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Uvod

Vyzkumy o roziiteni leptospirdz v Ceskoslovensku ukdzaly, Ze s ptirodnimi
ohnisky leptospirdz, jmenovité polnich horecek, je nutno poéitat nejen uz v dfive
znamych endemickych oblastech (jizni Cechy, jihovychodni a jihozapadni Mo-
rava), nybrz prakticky ve vsech krajich nascho stitu. Proto jsme se v roce 1953
zaméfili na prazkum nékterych okrajovych c¢asti endemické jihoceské oblasti
leptospirézni, a to v okoli Strakonic a Blatné. Toto Gzemi se svym geogra-
ficko-klimatologickym charakterem, hlavné mnozstvim povrchovych vod, znaéné
podoba jiz dfive prostudovanym oblastem jihoceskym. Jiz v letech 1940 a 1941
sledovali ma Strakonicku Hloucal a Cvréek leptospirovou epidemii, za-
byvajice se hlavné klinickou strankou onemocnéni. Zaznamenali celkem 35 pri-
padi blatacké horecky, z nichz 24 patrilo ke katardlni, pét k meningealni a Sest
k nervové formé cnemocnéni. Poukdzali jmenovité na tézky pribéh 'a vaZnou
prognozu encefalitid a myelitid této etiologie. Kontrolni sérologické vySetfeni
bylo provedeno jesté po 3 az 4 letech u 11 pripadd (Jirovec), z nichz u osmi
byly jesté zachoviny protilatky ve vysokych titrech.

Viastni prace

Jako v minulych letech bylo i tu prvnim nasim dkolem zjisténi stupné epi-
demického a epizootického zamoteni populace lidi a zvitat Zijicich trvale ve sle-
dovaném 1dzemi. Proto jsme opét nejprve vySetfovali na pfitomnost leptospirdz-
nich protilatek krevni séra lidi a zvirat zjevné zdravych nebo stizenych takovymi
chorobami, kters vylucovaly podezreni z leptospirézy. Krevni séra jsme vySetfo-
vali metodou mikroaglutinace-lyse s pouzitim 12 kmenu leptospir, bézné uziva-
nych v diagnostice. Nasim domdcim kmenim jsme vzdy davali pfednost pted
kmeny standardnimi.
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1. Prehled sérologického vySetfeni populace uzemi Strakonice—Blatna v roce 1958
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Ze studované oblasti mezi Strakonicemi a Blatnou jsme celkem vySetfili
203 krevni vzorky lidi a 191 krevnich sér zvifat. Z uvedeného poctu sér lidi jsme
zaznamenali reakce s leptospirami ve 14 pripadech, tj. v 6,9 %. Reakce pro-
bihaly s nejriznéjsimi druhy leptospir; nejcastéjsi byly s L. sejroe a s L. austra-
lis A (viz tabulku I). Za pozornost stoji, ze jsme tu ani jednou nezjistili re-
akci s kmeny L. grippo-typhosa, zato ale trikrat protilatky proti L. australis A.
Ve vétsiné pripadu jsme zaznamenali reakce v nejnizsich titrech 100 a 200, jimz
nepripisujeme pozitivni charakter. Skute¢né pozitivni ndlezy jsme zjistili ve trech
pripadech, a to dvakrat s kmenem L. sejroe a jednou s L. australis A ve zfedén
1:800. Zajimavé je také zjisténi reakci, byt i v nizkych titrech, s mnékterymi
u nas neobvyklymi druhy, jako s L. mitis, balium, bataviae a salinem. Z doma-
cich zvirat, pfevainé ze skotu, jsme vySetfili celkem 191 krevnich vzorka, které
pochazely kromé skotu z koni, berani, koz a vepii. Z nich jsme zaznamenali
reakce v signifikantni hodnoté, ti. od titru 1 : 400 vyse, u 15 sér, tj. v 7,8 %. Re-
akce probihaly vesmés s kmeny L. grippo-typhosa a L. sejroe, které jsou, jak
z dal$tho pozname, hlavnimi epidemiologickymi [aktory v tomto uzemi. Pouze
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II. Prirodni rezervoary leptospir Strakonice—Blatna, 1958
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u vepru uvadime v tomto poctu i reakce v nizdich titrech 100 a 200, které pro-
bihaly vesmés s kmenem L. sejroe (viz tabulku I). Je samozfejmé, ze jmenovité
v sérech koni, ale i skotu, zaznamenavame ¢etné koaglutinace. Ve srovnani s dfive
studovanymi oblastmi jiznich Cech, je tedy pocet pozitivné reagujicich domacich
zvitat v prostoru Strakonic a Blatné znacné nizsi.

V zajmu epidemiologického a epizootologického zhodnoceni uvedeného tze-
mi jsme dale provedli prizkum, zaméfeny na vySetiovani rezervoarovych zvifat.
Za tim ucelem jsme podnikli na jate a na podzim roku 1958 do okoli
Strakonic a Blatné dvé terénni expedice, pri nichz jsme nachytali do pasti
239 drobnych savel, hlavné hlodaved a hmyzozraveld, nalezejicich k 11 zoolo-
gickym druhiim. Ptehled o druhovém slozeni téchto savca podava tabulka II.
Jako v ostatnich oblastech stoji i tu mezi ulovenymi zvifaty pocetné na prvnim
misté hrabo§ polni ( Microtus arvalis). tésné za nim pak mySice kfovinna (Apo-
demus sylvaticus); tato poCetnd rovnovaha cbou druht byla zpisobena zejména
tim, Ze hrabos polni byl v jarnim obdobi uvedeného roku nepfiznivym pocasim
v ¢asnych jarnich mésicich znaéné zdecimovan a teprve pres léto se jeho stavy
ponékud zvysily. Daleko za nim stoji pak co do poc¢tu ulovenych kusi rejsek
obecny (Sorex araneus) a krtek obecny (Talpa europaea). Na rozdil od typickych
lokalit jiho¢eskych jsme se tu vibec nesetkali s hrabosem mokiadnim (Microtus
agrestis ).

Ulovené savce jsme vySetfovali na pritomnost leptospir stejnym zplsobem
jako v predeslym letech, tj. kultivacné, sérologicky a histologicky. Kultivace jsme
zakladali v Korthofové pidé a chovali pti laboratorni teploté. Z 239 vysetto-
vanych zvifat jsme ziskali pozitivni kultury ve 12 pfipadech; Sest pochazelo
z hrabost polnich, tfi z mysSic kifovinnych, jedna z nornika rudého a dvé
z mysi demacich. Nemohli jsme, bohuzel, provést u vsech téchto kultur druhové
urceni leptospir, nebot nékteré vyhynuly dfive, nez se mohly pomnozit. U zby-
vajicich jsme provedli typizaci pomoci homolognich immunnich sér a s prihléd-
nutim k vysledkiim sérologického vySetfeni patficnych zvifat jsme prokazali, ze
v 10 pripadech $lo o izolaci kmeni L. grippo-tyhposa, ve dvou piipadech o L.
sejroe; oba posledné uvedené kmeny pochazely z my3i domacich (Mus muscu-
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lus). V této oblasti jsme tedy po prvé piimo prokazali ptitomnost L. sejroe, na
jejiz existenci jsme i v ostatnich jihoceskych ohniscich jiz poukazali, ale dosud
pfimo nezachytili.

Sérologickym vysetfenim metodou mikroaglutinace-lyse provadénou stan-
dardnim zpiisobem jsme zjistili z 239 zvirat ze studované oblasti specifické proti-
latky ve 25 pfipadech, tj. v 10,5 %. Ve 23 pripadech §lo a reakce s L. grippo-
-typhosa, ve dvou piipadech o protilitky na L. sejroe v titrech, které probihaly
v mezich od 1:100 do 1:12.800. Témér ve vsech pripadech pozitivnich reakci
bovis v nizsim fedéni. U jedné mysi domdci, z niz byl izolovan kmen L. sejroe,
aglutinovalo sérum jak kmen L. sejroe tak L. grippo-typhosa ve stejné vysokém
titru. Reakce s jinymi kmeny leptospir jsme u rezervoarovych zvitat z této ob-
lasti rovnéz nezaznamenali. Krom¢ druhl saveh, které byly pozitivni jiz meto-
dou kultivaéni, jsme zjistili pozitivni reakce jesté u dvou rejski obecnych (Sorex
araneus) a u tii krtka (Talpa europaca) s kmeny L. grippo-typhosa, u jednoho
z nich ve vyssim titru 1:1600. Avsak u zadncho z ulovenych krtkl jsme lepto-
spiry primo nenalezli ani pri kultivaci, ani pfi histologickém vySetteni.

Vysettenim ledvin impregnovanych stfibrem metodou Levaditi-Dobellovou
jsme prokazali leptospiry u 17 zvitat, tj. v 7,11 % ulovenych savcii. Tyto na-
lezy se plné shodovaly s vysledky predchozich metod (viz tabulku II); naopak
jsme nikdy nenalezli leptospiry v kore ledvinné u téch zvirat, ktera byla pte-
deslymi metodami negativni. V nékterych pripadech, v nichz jsme zaznamenali
pozitivni sérologické reakce, jsme viak leptospiry pti histologickém vy3etfeni ne-
zjistili. Mohutné shluky leptospir v tubuli contorti jsme nalézali spise tam, kde
sérologické reakce probihaly v niziich titrech; naopak tam, kde aglutinace lepto-
spir §la do vysokych hodnot (3200, 6400, 12.800), nachazeli jsme v ledvinach
jen ridké nebo ojedinélé leptospiry. Lze proto predpoklidat mezi témito nalezy
vzajemné vztahy. Nejvice pozitivnich zvirat nam tedy opét odhalila metoda séro-
logickd, nejméné metoda kultivacni.

Podobné jako v drive prostudovanych oblastech jihoceskych je i v tzemi
v okoli Strakonic a Blatné hlavnim reservoarem leptospir hrabos polni. Kromé
toho jsme prokazali nosi¢stvi v mensi mite i u mysice kfovinné a nornika ru-
dého. U téchto druhid jsme zjistili jen niakazu druhem L. grippo-typhosa, ktera
predstavuje hlavni patogenni agens i v tomto tzemi. Kromé uvedenych zvifecich
druhti jsme nalezli specifické protilatky znové horecky je§té u rejska obecného
a u krtki. Presto, ze jsme méli moznost vySetfit mnohem vétsi pocet téchto
hmyzozravei nez z predeslych oblasti, leptospiry jsme u nich nenalezli. Z toho
mizeme soudit, Ze krtek je sice vnimavy pro patogenni agens jihoceskych lepto-
spiroznich ohnisek, ndkaza se viak u né¢ho projevi jen tvorbou protilatek, takze
krtek nema velmi pravdépodobné vyznam pro udrzovani a kolob¢h leptospir
v pfirodnim ohnisku. Vyskyt protilatek na L. grippo-typhosa je dokladem styku
obou uvedenych hmyzozravet s polnim hrabosem na spolecném biotopu, kde do-
chazi k predavani patogenniho agens. Na rozdil od ostatnich jihoceskych ohnisek
se nam podafilo prokazat v okoli Strakonic kromé L. grippo-typhosa jesté exis-
tenci L. sejroe, a to z ptirodniho reservoaru, jimz je tu my$ domdci ( Mus muscu-
lus). Lze proto predpokladat, ze leptospirézni ohniska jihoc¢eska nebudou zcela
monovalentni, jak se puvodné soudilo. Poukazuji na to i signilikantni titry spe-
cifickych protilatek, které zjistujeme pii vySetfovani krevnich sér lidi i domacich
zvifat. V naSem pripadé to platilo imenovité o reakcich s kmenem L. australis A.
V posledni dobé se viak podatilo jednomu z nas (Sebek) prokizat existenci
tohoto kmene v jihlavském kraji izolaci Sesti kment L. australis A z jezki vy-
chodnich ( Erinaceus roumanicus). Lze proto predpoklidat existenci tohoto kmene
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i v ohniscich pravé studovanych. Dokladem toho jsou i vyse uvedené vysledky
na$eho vy$etfovani sér lidi, v nichz také zaznamenavame reakce s kmeny L. austra-
lis A.

Dokladem epizootologické souvislosti nakazy zvirat se zji§ténym patogennim
agens miuze byt pfipad zachyceny v obci D. ve strakonickém okrese. Tu jsme
v jednom prase¢im chlivku nachytali nékolik kust mys$i domacich. Jedna z nich
byla vsemi metodami zji§téna jako nosi¢ leptospir typu sejroe. Proto jsme od
tfi tu chovanych veptd vysettili krevni vzorky a u jednoho zjistili specifické
protilatky na L. sejroe v nejnizsim titru 1:100. Podle sdéleni majitele nejevili
vepri nijaké znamky onemocnéni.

Ve studovaném prostoru v okoli Strakonic a Blatné zjis{ujeme jako hlavni
patogenni agens druhy L. grippo-typhosa a L. sejroe, které jsme zachytili v &is-
tych kulturdch a proti nimz jsme zjistili specifické protilatky v sérech lidi a doma-
cich zvifat. Jmenovité v sérech zvifat jsme zaznamenali reakce prakticky jen
s témito zjisténymi etiologickymi kmeny. Naopak v sérech lidi jsme sice zjistili
protilatky na L. sejroe, reakce s kmeny L. grippo-typhosa jsme vsak nezazname-
nali. Pro tuto skutecnost stejné tak jako pro pomérné maly okruh rezervoirovych
zvirat, do nichz vyzafuje patogenni agens z hlavnich rezervoart, povazujeme
studovany prostor v roce 1958 za leptospirozni ohnisko ve fazi jeho latence.
Specifické reakce s kmeny L. australis A, které jsme zaznamenali v sérech lidi
v hodnotich pozitivniho charakteru, lze vysvétlit pritomnosti i tohoto druhu
leptospir, ktery byl jiz v Cechach ptimo prokazan v ohniscich sousedniho kraje.

Souhrn

V roce 1958 studovali autofi prirodni ohniska a reservoary leptospir na za-
padnim okraji endemické jihoceské oblasti v $ir§im okoli Strakonic a Blatné. Vy-
Settili celkem 239 drobnych savci na pritomnost leptospir. Kromé L. grippo-
typhosa zjistili ve studovaném prostoru i L. sejroe, které zachytili v cistych kul-
turach. Specifické protilatky zjistili v krvi 25 zvitat, 1j. v 10,5 %; u 17 z nich
byly prokazany leptospiry v ledvinich histologickym vySetfenim. Hlavnim re-
zervoarem kmend L. grippo-typhosa je i v tomto prostoru hrabo§ polni ( Microtus
arvalis), potencialnimi nosi¢i pak mysice k¥ovinna ( Apodemus sylvaticus) a nor-
nik rudy (Clethrionomys glareolus); hlavnim reservoarem L. sejroe je tu my$
domaéci (Mus musculus).

Vysetfovanim krevnich vzorkii domacich zvifat jsme zjistili specifické proti-
latky v 15 sérech, tj. v 7,8 %, vyhradné proti kmenim L. grippo-typhosa a
L. sejroe. Ze 203 krevnich vzorki lidi jsme zaznamenali pozitivni reakce
v 6,9 %, a to s nejriznéjsimi kmeny leptospir, hlavné s L. sejroe a L. australis A.
Na podkladé téchto nalezti charakterizuji autofi prostor v okoli Strakonic a Blatné
v roce 1958 jako leptospirézni ohnisko v obdobi jeho latence.

Ku konci povazujeme za milou povinnost podékovat vsem, ktefi na§ vyzkum
v uvedeném uzemi podporili tim, ze nam umoznili zpracovani materidlu na svych
pracovistich nebo nam poskytli jinou technickou pomoc. Jsou to zvlasté reditel
OUNZ ve Strakonicich MUDr. Zdenék Cvréek, primaf interntho oddéleni
QOkresni nemocnice ve Strakcnicich doc., MUDr. Ludvik Hloucal, reditel
OHES v Blatné MUDr. FrantiSek M a ur er, okresni veterinarni lékatf v Blatné
MVDr. Viclav Hudeéek a doc. RNDr. Waltr Cerny z Biologické fakulty
Karlovy university v Praze.
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EcrecTBeHHbIe 0Yaru M pe3epByapsl Jenrtocnup B okpecrHocrsx CrpakonMy u BiaatHe
B 1958 rony

B 1958 roay aBTOpPBLI M3y4alu €CTECTBCHHLIE OYATH ¥y PE3ePBY4PLI JICNTOCTIMD Ha
3arajHoi OKpaMHe 9HAEMMUYECKOM HHHOYCUICKOHM obysacTy B DoJlee LINPOKUX OKPECTHO-
ctax CrpakoHuip u BnarHe. ABTODBI MCCJACHOBAJ Ha [IPMCYTCTBHE JICIITOCIINP BCEro
239 menkux Mmiekonurawumx. Kpome L. grippo-typhosa B 00caeyeMOM IPOCTPAHCTBE
yCTaHOBJEHbI ¥ L. sejroe, Korophlie OblIy MOJYYEHbLI B YMCTBIX KyabTypaxX. Creundii-
YyecKye aHTHUTe1a yCTAHOBJIEHLI B KPOBU 25 XKUBOTHBIX, T. €.y 10,5 00; y 17 u3 yux myrem
TUCTOJIOIMYECKOTO MCCICAOBAHNA JOKA3AHO [IPUCYTCTBMe JIEIITOCIIMD B oYyKax. [1assbiM
pe3epByapom wwrammos L. grippo-typhosa B 9TiX MecTaX ABJIACTCA MbBITIL IOJCBasAg
(Microtus arvalis), MOTCHUMOHANBHLIM HOCHTEJEM — JecHas MblibL (Apodemus sylva-
ticus) u noseska pbikasa (Clethrionomys glareolus); rnasubiM pescpeyapoMm L. sejroe
SIPJIAETCA MbIlb AoMawunasa (Mus musculus).

I'IpM uceJsieJo0BaHnmn np06 KDPOBIH JOMAIUHHUX 2KHBOTHBIX aBTOPbI YCTAHOBUJIN CIICIIU-
cbuyeckue anrurena B 15 chiBoporkax, T.e. y 7,8 U0, MCKMOUMTENBHO 1IPOTUB LITAMMOB
L. grippo-typhosa u L. sejroe. I3 203 npo® KPOBM y JIOJI€i [0JIOKMUTCIbHAA PEAKIINA
ycraHoBsieHa B 6,9 Y0 cayuaen, a uMEeHHO. ¢ CaMBIMH Pa3HOODOPa3HbIMY LLITAMMAMU JIEITO-
cnup, raaBHbIM obpa3om ¢ L. sejroe u L. australis A. Ha ocHOBe 9TMX aHaJU3CB aBTODbI
XapakTepU3yT NPOCTPAHCTBO B OKpecTHocTAX Crpakouuy u Baarhe B 1958 roay, kKak
JIENITOCNIMPO3HBIIT O4ar B TIEPMOJE €0 JIATOHTHOCTU.

Natiirliche Leptospirenherde und Reservoirs in der Umgebung von Strakonice und
Blatna im Jahre 1958

Im Jahre 1958 studierten die Autoren die natiirlichen Leptospirosenherde und
Leptospirenreservoire im westlichen Teile des endemischen stidbohmischen Lepto-
spirosengebietes und zwar in der Umgebung von Strakonice und Blatna. Insgesamt
wurden 239 Kleinsdugetiere leptospirologisch untersucht. Aufier L. grippo-typhosa-
Stammen wurden auch L. sejroe-Stimme in Reinkulturen geziichtet. Spezifische Anti-
korper wurden im Blute von 25 Tieren d. i. 10,5 % festgestellt, bei 17 davon wurden
die Leptospiren in den Nieren histologisch nachgewiesen. Das Hauptreservoir von
L. grippo-typhosa ist auch in diesem Gebiete die Feldmaus (Microtus arvalis), Poten-
tialtrager sind auch die Waldmaus (Apodemus sylvaticus) und Rotelmaus (Clethrio-
nomys glareolus); Hauptreservoir von L. sejroe ist die Hausmaus (Mus musculus).

Bei der serologischen Untersuchung der Haustiere wurden die spezifischen Anti-
kérper in 15 Seren, d. i. 7.8 7%, festgestellt. Alle Sera reagierten ausschlieBlich
L. grippo-typhosa oder L. sejroe. Von 203 Menschenseren reagierten 6,9 % und zwar
mit verschiedenen Stimmen, hauptsichlich mit L. sejroe und L. australis A. Auf.
Grund dieser Befunde bezeichnen die Autoren das Gebiet in der Umgebung von Stra-
konice und Blatna im Jahre 1958 als einen latenten Leptospirosenherd.
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Elektroforéza bilkovin mlécného séra se zfetelem k prikazu
puvodu mléka z prostfedi zamoreného tuberkulézou

OnexTpodopes GeJIKOB (GecKa3eMHOBOH MOJIOYHOM ChHIBODOTKM € YYeTOM J0Ka3aTeslbCTBA
NPOMCXOKJACHUA MOJIOKA M3 CPeJibl, HEOJIAaromoJy4yHoi o TyGepKyae3y

Electrophoresis of Milk Serum Albumins with Regard to the Determination of Milk
originating from Tuberculous Herds

MVDr. Josef HOLEC
Ustav pro hygienu a technologii potravin Veterindrni fakulty VSZL v Brné,
prednosta doc. MVDr. et RNDr. Miroslav Dobes§

Doslo dne 1. X. 1959

Uvod

Bilkovindm mléka je vénovana viestrannid pozornost jednak pro jejich
prumyslové vyuziti, jednak pro jejich vyzivnou a dietetickou hodnotu. Proto byly
bilkoviny mlétného séra jiz davno zkoumany chemicky. Fyzikalné-chemickych
metod bylo pouzito az pozdéji. Na bilkoviny mléka nebyly fyzikdlné-chemické me-
tody dlouho aplikovany, ackoliv tato praxe byla jiz vyzkousena predevsim na bil-
kovinach krevniho séra (Grassmann).

Gal (9) uvadi Smitha jako prvniho, ktery jiz v roce 1946 provadél
elektroforézu mléka a zabyval se zejména bilkovinami, které jsou nositeli imunni
aktivity. Smith uréil, ze bilkovinné spektrum mléka se sklada z téchto bilkovin:
euglobulinu a pseudoglobulinu (imunni globuliny), Palxrerova g-laktoglobulinu
a tfi nepojmenovanych, blize neurcenych slozek.

Zakladni prace pro papirovou elektroforézu mléka provedli v roce 1955
Schultea Muller (21), ktefi z odstredéného mléka ziskali sedm bilkovin-
nych frakci. Ze syrovatky, pfipravens z téhoz mléka za pomoci kyseliny §tavelové,
ziskali osm frakci barvitelnych ninhydrinem. Ke sjednoceni v oznacovani [rakci
délitelnych elektroforeticky, jak u mléka, tak u syrovatky pouzili oznacovani rim-
skymi ¢islicemi I az VIII, pti ¢emz komponenta I putuje nejdale anodicky, kom-
ponenta VIII ziistivd na naniSecim misté. Stejné oznacovani jednotlivych frakci
pouzivi Bergmann (2) a Schuster (22).

Jini autofi, mezi nimi napt. Sumcov (20), oznaéuji frakce rovnéz fim-
skymi cislicemi, ale v opa¢ném smyslu, takze komponenta zustavajici na misté
nese oznaceni I, kemponenta nejrychlejsi ma cislo nejvyssi. Sumcov (20) ne-
uvadi pro¢ pouziva tohoto oznaceni frakei, patrné vsak proto, ze prakticky pro-
vadime identifikaci frakci od mista naneseni smérem anodickym.
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Kutdc¢ek a Kratochvil (14) pridrzuji se pti oznacovani frakci
pismen velké abecedy, coz viak pri prepisu napt. do ruské verse zptusobuje kom-
plikace. Vandegaer a Miettinen (23) oznacuji bilkovinné frakce mlé-
ka malymi pismeny. Je vsak mozno najit i jina oznaceni, ktera vice nebo méné
vystihuji chemické oznaceni frakci [Biserte, Breton a Fontaine (3)].

Biserte, Bremtona Fontaine (3) ktefi mimo jiné velmi podrobné
studovali bilkoviny mléka, shledali, ze klasicka frakce oznacovana ,lactalbumin®,
kterou moderni biochemie rozlozila na «-laktoglobulin, g-laktoglobulin a serumai-
bumin, je pti elektroforetické analyze, vedle téchto tri zdkladnich soucésti, obo-
hacena je$té o dalsi dvé frakce, z nichz jednu Schulte a Miiller (21)
povazuji za vycestovanou z -laktoglobulinu oznacovaného IV. Vycestovanou
slozku oznacuji III. A-laktalalbumin je podle Biserte a spol. (3) elektrofore-
ticky homogenni. Imunni globuliny, klasicky oznacované ,lactoglobulin®, déli se
bicchemicky na euglobuliny a pseudoglobuliny podle toho, zda jsou anebo ne-
jsou rozpustné ve vodé. V literatufe jsme menadli zidnou zpravu, ktera by
ukazovala, ze pti elektroforéze by se tyto imunni globuliny projevily jinak nezli
jako dvé frakce. Naopak lze tedy predpokladat, ze toto jsou dvé samostatné,
elektroforeticky homogenni, na elektroforeogramu mlééného séra bezpecné uréi-
telné frakce, které za mekterych stavii a procest v organismu, napf. pfi tuberku-
loznim zanétu mlécné zlazy, jak zjistil Schuster (22), se mohou ve vétsiné
pripadi dokonale ptekryvat, takze pak zdanlivé splyvaji ve frakci jedinou. Frakce
imunnich globulini oznacuji Schulte a Miiller (21) &slicemi VII a VI

Na elektroforeogramech mlééného séra zjisfujeme jesté dalsi frakci, ktera
necdpovida zadné z dosud znamych bilkovin mléka. Tato frakce se zjistuje v misté
naneseni a rizni autofi maji na jeji charakter rizny nazor. Schulte a Miil-
ler (21) povazuji tuto frakci za bilkovinu adsorptivné viazanou na papite,
o niZ nic blizsiho nefikaji. Schuster (22) naproti tomu soudi, ze jde o mléé-
ny cukr. Sumcov (20) povazuje tuto frakci za skvrnu sestavaijici z y-kaseinu,
ktery se pti pH 8,4 v elektrickém poli nepohybuje, a z lipoproteidii kulicek mléc-
ného tuku, a to proto ze tato frakce je barvitelna jak bromfenolovou modfi, tak
i alkoholickym roztokem sudanu III, tj. indikatorem na lipidy.

Pokud se tyce relativniho zastoupeni jednotlivych frakci v elektroforeogramu
je tfeba pfedev§im pamatovat, ze daje ziskané volnou elektroforézou nejsou to-
tozn? s udaji ziskanymi elektroforézou na papite. Priciny téchto diferenci pro-
bira Filip (8) a uvadi, ze ani zavedeni prepocitivacich faktori nemiize sjed-
notit vysledky volné a papirové elektroforézy, nybrz ze je tieba metody standar-
dizovat, u kazdé prace uvadét presnou metodiku a podminky, za nichz bylo vy-
sledki dosazeno, a takto uréit tzv. normalni hednoty, Opplt (16). Z uvede-
mého vyplyvaji snahy po sjednoceni metodik papirové elektroforézy.

Pouze pro uplnost uvadime, ze Smith (19) rozdélil sérum ptipravené
z mléka okyselenim do isoelektrického bodu kaseinu, tj. na pH 4,65, neutrali-
zované louhem a dialyzované proti naraznikovému roztoku o pH 8,65 a iontové
sile « = 0,1, na Sest frakci, z nichz imunni globuliny predstavuji 10 rel. % a
8-laktoglobulin 48 rel. %. Dale ve své préci zjistil, Zze pribéhem hyperimunizace
krav mohou, ale nemusi vzdy imunni slozky vzristat.

Velmi podrobné studovali obsah jednotlivych frakei v syrovitce ziskané
z mléka okyselenim kyselinou $tavelovou, p¥i Na-veronal narazniku o pH 7.9,
u = 01, za teploty 20° C, Schulte a Miiller (21). Detekci provadéli
ninhydrinem, vyhodnoceni ptimou fotometrii a srovnanim ploch ohranicenych
Gaussovymi krivkami. Frakce sledovali po celou laktaci, pti ¢emz zjistili, Ze asi
~d szdmé¢ho dne po porodu dochazi k jejich stabilizaci, pri ¢emz se snizi mnoz-
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stvi imunnich globulind z pavodnich 57 na 27 rel. %, které teprve potom se
elektroforeticky déli na dvé samostatné frakce.

Bergmann (2) za obdobnych podminek provedl frakcionaci bilkovin
na papife, a to z mlééného séra dojnic zdravych a dojnic nemocnych tuber-
kulézou vemene, pri cemz zjistil tyto prumérné a mezni hodnoty:

MIsehs seri Oznaéeni frakci
dojnic
1L } v, | ‘ VI ‘ VIIL VL4 VIL

Zdravych | 3 | a8 | 17 13 | 2, 30

| Bl l 37-56 11—23 | 1321 9-20 l 2437
S TBC — | s | 128 68,60
vemene = l 2—20 i 3-21 58 -94 714

|

Bergmann (2) na podkladé dosazenych vysledkt zastiva mazor, Ze pa-
pirova elektroforéza po odpovidajicim rozpracovani metodiky otevie cestu k dia-
gnostice TBC mlécné zlazy na zakladé vysetfeni mléka. U sekretu z tuberkulozné
zanicené mlécné zlazy izoloval o jednu frakci méné (chybi frakce III) a v 75 %
vysetfeni nebylo mozno provést rozdéleni imunnich globuling.

Stejnych vysledki dosahl Schuster (22) a konstatuje, ze pfi TBC
mlééns zlazy dochazi ke ztetelnému zvySeni frakci nesoucich imunni globuliny
na ucet frakei komplexu $-laktoglobulinu.

Kutiaéek a Kratochvil (14) zjistili papirovou elektroforézou rela-
tivni rozlozeni frakci v séru mlééném u dojnic bruceléznich, které ve srovnani
s frakcemi bilkovin zdravych dojnic jsou ponékud obohaceny ve frakei imun-
nich globulinii, coz potvrzuji statistickym poctem. ZvySeni obsahu imunnich bil-
kovin je proviazeno imérnym zmen$enim frakci g-laktoglobulinu.

Metodika

Papirovou elektroforézu jsme provadéli ve vlhké komiirce postavené podle
vlastniho navrhu.

Jako zdroj stejnosmérného napéti jsme amatérsky zhotovili usmérriova¢ elek-
trického proudu se stabilizatorem napéti s prepinacem na 220 a 320 V s moz-
nosti plynulé regulace od 100 do 360 V s maximalnim zatiZzenim 100 mA.

