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J. Barto§ § SROVNANI DEZINFEKCNI UCINNOSTI
CTRNACTI LATEK NA Mycobacterium phlei
PRI POUZITI SUSPENZNI METODY
A METODY NOSICU

B Literarni tdaje o latkach, které jsme studovali, jsme uvedli v p¥edchozich
pracech (Barto§ 1963, Barto§ 1964a, Barto§ 1964b, Bartos
1965). V téchto pracech jsou popsdny téz metodiky, jichz jsme pouzili k testovani.
V tomto sdéleni se tedy omezujeme pouze na srovnini vysledkd ac¢innosti 14 1a-
tek pfi pouziti dvou raznjych metodik. Uvadime pouze vysledky, jichz jsme
dosahli pomoci litek rozpusténych nebo fedénych sterilni destilovanou vodou
bezprostfedné pred pckusem. Uvadime jen expoziéni dobu 30, 60 min. a 3 hod.
a pouze vysledky s témi koncentracemi dezinfekénich latek, které byly testovany
v nejvétsim poctu testt. Testy, pti nichz doslo ke kontaminaci, byly eliminovany
z dalsiho procentudlniho hodnoceni Gcinnosti jednotlivych latek. Pro vétsi cel-
kovou ptehlednost spojujeme do jedné skupiny ty vysledky, jichz bylo dosazeno
riznymi vzorky (Sarzemi) stejnych latek a téz byly-li k latkam pfidavany rtzné
prisady pro zlepseni rozpustnosti latek. Pocet testi se pohyboval od 5 do 69
s kazdou latkou a koncentraci. Pfrevaina vétSina byla v3ak testovdna deset- aZ
dvacetkrat.

SOUHRNNE VYSLEDKY POKUSU

Scuhrnné vysledky udéavaji obr. (grafy) 1—4. Z cbr. 1 vidime, ze pfi
testcvani suspenzni metodou za pfitomnosti kravskych faeces pisobily ptfi 30 min.
expozici baktericidné ve 100% pokust tyto latky a koncentrace: 1% kyselina
peroctovd, 2% krezolovy tez, 4% hexachlorofén, 5% Chloramin B, 5% De-
legol T, 0,5% kyselina peroctovd a 1% Tcpane W. S.

Dalsi latky puscbily baktericidné v mensim % pokust: 3% difén v 95,2 %;
3% Lyzcl v 94,2 %; 3% optol v 94,1 %: 1% krezolovy tez v 93,3 %; 1% xy-
lencl technicky v 85,7 %; 3% pentachlorfenolat sodny v 83,3 %; 6% Renophen
v 55,5 %; 10% Tego 51 v 29,4 % a 10% Sigambol A v 0,0 %.

Obr. 2. uvadi vysledky, jichz bylo dosazeno pfi pouZiti stejné metody, ale
pii prodlouzeni expoziéni doby na 60 min. Baktericidné pisobily ve 100 % po-
kust tyto latky a koncentrace: 1% kyselina peroctova, 2% krezolovy tez, 4%
hexachlorofén, 5% Chloramin B, 5% Delegol T a 3% difén.

Dalsi latky pusobily baktericidné v mensim % testd: 1% Topane W. S.
v 97,2 %; 3% Lyzol v 96,4 %; 3% optol v 93,3 %; 1% krezolovy fez v 93,3 %;
1% xylenol technicky v 93,3 %; 0,5% kyselina peroctova v 90 %; 3% penta-
chlorfenolat sodny v 84,6 %; 6% Renophen v 80 %; 10% Tego 51 v 64,7 %
a 10% Sigambol A v 0,0 %.
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Pri testovani metodou dfevénych nosi¢tu znecisténych kravskymi vykaly pu-
sobil baktericidné pti 1 hed. expozici ve 100 % testii pouze 1% roztok kyseliny
peroctové, jak je patrno z obr. 3.

Dalsi latky a koncentrace piisobily baktericidné v mensim % testi: 0,5%
kyselina peroctovd v 94,9 %; 0,1% kyselina peroctovd v 68 %; 6% krezolovy
tez v 50 %: 6% Chloramin B ve 44,4 %; 4% hexachlorofén v 42,1 %: 6%
xylenol technicky ve 40,9 %; 10% Lyzol ve 23,7 %; 5% pentachlorfenolat
sodny v 11,8%, 10% Topane W. S. v 10,5 %} 6% optol v 10,0 %; 20%
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1. Suspenzni metoda —
0

expozice 30 min.

Delegol T v 5,9 %; 6% difén v 5,8 %; 20% Renophen v 0,0 %; 20% Sigam-
bol A v 0,0 % a 20% Tego 51 v 0,0 %.

Obr. 4 uvadi vysledky, jichz bylo dosazeno pfi pouziti stejné metody, ale
pti prodlouzeni expoziéni doby na 3 hodiny. Ve 100 % testG pusobil baktericidné
opét pouze 1% roztok kyseliny peroctové. Dalsi latky a koncentrace piisobily
baktericidné v mensim % testi: 6% krezolovy tez v 95,8 %; 0,5% kyselina
peroctovad v 95 %; 6% xylenol technicky v 81,8 %; 6% optol v 80 %; 6%
Chloramin B v 61,1 %; 10% Lyzcl v 55,0 %;0,1% kyselina peroctova v 50 %;
6% difén ve 44,2 %; 4% hexachlorofén ve 42,1 %; 5% pentachlorfenolat sodny
v 16,7 %; 20% Renophen v 15,8 %; 20% Sigambol A v 15,8 %; 10% Topane
W. S v 15 %; 20% Delegol T v 11,1 % a 20% Tego 51 v 0,0 %.

Obr. 5 porovnava ucinnost latek v jednchodinové expozici pti pouziti dvou
riznych metodik: metody suspenzni a metody dievénych nosi¢i. Ve 100 % testl
jak pri pouziti metody suspenzni, tak i pfi pouziti dfevénych nosi¢i pusobil
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baktericidné pouze 1% roztok kyseliny peroctové. 0,5% kyselina peroctova pi-
sobila pfi metodé suspenzni v 90 % pokusii a pfi metodé nosi¢i v 94,9 %.
Krezolovy fez v 2% koncentraci pasobil baktericidné ve 100 % pokust pfi
testovani suspenzni metodou, ale pti pouZiti metody nosi¢t pasobil 6% roztok
pouze v 50 % testd. Chloramin B v 5% koncentraci piisobil baktericidné ve
100 % pokust pti testovani suspenzni metodou, ale pfi pouziti metody nosi¢h
ptisobil 6% roztok pouze v 44,4 % testi. 4% hexachlorofén piisobil ve 100 %
pokusti pfi testovani suspenzni metodou, ale pfi testovani metodou nosi¢i pouze
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2. Suspenzni metoda —
expozice 60 min, 0

v 42,1 % testt. Xylenol technicky v 1% koncentraci piisobil baktericidné pii
pouziti suspenzni metody v 93,3 % pokusi, ale pfi testovani metedou nosiét
piisobil 6% roztok pouze ve 40,9 % testii. 3% Lyzol pfi pouZiti suspenzni me-
tody pusobil v 96,4 % pokusti, ale pfi testovani metodou nosi¢i piisobil 10%
roztok pouze ve 23,7 % testi. 3% pentachlorfenolat sodny pisobil pti pouziti
susperizni metody v 84,6 % pokust, ale pti testovdni metodou nosi¢ii piisobil
5% roztok pouze v 11,8 % testii. Topane W. S. v 1% koncentraci ptsobil pfi
pouziti suspenzni metody v 97,2 % pokusti, ale pti testovani metcdou nosich
piisobil 10% roztok pouze v 10,5 % testii. 3% Optol piisobil p¥i pouziti suspenzni
metody v 93,3 % pokust, ale pti testovini metcdou nosi¢i pisobil 6% roztok
pouze v 10 % testi. Delegol T v 5% koncentraci ptsobil pti pouziti suspenzni
metody baktericidné ve 100 % pokusti, ale pfi testovani metodou ncsi¢t pi-
sobil 20% roztok pouze v 5,9 % testd. Difén v 3% koncentraci piisobil p#i
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pouziti suspenzni metody baktericidné ve 100 % pokusii, ale pti testovani meto-
dou nosi¢ plsobil 6% roztok pouze v 5,8 % testii. Rencphen v 6% koncentra-
ci plsobil baktericidné pfi testovani suspenzni metcdou v 80 % pckusd, ale pri
testovani metodou nosiéi pisobil 20% roztok Renophenu v 0,0 % testﬁ 10%
Tego 51 piisobil pii testovani suspenzni metodou baktericidné v 64,7 % pokusu
ale pfi testovani metodou nosi¢it piisobil 20% roztok Tego 51 v 0,0 % testi.
10% Sigambol A pisobil pii testovani suspenzni metodou i metodou nosith
v 0,0 % pokusti a testii.
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ﬂ H 3. Metoda dievénych no-
0 -

si¢il — expozice 1 hod.

Z téchto vysledkd jasné vyplvva horsi acinek vétsiny dezinfekénich latek
na dievénjch destickidch. Pouze 1% roztck kyseliny percctové puscbil bakteri-
cidné ve 100 % pokusii jak pti testovani dezinfekéniho i¢inku metodou suspenzni
v prosttedi kravskych faeces, tak i metodou dfevénych nosici, znecisténych krav-
skymi vykaly.

SOUHRN

Byl zjistovan baktericidni Gcinek 14 latek na Mycobacterium phlei pti pz-
uziti metcdy suspenzni v prostiedi kravskych faeces a metcdy dievénych desticek,
znelisténych kravskymi faeces.

Ze skupiny latek pouzivanych pro dezinfekci v CSSR byl testovan Lyzcl
a Chloramin B. Ze skupiny zahrani¢nich latek, doporucovanych pro dezinfekci
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metod — expozice 1 hod.

uéinnosti pri pouziti dvou

ani

5. Porovn
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pfi tbe, byly testovany tyto pfipravky: Topane W. S., Deiegol T, Renophen,
Sigambol A a Tego 51. Ze skupiny tuzemskych vyrobkd, dosud nepouZivanych
k dezinfekci byly testovany tyto latky: kyselina peroctova, krezolovy fez, xyle-
nol technicky, hexachlorofén, pentachlorfenolat sodny, optol a difén.

Ze vSech 14 latek pusobil pifi pouziti jak suspenzni metody, tak i metody
dfevénych nosi¢t ve 100 % pokusii a testii baktericidné pouze 1% roztok ky-
seliny peroctové. Ostatni latky mély pak v rdzném rozsahu niz$i alinek. Proti
suspenzni metodé byl zji§tén znaéné niz3i Gc¢inek na dfevénych nosi¢ich pti po-
uziti jednotlivych latek. Vyjimku tvofila pouze kyselina peroctova.

DoSlo dne 19. 8. 1965
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Cpasuenne nesmndanupyioutero nedicrsua 14 semects ma Mycobacterium phlei
NPH NOMOIIH METONA CYyCHeH3HH H METOXa IepeHOCYHKOB

Hayuanoce Gakrepuuuaxoe neitcrsue 14 pemecrs Ha Mycobacterium phlei npu nomouu
METOHa CyCMeH3HH B Cpele KOpOBbiX (exanuil ¥ MeTona IepeBAHHBIX TUINTOK, 3arPASHEHHBIX KO-
POBBHMHU (QeKaIHAMH.

U3 rpynner semects, npumeHsaeMsix 8 YCCP nna ne3auH$exuuu, TeCTHPOBAJNCh JM30T H XJIO-
pammnr B. U3 rpynmsl 3apyGekHbIX BENeCTB, PEKOMEHIyeMbiX Ijs Ae3uHeKuHH Npu Tybepkynese,
TECTHPOBaNHChL crenyiouive mpenapatsl: Topane W. S., Delegol T, Renophen, Sigambol A
u Tego 51.

Ms rpynmbr uexocnoBanKuX s 1e3HHPUIIMPOBAHUA TMOKA elle He NPHUMEHAeMbIX IpenapaTos
TECTHPOBAJIMCH CJENYIOLIHE BEeNlecTBa: MEePYKCyCHAs KHCJOTa, KPe30J0Bblit CPe3, TeXHUYECKHi KTH-
JIEHOJI, TeKCaxsiopodeH, NMeHTaxXJIOPPeHOJAT HATPUH, ONTON KU AHPEH.

Ha Bcex 14 pemects Kak P NpHMMEHEHHH METONA CYCMEH3Mil, TaK M IePeBAHHBIX ILIHTOK
B 100 %! onrrros 1 Tecton Gakrepmimanoe meficteue okazan gumb 1 00 pacTpop mepyKCycHOM Kitc-
Jgorel. OcranpHble BeujecTBa B pasHOil CTemeHM neiicTsopanu caafee. I1o CpaBHEHHIO C METONLOM
cycneHsuii, 3pQeKT NpH TMONL3OBAHMY OTIEJBHBIX BEUIeCTs Obl1 HAa IePEeBAHHBIX NJIMTKAX TOPA3no
cnabee. Mckmouenue cocrasisiia JIHINbL NEPYKCYCHAs KUCIOTA.

Comparison of the Disinfection Efficacy of 14 Substances against Mycobacterium
phlei with the Use of the Suspension- and Carrier-Methods

The bactericidal effect of 14 substances against Mpycobacterium phlei was
ascertained with the application of the suspension method in the medium of cow
faeces and the method of wooden plates soiled with cow faeces.

Of the group of substances used for disinfection in Czechoslovakia lysol and
chloramine B were tested. Of foreign substances recommended for disinfection
against tuberculosis the following preparations were tested: Topane W. S., Delegol
T, Renophen, Sigambol A, and Tego 51.

Of the group of products of domestic provenience, which have not been used
for disinfection as yet, the following substances were tested: peracetic acid, a cresol
mixture, xylenol for technical wuse, hexachlorophene, natrium-pentachlorphenate,
optol, and diphene.

Out of all 14 substances only a 1% solution of peracetic acid, when both the
suspension method and the method of wooden carriers were used, proved bactericidal
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in 100 9, of the experiments and tests. The other substanges revealed smaller effi-
cacies in different extents. Compared with the suspension method a considerably
smaller effect was ascertained on the wooden carries when different substances
were used. The only exception proved to be peracetic acid.

Vergleich der Desinfektions-Wirksamkeit von 14 Stoffen gegeniiber
dem Mycobacterium phlei unter Anwendung der Suspensionsmethode
und der Methode der Triger

In der Arbeit wurde die bakterizide Wirkung von 14 Stoffen auf Mycobacterium
phlei bei der Anwendung der Suspensions-Methode im Milieu von Kuh-Faeces und
der Methode der mit Kuh-Faeces verunreinigten Holzplatten iiberpriift.

Von der in der CSSR zur Desinfektion angewandten Stoffgruppe wurde das
Lysol und Chloramin B iliberpriift. Von der Gruppe der im Ausland erzeugten und fir
die Desinfektion bei The. empfohlenem Stoffe wurden folgende Priparate tiberpriift:
Topane W, S., Delegol T, Renophen, Sigambol A und Tego 51.

Von der Gruppe der inldndischen Erzeugnisse, die bisher zur Desinfektion nicht
angewendet wurden, liberpriifte man folgende Stoffe: Peressigsdure, Kresolmischung,
technisches Xylenol, Hexachlorophen, Natrium-Pentachlorphenolat, Optol und
Diphen.

Von samtlichen 14 Stoffen bei der Anwendung sowohl der Suspensionsmethode
als auch der Methode der holzernen Triager wirkte bakterizid in 100 9, der Fille
und Priifungen nur die 1Y/, Peressigsdurelosung. Die ibrigen Stoffe hatten eine
schwichere Wirkung in verschiedenem Ausmafle. Im Vergleich zur Suspensions-
methode wurde bei der Anwendung von Holzplatten eine schwichere Wirkung der
einzelnen Stoffe ermittelt. Nur die Peressigsdure machte eine Ausnahme.

Adresa autora:

Jaroslav Bartos, prom. vet. lékar, CSc.,, Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
Brno - Medlanky
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Pripravuje se vydani
Naucného slovniku zemédélského

Ustav védeckotechnickych informaci MZLH pfipravuje vydani
Sestisvazkového Nauéného slovniku zemédélského. Dilo ma odstranit
mezeru v encyklopedické literatufe na tomto useku a slouzit §iroké
zemédélské verejnosti jako stéZejni zakladni pomiicka.

