + + + + + + +
DEAE-dextranu4 M - - + + + + + + + + +

1 group of animals, 2virus without DEAE-dextran addition, 'virus with 125 g/ml DEAE-dextran addition, 4virus with 250 g/ml DEAE-dextran 
addition. " body organ, 6time of examination

Legenda - Legend:
DU = sliznica dutiny ústnej - oral cavity mucous membrane
M = mozog na úrovni Ammonových rohov - brain at the cornu ammonis level 
PMIF = priarna metoda imunofluorescencie - direct immunofluorescence method 
+ = pozitivny nález pri PMIF - positive finding by PMIF
- = negativny nález pri PMIF - negative finding by PMIF
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myší (kde bolo přidané 125 ftg/ml, resp. 250 pg/ml 
DEAE-dextranu), objavila Specifická fluorescencia 
v rezoch, ktoré boli urobené na úrovni Ammonových 
rohov. Tak isto pozitivna detekcia rabického antigénu 
bola zistená aj v preparátoch, ktoré boli pripavené zo 
sliznice dutiny ústnej. Z prvej skupiny myší, kde sme 
к orálnej infekcii použili vakcinačný virus bez pridania 
DEAE-dextranu, preparáty z obidvoch častí (sliznica 
dutiny ústnej, mozog) sme aj po 126 h hodnotili ako 
negativné. Specifická fluorescencia v preparátoch při­
pravených z prvej skupiny myší (bez pridania DEAE- 
-dextranu) sa objavila po 138 h po aplikácii.

Preparáty sme robili a hodnotili až do 11. dňa od 
začiatku pokusu. Charakter fluorescencie sa v podstatě 
nezměnil oproti preparátem připraveným po 108, resp. 
138 h po infekcii. Na základe priebežných pozorovaní 
je však možné súdiť o čiastočnom znížení počtu fluo- 
reskujúcich útvarov počínajúc 10. dňom.

V našich pokusoch sme zistili, že DEAE-dextran po- 
tencuje (akceleruje) penetráciu vysoko atenuovaného vak- 
cinačného kmeňa rabického virusu Vnukovo-32/107.

Využitie potencovania penetrácie přidáním DEAE- 
-dextranu pri orálnom podaní vakcinačného kmeňa vi­
rusu běsnoty je v spojitosti s mechanizmom orálnej 
vakcinácie živými vakcínami. Vstupnou bránou pri 
orálnej antirabickej vakcinácii je sliznica dutiny ústnej. 
Přidáním DEAE-dextranu do infekčného buňkového 
média sa zvýšila schopnost' preniknutia virusu do bu- 
kálnej sliznice, a preto možeme předpokládat' aj poten- 
covanie imunologickej odpovede organizmu pri orálnej 
vakcinácii.
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The Iams Company Award for the best clinical article

Since 1995 The lams Company has inaugurated the lams Company Award for the best clinical article 
published in an European Veterinary Journal by a junior veterinarian. All the lams Company Awards 
were met with wide enthusiasm and each year over 30 outstanding articles were submitted to the 
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Nominees are veterinarians under 36 years of age (at the actual rime of writing the manuscript), who have 
published a clinical paper in a peer reviewed European Veterinary Journal (national or international). 
The articles describe either clinically orientated basic research or a clinical study. Both retrospective and 
prospective studies as well as high quality review articles in the field of Clinical Companion Animal 
Medicine and Surgery can be nominated for rhe lams Company Award. Articles should be submitted in 
their language of publication together with a full abstract in English.

The winner of the lams Company Award 1998 will be announced during the ESVIM Congress in Vienna, 
24 - 27 September 1998.

The price for the winner of the lams Company Award 1998 includes

1. ECU 2500.00 m cash
2. ECU 1500.00 in travel vouchers to attend the ESVIM Congress
3. free subscription to the ESVIM Congress
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SHORT KRÁTKÉ
COMMUNICATION SDĚLENÍ

NON-RADIOACTIVE IN SITU HYBRIDIZATION OF PORCINE
EMBRYOS: A METHOD TO DETECT AND LOCALIZE 
THE EXPRESSION OF EARLY DEVELOPMENTAL GENES*

* This work was supported by USDA Grants 93-37205-9172 and 95-37206-2317. This is Journal Series No. R-06181 from the University of Honda 
Agricultural Experiment Station.

NERADIOAKTIVNÍ HYBRIDIZACE IN SITU NA EMBRYÍCH PRASETE: 
METODA DETEKCE A LOKALIZACE EXPRESE ČASNÝCH 
VÝVOJOVÝCH GENŮ

T. Modříc1'3, F. A. Simmen

1 Department of Physiological Science, College of Veterinary Medicine,
"Department of Dairy and Poultry Sciences, University of Florida, Gainesville, U.S.A. 