Vzorky mléka k vySetfovani jsme odebirali v laboratofich mlékafskych za-
vodii nebo primo v zemédélskych zavodech. Vidy jsme vsak ve spolupraci se
statni veterinarni sluzbou zjisfovali, zda odebrany vzorek mléka pochazi ze za-
vodu zamoreného tuberkulézou, brucelézou nebo jinymi zdvainymi chorobami
s prihlédnutim k vyzivnému stavu. Takto jsme tedy ziskali vzorky mléka ze
zavodi prostych tuberkulozy a brucelozy, ale i ze zdvodd totalné zamofenych
tuberkulozou, kde viechny dojnice kladné reagovaly na tuberkulin. Takto byly
ziskany vzorky z JZD, CSSS, soukromych zemédélskych zivodi a od zdhumen-
kovych doinic druzstevnika. Celkovy prifez spektrem bilkovin mlééného séra
jsme se pokusili ziskat rozborem tzv. cisternovych vzorku, tj. vzorka z cister-
novych vozi o obsahu cisterny 3000 1, které svazeji mléko z nasivaci oblasti.
Opakovanym rozborem zejména vzorku cisternovych jsme si ovéfovali reproduk-
tivnost vysledkd.

643



U vzorku $lo vidy o smés mléka pochazejici z poledni a veéerni dije dne
predchoziho a z ranni dije téhoz dne, kdy jsme vzorek odebrali. V zadném pri-
padé nebylo ve vzorku mléko starsi 24 hodin. Zpravidla v den odbéru jsme
vzorky zpracovali, neho alespon jsme pripravili mlééné sérum, které po ulozeni
v ledniéce bylo zpracovano nejpozdéji dalsi den.

Mléané sérum jsme pfipravovali tak., ze k 5 ml dobfe odstfedéného mléka
(2 X 20 min./3000 ot./min.) jsme piidali 0,5 ml syfidla (nafedéného na sy-
tfici mohutnost 1 :1000) a po protrepani jsme vzorek zahtivali na vodni lazni na
teplotu 30° C po 20 minut. Za tuto dobu byl u prevazné vétsiny vzorki kasein
dobfe vysrazen. Mirnym odstredénim (2500 ot./min. po 5 az 10 minut) jsme
ve vét§iné pripadd ziskali v supernatantu &irou syrovatku, kterou jsme pouzili
k elektoforetickému rozdélovéni.

Elektroforézu bilkovin syrovatky jsme provadéli nanesenim ptripraveného
vzorku na chromatograficky papir Whatman No 1 o rozméru 300 X 33 mm.
Vzorek o velikosti 60 mm?® jsme nanaseli na prouzek papiru nasiaknuty ustoj-
nym roztokem, v némz byl prebyteény roztok odstranén stlacenim mezi dvéma
filtra¢nimi papiry. NanaSeni vzorki jsme si velmi ulehéili a urychlili tim, ze
jsme potfebné mnozstvi odmétili z mikropipety a vzorek jsme nanesli na vhodné
uzpiisobenou plosku nanaseci stolicky, odkud jsme nechali vzorek vsiknout v po-
dobé ¢ary do papiru, a to 10 cm od katodického konce, pii¢né na podélnou
osu papirového prouzku.

K rozdélovani jsme pouzivali dstojny roztok doporuceny Izakem (12)
o tomto slozeni: 22,22 g Na-diethylbarbituricum se rozpusti ve 2000 ml H,O
redest., k némuz se prida roztok veronalu (15 g veronalu v 500 ml vatici redest.
vody) az je pH 8,6 az 88. Pti ptipravé nirazniku jsme zpravidla spotiebovali
75 az 80 ml koncentrovaného roztoku veronalu k posunuti pH na 8,6, ¢imz nas
ptipravovany pufr mél iontovou silu priblizné 0,1 wu.

Ponévadz izoelektricky bod bilkovin obsazenych v syrovatce je kolem pH 5,
putuji za pouziti naseho (alkalického) narazniku viechny frakce smérem k anodé.

Rozdélovani bilkovin mlééného séra jsme provadéli pri teploté laboratofe
(20° C), stejnosmérnym stabilizovanym proudem o napéti 260 V, po ¢tyti a piil
hodiny pfi ¢emz prochazejici proud dosdhl intenzity 0.8 mA/1 cm. Za téchto
podminek bylo bilkovinné spektrum rozlozeno asi na 8 az 10 ¢cm, ¢imz doslo k do-
statetnému rozdéleni jednotlivych frakci. Pak byly bilkoviny na celulézu fixo-
vany suSenim pti 105° C po deset minut. Defekce byla provadéna barvenim 0,5 %
roztokem bromfenolové modfi v metanolu nasyceném sublimatem (20 min.),
s naslednym propiranim v mirné tekouci vodé az do odbarveni papiru.

Kvantitativni vyhodnoceni jednotlivych frakci bylo provadéno po rozdéleni
elektroforeogramu v minimech. Frakce byly eluoviny v 5 ml 8% roztoku bez-
vodého uhli¢itanu sodného v 50 % metanolu, po 40 minut, za obcasného tfe-
pani. Na Pulfrichové fotokolorimetru byla zméiena extinkce eluatu v semimikro-
kyvetach pti filtru S 57 a kvantita jednotlivych [rakci byla vypoétena v relativ-
nich procentech.

Vlastni vysledky

Vzali jsme si za ukol sledovat bilkoviny mlécného séra pii tuberkuloze
prokazatelné alergicky se zaméfenim na hygienu mléka. Ke splnéni tohoto tukolu
jsme vysetrovali elektroforeticky vzorky mléka od dojnic, které nereagovaly,a od doj-
nic, které reagovaly kladné na tuberkulin. Z hlediska hygieny zajimalo nas
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bilkovinné spektrum mléka tak, jak toto ptichazi ze zemédélskych zivoda do mlé-
karen, tj. zajimali jsme se pfedeviim o vzorky hromadné. Pro srovnani z hle-
diska biochemie nemohli jsme ovsem opominout stejnym zpiisobem vysettit vzor-
ky mléka od jednotlivych nereagujicich a od jednotlivych alergicky nemocnych
dojnic, a to opét ve stavu jak mléko téchto dojnic pfichazi do mlékaren.

Zpisobem piesné popsanym v metodice se nam datilo rozdélit smés ve vodé
rozpustnych bilkovin mlécného séra, ve stejnosmérném elektrickém poli na étyfi
az Sest, nékdy i na sedm frakci. Pfi jejich identilikaci jsme pracovali podle lite-
ratury, kterd uvadi lokalizaci a relativni zastoupeni jednotlivych frakci ma elektro-
foreogramu. Timto zpusobem jsme frakce presné identifikovali. Pti jejich ozna-
covani pfidrzujeme se Schulta a Miillera (21).

Jednotlivé soubory vzorki mléka byly charakterizovany co do poétu frakei
a jejich relativni velikosti takto:

Frakce VIII, jejiz vyznam se dosud nezda byt zcela objasnén, je pred-
stavovana podle nasich pozorovani (aniz viak jsme se slozenim této frakce za-
byvali) pravdépodobné mléénym cukrem, ktery pri fixaci elektroforeogramu tep-
lem, na napife ponc¢kud tmavne a projevi se svétle zlutavym zabarvenim. Zistiva
na nanasecim misté nebo se posune celkem nepatrné k anodé. Totéz misto, né-
kdy jen jeho anodicky okraj, se projevi barvenim na bilkoviny. Lze tedy tuto
frakci povazovat za nehomogenni, obsahujici cukr i bilkoviny. Kvantita této
frakce se u soubori nasich vzorkii pohybovala pramérné od 3,2 do 7 rel. %. Po-
dle tézko vysvétlitelného kolisani lze pripustit domnénku o adsorptivni vazbé
bilkoviny na chromatograficky papir.

Frakce VII a VI jsou nositelé imunnich globulini. Pomalejsi frakce VII
byla obsahové asi o jednu tfetinu az o jednu polovinu mensi nez frakce VI.
Obé¢ tyto [rakce se vsak nerozdéluji stejné zietelné u viech vzorki. U vzorkd od
jednotlivych mereagujicich dojnic se rozdéluji lépe a ostfeji. U hromadnych vzor-
ki je vzdjemna oddélitelnost téchto frakci zhoriena, takze minimum mezi frak-
cemi je malo zfetelné. U hromadnych vzorkii se nékdy dokonce meda nalézt hra-
nice mezi témito frakcemi, takze dochazi k jejich vzajemnému ptekryvani. U mlék
od tuberkulin-pozitivnich dojnic je zhorSena délitelnost obou frakci c¢astéjsim
tkazem, a to zejména u mlék, jejichz obsah imunnich globulint je vysoky. Poné-
vadz obé frakce maji biochemicky stejny vyznam, hodnotime jejich obsah co
do zvyseni hladiny ahrnné pfesto, ze pfi vyhodnocovani eletkroforeogrami, pokud
je to mozné, je registrujeme samostatné. Obsah imunnich globulini u mlék
od dojnic nereagujicich kolisa v rozmezi 18 az 30 rel. %, u mlék od dojnic re-
agujicich v rozmeni 30 az 57 rel. %.

Frakce V, IV a III vytvareji komplex g-laktoglobulinu, ktery predstavuje
klasickou frakci lactalbumin. Samotna frakce V je nejpomalejsi z tohoto kom-
plexu a v nasich rozborech kolisala od 18 do 22 rel. %. Na zikladé hodnoceni
viech soubort vzorki je obsah této frakce vzhledem k ostatnim frakcim tohoto
komplexu dosti stabilni. Hlavni soucasti komplexu je frakce IV. Predstavuje
B-laktoglobulin a podili se u mlék od nereagujicich dojnic primérné asi 46 %
na spektru bilkovin mlééngho séra. U mlék od kladné reagujicich dojnic se obsah
této frakce snizuje na 35 az 40 rel. %.

Nejrychlejsi frakce tohoto komplexu, frakce III, povazuje se za frakci vy-
cestovanou z f3-laktoglobulinu. Jeji obsah je velmi nizky, ¢ini pouze nékolik pro-
cent a je vydélitelna zpravidla u mlc¢k od jednotlivych nereagujicich dojnic. U mlé-
ka dojnic tuberkulin-pozitivnich vydéluje se méné c¢asto, u hromadnych vzorka
jsme tuto frakei nezjistili vabec.

Vzacné méli jsme pfilezitost pozorovat rozdéleni komplexu S-laktoglobulinu
na vice nez tri frakce.
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I. Prehled o kvantité frakef u jednotlivych soubori analyz

Jednotlivé frakce Imun. globuliny Albumino-
Oznateni P ? globulinovy
VIIIL. VIL VL V. ‘ Iv. } 111 celkem s';‘gé‘}’gj‘ga kvotient
MIéko od dojnic nereagujicich na tuberkulin (vyznageno v diag. I)
Vzorky od jednotlivych dojnic (soubor 15. vzorka)
Pramér 8,6 16,4 | !
4 25,0 % 20 | 48 4 25,0 2,42 3,4
| |
Variacni 3ife 6-12 13-20 | !
0—-9 19—-30 ' 4- 28 39 —-64 0—13 19-30 | — 2,21 -4,05
i \ ‘ ‘
Mléko od dojnic nereagujicich na tuberkulin (vyznaéeno v diag. II)
Vzorky od malych skupin dojnic (soubor 15 vzorki)
—— S ' -
Pramér 10,1 15,0 ‘ , §
4,5 25:1 20,3 46 4 1 25,1 5,13 2,80
— == ] : e
Variacni sire ‘ 5—-14 9—-22 | 5
| 0—11 1830 16 —29 | 41-53 0-8 l 18 -30 — 2,14 4,00
|
Vzorky mléka z cisternového svozu (vyzna&eno v diag. 1II)
Vzorky od velkych skupin dojnic (soubor 20 vzorkn)
Prumér l 7,4 1 23,2 23,3 ‘ 46,2 23,2

5,58 ’ 3,19

' 1
l '
| 1
Variaéni Sife 3—19 13—28 17—-30 38—57 - 13—28 l - 2,19—6,24
| ]




L¥9

MIléko od dojnic reagujicich pozitivné na tuberkulin
Vzorky od jednotlivych dojnic (soubor 15 vzorkua)
A. od dojnic dobrého vyziviné¢ho stavu (vyznaéeno v diag. IVA)

| h: |
Pramér : 205 18,7 | , ‘ |
| 42 | 39,2 | 16,9 39,7 } 39,2 1 »
- I R | - B SR S ]
; ; ‘ | | !
Variaéni Sife | 18—21 12 - 29 | [ [ |
‘ 27 | 30 -50 12-25 | 34-45 | l 30 50 | :
B. od dojnic jpatného vyzivného stavu (vyznaceno v diag. IVB)
Pramér 4,0 43,1 ; 17,8 35,1 | - 43,1 l
) o - .;4> T B - | o 77\' ) ) o V | ‘\ o . -
Variaéni Sire [ 0—-12 35—57 ' 16 —22 | 17—51 | 35—57 |
| ' | ' |
A. + B. od dojnic celého souboru (vyznaceno v diag. IVA + B)
S e = T —— JR oo
Pramér “ 4,1 42,0 17,3 37,5 l 42,0 14,5 1,38
I DN SRS — i B
|
Variaéni Sire I 2-12 1 3057 { 12-25 17 -51 - 30—-57 — 0,70 —2,22
| | _
MIéko od dojnic reagujicich pozitivné na tuberkulin (vyznal. v diag. V) — Vzorky od malych skupin dojnic (soubor 37 vzorku)
Pramér - | 14,0 20,0 | ‘ ;
‘ 3,2 34,0 ‘ 22,0 \ 00 | . 34,0 4,25 1,86
Variacni Sife 9-21 14-20 | '
0-15 3050 \ 16 —29 31 44 1 = 30-50 — 0,96 —2,20
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Obr. 1. Piehled o kvantité bilkovinnych frakei u jednotlivych soubort analyz

m

n

Pro uplnost uvadime, Ze ke spektru bilkovin mlééného séra nalezi jesté

frakce II a I, které detekci bromfenolovou modti nelze zjistit. Lze je zjistit pouze
barvenim ninhydrinem. Obé tyto nejrychlejsi komponenty maji podobné vlast-
nosti a vyskytuje se nazor, ze vznikaji sekundarné pti pripravé mlééného séra,
a to z kaseinu. Ve vztahu k na$i praci nelze je tedy hodnotit, a proto jsme ne-
pouzili detekénich metod na jejich zjisténi.

Piehled o prumérné velikosti jednotlivych frakei a o jeji varia¢ni §ifi v péti

riiznych souborech vzorki poddva tabulka I. Ndzorné jsou tyto poméry vyzna-
Ceny v diagramech I, II, III, IVA IVB, IVA+B a V (obr. 1). V diagramech
vyznaené maximalni a minimalni hodnoty jednotlivych soubori analyz davaji
predstavu o soumérnosti rozlozeni hodnot kolem aritmetického stfedu (obr. 1).

648



V tabulce I je zvlast uvadéna celkovd hodnota imunnich globulini, dile
a2t —naz?
n — 1
Koneéné jako tfeti charakterizujici hodnotu vypocitdvime pomér albuminu a
globulind tzv. albuminoglobulinovy kvotient. Vynesenim A/G kvotientu do grafu
vyvstava zfetelné rozdilnost ve slozeni mléka od dojnic nereagujicich a od dojnic
reagujicich pozitivné na tuberkul'n (obr.
2). Vynesené maximalni a minimalni hod-
noty naznacuji, ze jde vesmés o vyznamné

smérodatnid odchylka v jejich kvantité, pocitana podle o = 4

} 50
rozdily. w
K oveéreni spravnosti pouzité meto- .

diky uré¢ili jsme rozptyl hodnot jednotli- primérne hodnoty
20-

vych frakci bilkovin mlééného séra pri minimélni’ hodnoly
dvojim stanoveni. Dvé tfetiny poctu ana- 0
lyz byly provedeny paralelné, jedna treti- ~
na opakovanych analyz byla provedena
druhy nejdéle viak tteti den po opatieni Obr. 2. A/G kvotient jednotlivych
vzorku. Analyzy provedené opozdéné, t, soubora analyz

druhy nebo treti den, pti ¢emz mlééns sé-

rum bylo ulozeno v ledni¢ce, nevykazovaly rozdil dvou stanoveni vétsi nezli u ana-
lyz provedenych soubéiné. Prehled o rozptylu hodnot jednotlivych frakci podava
tabulka II.

........ maximalni’ hodnoty

II. Prehled o rozptylu jednotlivych frakei pri paralelnim nebo v kratkém intervalu
opakovaném stanoveni (soubor 12 analyz)

Oznaceni E VIIL ‘ VII.: VL. V. IV. III.
Pramér souctu rozdilu pfi dvojim ’
stanoveni . Z225 2,08 2,92 2,93 —
Maximalni rozdil v relat. %, ‘ 775 : 6 7 7 —
M.iniméAlm' 1;()zdil vhrclat. 0% l 0 0 1 0 —

K ovéfeni postaditelnosti jednordzové analyzy zkoumanych vzorkd bilkovin
mlééného séra sledovali jsme reproduktivnost vysledka pfi opakovaném rozboru
opétovné odebraného téhoz vzorku po jedno- az dvoutydennim intervalu. Pre-

hled podava tabulka III.

III. Reproduktivnost hodnot jednotlivych frakei pri rozboru opakovaném za 7 az
14 dn( (soubor Sesti analyz)

Oznaceni ‘ VIII. |VIL+VL V. IV. IIL
Pramér souétu rozdila pri opako- l
vaném stanoveni za 7 az 14 dnu 5,0 3,28 3,5 6,9 —
e | 1 6 8 15 ~
_;{n-im;ni rozdil v relat. 9, 0 T 1 0 1 —
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Diskuse a hodnoceni vysledkd

V tabulce I uvedené vysledky ukazuiji, ze mléko od dojnic reagujicich pozi-
tivné na tuberkulin ma ponékud odlisné slozeni bilkovin mlécného séra. Proti
normalnimu slozeni bilkovinného spektra, za které povazujeme z hlediska hy-
gieny mléko od zdravych dojnic nereagujicich na tuberkulin, jde o zvyseni hla-
diny imunnich globulint, a to v priméru o 10 rel. %, srovnavame-li navzajem
pruméry mlék od nereagujicich a od tuberkulin-pozitivnich dojnic. Zvyseni hla-
diny imunnich globulinti u mlék od jednotlivych pozitivné reagujicich dojnic pted-
stavuje v praméru 18 rel. %. Nejde tedy v naSich ptipadech pii tuberkuloze
zjistované alergicky o elektroforeticky prikaz néjaké nové nebo specifické bilko-
viny, ale zjistujeme pouze zvySeni hladiny imunnich globulini, a to na dkor
komplexu g-laktoglobulinu.

I kdyz v nasem pripadé nejde o specificky prikaz tuberkulozy, mame za to,
ze v nékterych, a to predeviim ve spornych ptipadech je elektroforéza mléka na
papife pouzitelna pro prikaz pivodu mléka ze zamorené stije. V tomto pripadé
viak jako zamorena staj prichdzi v dvahu predevSim stdj izola¢ni nebo stije
s vysokym stupném zamorienosti. Je samoziejmé, ze zmnozeni imunnich globulini
v mléce mize nastat u dojnic také pri jiné infekci s antigenné plsobicimi za-
rodky. Tak napt. Kutacek a Kratochvil (14) zjistili zvySeni imunnich
globulinit u bruceloznich dojnic, a to v priméru o 39 %. Schuster (22)
zjistil u mléka pochazejiciho z prokizané tuberkulozniho vemene enormni zvy-
$eni imunnich globuling, a to o 28 az 64 %.

Udaje o vztahu bilkovinného séra mléka k jinym inlekénim nebo inva-
zijnim chorobam dojnic jsme nenasli.

Predpokladame-li vsak korelaci mezi zmnozenim y-globulini krevniho séra
a zmnozenim imunnich globulini v mléce, muzeme oc¢ekavat zvyseni imunnich
globulind v mlétném séru predevsim u chorob jaternich. K predpokladu pozi-
tivni korelace nas opraviiliji nasledujici prace: Boda a Kona (4) zjistili u tu-
berkulozy a nékterych jaternich chorob u skotu zvyseni y-globulini. Podobné H o -
jovcova (10) zjistila zvyseni y-globulini nebo i jinych globulinovych frakei
u krevnich sér tuberkulozniho skotu. Zajimavé ovsem je, ze u skotu nemocného
alergickou tuberkulézou nenasla vidy zvyseni globulinovych frakei, coz souhlasi
s na$imi nalezy na bilkovnich mlééného séra u nékterych dojnic pozitivné re-
agujicich na tuberkulin. Podobny zasadni vysledek ziskal Benes (1), ktery
u brucelozniho skotu zjistil zvyseni y-globulini v séru krevnim, Kutacek
aKratochvil (14) v séru mlééném. Z uvedeného tedy vyplyva, ze pri tu-
berkuloze a bruceloze dochazi ke zvySeni imunnich globulini v krvi i v mléce
dojnic.

Z ostatnich chorob budou to ptredeviim onemocnéni mlécné zlazy, ktera mo-
hou mit velmi vyrazny vliv na bilkovinné spektrum mléka. R enk (17) stanovil
chemicky hlavni bilkoviny a vypocetl A/G kvotient, jehoz hodnota u mléka z ve-
mene vylu¢ujiciho Bangovy zarodky je ve srovnani s mlékem ze zdravého ve-
mene témér o polovinu mensi. To znamena, ze rovnéz doslo ke zvyseni imunnich
globulind, které autor jesté zjistil, z hlediska klinického u nékterych dalsich
druht zanéth mlécné zlazy.

Middlebrook a Dubos (15) zjistili pfi tuberkuloze lidi v séru
krevmim haemaglutin a haemclysin, které za uréitych podminek mohou byt
méfitkem pro aktivitu nebo rozsiteni tuberkuloznich afekci. Bergmann (2)
referuje o korelaci mezi vyskou haemaglutina¢niho titru a hladinou imunnich
globulini mléka dojnic s tuberkuléznim zanétem vemene. Jermolajev (13)
zjistoval axboceptor v mléce tuberkuloznich dojnic a zjistil, Ze pozitivni vazba
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komplementu s mléénym sérem poukazuje bud na ¢erstvou tuberkulozu vemene
nebo na nevyhojend tuberkulozni loziska v ostatnim organismu dojnic. Lze usu-
zovat na zakladé téchto praci, ze elektroforéza mléénych bilkovin doinic by za
urcitych podminek mohla prispét k posouzeni dynamiky tuberkulézniho procesu.

Variacni Sife a zejména vypoctené stfedni odchylky pro kvantitu imunnich
globulint, které hovofi o tésnosti sepéti hodnot vySetfovaného souboru kolem
pramérns hodnoty mohcu byt charakteristikem pro takova posuzovéni.

Vedle ruznych onemocnéni dojnic muze ovlivnit hednotu imunnich globu-
lini v mlééném séru predevsim kolostrum, které teprve sedmy den po porodu sta-
bilizuje hodnotu imunnich bilkovin na hodnoté mléka normélniho [Schulte
a Miller (21)].

Chceme-li vsak z hledika hygieny mléka nalézt hranici u mlék z neza-
mofené¢ho prostredi a mlék od tuberkulin-pozitivnich doinic, tedy z prostiedi za-
moreného, zjistujeme, ze samotnd kvantita imunnich globulini nam nepostacuje
zejména v téch pripadech, kde variacni 3ife se u dvou soubort dotyka mebo i pre-
kryva. Vypoctena stiedni odchylka nam pongékud stird maximum a minimum
varia¢ni §ire, ale u mlék od dojnic tuberkulin-pozitivnich, tady tam, kde kvantita
mmunnich globulinii mize zna¢né kolisat, zasahuje az do oblasti varia¢ni site mlék
nereagujicich dojnic. 1 kdyz u hromadnych vzorkd mlika od tuberkulin-pezitiv
nich dojnic nastava urcité vyrovnini maximalnich a minimélnich hodnot tim,
ze vzorek takového mléka se blizi jakémusi primérnému vzorku jiné kvality,
prece smérodatna odchylka zasahuje na hranici varia¢éni 3ife hodnot pro mléko
od dojnic mereagujicich.

Z masich vysledki je zfejmo, ze zmény na bilkovinném spektru mléka nej-
lépe postihuje pomér albumint (komplex 8-laktoglobulinu) a globulini (imunnich
globulint), tzv. albuminoglobulinovy kvotient (A/G kvotient), jehoz normalni
hodnota, kterou jsme vypocetli na podkladé elektroforetického rozdéleni bilkovin
mlééného séra, téméi souhlasi s hodnotou, kterou vypocetl R enk (17) na pod-
kladé chemického rozboru mléka. Srovname-li primérné hodnoty A/G kvotientu
pro mléka cd tuberkulin-pozitivnich dojnic s primérnymi hodnotami mlék dojnic
nereagujicich zjistime, Ze se tyto hodnoty vyrazné lisi. Stejné tak srovnanim va-
riaéni Site téchto kvotientdi zjistujeme nepatrné prekryvani v rozsahu 3/100
kvotientu, tj. 0,009 % jeho hodnoty. Diferenci normalnich hodnot nasich a Ren-
kovych stanoveni, ktera ptedstavuje 3/10 kvotientu, tj. 0,92 % jeho hodnoty,
vysvétlujeme pouzitim velmi riznych analytickych meted, které nelze srovnavat.
Dokonce autofi, ktefi se zabyvali pouzitim papirové elektroforézy k analyze bil-
kovin napt. Chopard (11), Boguth (5), Zicha a spol. (21), uvadéji,
ze fyziologické normy nebo normalni hodnoty pro srovnini s hodnotami sledo-
vanymi si musi vytvorit kazdé pracovisté, a to naprosto shodnou metodikou: Na
pedkladé téchto praci prisuzujeme hodnotam, kierd jsme ziskali, platnost rela-
tivni a hodnotime je pouze ve srovnani s tzv. normalnimi hodnotami, které jsme
sami dosahli, i kdyz u hladiny imunnich globulint mléka dojnic nereagujicich na
tuberkulin jsme desdhli dobré shedy s autory zahrani¢nimi.

Sledovanim rozptylu a reproduktivrosti hodnet jednotlivych frakei bilkovin
mlééného séra jsme prokazali vhodnost pouziti elektrofcrézy na papife k da-
nému ukolu.

Soubrn

V literarnim ptehledu jsou shrnuty poznatky tykajici se elektroforézy bil-
kovin mlééného séra, identifikace, oznatovani a kvantity jednotlivych frakci a
metodicky dilezité poznatky pro vypracovani spravné metodiky.
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V casti metodické byla navriena vlhkid komora s elektrodovymi nadobami
a byl vypracovan specialni zptusob pro nanaseni vétsich kvant zkoumanych roz-
toki bilkovin, ktery se nam osvédéil. Lze jej doporudit tam, kde se pracuje s roz-
toky chudymi na bilkoviny.

V experimetnalni ¢asti bylo sledovdano pomoci elektroforézy na filtraénim pa-
pite bilkovinné spektrum mlééného séra u 102 vzorki mléka. Z toho bylo 52 vzor-
ki od dojnic reagujicich kladné na tuberkulin, 30 vzorki od dojnic nereagujicich
na tuberkulin a 20 vzorki, které jako prumérné byly ziskdany za svozovych ciste-
ren. Vzorky byly ziskany a vysSetfovany za okolnosti, jak je mléko predavano do
m!ékaren.

Bylo zjisténo, ze mlééné sérum od tukerkulin-pozitivnich dojnic obsahuje zvy-
$ené mnozstvi imunnich globulint proti mléku od doinic nereagujicich. Zvyseni
imunnich globulind nastiva na tkor komplexu g-laktoglobulinu. Tento kvanti-
tativni presun ve spektru mléénych bilkovin nejlépe charakterizuje A/G kvo-
tient, jehoz hodnota u mlék od nereagujicich dojnic se pchybuje kolem 3,1 (mezni
hednoty 2,19 az 6,24) a u mlék od dojnic reagujicich na tuberkulin kolem 1,8
(mezni hodnoty 0,70 az 2,20).

Dale bylo zjisténo, ze hodnota imunnich globulini u vzorkd od velkych sku-
pin dojnic se prakticky nelisi od hodnot dojnic zdravych.

V diskusi jsou uvedeny stavy dojnic, za kterych prichazi v avahu zvyseni
hladiny imunnich glcbulind v mlécném séru a jsou diskutovany okolnosti hovo-
fici pro pozitivni korelaci mezi hladinou imunnich globulini v séru mlééném
a krevnim.

Za urcitych ckolnosti lze na zakladé elektrofloretického vysetieni mléenych
bilkovin usuzovat na zamctenost prostiedi, z nc¢hoz mléko pochazi, a to predevsim
na zamofenost tuberkulozou.
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QuiekTpodropez OeIKOB 0€CKa3eMHOBOM MOJIOYHOM CHLIBODOTKM € YYETOM J0Ka3aTellbCTBA
NPOMCXOKJAEHHA MOJIOKA M3 Cpe/bl, HeGJIAaronoJy4yHoi Mo TyGepKyJe3y

ABTOp B cTartbé II0JAeT JIMTEepPaTypPHbIil 0630p cBeAeHuil 110 9JeKTpodopely OeaKCB
©eCKa3eMHOBOM MOJIOUMHOI CBIBOPOTKM, 10 HAEHTM(UKALMHU, 0D03HAUEHNIO U KOJIMYECTBY
OTACILHBIX (DPaKIMil, a TAaK#Ke CBEJAEHMII, BaXKHBIX C TOYKHM 3peHMA pa3paboTKu npa-
BWILHOI METOAMKHU.

B MeToan4eckoii 4acTi aBTOpP IpeaJsiaraer IPUMEHUTh KaMmepy C 9SJeKTPOAHbIMM
cocynamMu M paspadoraH crieMalibHbIM OnpaBAaBUIMil cebA criocob HaHeceHus DonblUEro
KOJIltHecTBa MecjlelyeMbIX pacTBOpoB OeskoB. Ero MOXKHO peKOMEHJ0BAaTh B TOM cliyyae,
ecan pabora BejgeTcA ¢ DEAHBLIMM B OTHOLIEHuM OEJTKOB pacTBOPaMH.