Rozsah je stanoven na 6000 tiskovych stran (810 VA), po cca
1000 stranach v kazdém svazku formatu B 5. V dile bude 8000 ¢erno-
bilych obrazku (pérovek a autotypii), cernobilé celostrankové tabule,
mapy, grafy a diagramy a 384 barevnych ilustraci na ktidovych
listech.

Ideovym cilem Nau¢ného slovniku zemédélského je vytvorit
komplexni dilo pro teorii a praxi, kieré bude zrcadlem trovné ze-
médélskych véd a vyznamnym kulturnim pocinem reprezentujicim
na§i védu i polygraficky primysl doma i v zahrani¢i. Funkénim
poslanim dila je podat $irokému ckruhu pracovnikid v zemédélstvi
soubor poznatkt a védomosti z jednotlivych zemédélskych védnich
oborti i styénych disciplin. V dile je propracovana rozsahld oblast
produkce rostlinné i Zivocisné spolu s veterinarnim lékafstvim, me-
chanizaci, ekonomikou, spolecenskymi védami a se zdkladnimi védami,
predev§im biologickymi.

Zakladem Nauéného slovniku zemédélskéhe je podrobné sesta-
veny generalni heslat o 35 000 hesel a odkazi. Stézejnimi pilifi dila
jsou kumulativni (zdkladni) hesla o rozsahu az 900 strojopisnych fa-
dek, v nichz se predkladd ¢tenafi uceleny pohled na problematiku.
Uzivatel slovniku se pouéi o jednotlivych hospodaiskych zvifatech,
jejich vyzivé, krmeni, nemocech, léceni, o veterindrni prevenci, o jed-
notlivych pledinach, mechanizmech, ekonomickych pojmech, katego-
riich atd. Néavaznost hesel specidlnich na kumulativni (zdkladni)
byla volera tak, aby umoznila ¢tendfi najit rychle kratkou informaci
s odkazem na podrobnéjsi vyklad v kumulativnim hesle. Pod heslem
je uvedena literatura, kterd ukéze, kde lze najit podrobnéjsi vyklad.
Zahlavi hesel delsich deseti fadek jsou opatfena cizojazy¢nymi ekvi-
valenty v ru§ting, néméiné a anglictiné.

Pro lepsi nédzornost je do kazdého svazku zafazeno vedle map
a cernobilych tabuli 64 barevnych priloh, které tvofi systematicky
celek. Tak jsou kromé jiného barevné znazornéna plemena hospodai-
skych zvifat, jejich anatomie, choreby, cizopasnici apod.

Na tomto rozsdahlém dile se podili kolektiv téméf 1000 autort ve
156 pracovnich skupinach, s hlavni redakéni radou v cele s ¢lenem
koresp. CSAV dr. inz. Vaclavem Stehlikem, DrSc.




E. Kudlaé KVANTITATIVNE CHEMICKE URCENI
B. Studencéik ESTROGENU V MOCI KRAV
VYLUCOVANYCH ZA BREZOSTI, PRED
PORODEM A V RANNEM PUERPERIU

B Snahy o zjisténi a prikaz estrogeni v télnich tekutinach krav jsou jiz po-
mérné starého data. Prvni vyzkumy zaloZené ma pouziti biologickych metod
(Aschheim, Zondek 1927, Turner, Franc, Loman, Niebler
1930), stejné jako chemické metody, provadéné pedle Cuboniho reakce modi-
fikované rtznym zplisobem (D’Arces, Arbit 1954, Bure§ 1946, Cuboni
1934, Langer 1945, Soukup 1956), vedly k zavéru, ze estrogenni aktivita
moce krav je velmi nizka, a Ze téchto metod na rozdil od klisen nelze vyuzit
k praktické diagnostice bfezosti ani poruch rozmnozovéani. Pokroky moderni
endokrinologie v poslednich letech, zvlasté zjemnéni metod chemické analyzy
a zlepSeni fotooptickych metod méfeni viak dnes umoZiuji stanovit v télnich
tekutinach i nepatrné koncentrace steroidnich hormont. Zna¢ného pokroku bylo
dosazeno zvlasté v metodach extrakce. ¢isténi a separovani estrogent. Neni proto
nahedné, ze v soucasné dobé se setkdvidme s fadou praci zabyvajicich se kva-
litativnim i kvantitativnim uréenim mocovych estrogent jak u krav, tak i u ji-
nych hospodéatskych zvifat (Bertrand, Ferney 1957, Nelson, Smith
1963, Pope, Naughton, Jones 1957, Rommel a Rommel 1959,
ab, Rommel P. 1961, 1962, Turner, Franc, Loman, Niebler 1930,
Velle 1958, 1960, Wright 1958).

Stanoveni a znalost hodnot fyziclogicky vylu¢ovanych’ estrogent v réznych
fazich repreduktivniho cyklu by umoznily bliz§i poznani dynamiky endokrinnich
zmeén a prispély k objasnéni rizeni jejich sekrece a predeviim osvétlily podstatu
vzniku poruch rozmnozovani. Tim by byly dany lepsi predpoklady ke spravné
diagnostice a zvla§té hormondlni terapii, kterd stile do znatné miry spociva
na emplru.

vvvvvv

bfezosti se zvySuje. Velle (1958) urcoval hladinu estrogeni Brownovou me-
todou a zjistil progresivni zvySovani od 80. dne bfezosti, a ze se obsah estro-
gent v moéi ke konci bfezosti zvysil 10 az 15krat. Obdobné ddaje uvadéji i jini
autofi (Leclerq 1962, Nelson, Smith 1963, Pope, Naughton,
Jones 1957, Rommel a Rommel1959b, Rommel P. 1961, Wright
1958), zjisténé hednoty se viak navzajem dosti lisi. Tato skute¢nost je predevsim
podminéna metodou, které bylo pouzito, a ddle rozdilnym vyjadfovanim obsahu
estrogent (v mysich, krysich a vahovych jednotkdch) v nestejnych mnozstvich
moce.
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MATERIAL A METODIKA

Vzhledem k dosavadnim poznatkim o vyluéovanych estrogenech v moéi krav
zameéfili jsme se v prvni pracovni fazi na prezkou$eni vhodné metodiky k uréeni
hladiny estrogent béhem brezosti, prfed porodem a v raném puerperiu. Vysetfeni
byla provadéna celkem u 4 krav, z toho u dvou v prubéhu celé gravidilty a u dvou
zbyvajicich jen v dobé kolem porodu. Pokusné kravy byly majetkem kliniky, v pru-
béhu pozorovani nevykazovaly zadné poruchy reprodukce a byly chovany za stejnych
podminek vyZivy, oSetieni a ustdajeni. Moc¢ vylouéena za 24 hodin byla ziskavana po-
moci zvlastniho gumového kolektoru, ktery je modifikaci urinalu popsaného poprveé
Mollgardem (1931), respektive modifikaci urinalu pouzivaného Rommeiem
(1960), a pomoci trvalého katétru, zavedeného primo do moéového méchyte.

Vlastni kvantitativné chemické stanoveni estrogentt jsme provadéli podle nami
— v nékterych detailech ¢isténi extraktu zlepSené Rommelovy (1961) metody,
spocivajici na Ittrichem (1958) vyvinuté metodé urovani estrogeni v moci
zen — na zakladé Koberovy reakce. Detailni postup ptri chemické analyze je uveden
nize.

Fluorometrické meéreni jsme provadéli pomoci Pulfrichova fotometru fluores-
cen¢énim zarizenim, v némz nékteré originalni filtry byly nahrazeny filtry inter-
feren¢nimi (IF 546, IF 578 a S 57H od kolorimetru Langeho) a jen provizorné
upevnény.

K vlastnimu urcéeni estrogentt bylo v prvnich mésicich brezosti pouzivano
100 ml a pozdéji se mnozstvi moce snizovalo na 50 a 10 ml. Méreni bylo provadéno
jednou az dvakrat meési¢cné, v obdobi kolem porodu vSak v pétidennich az jedno-
dennich intervalech. Pri téchto pokusech nebylo provadéno déleni pritomnych estro-
genu v koneéném extraktu na jednotlivé frakce, mybrz jen primé sumarni uréeni
estrogenni aktivity, které je vyjadieno v gama jednotkéach, vypocéitanych podle
kalibraéni krivky standardniho roztoku alfa estradiolu. Celkové mnozstvi vylouce-
nych estrogenti v moé¢i za 24 hod. bylo urcovano propo¢tem na zakladé zjisSténého
mnozstvi estrogent v objemu moce vzatého do pokusu.

PRACOVNI POSTUP PRI KVANTITATIVNE CHEMICKEM
URCOVANI ESTROGENU

100 ml moc¢e dame do varné banky, pridime 15 ml konc. HCl a hydrolyzujeme
ve vodni lazni 30 min., pak ochladime.

|
3X50 ml benzenu. trepat.
| | Hydrolysat odhodit.

|
2X 30 ml uhli¢itanu sodného (Na:2C03) pH-10,5, trepat.
| Vodni fazi odhodit.

X 30 ml 8%, kys. uhli¢itanu sodného (NaHCOs3), trepat.
| Vodni fazi odhodit.

2
|
2X 20 ml destil. vody, trepat.
|1 Vodni fazi odhodit.
|

4

3

2

0 ml In NaOH, trepat, odlit.
0 ml In NaOH, trepat, odlit.
0 ml In NaOH, trepat, odlit.

Extrakty hydroxydu sodného slijeme dcnromady.

l __Organickou fazi (neutralni steroidy) odhodime.

Alkalicka faze (fenolické steroidy).

konec. HCI zastavime na pH-1, ochladit.

164 VETERINARNI MEDICINA - 1966



3X50 ml ethylether, trepat.

, Extrakty ethyletheru slijeme dohromady.

Vodni fazi odhodime.

20 ml uhli¢itanu sodného Na2COs pH-10,5, tiepat.
Vodni fazi odhodit.

S

20 ml 8%, kys. uhli¢itanu sodného NaHCOs, trepat.
Vodni fazi odhodit.

20 ml destil. vody, trepat.
Vodni fazi odhodit.

—_— ) —— D —
—X =X

=H—

thylether odpafit proudicim vzduchem nebo oddestilovat pii 35—40 C.

KOBERUV BAREVNY KOMPLEX
Odparek
(I),4 ml destil. vody
(I),74 ml konc. H2SO04
20 mg hydrochinonu, dobie protiepat
40 min. zahfivat na vodni lazni
Z|3 min. pod ledovou vodou chladit
1,5 ml destil. vody, prevrstvit
3 min. pod ledovou vodou chladit
promichat
3 min. pod ledovou vodou chladit
2,5 ml 2", roztok p-Nitrofenolu v chloroformu

2 min. chladit v ledové vodé

1/, min. tepat a 2 min. centrifugovat pii 1500 ot./min.
| Vodni fazi odsat

Chloroformovou fazi méfime fluorometricky (sumarni uréeni estrogent).

VYSLEDKY A DISKUSE

Hodnota kvantitativné chemického vySetfeni o vyluCovanych estrogenech
v moc¢i krav je do zna¢né miry zdvisld na ziskani veSkeré moce vyloudené za
24 hedin. Oba ndmi pouZzivané zplisoby zachyceni veskeré moce vyloucené za 24
hodin se relativné osvéd¢ily, v urcitych smérech vsak meél kazdy z nich nékteré
nevyhody. Gumovy kolektor byl prikldddan na stydké pysky a fixovan Ffemeny
na popruh pfilozeny kol hrudniku, obdobné jako je tomu pfi pouZiti femenovych
snérovadel k zabranéni vyhfezu pochvy, a mo¢ byla odvadéna hadici do nadoby
umisténé pod urovni podlahy. Pfi jeho pouzivdni je tfeba stalé kontroly, aby
okraje velkého otvoru kolektoru pfiléhaly na stydké pysky a obepinaly celou
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I. Mnozstvi estrogenu v moc¢i krav vylouc¢ené za 24 hod. béhem brezosti. (MnoZstvi
je ekvivalentni y alfa estradiolu.)

. Krédva Mazla Krava Jana
Mésxc ) Pramérné
brezosti datain mnojstvi dieuii mnojstvi mnozstvi |
I 23. 1.1964 88,56
II1. 17. 3.1964 90,00 25. 8.1964 49,60 69,80
III1. 1. 10. 1964 107,16
IV. 5. 5.1964 275,40 5.11. 1964 189,72 232,56
V. 17. 6.1964 806,00 5.12.1964 961,20 883,60
VI. 16. 1.1965 2 205,00
VII. 24. 7.1964 1 080,00
VIII. 28. 8.1964 2 422,50 25. 2.1965 2 754,00
17. 3.1965 4 260,00 3 145,50
IX. 2.10. 1964 3 300,00 10. 4.1965 8 000,00
18. 10. 1964 5 762,00 14. 4.1965 14 904,00 10 194,80
17. 4.1965 19 008,00
21. 4.1965 23100,00
X. 26. 10. 1964 8282,00 25. 4.1965 19 584,00 17 213,20
Porod 29.10. 1964 10 200,00 26. 4.1965 24 900,00
Rané puerperium 30. 10. 1964 3 281,25 29. 4.1965 2 356,00
31.10. 1964 736,00 1. 5.1965 225,00 775,59
4.11. 1964 76,54 5. 5.1965 150,00
10. 11. 1964 31,68
18.11. 1964 36,72 18. 5.1965 86,40

§térbinu stydkou. Pfi posunu kolektoru do stran v dusledku pohybu zvirete
muze odtékat moé mimo kolektor, pfi posunu nahoru se do kolektoru dostivaji
faeces a mo¢ nelze k vysetieni pouzit. Trvaly katétr opatieny na prednim konci
nafukovacim balénkem a pii pouziti zcela uzavirajicim orificium urethrae internum
zaruéu'e ziskani veSkeré moce vyloucené za 24 hedin a soucasné umoziuje urci-
ty, omezeny pohyb zvifete. MuZe viak byt pouzit jen pfi ojedinéle provade-
nych odbérech moce. Pii ¢asto opakovaném zavadéni katétru a jeho dlouhodo-
bém ponechani v mocovych cestiach dochazi ke zna¢nému drazdéni sliznice, za-
naseni infekce a vzniku akutnich cytitid a urethritid, eventudlné i zdnétu ledvin.
V nasich pokusech jsme to pozorovali u dvou krav, z nichz jedna onemocnéla
akutni pyelonefritidou (kultivaci prokdzdno Corynebacterium renale bovis), kte-
r4a — i kdyz byla vylétena opakovanym podavanim antibiotik — vedla ke
znaénému zhubnuti pokusné kravy.
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I1. Mnozstvi estrogenti v moc¢i krav vyloucené za 24 hod. pred porodem a po porodu.

(Mnozstvi je ekvivalentni y alfa estradiolu.)