Department of Physiology, Faculty of Medicine, University of Manitoba, Winnipeg, 
Canada

ABSTRACT: In situ hybridization is a method commonly used for detection and cellular localization of gene transcription 
in mammalian embryos. During implantation, cells of the blastocyst synthesize paracrine signaling molecules in an appropriate 
manner, via alterations in trophoblast gene expression. We used a digoxigenin-labeled probe for detection of mRNA encoding 
the embryo isoform of porcine cytochrome P450 aromatase, the terminal enzyme in the estrogen biosynthetic cascade, to 
localize the cells in which transcription of this gene occurs in late preimplantation-stage porcine embryos. Trophectodermal 
cells stained positive, indicating that transcription of the embryo aromatase isoform-encoding gene is active in these cells. 
Similar methods could be used to localize the expression of other early developmental genes in preimplantation porcine 
embryos.

in situ hybridization; swine; blastocyst; ovum implantation; cytochrome P450 aromatase; steroid synthesis

ABSTRAKT: Metoda hybridizace in situ se běžně používá к detekci a buněčné lokalizaci transkripce genů v embryích savců. 
Během implantace syntetizují buňky blastocysty prostřednictvím změn genové exprese v trofoblastu příslušná množství 
parakrinních signálních molekul. Použili jsme digoxigeninem značenou sondu pro detekci mRNA kódující embryonální 
izoformu prasečí aromatázy cytochromu P450, která je terminálním enzymem biosyntetické kaskády estrogenů. Pomocí této 
sondy byly lokalizovány buňky, ve kterých dochází к transkripci genu pro aromatázu v pozdním preimplantačním stadiu 
prasečích embryí. Buňky trofektodermu se barvily pozitivně, což ukazuje, že v těchto buňkách dochází к transkripci genu 
kódujícího embryonální izoformu aromatázy. Podobné metody mohou být použity к lokalizaci exprese dalších časných 
vývojových genů v preimplantačních embryích prasat.

hybridizace in situ; prase; blastocysta; implantace vajíček; cytochrom P450; syntéza steroidů

Blastocyst implantation, a critical event in porcine 
reproduction, is orchestrated by a host of molecular 
signals, released from the ovaries, the blastocyst and 
the uterus (Simmen et al., 1995). One implantation 
signal, released by the porcine blastocyst, is estrogen, 
the secretion of which peaks between days 11 and 12

post estrus (p.e.) (Bazer and Thatcher, 1977). 
The final reaction in estrogen biosynthesis is aromati­
zation of androgens into estrogens, a process catalyzed 
by the enzyme cytochrome P450 aromatase (Miller. 
1988). The presence of this enzyme has previously 
been detected in trophectodermal and endodermal cells
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1. Section of a day 12 porcine conceptus stained with hematoxylin 
and eosin; 40x

2. Section of a day 12 porcine conceptus stained with hematoxylin 
and eosin; lOOOx

of the preimplantation porcine blastocyst (Conley et 
al., 1994; Ko et al., 1994). In the pig blastocyst, ex­
pression of the aromatase isoform type III mRNA 
(Choi et al., 1997b) coincides with this enzyme’s ex­
pression, while in the placenta, aromatase isoform type 
II mRNA is predominant (Choi et al., 1997a). How­
ever, it is not known whether the mRNA expression of 
the type III aromatase gene encoding the embryonic 
isoform of aromatase, is restricted to particular cell 
types of the embryo.

In this study, we analyzed day 12 porcine blasto­
cysts by in situ hybridization (ISH), in order to localize 
the site of type III aromatase transcription at this de­
velopmental stage. Prepubertal crossbred gilts were ob­
tained and mated on their second estrus. Gilts were 
slaughtered at the university abattoir on day 12 p.e. 
Blastocysts were flushed in 20 ml of sterile phosphate- 
buffered saline (PBS), pH 7.2 and recovered into a ster­
ile culture dish. Blastocysts were fixed in 4% parafor­
maldehyde in PBS overnight, dehydrated in ethanol, 
cleared in xylene and embedded in paraffin. Five pm 
thin sections were mounted on Superfrost Plus (Fisher 
Scientific) microscope slides. Digoxigenin-labeled an­
tisense and sense riboprobes were generated by in vitro 
transcription from the linearized PCR II plasmid (In-