B okcnepuMmeHTaNbHOM 4YacTu aBTOp INPH IoMolm 3jexkrpodope3a Ha (hUILTPO-
BaJIbHOM OyMmare uccienosasn OCJKOBBIN CHEKTP OeCKa3eMHOBOM MOJOYHOJ ChbIZOPCTKH
y 102 obpasuos Mos0Ka, U3 KOTOPLIX 52 odpa3ua ObLIO B3ATO OT JOMHLIX KOPOB, NAIOLLMX
TIOJIOZKUTEJIbHYIO PeaKl Mo Ha TyoepKyJanH, 30 o6pa3noB — oT JOMHBIX KOPOB, AaiLHX
OTPULATENIbHY 0 peaklunio, a 20 o6pa3oB ObLI0 B3ATO B Ka4ecTBe CpejHUX oOpasioB u3
Pa3HbIX MOJIOYHbLIX LucTepH. O0pa3ubl ObLIM IMOJIyYeHbl M MCCJENOBAaHbLI IIPH TEX Ke
YCIOBUAX, MPU KAaKMX MOJIOKO JIOCTABJIAETCA B MOJIOUHYIO.

ABTOPOM OBbIJIO YCTAHOBJEHO, YTO HECKAa3eMHOBAA MOJIOYHAHA ChIBOPOTKZ CT KODPIB,
JAIOLLMX TIOJIOKUTEJIbHYIO PEeakliMio Ha TYyOepKYJMH, COACPXKHT ITOBBLILLIEHHOC KOJM:.e-
CTBO HMMYHHBIX INVIODYJIMHOB I10 CPAaBHEHHUIO ¢ MOJIOKOM KOPOB, AAIOIMX OTPULATEIbHYIO
peakuuio. ITOBBNIIEHNMEe UMMYHHBIX I00YJIMHOB IMPOMCXOAUT 32 CHET KOMILICK A 3-JaK1o-
rno0yiiMHa. DTO KOJMYECTBEHHOE M3MEeHEHMe B CIIEKTPE MOJIOYHBLIX OeJIKOB Jiydlle BCEIOo
xapakrtepusyerca A/G KBOLHMEHTOM, YMCJI0Bas BEJMYHMHA KOTOPOrO y MOJOKA OT KOLOB,
Jal0LUX OTPMUATENbHYIO peakiuio, Konebnerca okono 3,1 (npeaenbHble BEJIHYMHBI OT
2,19 10 6,24), y MOJIOKA OT KOPOB, JIAIOLIMX TTOJIOKUTENbHYIO peaklymio — okoso 1,8 (npe-
AenbHble Beandunb! oT 0,70 o 2,20).

Janbiuie 661710 YCTAHOBJIEHO, YTO KOJHYECTBO MMMYHHBIX TJIOOYyJIMHOB y 0Opar1oB,
IOJIy4YeHHbIX OT 0OJIbLUMX TPYIIT KOPOB, NMPAaKTUYECK) He OTJIMYAETCA OT KOJMYelTBa
MMMYHHBIX IVIOOYJIMHOB B 00pa3uaxX oT 30POBLIX KOPOB.

B craThe TIpUBeAEHbI COCTOAHMA AOMHBIX KOPOB, NMPK KOTOPBIX YYUTHIBAETCA IOBBI-
IIeHMe YPOBHA HMMMYHHBIX IJIOOYJMHOB B OeCKa3eMHOBOM MOJIOYHOJI ChIBOPOIKE M 05~
CYXKJAIOTCsI YCJOBUA, CBUJCTECJLCTBYIOLIHME O (IOJOXKUTENIBHON KOPPEIALUNY MCKAY
YPOBHEM MMMYHHBLIX IVIOOYJIMHOB B ChHIBOPOTKE MOJOKa U KPOBM.

IIpu onpejeneHHbIX ODCTOATENBLCTBAX, HA OCHOBE 3JICKTPOMOPETHYCCKOrO HCCIe-
AoBaHus OeJKOBOro cOCTaBa MOJIOKA, MOXKHO CYAUTH O cTerneHu mH(eKumit cpeabl, 13 Kc-
TOPOJ MOJIOKO MPOMCXOiT, 4, TVIAaBHBIM 00pa30M, O CTeneHy ee 3aparKeHHOCTH TybepKy-
JIe30M.

Electrophoresis of Milk Serum Albumins with Regard to the Determination of Milk
originating from Tuberculous Herds

The literary survey of this paper contains informations relating to electropho-
resis of milk serum proteins, their identification, designation and quality of indi-
vidual fractions, and methodically important points for the development of a cor-
rect method of investigation.
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In the methodical part a wet chamber with electrode vessels has been suggest-
ed and a special mode of applying larger quantities of protein solutions under exa-
mination worked out; the latter has proved well and can therefore be recommended
for solutions with low protein content.

In the experimental part the protein spectrum of milk serum in 102 milk sam-
ples was followed up with the aid of electrophoresis on filtering paper. Out of this
number 52 samples came from dairy cows, whose reaction to tuberculin was posi-
tive, 30 samples were from tuberculin-negative dairy cows and 20 samples (as
average ones) were taken from milk tank trucks. The samples were obtained and
investigated at the same conditions as the milk was supplied to dairy plants,

It has been found, that the milk serum from tuberculin-positive dairy cows
contains an increased amount of immune globulins compared with the milk from
tuberculin-negative cows. The increase in the immune globulins takes place at the
expense of the fB-lactoglobulin complex. This quantitative shift in the spectrum of
milk proteins is characterized best by the A/G quotient, the value of which in the
case of the samples from tuberculin-negative cows varies about 3.1 (limiting values
being 2.19 to 6.24), and in the case of tuberculin-positive cows, about 1.8 (limiting
values 0.70 to 2.20).

Furthermore, it has been found that the value of the immune globulins in the
milk samples from large groups of dairy cows does not practically differ from those
of the samples from healthy dairy cows.

In the discussion are quoted the stocks of dairy cows in which the increase of
the level of immune globulins in milk serum is to be taken into consideration, and
the circumstances discussed which favour the positive correlation between the levels
of immune globulins in the milk and blood serum.

Under certain circumstances it is possible, on the basis of the electrophoretic
examination of milk proteins, to deduce an infection in the place from which the
milk has been delivered, especially the infection with tuberculosis.
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Prispévek k otazce vztahu bakterialni flory v pohlavnim
ustroji k cystézni degeneraci Graafovych folikuli u skotu

K BONpocy COOTHOIIEHMA MEKAY OaKTepHaJbHOI (hJIOPOoi B IOJIOBBIX OpraHax
M KMCTO3HOM nereHepanien doanukyn I'pacha y Kpynmsoro poratToro CKoTa

A Contribution to the Question of the Relation of the Bacterial Flora of the Genital
Organs to the Cystic Degeneration of the Graaf’s follicles in Cattle

MVDr. Zdenék VLCEK

Z porodnicko-gynekologické kliniky veterinarni fakulty VSZ v Brné, piednosta:
dopisujici ¢len CSAZV prof. MVDr. E. Pribyl

Doslo dne 3. X. 1959

Realizace vSestranného zvySeni uZzitkovosti skotu predpokladd mimo jiné
aspéiné zdolavani neplodnosti, a to predeviim u plemenic. Sou¢asné poznatky
ukazuji, Ze je nutno, jako mozné pri¢iné neplodnosti, vénovat vice pozornosti
funkénim porucham, na jejichz vzniku se mize podilet vice exo- i endogennich
faktorti a na jejichz etiologii proto dosud neni jednotného nazoru.

Literarni prfehled

Cysticka degenerace Graafovych folikula se vyskytuje pfevazné u krav v nej-
lepsim véku (3 az 7 let), dobrého vyzivného stavu, s vysokou dojivosti, zpravidla
béhem prvnich mésici po porodu. Jalovice jsou postizeny jen velmi zfidka (tak
napt. z 352 piipadii zhodnocenjch Robertsem, 1955, bylo 13,9 % ve stati
1 az 3 rokt, 54,2 % ve stafi 5 az 6 rok, 25,1 % ve stafi 7 az 9 rokd a jen 6,8 %
nad 10 rokd, pouze tfi pfipady byly jalovice). V literatuile je referovano o na-
padné vy$§im procentu vyskytu cystozni degenerace v urcitych hospodafstvich,
takze se predpoklada, ze existuji urcité praedispoziéni vlivy. Jako takové jsou uva-
dény nadmérna (Yamauchi, 1956, Fincher a spol., 1956, aj.) nebo na-
opak deficientni vyziva (Studencov, 1953, Schmidt, cit. podle Brodaufa,
Grandschamp, 1953, aj.) zejména kvalitativni — nedostatek stopovych
prvki. Rovnéz se zda, ze vztah k napadné ¢astému vyskytu cystézni degenerace
v uréitych oblastech by mohla mit exploatace — mapt. nadmérné zatiZeni fyzic-
kou ndmahou nebo vysokou dojivosti (Kiist - Schaetz 1953, aj.), zplisob
chovu (stajovy odchov s omezenym pohybem) a snad i klimatické mebo jiné
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vlivy. Na podkladé zjisténé vyssi frekvence cystické degenerace v urcitych krev-
niich liniich je téz poklddédna za dédi¢né onemocnéni nebo se usuzuje na dédi¢-
nou praedisposici (Sonnenbrodt a Ranninger, 1949, Erikson,
1949, O lds, cit. Fincher a spol., 1956, aj.).

Dlouho tradované starsi teorie se opiraly pti vysvétleni vzniku této dys-
funkce o primarni noxu v pohlavnim dstroji. Podnétem k tvorbé cyst je podle
nich neustalé drazdéni bakteridlnimi toxiny nebo jinymi latkami vznikajicimi pfi
chronickych procesech hlavné v déloze. Tyto latky zplisobi odumfeni vajicka a
narusi i nékteré slozky stény Graafova folikulu. Rovnéz se predpokladalo, ze pro-
ces je vyvolan proniknutim zirodkd z postizeného endometria do ovarii ascen-
denéni nebo lymfogenni cestou (Beschlebnov, 1952, Klobouk, 1953,
Studencov, 1953, aj.). Kist - Schaetz 1953, shodné s jinymi autory
jsou zastanci tohoto nazoru pokud se tyka tuberkulozy pohlavniho ustroji pti
niz jsou cysty casto zjisfovany, nékdy i u zvifat mladsich jednoho roku. Uve-
dené teorie vznikly na zakladé klinickych nélezti pfiznaka imitujicich symptomy
endometritid infekéniho plivodu a ponévadz nebyla provadéna kontrolni Setfenti,
udrzely se dosti dlouho. Vlivem presnéjsich poznatkii o endokrinnim fizeni
funkci organismu véetné reprodukéniho cyklu a vysledka patologicko-anatomic-
kych, histologickych a bakteriologickych vySetfeni ustupuji dnes do pozadi. Pri
detailnim histologickém vysetfeni cystickych folikuli, endometria i jinych c¢asti po-
hlavniho ustroji nebyly totiz shledany typické zanétlivé zmény (sliznice endo-
metria je nepravidelné hyperplasticka, délozni zlazky casto cystozné degenerované,
submukodza infiltrovana lymfocyty a plazmatickymi bunikami [Laing, 1955],
nékdy jsou zjistény atrofické zmény a fibroza submukozy). Rovnéz pri bakte-
riologickém vyS$etfeni nebyly ponejvice zjistény patogenni ami jiné zarodky a kdyz,
tak v malém mnozstvi. Obsah délohy byva zpravidla sterilni, obsah cyst témér
vidy (Garm, 1949, Nieberle - Cohrs, 1952). Podle Lainga, 1955,
se izolované mikroorganismy zdaji byt spise nahodilou kontaminaci z pochvy.
G arm, 1949, pii svych pozorovanich zjistil pfi cystozni degeneraci zfidka se-
kundarni endometritis a jeji vznik je podle ného umoznén snadnéjsim pronik-
nutim vaginalni flory do délohy pootevienym krckem déloznim, zejména ve sta-
jich se $patnymi hygienickymi podminkami. Podle Holého a Kudélky,
1958, by bylo mozno vznik téchto endometritid vztahovat na posledni porod nebo
abortus.

Tvorba cyst je rovnéz vysvétloviana na podkladé Selyeho teorie o vieobecném
adapta¢énim syndromu — organismus v pfipadé ohroZeni (pfi onemocnéni, nad-
mérném zatizeni, deficientni vyZivé apod.) omezuje funkci generativniho cyklu
blokidou vylucovani gonadotropinu z predniho laloku hypofyzy. Nedostatecnym
vylucovanim gonadotropinu je sekundarné vyvolana insuficience cyklu, pfi niz
vedle dystrofickych znamek je mozno pozorovat blokovini cyklu soucasné se vy-
skytujicimi persistujicimi folikuly a Zlutymi télisky. Tento docasny zanik cyklu
je vyrovnavacim manévrem proti novému zatizeni organismu (S chaetz, 1956).

V soucasné dobé je tvorba cyst vysvétlovina poruchou sekrece pfedniho la-
loku hypofyzy (Ptribyl, 1958, Laing, 1955, Dawson, 1957 a 1958,
Kraft, 1957 aj.). Tato porucha spoc¢iva pravdépodobné v neschopnosti zménit
sekreci folikulaéniho hormonu v sekreci hormonu luteinizacniho. Dosud
vsak neni pfesnych udaji o vztazich a zavislostech vedoucich ke vzniku
cystozni degenerace Graafovych folikula — teprve dalsi badani ukéaze,
zda vznik spo¢ivd v jemnych dizonancich mezi FSH, FH a LH, pro-
gesteronem, kortikosteroidy nebo jinych, dosud nezjisténych faktorech (Holy
a Kudélka, 1958). Vysledky poslednich praci ukazuji, Ze je nutno posuzo-
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vat endokrinni soustavu (zejména hypofyzu, nadledvinku, $titnou zlazu a pfi-
§titna teliska) veelku a ne pouze izolované pohlavni dstroji, nebot zmény napf.
na ovariich jsou pouze ¢asti komplexu zmén vyvolanych poruchou endokrinniho sy-
stému (Lesbouyier, 1944 Dawson, 1957, 1958, G arm, 1949, aj.). Opo-
rou tohoto nizoru jsou i komparativni studie objemu, vahy a histologické stavby
hypofyzy a nadledvinky u nymfomanickych a zdravych krav (zvétseni objemu a
vahy hypofyzy a nadledvinky, zmnozeni bazofilnich bunék v prednim laloku
hypolfyzy, hypertrofie korové casti nadledvinky u nymfomanickych krav).

Viastni pozorovani

Teorie, které povazovaly za primarniho ¢initele pfi vzniku cystické degenerace
Graafovych folikult infekéni onemocnéni délohy, nejsou dnes jiz vétsinou uzna-
viany. Je vSak zndma a i nami zjisfovana znaéna hypersekrece hlenu seroézniho,
castéji vsak mukopurulentniho, nékdy az purulentniho charakteru, ktery je dosud
v praxi nezfidka povazovan za priznak infekéniho onemocnéni komplikujiciho
cystozni degeneraci, a na podkladé toho provadéna i prislusna terapie. Rovnéz
vagindlni nélez celkové se v téchto pripadech blizi charakterem nalezu pfi zane-
tech endometria infekéniho piivodu. Tato skuteénost nas priméla k vyzkumné
praci, béhem niz jsme vysetrili véisi pocet pripadi cystozni degenerace Graafo-
vych folikuli, a to zejména také po strance mikrobiologické analyzy. Slo ¢aste¢né
o piipady osetfené ambulanté porednicko-gynekologickou klinikou, kde jsme méli
moznost zhodnotit anamnestické tdaje, vysledky klinického vy3etfeni (zevniho,
vaginalniho a rektdlniho) a bakteriologického vySetfeni vzorku sekretu odebra-
ného ze zevni branky délozniho kréku a spodiny posevni. U zbyvajicich typickych
pripadu cystozni degenerace, vyhledanych podle zevnich priznaki na brnénskych
jatkach, byly vedle klinického vysetieni vyhodnoceny patologicko-anatomické zmé-
ny a vysledky bakteriologického vysetieni pohlavnich organd které byly ode-
birany ihned po odporazeni.

Metodika

U prvni skupiny pfipadi byly nejdtive zjistény a zaznameniny (event. do-
plnény z evide¢nich zdznami) anamnestické tdaje, pti ¢emz jsme mimo obvyk-
lych dat (stafi, poc¢tu porodu, jejich pribéhu, po¢tu osemenéni, délky neplod-
nosti apod.) sledovali zejména pohlavni cyklus — data fije, jeji intenzitu, cho-
vani zvirete, ddle t¢z podminky v chovu -— zpisob ustijeni, hygienu, krmnou
davku aj. Nasledovalo klinické vySetieni zvifete nejdfive adspekci a palpaci, pfi
némz jsme zjidfovali zmény na panevnich vazech, vulvé a okoli, po pripadé do-
plilovali vlastnim pozorovanim anamnestické tdaje o chovani zvirat. Pri rektal-
nim vy$etfeni jsme obvyklym zplsobem zjistovali velikost uteru, symetrii rohi,
obsah, tloutku stény délozni a jeji kontraktilitu, zmény na ovariich event. ostat-
nich ¢astech pohlavniho ustroji. Vaginalni vysetifeni bylo provadéno po obvyklé
pripravé zvitete pomoci Albrechtsenova spekula a po$evni lampicky. Byl posuzo-
van zejména stav poSevni sliznice, mnozstvi a kvalita sekretu ji pokryvajiciho nebo
se hromadiciho na spodiné poSevni, uloZeni portia vaginalis uteri, vzhled jeho
fas, stupen pootevieni zevni branky, vytok hlenu aj. Soucasné byl proveden od-
bér materialu k bakteriologickému vysetfeni. K tomu ucelu byl odebiran tam-
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ponem z pootevieného kréku délozniho sekret zpisobem, ktery vylucoval konta-
minaci dotykem kaudalnéjsich dsekd pochvy (pomoci nastroje popsan¢ho v jiné
autorové praci). U vétsiny zvitat byl rovnéz cdebran ke kontrolnimu posouzeni
vzorek hlenu hromadiciho se kaudalnéji na spodiné poSevni.

Po odbéru materidlu bylo provedeno osetreni zvirete spocivajici ponejvice
v aplikaci choriového gonadotropinu (Prolan firmy Bayer, Praedyn Spofa) v né-
kterych pripadech pfimo do cyst (Holy - Kudélka, 1958) nebo paren-
teralné (intravenozné nebo subkutinné), v nékterych pripadech rozdreeni cyst
per rectum. U ¢&asti zvifat bylo toto oSetfeni doplnéno osetienim délohy anti-
biotiky nebo desinficienciemi. Vysledky oSetfeni v této praci nehodnotime,
ponévadz nespadaji v jeji rdmec a budou popsdny v jiné praci z porodnicko-gyne-
kologické kliniky.

Odebrany material byl bezprostiedné dale zpracovan — provedena kulti-
vace na dvé vychozi pidy (agar s 10 % defibrinované berani krve a Endo-agar,
nékdy jesté obycejny agar). Ze vzorkl sekretu byly pofizeny roztéry a zbarveny
metodou Gramovou, nékdy téz Giemsa-Romanowskyho nebo Ziehl-Nielsenovou.
Inkubované plotny byly posuzovany po 24, 48 a 72 hodinéach, kdy byl s konec-
nou platnosti stanoven pocet kolonii a jemu odpovidajici stupei osidleni zarodky.
Kultivace na plotny byla provadéna bézné pouzivanym zpusobem umoziujicim
jiz v primokultufe zachyceni jednotlivych kolonii. Ukazalo se vsak, ze ve vét-
$iné pripadl byl porost tak slaby, ze toho ani nebylo tieba. Inkubace byla pro-
vadéna pouze v aerobnim prostredi, avsak jak ukazuji vysledky jinych praci
(Taubzrich, 1958, aj.) i nae pokusné kultivace, mevyskytuji se mezi izo-
lovanou florou casto obligatni anaerobni zirodky. Z izolovanych kolonii byly
hotoveny preparaty, jednotlivé kmeny pasazoviany a na podkladé biochemickych
a jinych vlastnosti zafazeny podle Bergeyovy systematiky.

U druhé skupiny pfipada zahrnujici vysetfeni 43 pohlavnich organt zvitat
s cystozni degeneraci Gr. f. odporazenych na jatkach jsme postupovali tak, Zze
jsme nejdrive adspekci vySetfili ustidjena zvirata uréena k odporazeni a vyhledali
kusy se zevnimi priznaky cystozni degenerace (uvolnénymi panevnimi vazy,
cedematozné prosiklou vulvou apod.), které na sebe neztidka upozornily jiz
svym napadnym chovanim (znepokojovdnim sousednich zvirat snahou se na né
vzepnout). Tyto kusy jsme vySetrili orientacné rcktilné a sledovali pfi pora-
zeni. Po odporazeni a otevieni dutiny brisni byly pohlavni orgiany odebirany
k podrobnéjsimu vysetieni. Pfi ném jsme zjisfovali zmény na déloze (velikost,
tloustku a konzistenci stény, stav endometria aj.), event. zmény na perimetriu,
sirokych vazech, vejcovodech a ovariich. Sledovali jsme lokalizaci cyst, jejich
rozméry, charakter stény a obsah. Jako cystozné degenerované Graafovy foli-
kuly jsme hodnotili atvary velikosti znac¢né prevysujici obvyklé rozméry Graalova
folikulu, event. Gtvary nepfesahujici sice tyto rozméry, ale nachazejici se ve va-
jenicich ve vétsim mnozstvi takze v souhrmu ostatnich priznaka nebylo pochyb
o jejich charakteru. Odbér materialu k bakteriologickému vysetfeni byl zde pro-
vadén tak, ze ¢ast rohu délozniho za télem déloznim byla ozehnuta, oteviena ste-
rilnimi nastroji a uchopena do peant tak, ze po jejich naklonéni vyhrezla ne-
porudend sliznice endometria. Sterilnim tamponem byl proveden vytér, takze po-
vrch tamponu pii zavedeni do lumina rohu byl ve styku s vétsi plochou endo-
metria. Materidl byl zpracovan vyse uvedenym zpusobem. Od puvodné za-
myslené kultivace z vejcovodi bylo pro nesnadnou techniku a snadnou moZznost
kontaminace upusténo. Byla vsak provadéna kultivace z obsahu cystozné zméné-
nych Graafovych folikuli po tepelné koagulaci ¢isti jejich stény a nabodnuti
sterilni lancetou.
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Vysledky klinického a patologicko-anatomického vySetieni

Ve skupiné 25 zvifat oletfenych ambulantné je zahrnuto 24 krav a jedna
jalovice, u nichz bylo vyzadano oSetteni pro nemoznost koncepce po nékolika-
nasobném osemenéni a nékdy i lé¢eni. U velké vétSiny z nich byla jiz delsi dobu
pozorovana nepravidelnost cyklu — intervaly mezi jednotlivymi fijemi se zkra-
covaly, intezita fije se zvySovala (12 zvitat, tj. 48 %), u osmi (32 %) se jevila
jiz jako permanentni fije. Pouze u dvou zvitat (8 %) byla cystozni degenerace
provazena anoestrii. U zbyvaijicich t¥i (12 %) byla fije vyraznéjsi, ale pravidelna.
Vsechny krdavy byly trvale ustidjeny bez moznosti vybéhu, stije byly pfimérené
svétlé, dobre vétrané, po hygienické strance nebylo ve zptusobu ustdjeni ve vétsiné
pripada shledano vétsich zavad. Vyzivny stav zvifat byl vesmés velmi dobry,
coz odpovidalo krmnym davkam, které byly po strance kvalitativni i kvanti-
tativni pfiméfené. Produkce mléka byla pred dostavenim se prvnich ptiznaka
dysfunkce velmi dobra (zvitata byla oznacovdna osetrovateli za kusy s byvalou
nadprumérnou dojivosti). Az na jedno byla vsechna ¢ervenostrakatého plemene,
jejich stati se pohybovalo od 2%2do 13 roki. Z celkového poétu zvifat bylo 5
(20 % ) ve staii do 4 roku, 13 (52 %) ve stati 4 az 8 rokit a 7 (28 % ) nad 8 rokd.
Mezi postizenymi zvifaty byla pouze jedna jalovice (4 %), 13 zvitat bylo
I-IlIpar, 5 IV-VIpar, 6 VII-IXpar. S nejvétsim vyskytem cyst jsme se setkali
v zimnich nebo jamnich meésicich (72 %) proti 28 % v mésicich letnich.

Zevni ptiznaky provazejici cystozni degeneraci Gr. [. byly u vétiiny zvitat
velmi zietelné. Neékterd zvirata byla jiz pii prichodu do stije nipadni zménou
psyche — neklidem, znepokojovanim okolnich zvirat, zejména snahou se na né
vzepnout. Siroké vazy panevni byly znaéné uvolnény a v dasledku toho vyniklo
typické vysoké nasazeni chonu. Stydké pysky byly v rizném stupni prosiklé
s vymizelou kresbou. Ve ventralni komisure vulvy, v jejim okcli nebo na spodni
strané ohonu jsme vétsinou nachazeli stopy sekretu serozniho, ¢astéji viak muko-
purulentniho charakteru.

Vagindlnim vySetfenim jsme zjisfovali, ze sliznice predsiné posevni, ve
vétSi mire poSevni, je prosikld, hyperemicka, tasy portia vaginalis uteri byly
zbytnélé, prosaklé, uvolnéné a zevni branka délozniho kréku v rizném stupni po-
oteviena. Z krcku vytékal témét u viech (96 %) zvirat sekret, ktery se zpravidla
hromadil na spodiné poSevni. Jeho charakter byl u 5 (20 %) zvitat serézni, &iry,
u 6 (24 %) jiz mirné koutové zkaleny, u 12 (48 % ) mukopurulentni a u 1 (4 %)
purulentni. Ndpadnou byla hypertrofie, nékde i hyperplasie fas zevni branky
délozniho kréku. U dvou pripadi (8 %) jsme nalezli i ve sténé poSevni vétsi
pocet drobnych cyst. S cystami v pribéhu Gartnerovych vyvodi nebo cystami
Bartholiniho zl4z jsme se nesetkali.

Pii rektdlnim vySetfeni jsme u 11 zvitat (44 %) nezjistili markantnich od-
chylek ve velikosti délohy a konzistenci jeji stény. Avsak u vice jak poloviny pti-
padd (14, tj. 56 %) presahovala velikost uteru béiny primér. Sténa délozni
byla p¥i palpaci mirné ztlustéla, aviak zietelné ochabld a teprve po del3i dobé
dochazele k nevyrazné konirakci. Rohy délozni byly bez rozpoznatelného ob-
sahu. Ovaria byla velmi snadno palpcvatelna, ovaria s cysticky degenerovanymi
folikuly byla ndpadna jiz svou velikosti (od $vestky do velkého slepi¢iho vejce).
Ve tkdni ovaria bylo mozno pohmatem lehce zjistit velké fluktuujici méchytky,
v Cetnych ptipadech byla fluktuace zjidténa po celém povrchu zvétseného ova-
ria. Na rozsdhlou atrofii ovarialni tkané u takto zménénych ovarii jsme mohli
usoudit z nékolika pripadid, u michz se po rozdrceni cyst zmensil objem ovaria
na zlomek pdvodni velikosti. U 11 zvitat (44 %) jsme zjistili cystézni dege-
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neraci Graafovych folikuli na jednom, z toho u 8 (32 %) na pravém a u 3
(12 %) na levém ovariu, u 14 (56 %) na obou ovariich.

Pti vySetfeni pohlavnich organt zvitat odporazenych na jatkiach byly vy-
hodnoceny pouze pfipady, u nichz jiz podle velikosti ovarii a cystickych atvara
ve spojeni se zevnimi pfiznaky nebylo pochyb. ze jde o cysty. Od zaznamena-
vani anamnestickych tdaji jsme upustili, ponévadz nebyly ve vétsiné pripadii do-
stupné. Rovnéz zmény na pochvé nebyly zachyceny, ponévadz ptfi zpracovani
kusu dochézelo k jejimu rozruseni.

Velikost délohy isme u 1& ptipadi (41,8 %) posoudili jake normalni, u 4
(9,3 %) jsme se setkali s atrofii, u 6 (13,9 % s mirnou, u 15 (34,8 %) zfetelnou
hypertrofii uteru. V jednom pfipadé byl objem délohy napadné zvétsen, rohy
délozni vykazovaly zfetelnou asymetrii a fluktuaci imitujici asi 2,5- az 3mé-
si¢ni brezost. Sténa délozni byla enormné ztentena s velmi ztetelné se rysujici
cévni pleteni, obsahem délohy byl fidky zkaleny hlen (obr. ¢. 1). Mimo to-
hoto ptipadu jsme zjisfovali jen mirnou asymetrii ve fyziologickych mezich. Sténa
délozni, zejména u pripadd s hyperirofii uteru, byla v rizném stupni zbytnéls,
oedematdzné prosakla, jeji konzistence byla u vice jak poloviny pfipadi mékce
elasticka, niapadné ochabla. Rovnéz endometrium bylo v 23 ptipadech (53,4 % )
zbytnélé, hebké, stavnaté, prekrvené a pokryto zvysenym mnozstvim hlenu. U péti
crgani z uvedeného poctu jsme zjistili makroskopicky cystické rozsiteni déloznich
zlazek. U tii pripadi (6.9 %) bylo endometrium naopak suché, nizké, atrofické,
u zbyvajiciho poétu (17, ti. 39,5 %) jsme nezjistili odchylek od normalu. Vzhled
sekretu pokryvajiciho u vétsiny pripadii ve zvyseném mnozstvi endometrium byl
u 19 (44,1 %) pripada ¢iry, u 14 (32,7 % ) sedé zkaleny az vyrazné mukopuru-
lentni, v jednom (2,3 %) purulentni, vidy bez zipachu.

Na vejcovodech jsme nezjistili makroskopicky rozpoznatelné zmény s vyjim-
kou dvou pfipadi, kdy jsme se setkali v prib&hu jednoho vejcovodu s jeho
znaénym rozsifenim obsahujicim téméF ¢irou tekutinu — hydrosalpingem.