Den Mnozstvi estrogent u kravy
pred porodem
po porodu Jana ‘ Asta Mazla Jana
22 6 700,00
21
20
19 5 174,40 l
18 "
17
16 6 804,00 8 000,00
15
14
13
12 14 904,00
11 5762,00
10
9 19 008,00
8 |
7
6
5 23 100,00
4
3 8 282,00
5 13 800,00
1 14 000,00 19 584,00
Porod 11 912,00 10 200,00 24 900,00
1 4233,00 3281,25
2 988,00 5 736,00 736,00
3 1 848,00 2 356,00
4 103,68 533,00
5 207,00 225,00
6 73,12 76,54
7
8
9 150,00
10 109,44
11 90,20
12 94,00 31,68
13
19 64,00
21 36,72
22 86,40
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HLADINA ESTROGENU STANOVENA V 24 HOD. MNOZSTVI MOCE
U KRAVY MAZLY V DOBE BREZOSTI

( MNOZSTVI JE EKVIVALENTNI y ALFA ESTRADIOLU )
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1. Hladina estrogent stanovend v 24 hod. mnoZstvi moée u kravy Mazly v dobé&
brezosti, (Mnozstvi je ekvivalentni y alfa estradiolu)
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2. Hladina estrogentt stanovena v 24 hod. mnozstvi moc¢e u kravy Jany v dobé
brezosti. (Mnozstvi je ekvivalentni y alfa estradiolu)

Chemické metodé stanoveni estrogeni je tfeba dat prednost pred metodami
biologickymi. Hydrolyza umozZiiuje prikaz vdzanych estrogennich steroidu, kte-
rych je v moéi vice, zatimco biologickymi metodami se prokazuji predevsim
jen volné formy. To lze pokladat také za pric¢inu toho, ze biologickymi meto-
dami pfitomnost estrogenii alesponi u neobfezlych krav se vétSinou nibec nepro-
kézala (Asdell, cit. podle Smitha a kol., 1956), pficemz biologickd akti-
vita zdvisi na typu v modi pritomnych estrogennich frakci.
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(MNOZSTVI JE EKVIVALENTNI y ALFA ESTRADIOLU)
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3. (Mnozstvi je ekvivalentni y alfa estradiolu)

Vysledky vysetfeni jsou ptehledné uvedeny v tabulkach I a II a graficky
znazornény na obr. 1—3. U obou pokusnych krav sledovanych béhem celé bie-
zosti byl zjistén stejny trend ve zvySovani mnozstvi v moéi vyluéovanych estro-
gend. Toto zvydeni je evidentni od ¢tvrtého mésice gravidity a maxima dosahuje
(primérné 17 213 gama) tésné pied porcdem, jak potvrzu)i vysledky zjiStované
u dalsich dvou pokusnych krav sledovanych v obdobi kolem porcdu. Nami zjis-
téné hodnoty jsou dobfe srovnatelné s udaji jinych autori. Jsou v pruméru
2,5 az 1,2krat vy$si, nez zjistili Smith a kol. (1956), Pope a kol. (1958),
El-Attar a Turner (1957), témér totozné s hoednctami Leclerqa
aDerivauxe (1962), asi polovi¢ni, jak udavaji Rommel (1959) a Rom -
mel (1961), avSak podstatné niz§i, nez uddvaji Velle (1958) a Nelson
a kol. (1963). U vsech pokusnych krav bezprostfedné po porodu doslo k nahlé-
mu poklesu a béhem prvnich dnt puerperia klesly hednoty na minimum (kclem
100 gama). Tato skutenost jasné poukazuje, ze zdrojem tvorby estrogenu je
placenta. Zna¢ny vzestup hladiny estrogenti v dobé pred poredem poukazuje
na vyznam téchto latek v mechanismu vzniku porodu.

SOUHRN

V préci je referovano o kvantitativné chemickém urcovani estrogenti v moéi
krav vyluovanych za bfezosti, pfed porodem a v raném puerperiu. Jsou popsany
a zhodnoceny metody ziskdni veSkeré moce za 24 hedin pomoci gumového
kolektoru a trvalého kolektoru.

P¥imym sumdrnim urcenim byly v prvni tfetiné gravidity zjistény nejmensi
hodnoty vyloucenych estrogent (v moci za 24 hodin mnozstvi ekvivalentni 85y
alfa estradiolu). Od ¢tvrtého mésice bfezosti se mnoizstvi vyloucenych estrogent
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zvySovalo a maximum bylo zaznamendno tésné pred porcdem (17 213 gama).
Po porcdu se obsah estrogentt v meéi rychle snizoval (4. den 100—533 ga-
ma, 6.—10. den 73—150 gama).

DoSlo dne 30. 9. 1962
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KBaHTHTATHBHO-XMMHYECKOE ONpeaeneHue SCTPOIEHOB B MOYe KODOB, BbIZENSEMbBIX BO BpEMs
6epeMEHHOCTH, Iepel poaaMH M B PAHHHH MOCJIEPONOBOI NepHon
Pa6ora coofujaer 0 KBAaHTHTATHBHO-XMMHYECKOM OIPEIEJeHHH ICTPOTEHOB B MOYE KOPOB, BbI-

IeJiseMBIX BO BpeMs MxX GepeMeHHOCTH, Mepel PoAaMu M B paHHHil nocieponosoit nepuoin. Orucan
M OLleHEHbl METOIHBI NMOJYYeHHs CyTO4HOH MOUYM NPH MOMOIIM PE3HHOBOTO M MOCTOAHHOIO KOJJIEKTOPa

B peaysnbraTe HEMOCPEACTBEHHOTO CyMMapHOrO ONpelejeHHs B nepshie TpH Mecaua Gepemen-
HOCTH GBIJIM yCTAHOBJIEHBI HAMMEHRIIME BEJHYHHBI BbIAEAAEMbIX ICTPOreHoB (B CYTOUHOI MOue KO-
JanyecTso sKksuBayeHTos 85 y aspda scrpammona). Haumnas ¢ 4 Mecaua CTenbHOCTH, KOJMHYECSTEO
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BBIIEJIEHHBIX SCTPOTEHOB YBEJHUYHJIOCH, MAaKCHMyM OBl OTMeYeH HernoCpPeACTBEHHO Iepen ponaMu
(17.213 ramma).

ITocae ponoB couep)kaHHe BCTPOreHOB B Mode 6GpicTpo ymeHbmmanocs (Ha 4-i mers: 100—533
ramMMa, Ha 6-i mens: 73 —150 ramma).

Quantitative Chemical Determination of Estrogenic Substances Excreted
in the Urine of Cows during Pregnancy, before the Delivery, and in the
Early Puerperium

The authors refer in this work to the quantitative chemical determination of
estrogenic substances excreted in the urine of cows during pregnancy, before the
delivery, and in the early puerperium. The methods of obtaining 24 hours’ urine by
means of a rubber- and permanent collectors are described and evaluated.

The smallest values of the excreted estrogenic substances (in the 24 hours’
urine the quantity equivalent to 85 y of alpha-estradiol) were ascertained by direct
summary determination in the first third of pregnancy. From the 4th month of
pregnancy the amount of excreted estrogenic substances mcxeased the maximum
being observed close before the delivery (17,213 y).

After the delivery the contents of estrogenic substances in the urine decreased
quickly (on the 4th day 100—533 y, 6th — 10th day 73—150 7).

Quantitative chemische Bestimmung von den in dem Harn der Kiihe
wihrend der Trichtigkeit, vor dem Abkalben und wihrend des frithen
Puerperiums ausgeschiedenen Ostrogenen

In dieser Arbeit wird iiber die quantitative chemische Bestimmung von (stro-
genen, die mit dem Harn der Kiihe wihrend der Trichtigkeit, vor dem Abkalben
und wihrend des frithen Puerperiums ausgeschieden werden, berichtet. Methoden
der Gewinnung des Harns von 24 Stunden mittels eines Gummikollektors und eines
Dauerkollektors werden beschrieben und bewertet.

Durch eine direkte summarische Bestimmung ermittelte man wihrend des
ersten Drittels der Graviditit die geringsten Werte der ausgeschiedenen Ostrogene
(im Harn von 24 St. eine Menge, die ein Aquivalent von 85 y Alpha-Ostradiol ist).
Beginnend mit dem vierten Trachtigkeitsmonat erhohte sich die Menge der ausge-
schiedenen Ostrogene und man konnte das Maximum unmittelbar vor dem Abkalben
verzeichnen (17.213 Gamma).

Nach dem Abkalben senkte sich rasch der Gehalt an Ostrogenen im Harn und
betrug am 4. Tage 100—533 Gamma, am 6.—10. Tage 73—150 Gamma).

Adresy autori:

Doc. MVDr. Eduard Kudlaé¢, Boh. Studenc¢ik, VSZ, velerinarni fakulta,
Brno, Palackého 1—3
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J. Dvorak KYSELINA ASKORBOVA V KREVNIM SERU
DOJNIC A BYKU PRI ZIMNI A LETNI
VYZIVE

B Obecné se uvadi, ze vyjma ¢lovéka, primiti a morlete se potfeba vitaminu
C, kyseliny askorbové, jinak mnohostranné zainteresovaného ¢initele u ostatnich
savcl jevi toliko jako metabolicky faktor, zajistovany biosyntézou, bez dietniho
vyznamu, bez narckd zvifat na jeho obsah v krmné dévce. (Jones, 1959).
Je proto zdjem objasnit pfipadnou potfebu tohoto vitaminu v ramci druhu,
vzhledem ke stafi, zvySenym fyziologickym potfebam, uzitkovosti a podobné.

LITERARNI PREHLED

To, ze hospodarska zvifata jsou natolik schopna syntézy kyseliny askorbové
ve vlastnim organismu, Ze nepocifuji nedostatek z vnéj§iho prostfedi potvrzuji
svymi pozorovanimi dalsi autofi (Bukin, 1949; Kudrjasov,1948). Vald-
man a Taucin, (1954) referuji v tom smyslu, ze obsah kyseliny askorbové
v organismu je malo zavisly na tom, jaké mnozstvi tohoto vitaminu je doto-
vano krmivem a uvadéji, Ze saturace organt je ve vztahu ke schopnosti organismu
ji syntetizovat.

Solun 1944 a Bukin 1949 stejné jako Rindell W. H, Whitnah
1936, ktefi sledovali metabolismus kyseliny askorbové u krav uvadéji, ze jeji
hladina v mléce neni podminéna vyzivou a zdivediuji to tim, Ze antiskorbu-
tickd aktivita krmiv zlstava bez vlivu na C-vitaminovou hodnotu mléka, kterou
podmifiuji naopak syntetizujici schopnosti organismu.

Nazor, ze pti oralni aplikaci je vitamin C v bachoru ruen, a proto exogenni
pfisun zlstivd u skotu bez efektu, potvrdila svymi experimenty fada autort
(Knight a kol, 1941; Lousse 1951, Vavich a kol. 1945 Cappa
1958, Dvorak 1964).

Zminéna pozorovani vsak nezustavaji bez protinazoru. Tak ku pf. Novot-
ny 1953 a Kué¢myj 1955 zaznamerali pozitivni aéinek vitaminu C na
dcjivost a jakost mléka krav. Zdravotni poruchy vyvolané nedostatkem C-vita-
minu u dospélého skotu popisuji Duncan a kol. 1944, Martynijak 1952,
u telat Rydell a Wheaton 1948, Cole a kol. 1944.

U bykt na zdkladé pokust a klinickjch pozorovani fada autord (Nico-
las 1950, Phillips a kol. 1941, Turecek 1952) hodnoti kyselinu askor-
bovou jako zavainy biokatalyticky faktor, nezbytny v mechanismu plodnosti
byka.

Askorbémie, jako ukazatel saturace organismu C-vitaminem, byla pfedmé-
tem zajmu fady autori. U c¢lovéka uvadi Abderhalden 1948, pfi dobré
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stravé cbsah mezi 0,6 -1,2mg %. Hodnoty pod 0,4mg % povaZuje za pra-
kazné pro skorbut. Eekelen 1936 uvadi, ze krevni plazma c¢lovéka obsahuje
pii nasyceni 1,0—1,4 mg % kyseliny askorbové. Burch 1961 uvadi, Ze hodnota
kyseliny askorbové v krevnim séru nad 1,0 mg % je znimkou nasyceni organis-
mu. Za normélni povazuji Prunty a Vass 1943 obsah kyseliny askorbové
v plazmé od 0,4 do 0,8mg %. Drigalski s Wolfem 1940 naproti tomu
nepfisuzuji krevnim hodnotam kyseliny askorbové zdvaznéjsi vyznam, protoze
zjistili az 100 % kolisani jeji hodnoty.

U skotu popisuje askorbémii Vald man 1957 s tim, Ze se hodnota kyseliny
askorbové v séru pohybuje okolc 1,0 mg %. Dvotak 1964 zjistil hodnoty ky-
seliny askorbové u dospélého skotu od 0,4 do 1,5mg %. Gosse 1938 sledo-
val obsah kyseliny askorbové v krevnim séru gravidnich a nebfezich dojnic
a uvadi, e krajni hodnoty se pohybuji od 0,83—2,5 mg %, pticemz v posledni
tfetiné gravidity jeji obsah nardsta. Tento vzestup popisuje i Valdman 1957.

Z uvedeného vyplyva, ze tloha kyseliny askorbové u polygastrickych zvirat
neni zcela jednoznaéné objasnéna, a to jak pokud jde o jeji fyziologii, tak i po-
kud jde o hledisko dietetické. Provedené pokusy jsou prispévkem k objasnéni
nékterych otdzek u dospélého skotu a k ovéreni hodnot kyseliny askorbové
v krevnim séru v nasich podminkach.

MATERIAL A METODY

Bylo provedeno stanoveni cbsahu celkové kyseliny askorbové v krevnim séru
dospélého skotu, a to u 67 bykid ve stafi od 1—13 let a u 56 dojnic starych
2—9 roki. Byci plemene Cervenostrakatého, dojnice 18 ks plemene Cervenostra-
katého a 38 danskych cervinek. Pokus byl zaméfen ke stanoveni askorbémie
u obou pohlavi, jak pfi zimnim tak i letnim krmném rezimu s pfihlédnutim
ke zpusobu vyzivy a gravidité.

Pokusna méfeni byla provddéna u bykt v péti zimnich (listopad — biezen)
a péti letnich (kvéten — zati) mésicich, u dojnic ve &tyfech zimnich (prosinec —
brezen) a tfech letnich mésicich (kvéten — cervenec).

Krmeni bykt bylo organizovdno podle zdsad vyzivy plemennych zvitat,
vzhledem k zivé vaze, vyuzivani v chovu a s pfihlédnutim k jejich individualnim
pozadavkim. Pro sestavovani jejich krmnych davek byla volena nésledujici
krmiva: pro zimni obdobi krmna fepa, pfipadné z &asti nahrazovana mrkvi jako
dietnim dopliikem, dédle seno lu¢ni a motylokvété a jadrny pfidavek jako regu-
lujici podil obsaZnosti celé krmné davky, tvefeny ovsem, pSeniénymi otrubami,
bobovym Srotem, sladovym kvétem, dopliovany pfipadné podle potfeby i ji-
nymi statkovymi jadrnymi krmivy. Letni vyZiva plemennych byku sestidvala ze
zelené pice, sena a jadrného podilu cbdebné jako v zimé.

Biologicko-dietetické doplnéni krmnych ddvek tvorily ptidavky soli a mine-
ralni smési v obvykle doporucovanych davkach. K vyzivé byk nebylo pouzito
krmiv hygienicky narusenych.

Krmeni bylo provadéno pravidelné, bez vykyva ve slozeni ddvek, pti respek-
tovdni pozadavki krmné technickych. Kaloricky byla vyziva plné dostacujici
s vyhovujici biologickou hodnoteu.

Pfi sledovani askorbémie u dcjnic byla jejich vyZiva provadéna skupinové
podle norem, vzhledem k Zivé vaze. uZitkovosti, stupni gravidity. Krmné davky
byly dynamicky upravoviny tak, aby spliovaly pozadavky energetické i biolo-
gické. Krmné davky dojnic -v zimnim obdobi byly slozeny z kukufi¢né sildze,
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krmné fepy, jetelového a luéniho sena, je¢né slamy a k regulaci obsaznosti z ja-
drného podilu tvofeného pSeni¢nymi otrubami, pSeni¢nou krmnou moukou, fepko-
vymi pokrutinami a smési ovesného a jatecného Srotu. Letni vyZivu jedné skupiny
dojnic tvofila jetelotravni pasova pastva dopliiovana luénim senem, je¢nou slamou
a jadrnym podilem popsanym u zimniho krmnéhoe rezimu. Druhé skupina dojnic
byla drzena stdjové s tim, ze jejich vyziva se sklddala z luskovinoobilngch
smések, jetelotravni smésky a dale luéniho sena, je¢né slamy a shodné jako
u pasenych dojnic, jadrného podilu.

Béhem celého roku byly krmné davky dojnic dopliiovany mineralni pfisadou
a soli v obvykle pouzivanych davkach.

Krmeni bylo u viech zvifat pravidelné, bez vykyvi ve slozeni davek a bez
chyb v krmné technice.

Uroven vyzivy, posuzovana kvantitativné i kvalitativné, se neuplatiiovala
u sledovanych zvifat v negativnim smyslu.

Vsechna pckusna zvifata byla v dobré chovné kondici. Vétsina bykiu byla
pravidelné vyuZzivdna v chovu. Zdravotni stav byl uspokojivy v obou ¢astech
pokusu a neovlivioval jejich prabéh.