vitrogen), containing the 500 bp fragment of porcine 
cDNA (exons 7-9), using the DIG RNA Labeling Kit 
(Boehringer Mannheim). Transcription by T7 and SP6 
RNA polymerase provided sense and antisense ribo­
probes, respectively. The antisense riboprobe was used 
for detection of type III aromatase transcripts, whereas 
the sense riboprobe was used as the negative control. 
Probes were alkaline-hydrolyzed to yield RNA frag­
ments of approximately 100 nucleotides. The slides 
were heated to 80 °C for 10 minutes. After removal of 
paraffin, rehydration and equilibration in PBS, sections 
were placed sequentially in 0.2 N HC1 (20 min), PBS 
(2 min), 25 pg/ml Proteinase К in ТЕ buffer (30 min), 
0.3% Triton X-100 in PBS (15 min), 4% paraformal­
dehyde in PBS (10 min), 0.25% acetic anhydride/O. I M 
triethanolamine (10 min) and PBS (2 min). The sec­
tions were prehybridized in a humidified chamber at 
50 °C for 3 hours in 50% formamide, 5X SSC, 5X 
Denhardt’s solution, 0.25 mg/ml yeast tRNA, 4 mM 
EDTA, 0.5% sodium dodecyl sulfate (3 h at 50 °C). 
Hybridization was in the same solution, with the addi­
tion of 10 ng/ml digoxigenized probe at 50 °C over­
night. Following hybridization, the slides were rinsed 
twice in 2X SSC (15 min each), incubated with 
100 pg/ml RNase A in the same buffer (37 °C for
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3. Section of a day 12 porcine conceptus subjected to 1SH using 
digoxigenin-labeled positive strand of type III aromatase mRNA 
(negative control); lOOOx

4. Section of a day 12 porcine conceptus subjected to 1SH using 
digoxigenin-labeled negative strand of type III aromatase mRNA; 
lOOOx. Cytoplasm of trophectodermal cells was stained, whereas 
cytoplasm of endodermal cells was unstained

30 min) and then washed in 0.1X SSC twice at 50 °C 
for 20 min and once at room temperature for 30 min. 
Hybridization was visualized by immunological detec­
tion of digoxigenin, using the DIG Nucleic Acid De­
tection kit (Boehringer Mannheim), according to the 
manufacturer’s protocol.

Figs. 1 and 2 are representative images of day 12 
porcine blastocysts stained with hematoxylin. Figs. 3 
and 4 are representative images of porcine blastocysts 
subjected to ISH using the probe for type III aromatase. 
In Fig. 3, the positive strand was used to synthesize the 
probe, which served as control for nonspecific signal. 
It is essential to use such a control, since any probe 
may hybridize non-specifically at lower stringency 
conditions. Fig. 4 is the result of hybridization with the 
negative strand probe. The staining of trophectoderm, 
but not endoderm layer, indicates that trophectoderm, 
the most abundant cell layer at this developmental 
stage, is the major or only site of type III aromatase 
transcription. The finding that day 12 porcine trophec­
toderm cells express the type III aromatase mRNA is 
consistent with findings by Conley et al. (1994) and 
Ko et al. (1994), who detected cytochrome P450 aro­

matase protein by immunohistochemistry, primarily in 
trophectoderm of preimplantation porcine blastocysts. 
Taken together, these results indicate that transcription 
of the type III aromatase gene is coincident with trans­
lation of functional embryonic aromatase protein.

To the best of our knowledge, this is the first re­
ported non-radioactive ISH study on preimplantation 
porcine blastocysts. The results demonstrate that ISH 
is a feasible method for characterization of gene ex­
pression in pre-implantation porcine blastocýsts and 
that investigation of the expression of other genes in 
this tissue is possible. Unlike radioactive ISH, the non­
radioactive method was found to provide resolution at 
the cellular level, without compromising sensitivity 
(Schad et al., 1996). Together with the fact that no 
radioactive waste is produced and that exposure to ra­
dioactive substances is eliminated, non-radioactive ISH 
can be considered a method of choice for localization 
of gene transcription in pig blastocysts. This study pro­
vides a modified protocol for ISH to detect the mRNA 
encoding the embryonic isoform of aromatase. Further 
studies are needed to investigate the possible coincident 
cellular expression of other steroidogenic genes, such
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as those encoding P450scc, 3ß-HSD and 17ß-HSD, as 
well as the genes encoding growth factors and cyto­
kines that possibly might serve as regulators of concep­
tus steroidogenesis (Ko et al., 1994). We anticipate 
that, with slight modification, this method can be used 
to detect the expression of other genes in porcine or 
other mammalian blastocysts.
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