Zmény na postizenych ovariich byly velmi napadné — ovaria byla enormné
zvétSena a ve vétsiné piipada podlehla jejich tkan ve zna¢éném rozsahu tlakové
atrofii, takze se ovarium jevilo jako velky, zpravidla po celém povrchu fluktuujici
utvar, tvofeny, jak jsme se pozdé&ji presvédcili, jednou centrdlni nebo nékolika
cystami. V misté nejvétsiho vyklenuti cyst byla jejich sténa ztencena, jemna, ale
dosti pevna, tmavé zbarvena prosvitajicim mokem. Obsahem cystickych foli-
kulid byla nazloutld az nahnédla, mirné hlenovita tekutina, kterdi po nabodnuti
cysty prudce vytékala. Na priifezu jsme nachizeli cysty jedno- i vicekomorové,
zbytky zaniklych pfepazek jsme vSak nalezli i u nékolika velkych jednokomoro-
vych cyst. Rozméry nami zjisténych nejvétsich cyst dosahovaly velikosti husiho
vejce — v téchto pfipadech bylo zpravidla celé ovarium pfeménéno v jedinou
nebo nékolik cyst a doslo k téméf tplnému zaniku parenchymu. Shodné s lite-
rarnimi tdaji i my jsme nalezli na nepostizenych ovariich mebo v zachované
tkani zménénych ovarii cyklické zmény, nemizeme se viak vyjadfit o jejich stafi
nebo funkci. Cystézné degenerované folikuly byly u této skupiny lokalizovany
v sedmi ptipadech (16,2 %) pouze na levém ovariu, v 11 (25,5 %) na pravém
a v 25 (58,1 %) na obou ovariich. U tii pripadi jsme zjistili i na Sirokém vazu
ojedinélé drobné cysty vyplnéné ¢irou tekutinou.

1. Pohlavni organy kravy.

A — B — cystozné degenerovana ovaria.

C — hydrosalpinx.

D — enormné ztenéena sténa zvétSeného levého rohu délozniho se zretelné se
rysujici cévni pleteni.

Foto: Dr. Véznik VUV.
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1. Prehled mikrobnich nalezi u piipadu cystézni degenerace Graafovych folikuli

M. epidermidis

bovis

Piipady oSetfené ambulantné Pripady vysetfené na jatkach
pof. | sekret odebrany ze sek;:‘z’:!d;brml ¥ ze pof. | sekret odebrany obsah cystozné pof. ekret od; obsah o
&slo | spodiny posevni délozniho kréku &islo z délohy deg. folikult &islo z délohy deg. folikula
B. cereus var. my- M. freudenreichii
i | ‘condis; Micandic f{y cereusoar; 1| St fascatis, sterilnf 26 | sterilng sterilni
dus, neuré. plisef vzduina pliseit
2 = sterilni 2 | sterilni sterilni 27 | sterilni sterilni
3 ﬁ dz‘;hmeb?:I': E. coli, B. subtilis 3 | sterilni sterilni 28 | sterilni sterilni
Str. faccalis, Str. }S'tr. flascalis, Str.
Jfaecalis var. zy- faccalis var. zy- avcca o - :
4 Mogenes, neurt. ‘mogenes, neurt, 4 | sterilni sterilni 29 | sterilni M. candidus
sporulit sporulat
Str. acidomini- Str. acidomini-
5 mus, B. cereus, sterilni 5 | sterilni - 30 | mus, M. candidus, | sterilni
neurd, Gr-tyéinky neuré. sporult
. 31 Alcaligenes faec.
. P Cor. bovis, M. sii S
6 | Proteus vulgaris sterilni 6 sirdcn; Ser;a 503 sterilni Cor. bovis, M. -
ureae
Str. faecalis, Str.
Cor. bovis, M. T, var. zymogenes,
7 | flavus, neuré. sterilni 7 Str. bovis, E. coliy sterilni 32 | sterilni sterilni
sporuldt M. flavus, M.
candidus, at. Gr-
tyéinky
Str. acid Str. acid « -
8 | Aerob. cloacae Aerob. cloacae 8| sterilnt = 33 | sterilni =
E. coli, M. i - Str. acidominimus,
9| ar ur;aa ' > | sterilni 9 | sterilni sterilni 34 | Str. bovis, sterilni
: Serratia
Cor. bovis, E. coli, . Cor. bovis, M. epi-
10 | M. candidus, gjuri.“izzw;grﬁg]; 10 | dermidis, atyp. - 35 | sterilni sterilni
neur¢. Sarcina aters diphter. zarodky
Cor. bovis, Str. i
1 j;;au‘::x‘lzis‘ neuré. fgl'r{"‘f:::f i 11 | sterilni sterilni 36 | sterilni sterilni
Str. acidominimus, "
E. coli, Cor. bovis, | neurd. vzdu$ni s M. flavus 37 | M. flavus, atyp. gz
12 | ourk. Sarcina, plisens 12 | sterilnf dipht. zér’odky sterilni
at. dipht. zér.
. Szr.' Jaecalis, Sx_r.
13| Erteundeart | steci 13 | boie, B fraundiis | steritng 38 | sterilni sterilni
conglomeratus
3 M. candidus,
14 i dz"’BA'i'u f):';; nf;sxré. vzduini 14 | sterilni sterilni 39 | sterilni sterilni
o plisen
Cor. bovis, B. sub- - E. coli, M. candi- o .
15 tilis, E. freundii steriln 15 dus, Cor. renale - 40 | sterilni sterilni
B. cereus var. my-
coides, M. ureae, o : . Str. acidominimus, "
16| ool Sivcina sterilni 16 | sterilni sterilni 4| M candidus sterilni
a Gr-tydinky
Str. fae_mlis, . .
17 :igdg;?t::‘:ﬁgdm f:;é_’{gecahs, Gor: 17 | sterilni sterilni 42 | sterilni sterilni
Gr-tycinky
18 - sterilni 19| oL, sterilni 43 | sterilni sterilni
M. epidermidis
19 g }:‘:;f:,];r sterilni 19 | sterilni sterilni
Str. faecalis, E.
20 - sterilni 20 | ol B freundiy | reriing .
neuréend pliseft
Str. equinus, it T
2 - Str. acidominimus | 2% | Sterilni sterilai
Str. acidominimus, Cor. bovis, atyp.
22 | M. luteus, sterilni 22 | diphreroidni zar. -
bowis, neurt. pliseit vzdusnd plisen
Str. acidominimus, B. cereus var. my-
M. candidus, g coides, Aerob. cloa- e
23 neuré, Gr--sporu- M. candidus 23 cae, atyp. dipht. sterilni
lat zérodky
Str. faecalis, Str.
_ g [f. var. zymogenes, NN
24 sterilni 24 E. coli, M. conglo- sterilni
meratus
E. coli, M. epider- . M. lureus, M.
25 | midis, M. flavus M. candidus, 25 | candidus, Cor. sterilni







Vysledky bakteriologického vySetieni

Pti vySetfeni sekretu odebraného ze zevni branky délozniho kréku 25 krav
s cystozni degencraci Graafovych folikuli bylo shleddno 52 % vzorkt steril
nich, pti vySetfeni sekretu odebraného z rohti délozaich bylo 604 % vzorki
ster/Inich. Obsah cystozné degenerovanych folikuld, vySetfeny u 36 ptipadd,
byl shledan v 95,5 % sterilni. U zbyvajiciho poétu ptipadi byl zjistén vesmés
s aby porost tlérou, jejiz prehled je uveden v tabulce I. Pri kultivaci ze sekretu
hromadiciho se kaudélnéji na spodiné poSevni byla ve viech pripadech prokazana
bakteria'ni flora.

Poctem kment izolovanych ze sekretu odebramého v zevni brance délozniho
krcku nebo v déloze pfevladaly mikrokoky (21 kmeni) nad streptokoky (19 kme-
ni), difteroidnimi zarodky (14 kmenua), ty¢inkami z &eledi Enterobacteriaceae
(13 kmena), blize neurcovanymi plisnémi a kvasinkami (6 kment) a sporu-
luiicimi zdrodky (5 kment). Bliz8im uréenim jsme zjistili, ze izolované druhy
zarcdku, které se u obou skupin v podstaté nelisily, jsou z vétsi ¢asti shodné
s druhy, kter: jsme nachazeli v kone¢nych é&istech vyvodnych pohlavnich cest
klinicky zdravych a plodnych zvitat a které je tedy moZno pravem oznacit jako
bézré osidleni téchto ¢asti pohlavniho Gstroji.

Z mikrokoktu to byly hlavné M. candidus, flavus, epidermidis, conglome-
ratus, sporadicky M. ureae, luteus, varians a freudenreichii. Patogenni mikrokoky
nebyly zjistény, pouze jeden kmen (M. epidermidis) mél hemolytické vlastnosti.

11. Prehled osidleni genitalu zarodky u pripadi cystozni degenerace Graafovych
folikuli a zdravych krav
Pcéer Stupen osidleni zarodky
| Dhawmal | ek Ty . | uL | Iv.
‘ padi | poget 9, pocet %, ' poet %, | poéet %
Sekret ode- ,
brany z dé- i
lohy 43 | 26 60,4 10 23,2 : 5 11,6 2 4,6
[ |
L Obsah cys-
Cystozni tozné dege-
d=generace nerovanych 36 34 94,5 2 55 — — — -
Graafovych folikulti
folikula -
Sekret ode-
brany ze
zevni bran-
ky délozni- 25 13 52 7 28 4 16 1 4
ho kréku
Sekret ode- i |
Zdrava brany ze | 1
zvifata | zevni bran- | ‘
ky délozni- | 33 16 48,4 13 39,3 3 9 1 3
| ho kréku |
Stupné osidleni zarodky:
1. — sterilni
II. — ojedin¢lé kolonie do celkového poc¢tu 5 na plotné
III. — porost neprevysujici pocet 15 kolonii na plotné

[V. — veétsi porost
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Z izolovanych 19 kment streptokoki se jednalo v 11 pripadech o enterokoky
(Str. faecalis) a v osmi pripadech o viridujici streptokoky (Str. acidominimus,
bovis a equinus). Beta-hemolytické streptokoky nebyly zjistény. Difteroidni za-
rodky zjisténé v poctu 14 kment byly v sedmi ptipadech uréeny jako Cor. bovis,
jeden kmen se vlastnostmi shodoval s Cor. renale, dalsi s Cor. hoagii. Zbyva-
jicich pét kment se svymi vlastnostmi neshodovalo se zadnym zniméjsim koryne-
bakteriem (blizily se Bergeyem uvadénym saprofytarnim korynebakteriim z vo-
dy). Z Gr-tycinek z celedi Enterobacteriaceae byla nejhojnéji zastoupena E. coli
(5 kment) pred E. freundii (2 kmeny), Aerobacter cloacae (2 kmeny), Alcalige-
nes faecalis, Serratia (2 kmeny) a jednim blize neurcenym, blizicim se vlast-
nostmi Klebsiellim. V mensim poctu (6 kment) byly zjistény neurcované plisné
a kvasinky nebo saprofytarni sporotvorné zarodky (5 kmentt — B. sublitis, B. ce-
reus var. mycoides a dva blize neurcené).

Pro snazii prehlednost jsme zatadili jednotlivé pripady podle mnozstvi izo-
lovanych zarodka do ¢tyf skupin: do skupiny I. ty, u nichz byla kultivace nega-
tivni, do skupiny II. pripady s porostem ojedinélych kolonii do celkového poctu
péti, do skupiny III. pfipady s porostem neprevysujicim pocet 15 kolonii na
plotné a do skupiny IV. pfipady s vétsim porostem (tabulka II).

Na zaikladé vysledkt vySetfeni sekretu odebraného v zevni brance déloz-
niho krc¢ku 25 zvitat bylo mozno zatadit 13 zvitat (52 %) do skupiny I. (ste-
rilni), a to i ve vétdiné pripadd, kdy byla provadéna kontrolni kultivace. Pouze
ve dvou pripadech se vysledek opakované kultivace lisil od prvniho nalezu, slo
viak rovnéz jen o ojedinélé kolonie bézné saprofytirni mikroflory. U 12 zvirat
(48 %) byl zjistén na plotnach porost rizné intenzity, vétsinou vsak velmi slaby.
Sedm pripadi (28 %) bylo mozno zatadit do skupiny II., 4 (16 %) do skupi-
ny III. a jen 1 (4 %) do skupiny IV. P#i kultivaci ze sekretu hromadiciho se
kaudalnéji na spediné posevni bylo osidleni co do poc¢tu druhi i mnozstvi zarodka
jiz vétsi, a to i u pfipadd, u nichz byl sekret odebrany v zevni brance sterilni,
po strance kvalitativni se nalezy v podstaté nelisily.

Pti kultivaci z endometria 43 pohlavnich organi nebyl u 26 pfipada
(60,4 % ) zjistén zadny porost ani po 72hodinové inkubaci. Ze zbyvajiciho poctu
17 pripadd (39,5 % ), kdy byl zjistén porost, jsme mohli 10 (23,2 % ) na zaklads
nalezu ojedinélych kolonii zatadit do skupiny II., 5 (11,6 %) do skupiny IIL
a jen 2 (4,6 %) do skupiny IV. U jednoho z poslednich viak nas masivni porost
smési vice druhu saprofytarnich mikrokoku, streptokoku, ty¢inek z celedi Entero-
bacteriaceae i jinych zarodki opraviuje k domnénce. ze zde §lo o kontaminaci.

Kultivace z obsahu cystozné degenerovanych Graafovych folikult, ktera
byla provadéna u 36 ptipadi, byla s vyjiimkou dvou ptipadi (5,5 % ) negativni
pies to, ze byl mok rozetfen v souvislé vrstvé po celém povrchu plotny. V uve-
denych dvou ptipadech §lo o ojedinélé kolonie koku, které je mozno pficist na-
hodn? kontaminaci.

Diskuse

Zhodnotime-li jen struéné, pokud rdmec prace dovoluje, klinické a pato-
logicko-anatomické nalezy u nami vysetfenych pfipadu cystozni degenerace Graa-
fovych folikuli, mizeme fici, ze se vcelku nelisily od nalezt znamych z literar-
nich udaji. U vétsiny ambulantné ofetfovanych zvirat jsme se setkali s poruchami
cyklu — u 48 % s castou, intenzivnéjsi, u 32 % jiz permanentni iiji; neamérné
nizky pocet (8 %) ptipadi, kdy byla dysfunkce provizena anoestrii, lze pricist
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okolnosti, ze jsme pfipady s nepravidelnou nebo permanentni fiji vyhledavali.
star§i folikuldrni, nemohli jsme ma podkladé klinického vySetfeni uréit. Shodné
s udaji Robertsovymi (1955), Garmovymi (1949) Dawsono-
vymi (1957-8) aj. byly nejcastéji postizeny kravy dobrého vyzivného stavu
ve stati 4 az 8 rokii (52 %) po prvnim az tietim porodu, pfevazné béhem zim-
nich a jarnich mésicii (72 % ). Okolnost, Ze §lo vesmés o kravy s byvalou nad-
prumérnou dojivosti, podporuje niazor Kiist - Schaetzav (1953) a jinych
autorti, ze nadmérna exploatace — v tomto piipadé vysoka dojivost — muze
byt jednim z &initeld praedisponujicich tuto dysfunkci. Zmény na Sirokych va-
zech panevnich a pohlavnim ustroji postizenych zvifat byly velmi vyrazné. Cha-
rakteristickd byla u vétSiny zvifat zvySena sekrece hlenu ponejvice mukopuru-
lentniho charakteru, jiz odpovidal i stav endometria. Ve shodé s udaji Lainga
(1955), Riecka (1958), Holého - Kudélky (1958) aj. presahovaly
i u vétSiny nasich pfipadi rozméry délohy bézny primér a jeji sténa byla sice
mirné ztlustéla, ale zretelné ochabla. Pouze v jednom ptipadé jsme zjistili vyznaé-
néjsi zvétieni objemu uteru s asymetrii a enormné ztenéenou sténou rohd —
mukometru imitujici 2,5 az 3mési¢ni btezost. Velikost ovarii s cystézné degene-
rovanymi folikuly se ve vétsiné pripadi pohybovala od velké $vestky do velkého
slepi¢iho vejce, shodné s vétiinou literarnich tdajii byla i u naSich zvifat po-
stizena nejcastéji obé ovaria (57,5 %), v pfipadé jednostranné cystické dege-
nerace ¢astéji ovarium pravé (27,9 %) nez levé (14,7 % ). Podobné jako S tu -
dencov (1953), Gruber (1952) aj. 1 my jsme nalezli na nepostizenych
ovariich nebo v zachované tkini zménénych ovarii cyklické zmény, nemizeme se
viak vyjadfit o jejich stafi nebo funkci. Potvrzenim tdaji Garmovych
(1949); Robertsovych (1955), Holého a Kudélky (1958) aj.
jsou téz nae ojedinélé nalezy makroskopicky zjistitelné cystické dilatace déloznich
zlazek, drobnych cyst v pochvé a na §irokych vazech déloznich, mucometry a
hydrosalpingu. Cysty v pribéhu Girtnerovych vyvoda a cysty Batholiniho 7laz
jsme nezjistili.

Nazory na etiologii cystozni degenerace Graafovych folikuld doznaly béhem
desitileti mnoho zmén, je vSak nutno Fici, Ze etiologie neni dosud uspokojivé ob-
jasnéna. Vlivem poznatkii o endokrinnim fizeni télesnych funkci organismu
véetné sexualniho cyklu ustupuji do pozadi néazory, které pokladaly za primar-
niho ¢&initele ptfi jejim vzniku naruSeni pohlavniho dstroji infekénimi zarodky nebo
jejich toxiny. Tak jesté Studencov (1953), Beschlebnov (1952) aj.
uvadéji, ze v obsahu cyst jsou casto zjistény tytéz zirodky, které vyvolaly za-
nétlivé zmény v jednotlivych ¢astech pohlavniho astroji. To nemiZeme na za-
kladé nagich nalezli ve shodé s pozdéjiimi literarnimi tdaji potvrdit. Nebyla viak
diskutovana otazka, zda a v jaké mife se mikroflora, byt i sekundarné, spolu-
ucastni na vzniku nékterych symptomi provazejicich takika pravidelné cystozni
degeneraci, zejména pfiznaki shodnych s pfiznaky endometritid. Je znamo, Ze
konedné ¢asti urogenitalniho traktu jsou osidleny pravidelné mikroflorou, ktera
jiz neni pokladina vidy za patogenni, ale spise b&né fyziologické“ osidleni.
I tato flora se viak mize za urcitych okolnosti — pii oslabeni organismu riz-
nymi vlivy — enormé pomnozit. proniknout do hlubsich ¢asti pohlavniho astroji
a stat se patogenmi. Za normalnich okolnosti jsou tyto ¢asti pohlavniho ustroji
zpravidla sterilni. Pronikani zarodkd do nich je umoZnéno fadou ¢initeld, nej-
éastéji se tak stane pfi porodu a v puerperiu, zejména neprobihaly-li bez zavad.
Mezi témito ¢initeli jsou neziidka uvadény i hormonalni poruchy. Je pocho-
pitelné, Ze teoreticky by pfi cystézni degeneraci Graalovych folikuld mélo byt
pronikani zarodki do délohy usnadnéno v duasledku otevieni délozniho krcku
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pfi castéjsi nebo permanentni tiji. Tato okolnost je také uvadéna ve vztahu k se-
kundarnim endometrididam, kterd nékdy cystézni degeneraci provazeji. S timto
nazorem se ziotozniuje napf. G arm (1949), ktery pozoroval sice endometritidy
zfidka, zejména vsak v chovech se $patnymi hygienickymi podminkami. Holy -
-Kudélka (1958) poukazuji i u téchto endometritid na moznost vzniku pfti
poslednim porodu nebo abortu. Je oviem otazkou, zda u viech ,endometritid®,
o nichz bylo v souvislosti s cystozni degeneraci hovoreno, $lo o infekéni endo-
metritidy. Jejich vyskyt neni potvrzovin patologicko-anatomickymi, histologic-
kymi a bakteriologickymi nalezy novéjsich praci a ani ndm se je pii nasich pato-
logicko-anatomickych a zejména bakteriologickych vysetrenich nepodarilo proka-
zat. [Poklddame vSak za nutné uvést, ze shodné s Kist - Schaetzem
(1953) aj. autory jsme se v ramci jiné prace — prii sledovani [rekvence tuber-
kulézy pohlavniho ustroji — setkali s nipadné vysokym vyskytem cystozné de-
generovanych folikulii u tuberkuléznich zvirat. Tyto ptipady jsme zde neuvedli.]
Je nesporné, ze v Cetnych pripadech vedl a snad i vede ke stanoveni této dia-
gnozy nalez priznakd imitujicich pfiznaky endometritid infekéniho charakteru.
Témito nalezy byla ovlivnéna i terapie — star$i autofi kladli diraz na o$etfeni
délohy antibakterialnimi prostfedky a i dnes, kdy infekéné-toxicka teorie jiz neni
vét§inou uznavana, vedou tyto nalezy v praxi nezridka k doplhovani oSetieni
této dysfunkce (at jiz hormonélniho nebo jinym zplsobem) lokilnim oSetfenim
uteru antibiotiky nebo chemoteraupetiky. Mohli jsme se viak presvéd¢it, ze tato
kombinace ve srovnani s pripady, u nichz bylo uzito pouze o$etfeni hormonalniho,
neptinesla podstatného zlepseni stavu. Naopak i pfi samotném hormonalnim
ofetfeni zanikly pfiznaky imitujici pfriznaky endometritid.

Za ucelem zjisténi vztahu bakteridlni flory k cystozni degeneraci Graafovych
folikuli a zejména k priznakim shodnym s priznaky infekénich zanétd endo-
metria jsme provedli bakteriologické vysetfeni materialu z 68 ptipadu této dys-
funkce. Shodné s Garmem (1949), Nieberle - Cohrsem (1952) aj.
zjistili jsme jen u malého poctu ptipadi zarodky, které bylo mozno po jejich ur-
ceni zatradit mezi vice méné fyziologickou floru hojné se vyskytujici v komeé-
nych &astech vyvodnych pohlavnich a mocovych cest. V obsahu cyst jsme prak-
ticky nezjistili zarodky. Patogenni zirodky nebyly zjistény a pocet zarodku zjisté-
nych u pripadl cystozni degenerace byl ve srovnani s vysledky bakteriologickych
vyS§etfeni sekreti klinicky zdravych a plodnych zvifat v ¢etnych pripadech do-
konce mensi, a to i u téch, u nichz byl zjidtén silny vytok sekretu mukopuru-
lentniho vzhledu. Domnivame se, ze tento zjev by bylo moZzno u nékterych pii-
padi vysvétlit estrogeny podminénou zvysenou odolnosti sliznic genitalu vuci
bakteridlni infekci (béhem estrogenni faze cyklu), o niz bylo referovano vice
autory (Rowson a spol, 1953, Likar, 1956, Dawson, 1957, aj.). Duka-
zem lokdlniho pfiznivého acinku estrogenu jsou slibné vysledky intrauterinni
aplikace pri lé¢bé endometritid (Koch, 1956, Koch a spol, 1955 a 1958).

Proti infekéni teorii svédéi jiz skutecnost, Ze pii infekénich onemocnénich
genitalu neni cystézni degenerace zjisfovana. Ditkazem neinfekéniho puvodu zmén
imitujicich infekéni onemocnéni endometria jsou negativni vysledky osetfeni uteru
antibiotiky nebo jinymi antibakteridlnimi prostfedky a Gspéchy hormonalni tera-
pie, o nichZ jsme se shodné s jinymi autory presvédcili. Zda se tedy opradvnénou
domnénka, s niz se ztotozriuji Garm (1949), Roberts (1955), Kist-
-Schaetz (1953) aj., ze tyto ptiznaky jsou vyvolany hormonalnim predraz-
dénim endometria estrogeny béhem jejich vylucovani. V nas$i praci viak ne-
chceme poukizat jen na tuto skutecnost, ale na vyuziti tohoto poznatku v praxi,
kde je dosud casto zménény sekret pfi cystozni degeneraci povazovan za exsudat
infekéniho pivodu a jako takovy lécen. Na zdkladé uvedenych poznatki se do-
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mnivdme, ze dopliovani hormonalniho o$etfeni takovou terapii je indikovano jen
pti pozitivnim bakteriologickém nalezu. jinak je ve vétsiné pripadi jen plytvanim
antibiotiky.

Souhrn

V praci jsou hodnoceny a diskutoviny vysledky klinického, patologicko-ana-
tomického a bakteriologického vySetreni celkem 68 ptipad cystozni degenerace
Graafovych folikuli skotu. Postizena byla za znimych priznaki nejcastéji zvirata
dobrého vyzivného stavu s vysokou uzitkovosti ve stafi 4 az 8 rokiu (52 %) bé-
hem 0prvnich mésici po porodu, a to pfevazné v zimnich nebo jarnich mésicich
(72 % ).

Pii bakteriologickém vySetieni sekretu odebraného ze zevni branky délozniho
kre¢ku 25 krav s touto ovaridlni dysfunkci bylo shledano 52 % vzorkd steril-
nich. Vysetfenim sckretu odebramého ze zevni branky délozniho kréku 33 krav
se zdravym pohlavnim astrojim bylo shleddno 484 9% vzorka sterilnich. Pii
baktericlogickém vySetieni vzorka sekretu odebraného z délohy 43 krav s cystozni
degeneraci Graafovych felikulii bylo 60,4 % sterilnich. Obsah cystozné degene-
rovanych folikuli u 36 pripadi byl shledan v 94,5 % sterilni. Zarodky izolované
u ostatnich pfipadi bylo mozno po jejich urceni zafadit mezi druhy casto se vy-
skytujici v kone¢nych ¢&istech vyvodnych pchlavnich a mocovych cest. V sekretu
odebraném v zevni brance délozniho krcku a déloze byly zjistény v nejvétsim
poctu mikrokoky — 21 kmeni (M. candidus, flavus, epidermidis — sporadicky
M. ureae, luteus a frendenreichii). Z izolovanych 19 kment streptokoki slo v 11
pripadech o enterokcky (Str. faecalis), v osmi pripadech o viridujici streptokoky
(Str. acidominimus, bovis a equinus). V poctu 14 kment zjidténs difteroidni za-
rodky byly v sedmi pfipadech uréeny jako Cor. bovis, jeden kmen se vlastnostmi
shodoval s Cor. renale, dalsi s Cor. hoagii. Zbyvajicich pét kment se svymi vlast-
nostmi neshodovalo se zidnym znaméjsim korynebakteriem (blizily se Ber-
geyem uvadénym saprofytarnim korynebakteriim). Z Gr.-ty¢inek z celedi Entero-
bacteriaceae, izolovanych v poétu 13 kmenii, byla nejhojnéji zastoupena E. coli
(5 kment) pted E. freundii (2 kmeny), Aerobacter cloacae (2 kmeny), Serratia
(2 kmeny), Alcaligenes faccalis a jednim blize neuréenym, blizicim se vlastnostmi
Klebsiellam. V men$im poétu (6 kmenii) byly zjistény neurcované plisné a
kvasinky nebo saprofytirni sporotvorné zarodky (5 kment) — B. subtilis, B.
cereus var. mycoides a dva blize neuréené.

Je tedy velmi pravdépedobné, 7e i zmény imitujici pfiznaky infekénich za-
nétl endometria (vytok sekretu nejcastéji mukopurulentniho vzhledu apod.) jsou
primarné vyvolany hormonélnimi poruchami. Napadné nizky pocet izolovanych
zaredk by bylo mozno u nékterych ptipadi vysvétlit zvysenou odolnosti sliz-
nic genitdlu vaci infekei podminénou estrogeny.

Je poukazino na vyuziti poznatkl v praxi — dopliiovani hormonalntho ose-
tfeni cystozni degenerace Graalovych folikuli Ickdlnim oSetfenim uteru antibio-
tiky je indikcvamo jen pri pozitivnim bakteriologickém nalezu. I pfi endometriti-
dach provazejicich cystozni degeneraci Graafovych folikuld ma byt lécba nami-
fena proti primarni, tj. hormonalni poruse.
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K Bonpocy cOOTHOWIEHMA MeKAy O0aKrepuajbHOH (DJIOPOil B MOJOBLIX OpPraHax
M KMCTO3Hoi1 aereHepaunuen doanukyn Ipacda y kpynnoro poraroro cKora

B paGore oueHMBAIOTCA 1 00CYIKIAIOTCA pPE3yJabTaTbl KJIMHMUYECKOro IaToJIoro-
AHATOMMYECKOTO ¥ OAKTEPHOJIOTMYCCKOTO HCCae0BaHMaA 68 ciydaeB KMCTO3HON JlereHe-
pamin choanuryn Tpadpa y KpyvoHoro poratoro ckora. ITopaxanaucs — 1npu HaIMyYuyu
M3BECTHBIX MPHU3HAKOB — YAaIll¢ BCEro KMBOTHLIC B XOPOIIEM COCTOAHI YIIMTAHHOCTH,
C BBICOKO# MPOAYKTUBHOCTLIO, B Bo3pacrte 4—8 ser (52 1) B TeyeHue NEPBBIX MECALECB
1ocJie poioB, @ MMEHHO, TVIaBHBLIM 00pPa3oM B 31MHME MM BeCeHHHe Mecailbl (72 7).

led 63KT€DMOJ’IOPH‘!€‘CKOM MCCIeJOBAHNUM CeKpeTa, B3ATOro ¢ BHCUIHMUX BOPOT men-
KM MaTKM 25 KOPOB ¢ HApYIIEHWEM JCATENbHOCTM AMYHMKA HaiaeHo 52 (¢ CTCPUJIBHBIX
npob. IIpu mceneaoBaHuy ceKpera, B3STOrMO BO BHEIUIHMX BOPOTAxX LI2HKM Matrky y 33
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KOpPOB CO 3J0DPOBbIMI I10JI0BBIMY OpraHamu, ObLI0 HaigeHo 48,4 U crepuibHbIX TIPCO
IIpu DaKTEpPHMOJIOTMYEeCKOM MCCJIEeA0BaHMM IMPob cexpera, B3ATOTO M3 MaTKu 43 KOpCB
¢ KMCTO3HOJ1 jereHepanmeit cdonnukyn Fpada, Obwio crepunbubix 60,4 Y. Coxepikanue
KHMCTO3HO JIereHepHpoBanubIX onankya B 36 cayyasax B 94,5 % 6bu10 crepuabHO. 3apo-
NI, H30JIMPOBAHHBIC B OCTAJBLHBIX CJYy4YaAX, MOXKHO ObLLJIO — I1I0CE UX ONpeaeseHUA
— OTHECTH K BMJAM, YacTO BCTPEYAIOUMMCA B KOHEYHBLIX YaCTAX BBLIBOJIHBIX IMOJIOBBIX U
MOYEBBLIX IyTell. B cexpere, B3ATOM BO BHCIUHHX BOPOTAX LIEMKH MAaTKY U B MaTKe, SbLIH
YCTAHOBJEHbI B MaKCHMaJbHOM 4MCJIe MMKPOKOKKH — 21 mrramm (M. candidus, flavus,
epidermidis, criopaauyecky - - M. ureae, luteus n freudenreichii). 113 M30aMpPOBAHHBIX
19 WITAMMOB CTPENTOKOKKOB B 11 ciy4asdX pedb IJIa O 9HTEPOKOKKax (Str. faecalis), B 8
clay4dasx 0 CTPENTOKOKKAaX, OKPalMBAIOUHX IMHTATENbHYI CPeAy B 3eJeHbli user. (Str.
acidominimus, bovis y equinus). B 4ducae 14 mIraMMOB yCTaHOBJICHHbIe AndTeponaHble
3apojbluM B 7 caydasax Oblin onpejenenbl Kak Cor. bovis, nmpuyem OJMH LUTAMM I10
csoyierBam noxoxaua Ha Cor. renale, nanpueitmmin — una Cor. hoagii. OcranbHble NATH
LITAMMOB 10 CBOMM CBOMCTBaM He ITOJIOAMJIM HM HA OJHy M3 U3BCCTHLIX KopuHcbHak:e-
piit (mpudauzkaiamnchb K NpUBOAMMBIM Bepreem canpocutHbIM KopuHebakTepuam). Y3 Gr.
nanoyek cemeicrsa Enterobactericeae, n30JaMpoBaHHbLIX B uuTae 13 miramvosn, cOMiIL-
HEe Becero npeacraBneHa E. colit (5 wrrammon), panee E. freundii, Aerobacter
cloacae (2 wramma), Serratia (2 1wramma), Alcaligenes faecalis 3 OAHUM TOYHO
HE YCTaHOBJEHHBIM, IO cBolicrBaMm npubdiamzkaloumMmesa kK Klebsiellam. B meHbliem Ko-
jadecrse (6 wrramMmMoB) ObLIM HaMJAECHbI TOYHO HEYCTAHOBJIEHHBIE IUIECHEeBbIC IPUdbl M
JAPOx<KeBble rpHOKY min canpouTHbIe Criopoodpasyrlume 3apojabIli (5 TAMMOB) —
B. subtilis, B. cereus var. mycoides i ABa, TOYHEEC He YCTAHOBJICHHbIE.