Odbéry krve byly provddény v pravidelnych jednomési¢énich intervalech,
vzdy po rannim krmeni. Vzorky krve byly ziskavany z V. jugularis a bez-
prostfedné po cdbéru zpracovany laboratorné.

Obsah celkové kyseliny askorbové v krevnim séru byl stanoven modifi-
kovanou kolorimetrickou metcdou s 2,4 dinitrefenylhydrazinem, podle Bes -
seye, Lowry, Brocka (1947) a Schaffertaa Kingsleye (1955)
podle niz jsou ziskané vysledky uvadény v mg %. Vysledky jsou charakteri-
zovany prumérnymi hodnotami s uvedenim krajnich hodnot.

VYSLEDKY

Provedenymi pokusy u dospélého skotu bylo zjiSténo, ze u plemennych
byki €ini v zimnim obdobi primérné mnoistvi kyseliny askorbové 1,154 mg %,
s krajnimi hednotami od 0,450 do 2,450 mg %.

V letnim c¢bdcbi predstavuje primérné mnozstvi kyseliny askorbové
1,005 mg % s rozsahem od 0,300 do 2,910 mg %.

Rozdil ve prospéch zimniho obdobi ¢ini 0,149 mg %.

Primérné mnozstvi za celé sledované obdobi, zimni i letni cbnasi u bykd
0,912 mg % kyseliny askorbové.

V jednotlivych zimnich mésicich (prcsinec — brezen) se hladina kyseliny
askorbové u byki pohybuje v krevnim séru v listopadu od 1,15 do 1,50 mg %
s primérem 1,360mg %; v prosinci ¢d 1,38 do 1,55mg % s prumeérem
1,465 mg '%; v lednu od 0,54 do 245 mg % s pramérem 1,191 mg %; v tnoru
¢d 0,75 do 1,35 mg % s priamérem 1,056 mg %; v bieznu od 0,45 do 1,23 mg %
< pramérem 0,900 mg %.

V letnich mésicich (kvéten — zari) byl zjistén obsah kyseliny askorbové
v krevnim séru byki v kvétnu od 0,60 do 1,75 mg % s primérem 1,055 mg %;
v ¢ervnu od 0,30 do 2,91 mg % s préimérem 1,080 mg %; v ¢&ervenci do 0,60
do 1,20 mg % s pramérem 0,892mg%; v srpnu od 0,65 do 1,26 mg % s pri-
mérem 0,955 mg %; v zafi od 0,50 do 1,15mg % s primérem 0,916 mg %.

U vysetfovanych dojnic obnasi mnozstvi kyseliny askorbové za celé sledo-

vané cbdcbi (zimni i letni) 1,310 mg % v krevnim séru s meznimi hodnotami
0,50—2,55 mg %.
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V zimnim obdobi ¢ini primérné mnozstw kyseliny askorbové u dojnic
1,35 mg % s kolisanim od 0,50—2,55 mg 9

V letnim obdobi je u dojnic prumerne mno¥eivi ptedstavovano 1,16 mg %
kyseliny askorbové v séru krevnim s rozsahem od 0,55 do 2,35 mg %.

V jednotlivych zimnich mésicich (prosinec — biezen) se hladina kyselinv
askorbové pohybovala u dojnic v prosmm ed 0,90—2,10mg % s prameérem
1,335mg %; v lednu od 0,50—1,85 mg % S pramérem 1,260 mg %; v unoru
od 1,15—255mg % s prumcrem 1,660 mg %; v bteznu od 0,65 do 2,30 mg ©
s primérem 1,070 mg %.
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Obr. 1. Primérné hodnoty kyseliny askorbové véetné krajnich hodnot v séru krevnim
dospélého skotu — celoro¢ni pramér (A), pri letni vyzivé (B), pii zimni vyzivé (C);
u byku pti vyzivé zimni (D). letni (E); u dojnic pii vyzivé zimni (F), letni (G);
u dojnic v letnim obdobi krmenych ve staji (H) a drzenych pastevné (I).

V letnich mésicich (kvéten—cervenec) byl zjistén u dojnic obsal kyseliny

askorbové v séru krevnim: v kvétnu f‘d 0,70 do 2,35 mg % s prumerem

1,410 mg %; v &ervnu od 0,75—2,05mg % s primérem 1,27 mg %; v cer-
venci od 0,55 do 2,25 mg % s primérem 1,16 mg %

P#i sledovani vlivu rizného zpusobu vyzivy dolmc v letnim cbdobi bylo
zjisténo, ze se pfi pastevnim zpusobu vyzivy pohybuje hladina kyseliny askor-
bové od 0,60 do 2,35mg % s pramérem 1,350 mg %. PFi stéjO\ém zpﬁsobu
vyZzivy ]e rozmezi kyseliny askerbové od 0,55 do 2,25mg % s pramérem
0,980 mg %.

S ptihlédnutim ke stupni gravidity bylo zji§téno, Ze u vysokobfezich dojnic
¢ini primérné mnozstvi kyseliny askorbevé v séru 1,30 mg % s krajnimi hodno-
tami 0,50—2,00 mg %, u mzkobfezich dojnic pak je primérné mnozstvi sle-
dovaného ukazatele 1,330 mg % s rozmezim od 0,55 do 2,35 mg'%. V posledni
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Obr. 2. Prameérné hodnoty Kkyseliny as-
korbové vcetné meznich hodnot v krev-
nim séru dojnic v obdobi pred a po po-
rodu.
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tietiné brezosti pohybuje se pramérné
mnezstvi kyseliny askorbové v 7 més.
gravidity od 0,70 do 1,60 mg % s pru-
mérem 1,10 mg %; v 8. mésici gravi-
dity cd 0,50 do 1,80 mg % s prumé-
rem 1,25 mg %; v 9. mésici gravidity
od 0,75 do 2,00 mg % s primérem
1,35 mg %.

V poporcdnim cbdobi je hladina
kyseliny askorbcvé v krevnim séru 1.
mésic cd 0,85 dc 1,80 mg % s pramé- 0
rem 1,30 g %; 2. mésic cd 0,80 do i 7 8 9 1 2.3 MESi
2,00 mg % s primérem 1,28 mg %;

3. mésic od 0,95 do 2,00 mg % s primérem 1,25 mg %.

Na zakladé provedenych vySetfeni byku a dojnic se pohybuje mnozstvi
celkcvé kyseliny askorbové u dospélého skotu bcéhem zimniho i letniho obdobi
cd 0,30—2,91 mg % a primérné mnozstvi ¢ini 1,29 mg %

Z uvedenych vysledki cbsahu kyseliny askorbové v krevni séru dospélého
skctu je patrné, ze rozsah je pomérné znaény. Rozdil meznich hcdnot ¢ini az
2,61 mg Y%. P¥i zimnim i letnim zpiscbu vyzivy pozorujeme, ze je v pruméru
cbsah celkové kyseliny askorbové u sami¢iho pohlavi (1,31 mg %) v krevnim
séru vy$§i nez u saméiho (0,912mg %). Neni rovnéz bez zajimavosti, Ze pfi
zimnim zpisobu vyZzivy je hladina kyseliny askorbové zvySena ve srovnani s let-
nim obdobim. Jestlize porovnavame pfti letni vyzivé dojnic ziskané vysledky s pri-
hlédnutim ke zpisobu krmeni pastevnimu a ve staji, pozoru]eme zvyseni hladlny
kyseliny askorbové ve prospéch pastevné drzenych zvifat v priméru o 0,37 mg 9%

Pti sledovani vlivu gravidity na askorbémii nebyl zaznamendn rozdil mezi
zvitaty vysokcbrezimi (1,30mg %) a zvifaty v nizkém stupni gravidity
(1,33 mg %). Z vysledku je také patrné, ze dochdzi v posledni tretiné brezosti
u krav k postupnému nardstani obsahu kyseliny askorbové v krevnim séru
s maximem v 9. mésici a pak velmi pozvolné jeho snizcvani v debé poporodni.

Klinickym pczorovanim zvifat nebyly zaznamenany znamky karence kyse-
liny askorbové.

Hodnotime-li zdravotni stav pokusnych zvifat, mozno fici, ze byl po celou
dobu pokusu u vétsiny zvifat dobry. Neovliviioval zasadné jeho priibéh. Ojedi-
nélé mastitidy a pripady poporodnich endometritid u krav nezasahovaly podstatné
do pribéhu sledovani. Télesnd kondice zvirat byla v pribéhu pokusu dobra.
Chut zvifat byla velmi dobra. Vyziva se neupletnovald na sledovany ukazatel
a spliovala pozadavky.

Mlécna uzitkovost dojnic odpovidala arovni vyzivy a plemenné ptislusnosti
krav a stupni jejich bfezosti. Lze konstatovat, ze uzitkovost u dojnic plemene
dénska cervinka byla v priméru vy3si nez u plemene cervenostrakatého skotu
s vicestrannou uzitkovosti. Primérné hodnoty nadojeného mléka ¢inily u dan-
skych cervinek v prosinci 8,9 kg, v lednu 7,4 kg, v tnoru 9,5 kg, v bfeznu 10,7 kg,
v kvétnu 9,2 kg, v ¢ervnu 10,3 kg, v &ervenci 10,1 kg. U éervencstrakatych do;mc
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¢inilo v jednotlivych mésicich mnoZstvi nadojeného mléka v priméru v prosinci
7,3 kg, v lednu 5,3 kg, v tnoru 6,5 kg, v bfeznu 5,9 kg, v kvétnu 7,9 kg, v cerv-
nu 6,3 kg, v cervenci 7,1 kg.

Laktace v dobé poporodni, v obdobi rozdojovani, ¢inila v priméru u dan-
skych €ervinek v 1. mésici 16,28 kg, ve 2. mésici 17,21 kg, ve 3. mésici 16,00 kg.
U Cervenostrakatych dojnic ve stejném obdobi byly ndsledujici hodnoty: 15,15 kg
za 1. mésic, 18,00 kg za 2. mésic a 10,45 kg za 3. mésic.

DISKUSE

Bylo provedeno vySetfeni 123 ks dospélého skotu (67 byka a 56 dojnic)
se snahou ziskat obraz o hodnotach kyseliny askorbové v krevnim séru téchto
zvifat pfi zimnim a letnim krmeni. Celkovy pocet vySetfeni cbnasi 593; z tcho
u bykd 201, u dojnic 392.

Lze fici, ze primérné dosazené hodnoty obsahu kyseliny askorbové v krev-
nim séru dospélého skotu, tak jak jsme je zaznamenali, se jen zhruba shoduji
s udaji uvadénymi u ¢lovéka Abderhaldenem 1948, Eeekelenem
1936, Burchem 1961 s tim, Ze mezni hodnoty uvadéné témito autory jsou
ve srovnani s nasimi vysledky zna¢né uzké, pfedevsim pokud jde o horni hranici.

Rovnéz vysledky sledovéani ziskané u skotu Valdmanem 1957 a Dvo-
fdkem 1964 potvrzuji nami zji§téné prumérné hodnoty kyseliny askorbové
v krevnim séru. Dvofakem 1964 uvadéné krajni hodnoty vSak se ve srovnani
s na§imi vysledky jevi rovnéz ponékud uzsi.

V jakém rozsahu je oragnismus skotu saturovdn pii zjiSténych hodnotach
nelze zcdpovédné zjistit. Je vSak tfeba poznamenat, ze deficience kyseliny askor-
bové nebyla klinickym pozorovdnim ani u dojnic ani u bykt zaznamendna, tak
jak o ni referuji Duncan 1944, Martynjuk 1952. Odpovéd pro to lze
spatfovat v tom, ze vyziva sledovanych zvifat byla po této strance optimalni

V souvislosti s tim v8ak je tfeba uvést i to, Ze zji§téné vy$si primérné mnci-
stvi kyseliny askorbové v krevnim séru v zimnim obdobi proti letnimu, nasvéd-
¢uje tomu, ze dieta v zimnim obdobi, chudsi v priméru obsahem kyseliny askor-
bové neZ letni, procvokuje pravdépcdcbné organismus skotu ke zvySené produkei
tohoto Cinitele vlastnimi systémy, jak o tom referuji Bukin 1949, Kudrja-
édov 1948, Valdman a Taucin 1954, Solun 1944, Rindell
a Whithnah 1936.

Vysvétleni rozdilnesti ebsahu kyseliny askorbové vzhledem k pohlavi, ktery
je niz§i u bykd nez u dojnic, lze hledat v metabolické potfebé dané rozdilnou
intenzitou vymény ldtkové, podpofené funkénim stavem pohlavnich zlaz.

Pf¥i sledovani vlivu bfezosti na askorbémii dojnic shodné ¢ Gossem
1938 a Vald manem 1957 bylo zji§téno v posledni tfetiné gravidity narusta-
ni obsahu kyseliny askorbové v krevnim séru. Krajni hodnoty uvadeéné v této
souvislosti Gossem 1938 se nam vsak jevi ponékud vyssi ve srovnani s nasi-
mi vysledky. V priiméru se viak udrzuji nae hodnoty v uvadénych mezich.

Shodné s Drigalskim a Volfem 1940 je moZno pozorovat znacné
kolisdni hodnot.Tento jev lze uvadét jednak v scuvislost s labilitou kyseliny
askorbové, dale celou fadou intravitdlnich vlivii a i chyb pii zpracovani. Rovnéz
se lze priklanét k ndzoru, ze vliv edbéru jak ho popisuji Hruba s Maskem
1963 muze sehrat jistou ulohu.
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SOUHRN

V préci jsou shrnuty vysledky pokust pfi nichz byla stanovena askorbémie
u 67 bykd a 56 dojnic pfi zimnim a letnim krmeni.

Vysledky vysetfeni ukazuji, Ze obsah celkové kyseliny askorbové v krev-
nim séru se u dosp&lého skotu pohybuje od 0,30 do 2,91 mg %, primérné mnoz-
stvi obnasi 1,29 mg %. V letnim krmném obdobi ¢&ini grﬁmérné mnozstvi
sledcvaného ukazatele u bykd 1,0 mg %, u dojnic 1,16 mg %; v zimnim obdo-
bi u byka 1,15 mg'%, u dojnic 1,35 mg %.

Byl zaznamenan rozdil v obsahu kyseliny askorbové vzhledem k pohlavi
s tim, Ze u dojnic je pramérné mnozstvi kyseliny askorbové vyssi nez u byku.

Dale bylo zji§téno, Ze pastevni zpusob vyZivy se pozitivné uplatiiuje na
hladinu kyseliny askorbové v krevnim séru dojnic.

Vliv gravidity dojnic je spojen sice s naristdnim obsahu kyseliny askorbcvé
do porodu, pfi¢emz viak nebyl v pruméru zaznamenan zdsadni rozdil v obsahu
kyseliny askorbové v krevnim séru dojnic na nizkém stupni gravidity a dojnic
vysokobrezich.

Lze usuzovat, ze za normalnich dietnich a zdravotnich podminek neni tfeba
vyzivu dojnic a byka fortifikovat vitaminem C, Ze vlastni produkcni systémy
v organismu skotu jsou schopny kryt jeho potfebu.

Doslo dne 26. 7. 1965
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ACKOPSHHOBBS{ KHCicra B KpOBﬂHOﬁ ChbiBODOTKE N0 HBIX KOpOoB H 6BIKOB
mpH 3MMHEM M JIeTHeM TMNHTAHHH

Boiza ycrasopieHa ackopSeMus NpH 3HMMHEM M JeTHeM nuTaHiu y 67 Gwikos m 56 noitHmIX
KOpPOB.

PeayabraTsl MCCae10BaHH s MOKA3LIBAKT, 4TO COLCPIKAaHHE BCEH aCKOPOHHOBOM KHUCJIOTHl B KPOB-
AHOH CBIBOPOTKE y B3POCJOro KpyNHOro poraroro ckora kosebiercs or 0,30 mo 2.91 mr Y, a ee
cpexniee koxuuectso cocrapager 1,29 mr %. B nerHuit KOpMOBOii nepHo1 cpeiHee KOMMHECTEO H3y-
yaemoro noxkasartens y Guikos cocrasaser 1,0 mr %, a y noitamx xopos — 1,16 mr %; 5 summEmi
nepuon: y 6ukos — 1,15 mr %0, a y aoitusix kopos — 1,35 mr %. Beino ormedeHo pasmmume
B COIEPKAHHH ACKOPOUHOROH KHCJAOTHI B 3aBHCHMOCTM OT 10Ja: y IOHHBIX KOPOB CpeiHee KOJM-
4eCcTBO acKOpOHHOBON KHMCJOTHI Gosbuie, ueM y GbIKOE.