CﬂGAOBBTCﬂbHQ, BeCbMa BEPOATHO, YTO0 M H3MEHEHMA, MMHTUDPYIHOUIME TIPU3HAKUN
MH(MEKIMOHHBIX BOCMAJEHHI CHU3UCTON ODOJIOUKM MAaTKH (BbIJEJIEHME CeKpeTa dalle
BCETO MYKOIYPYJCHTHOTO BUMJAA M M0J.), MCPBMYHO BBI3bIBAOTCA TOPMOHAJILHBIMM HAPY-
weHnamMH. BecbMa HM3KOe 4YHCJI0 M30JMPOBAHHLIX 3aPOAbILIE)I B HEKOTOPbIX CJaydasax
MO2KHO OblJ10 Obl OOBACHUTD IOBBIILIEHHON yCTOMYMBOCTBIO CAM3UCTBIX 000JI0UEK IOJI0-
BbIX OPraHOB NPOTUB MHMEKLNM, 00yCIOBICHHON 3CTPOTreHaMM.

OCpaujaercs BHMMAHHUE, YTO NIPUMCHEHHe JaHHBIX HA NPAaKTUKE — JAOMOJIHeHUe rop-
MOHAQJIBHOTO MCCJCAOBAHMA KMCTO3HOI JeredHepauuny dosnmukyn Ipada mecTHbIM nc-
CIe0BaHMeM MaTKy aHTHOMOTHKAMM JOIYyCKAaeTcs TOJBLKO IIPKU ITO3UTUBHOM DakTepno-
JIOTMYEeCKOM AuarHose. VI npu 9HAOMETPUTAX, CONPOBOXKAAIOIIMX KHCTO3HYIO JeIeHIipa-
guio gomnukyn I'pada, nedyenue A0JKHO ObITh HANPaBJIEHO MPOTHUE JICPBUYHOND, T €.
ropMOHAJILHONO HapyLIeHMs.

A Contribution to the Question of the Relation of the Bacterial Flora of the Genital
Organs to the Cystic Degeneration of the Graaf’s follicles in Cattle

In this paper the results of clinical, pathological and bacteriological examina-
tions of 68 cases of cystic degeneration of the Graaf’s follicles in cattle are evaluated
and discussed. Affected were with the well known symptoms mostly animals in
good condition and of high utility, in the age of 4—8 years (52 %) during the first
months after delivery, predominantly during the winter or spring months (72 %).

The bacteriological examination of the secrete gained at the orifice of the
collum uteri from 25 cows with the mentioned ovarial dysorders revealed 52 % of
the taken samples as steriles. Of the samples from 33 sound cows 48,4 % were ste-
rile. The bacteriological examination of uterine secrete from 43 cows with cystic
degeneration of the Graaf's follicles revealed 60,4 % sterile samples. The content
of the cystic degencrated follicles was in 94,5 % of the cases sterile. The microorga-

667



nisms isolated from the remaining cases could after their identification be classi-
fied as such usually found in the urinary and genital ways. The secrete from the
collum uteri and uterus contained mostly micrococcei — 21 strains (M. candidus, fla-
vus, epidermidis; sporadically M. ureae, luteus and freudenreichii). Among 19,
strains of streptococci in 11 cases enterococci were present (Str. faecalis), in 8 viri-
dans kinds (Str. acidominimus, bovis and equinus). Among 14 strains of diphtheroid
microorganisms in 7 cases Cor. bovis were present and one strain was identical
with Cor. renale and another with Cor. hoagii. The remaining 5 strains did not cor-
respond with any of the better known corynebacteria (they were similar to the
saprophytic corynebacteria mentioned by Bergey). Among Gr-bacilli of the genus
Enterobacteriaceae were isolated 13 strains, of which 5 could be identified as E, coli,
2 as E. freundii, 2 as Aerobacter cloacae, 2 as Serratia, 1 as Alcaligenes faecalis and
1 exactly non determined with the properties of Klebsiella. Less frequent were
moulds and yeasts (6 strains) or saprophytic sporogenous microorganisms (5 strains
— B. subtilis, B. cereus var. mycoides) and 2 could not be exactly determined.

It is therefore very probable, that the changes imitating the symptoms of endo-
metritis (discharge mostly of mucopurulent character) are primarily due to hor-
monal disorders. The striking small number of isolated microorganisms can be in
some cases explained by the greater resistance of the genital mucosa against infec-
tion due to the action of the oestrogenes.

Discussed is the c¢xploitation for the practice. The hormonal examination of
cystic degeneration of the Graaf's follicles should be combined with a local treat-
ment of the uterus by antibiotics only in cases with positive results of the bacterio-
logical examination. Even in cases of endometritis together with cystic degeneration
of the Graaf's follicles the therapy should be directed against the primary hormonal
disorder.

668



SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 5 (XXXIID VETERINARNI MEDICINA 1960 - CISLO 9

Aktivita sérové transaminazy kyseliny glutamové oxaloctové,
glutamové pyrohroznové a aldolazy pri nékterych
hepatopatiich u koni

AKTMBHOCTL C€PO3HOM TPAHCAMMHA3LI KHCJOT IIIYTAMMHOBOM OKCAJIYKCYCHOM,
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Uvod

Vyuziti novodobych znalosti biochemismu enzymatickych pochodi v prak-
ticks klinické diagnostice vyzvedlo do poptedi nékteré enzymy, které vykazuji
zvlast labilni aktivitu za riiznych patologickych stavii.

Huménni biochemické i klinické laboratofe vénuji v poslednich nékolika le-
tech pfedevsim zvySenou pozornost aktivité aldoldz a zvlasté pak transaminaz,
a to transaminaze kyseliny glutamové oxaloctové — GOT a kyseliny glutamové
pyrohroznové — GPT.

Nejvétsi vyznam jejich vyuziti je zatim pfikladdn hlavné v diagnostice ja-
ternich chorob a patofyziologickych stavii myokardu. Karmen, Wroblew-
ski, La Due (14), La Due, Wroblewski (16), Steinberg,
Ostrow (18), Chinsky, Shmagranoff, Sherry (19), De Ri-
tis, Coltori, Giusti (8). Toto soucasné klinické vyuziti vSak nikterak
neomezuje jejich 3ir$i diagnostické moznosti, coz dokazuji i dalsi prace, sledu-
jici akvitivu transamindz pii ostatnich onemocnénich i v rozliénych organech
a tekutinach té'nich; Cohen, Herkhius (7), Wroblewski, La Due
(24).

U nas se zabyvali problematikou téchto enzymu z klinického hlediska Tur -
sky, Bielik (23), Sevela (19, 20), Bobek a spol. (1).

Od prvniho popisu enzymatické transaminace Braunsteinema Kric-
manovou (2) v roce 1937, byla jeji charakteristika pozdéi popsdna v celé

fadé praci vyse uvedenych autori a z téchto divodi neni zde také opétné roz-
vadéna.
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Praci, zabyvajicich se problematikou sledovani aktivity téchto enzymi u zvi-
fat, neni pfili§ mnoho. Hodnoty normalnich aldoliaz v séru koni (10 —46) uvadi
Bruns (3, 5), transamindz v séru psi Sevela. Na nasich veterinarnich
pracovistich se zabyva moznosti vyuziti téchto vySetfovacich postupi soucasné
né¢kolik laboratori. Normalni hodnoty aktivity transaminaz a aldolaz i nékterych
dalsich enzymt v uréitych tkanich i tekutinich u koni uvadi Slesingr (21),
transamindz u koni se zdravymi jatry Horak, Jicha a Sova (10). Aktivity
transaminaz a aldolaz pri urcitych chorobnych stavech psi vsima si rovnéz
Slesingr (22).

Ve své priaci poddvame nase prvni vysledky, tykajici se hodnot aktivity
transaminaz a aldolaz pfi nékterych hepatopathiich u koni, predevsim pak u hy-
pertrofickych cirhéz, s nimiz jsme se zatim v literatute nesetkali.

Pracovni postup

Zjistovani aktivity transaminazy kyseliny glutamové oxaloctové — GOT
a kyseliny glutamové pyrohroznové — GPT bylo provadéno klasickou metodou
popsanou Reitmanem a Frankelem (17). K vyhodnocovani bylo pouzito
Fulfrichova fotometru. Aktivita aldolizy byla urcovana metodou podle Brun -
sea Pulse (4) na podkladé stanoveni triosofosfatu, vzniklého stépenim fruk-
tozo-1,6-difosfatu, které po prevedeni na hydratony davaji v alkalickém pro-
stredi barevnou reakci, vyuZitelnou ke kolorimetrickému vyhodnocovani (Ho -
fejsia spol, 11). Vysledky aktivity enzymii jsou uvddény v jednotkach jak
je bézné cituje domaci i zahranicni literatura (K. j.).

Sérum bylo ziskdvano z krevnich odbért z vena jugularis a po retrakei a
stazeni uchovavano v lednici. Tim bylo zamezeno kolisdni aktivity jednotlivych
enzymt, kterou uchovdni séra v lednici neovliviiuje ani po dobu dvou tydnu
(Karmen a spol.,, 14).

Krevni vzorky byly odebirdny od koni rtizného stati i pohlavi. Ke stanoveni
normdlnich hodnot od zvifat klinicky zdravych byly vzorky krve odebirany od
koni, pochazejicich z farem statniho plemenarského statku.

Stav aktivity jednotlivych enzymt u nemocnych zvifat byl soucasné srov-
navan s histologickymi nalezy jaternich vzorkd, ziskanych biopsii. Tato Setfeni
méla stejny postup jak byl uveden jiz v predchazejicich pracich (Konrad, 15).
Vysledky histologickych nalezii jsou zachyceny v prislusnych tabulkich u jed-
notlivych pacienta.

Kontrola vysledkii aktivity transaminaz a aldolaz byla ovéfovana v Ustied-
nich laboratorich KUNZ v Ceskych Budéjovicich — primai MUDr. Vyhn4-
nek, kterému také touto cestou dékujeme za laskavé umoznéni uskutec¢néni na-

Sich sledovani a prenechani naro¢néjsich reagencii.

Vysledky a diskuse

Sledovali jsme aktivitu transaminédzy kyseliny glutamové oxaloctové a kyse-
liny glutamové pyrohroznové za soucasného ovérovani aktivity aldolaz u koni.

Hoednoty byly ziskdny celkem od 46 koni, z ¢ehoz v 27 pripadech slo o kli-
nicky zdravé jedince, ve 14 pripadech o koné stizené hypertrofickou cirhézou
v pribéhu zdarské choroby a v péti pripadech o akutni hepatopatie, rizné etio-
logie.
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Dosazené vysledky nam umoznily srovnani hodnot naméfenych jak u zdra-
vych jedinct, tak i pri téchto jednotlivych patologickych stavech jaterntho paren-
chymu.

Nami ziskané vysledky aktivity aldoldzy u klinicky zdravych koni se vcelku
shoduji s hodnotami, které u koni namétil Bruns.

Hodnoty GPT blizi se vysledkiim dosazenym Slesingrem a Tovar-
kem (21), stejné jako vysledkim uvedenych Horakem a spol. (10), tfe-
baze v prvnim pfipadé se pohybuji v praméru nize. Hodnoty GOT jsou sice
podstatné vyssi proti uvedenym autorum (21), nedosahuji vsak takové vyse,
jakou uvadi Horak a spol., ktefi je zaznamenali pouzitim metody podle
Wroblewskiho a spol. (6, 26).

Pti porovnani dosazenych vysledki nasich vlastnich pripadu jsme zazname-
nali podstatné vykyvy v hodnotich transaminazové reakce jak pfi akutnich pro-
cesech jaternich, tak v mensi mire i pfi cirhotickych stavech, coz se shoduje s fa-
dou literarnich udajii z humanni mediciny (1, 8, 13, 14, 23), i s Gdaji Sle-
singerovymi, ktery zjistil vyrazné zvysenou aktivitu, zvlast¢ GPT u psqy,
jimz aplikoval CCl,. Podobnych vysledki s aplikaci chloridu uhlic¢itého u krys
dosahl Friend a spol. (9).

Vys'edky z nasich péti akutnich pripadi hepatopatii vykazuji zvySenou
aktivitu GPT v praméru pétkrat a

v nejvétsi extrémni hodnoté az tii- I. Aktivita transaminaz — GOT — GPT
nactkrat, u GOT v extrémnich hod- a aldolaz u Kklinicky zdravych koni
aotach pouze dvakrat.

Pomérné mensi vykyvy jsme na- & Transamindzy | )
lezli pri hodnoceni aktivity transami- : P e} ARGy
naz u cirhotickych stavii. Shodné s li- SOT | e ‘
terarnimi adaji (1, 13, 14, 25) se | _
také v naSich pripadech zvy$ovala ,1, 22 ‘ 18 gg

> s - S . o7 2 5
aktivita GOT (v praméru o 11,8 %), 3 50 | 4 20
satimco GPT si udrzovaly témér sta- 4 54 | 4 20
bilni hodnoty v mezich normala, 5 60 | 4 22
v pruméru pak byly zcela nepatrné 2 217; I g fg
snizeny (2,1 j.). Tyto nalezy potvr- 8 50 4 17
zuji 1 nazory o vztahu aktivity GOT 9 60 4 18
k protrahovanym chorobnym afekcim. 10 54 2 18
Slesingr (22) zaznamenal u koni 11 54 2 23
2 o 5 s q 12 50 4 19
zvysenou aktivitu GOT i po aplikaci 13 57 2 17
CCi, a jen nepatrné zvyseni aktivity 14 60 6 22
GPT. 15 54 6 19

Pozitivni  reakei  aldoldzovou i?, 22 2 gg
zjistili jsme rovnéz pfi ndmi sledo- 18 60 6 20
vanych akutnich procesech jaternich 19 60 4 28
az do 42 9% v priméru proti nasim g_(l) 28 18 s
normalim, zatimco u jaternich fibroz 2 68 6 ig
aktivita aldolazy znac¢né klesala 23 66 4 39
(— 14 j.). Horejsi (12) mepova- 24 | 66 6 | 32
zuje aldoldzovy test za specificky pro 25 74 4 f 37
infekéni hepatitidu u lidi, nebof po- gf’/ gg g l g
zitivni vysledky dava i chronickd he-

AR Pramér 503 | 4,9 ’ 26,5

Kromé vysledkiit Slesingro-
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II. Aktivita transaminaz — GOT — GPT a aldolaz pri hypertrofickych cirhozach jater

| ; 5 | |
| : | . .
o} p- . I‘ransalrrln?iyﬁ ‘ Aldolazy ’ Hls[o};)gxcky
Gor | GPT | | s
| |
1 1 46 4 ‘ 8 |
2 52 2 [ 7
3 60 2 : 11 ‘
4 57 6 , 11 |
5 68 4 11 ‘ Fibrosis hepatis
6 89 2 22 | zdarkového
7 62 2 7 | typu
8 92 2 21 l
9 80 2 10 !
10 57 2 7 |
11 - 11 I
12 - 10 |
13 13 w
14 , 23
Primér 66,3 ‘ 2,8 12,5

ITII. Aktivita transaminaz — GOT - GDPT a aldolaz pii akutnich procesech jaternich

Transaminazy ! .
C. p. e = Aldolazy Histologicky nalez
GOT GPT
1 \ 122 , 21 r -~ enzooticka hepatitis
‘ ‘\ s centroacinozni nekro-
l bidzou
2 80 6 34 subakutni enzoot.
hepatitis

3 80 10 43 enzoot. hepatitis

4 104 14 12 enzoot. hepatitis

5 86 68 1 62 KL n.: ikrerus gravis

Prumér 94 23,8 37,8

vy ch (22) nemuzeme blize konfrontovat vychylky, pokud jde o zjisténé hodnoty
u koni zdravych a u koni s patologickymi stavy jaternimi, nebof jsme v do-
stupné literatufe nenasli udaje, které by si viimaly této problematiky vzhledem
k patologii jater u koni.

Ziskané vysledky aktivit transamindz i aldoliz u klinicky zdravych koni
a u koni stizenych nékterymi hepatopatiemi a jejich vzajemné, i kdyz zatim jen
orientaéni srovnini, mluvi shodné se Slesingrem pro jejich zavedeni a
dalsi propracovani i ve veterinarni klinicko-laberatorni diagnostice, zvlasté v pato-
logii jater u domacich zvifat.
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Jejich vyznam bude zvlast dalezity pti sledovani d ynamiky patologic-
kého stavu jaterniho parenchymu a vzhledem ke stabilité jejich aktivit, i pro od-
kryvani initidlnich stadii, podobné jako je tomu v huménni diagnostice a pro-
gnostice.

Dosavadni rozdilnost v hodnotach zvirat jak zdravych jedincd, tak i u pa-
tologickych ptipadi vyzaduje zavedeni jednotného postupu a hodnoceni, aby
vysledky mohly byt objektivné vyhodnocovatelny nejen na prislusném pracovisti,
ale dobte reprodukovatelny a srovnatelny i s vysledky dalSich veterinarnich pra-
covist. Vzhledem k pomérné nizkym hodnotdim GOT u koni rozpracovavame re-
akci s postupnym fedénim séra.

Podstatnou dilezitost ve veterinirni mediciné hraje doba trvani chorobného
procesu, kterd velmi ¢asto neni presné znama, coz se také znaéné projevi na akti-
vité téchto enzymii a tim i tézkosti konfrontovani jednotlivych vysledki, tfebaze
u stejnych diagnoz, avsak v jejich rtzném dynamickém sledu.

Dosavadni zku$enosti vyzaduji sledovani téchto enzymatickych testli ptede-
viim z hlediska dynamické diagnostiky a prognostiky za soudasnych presnych
nalezt klinickych a podle moznosti i dalSich nalezi laboratornich, zvlasté adaja
histopatologickych.

Souhrn

Byla sledovana aktivita transamindzy kyseliny glutamové oxaloctové —
GOT, kyseliny glutamové pyrohroznové — GPT za soucasného ovéfeni aldola-
zového testu celkem u 46 koni.

Naméiené hladiny tykaly se 27 klinicky zdravych jedinctd, péti prfipadi
akutnich hepatopathii rtizné etiologie a ¢trnacti pripadi hypertrofickych cirhoz
v pribéhu zdarské choroby.

Jsou uvadény srovnavaci vysledky mezi zjisténymi normalnimi hodnotami
zdravych koni a vysledky ziskanymi pti akutnich afekcich a fibrézach jater.

V ¢lanku se diskutuje o vyznamu zavadéni téchto vySetifovacich postupid
do veterinarni diagnostiky, zvlasté pokud jde o sledovani dynamiky procesu a
dtilezitost zavedeni jednotného vysetfrovaciho postupu a hodnoceni.
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AKTHUBHOCTH C€PO3HOM TPaHCAMMHA3BI KHCJIOT IVIYTAMMHOBOM OKCAaJYKCYCHOM,
rJ1yTAaMMHOBOJI NMPOBUHOrPAAHOM M AJIbLA0JA3bI IPH HEKOTOPLIX renaTonaTusax
y Jomajnemi

M3zyyanacp aKTHMBHOCTbL TPAHCAMMHa3bl INIyTAMMHOBOM OKCAJNyKCYCHOJ KMUCJIOThI
TOK, rayTaMyMHOBOI MUPOBMHOTPAJAHOM KMC0ThI —— I'IIK npy oAHOBPEMEHHOHI NPOBEpKe
aJbBA0JAa3HOTO TECTAa BCero y 46 Jomanes.

3aMepeHHbIe YPOBHU OTHOCUIUCH K 27 KJIUHHYECKM 3J0POBBIM 0OCO0AM, B MATU
caydasgXx K 0co0AM € ocTPbIM 3a00JIeBAHMEM rernaTonaTmeii pa3Hon 3THOJOTUY U B YeThIp-
HajauaTy cjay4daax ¢ runepTpoUUecKuM LUPPO30M B ITPOLECCe KAAPCKON GOJIe3HM.

IIpuBOAATCA Pe3yJibTaThbl CPABHEHMA MEXKJy YCTAHOBJIEGHHBLIMH HOPMaJLHLIMU Be-
JIMYUMHAMHI Y 3J0POBLIX JiolUajeji ¥ pe3yJbTaTaMM, IOJYYEHHbIMK P:{ OCTPBIX addekr-
uuax u cpubpozax mneveHu.

IIpUBOAATCA AMCKYCCHH TI0 BONPOCY 3HA4YEHHA BBEAEHMS ITUX NPHEMOB MCCICHO-
BAHUS B BETCPMHAPHYIO AMATHOCTMKY, 0COGEHHO MOCKONBKY peub ujierT 00 M3ydenum am-
HaMUKM TIpolLecca M BazKHOCTYM BHEJPCHMA €AMHOr0O IpHeMa HCCICAOBAHMA M OLICHKMU.

Die Aktivitit der Transaminase der Glutam-Oxalessigsiure, der Glutam-Pyrotrau-
bensiure und der Aldolase im Serum bei einigen Hepatopathien der Pferde

Verfolgt wurde die Aktivitit der Transaminase der Glutam-Oxalessigsaure
(GOT) und der Glutam-Pyrotraubensiure (CPT) bei gleichzeitiger Priifung des Al-
dolasetests insgesamt bei 46 Pferden.

Die ermittelten Werte betrafen 27 klinisch gesunde Tiere, 5 Fille von akuten
Hepatopathien verschiedener Atiologic und 14 Fille von hypertrophischen Zirrhosen
im Verlaufe der Zdarer Krankheit.

Es werden die vergleichenden Ergebnisse der Befunde bei gesunden Tieren
und der bei akuten Affektionen und bei fibrésen Leberaffektionen ermittelten Werte
angefiihrt.

Besprochen wird die Bedeutung einer Einfuhrung dieser Untersuchungsmetho-
den in die Veterinardiagnostik, insbesondere bei Verfolgung der Dynamik des Pro-
zesses, und die Notwendigkeit eines einheitlichen Untersuchungsvorgangs und einer
einheitlichen Bewertung.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 5 (XXXIID) VETERINARNI MEDICINA 1960 - CISLO 9

Pouziti perlového testu v diagnostice Bacillus anthracis

IIpMMeHeHHe KEeMUYIKHOr0 TeCTa B AMArHOCTMKE CHOMPCKON A3BBI
( Bacillus anthracis)'

Anwendung des Perltests in der Diagnostik des Bacillus anthracis

Vladimir PLEVA, Richard HARNACH a Ernest MESAROS
Vyzkumny ustav veterindrni, oddéleni mikrobiologie a virologie v Brné, CSAZV, Brno,
vedouct oddéleni prof. dr. R. Harnach, doktor veterindrnich véd

Doslo dne 22, VIL. 1959

Uvod

Pri praci (Harnach, Mesiaros, Pleva, 1959), ve které jsme zkou-
Seli citlivost 66 kmenu B. anthracis vici penicilinu, jsme zjistili nékteré kmeny
s dosti zna¢nou resistenci.

Gustafson a Svehag (1956) popisuji ptripad, kdy ze 44 kmenu
B. anthracis 43 vykazovalo citlivost vici penicilinu v rozmezi 0,01 —01 jedno-
tek/ml ptdy, pfi ¢emZ u nich diagnosticky ,perlovy test” vyznél kladné, zatimco
jeden kmen, ktery byl viéi penicilinu méné citlivy, a to v rozsahu 4 az 12 m. j./
ml, nevytvotil typické morfologické zmény ,3iliry perel” v ziadné koncentraci
penicilinu. ,Perlovy test” ( Perlschnurtest) zavedli do diagnostiky anthraxu Jen -
sena Kleemeyer (1953). Test spociva v tom, Ze anthraxové bacily vytva-
feji v pidach s nizkym obsahem penicilinu (nejlépe 0,05 m. j./ml) fetézce
podobné $niram perel. Kmeny antrakoidnich bacili nejsou citlivé k penicilinu
a nevytvareji perlové zmény. Podle Weidenmiillera (1956), ktery zkou-
sel rtzné metody pro diagnostiku anthraxu, je k diagnostice nejvhodnéjsi praveé
Jperlovy test®.

Jensen a Kleemeyer (1953) provedli pro diferencidlni diagnostiku
11 zkousek u Bacila anthracis (50 kmen) a aerobnich sporotvornych bacila
(43 kmenta). Pouzili tyto zkousky:

tvar kolonii na agaru, rust v Zzelating,

tvar jednotlivych bacili a jejich hemolyzu na krevnim agaru,
uspofadani, fermentaci dextrézy a sacharodzy,

barveni podle Grama, patogenitp pro mysi a morde,

pohyblivost, termoprecipitaéni Ascoliho reakei,

rast v bujonu, perlovy test.

Tito autofi zjistili, ze pro diferencialni diagnostiku Bac. anthracis a ostatnich
aerobnich sporotvornych bacilii jsou jen dvé vlastnosti dostate¢né odlisné u obou
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skupin a nepfekryvaji se. Je to zpisob ristu v zelatiné a tvoteni perel po ptiso-
beni penicilinu. Autofi uvadéji, ze jeden kmen Bac. anthracis, nezahrnuty do
téchto pokusii (mutanta apatogenni, atypicka a nepohybliva), netvoril typické
penicilinové zmény.

Diferencianli diagnostikou Bac. anthracis se podrobné zabyval Seidel
(1954 az 1958), ktery zavérem pro dnesni moznosti diagnostiky doporucuje
pii vySetfovani materialu provadét tyto zkousky: barveni mikroskopickych pre-
parati (Gram, Giemsa), pokus na zvifreti (ockovini dvou mysi), sérologické vy-
setfeni (Ascoli), kultivaci na 5% krevnim agaru, 2% MPA a MP bujon, od-
barvovani prontosilu, fagovy test, zloutkovou plotnu, pohyblivost zkousenou na
0,75% agaru na plotné a v U-rourkach s 0,2Y% agarem, penicilinovou plotnu
10 m. j./ml a ,perlovy test”. K pouziti ,perlového testu” poznamenivi, ze je
to metodika nebezpecna a mimo to, ze jak u plotny s 10 m. j. penicilinu/ml, tak
i u ,perlového testu” je moznost vyskytu penicilino-rezistentnich kmenii, coz jsou
zatim jen ojedinélé pripady, je vsak mozné, ze to v budoucnu bude castési.

Ivanovics a Foldes (1958) popisuji obtize pti diferencialni dia-
gnostice B. anthracis a B. cereus a dochazeji k zavéru, ze bunétna moriologie,
tvar kolonii, pohyblivost a virulence nedostacuji pro diferenciaci. Pro rozliseni
jsou podle nich nejvhodnéjsi zkousky tii vlastnosti, a to produkce fosfatazy, spe-
cifické fazové receptory a citlivost k penicilinu. B. cereus ma silné vyvinuty fosta-
tazovy systém (enzymy §tépici lecithin), tvori hemolyzu a vykazuje penicilinizo-
vou aktivitu, coz umoznuje diferencialni diagnostiku proti B. anthracis. Diagnozu
dile podporuji specifické fagové receptory u Bac. anthragis, které chybeji B. ce-
reus.

Niznansky (1958) doporucuje pro diagnostiku anthraxu preparat
(Gram, Giemsa), Ascoliho reakci, posouzeni rustu na agaru, v bujonu a v Zela-
tiné a test podle Kujumgiefa (odbarvovini prontosilu). Doporu¢uje v nasich labo-
ratorich provéfit Jensen-Kleemeyeruv test.

Proto nas zajimalo, jak se budou chovat v , perlovém testu” kmeny B. anthra-
cis nasi sbirky, z nichz nékteré jsou resistentnéjsi vaéi penicilinu (Harnach,
Mesaros, Pleva, 1958), nez jak uvadi Gustafson a Svehag (1956).
Soucasné jsme si vzali za kol porovnat nékteré dalsi doporucované diagnostické
zkousky.

Material

Ke zkouskdm jsme pouzili 67 kment Bac. anthracis, zachycenych v diagnostic-
kych tstavech (SVVU) v nasi republice, odkud nam byly doddny. Kmeny jsme
uchovavali ve zkumavkach na $ikmych agarech. Kmeny sporogennich aerobnich
bacilii v poétu 49 byly izoloviny ze sena, prachu, pudy, z krmivovych smési, ko-
feni, uzenin a marinovanych ryb.

Metodika

Provedeni ,,perlového testu*
Pro zkou$eni metodiky byly ptipravoviny 24hodinové kultury na krevnim
agaru. Tyto byly ockovany do MP bujonu a tri hodiny inkuboviny. Pro test
byly 24 hodin pfedem pripraveny tti agarové plotny, jedna bez penicilinu, druha
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s obsahem 0,05 m. j./procain penicilinu G a tfeti s 0,5 j. penicilinu na
1 ml pidy. Na sterilni podlozni skla byla pak kladena kolecka vyfezana sterilnim
korkovym vrtem z vyse popsanych ploten bez penicilinu, s 0,05 a 0,5 m. j. pro-
cain penicilinu na 1 ml. Kolecka agaru byla octkovana tfihodinovou bujonovou
kulturou a podiozni skla byla viozena do sterilnich Petriho misek a inkubovédna
v termostatu t¥i hodiny pti 37° C. Pak bylo mikroskopovano pomoci fazového kon-
trastu s objektivy 10X, 20X a 40X za pouziti okularu 10><.