IMoMumMO TOro 6GbIIO yCTAHOBAEHO, YTO NMACTOMIUIHBIL CrIOCO0 NHTAHUA MOJOKHUTEIBHO CKa3bi-
BACTCA Ha ypPOBHE ACKOPOGMHOBOI KHCJIOTHI B KPOBAHOH CLIBOPOTKE INOHHBIX KOPOB.

Xorst GepeMEHHOCTh KOpOB M CBA3aHA C YBEJMHYCHHMEM CONEP/KAHMA ACKOPOMHOBOH KHCJOTH!
I0 OTesa, HO B XONe M3ydyeHHst He ObIIO OTMEYEHO NPHHIMMINANRHON pPa3HUIBl B COLEPKAHUH
acCKOpOHHOBOIM KHCJIOTHI y KOPOB B HadaJie UX DePeMeHHOCTH M B ee KOHIIC.

MoxHO cKasaTh, YTO MPH HOPMAJLHBIX YCJIOBMAX JAHETHl M THTHEHH MHIIAa ILOUHBIX KOPOB
u BHIKOB He HyxIaeTcs B ycuueHun sutaMuHoM C, moToMy uTO cOGCTBEHHBIC MPOIYKTHUBHBIE CHCTEMbI
P OpraHH3Me CKOTa CrOCOGHBI MOKPBIBATE €r0 NOTPeGHOCTS.

Ascorbic acid in Blood-Serum of Milch-Cows and Bulls during Winter and
Summer Feeding

Ascorbaemia was determined in 67 bulls and 56 milch-cows during the winter
and summer feeding.

The results of the investigation indicate that the contents of total ascorbic acid
in the blood-serum in mature cattle varies from 0,30 to 2,91 mg",, the average
amount being 1,29 mg®,. In the summer feeding season the average amount of the
followed value in bulls is 1,15 mg", in milch-cows 1,35 mg%,. A difference in reiation
to sex was noticed concerning the contents of ascorbic acid; the average amount of
ascorbic acid in milch-cows was found to be higher than in bulls.

Further on it was ascertained that feeding on pastures positively influences
the level of ascorbic acid in the blood-serum of milch-cows. Gravidity, no doubt,
has an influence on the increasing of the ascorbic acid content up to the time of
parturition, but on an average no principal difference in the ascorbic acid content
in milch-cows at low or high gravidity stages could be recorded.

It can be deduced that under normal dietary and health conditions the feeding
of milch-cows and bulls need not be fortified with vitamine C, the proper produc-
tion systems in the organism -of cattle being capable of covering its requirements.
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Die Askorbinsiure im Blutserum der Milchkiihe und Bullen bei der Winter-
und Sommerernihrung

Die Askorbdmie wurde bei 67 Bullen und 56 Milchkiihen bei der Winter- und
Sommerfiitterung ermittelt.

Die Ergebnisse der Untersuchung zeigen, daBl sich der Gehalt an gesamter
Askorbinsdure im Blutserum bei erwachsenen Rindern von 0,30 bis 2,91 mg“/, be-
wegt; die Durchschnittsmenge betriagt 1,29 mg%,. Wiahrend der Sommerfiitterung be-
triagt die Durchschnittmenge der verfolgten Kennziffer bei Bullen 1,0 mg%,, bei
Milchkiihen 1,16 mg'/,; wiahrend der Winterfiitterung bei Bullen 1,15 mg"/,, bei Milch-
kithen 1,35 mg',. Man stellte einen Unterschied des Askorbinsdure-Gehaltes mit
Riicksicht auf das Geschlecht fest, und zwar, dall bei Milchkiihen die durchschnitt-
liche Askorbinsdure-Menge hoher war als bei Bullen.

Ferner konnte ermittelt werden, daf3 die Weideflitterung das Niveau der Askor-
binsdure im Blutserum der Milchkiihe glinstig beeinfluf3t.

Der Einflufl der Graviditdt der Milchkiihe ist zwar mit dem Steigen des Ge-
haltes an Askorbinsdure bis zum Abkalben verbunden; dabei wurde jedoch im
Durchschnitt kein grundsétzlicher Unterschied des Askorbinsdure-Gehaltes bei nie-
dertragenden und hochtragenden Milchkiihen ermittelt.

Es kann geschlossen werden, dal keine Notwendigkeit besteht, die Erndhrung
von Milchkithen und Bullen durch das Vitamin C zu erginzen und dal die Pro-
duktionssysteme im Organismus der Rinder imstande sind, den Bedarf in dieser Be-
ziehung zu decken.

Adresa autora:

MVDr. Jiti Dvoftak, VSZ, veter. fakulta, katedra vyzivy, dietetiky a picninarstvi,
Brno, Palackého 1-3
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V. Rajtar VZTAH KATALAZOVEJ AKTIVITY
I. Ciznar K NIEKTORYM BIOLOGICKYM
E. Parrakova VLASTNOSTIAM ENTEROBAKTERII
V. Kréméry
J. Kellen

B Kataliza u mikroorganizmov chrani bunky pred toxickym u¢inkom pero-
xydu vodika. Tento vznika prechodne ako koneény produkt tych oxydoredukénych
reakcii bakteridlnych buniek, kde koneénym akceptorom enzymaticky prenasa-
ného vodika a elektrénov je O,. Pritomnost katalazy tedy vyplyva z fyziologic-
kych potrieb bunky a odrdza aktivitu redox-procesov, teda bunkovej respirdcie
a energetického metabolizmu bunky. Takto méze byt kataliza vo vztahu s vita-
litou a aj s virulenciou bunky. Tento vztah bol zatial dokdzany pre M. tubercu-
losis (Kréméry a sp. 1959), B. abortus (Niznidnsky a sp. 1956), P.
pestis (Kréméry asp. 1959, Stenzel W. 1963), V. cholerae a L. mono-
cytogenes (Stricker a sp. 1963).

S kataldzou je u mikroorganizmov dzko spojend peroxydaza. Tento enzym
prendsa aktivovany kyslik z H2O; na vhedné akceptory. Peroxydédza sa casto
pouziva miesto kataldzy ako taxonomicky test, respektivne test virulencie (K¢ -
méry 1959, Sula a sp. 1963). _

Dosial niet jednotného ndzoru na vyznam kataldzy u enterobaktérii. U tychto
mikroorganizmov neboli najdené jednoznainé korelacie medzi aktivitou katalazy
a rozlicnymi biclogickymi vlastnostami (Stenzel W. 1963, Seltman G.,
1963, Lang W. 1966).

V tejto praci zhriiujeme na$e viacroéné poznatky o vzfahu kataldzy a nie-
ktorych biologickych vlastnosti S. typhi, S. paratyphi, B, S. cholerae suis a E.
coli, najma vitality, virulencie a aktivity niektorych enzymatickych reakcii.

MATERIAL A METODY

Na stanovenie kataldzovej aktivity (KA) sme pouzili manganometricka
metédu (Nizndnsky a sp. 1956), ako sme ju modifikovali pre jednoduché
stanovenie kataldzovej kinetiky (Kréméry a sp. 1959, Stricker a sp.
1965). Suspenziu mikroorganizmov sme si pripravili splachnutim 24-hedinovych
porastov na misopepténovom agare pomocou zmyvacieho roztoku (0,02 M fos-
fatovy pufer, pH — 7,4 obsahujtci 0,05 % Bacto Tryptose DIFCO a 0,5 %
NaCl). Hustetu suspenzie sme upravili pomocou spektrofotometra PREMA pri
vlnovej dlzke 550 wum mna 50 % svetelnej absorpcie. 1 ml takejto suspenzie
obsahuje priblizne 900 miliénov zarodkov.

Do série bani¢iek sa da po 2,5 ml takto pripravenej suspenzie a v case 0
sa do vetkych baniciek pridd 7,5ml H;0; (Perhydrol MERCK) oznacenej
kcncentracie. V prvej banicke sa reakcia okamzite zastavila pridavkom 1,0 ml
konc. H2SOs, v ostatnych banickach sa reakcia zastavovala v trojmindtovych
intervaloch tym istym spdscbom. Nerozlozeny H20; sa v okyselenej vzorke sta-
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novil titratne s 0,05 N KMnOs. V niektorych pripadoch sme pouzili vypocet
pre rychlostnd konstantu (1):
Co Co — pociatocna koncentracia HzO;

KH Qo = log ———
e gCO——C[ C:. — koncentracia H20; v case t

VYSLEDKY

1. POROVNANIE KA U NOSICSKYCH KMENOV SALMONEL
A U ZBIERKOVYCH (,,VIRULENTNYCH*“) KMENOV

I ked nebola priamo dokdzani zmena virulencie u nosi¢skych kmenov
S. typhi (11), predsa sa vSeobecne mysli, ze tieto kmene, ktoré Ziji v akejsi
symbidze s makroorganizmom, nevyvoldvaja klinické priznaky ochorenia vzhla-
dom na znizend virulenciu.

Ako ukazali titraéné krivky, nebolo vyraznych rozdielov v KA u nosi¢skych
a zbierkovych kmenov (vybrali sme tie, ktoré boli :izelované od klinicky cho-
rych pacientov), i ked kmene izolované od nosi¢ov vykazovali mierne zniZenu

" ; ; 3 L B :
KA. Preto sme u vietkych skimanych kmerov stanovili Kir.0,- Ako vidno z tab.
1 a obr. ¢. 6, niet vyznamnych rozdielov ani v kinetike katalazovej reakcie

1. Porovnanie katalazovej aktivity u kmenov S. typhi a S. paratyphi B, izolovanych
od bacilonosi¢ov a od pacientov (zbierkové, kmene)

I | ‘
= 30 Pocet
Kmene l Povod J kH202 ey l
| ‘
S. typhi od pacientov 0,055—0,070 | 4
od bacilonosicov 0,052 0,063 6 |
S. pararyphi B od pacientov 0,058 —0,096 ] 7 |
od bacilonosi¢ov 0,054 0,082 | 7 :
| |
30’ Co :
= —————  (vid text
k H,0, Co— Gy (vid text)
01 4
/ 1,
/ 2
0,05 1

6. Kinetika KA u kme-
nov S. typhi. 1. Zbier-
kovy kmen Ty, 2. 2. Kmen
¢. 314, izolovany od ba-
cilonosi¢a. Na ose X su
nanasané hodnoty:
307 Gy
5 K:0: Co-Cyo
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u nosiéskych a zbierkovych kmefiov salmonel. Z toho mozno usudzovat (1),
7e ak KA by bola prejavom virulencie aj u salmonel, niet rozdielu vo virulen-
cii medzi nosi¢skymi a zbierkovymi kmefimi S. typhi a S. paratyphi B. Je teda
zrejmé, Ze virulencia tychto salmonel nie je otdzkou ich metabolickej aktivity,
ale viacej otazkou produkcie endo-toxinov, konkrétne O- a Vi-antigénu (Ka -
rolé¢ek 1965).

2. VZTAH KA A VITALITY BUNIEK U S. cholerae suis

Predbeiné pokusy ukazali, Ze u aerovanych kultur S. cholerae suis zmeny
KA ida paralelne so zmenami poctu zivych buniek v kultare. Aj Stejskal
(1960) uvadza, ze u H. pertussis katalaza je indikatorom vitality buniek. Zisto-
vali sme preto dynamiku zmien KA u rasticej aerovanej kultary S. cholerae
suis. V takejto kultire vieme za intenzivnej aeracie docielit rychle zvySovanie
poctu zivych zdrodkov s nasledovnym ndstupom procesu odumierania buniek.

25 ml 6-hodinovej sub-kultary S. cholerae suis sa inokulovalo do 1200 ml
semisyntetickej pody o réznom obsahu glukézy. ZloZenie pédy bolo:

Suseny hydrolyzat kazeinu (VUFB) 25 g

Kvasni¢ny dialyzat 250 ml

NaCl 35 g

Na;HPO4 2,5 24

Aque dest. ad 1000 ml pH — 7,6

Obsah glukézy bol 0,5, 1,0, 1,5, 2,0 %. Kultivovalo sa za trepania a intenziv-
nej aerdcie pri 37° C 24 hodin. Kazdé 2 hodiny sa odoberali vzorky a uréoval sa

pocet zivych buniek

turbidita

pH

KA (2,5ml kultary 2 7,5ml 0,5% H;0,, titricia po 30 min. s 0,05 N
KMnOy)

5. obsah aminodusika a glukézy.

ol ol

Vysledky tychto skimani si na obr. 1. a v tabulke II. Ako vidiet, zmeny
KA isli paralelne so zmenami po¢tu Zivych buniek. To sved¢i o skutoénosti, ze
KA je enzym, suvisiaci tzko s vitalitou buniek. Odumieranim buniek dochaddza
teda bud k rozruSeniu enzymu, alebo k zastaveniu produkcie H2O2, teda substra-
tu, alebo sa enzym inaktivuje, ak sa rozru$i integrita bunkovych procesov.

Zistili sme tiez, ze KA bola najaktivnejSia u mikroorganizmov kultivova-
nych v médiu s 0,5 % glukézou. Je mozné, ze vyssie koncentracie glukézy maji
nepriaznivy vplyv na tie stranky bunkcvého metabolizmu, ktory sa odraza v syn-
téze alebo aktivite katalazy.

V odobratych vzorkdch sa kazdé dve hodiny zistovala virulencia S. cholerae
suis za Gcelom pripravy najvhodnejSej imunoprofylaktickej vakciny. Po prepocte
na celkovy pocet buniek a na pocet Zivych zarodkov sme zistili, ze virulencia
salmonel pre mysky bola vo vsetkych fazach prakticky rovnaka pricom KA
\ykazu]e vyrazné rozdiely. Tieto vysiedky buda publikované in extense v inej na-
Sej préci.
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II. Dynamika zmien poé¢tu zivych buniek a katalazy u aerovanych kultar

S. cholerae suis

0 0,12 7,35 5,6.10° 0,35

2 0,45 6,70 2,0.108 4,70

4 0,71 6,05 2:1:10% 7,25

6 0,85 5,45 8,4.10° 10,80

8 0,78 5,60 3,3.10° 8,95

18 0,61 5,45 2,3.108 5,20 .
24 0,56 5,40 autolyza 2,10 |

*) absorpcia svetla sa merala za tych istych podmienok, ako pri titra¢énom stanoveni
*¥) Katalazova aktivita sa merala tak, Ze k 5,0 ml odobratej vzorky sa pridalo 15,0 ml
0,5 ", H202. Cisla v tabulke znamenaju poéet ml 0,5 N H202, rozlozenych uvedenym
mnozstvom buniek za 30’ pri 20°C

3. VZTAH KA K AKTIVITE NIEKTORYCH INYCH ENZYMOV U E. coli

U 40 kmeriov E. coli, izolovanych z okolia velkcoSiparne (z pody, vedy
a vykalov) sme uréovali KA, redukéni aktivitu vo¢i TTC, transamindzova akti-
vitu (GOT) a aktivitu malikodehydrogendazy (MTT-PMS testom). Kmene sme
rozdelili do troch skupin podla KA: kmene s vysokou KA rozlozili 16 —24 mg
H202/30", 20° C,/1 ml suspenzie, kmene s priemerncu aktivitou rozlozili 6—
16 mg a kmene s nizkou aktivitou rozlozili 0,5—6,0 mg.

11 4

e——e POCET ZARODKOV

om === KATALAZA

cholerae

r

HODIN 0 2 4 6 8

T T T

KULTIVACIA NA TREPACKE

12
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1. Aerovana kultura S.

suis, Priebeh

*—- zmien KA vo vzfahu
k poétu zivych buniek.

KA je udana v mg roz-
lozeného H202 /30'20° C



Aktivita katalazy bola u kmeriov E. coli paralelnd iba s redukéncu aktivi-
tou vo¢i TTC (tabulka III). Naproti temu aktivita GOT nebola u E. coli pa-
ralelnd s aktivitou KA., na rozdiel cd listérii, kde KA i GOT bzli paralelné
s virulencicu kmen (Stricker a sp. 1963). Prittm GOT moZno pokladat
za indikitora aktivity proteosyntézy. MDH ako indikdtor energetického meta-
bolizmu bela u kmenov E. coli vecelku velmi vysokd a teda nie je v savislosti
s KA.

1I1. Porovnanie aktivity KA s aktivitou redukcie TTC u kmetiov E. coli

Pocet kmeniov E. coli
e Altivita kataldzy | ™8 TO4%% HaO2 [ Redukcia | Redukcia | Redukeia
kmehoy A TIC 1| TG TG
+++ ‘ | 0
18 vysoka 16—24 14 4 0
14 priemerna 6-16 3 9 2
8 nizka 0,5 6 0 6 2

4. ZAVISLOST KA SALMONEL OD DLZKY ICH KULTIVACIE

U troch kmefiov S. paratyphi B a u 1 kmeria S. typhi, rasticich na miso-
peptonovem agare 18,24 a 48 hodin, zisfovali sme KA buniek. Vysledky boli
obdobné u vsetkych 4 kmenov. Na obr. 2 sa vysledky u kmena S. typhi Ty-2.
Vidiet, ze KA je aktivnejSia u mladych buniek. Zatial ¢o nebolo viditelnych
rozdielov v. KA mikrobidlnych buniek, kultivovanych 18 a 24 hedin, bunky
kuitivované 48 hodin mali nizsiu KA. To zrejme stvisi so znaénym podielom
mritvych buniek v star§ich kultarach na pevnych pédach.

ml
ml 0 A
8 -
: \/ 1
i 2
e o

5 5 10 15°

2. KA kmena S. typhi po kultivacii 18,24 3. Zmeny KA po prezivani kmena na

a 48 hodin na agarovej pode, KA je uda- pevnej pode. Kmen: S. typhi 314, izolo-

na v hodnotach titracie s 0,056 N KMnO4. vany od bacilonosi¢a. 1. KA stanovena

Kcneentracie H202 =1 0 24 hod. po izolacie od bacilonosi¢a. 2.
KA stanovena 7 dni po 1.
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5. ZMENY KA U BUNIEK PO IZOLACII Z ORGANIZMU
A REKULTIVACII IN VITRO

U kmena S. typhi ¢. 314 a S. paratyphi ,455/B* zisfovala sa KA ihned po
izolacii od bacilonosi¢a (jedina kultivacia na pevnej péde) a KA po tyZdennom
kultivovani na misopepténovom agare. Rozdiely sa viditeIné z obr. 3. U buniek
derstvo izolovanych z organizmu pacienta (jedina 24-hodinova kultivacia na
pevnej pode) je KA vyssia. Pri uchovavani salmonel na pevnych pédach sa
KA najprv znizi, ale daliim preotkovavanim k znizovaniu KA uZ nedochadza.

6. ZAVISTLOST KA OD KONCENTRACIE H:0:

Vyssie koncentricie ako 3 % H20: tdplne inhibovali KA u vietkych 26
skmangch kmeiiov S. paratyphi B a S. typhi. Vsetkych 6 skimanych kmefiov
S. cholerae suis dokazu eite slabo rozkladat 9 % H202. 18 kmenov E. coli roz-

m'

20

1 %
0,5 %
4. Priebeh KA kmena
Ty.,‘2 _(zbigrkovy km’eﬁ? 0.25 %
pri roznej koncentracii e
H202. KA je udana v hod-
notach titracie s 0,06 N .
KMnO4 15 [
mt
6
65 %
55 %
5. KA kmena Ty/2 pri roznej hustote
suspenzie (24-hodinovy porast). Koncen-
45 % tracia H202 = 0,3°,. KA je udana v hod-
o . notach titracie s 0.05 N KMnO4

15"
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klada este 9% H20,, 14 kmertiov rozklada 3% H;0; a 8 kmeriov rozklad4 niz-
$iu koncentraciu, ako 3%.

Z obr. 4 vidief, Ze znizenie koncentracie H20; neovplyviiuje u kmeria S.
paratyphi B tvar titra¢nych kriviek, teda ani kinetiku reakcie.

7. ZAVISTLOS'I‘ KA OD POCTU MIKROBIALNYCH BUNIEK

Na obr. 5. sti zndzornené titracné krivky kmena S. typhi pri pouziti suspen-
zie o réznej hustote, t. j. o réznom poéte buniek. Je vidiet, ze pri velmi nizkych
poétoch buniek, H20; inhibuje KA skumaného kmeria, pripadne radikidlne sa
zmens$i rychlost rozkladu substratu, pretoze sa zmensil relativny pomer koncen-
tracie ku koncentracii enzymu.

DISKUSIA

Vysledky naSich sktimani svedéia priamo i nepriamo o tom, ze u S. typhi,
S. paratyphi B a S. cholerae suis KA nie je vo vztahu k virulencii kmeriov. To
sthlasi so zisteniami inych autorov (Stenzel W. 1963, Seltman G. 1963,
Long W. 1963) i s ndzorom (Karoléek J. 1965), Ze virulencia je u salmonel
viac vo vztahu k antigénnej Struktire (pritomnosti O-antigénu, ¢iZe endotoxinu
a Vi-antigénu) nez k samotnej metabolickej aktivite bunick. KA je vsak dobrym
indikatorom vitality buniek a je dokazatelna prakticky iba u Zivych buniek. S odu-
mieranim buniek, napr. pri autolyze, KA suspenzie buniek prudko klesa.

Nepozorovali sme rozdiely v KA u kmeiiov S. typhi a S. paratyphi B, izo-
lovanych cd bacilonosi¢ov, od KA u zbierkovych kmeriov.

Zistili sme niektoré zavislosti KA a podmienok kultivacie salmonel. KA
je u fyziologicky starSich huniek pozorovatelne nizsia.

Uvedené vysledky dosiahli i viaceri dalsi autori Stenzel W. 1963,
Seltman G. 1963, Lang W. 1963. Ani v ich pracach nebol najdeny vztah
KA a virulencie u réznych enterobaktérii. U entercbaktérii sa vieobecne pozoruje
velmi nizka KA. Rozklad H:O; napriklad prestiava (v nami opisanych pod-
mienkach) prakticky po 15 mindtach kontaktu s bunkami a v médiu zostava
zna¢né mnozstvo nerozlozeného H»O.. Tento zjav ostdva zatial nevysvetleny
a je odlisny od pomerov, kde KA savisi s virulencicu buniek (napr. u brucel
a u M. tuberculosis, kde KA je termo- a acidostabilnd u virulentnych kmetiov
(Kré¢méry 1959, Malikova 1965 Andrejew a sp. 1964). Na rozdiel
cd niektorych autorov (Langa sp. 1964) nasli sme u ¢asti kmenov E. coli vyso-
ki KA, ktora bola sprevadzana vysckou aktivitou reduktdz, redukujacich TTC.

U vicsieho poc¢tu kmeriov E. coli sme nepozorovah vztah KA s aktivitou
GOT ani MDH, pozorovali sme viak azku savislost medzi KA a reduktazamx
pouzivajacimi ako finalny akceptor elektréonov TTC.

SUHRN

U kmenov S. typhi a S. paratyphi B, izolovanych od bacilonosi¢ov sa po-
rovnavala aktivita kataldzy na kvantitativnom zdklade s aktivitou zbierkovych
kmenov, izolovanych od klinicky chorych oséb. Nepozorovali sa rozdiely v akti-
vite kataldzy oboch skupin kmeriov. Boli tiez zisfované niektoré zavislosti kata-
lazy od fyziologického stavu skimanygch buniek.
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U kmenov S. cholerae suis bolo dokdzané, ze katalazova aktivila odraza
vitalitu aerovanych kultar. V stacionarnej faze rastu, v ktorej dochadza postupne
k autolyze buniek, teda k ubytku celkového poctu Zivych buniek, aktivita katalazy
kultary prudko klesa.

U mnohych kmenov E. coli sa pozorovala vysoka aktivita katalazy. U tych-
to kmeiiov bel zisteny priamy vztah medzi aktivitou kataldzy a aktivitou reduktaz,
ktorych konecnym akceptorom elektrénov bol TTC. Nebol najdeny vztah medzi
aktivitami kataldzy, glutamo-oxalcctovej transamindzy a malikodehydrogendzy.

Doslo dna 3. 8. 1965
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OrHOmeHe MeXIy aKTHBHOCTBIO KATANa36l H HEKOTOPHIMH OHONOTHYECKHMH CBOMCTBAMM

sHTepobaKkTepHi

Y mrammos S. typhi u S. paratyphi B, usoauposannsix y GammianoHocuTened, Ha KOJH-
qecTBeHHOI (ase CpaBHMBajJach AKTHBHOCTH KaTanasbl ¢ @KTHBHOCTHI0 KOJUICKIIHOHHBIX INTAMMOB,
M30JHPOBAHHBIX y KJIMHWYECKH 6ONbHBIX Jjuil. PasiMumii B aKkTHBHOCTH Karanassl ofeux rpymm
MTAMMOB He Habmiomasock. YCTAHABJIMBAJMUCh TAKWKE HEKOTOPHIE JABMCHMOCTH KaTajassl oT ¢u-
3HOJIOTHYECKOTO COCTOSHMA H3yUaeMbIX KJETOK.

¥ wmrammos S. cholerae suis 6110 10kazaHO, 4TO AKTHBHOCTh KATANa3bl OTPAKACT JKHIHEH-
HOCTb a3pUpOBAHHBLIX KyJbTyp. B cramuoHapHoit ¢ase pocra, B KOTOPOH IOCTENEHHO MPOMCXOMKT
aBTONM3 KJETOK, T. €. yMeHblIeHHue OOIIero uMcjia >KMBBIX KJETOK, aKTHBHOCTh KaTajashl KyJabTyphl
pesko mnoHmkaercs. Y MHorux mrammos E. coli HaGiionanach BBICOKAs AKTHBHOCTh KaTanassl.
Y orux mramMMoB 6bIJIO YCTAHOBJIEHO TPAMO IPOMOPIHOHAJBHOE OTHOMIEHHE MEKIY AKTHBHOCTHIO
KAaTanasbl ¥ aKTHBHOCTBIO PelyKTas, HHATBHLIM axuentopoM anexkrpoHos koropuix 6o TTC. He
6HIJI0 YCTAHOBJIEHO 3aBUCHMMOCTH MEXIAy AKTHBHOCTBIO KATajJaaml, TJIOTAMO-OKIalyKCYCHOM TpaHCc-
aMHHA3hl M MaJMKOLErHIPOTreHasbl.

The Relation between Catalase Activity and some Biological Properties of
Enterobacteriaceae

The activity of catalase of the strains of S. typhi and S. paratyphi B isolated

from the carriers of bacilli was compared on the qualitative basis with tr}e aclivity
of collection strains isolated from clinically sick persons. No differences in the ca-
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talase-activity of both groups of strains were observed. A certain dependence of
catalase on the physiological state of the investigated cells was stated, too.

In the strains of S. cholerae suis it was proved that the catalase activity reflects
the viability of the aerated cultures. In the stationary phase of growth bringing
about a gradual autolysis of the cells, i. e. a restriction of the whole number of live
cells, the activity of catalase decreases intensively. In many strains of E. coli a high
catalase activity was observed. In these strains a direct relation was asceriained
between the catalase activity and the activity of reductases, the final electrone-ac-
ceptor of which was TTC. No relation was found between the activities of catalases,
glutamic-oxalacetic transaminase, and malicodehydrogenase.

Die Beziehung der Katalasen-Aktivitit zu ecinigen biologischen Eigenschaften
der Enterobakterien

Bei den von den Bazillentragern isolierten Stammen der S. typhi und S. para-
typhi verglich man die Katalasen-Aktivitdt auf quantitativer Grundlage mit der
Aktivitit der Kollektions-Stimme, die von klinisch kranken Fersonen isoliert wur-
den. Unterschiede der Katalasen-Aklivitat beider Stammgruppen konnten nicht
beobachtet werden. Man stellte auch einige Abhingigkeiten der Katalase vom phy-
siologischen Zustand der gepriiften Zellen fest.

Bei Stammen der S. cholerae suis konnte ein Nachweis gebracht werden, daf3
die Katalasen-Aktivitit die Vitalitit der aerierten Kulturen widerspiegelt. Wiihrend
der stationdren Wachstumsphase, bei der die Autolyse der Zellen, demnach eine
Abnahme der Gesamtzahl lebendiger Zellen nach und nach eintritt, bemerkt man
eine schroffe Herabsetzung der Katalasen-Aktivitdt. Bei zahlreichen Stimmen der
E. coli beobachtete man eine hohe Katalasen-Aktivitdt. Bei diesen Stimmen wurde
eine direkte Beziehung zwischen der Katalasen- und Reduktasen-Aktivitdt, deren
endgiiltiger Elektronen-Akzeptor das TTC war, ermittelt. Eine Beziehung zwischen
den Aktivitaten der Katalase, der glutamo-oxalessigsauren Transaminase und der
Malikodehydrogenase wurde nicht festgestellt.

Adresy autori:

MVDr, Vojtech Rajtar, USVU — Statna kentrola biopreparatov a lie¢iv, Nitra,
Inz. I. Ciznar, MUDr. E. Parrakova, Vyskumny ustav epidemiologie a mi-
krokiolégie, Bratislava,

Inz. VI. Kréméry, CSc., MUDr. Jan Kellen, CSc., Vyskumny ustav hygieny,
Bratislava
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0. Mraz FREKVENCE ENTEROBAKTERIACEI
J. Nahalka V REKTALNIM OBSAHU JATECNYCH
M. Psenicka TELAT

LITERARNI PREHLED

B8] U telat se mikrobnimi poméry v zazivacim traktu zabyval pravdépodobné
az Popoff (1903), ktery dospél k zavéru, ze zazivadla nové narozenych te-
lat jsou prosta bakterijni flory. Z toho je zfejmé, Ze k osidleni stieva dochazi
teprve postnatidlné s prvnimi davkami mlécné vyzivy.

Dal§im autorem na tomto védnim tseku byl Ankersmit (1906). Na
zékladé dikladného vysetfeni &tyf sajicich telat zjistil znacny vyskyt bakterii
ve slezu, a to 1—11 miliéni zaredkt na 1 g obsahu. Z uvedeného pcétu bylo
nejvétsi procento streptokok a escherichii. V tenkém stfevé byl pocet mikrobu
v dasledku zaludeéni §tavy redukovdn na pouhych 100 000, v némz pievladaly
hlavné streptokoky, jmenovit3 Str. lactis. V poslednich tsecich stfevniho traktu
se bakterie cpét pomnozily ve prospéch escherichii a celkové mnezstvi zjisté-
nych zdrodki stouplo na 2—7 miliard na 1g obsahu. V prici je zminka téz
o jistém podilu dosud neuvadénych zarodkt z rodu Aerobacter (A. aerogenes).

Pravé uvedené poznatky byly potvrzeny o pil stoleti pozdéji Mannem
a Oxfordem (1955), ktefi nalezli v bachoru a slezu telat laktobacily a Strep-
tococcus bovis. Rozsahlejsi praci uverejnili v kratké dobé nato jesté Bryant
a kol. (1958). Tito autori prostudovali sloZzeni bachorové mikrofléry a mikro-
fauny tii telat ve stafi od 7 dni do 3 mésici. Jejich pokus ukazal, ze napfiklad
pclet anaerobit byl jesté vétsi nez u dospélych a celulolytické zarodky srovna-
telného mnozstvi se vyskytuji dokonce jiz ve stafi tfi tydnt. Pokud jde o fakulta-
tivni aerobionty, tedy coliformnich bylo nejvice v 21 dnech, ale je§té na konci
pokusu presahovalo jejich mnozstvi pocet téchze zdrodki u dospélych zvitat. Za-
vérem bylo konstatovano, ze bachor nejmladsich telat je velmi dobie ptipraven
na svou funkci, takze by mohl zpracovavat i hrubcu pici, pokud by byla tako-
mym telatim predkladana.