Protoze pti predbézné zkousce (s pouzitim plivodni metodiky) vyznél test
u nékterych kmena nepresvédcivé, snad vlivem tenké vrstvy agaru a vysychani,
rozhodli jsme se provést test na vyssich vrstvach agaru, asi 2 az 3 mm, ptfimo
v Petriho miskach. Provedeni testu v miskach: agar se vyléva na tfi Petriho misky
(bez penicilinu, s 0,05 m. j./ml a 0,5 m. j./ml). Tuzkou se plotna rozdéli na
dné na osm kruhovych vyse¢i, zaznamenavaji se ¢isla kmeni a krouzkem se
ozna¢i misto pro naneseni bujonu klickou. Po o¢kovani nechavame plotny asi
10 minut zaschnout a pak se inkubuji dnem (agarem) vzhliru v termostatu t¥i
hodiny pti 37° C. Mikroskopovani bylo provadéno na nezakrytych koloniich po
odklopeni vicka, s objektivy 10X, 20X a pripadné po prikryti krycim sklem
objektivy 40X a imersi. Dobré moznosti posouzeni skytalo i prohlizeni ristu na
uzavrenych Petriho miskach, pti polozeni dnem (agarem) vzhiru na stolek mikro-
skopu. Rozlisitelnost pti okuliaru 10X je jiz dobfe moznd a pro detailni prohléd-
nuit pouzijeme objektiv 20X, PFi tomto zplisobu je nutno misto fdzového zati-
zeni se spokojit s dpravou osvétleni zatazenim clonky svételného zdroje a snize-
nim kondenzoru, pripadné tpravou numerické apertury kondenzoru prstencem
u Lumipanu.

Pro diagnostiku antrakoidnich kmenid byly pouzity zkousky podle Ber-
geye (1957): kultivace na glukozovém agaru, s nasledujicim barvenim Gra-
mem, méfeni priméru tycinek, tvorba kyseliny v pidé s manitem a amoniakal-
nimi solemi, rist na sojovém agaru, rist v bujonu se 7% NaCl, rist v gluko-
zovém-bujonu anaerobné, tvorba plynu v bujonu s NO.,.

Z doporucovanych metod (viz literarni ivod) pro diferencialni diagnostiku
bylo pouzito zkousek, které daly vysledky, jak je uvadéno v tabulce:
1. posouzeni 24- a 48hodinovych kultur na agaru,
. mikroskopicky preparat z agaru, barveny Gramem,
. rast v bujonu,
mikroskopicky preparat z bujonu, barveny Gramem,
hemolyza na krevnim agaru,

pohyblivost a) zkousena v U-rourkich s 0,2% agarem,
b) na plotnach s 0,75% agarem,

. rast v Zelatiné (vpich),

zloutkova plotna — tvorba precipita¢nich zén,
odbarvovani prontosilu (Kujumgieftv test),

10. pokus na zviteti a kultivace ze sleziny uhynulé mysky,
11. Ascoliho reakce,

12. rast pfi 10 m. j. penicilinu/ml,

13. perlovy test.

SO I RN

© N

Jako vychozi material pro vSechny uvedené zkousky byly pouZiviny kmeny
erstvé vycckované na krevni agar po 24 hodinach inkubaci pti 37° C.
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Vysledky
A. Vlastnosti antrakoidnich kmenu

Vsech 40 zkouSenych kmeni antrakoidnich bacili roste dobre na MP i glu-
kézovém agaru, kde vytvateji spory. Jejich cytoplazma se po Gramové barveni
jevi vakuolizovana. Viechny kmeny jsou grampozitivni a primér tyc¢inek je vétsi
nez 09 u. V pudé s fosforecnanem amonnym jako zdrojem dusiku nevytva-
feji kyselinu z manitolu. Redukuji dusi¢nany s vyjimkou jednoho kmene. Kmeny
rostou dobre v glukézovém bujénu za anerobnich podminek, pficemz 37 kment
vytvaii ziakal, pozdéji se znaénym sedimentem, zatimco tii kmeny ponechévaji
bujén ¢iry za tvorby znac¢ného sedimentu. Na séjovém agaru neroste pét kmeni,
10 kmenu roste velmi slabé, sedm kment slabé a 18 kmenu roste dobfe. Kmeny
rostou v bujonu se 7% soli (viz tabulku I).

Podle biochemickych a kulturalnich vlasnosti téchto 40 kmenti antrakoid-
nich bacili jde prevazné o B. cereus.

B. Metody pro diferenciialni diagnostiku

1. Pri posuzovani kolonii na agaru bylo z 67 kmenti B. anthracis nalezeno
31, které vytvarely meduzovité vybézky z okrajii kolonie; 13 kmend mélo okraje
kolonie zoubkované a 23 kmeni okraje hladké. U anthrakoidnich kmenid vytva-
felo 23 kment kolonie s okraji meduzovitymi, 11 kmenii se zoubkovanym okra-
jem a Sest kment s hladkym okrajem. Byla zde u mnoha kmen morfologicka po-
dobnost s Bac. anthracis.

2. Preparat z kolonii vyrostlych na agaru md typicky obraz retizkovitého
usporadani bacili antrakovych i antrakoidnich. Podle Grama se barvi pozitivné
kmeny obou skupin.

3. Bujon s naockovanymi kmeny antrakovymi byl ¢iry a 66 kment vy-
tvatelo typicky vatovity sediment. Pouze u jednoho kmene byl vatovity sediment
méné typicky vyvinut (hrudky). Viech 40 zkouSenych antrakoidnich kment vy-
tvarelo silny zdkal v bujonu.

4. Preparat z bujonovych kultur antrakovych i antrakoidnich kmeni ukazo-
val retizkovité uspotadani bacili.

I. Vlastnosti zkou$enych antrakoidnich kment

Kolonie na MP agaru: okraj meduzovity . . . . . . 23 kmenu
okraj zoubkovany . . ¢ © : IX 54
okraj hladky . . . & ® . 6 58
glukoézovy agar: rust stejiny nebo lepsi nez na
MP agaru . . . . . . . . 4 i
sojovy agar: neroste ¢ = % ®m s ® & w 9 5
velmi slabé roste . . . . . . 10
slabé roste N T | i
dobre roste s s s % w w a I8 -
glukézovy bujon roste R N S " IR |
(anaerobné) z toho zakal . . . . 37 kmenu
bujon c¢iry + sediment . 3 kmeny
kyselina z manitolu: negativni . . . . . . . . 40
redukce NOs: pozitivni, s plynem . . . . . 39
negativni . . . . . . . . 1

rust v bujonu
se 7% NaCl: pozitivni . . . . . . . . 40
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B. anthracis ze 67 Antrakoidni ze 40
kmen: kmenu:
L. okraje Kkolonie meduzovity 31 meduzovity 23
na agaru: zoubkovany 13 zoubkovany 11
hladky 23  hladky 6
2. preparat z kolonie: retizkovy rust 67 Tetizkovy rust 40
3. rust v bujonu: bujon ¢iry — zakal 40
vatovity sediment 66
slabéji vatovity 1
4. preparat z bujonu: retizkovy rust 67 retizkovy rust 40
5. hemolyza: negativni 67  pozitivni 40
6. pohyblivost:
U-rourky negativni 67  pozitivni 40
agar 0,75 % negativni 67 pozitivni 40
7. typicky rust typicky zkapalnilo
v zelatine: stromeckovity 67  Zelatlinu 40
za hod.
8. aktivita lecitinazy: krémovy 24 —_ 24 40
precipitat 48 1
v okoli 72 3
Kkolonie
9. odbarvovani za 1 den — za 1l den 3
prontosilu: za 2 dny — za 2 dny : 19
za 3 dny — za 3 dny 11
za 4 dny — za 4 dny 1
za 5 dni 1 za 5 dni 3
za 6 dni 9 za 6 dni —_
za 7 dni 16 za 7 dni _
za 8 dni 11 za 8 dni —
za 9 dni 8 za 9 dni cast odb. 3
za 9 dni neodbarv. 17
¢astecne 5
10. pokus na zvireti za 1 den uhynuly obé 45 za 1 den uhynuly obé 6
(2 mysi): za 1 den uhynula 1 za 1 den uhynula 1
za 2 dny uhynula druha 14 za 2 dny uhynula druha 1
za 2 dny uhynuly obeé 5 za 1 den uhynula jedna
za 2 dny uhynula 1 druha zije 10
ziva 1 za 2 dny uhynula jedna
po dvou dnech obé druha zije 1
zivé (utraceny) 2
11. Ascoliho reakce: pozitivni
(sérum ¢s.) 67
12. Rast pri 10 j. negativni 52  pozitivni 40
penicilinu ml: pozitivni 15
13. perlovy test: pozitivni 67 negativni 40

II. Prehled diferencialnich zkousek

(uplné beze zmén
zdureni tyc¢inek 3).

31,

5. Rist na krevnim agaru byl u antrakovych kment po 24 az 48 hodinach
inkubace bez hemolyzy, teprve po nékolika dnech pii ulozeni v lednici vytvarelo
10 kmenu viridaci. Viech 40 antrakoidnich kment vytvarelo jiz béhem nékolika
hodin hemolyzu, ktera byla po 24 hodinach ztetelna jako jasna zona.

6. Zkouska na pchyblivost u antrakovych kment vyznéla negativné jak pfi
kultivaci na 0,75% agarové plotné (obrazek 1), tak i v U-rourkach s 02% aga-
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rem, kde byl rast jen v misté¢ vpichu. U antrakoidnich kmeni byla zkouska
na pohyblivost pozitivni v obou testech (obrazck 2).

7. Pti provedeni vpichu do Zelatiny viechny antrakové kmeny vytvarely ty-
picky rast ve tvaru obricené jedle bez zkapalnéni, zatimco u vsech kmenii antra-
koidnich doslo ke zkapalnéni Zelatiny.

8. K néapadnému rozliSeni kment Bac. anthracis a antrakoidnich do$lo pti
kultivaci na Zloutkovy agar. Velmi vyrazna precipita¢ni zona krémové barvy
v okoli kolonie byla zptsobena lecithindsou antrakoidnich bacilt jiz za 24 hodin
(obrazek 3), zatimco u jediného antraxového kmene byla tzka zona za 48 hodin
a u 15 kment az za 72 hodin (obrazek 4).

9. K odbarvovani prontosilu (viz tabulku II) doslo u prvniho antrakového
kmene az paty den, Sesty den odbarvilo protosil devét kment, sedmy den 16 (tj.
maximum ), osmy den 11, devaty den osm, pii ¢emz devity den zistal prontosil
neodbarven u 17 kmend a u péti bylo odbarveni ¢asteéné (oranzova barva.)

Mnohem rychleji probéhlo odbarveni u vétiiny antrakoidnich kment, a to
pity den odbarvilo prontosil pIné jiz 37 kmenii (ze 40). Zaéitek odbarvovani
nastava jiz za 24 hodin, kdy byly odbarveny bujony u tfi kmeni, maximum od-
barvovani je za dva dny (19 kment), tfeti den odbarvilo bujon 11 kment, ¢tvrty
den jeden kmen a paty den tfi kmeny. Tti zbyvajici kmeny vykazovaly devaty den
¢asteéné odbarveni.

10. Pti zkouSce patogenity z ockovanych dvou mysi uhynuly u antrakovych
45 kmenti obé my3i za jeden den, u 14 kmenii uhynula za jeden den jedna mys
a druhy den druha mys$, u péti kmenti za dva dny uhynuly ob¢ mysi, u jednoho
kmene za dva dny jedna my$ uhynula a jedna zistala ziva. U dvou kmeni po
dvou dnech zistaly obé mysi zivé (byly usmrceny za priznakii onemocnéni). Ze
vsech mysi byl po provedens pitvé a kultivaci ze sleziny zachycen B. anthracis.

U antrakoidnich kmenu:

za 1 den uhynuly ob& mysi u Sesti kmen,

za 1 den uhynula jedna my$s a druhy den druha u jednoho kmene,

za 1 den uhynula jedna mys, druha zistala ziva u 10 kmenq,

za 2 dny uhynula jedna mys. druha ztstala ziva u jednoho kmene.

11. Termoprecipitaéni Ascoliho reakce vyznéla u viech 67 kment kladné
pii pouziti séra &s. vyroby. U zkouSeného ¢inského séra byly vedle 65 pozitivnich
vysledk dva dubiozni. Némecké sérum bylo zkouseno jen u 44 kmenu, davalo
pozitivni vysledky u 38, dubidzni u ¢étyf a negativni u dvou.

12. Rust na 10 jednotkach penicilinu na 7 m! pady byl pozitivni u 14 kmenu
Bac. antracis. U antrakoidnich kment byl pozitivni rist u vsech 40 kmeni.

13. ,Perlovy test”

Pfi prohlizeni ma Petriho misce se perly vytvorené v retizeich bacilu jevi ve
fazovém konirastu jako svitici kulicky (stejné jako spory v nativnich prepara-
tech bacilli), jcnZe proti témto maji vétsi primér a vydouvaji znaéné télo mikroba.
P¥i posouzeni perlového testu vénujeme nejprve pozornost kontrolnim kultiva-
cim (na MP agaru bez penicilinu). Zde viech 67 zkou$enych kment rostlo ty-
picky, tj. vytvarelo delsi fetézce obvyklého tvaru a uspotddani (obrazek 5). Na
ptdach s prisadou s 0,05 a 0.5 m. j. penicilinu/ml vytvotilo viech 67 kment per-
lovité zmény pozorovatelné zcela zretelné. Pfi tom na agaru s 0,05 m. j./ml
jeden kmen vytvarel perly drobn# a u sedmi kment byly perly fidce rozlozené.
Na koncentraci 0.5 m. j./ml (obriazek 6) 11 kmenu vytvarelo perly ridce a
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Obr. 1. Negativni vysledek zkousky pohyblivosti kultivaci na 0.75 o o agarové plotné;
rust v misté ockovani. Ukdazka dvou typu rastu: a) kmen A 11, b) kmen A 53.

Obr. 2. Pohyblivé antrakoidni kmeny se rychle rozrustaji z mista ockovani na 075 o o
agarove plotné. (Stejné zvétSeni, jako u obr. 1 a, b))



Obr. 3. Charakteristicka

zona precipitatu na

zloutkovém agaru v oko-

I rastu u ¢ty naocko-

vanych antrakoidnich
kmenu.

Obr. 4. Rust kmenu B.

anthracis na zloutkovém

agaru bez tvorby Siroké

precipita¢ni zony. (Srov-
nej s obr. 3).
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Obr. 5. Rast B. anthracis (kmen A 33) na agaru bez penicilinu. Fazovy kontre

1 : 120, negativ : positiv

12X, zvétSeni negativu =

20X, okular Fo

jektiv



Obr. 6. Vytvoreni perel pri rastu B. anthracis na pudé s obsahem 0.5 jednotek peni-
cilinu ml. (Zveétseni stejné, jako na obr. 5.



12 kmena mélo perly fidce rozlozené a slabéji vyvinuté. Test vSak vyznél zcela
piesvédcivé a morfologické zmény proti ristu na kontrolnim agaru byly velmi
znac¢né (srovnej obrazky 5 a 6).

Srovname-li s témito vysledky pozorovani rust antrakoidnich kment vidime
velmi ndpadny rozdil. Perlovy test vyznél u vsech 40 zkouSenych kmenti nega-
tivné. Pti tom 37 kment rostlo na obou koncentracich penicilinu zcela beze
zmén a typicky jako na kontrolnim agaru bez penicilinu. U jednoho kmene zdu-
tovaly néckteré tycinky v koncentraci 0,5 m. j. penicilinu/ml, takze mély mirné
kyjovity tvar, u dvou kmend byly tyto zmény na obou koncentracich penicilinu.
V zadném pripadé vsak nelze zaménit toto zdufeni s vytvorenymi kulickovymi
perlami antrakovych kmena.

Diskuse

K icdnotiV)'rm uzitym metoddm (1. az 13., viz str. 677) poznamenivame:
Ad. 1,2 a 4:

V souhlase s Jensenem a Kleemeyerem ,(1953) a Ivano-
vicsem a Foldesem (1958) konstatujeme, ze pouhé posouzeni morfologie
tycinek a tvaru kolonii nedostacuje pro diferenciaci B. anthracis od antrakoidnich
kmenti.

Ad. 3:

Jensen a Kleemeyer (1953) uvadéji typicky rtst v bujonu u 48
kment, zatimco dva kmeny vytvareny zakal, a to shodné jako kmeny antrakoidni.
V naiem pfipadé byl rist v bujonu u antrakovych kment typicky a nedovoloval
zaménu s antrakoidnimi.

Ad 5:

Padesat antrakovych kment zkouSenych Jensenema Kleemeyerem
(1953) netvorilo hemolyzu na krevnim agaru po 24 hodindch a stejné tak se
v jejich pokusech chovalo sedm antrakoidnich kment. Ostatnich 36 antrakoidnich
hemolyzovalo. V nasich zkouskach rostly téz vsechny antrakové kmeny bez hemo-
lyz. Antrakoidni kmeny pro nase pokusy byly izolovany jiz jako hemolyzujici
z kultivaci na krevnich agarech.

Ad. 6:

Negativmi zkousky pohyblivosti atrakovych a pozitivni vysledky kultivaci
antrakoidnich kmeni jevily se podle nasich pokust jako vhodné pro diferen-
cia'ni diagnostiku. Jensen a Kleemeyer (1953) pak ve své praci uva-
déji vedle 50 nepohyblivych kmenii antraxu téz 10 nepohyblivych atrakoidnich
kment (vedle 33 pohyblivjch). Pfes to viak muzeme z toho vyvodit, Zze proka-
bana pohyblivost miize prispivati ke sniZeni nejistoty, pfipadné podezteni pti di-
ferencialni diagnostice.

Ad. 7:

Diferencialné diagnosticky je vyznamny typicky rtast Bac. antracis v Zzela-
tiné a zkapaliiovani zelatiny antrakoidnimi kmeny. Tato zkouska je podle mi-
néni Jensena a Kleemeyera (1953) mimo perlovy test jedinou dalsi
spolehlivou zkouskou, u které nedochazi k prekryvani vysledku.

Ad. 8:

V nagich pokusech se pro diferencidlni diagnostiku velmi osvédéila Zzlout-
kova plotna, jak ji doporucdil Seidel, shodné s konstatovinim Ivanovicse
a Foldese (1958), Ze enzymy 3tépici lecithin vyznacuji kmeny B. cereus.
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Ad. 9:

Ke snizeni podezfeni z antraxu u antrakoidnich kment muze velmi dobte
pfispét test s odbarvovanim prontosilu, ktery je doporucovan Seidlem (1958)
aNiznanskym (1958). Do péti dnti v nasich pokusech odbarvila velkd vét-
sina (37 ze 40) antrakoidnich kmeni prontosil, zatimco v této dobé odbarvil
prontosil teprve jeden antrakovy kmen.

Ad. 10:

Jak vyplyva z tabulky o zkou3ce patogenity neni tato jednozna¢nou pro
diferencidlni diagnostiku. U jednoho z antrakovych kmenu zustala na zivu po
dveu dnech jedna my$ a u dvou kment obé mysi. Naproti tomu sedm antra-
koidnich kmenti usmrtilo obé my$i a 11 antrakoidnich kmenu usmrtilo jednu my$
ze dvou. Jensen a Kleemeyer (1953 uvadéji, ze z 50 kment B. anthracis
bylo 34 patogennich pro my$ a morce 11 pro my$ a pét nepatogennich pro my$
a morce.

U antrakcidnich kment uvedeni autori nezkous$eli patogenitu, protoze podle
zku$enosti usuzuji, ze Vysledky byvaji stejné razné.

Ad. 11.

Ascoliho reakce nedavala vzdy jednoznacné vysledky. V pokusech Jense-
naa Kleemeyera bylo z 50 kmenti 26 kment pozitivnich, 13 neurcitych
a 11 negativnich. Podle sdéleni Kiivinky (1959) a Prokipka (1959)
byvaji nestejné vysledky i pti precipitacnich reakcich z kazi pti pouziti sér ruz-
ného pivodu. Orientaé¢ni zkouska na notorickych antrakovych kmenech provedena
tfemi riznymi séry nam tyto ddaje potvrdila (viz tabulku II).

Ad. 12:

Citlivost B. anthracis k penicilinu je vyznaénou rozliSovaci vlastnosti, jak
konstatuje Ivanovics a Foldes (1958). Gustafson a Svehag
(1956) uvadéji, ze ackoliv B. anthracis produkuje penicilinazu, nesouvisi to s cit-
livosti tohoto mikroba viéi penicilinu. Seidel (1958), i kdyz doporucuje padu
s 10 jednotkami penicilinu na 1 ml k diferencidlni dianostice, poznamenava,
ze je mozné pocitat s vyskytem penicilino-rezistentnich kment, coz je sice zatim
jen vzacnym zjevem, aviak v budoucnu muze byt castéjsi.

Ad. 13:

Perlovy test doporucuji pro diferencialni diagnostiku Jensen a Klee-
meyer (1953) vedle rustu v zelatiné jako zkousku, kde se u obou skupin ne-
prekryvaji stejné vysledky. Weidenmiiller (1952) zkouSel rizné metody
pro diferencialni diagnostiku a dospél k nazoru, ze nejlepsi je perlovy test.
Gustafson a Svehag (1950) uvadéji, ze ze 44 kmenu, které vysetio-
vali, 43 kmend bylo citlivych v rozmezi 0,01 az 0,1 jednotek penicilinu/ml a
jeden kmen v rozmezi 4 az 12 jednotek penicilinu/ml. Pravé tento jediny kmen
(kdyz byl zkousen v perlovém testu) nevytvoril typické morfologické zmény
v zadné koncentraci penicilinu, ackoliv u ostatnich kmen byla typicka reakce pii
obou koncentracich.

Proto jsme si pokusné provérili perlovy test i u kmenu s vy$si rezistenci vici
penicilinu. Pét kment bylo rezistentnich vaé¢i 0,5, 47 kmend bylo rezistentnich
v rozsahu 1 az 9 m. j. peaicilinu/ml a 15 kment v rozsahu 10 az 30 m. j. peni-
cilinu/ml pldy. U vsech antrakovych kmeni bez rozdilu rezistence vyznél v na-
$ich pokusech perlovy test pfesvédéivé pozitivné, Vzhledem k nebezpe¢i puvodni
metodiky perlového testu, o némz hovofi téz Seidel (1958), jsme se zdarem
pouzili kultivace na Petriho miskach, kde neni nutné manipulovat s otevienou
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kulturou a povazujeme tento postup za zpusobily k rutinni diagnostice pomoci
perlového testu, jehoz provéfeni v nasich laboratofich doporuéuje NiZnan-
skl (1958).

Souhrn

1. V prdci byl provéfen perlovy test, doporu¢ovany pro diferencialni dia-
gnostiku, na 67 kmenech Bac. anthracis a 40 kmenech antrakoidnich bacili.
S tuspéchem byla pouzita vlastni, bezpecnéjsi modifikace metodiky, ktera spo-
¢iva v tom, ze se kultivuje na agarové plotny sily 2 a2 3 mm pfimo v Petriho
miskach, v nichz se téz provadi mikroskopické hodnoceni objektivem 10X az
20X\,

2. Test byl pozitivni u vsech kment B. anthracis ptesto, ze z téchto 67 kmenu
bylo pét kmeni rezistentnich viéi 0,5 m. j. penicilinu/ml, 47 s rezistenci 1 az
9 m. j./ml a 15 kmeni s rezistenci 10 az 30 m. j./ml. Negativni vysledek testu
byl u vsech 40 kment aerobnich sporotvornych bacili antrakoidnich.

3. Z dalsich 12 metod uzitych v na$i praci se osvédéilo pro diferencidlni
diagnostiku zvlasté pét metod, u nichz nedoslo k ptrekryvani vysledki:

1. rast v bujonu,

2. hemolyza,

3. pohyblivost,

4. rust v zelatiné (vpich),

5. prukaz lecitinazy ve zloutkovém agaru.

Dalsi v radé spolehlivosti jsou:

6. odbarvovani prontosilu (kde jen tfi kmeny ze 40 antrakoidnich vyka-
zovaly opozdéné odbarveni),

7. Ascoliho reakce (kde zalezi na plvodu a kvalité séra),

8. pokus na zvifeti,

9. rust na pudé s 10 m. j. penicilinu,

10. tvar kolonii na agaru.

Mikroskopicky preparat z agarové plotny nebo z bujénu nemiize rozlisit obé
skupiny bacild.

Za technickou spolupriaci dékujeme M. Stehlikové a Z. Novotné.
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IIpMMeHeHMe FKEeMYYIKHOr0 TeCTa B JIMArHOCTHKE cUOMPCKON 513BbI
(Bacillus anthracis)

B pabore nmpoBepsJicA KeMUYXKHBIN TECT, PEKOMeHAyeMbli1 Ana audpepernmnans-
HOJ AMarHOCTHKM, Ha 67 mTammax Bac. anthracis u 40 miTaMMax aHTPAKOMAHBIX Oar{uJJI.
YeneuHo npuMeHsaaacs codocTseHHas, bosee Ge3onmacHasg MoAMUKAIMA METOAMKM, OCHC-
BaHHAaAg Ha TOM, YTO KyJIbTypa Pa3BOAMUTCH HA araposoil MJIACTHMHKE TOJILIMHON B 2—3 ¥M
HEIOCPEJICTBEeHHO B Yamkax IleTpu, B KOTOPBIX INPOBOAUTCA TaKXKe MHUKPOCKOIMHYECKas
OLIeHKA IIPU IIOMOLLM OU’bEKTUBA C yBeaudeHueMm B 10—20 pas.

Tecr ObLI MOJIOIKUTCIABLHBIM y BCEX ILTAMMOB B. anthracis, necMOTpA Ha TO, YTO M3
3TUX 67 LITAMMOB 5 LUTAMMOB ObLIM YCTOWYNBBLI K JeicTBHIO 0, 5 ME nennumunanaa/ma,
47 — ¢ ycroiiynsocThio 1-—9 ME/mu 14 15 mrrammos — 10—30 ME/mia. OTpuiaTenLHbI
pe3yJbTaT TecTa yCTAHOBJEH y Bcex 40 LITaMMOB ad’pobHBIX CrIOpeobOpas’yloinx aHT-
PaKOMJHbIX Garul.

W3 panvHeinuux 12 Meto0B, UCIONB30BAHHLIX B pabore BblllleyKa3aHHbIX aBTOPOB,
HauboJsiee NPUIOAHLIMU AJA auchepeHIMaNbHONR AMATHOCTMKHY 0Ka32Ja0Ch 5 METONOB,
IIPM KOTOPBLIX Pe3yJibTaTbl OCTAJNCH HEMEPEKPBITHIMUA., DT METO/IbI CIAeNYIoNHe:

. pocT B OyJIbOHE,

. TeMOJIN3

. IOABUIKHOCTb

. pocT B KeylaTuHe (YyKOJIOYHAs KyJbTypa)

. J0Ka3aTeJIbCTBO JICLMTHHA3bLI B KEJTOYHOM arape.

(S Ll e

Anwendung des Perlschnurtestes in der Diagnostik des Bacillus anthracis

Die Arbeit behandelt die Uberpriifung des Perlschnurtestes, der zur Differential-
diagnostik vorgeschlagen worden war, an 67 Stimmen des Bac. anthracis und an
40 Stammen anthrakoider Bazillen. Mit Erfolg wurde eine eigene, zuverlidssigere
Modifikation der Methodik angewandt, die darauf beruht, dal man auf Agarplatten
von 2—3 mm Dicke direkt in den Petrischalen kultiviert, in denen auch die mikro-
skopische Beurteilung mittels Objektiv 10X—20X erfolgt.

Der Test war positiv bei allen Stammen des Bac. anthracis, trotzdem unter den
67 Stammen 5 Stimme waren, die gegen 0,5 IE/ml von Penizillin resistent waren,
47 resistent gegen 1—9 IE/ml und 15 Stimme resistent gegen 10—30 IE/ml. Negativ
war das Ergebnis bei allen 40 aeroben, sporenbildenden anthrakoiden Stimmen.

Von weiteren 12 in unserer Arbeit angewandten Methoden haben sich bei der
Differentialdiagnose insbesondere 5 bewihrt, bei denen keine Uberdeckung der Er-
gebnisse aufgetreten war:

. Wachstum auf Bouillon,

. Haemolyse,

. Beweglichkeit,

. Wachstum auf Gelatine (Stichkultur),

. Nachweis der Lezithinase im Eigelbagar.

(oL VUl e
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Uvod

Na infekéni povahu chronického granulaéniho zanétu varlat bykd, ktery se
v poslednich dvou letech objevoval sporadicky v nékterych inseminacnich sta-
nicich v ¢eskych zemich a v nékterych oblastech mél dokonce charakter enzootie,
upozornil u nas poprvé Setka (17), ktery provedl nékolik pokust o pritkaz
infekciozity ejakulatii nemocnych bykt. Ale jiz v roce 1958 poukizal na castost
nalezt orchitid granulaéniho az tuberkuloidniho charakteru Blazek (19). O po-
dobnych piipadech referoval Véznik (19) a popsal jejich klinicky obraz.
Ptehled soucasnych poznatki, tykajicich se této problematiky ze svétové litera-
tury, podal Sakala (15) a upozornil na moZnost vyskytu infekénich zanéta
varlat bykt a infekéni vaginitidy a cervicitidy i v nasich zemich. Podrobné po-
psal klinicky obraz onemocnéni, které zpdsobuje do¢asnou nebo trvalou sterilitu
a jehoz virova etiologie byla prokazana jiz fadou cizich autort.

Vzhledem k znacénému roziifeni onemocnéni v SPS v roce 1958 a se zfe-
telem na hospodarské ztraty, které zptsobuje snizenim procenta zabrezavani krav
a jalovic a vytazovanim bykl s trvalou poruchou spermiogeneze, uloZila niam
veterinarni spriva MZLH, abychom se ve spolupraci s jinymi pracovisti pokusili
o prikaz virové etiologie této choroby, kdyz dosavadni mikrobiologicka vyS$etfeni
nedala uspckojivé vysledky.

Prvni ptipady tohoto onemocnéni, které bylo poprvé pozorovano v Kenyi,
popsal v letech 1927/28 Purchase (12) a nazval je ,nakazlivd cervicovagini-
tis a epididymitis®. Daubney a spol. (3), ktefi prepokladali, ze ptivodcem
je virus, pouzili v roce 1938 nizev ,infekéni nebo enzootickd neplodnost skotu”.
VanRensburg (13) a Henning (5) ji zjistili v Jihoafrické unii v roce
1949. O virové vaginitidé referoval v Anglii poprvé Blakemore 1952 (1).

Z infekéniho materialu, ziskaného z riznych stad s klinickou diagnézou ,epi-
vag" izolovali Mc. Intosh, Haiga Alexander (6) na chorioalantoidnich
blanich osmidennich kufecich embryi a v mozkové tkani bilych mysek, virus, ktery
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zplsobil edematozni zdufeni chorioalantoidni bliny a hynuti embryi za 3 az
4 dny po infekci na chorioalantoidni bliny a do Zloutkového vaku. Virus pésto-
vany na vejcich vyvoldval mirné vaginitidy u zdravych krav a jalovic. Autor po-
vazuje klinickou diagnézu ,epivag” za neptesnou, protoze zmény maji ¢asto
extrémné rizny charakter a nelze vyloucit moznost plsobeni vice etiologickych
¢initeld. Za 48 hodin po experimentélni infekci virem se objevila u jalovic vagi-
nitis a vytok cervicovaginalniho hlenu s hnisem byl podobny jako po pfirozené
infekci v zamotenych stddech. Pokusy potvrdily, Ze pfi¢inou neplodnosti je izo-
lovany virus.

Pozdéjsi praice Haiga a Mc. Intoshe (4) predpoklada, ze virus, kter?
byl izolovan, je spiSe ptivodcem kontagiozni vaginocervicitidy nez ,epivagu”.
Jeho velikest byla stanovena na 100 mmi. Zpétni izolace viru se zdatila autorim
z krve, ziskané béhem mirné horecnaté faze choroby.

Millar (11) popsal virovou neplodnost skotu jako samostatné virové one-
mocneéni. Dokazal p¥enos onemocnéni instilaci filtratu vagindlniho hienu nemoc-
nych jalovic a semene nemocnych byki do vaginy zdravych jalovic, u nichz se
objevila vaginitida. Také zdravi byci, pfipusténi na infikovan? jalovice, onemoc-
néli purulentnimi zanéty genitdlii s leh¢im prabéhem. Nemoc bylo mozno expe-
rimentalné prenést i na kozu, u niz byly zjistény napadné zmeny na déloze za
16 dni po infekci. Pozitivni byla téz izolace viru na slepicich embryich, a to jak
na chorioalantoidnich blanach, tak ve zloutkovych vacich. Na chorioalantoidnich
blanach se ukazalo napadné ztlusténi a po infekci do zloutkovych vaki dosio
ke koagulaci zloutku. Po 12 pasazich na chorioalantoidnich blanich a osmi pasa-
zich ve zloutkovych vacich vyvolal virus instilovany do vaginy edematdzni endo-
metritidy a vestibuldrni vaginitidy. Dalsi pfimy pfenos z nemocnych jalovic na
zdravé byl Gsp&ny. Sérologické vySetieni VK se séry nemocnych zvirat bylo vak
negativni. -

Zdatilé pokusy o izolaci viru z pripadii katarilnich vaginitid skotu v Kali-
fornii popsali Kendrick a spol. (7, 8) v roce 1956 a 1958. Klinicky zjistovali
hyperemii vaginy a krcku, ktery byl edematozni, ve vaginé se hromadil zluty ne-
zapachajici mukoidni exudat. Dobu trvani onemocnéni stanovili asi na tti mésice
U bykt pozorovali zanét semennych vacki a hnis v semeni bez makroskopickych
zmén ma varlatech a nadvarlatech. Infekci embryi na chorioalantoidni blany a
do zloutkovych vaki provadéli trypsinovanym a filirovanym vaginalnim exudéatem
od nemocnych zvifat z terénu, metodou zkrdcenych titraci. Hlavnim projevem po-
mnozeni viru v zarodcich bylo jejich odumteni za 3 az 5 dni po injekci. Morta-
lita embryi se stabilizovala po ¢tytech pasazich a pii infekei do zloutkovych vaka
dosahla 100 %. Virus bylo mozno rovnéz prensést ze slepi¢ich embryi na bilé
mysky i. ¢. aplikaci. Autorim se opakovana izolace z dalsich terénnich pripadd
jiz nezdarila. Zachyceny virus se ukazal je$té po 8 a 11 pasazich patogenni
pro zdravé jalovice, u nichz vyvolal typické onemocnéni a zpétna izolace viru na
chorioalantoidnich blanach a ve zloutkovych vacich slepi¢ich embryi byla pozi-
tivni. Autofi konstatuji, Zze cnemocnéni jimi popisované se podoba nikaze vysky-
tujici se v Africe. Oba viry se viak cd sebe lisi rozdilnou schopnosti adaptace na
slepi¢i embrya a musi byt sérologicky rozliseny.

Zotov (18) popsal klinické ptiznaky cnemocnéni, nazvansho Infekcionyj
cervikovaginit, takto: U krav je inkuba¢ni doba mnékolik dni, u bykd 4 az 10
tydnt. U byka se objevuje mirné zesileni semenného provazee, zanét nadvarlete,
ktery se rozsifi i na varle. Zmény jsou zpocatku jedno, pozdéji oboustranné, ve
spermatu se objevuji leukocyty, doide k ucpéni cest semennych, k atrofii tkdné
varlete a k impotenci. U krav jc klinicky obraz znaéné rozdilng. Prvni p¥i-
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znaky se daji zjistit v pfedni ¢asti pochvy blizko kréku délozniho jako zanétliva
loziska, objevujici se za 2 az 4 dny po experimentalni infekci. Za 5 az 7 dni
se zjistuje zluty vytok z pochvy. Onemocnéni ma chronicky priibéh s tendenci
k roziifeni do délohy, kde vznika kataralni endometritis a salpingitis. Trvala ne-
plodnost postihuje asi 25 % onemocnélych zvirat.

Onemocnéni s podobnymi priznaky popisuje i Rumjancev (14) v ka-
pitole o virovych pohlavnich ndkazach, a Serov a Pjankov (16) v syste-
matickém literarnim prehledu.

Mec. Clure (2) se zmifiuje o vyskytu neplodnosti skotu s obrazem puru-
lentnich vaginitid a cervicitid na Novém Zélandé v roce 1956. O rok pozdéji
izoloval virus z filtrdtu vagindlniho hlenu na chorioalantoidnich blanach. Zmény
na choricalantoidnich blanach zpusobené virem popsal jako silny edem blany
s ruznym pecétem bilych okrskii a s vyraznou choriovou proliferaci. Hynuti
embryi bylo vsak nedostateéné. Experimentalni prenos na zdravé jalovice se da-
fil jak vaginalnim hlenem samym, tak chorioalantoidnimi blanami infikovanych
embryi.

V posledni dobé pokracovali ve studiich infekéai sterility skotu virového
puvodu Kercher a spol. (9), kteti na zdkladé predchezich praci Kend -
ricka a spol. (7, 8) a Gillespie a spol. potvrdili experimentilné na jalo-
vicich, ze virus infekéni rhinotracheitidy skotu (IBR) a virus infekéni pustulo-
vaginitidy (IPV) jsou jedno a totéz agens. Své zjisténi, ze virus IBR muze vy-
volat dva rozlicné syndromy u skotu, povazuji z hlediska epizootologic za velmi
vyznamné, Onemocnéni 1PV, které se vyskytuje ve staté Iowa, je povazovano za
podobné, nikoliv vsak shodné s coitilnim vesikuldarnim exantem popsanym
v evropské literatute.

Viastaiprace

V nasi praci jsme se zabyvali pokusy o izolaci viru z nemocnych bykd,
u nichz probihala chronicka orchitida, kterd méla charakter enzootie a zpusobila
ve dvou inseminac¢nich stanicich v jiznich Cechach do¢asnou nebo trvalou steri-
litu s vyraznymi poruchami spermiogeneze. Bylo nasim tukolem potvrdit infekéni
povahu onemocnéni a pokusit se o experimentéalni infekci zdravych byka a jalovic
izolovanym infekénim agens. V tomto sdéleni referujeme o vysledcich nasich
pokusi, které navazuji na predchozi pokusy Setkovy (17).

Material a meiodika
Izola¢ni pokusy

Pokusy o izolaci viru byly provddény na slepi¢ich embryich béinou viro-
logickou technikou, metodou inlekce na chorioalantoidni blanu. Z poc¢atku jsme
otkovali embrya 12- az 13denni, pozdéji po zjiiténi, Ze pomnozené agens za-
biji zarodky po 2 az 5 dnech inkubace, infikovali jsme vejce 9- az 1ldenni. Jako
vychozi material k infekei byly pouzivany:

1. Tkan z varlat a nadvarlat nemocnych bykud, porazenych nebo jedno-
i cboustranné kastrovanych.

2. Ejakulat byki nemocnych nebo z nemoci podezielych, pripadné “byku
experimentdlné infikovanych.
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3. Vaginalni hlen nebo hlenohnisavy vytok jalovic experimentilné infikova-
nych, ziskany vytérem pochvy sterilnim tamponem, ulozenym v bujénu s pfi-
sadou antibiotik.

4. Délozni exsudat odebrany po porazeni pokusnych jalovic.

5. Tekutina z ovarialnich cyst, odebranid po pordzce pokusnych zvitat.

Material byl po odbéru ulozen pii teploté —20° C az do dne zpracovani.
Z tkané varlat byla pripravena rozetrenim 10% suspenze s fyziologickym rozto-
kem, ostatni materidl byl fedén fyziologickym roztokem v poméru 1 :10. Bujé-
nova suspenze hlenu byla pouZivina nefedéna. VSechny pripravené suspenze
jsme pred infekci preparovali antibiotiky v mnozstvi 1000 j. penicilinu a 1000
gama streptomycinu na 1 ml tekutiny, prezkouseli na bakteridlni sterilitu a in-
fikovali v ddvce 0,2 ml

Infikovana vejce byla pravidelné dvakrat denné prosvécovana, posouzena
kvalita a Zivotnost zarodki, odumrelé zarodky ukladany v lednici pti +4° C
a po vychladnuti otevirany. Stejné byla zpracovana i ziva embrya po Sesti dnech
inkubace. Chorioalantoidni blany byly po preprani fyziclogickym roztokem po-
suzovény jednotlivé.

PomnoZeni viru na chorioalantoidnich blandch se projevilo makroskopicky
patrnymi zménami, tvorbou uzlikii a odematéznim zdutenim, v dalsich pasazich
odumftenim zarodkd za 2 az 5 dni po infekci. Sterilni cherioalantoidni blany jsme
ukladali pfi teploté —20° Ca pouzivali k dalsim pasazim, nebo k infekci po-
kusnych zvitat jako 10% suspenze nefedéné, ncbo v desetindsobnych fedénich.
V nékterych pasazich byla titraci na vejcich stanovena hodnota LD 50 %.

Kultivace agens v TK 5

Souvislé porosty z dospélych hovézich ledvin pripravené podle Madina
a spol. (10) v Rouxovych lahvich 1200 ml 6 az 8 dni staré, byly infikovany
10% suspenzi chorioalantoidnich blan nebo 10% suspenzi zloutkovych vaki sle-
picich embryi II. pasaze. Ristové medium bylo pfed infekei odstranéno a na
kulturu stejnomérné navrstvena infekéni suspenze. Po 30minutové inkubaci pfi
37° C byla tekutina slita a priddno ziachovné medium. Jako ristového media jsme
pouzivali Hankstv roztok s 025 % LAHU a 10 % hovéziho séra. Sklizei byla
provadéna u izolace a I. pasdze po 24 hodinach, u dalsich pasizi po 48 hodi-
nach az po ¢tyrech dnech.

Biologické pokusy

Pozitivni vysledky izolaénich pokust na slepi¢ich embryich jsme ovéfovali
experimentalni infekci jalovic a bykt. Zvirata k pokustm byla vybirana z vy-
krmen, kam pfichdzela jesté pred pohlavni dospélosti a neméla moznost ptijit
do styku s infekci. Infekce bykii byla provadéna vstiiknutim 2 az 5 ml 10% sus-
penze z chorioalantoidnich blan intratestikularné, nebo vetfenim infenckiho ma-
teridlu do predkozkového vaku. Pro kontrolu byl infikovin jeden byk 10 ml 10%
suspenzi z chorioalantoidnich blan zdravych, neinfikovanych slepicich zarodku.

Jalovice jsme infikovali potiranim sliznice vagina'mi tamponem namoce-
nym v infekéni tekuting, nebo infuzi této tekutiny do vaginy az ke krcku deé-
loznimu. Soubéiné byly provadény infckce jalovic ejakulitem nemocnych byki,
ktery byl do vaginy vpraven béinou inseminaécni technikou, nebo byly jalovice
plipoustény infikovanym bykem. Vysledek experimentdlni infekce jsme hodno-
tili na zakladé klinického a patolegicko-anatomického vySetreni v prabéhu one-
mocnéni, po poradzce nebo kastraci.
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I. Vysledky virclogického vys$etfeni byka z terénu

Virologické vysetfeni

Vzo- — } Vysetfovany . | nejvyssire- -
rek &. Byk ¢. ’ material va)gé déni vycho- Qi SR
i na | _ | uhynulych zjisténé zmény
[ = ziho mate- | rodki
i | pasaz } gl l zaro
1 | 1L | ejakula 30 100 | 90 fokusy, blany ro-
‘ ‘ | solovité, drobné
“ ‘ ‘ krvaceniny
2 PR 26 ejakulat (od- drobné
| bér v unoru) 3 10-* 90 krvaceniny
3 M;j 8 | ejakulat (od- ‘
| bér v uinoru) 3 ‘ 10-4 90 dtto
4 | L | varlata 3 | 10-# 90 dtto
5 | IL | varlata 3 10-4 90 | duo
6 | 1L | varlaa 3 10+ | 9 | duo
7 Bo 270 | varle 3 | 10-! 100 ‘ blany ztlustélé
8 | cjakulat 3 10-! 100 dtto
9 | 10 | cjakulat 2 10-} 100 } dtto
10 | Pas125 | ejakuldt L3 104 100 dtto drobné
| ‘ krvaceniny
11 $64  cjakulit 2 10-1 i 100 dtro
L e e —— R
12 M 84 | ejakulat (1) \ poz.
13 | ejakulat (2) ; viz tabulka II. poz.
14 cjakulat (3) poz.
15 | Mo164 | cjakulde 3 102 | neg.
16 118 | duto L3 10+ | neg.
17 | cs584 | duo 3 10| neg.
18 | Mo 212 dtto |3 10-2 ’ neg.
19 PR 26 dtto odbér
v &ervenci 3 10-2 neg.
20 M;j 8 dtto odbér
v &ervenci 3 10-2 neg.
21 | Sas6 dtto 3 10-2 neg.
22 Mo 300 ejakulat 3 10-2 neg.
2 Rd 52 dtto 3 10-2 neg.
24 | Sass dto 3 10-2 neg.
L | S SV S
|
25 | Rd122 | duo 30 10 neg
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Vysledky

Péstovani infekéniho agens na slepicich embryich a v TK

Po fadé pfedbéinych izola¢nich pokusti z materidlu, zasilaného k vyge-
tfeni z riiznych inseminaénich stanic v Cechach a na Moravé a po zavedeni vy-
hovujici metodiky, vénovali jsme se trvale studiu hromadného onemocnéni byku
v jedné inseminaéni stanici v jiznich Cechach. Z tchoto zdroje jsme vysettili cel-
kem 24 vzorkl ejakulatu a jedno varle ze zvitat ptirozené infikovanych, u michz
byly zjistény bud zjevné klinické priznaky onemocnéni nebo porucha spermio-
geneze. .

Z celkového poctu 25 provedenych izola¢nich pokust bylo 11 pripadi nega-
tivnich. V ostatnich pripadech jsme zjistovali zpravidla jiz v prvnich dvou pa-
sazich vyrazné, makroskopicky zjevné zmény na chorioalantoidnich blanich po
2 az 5 dnech inkubace. Blany byly ztlustélé edematdézni az rosolovité, nékdy
¢iré, jindy difdzné zkalené, casto s cetnymi teckovitymi krviaceninami. V né-
kterych liniich se jiz v prvnich pasazich objevovaly zietelné fokusy jako drobnd
loziska velikosti $pendlikové hlavicky. nad povrch prominujici, s 3Sedébélavym
centrem, kterd tvotila v blizkosti mista vpichu drobné nebo rozsihlejsi ostrivky,
nékdy difazné rozlozené po celé plose blany. V prvnich dvou pasazich jsme za-
znamenavali az 50%, v dalsich pak az 100% uhynuti embryi, poé¢inajic tfetim
dnem inkubace.

Vysledky primoizola¢nich pokusii se struénym popisem zmén na CA bla-
nach jsou uvedeny v tabulce I.

Tyto vysledky, ovéfené celou fadou pozitivnich nalezi na infikovanych
embryich a potvrzené vySetfenim ejakulati z nékolika po sobé nasledujicich od-
bérd od téhoz byka (tabulka II), nds opraviiovaly k domnénce, ze jsme na sle-
pi¢ich embryich zachytili agens, které se da udrzovat pasidzemi na vejcich a zpu-
sobuje Casto zmény na chorioalantoidnich blanich i hynuti embryi po 2 az 5
dnech inkubace. Vzhledem k trvale negativnim vysledkiim bakteriologického vy-
Setfeni semene i organt nemocnych byku, predpokladame, ze zminéné agens je
s velkou pravdépodobnosti virus. Tento nazor potvrzuji nase dalsi pokusy o zpét-
nou izolaci viru z ejakulati a z varlat byki, nebo z genitilntho traktu jalovic,
pouzitych k experimentdlni infekci bud virem pasiazovanym na vejcich, nebo eja-
kulatem, vaginalnim hlenem, pfipadné tkani z varlat uméle infikovanych zvirat
(viz tabulku III a IV).

Celkem bylo provedeno timto zptsobem 16 izolacnich pokusi s pozitivnim
vysledkem. Zmény na choricalantoidnich blanach i hynuti embryi byly shodné
s vysledky primoizolaénich pokusii. Také LD 50 % desédhla jiz ve ¢tvrté pasdzi
pfiblizné stejné hodnoty (10°47%).

Péstované agens vyvolavalo hynuti embryi az do osmé pasaze. V dalsich pa-
sazich se mortalita embryi objevovala jen sporadicky. nebo k odumteni zirodku
jiz nedochazelo.

Predbézné vysledky pokust o kultivaci agens, pasizovaného na slepicich
embryich v tkanové kulture, ukazuji, ze jiz po 24hodinové inkubaci se objevuje
slabé naznaceny cytopatogenni efekt. Po dalsich 24 hodindch je CPE jiz zfietel-
néjsi, butiky nabyvaiji okrouhlého granulovitého tvaru a od skla se odlupuji. Zpét-
na izolace viru z TK na slepi¢i embrya byla pozitivni po infekci do zloutkovych
vakl a na chorioalantoidni blanu. Po infekci do zloutkovych vaki hynula vétsina
embryi ve viech tfech postupnych pasizich. Po infekei na chorioalantoidni blanu
k hynuti embryi iiz nedochézelo a zmény se objevovaly nepravidelné a byly jen
malo vyrazné.
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II. Vysledky virologického vysetreni ejakulatu byka M 84

Vysledek vysetfeni
Vzo- | Odbér L o
rek | cjakulitu| .. . |nejvySSifed.| % |
gis. dne va;eé‘.la vychoziho | uhynulych zjisténé zmény
pdsas materidlu zarodku l
1 10-1 ’ i blany rosolovité, rozsev fokusu
4.3 2 10-* ’ } blany rosolovité
1 1959 i — | .,“
i 3 10-2 ’ | rozsev fokusu
|
| D T |
| 4 10-2 100 ' blany rosolovité
| 1 10-! | | blany ztlugtéle
_— ——————————— | — — — e ' e ee—
[ 2 10-! } 100 | bliny ztlustélé
, | 16.4. . | R
1959 | 3 0 | 100 |
I e =
A T R (N B (11 ;
- A —— I~
1 10-! | | rozsev fokusu
3 1';58 g 2 ‘ 10-! 1 50 ‘ blany ztludtélé
l ! 3 “ 10-! ! 100 I‘ ¢etné drobné krvaceniny
‘._—_,.‘ —_— A— .i,_ S —
Smés 4 vaj. i ! [
pasazezla2 | 5 ' 10-! 50 | drto
odbéru l l , ]
O e et LR e | SO | [ R e VAT e
! 6 LD 50 °, 1045 | dito
S (S . |
| 7 ) 10-? 80 9% ‘ dcte
AT B (e L ’ drto
b e e e e s = E o
I ‘ drto
[ A S A — =
‘ 10 103 . 507, ‘ dtto

Prakaz patogenniho uc¢inku viru biologickymi pokusy

Biologickymi pokusy jsme sledovali dvoji cil.

1. Paséazovanim piedpokladaného infekéniho agens na zviratech dokazat in-
fekéni povahu onemocnéni a udrzet infekéni agens virulentni v pfirozeném hosti-
teli.

2. Infekei zvirat materidlem z chorioalantoidnich blan si ovéfit patogenitu
agens uméle péstovaného na slepicich embryich pro zvifata a potvrdit virovou
etiologii onemocnéni.

Prehled vysledki nejdulezitejsich biologickych pokust je uveden ve sché-
matickych nakresech ¢. I a II.
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II1. Vysledky virologického vysSetreni vaginalniho hlenu jalovice ¢. Ib experimentalnd
infikované vagindlnim hlenem jalovice la (linie M 84)

. Nejvyssi 9% g5 .
Va;::gé fedéni vych. | uhynulych Zjisténé zmény li) pufm}:o. Yy‘}lidfk
p materialu zarodku HMERCE Injekee
1 10-! 80 blany ztlu§télé, jalovice 3 ] poz.
zakal jalovice 5 | poz.
2 10-2 50 blany ztlustélé, Houtko- | fed. 10-1
fokusy, misty zakal vych vaku 100 9%,
uhynuti
| zarodka
3 10-! 100 drobné krviceniny ! ‘
blany dif. zkaleny !
4 104 | 100 dtto T 1
| PR e e e e e e e —
5 LD 50 9% 104,78
6 10-3 60 dtto | ;
— - B D —— f—
7 10-* 60 drobn¢ krvaceniny,
mirné ztludténi blan |
8 10-3 100 drobné krviceniny, 1
blany dif. zkaleny i
[ ==
9 10-8 80 duo
mirné ztlusténi blan
10 10-4 60 drobné krvaceniny !

Pokusy byly zalozeny z dvojiho infekéniho materidlu, ktery pochézel z téhoz
nakazového ohniska. V jedné radé pokust jsme pouzili jako vychoziho materialu
ejakuldtu byka M 84, ve druhé fadé ejakuldtu byka P 125.

Pokusna linie M 84 (viz schéma ¢, I)

Z ptvodniho infekéntho materidlu, ejakuldtu byka M 84, jsme zalozili dvé
fady pokusnych infekci. V prvni fadé jsme provadeéli stridavé pasaze viru na vej-
cich a zvitatech, a to tak, ze embrya byla otkovdna materidlem z pokusné infi-
kovanych zvitat a znovu zachycené agens bylo pouzito opét k infekci zdravych
jalovic a bykti. Timto zplsobem bylo provedeno celkem sedm stiidavych pa-
Sazi.

Druha tfada pokusi byla zalozena jako kontrolni a méla ovéfit patogenitu
infekéniho ejakulatu pro jalovice v primych pasazich. Pritomnost viru po II.
pfimé pasazi byla ovéfena opdt izolaci agens na slepi¢ich embryich (viz tabulku
III).

Pokusna linie P 125

Vychozi infekéni material, ejakuldt byka P 125 v némz byla pfitomnost
viru prokazana ve tfech vajeénych pasazich, byl pouzit k infekei jalovic ¢. 1 a 2,
které onemocnély za pfiznakid vaginitidy s hlenohnisavym vytokem. Po infekci
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BYK PAS 125
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Graf 1. Prehled experimentalnich infekei byku, jalovie a slepi¢ich embryi v pokusné
linii Major 84
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Graf 2. Pirehled experimentalnich infekei byku, jalovic a slepi¢ich embryi v pokusné
linii Pas 125
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1V. Vysledky virologického vys$etieni vaginalnich vytéra jalovic ¢é. 1 a 2 experimen-
talné infikovanych ejakulitem byka PAS 125

. . Nejvyssi red. % v 2
Vaje¢na | Jalovice 4 A 90 gz i y Pouzito Vysledek
. p vychoziho uhynulych Zjisténé zmény ik :
pasaz &is. raateriilu sarodki k infekci infekce
1 zdurelé blany,
zakal, fokusy
1 R
nekroticka lo-
2 Ziska, blany
ztlustéle, dif.
zkalené¢
= — |
i na 4 vejcich . ,
1 10 100 pesidins. v yale & Ve poz.
— |
2 blany dif. zka- |
2 104 100 lené, ztlustéle,
Cetné drobné
krvaceniny
1 LD 50 9 10-4,7 ‘ ! byka&. 15 | poz.
3 e e e
2 LLD 50 ¢, 10-1,% ! byka &. 16 poz.
4 jalovice 11 poz.
4 L 10 100 jalovice 14 poz.
5 1,2 10-3 90
6 1,2 10-2 100

slepi¢ich embryi suspenzi vaginalniho hlenu téchto jalovic bylo opét izolovano
agens, které se udrzovalo po fadu pasazi ve vejcich (viz tabulku IV).

Druhou, tfeti a étvrtou vajecnou pasazi jsme infikovali zdravé byky a jalo-
vice. Viechny tfi pasaze se ukazaly viruletni a infekce vyvolala jak u jalovic, tak
i u byku typické klinické zmeény, jejichz specificnost byla potvrzena zase zpét-
nou izolaci viru z patologického materialu.

Prubéh a klinicky obraz onemocnéni u experimentalné infikovanych zvirat

U bykd, infikovanych intratestikulirné do levého varlete 10% suspensi
chorioalantoidnich blan, objevil se do 48 hodin nipadny jednostranny otok Sour-
ku. Palpaci bylo zjisténo bolestivé zdureni semenného provazce a varlete a ede-
matézni ztlu§téni obalu varlete. Pohyblivost varlete va¢i kazi Sourku i obalim
byla ¢asto znacné sniZena, Sourek byl svéSeny a uvolnény a ¢innost m. cremaster
byla ¢asteéné nebo uplné porusena.

U nékterych byku jsme pozorovali 2 az 3 dny po infekci snizenou chut
k zradlu.

Akutni priznaky zmizely asi za 2 az 4 tyday. Otok varlete se zmensoval
az zmizel aplné a varle postupné ztracelo na objemu, pfi ¢emz na pohmat jevilo
tuz8i vazivovitou konsistenci. V pozdéjsim obdobi se vyvinula jiz zfetelna atro-
fie varlete, které bylo velikosti kachniho vejce. Zdufeni semenného provazce jsme
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V. Vysledky nékterych biologickych pokust na bycich

Oznateni | Material pouzity Vysledky infekee klin. Virologické vysetfent
byku k infekci nebo pat. anat. zmény — .
| material vysledek
15 109, emulze E, otok varlete, ztlu§téni varle poz.
jalovice 1,2 semenného provazce, bo-
(pas 125) lestivost, edem Sourku ejakulat poz.
16 drto drto
atrofie varlete, za 6 més.
exacerbace a prestup ejakulat poz.
onemocnéni na praveé
varle
S. 109, emulze E; p. a.: atrofie varlete, varle poz.
| bykM 84 granula¢ni zanét ejakulat poz.
III. 10°, emulze klin.: orchitis,
z varlete byka S. p. a.: krvaceniny na sliz- - -
LE ) < nevysetr.
nici penisu, atrofie var-
lete, gran. tkan
IV. dtto klin.: orchitis
p. a.: atrofie varlete, varle poz.
periorchitis
9, 10°, emulze E,,; klin.: orchitis, otok
jalovice ¢&. I1. a varlcte, i .
IV. (M 84) p. a.: atrofie varlete, ejakuldt POZ.
zmnozZeni vaziva
12. dtto dtto s len]4
granula¢ni tkan ejabulge POz

zjistili je§té za 6 mésicu po infekei (byk ¢. 16), kdy byl soucasné pozorovan pfe-
stup onemocnéni na pravé, neinfikované varle, ktery se projevil otokem varlete,
zdufenim semenného provazce, bolestivosti a oedemem Sourku. Zpétni izolace
agens z ejakulatu tohoto byka byla pozitivni.

V jednom ptipadé jsme provedli jednostrannou kastraci byka za c¢tyfi dny
po infekci 5 ml infekéni suspenze chorioalantoidnich blan, ve stadiu akutnich
zmén na varleti a semenném provazci. Pri kastraci bylo zjisténo edematézni pro-
saknuti tuniky dartos a ptilehlé tkdané. Po protéti tuniky vag. comunis vyteklo
znaéné mnozstvi jantarové tekutiny. Adspekei i palpaci zjifované zvétSeni sourku
lze pficist edematéznimu zdureni tuniky dartos a znaénému zmnozeni tekutin
v cavum vaginale. Misto vpichu po profiznuti varlete nevykazuje zmén. Na tu-
nice vag. propria jsou adheze mensiho rozsahu.

Z tekutiny zachycené pti kastraci bylo izolovino opét infekéni agens ve
tieti vajecné pasazi a také dalsi infekce jalovic 10% supenzi vyoperovaného var-
lete dala pozitivni vysledek.