V oblasti stfevniho traktu byla vénovana hlavni pozornost salmoneldm
a zejména escherichiim ve snaze zjistit frekvenci sérotypi nachazenych pfi
colibaciléze. Kromé obecnéjsi prace Ulbrichovy (1954) se touto proble-
matikou zabyvali specialné Schonaers a Kaeckenbeeck (1960).
Vysettili celkem 550 klinicky zdravych telat, z nichz u 13 % nalezli enteropato-
genni sérotypy E. coli ze skupin 08, 09, 015, 020, 026, 032, 055, 078, 086,
0101, 0114, 0115 a 0117. Z téchto kmend pattilo 30 % k sérotypu 078, 0 15,
055 a 086, které ptevladaji pti colibacilézach v Belgii. Pro srovnani uvadime,
Ze Salajka (1964) zjistil jako nejcastéjsi pricinu colibaciléz v naSich pomé-
rech sérotypy 078, 0101 a 08, méné jiz 026, 055, 086 a 0 111.
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Kromé salmonel a escherichii jsou ve spojitosti se ztratami u telat uvadény
také bakterie Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa aj., které lze pcdle jejich
virulence fadit k mikrobtim podminéné patogennim, ackoli rozsah vyskytu u nich
zatim bezpetné nezname. V naSich pomérech napiiklad Rossi (1956) provedl
bakteriologicka vySetfeni 1393 kadaverd uhynulych telat a zjistil 14 % coli-
baciléz, 7,7 % colistreptokokovych infekei a 0,89 % infekei zptsobenych proteem.
Jako kasuisticky prispévek uvadi téz infekci zarodkem Ps. aeruginosa, ktera po-
stihla celkem 11 telat.

P¥i hodnoceni nékterjch ptvedel je situace ztizena tim, Ze neznime frek-
venci téchto zdredkd u zdravych telat a nevime tudiz, zda jejich vyskyt v orga-
nech uhynulych kusi neni jen podruzného vyznamu. Pfislusné studie v novéjsi
literatufe chybéji a vysledky obdobnych Setfeni u dospélych zvifat mohou vést
k mylnym zavérum. Konecné i tam je tdaju velmi poskrovnu.

UCEL PRACE A POUZITE METODY

ZkuSenosti ukazuji, Ze ve mnohych pfipadech prijmovych onemocnéni u te-
lat byva zjistovan masivni vyskyt proted, nékdy pseudomenad a ojedinéle i para-
colobakterii. Vyznam téchto mikrobi jako etiolcgickych ¢initeld neni dosud zcela
objasnén, nebot chybi adaje o jejich zastoupeni v zazivadlech zdravych kusa
a déale i vhodné biologické pokusy. Z téchto divodi jsme se pckusili v prvni
fadé o stanoveni mikrobnich pcmért v rektalnim cbsahu telat, a to bezprostredné
po jeiich porazeni na jatkach. Zminény dkol byl rozvrzen do nékclika dil¢ich
bodii:

1. Zjistit frekvenci a druhové zastoupeni laktozonegativnich nebo laktézu
opozdéné zkvasujicich enterobakteriacei, déle téz pseudomonad a achromobakte-
racei.

2. Zjistit absolutni vyskyt protei ve fekaliich po pfedbézné inkubaci tampo-
novych vzorkd v masopeptonovém bujénu.

3. Zjistit druhové slozeni coliformnich zarodkd u nékolika namatkoveé vy-
branych telat.

4. Zjistit druhové slozeni coliformnich zarodki po namétkovém cdbéru ko-
lenii u dvou set za sebou jdoucich telat.

Bod 3 a 4 byly pripojeny pfevdzné jenom pro zodpovézeni otazky, zda je
E. coli viceméné vyhradnim pfedstavitelem coliformnich zarodka v zazivadlech
telat, nebo zda se na jejich poctu podileji ve vétsi mife také ostatni druhy
escherichii, poptipadé zastupci rodu Aerogenes.

Pfed zahajenim vlastni prace byla provedena série pfedpckust na 50 tela-
tech, u nichz byly odebrany tampénové vzorky z rekta a samostatné téz z okoli
anu, aby se prokdzala vhcdnost této metody i pro rozsifené mikrobiolcgické vy-
Setfovani faeces. Viechny vzorky byly ockovany na Endiv agar a jejich hodno-
ceni ukézalo, Ze vyskyt bakterii v rektu a okoli anu spolu koresponduje. Tampo-
novy vzorek z rekta je tedy postaujici téZz pro naro¢néjsi studie v oblasti malo
virulentnich nebo nepatogennich mikrobt. Tak se soucasné zjistilo, ze naptiklad
Proteus vulgaris neni obsazen ve stidjovém prostredi ubikvitdrné, ale je vazan
pfevazné na zvite, které je jeho vylutovatelem.

Po této zakladni orientaci byle ptikroéeno k vlastni praci. Rektalni vzorky
byly odebirdny cd jateénych telat ve stafi do 6 tydni a jednotlivé tampény byly
potom zpraccvany nejpczdéji do dvou hadin v laboratoti. Délo se tak pfimym
otkovanim na Endovu plidu a za pouziti béiné kultivaéni techniky (prvni
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segment tamponem, daliich 4—5 segmenti sterilni klickcu). Po 24hodinové
inkubaci pii 37° C byly odegitany vysledky a typické kolonie laktézonegativnich
nebo laktézu opozdéné zkvadujicich zdrodki preotkovany do 0,5% masopepto-
nového agaru za ucelem pozdéjsi presné identifikace. Relativni mnozstvi kolonii
ste'ného typu bylo zjisfovano podle detailnéjsi struktury a hednoceno tak, Ze
1—5 kolonii se znacilo +, 6—20 kolonii ++, 21 a vice kolonii + 4 4.
Timto zptsobem bylo vySetfeno celkem 1252 telat, z nichz 260 kusi slouZilo
téz k zcdpovézeni otazek ad 2, 3 a 4.

Ke zjisténi absclutniho vyskytu proteii, zejména druhu P. vulgaris, bylo
260 tampénovych vzorkii po provedené inokulaci Endovy pidy vloZeno do maso-
peptonovych bujént a inkubovédno 24 hod pti 37° C. Po této dobé z nich bylo
opét cckovano na novou Endovu piidu, kde se proteové kolonie hodnotily podle
jejich typického koncentrického §ifeni.

Pckud se tyka druhovéhc zastoupeni coliformnich zdrodka ve faeces jed-
notlivgch kust, bylo vySetfeno celkem 8 telat. Postupovalo se tim zptsobem,
ze se z Endovy pidy kazdého vzorku odpichlo asi 25 dobfe izolovanych kolzonii
pro pozdéjsi identifikaci. Pro zjisténi druhového zastoupeni téchto zarodki
u véisi, reprezentativni skupiny byla z kazdé Endovy pidy odebrana pouze jedna
kolcnie a v této fazi pokust bylo vySetfeno celkem 200 telat.

Veskeré pokusy byly provedeny rovnomérné jak v chladném, tak i teplém
sbdobi let 1963 —1964.

Pri bicchemickém rozboru vsech nastirddanych kmenua bylo pouzito obvyk-
lych metedik, které publikovali Sedldak (1955), Raska a kol. (1958)
a Sedlak spolus Rischem (1961). Do pestré rady bylo vzato celkem
14 ¢lent a vedle toho byla provedena i potrebna vySetfeni morfologickd, tinkéni
aj. Kcnetné zmény na pestré fadé byly hodnoceny po 28denni inkubaci pti 37° C.

VLASTNI PRACE

Vysledky pokust jsou vyjadfeny ve dvou tabulkdch (tab. I a II), z nichz
jsou zfe'my vSechny sledované udaje, jako napt. data jednotlivych odbért na
jatkach, cisla vySetfenych vzorkd, relativni poéty coliformnich zarodkd, orien-
tacni zatfidéni enterobakteriacei podle typu kolonii a baktericlegicka diagnéza.
Absclutni vyskyt proteti, druhové zastoupeni escherichii u 8 namatkové vybra-
nych telat a totéz vySetfeni u 200 za sebou jdoucich telat uvadime samostatné:

Z udaju v cbou tabulkach vyplyva, Ze P. vulgaris byl ze 1252 rektalnich
vzorkil zjistén celkem 39krit, tj. ve 3,1 % ptipadii. Tento poéet viak nemze byt
ptesnym obrazem skute¢ného vyskytu protea ve stfevé telat, nebof orienta¢ni
pokusy ukazaly, Ze se jeho zdachytnost zvét§uje predbéznou inkubaci vzorkd v ma-
sopeptonovém bujénu. Z tohoto davodu jsme 107 tampént z chladného obdobi
(4. VII. 1963 a 21. IV. 1964) a 153 tampéna z teplého obdobi roku (12. VIII.
a 18. VIII. 1964) vysetrili jesté timto pomnozovacim zpisobem. Z uvedenych
vzorki byly typické kolonie P. vulgaris nalezeny v chladném obdobi ve 28 %
pfipadi (pfimou kultivaci pouze 4 %) a v teplém cbdobi v 41 % ptipada (pfi-
mou kultivaci pouze 7 % ). Za celkovy primér vyskytu P. vulgaris z obou méfeni
muzeme tedy uvazovat asi 34 % proti pétiprccentnimu vyskytu zjisténému pfi-
mou kultivaci. ZvySeny podil ostatnich druhti prctea se ndm nepodatilo zjistit,
ale napfiklad izolace dvou kment Ps. aeruginosa pochéazeji pravé z téchto po-
mnozovacich pokusi.
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1. Frekvence enterobakteriacei v rektalnim obsahu jate¢nych telat- béhem.chladnych

mésicu roku (19. XI.—21. IV).

Vysveétlivky k hodnoceni typu kolonii na Endové pudé:

Typ I: kolonie bezbarvé, hlenovité, s koncentrickym S$ifenim.
Typ II: kolonie o pruméru 2—4 mm, okrouhlé, vyvySené, hladké, béloruzové, se
sttedem. Puda v okoli svétlejsi.
Typ III: kolonie o priméru 1—3 mm, okrouhlé, vyvy$ené, hladké, naruzovélé, se sy-
téjsim stiedem. Pada v okoli beze zmény.
Typ IV: kolonie o praméru 2—4 mm, neostrych .okraji, ploché, hladké, bezbarvé.
se sklonem ke koncentrickému S$ifeni.
Typy kolonii
Da- | &go Druhova
tum oo u | Coli I Ente- | Lakt6zo — a -+ kolonie 3
3 oli- _— diagnéza
odbéru o
| koky 1 | I 111 v
19. 1- 55| +++ 3krat = = = =
XI. 56 e H 4 - - - - Mucor sp.
1963 57 e - +4(1) - - - P.vulgaris
(kmen & 1)
58 - ++(2) - - - P. vulgaris (2)
59 - +(3) - - - P. vulgaris (3)
60 - - - +++(4) - - Pc. coliforme (4)
61 bt - - +++(5) - - Pc. coliforme (5)
62 bt - - +(6) - - Pe. coliforme (6)
20. 63-116| +++ lkrat - C = -
XI. 117 4 - - ++4+(7) - - - P. vulgaris (7)
1963 118 bt - - +(8) - - Pc. coliforme (8)
119 -4 - - +(9) - - Pc. coliforme (9)
120 + 4 +4 - - - - Mucor sp.
121 +++ - +-+(10) - - = P. vulgaris (10)
26. |474-527| +++ - - - - -
XI. 528 = - - - P. vulgaris (59)
1964 529 | - - - P. vulgaris (60)
530 | - - - P. vulgaris (61)
531 = ++(62) - Pc. coliforme (62
532 = +(63) - Pc. interme-
dium (63)
533 - +(64) - Pc. coliforme(64)
1 27.  |534-608 - - -
1 XI. 609 - - - P. vulgaris (65)
1964 | 610 - - - P. vulgaris (66)
611 - +(67) - Pec. coliforme (67)
612 - +(68) - Pe. coliforme(68)
613 - +(69) - Pc. coliforme(69)
614 - +(70) - Pc. coliforme(70)
615 - +(71) - Pc. inter-
medium (71)
616 + 4t - - +(72) - Pe. coliforme(72)
4. 122-168| +++ - = = - =
XII. 169 | +++ - +(11) - - - P. vulgaris (11)
1963 170 dof - - +++(12) - - Pc. coliforme(12)
171 R - - - ++(13) - Pc. coliforme(13)
172 e | = ~ ++(14) - - E. coli (14)
173 - - - ++-+(15) - Pc. inter-
medium (15)
10. 174-218| +++ 4krat - = - =
XIT. 219 B - - ++-+(16) - - Pc. inter-
medium (16)
220 s - - ++4(17) - - Sh. dispar (17)
221 s - - - ++(18) - Pc. coliforme(18)
222 e - +(19) - - - P. vulgaris (19)
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Pokracovani tabulky I.

B Typy kolonii
a- ;
tum v(zj(l)illsu Coli- Ente- Lakt6zo — a + kolonie gzgggg
odbéru formiif To-
koky 1 | o | m | I
17.  |223-283| +++ 2krat - - - -
XIL | 284 | +++ | — - ++(20) - = Pe. coliforme (20)
1963 | 285 | 44+ = = - +++(21) - Pc. coliforme(21)
286 O - - ++(22) - - Pec. coliforme(22)
287 | +++ - - ++4+(23) - - Pc. coliforme (23)
288 | 44+ = - +++(24) - - Pc. coliforme(24)
280 | +4+ = = - - +(25)| P.mirabilis (25)
200 | 44+ = o = - +(26) | P.mirabilis (26)
291 4t - - - - +(27)| P.mirabilis (27)
202 ool ;4 - - - -+(28) | P.mirabilis (28)
293 | +++ - - - - +(29) | P. mirabilis (29)
294 | +++ - - - - +(30) | P.mirabilis (30)
10.  |295-310| +++ | 2krat = = =
II1. 311 | +++ | - +(31) - - - P. vulgaris (31)
1964 | 312 | +++ | - +(32) - - = P. vulgaris (32)
313 At - - - +(33) - Pc. coliforme(33)
18.  [314-388| +++ 6krat | - - - -
III. 389 | 44+ + - - +++(34) - Pc. coliforme (34)
1964 | 390 | +++ - - +++4(35) - - Pc. inter-
medium (35)
391 | +4+ - - - +++(36) - Pe. coliforme(36)
392 | 44+ - = ++(37) - - Pc. coliforme (37)
303 | 444 = = +-+(38) - - Sh. dispar (38)
394 ++ = - - +++(39) - Pc. inter-
medium (39)
395 - - ++-+(40) - - Pc. coliforme (40)
396 - - +(41) - - Pc. coliforme(41)
397 - - +(42) - - | E. freundii (42)
398 - (43) - - - P. vulgaris (43)
399 - +(44) = - - P. vulgaris (44)
400 ot - - +(45) - - Pc. inter-
medium (45)
401 ot 4 - - +++(46) - Pe. coliforme (46)
402 o - - - ++4+(47) - Pc. coliforme (47)
21.  |403-463| ++- 1krat - - - -
Iv. 464 +4 - +(48) - - Ps.aer.? | Ps.aeruginosa
1964 P. vulgaris (48)
465 - +(50) - - - P. vulgaris (50)
466 - +(51) - - - P. vulgaris (51)
467 - - - +(52) - Sh. dispar (52)
468 4 - - +(53) - Pe. coliforme(53)
469 - - - - Ps. aer.? | Ps. aeruginosa
470 - - - +(55) - | Pec. coliforme(55)
471 I 4t - - ++4+(56) - Pc. coliforme (56)
472 | - - - - +++(57) - Pc. coliforme(57)
473 4t - - - +4-+(58) - Pc. coliforme (58)

Zastoupeni coliformnich zarodki v rektalnim obsahu namétkové vybranych
telat bylo zjistovano u 4 kusit v chladném a u 4 kusti v teplém obdobi roku.
Z toho v chladném obdobi bylo nalezeno mimo E. coli pouze 7 % kment E.
intermedium, v teplém obdobi 13 % kmenta E. intermedium a 2 % kment E.
freundii. Celkové se tedy jiné escherichie nez E. coli podilely na vysetfenych
200 kment z 8 telat jedenacti procenty.
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II. Frekvence enterobakteriacei v rektalnim obsahu jate¢nych telat

meésicu roku (17. VI.—23. IX.).