V pokro¢ilejsich pripadech jsme na varletech byku porazenych nebo kastro-
vanych za étyti a vice tydna po infekei zjistovali zfetelnou atrofii infikovaného
varlete, ztlu§téni a zvazivovaténi tuniky vag. comunis a ostatnich obala varlete
az do sily 3 cm. Na fezu varletem pak pruhy vaziva prostupujici z centra k okra-

695



VI. Vysledky nékterych biologickych pokusii na jalovicich

Oznaceni Material pouzity Vysledky infekce klin. [ Virologické vySetieni
jalovic k infekci nebo pat. anat. zmény R DR
' material ' vysledek
1 ejakuldt byka vaginitis, hlenohnisavy ‘ o |
Pas 125 vytok vag. vytér poz.
2 drto dtto vag. vytér poz.
Ib \I/:g(hxystg jalovice | waginitis vag. vytér o
14 109, emulze E; vaginitis, hlenohnisavy vag. vyter poz.
jalovice 1,2 vytok
(Pas 125)
3 109, emulze E, vaginitis, hlenohnisavy % |
jalovice Ib vytok | vag. vytér | poz.
(M 84) |
— SIS N
I1. prirozené infik. Klin.: vaginits, cysta poz
pfipuiténim byka p. a.: hlenohnis. vagini- hlen
& IV. s, endomerritis, ovarial- |z délohy poz.
ni cysty [
IV. 1095 emulze E, klin.: vaginitis, cysta poz.
byk 8. (M 84) p- a.: hlenohnis. vagini- hlen
tis, endomerritis, ovari- z délohy neg.
alni cysty
VI 107, emulze e, | Besews| 09
: varlete byk & 15 i < g EoZ
(Pas 125) p. a.: endometritis
IIL. drto dtro cysta poz.
ovarialni cysty hlen
z kréku neg.
VIII. 109, emulze E; klin. : vaginitis, hleno- hlen -
byk M 84 hnisavy vytok z délohy g
p- a.: endometritis
5 109, emulze E, vaginitis, hlenohnisavy ‘
jalovice Ib (M 84) | vytok I neprovedeno

jim (byk ¢ 9 a S). V nékterych ptipadech jsme nachazeli pruhy $edozlutych
lozisek, difuzné rozptylené po rezné plose, které pripominaly granula¢ni tkan a
na fezu lehce sktipaly (byci & III, IV, S. a 12 v tabulce V). V jednom ptipadé
(byk ¢é. III) jsme zjistili petechidlni krvaceniny na sliznici penisu.

Také v téchto pfipadech byly pokusy o zpétnou izolaci infekéniho agens
a dal3i pfenos na zdrava zvirata pozitivni.

Kontrolni byci, infikovani 10 ml 10% suspenzi chorioalantoidnich blan
zdravych, neinfikovanych embryi, zistali bez klinickych priznaki onemocnéni
a po tfi tydny se u nich otok ani jiné chorobné zmény neobjevily.
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U jalovic infikovanych suspenzi chorioalantoednich blan obsahujicich in-
fekéni agens byly zjisfovany stejné zmény jako po infekci ejakuldtem, nebo sus-
penzi varlat nemocnych byka. Po 1 az 2 dnech po infekci bylo mozno pozorovat
zarudnuti vaginalni sliznice rtizného stupné, zdureni folikuld zpravidla ve ven-
tralni komisufe, pozdéji hlenovity az hlenohnisavy vytok z pochvy. Tyto pfiznaky
zmizely zpravidla za 7 az 10 dni po infekci a nebyly pfi bézném vysetfeni kau-
dalni casti pochvy patrné. Jen u nékolika jalovic, které jsme méli moznost pora-
zit za Ctyfi tydny po experimentdlni infekci, byla zjisténa vedle hlenohnisavé
vaginitidy a cervicitidy jesté chronickd endometritis s mukopurulentnim hlemem
a jedno- nebo oboustranna cystozni degenerace ovarii. Zpétna izolace viru na ku-
tecich embryich z vaginalniho vytéru (jalovice ¢. 3). z délozniho exsudatu (jalo-
vice ¢ II. a IV.) a z ovaridlnich cyst (jalovice ¢. II., IV, viz tabulku VI) opét
potvrdily specifickou povahu intekee.

Prehled nékterych biologickych pokusi na bycich a jalovicich je uveden
v tabulce V a VL

Prikaz patogenity infekéniho agens péstovaného v TK byl proveden intra-
testikularni infekci zdravého byka. Za c¢tyti dny po infekci se objevila akutni
orchitis a epididymitis, bolestivost, neklid a zvySena teplota klze Sourku. Pri-
znaky trvaly ¢tyri dny, nacez otok zmizel.

Zhodnoceni vysledka a diskuse

Vysledky nasich pokust nasvéd¢uji tomu, ze choroba, oznacena jako ,orchi-
tida byk neznamého pivodu®, je infekénim onemocnénim, které vsak pravdé-
podebneé neni, jak se predpokladalo jen chorobou byku. Experimentilni pfenos na
jalovice a vyvolani akutnich i chronickych zmén ve vaginé a uteru dokazuje, Ze
pokles procenta zabtezavani krav a jalovic v obvodech postizenych inseminac-
nich stanic nemusi byt zpusoben jen poruchou spermiogeneze a ztraty plodnosti
bykd, ale téz zménami na poblavnim ustroji krav a jalovic.

Stejné jako jinym autortim (6, 4, 11, 7 a 8) zdatila se i ndm izolace agens,
které se da pasazovat na vejcich a vyvolava obdobné klinické i p. a. priznaky
jako prirozena infekce. Zmény popisované jimi na chorioalantoidnich blanach in-
fikovanych slepic¢ich embryi nejsou nijak typické Edematézni zdutfeni chorio-
alantoidni blany se objevovalo v na$ich pasdzich rovnéz a mortalita embryi se
v nadich pokusech stabilizovala nékdy jiz od druhé pasaze. Primoizolace infeké-
niho agens z terénnich pripadi jednoho nakazového ohmiska se ndm zdatila cel-
kem 14krit. Mortalita embryi se objevovala jiz v prvnich pasazich az do 10. pa-
saze pravidelné a v nékterych pfipadech jsme mohli titraci in ovo stanovit hod-
nctu LD 50 %. Z ostatnich autor popsali kenstantni hynuti embryi jen Kend -
rick a spol. (7), nedostatecné prikazné hynuti zaznamenal Mc Clure (2).

Vétsina cizich autort studovala epizootie virové sterility skotu v terénu a
v pokusech o izclaci viru vychdzeli z patalogicko-anatomického materialu ziska-
ného z jalovic. V nasem piipadé jsme se zaméfili predevsim na vySetfovani byki,
u nichz byly kiinické i patologickc-anatomické projevy choroby velmi vyrazmé.
Pritomnost nakazy u krav a jalovic v terénu byla z pocitku mélo ndpadnd a ne-
byla ji vénovana dostatetna pozornost.

Ptesto, ze klinické priznaky u prirozené infikovanych a onemocnélych zvi-
fat, popisované riiznymi autory jsou dosti podobné, nelze podle literarnich adajua,
srovnavame-li je s naSimi vysledky rozhodovat, zda se i u nas jedna o etiologicky
shodné cnemccnéni. Z citovanych prameni je zrejmé, Ze ani v ciziné nejsou po-
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pisované virové epizootie etiologicky jednotné. Rozdily v klinickém a patolo-
gicko-anatomickém obraze popisovanych epizootii tykaji se predevsim zmén na
samcich genitaliich, zatimco zmény u pfirozené i uméle infikovanych krav a ja-
lovic jsou vesmés stejné (vaginitis, cervicitis s mukopurulentnim vytokem). Z o-
tov (18) popisuje kromé toho u krav a jalovic chronické stadium s obrazem
kataralni endometritidy a salpingitidy. U jalovic, nami experimentalné infikova-
nych, jsme nachézeli za ¢tyfi tydny po infekci rovnéz endometritis s hlenohnisa-
vym vytokem a cystézni degeneraci ovdrii.

K bezpeénému pritkazu virové etiologie a k presné identifikaci agens pasa-
zovaného na slepi¢ich embryich chybi nam sérologicky prikaz komplementfixac-
nich a virusneutraliza¢nich protilatek v sérech nemocnych nebo experimentilné
infikovanych zvitat. O sérologickém vySetreni se z citovanych autori zminuji
jen Mc. Intosh (6) a Millar (11). Millar zaznamenal VK se séry nemoc-
nych zvirat vesmés negativni vysledky. Jen Mc. Imtosh a spol. (6) prokazali
virusneutraliza¢ni protilatky v Africe u velkého poctu skotu, s klinickou diagno-
zou ,Epivag”. Ve své pozdéjsi praci (4) vsak pochybuiji, ze by virus, ktery izolo-
vali, byl totozny s virem epivagu. Nage orientacni vysledky virusneutralizac¢nich
testli in ovo se séry nemocnych byka byly negativni.

Stejné jako Mc. Intosh a spol. (6), Millar (11), Mc. Clure (2)
a hlavné Kendrick a spol. (7, 8) provedli jsme i my za acelem prikazu
specificity infekéniho agens, izolovaného na vejcich, fadu pokusi o experimen-
talni vyvolini cnemocnéni pohlavniho ustroji zdravych jalovic a byku. Biolo-
gicky material (vaginalni hlen, ejakulit, tkdn z varlat) z nemocnych zvirat i ma-
terial ze slepi¢ich embryi, obsahujici pasazovanc¢ agens, vyvolal stejné klinické
i patologicko-anatomické zmeény jaké jsou zjisfovany po ptirozené infekei byka
a jalovic. Zpétna izolace agens z experimentalné intikovanych zvirat a obdobné
zmény na chorioalantoidnich blanach i mortalita slepicich embryi, objevujici se
jiz v prvnich pasdzich, stejné jako pti primoizolacich z prirozenych infekei, do-
kazuji, ze pficinou onemocnéni bykl i jalovic je pravdépodobné virus. Také stfi-
davé pasdze agens na vejcich a zviratech s pozitivnimi nalezy klinickymi i pa-
tologicko-anatomickymi a virologickymi tento ndazor podporuji (viz piehled & 1
a 2 a tabulku V a VI).

Vztah mezi onemocnénim, které sledujeme, a mezi virovymi chorobami po-
hlavniho astroji, které popisuji cizi autcii, neni jesté po strance klinické, epizooto-
logické, ani etiologické objasnén. Zda se, ze vyskyt virovych infekci pohlavniho
astroji meni ani v nasich zemich nahodny a epizootie. které se mohou objevit
v terénu i na inseminacnich stanicich, mohou se stiat zavaznym hospodarskym
problémem.

Souhrn

Byla studovdna etiologie chronického granula¢niho zanétu varlat byku, ktery
se enzooticky i sporadicky objevoval v inseminacnich stanicich v ceskych zemich.

Infekéni povaha onemocnéni byla prokdzdna experimentdlnim prenosem na
zdravé byky a jalovice.

Z 25 vzorkl ejakulatti a varlat nemocnych byku bylo celkem c¢trnactkrat
izolovano na chorioalantoidnich blanach slepi¢ich embryi infekéni agens, které
vyvolavalo nepravidelné zmény chorioalantoidnich blan a usmrcovalo embrya po
dvou- az $estidenni inkubaci. Zjisténa LD 50 % méla ve 4. az 8. pasazi hod-
notu 10*°. Desetiprocentni suspenze chorioalantoidnich blan ze 2. az 4. vaje¢né
pasaze pouzita k experimentalni infekci zdravych byku a jalovic vyvolala onemoc-
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néni zcela shodné s onemocnénim zvifat experimentidlné infikovanych ejakula-
tem nebo suspenzi z varlat nemocnych zvifat, i s onemocnénim po pfirozené in-
fekei.

Pritomnost infek¢niho agens byla prokdzama zpétnou izolaci z organi expe-
rimentalné infikovanych zvirat, z ejakulati varlat, vaginalniho a délozniho hlenu
a z tekutiny ziskané punkci ovarialnich cyst.
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U3yueHue 3THOJIOrMK MHGMEKIHOHHOr0 OpXUTa ObIKOB B YeX0CI0BaKUK

W3yyasiack 3THONOIMA XPOHUYCCKOro IPaHyJIIPHOTO BOCIAJIEHUSA CEMEHHBIX zKejie3
ObIKOB, 9H300TMYECKM M CIOPaAMYecKN ITOABJSAIOLIETOCA HAa CTAHUMAX HCKYCCTBEHHOIO
OCEeMEeHeHUs B YEIICKMUX 00J1acTAX.

VHheKHMOHHBIT XapakTep 3abojieBaHnA ObII JIOKa3aH 3KCIIEPUMMCHTAJIbLHLIM Iiepe-
HeceHueM 0oJIe3Hn Ha 3/0PoOBbIX ObIKOB M TeJIOK.

M3 25 npod 94KyJATOB M CEMEHHMKOB OOJIbHBIX OBIKOB MH(EKIMOHHBIT (DAKTOp
Obl1 YeTBLIPHAALATL pPa3 M30JMPOBAH HA XOPMOAJAHTOMAHBIX O000JIOYKAX KYPHHBIX
9MOPMOHOB, KOTOPbLIN M BBI3ZBAJ HEPETyJAPHbIC M3MEHEHMA XOpPMOAJTaHTOUIHBIX 0C0J0-
YCK W YMEPIUBJAJ 3apCAablilieil rnocne 2—6-AHEBHOM uMHKyOauuyu. YcraHoBJsieHHble LD
50 % B 4—8 naccaxkax npejacrapaAian seandudy 10-4.5. 10 % cycneH3uy XOpHOoaJaHTOUA-
HbIX 000JI04eK 13 24 AMYHBLIX [accazkey, MPUMEHEHHOI AJIA 9KCIEeDUMEHTANIbHOMN MH-
ekl My 370POBbLIX ObIKOB 1 TEJOK, BbI3Baau 3abojeBaHue IOJHOCTBIO CXOJHOe ¢ 3absc-
JIeBAHMEM KMBOTHBIX, MH(MHUIMPOBAHHBIX B HJKCIEPUMEHTANbHOM TMODAJKE 9SAKYJIATOM
MJIM CYCMCH3MEH M3 CeMEHHIKOB DOJIbHBIX KMBOTHBIX, a TAKKE U € 3a00JIeBAHNICM I10CJe
€CTECTBEHHOM MH(MCKIMN.

IIpucyrersyue pyHpeKLOHHOro pakropa JAoKa3aHo obDpaTHOM n3oJigumMeit 13 OpTaHoB
9KCNEePUMEITANBHO HHMUIMPOBAIIHLIX YKHBOTHBIX, M3 9fAKYJIATOR, CCMEHHUKOB, Bari-
HAJILHOI 11 MATOYHOM CAM3HM M M3 KUAKOCTH, IMOJYYEHHO) NPy NYHKUUM KHCT AUYHHKA.
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Studium der Atiologie der ansteckenden Hodenentziindung der Bullen in der Tsche-
choslowakischen Republik

Studiert wurde die Atiologie einer chronischen granulierenden Hodenentziin-
dung bei Bullen, die in den Inseminationsstationen der béhmischen Linder enzootisch
und sporadisch aufgetreten ist.

Der infektiose Charakter der Erkrankung wurde mittels experimenteller Uber-
tragung auf gesunde Bullen und Firsen nachgewiesen.

Aus 25 Proben des Ejakulats und der Hoden kranker Bullen wurde insgesamt
vierzehnmal auf der Chorioallantois von Hithnerembryonen ein infektioses Agens
isoliert, das unregelmiflige Verdanderungen an der Chorioallantois verursachte und die
Embrya nach 2-6tigiger Inkubation abtétete. Die ermittelte LD 50 % betrug in der
4.—86. Passage 10-4.5, Eine 10 % Suspension der Chorioallantois aus der 2.-—4. Passage
auf Hihnerembryonen rief bei experimenteller Infektion gesunder Bullen und Farsen
eine sowohl mit der Erkrankung der mit dem Ejakulat oder mit Hodensuspension
experimentell infizierten Tiere, als auch mit der nach natirlicher Infektion aufge-
tretenen Krankheit lbereinstimmende Erkrankung hervor.

Die Anwesenheit eines infektiosen Agens wurde durch Riickisolation aus den
Organen experimentell infizierter Tiere, aus dem Ejakulat, den Hoden, dem Vaginal-
und Gebarmutterschleim sowie aus der mittels Punktion von Ovarialzysten gewonne-
nen Flussigkeit, nachgewiesen.
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SBORNIK CESKOSLOVENSKE AKADEMIE ZEMEDELSKYCH VED
ROCNIK 5 (XXXIID VETERINARNI MEDICINA 1960 - CISLO 9

Eterovy test v séru koni a moéi psu

O¢hHUpHEBIT TeCT B CHIBOPOTKE JIOMIA/Ae ¥ B MoYe co00aK

Der Ather-Test mit Pferdeserum und Hundeharn

Lubomir SLESINGR

Doslo dne 21. VIL. 1958

Uvod

Zludové pigmenty jsou mimo soucasny humanni vyzkum také stredem po-
zornosti na poli veterinarni mediciny. Podkladem tohoto vyzkumného sméru jsou
Casté poruchy a choroby jaterni a cest zlucovych.

Pti detailnim laboratornim vysetfovani krevniho séra a moce pacientl s vys-
$im obsahem Zzlucovych pigmenti byla nam nipadna vytfepatelnost zlucovych
pigmenti mimo chloroformu rovnéz i do éteru. Tento poznatek nas pfinutil za-
byvat se zminénym tkolem podrobnéji. K systematickému Setifeni jsme si zvo-
lili sérum zdravych a nemocnych koni a mo€e zdravych a nemocnych psa.

Pirehled literatury

V prehledu literatury uvadime pouze price zabyvajici se v éteru vytfepa-
telnym zluovym pigmentem u ¢lovéka. Z praci veterinirnich jsme dosud v pfi-
stupné literatufe podobné nenasli.

Veskeré humanni prace jsou vesmés z posledni doby a lze je rozdélit na prace
klinické a biochemické. Z roku 1951 je zndma prace Ningra a Tovarka
(4), ktera zkouma vyskyt v éteru rozpustného bilirubinu u osob s rozliénymi
jaternimi chorobami. Bylo prokazino, ze uvedeny pigment se nevyskytuje pouze
u osob s malignimi jaternimi zménami, nybrz byl prokiazan i u jinych jaternich
chorob. Podobnou praci publikovali v roce 1955 Lepjavko (2) a Michaj-
lova (3). Autorka jej zjisfovala pfi madorech hlavy pankreatu a pri zménach
na papila Vateri. Doporucuje pigment zjisfovat nejen kvalitné, ale také kvan-
titativné. Pri¢inu hromadéni se tohoto barviva v krvi spatfuje ve $patném od-
toku zluce a pankreatickych $tiv do dvanacterniku.

Vlastnosti éterem vytrepatelného bilirubinu popsal v roce 1956 Tala-
fant (6). Na zakladé chemickych rozbort prokazal, Ze tento pigment se chova
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jako neobycejné alkalicky-labilni ester nebo jiné velmi labilni slozky bilirubinu.
Dale prokazal elektroforeticky, Ze zminéné barvivo neni jednotné a ze se sklada
z dosud neznamych slozek. Ve stejném roce patral po uvedeném barvivu mimo
sérum také v mo¢i Salo Weinrach (5). Eterem vytiepatelny bilirubin zjistil
autor také v moci. Autor nasel pigment vedle malignich jaternich nadorti i u ji-
nych jaternich chorob. Beck a Kihn (1) zkoumali rozpustnost bilirubinu
v éteru v zavistosti na pH prostiedi. Zjistili, ze pti pH 8,8 se zac¢ina bilirubin
v éteru rozpoustét, pti pH 5 je schopen vsechen bilirubin rozpustny ve vodni fazi
prejit do éteru. Hlavni vlastnosti éterem vytfepatelného bilirubinu vsak je jeho
schopnost prechazet do éteru i za pH vyssiho nezli 9. Tim se také 1i§i mimo jiné
vlastnosti od bilirubinu. Autorim se podafilo vytfepat éterem rozpustny pig-
ment z ikterické moce pti kyselém pH. Tento pigment viak neziskali pfi zdsadi-
tém pH. Z dalSich prokazanych vlastnosti je tfeba jesté uvést, ze je vazan na
sérovy albumin. Rovnéz spektrofotometricky jsou markantni diference ktivek mezi
bilirubinem a éterem vytfepatelnym pigmentem.

Z naseho hlediska je treba jesté uvést citace Michajlové (3b), ktera
ziskala éterem vytfepatelny pigment pfi experimentialnim podvéazani ductus chole-
dochus a ductus pancreaticus u pokusného psa.

Phylloerythrin je rovnéz rozpustny v éteru, coz prokazal Perrin (8).
Do éteru vak neprechazi anebo pouze v malém procentu pti pH vy$sim nez 7,5.
Phylloerythrin je ve vodé nerozpustny a je pritomen jiz ve zlu¢i bylozrave.

Metodika

Vyskyt éterem vytfepatelného pigmentu jsme sledovali u zdravych a ne-
mocnych koni a psi. Sérum koni jsme volili pro jeho vysoky obsah bilirubinu
jiz za normalnich poméra. Mo¢ psii zase naopak pro béiny vyskyt zlucovych
barviv pfi sebemensich zdravotnich poruchach psii.

Sérum jsme ziskavali béznym odbérem krve z vena jugularis, ustinim
a samovolnym vytlacenim séra pfi pokojové teploté. Reakci jsme provadéli se
sérem dva dny starym. Z takevého séra se nim podartilo ziskat vytfepatelnou
frakci do éteru. Bylo-li pouzito cerstvého séra, vyttfepala se v men3i mife Cast
bilirubinu do éteru, ale z éteru do 15 minut vymizela. Na tomto misté je tieba
je$té upozornit na dilezitost pH. Pracuje-li se s okyselenym sérem jsou ziskané
vysledky jiné nezli uvadime.

K séru jsme pridali dva dily éteru a tfepali jsme po dobu jedné minuty.
Predem viak byla vidy provedena didzoreakce. Eter, do néhoz ptesla ¢ast bar-
viva, jsme odlili do &isté zkumavky a abychom si ovéfili zda jde o tvz. éterem
vytfepatelny bilirubin, provedli jsme nasledujici reakce: 1. zkousku s didzotovanym
azoreagens, 2. vytfepatelnost do zasady, 3. reakci s acctonem a 4. reakci s n/10
HCI (2., 3. a 4. — navrstvit a protfepat).

Mc¢ jsme ziskdvali katetrem nebo samovolné. Kazdy vzorek jsme okyselili
kyselinou octovou a pfi pH 5,5 jsme provedli zkousku na bilkoviny a zlucova
barviva. Podotykame, Ze u mo¢i, silné pozitivnich na zlucova barviva pfi Gme-
linové zkou$ce, byla vidy prokazana pritomnost mensiho nebo vétsiho mmnoz-
stvi bilkovin. Mo¢ byla tfepina obdobné v poméru 1:2 s éterem. V éteru roz-
pustny bilirubin byl pak podroben jiz uvedenym dalsim reakcim. Pracovali jsme
s ranni Cerstvou modi.
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1. Eterovy test v séru koni

Sexiien - pm:%z: v sczr: B E:erovy tjst s»dnazcn_l s icetone_m s n/10 HCI \;i[i,;g:;e;_
30 vt. 4z ' ‘

L Bez klinickych priznaka 20 — — — 20 = = =" = oo
II. Ikterus pfi klinickych

chorobéach 9 1 8 6 3 - - - - 6

IIL. Koliky 15 — — — — — — — — - —

IV. Intoxikace 7 — 2 1 6 - - — = = =

V. Bronchitis ac. 8 = - — — - - — —_ — — —

VI Hepatitis po CCly,
phenylhydrazinu 5 2 3 4 1 | = — - — — — 4
II. Eterovy test v moé¢i psu
Diagnoza g | | B b Reakees n/10 HCI
il - - - diazem acetonem

I: Bez klinickych priznaka 20 1 19 — 20 — = — —

II. Gastroenteritis ac. 15 10 5 = 15 — — — =

III. Hepatitis ac. 10 10 8 2 - = =

IV. Weilova choroba 2 2 2 - - 2 = -

V. Chron. ekcem 15 6 9 1 14 — -- B -

VI Febris c. 15 8 7 2 13 - — - =

VII. Diabetes mell. 3 — 3 - 3 — — — —




~

Vysledky u koni

K ziskani prehledu o vyskytu éterem vytiepatelného zlucového pigmentu
jsme provedli rovnéz Setfeni u koni zdravych. U 20 $etfenych sér zdravych koni
byl éterovy test i s ostatnimi spole¢né provedenymi reakcemi negativni. Také
u koni nemocnych kolikami (15) a akutni bronchitidou (8) byl test negativni.
U koni nemocnych druhotné ikterem (9), alimentirnimi intoxikacemi (7) a
uméle vyvolanymi zanéty jater (5) byl éterovy test jedenactkrat pozitivni, U 10
koni byl megativni. Sérum koni, u nichz chorobny stav zplsobil zvySeny obsah
pfimého i nepfimého bilirubinu, byla didzoreakce trikrat pfima, méfemo do
30 vtefin, a patnidctkrat dvoufdzova. Ostatni provedené zkousky s barvivem
ziskanym v éteru byly negativni. U 10 zkousek bylo mozno pigment vytiepat
do zasady.

Vysledky u psu

Setfeni bylo provedeno v mo¢i psi bez klinickych ptiznakid (20) a psi
nemocnych témito chorobami: gastroenteritis acuta (15), hepatitis acuta (H. c. c.)
(10), Weil (2), eczema chronicum (15), febris canum (15) a diabetes mellitus
(3).

Mo¢ na éterem vytfepatelny pigment byla u chorych pst, kteti méli vysoky
obsah bilirubinu v mo¢i, rovnéz u 13 pozitivni na tento pigment. Ani v jednom
piipadé se nedal vsak vytfepat do zisady. Reakce s didzem byla sedmkrat pozi-
tivni, pfi ostatnich zkouskach barvivo nereagovalo.

Souhrn

P¥i hodnoceni pravého éterového testu s diagnostickym vyuzitim u jater-
nich chorob je podle dosavadnich nasich zkuSenosti v séru koni a moc¢i psi na-
prosto nutné éterem vytiepateln? barvivo podrobit dalsim zkouskam. V textu a
v tabulkdach uvedené zkousky pomohou odlisit jind barviva zlucova, ktera rovnéz
do éteru prechédzeji. Z téchto barviv je to pfedevsim nepfimy bilirubin, ktery se
da ¢astecné éterem vytiepat. Eterem vytfepatelny pigment se odvozuje z vétsi ¢asti
od nepfimého bilirubinu (Beck, Kihn). Z naseho hlediska je tfeba opatrné
hodnotit reakce hlavné u koni, kde je nepfimého barviva pfi chorobach krevnich
a jaternich v séru nadmiru. Shrneme-li cely problém zminéného barviva muzZeme
jej charakterisovat takto: Pozitivni éterovy test dava s didzem reakci, do za-
sady se neda vytfepat, s n/10 HCI prechézi v biliverdinoidni barvivo, s acetonem
se v éteru vysrazi a krystalizuje v jehlickovitych trsech. Etercsolubilni pigment
snadno oxyduje.

Pouzijeme-li tohoto méfitka v nasem prizkumu u koni, pak je tieba uvést,
ze z jedenacti zdanlivé pozitivnich pfipadi neodpovida ani jeden pozadavkim
na toto barvivo kladenym. Vzhledem k tomu, ze u 10 pfipadd pteslo barvivo do
zasady, soudime, Ze §lo o nepfimy bilirubin, ktery se v éteru rovnéz castecné roz-
pousti. Zkouska s acetonem a n/10 HCI byla vesmés negativni. Reakce diazova
byla rovnéz megativni, s éterovym extraktem se vsak diazo fialové zbarvilo za
nékolik hodin u nékolika vzorku.
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Soudime proto, ze jsme ani v jednom pfipadé neprokazali u uvedenych pa-
cientl éterem vytfepatelny bilirubin.

Poméry s uvedenym testem v mo¢i psi byly ponékud jiné. Ze 13 ziskanych
extrakta davalo sedm pozitivni didzoreakci. Do zasaditého prostiedi nepresel ani
jeden vzorek. Z hlediska zminénych dvou reakci by ziskany pigment odpovidal
pravému éterem vytrepatelnému bilirubinu. S acetonem a n/10 HCI v$ak bar-
vivo sedmi psu reakci nedavalo. Neodpovidal tudiz éterovy extrakt vysledkim
podle Becka a Kiihna. Presto se vsak domnivame, ze o uvedeny pigment
§lo, nebof se u téchto pacientti vyskytovala vazna bilirubinaemie a extrakt pak
daval reakci s diazem a nepfechazel do zisady.
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O ¢GUPHLBII TECT B CHIBOPOTKE JIOIIAJe ¥ B Moye codak

Tpya omucbiBaer Haauyue OuampyGuHa y Jowajeil 1 cobak, KOTOPbIA MOXKHO
9KCTParupoBaTh 3¢hMpoM.

YKazaHHbI [UIMEHT HE yJAajloch JAO0Ka3aTh B CBIBOPOTKE JIOLIajel1, AaxKe ecau
Yy HocJeAHUMX M HabJajallack CaJbHaAg OuMaUpyOuMHemua. DPUPOM SKcTparmpycMmasa Bbl-
TAXKKA, Kak ObLIO JOKa3aHO y JolIajaeit, He Obljla HaCTOALLEN.

B 7 cayyaax y 60abHBIX cobak Oblyl JoKasaH IIMIMEHT, KOTOPbIII MOXKHO 9KCTpa-
rmposaTb 9(MPOM u KOTCPbIA JaBaj NMO3UTHBHYIO AHMAaz0opeakuMIo M He Nepexoautl B
IEJI0Yb. DTOT NUIMEHT cYMTaeTca 3(PUPOM SKCTPArMpyeMbIM.

IIpuHuMana Bo BHMMaHMe, 4YTO y cO00aK MOXKHO, B IEpPBYIO O4Yepeab, YCTAaHOBMTh
JKeJuYHble KpacAlllie BELIECTBAa B MOYe, H TOJBKO NPy BeCbMa CEPbE3HBbIX U IIPOrpeccu-
pylouux 3a00/IeBaHUAX II€YeHM HacTyIlaeT OUIUpYyOMHEMMA, MOXKHO 3(PUPHBIA TECT MUC-
110J1b30BaTh JJIA AMATHOCTMKK OOJIe3HEH IedyeHH y cobak.

Der Ather-Test mit Pferdeserum und Hundeharn

In der Arbeit ist das Vorkommen des mittels Ather extrahierbaren Bilirubins
bei Pferde und Hunden beschrieben. Es ist nicht gelungen, den Farbstoff im Serum
der Pferde nachzuweisen, auch wenn es sich um Fille mit hoher Bilirubindmie han-
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delte. Hiemit ist erwiesen, daBl der Farbstoff bei Pferden nicht mittels Ather extra-
hierbar ist.
Bei 7 kranken Hunden ist der Farbstoff im Harn nachgewiesen worden. Er gab
eine positive Diazo-Reaktion und ist nicht in die 1 % NaOH-Losung iibergegangen.
Da die Gallenfarbstoffe bei Hunden hauptsédchlich im Harn vorkommen und nur
bei ernsten Leberschiaden Bilirubindmie auftritt, ist die Moglichkeit gegeben, den
Ather-Test zur Diagnostik der Leberkrankheiten anzuwenden.
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