béhem teplych

Da Typy kolonii
~ | Cislo - : == Druhova
or?;':nru vzorku | Coli- E: ;_e- Likin -4 4 kolone diagnéza
formni | 4 kv I n| | 1w
17. 1-54 | +++ — — = == =
VI. 55 bt - — - +++(1) - Paracolobactrum
1964 coliforme (1)
56 | ++4+ - - - ++ (2) — | Paracolobactrum
| coliforme (2)
57 T - — - + (3) - Paracolobactrum
coliforme (3)
58 ++ - - - + (4) - Paracolobactrum |
intermedium (4)
59 -+ - - - + (5) — Paracolobactrum
coliforme (5)
60 | +++ b — — ++ (6) — Paracolobactrum |
coliforme (6) ‘
61 s - - — + (7) Paracolobactrum |
intermedium (T) |
62 - — - — ++ (8) - Paracolobactrum
coliforme (8)
63 -+ - - — +4++ (9) — Paracolobactrum
coliforme (9)
64 b - — - L4+ (10) - Pc. arizonae (10)
65 +++ - — — ++ (11) - P. inconstans (11),
66 R — — + (12) — - P. mirabilis (12)
23. | 67-131| +++ — — — — -
VI. 132 +4+ — — - + (13) - Pe. coliforme (13)
1964 | 133 4 - .- +(14) e — | Sh. dispar (14)
134 | +++ — - = + (15) — Pc. intermedium
5)
135 + 44 — — + (16) - - Pc.coliforme (16)
136 ++ - - — +++ (17) = Pc. intermedium
a7
137 | +++ s — — + (18) — Pc. aerogenoides
(18)
138 | 44+ = = e ++(19) - l Sh. dispar (19)
139 4 i = +++ (20) — — | Pc.coliforme (20)
140 | +++ — — + (21) - — Pc. coliforme (21)
141 +++ — — = - + (22) | P. morganii (22)
142 ++ - + (23) - = — | P. vulgaris (23)
143 | ++4+ + | + (29 - - — | P.mirabilis (24)
144 | +++ —  |++(25) — — — | P. mirabilis (25)
24. |145-208| +++ | 3krat - = = =
VI. 209 | 4+ — — = + (26) - Sh. dispar (26)
1964 | 210 ++ — — — +++ (27) — E. freundii (27)
211 | +++ s - — + (28) = Pec.coliforme (28)
212, | ++% - — — +-++ (29) Pec. intermedium
(29)
213 | +4+ e = - + (30) — Sh. dispar (30)
214 + — - - + (31) — Pc.coliforme (31)
215 | +++ - + (32) E. freundii (32)
216 | +++ — +++ (33) Pc. coliforme (33)
217 ++ = - + (34) - Pc.coliforme (34)
218 | 44+ - + (35) — Pc. intermedium
(35)
219 ++ +-+ (36) = Pc. intermedium
(36)
220 +4 — ++44 (37) Pe. coliforme (37)
198 VETERINARNI MEDICINA - 1966



Pokragovani tabulky II.

5 ] Typy kolonii
a | Cislo | : Druhova
oéglénm SOl Coli-. Ef;f_ Lakt6zo — a + kolonie dlaguoza
formni | ope I | o | m | 1w
|
221 + - (38) — - — P. mirabilis (38)
222 + 4t — — — + (39) — Sh. dispar (39)
223 4ot - + (40) — + (41) — P. vulgaris (40)
Pc. intermedium
(41)
224 - — — - + (42) = Pc. coliforme (42)
225 - — + (43) - — — P. mirabilis (43)
226 S - + (44) — — — P. vulgaris (44)
227 - — — — ++4+ (45) — Pc. coliforme (45)
228 + — - - ++ (46) = Pc. coliforme (46)
229 -4 - - - — +++ 47)) | P. morganii (47)
230 o - - - + (48) - Pec. coliforme (48)
7. |231-290, +++ | 2krat - — - —
VII. 201 s — + (49) - — — P. vulgaris (49)
1964 | 292 4t — — - + 4+ (50) — Pe. coliforme (50)
293 : — — — +++ (51) - E. intermedium
(51)
294 i + = — ++4++ (52) - Pc. coliforme (52)
295 e — — — ++-+ (53) - Pc. coliforme (53)
296 bt — - (54) - — — P. vulgaris (54)
297 ot — — - ++ (55) = Pc.coliforme (55)
5. [298-361| + ++ 1 krét - — — -
VIIL.| 362 ++ — + (56) — — — P. vulgaris (56)
1964 | 363 b — + (57) - - —~ P. vulgaris (57)
364 s — — — + (58) = Pc. intermedium
: (58)
365 - - - - +++ (59) - Pc. coliforme (59)
366 -+ - -~ — + (60) - Pc. coliforme (60)
367 N — - - ++ (61) - Pc.coliforme (51)
368 : b - - + (62) | — Pec. intermedium
(62)
369 =g + - - + (63) l — Pc. coliforme (63)
370 + 4 — - — + (64) = Pc. coliforme (64)
371 : - - + (65) - E. coli (65)
372 + - — - 4+ (66) — E. coli (66)
373 — — - — +++ (67) — Pc. coliforme (67)
12.  |374-435| +++ | 3 krat - — -
VIII.| 436 ot - + (68) - - — P. vulgaris (68)
1964 437 = — ++ (69) - — P. vulgaris (69)
438 b — + (70) - - & P. vulgaris (70)
439 o - - (71) - - P. mirabilis (71)
440 : - - (72) ~ w — P. vulgaris (72)
441 v +(73) - - ‘ - P. vulgaris (73)
442 bt - +(74) = - — P. vulgaris (74)
443 + — - (75) - — — P. vulgaris (75)
444 : - — - 4+ (76) — Pc.coliforme (76)
445 : — - - +++ (77) - Ps. aerug. (77)
446 - -+ - - ++ (78) — Pe. coliforme
18. |447-514 + | 5krat — — - (78)
VIII.| 515 : — + (79) — - - P. vulgaris (79)
1964 516 — + (80) | - — — P. vulgaris (80)
517 - ++4 (81) | — — - P. vulgaris (81)
518 + — + (82) | - — — P. vulgaris (82)
519 : - | — + (83) - Pc. intermedium
i [ (83)
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Pokradovani tabulky II.

Typy kolonii
11;?:; Cislo B ; , . : Druhova
odbéru| vZorku | Coli- ?;f' Laktézo + a o kolonie diagnoza
formaf | Wy | T | 1™ | mr | v
520 - ‘ - +4+ (84) — | Pe.cotiforme 84
521 — - ++ (85) — Pc. coliforme (85)
522 - - ++ (86) — E. coli (86)
523 — - i+ (87) — Pc. coliforme (87)
524 — - +- (88) N Pc.coliforme (88)
525 e - = — + (89) | = Pc.coliforme (89)
526 ++ — = - ++ (90) - Ps. aeruginosa
(90)
16. |527-597 3 krat — - —
IX. 598 + - +(91) - - - P. vulgaris (91)
1964 599 bt — +(92) - — — P. vulgaris (92)
600 Gt — - — = (93) - Pc. coliforme (93)
601 - - - + (94) - Pc.coliforme (94)
602 - — - ++ (95) | = Pc. intermedium
‘ (95)
603 +++4 ~ - - + (96) — Pc. coliforme (96)
604 — — - +++ (97) - E. coli (97)
605 ot - — - +-+ (98) — Pc. intermedium
| 98)
606 b - - + (99) — Ale. faecalis (99)
607 e - - — +(100) — Pc. coliforme(100)
608 ++ -- - ++(101) — Pc.coliforme(101)
609 ot 4 — - +(102) - E. freundii (102)
610 bk — — — +++(103) — Sh. dispar (103)
611 bt ok — - ~++(104) = Pc. coliforme(104)
612 ' — - +(105) — Pc. intermedium
(105)
613 s - - [ - (106) — Pe.coliforme(106)
23. 1614-634] =+ 1 krat - ~ — =
IX. | 635 | +++ s - - - +(107) — | E. freundii (107)
1964 | 636 ++ 4 - - — ++(108) - Pc. coliforme(108)

Zastoupeni coliformnich zarodk® v rektalnim obsahu 200 za sebou jdoucich
vzorkl (telat) bylo zjistovano stejnym dilem podle reéniho obdobi jako v pied-
chozim pokuse. V chladném obdobi bylo nalezeno 13 % kmeni E. intermedium
a 1% kment E. freundii, v teplém obdobi 9 % kment E. intermedium a 3 %
kment E. freundii. Celkové se tedy jiné escherichie nez E. coli podilely na vy-
Setfenych 200 kment z thrnného poctu 200 telat tfindcti procenty.

DISKUSE

Velkoprovozni formy cdchovu telat pri redukci osobniho faktoru na nej-
men§i miru vyzaduji maximalni pomoc védy na useku prevence zazivacich po-
ruch, které jsou nejéastéjsi pticinou ztrat a chovatelskych netspécht. Vzhledem
k tomu, ze vétSina prijmu je v podstaté infekéni povahy, zistivi rozhodujici
slovo vyhrazeno veterinarni mikrobiologii a epizootologii. Velkou védni mezeru
nutno spatfovat zejména v dosavadnich Spatnych znalostech o enterobakteriich
u skotu vibec a u telat zvlasté. Chybi tak dostate¢né Siroka zakladna vyzkumu,

uuuuuu
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a létebného razu. Je nejvys pravdépodobné, ze timto zplsobem unikaji téZ moz-
nosti véasné indikace zazivacich poruch a skute¢né prevence, kterou by mohl
zajisfovat zootechnicky personal v soulinnosti s veterindrnimi laboratofemi.

Z uvedenych pfi¢in jsme se vénovali prevainé otizkidm frekvence tzv. fa-
kultativné patogennich enterobakteriacei v rektalnim obsahu zdravych telat, ale
piilezitostné jsme zaznamenali také ostatni vyznamné druhy. Je sice moZné, Ze
by rozborem kranidlngjsich useki stfeva, zejména tenkého, vynikly dalsi uka-
zatele zdravotniho stavu zvifat, ale pro praktické ucely by méla tato zjiSténi
jen omezeny vyznam.

Z metodického hlediska povazujeme za jisty pfinos jiz kladné zhodnoceni
tampoénii jako pohodIného a pritom spolehlivého prostfedku pro kvalitativni bak-
teriologickd vySetfovani rektdlniho obsahu. Nemens$i vyznam ma téz vysledek
paralelné sledovanych vzorkl z okoli anu. Vrha totiz spravné svétlo na tradova-
nou ubikvitirnost nékterych zdrodki, jako jsou escherichie, proteus apod., nebo
alespori této ubikvitarnosti klade spravné meze.

Ziskané vysledky maji nepochybné svou kvalitativni a kvantitativni stranku.
Ukéazalo se naptiklad, ze zdstupci viech druhti rodu Paracolobactrum jsou velmi
¢astym nalezcem a svou frekvenci dokonce znacné prevySuji vyskyt protet, ze-
jména P. vulgaris. Je viak tfeba vidét, Ze intenzita zdrodkd obou jmenovanych
skupin byla velmi nepatrna, stejné jako u ojedinéle prokdzanych kmenu Shigella
dispar a Pseudomonas aeruginosa. Na zakladé téchto zjisténi se domnivame, Zze
naopak masivni porost jmenovanych zarodki na Endové pudé budeme muset
hodnotit jako vaznou poruchu mikrobni ekologie stfeva a spojovat jej se sub-
klinickymi stavy nebo skuteénym onemocnénim. ZmnoZeni zichytu P. vulgaris
po predbézné inkubaci vzorki ve statickjch podminkach ukazuje na moZznou
obdobu v zaZzivadlech pfi jejich chorobném zeslabnuti a zpomalené peristaltice.

Vychézime-li z hodnoceni protett a paracolobakterii v lékafské literatufe,
bude tfeba jejich hromadné nélezy uvést do vztahu k imunologii a terapii
nemocnych telat. Obdobna situace u pst (Gilbert, 1953) nas opraviiuje ke
tvrzeni, Ze tyto zarodky jsou prinejmensim indikatorem, ale jesté spise skutecnou
mikrobni pfic¢inou (nebo faktorem smiSené infekce) velké ¢asti dysentérii u mla-
dych zvitat.

Ve slozeni coliformnich zarodka ptevlddaly naprosto kmeny E. coli, takze
se zda, jako by ostatni druhy escherichii a zejména aerobakter byly ve stfevé
zdravych telat zcela ndhodnym nalezem.

ZAVER

V pifedlozené praci je shrnut vysledek bakteriologického rozboru 1252 rek-
talnich vzorku z telat porazenych na brnénskych jatkdch v letech 1963 a 1964.
Hlavnim cilem bylo zji§téni frekvence laktézonegativnich a laktézu opozdéné
zkvaSuiicich enterobakteriacei, a to pfimou inokulaci na vybérové diagnestickou
Endovu pidu. Vedle masivniho vyskytu escherichii byly ostatni kmeny izolovany
a vySetfeny standardnimi metodami (Sedldk a Rische, 1961, Raska
a kol., 1958). Pro systematické zatfidéni slouzilo posledni vydani Bergeyova ma-
nuilu (Breed a kol, 1957). V§echny pokusy byly rozvrieny stejnym dilem
do chladného a teplého obdobi roku.

Doslo dne 27. 7. 1965
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Yacrora BeInBneHHs Gakrepui 3 cemeiicrea Enterobacteriaceae B pexransnom coxepxmmonm
y6olineix Tensrt

B npennaraemoii paGore cyMMHPOBaHEI PeadybTaThl DAKTEPHONOrHUECKOro aHannsa 1252 pek-
TajbHBIX TPO6, B3ATHIX y TEJAT, 3a6HUTHIX Ha GpHeHckux GoiHax B 1963 —64 rr. I'nasxas ness
STHX MCCJIENOBAHMH 3aKJIO4aNach B yCTAHOBJIEHMM YACTOTHI INOMEJEHHS HEraTHBHBIX K JAKTO3e
H C omosnaHHeM COpakKMBAIONIMX JIAKTO3y GakTepuil M3 CeMeicTBa KHIIEYHBIX, B 4aCTHOCTH Hero-
CPeNCTBeHHOH WHOKyJANMel NHPepeHIIHaNibHO-I1HAarHOCTHIECKOH NHTaTeasHoi cpenst OHno. Hapany
C MAaCCHBHBIM TNOABJIEHHEM OSIWIEPUXHMIl APyrHe mTaMMsl OBIIM HM30JHPOBAHBI M MCCIENOBAHBI CTaH-
naprieiMu Meronamu (Cennax u Pum, 1961 — Pawka u xouu., 1958). Jlas cucremarn-
4ECKOI KJIAaCCHPMKALMM PYKOBOACTBOM CIY)XXMJIO MOCHeiHee muanaHue Manyans bepmke (Bpwun
M Koy, 1957). Bce onbiThl 6HIIH pacripenesieHbl TOPOBHY Ha XOJIONHBIH ¥ TENJblii nepuon roaa.

IMonyuenHble pesyabTaThl:

A. Xononurri nepuon roma (19. XI. 1963—21. IV. 1964): 616 npob.

1. HeraTusHbIe K JIAKTO3€ M TO37Hee cOpakMBaoIHe JAKTO3y BO3OyauTeNH GBIIH yCTAHOBJICHE
68 pas, 1. e. 8 11 % ncex mccaenyemmix cayuaes. Ma oraensusix punos 6uiim Haitnenst Paracolo-
bactrum coliforme 33 pasa, Proteus vulgaris 19 pas, Paracolobactrum intermedium
7 pas, Proteus mirabilis 6 paz u Shigella dispar 3 pasa.

2. Tlocne mpensapurensHoro 24-uacoporo pasmuoxkeHus 107 rTammoHosbix npob B Msconen-
TonsoM Gynsone Proteus vulgaris 6win maitnen 30 pas, T. e. B 28 %, no cpasuenuo ¢ 4 saxpa-
tamu (4 %) HenocpencreHHoi MHOKyasumeir arapa DHno. TakuM crnocoboM yaajnoch M3OAMPOEATH
nsacnsl Takke poabynureneit Pseudomonas aeruginosa.

3. U3 coTHM KOJMOHUIT y ueTbpex CjaydaiHO 6e3 peifopa BIATHIX TeAAT ObIAM THABHBIMK Mpei-
craBuTensaMu xonudopmunix Gaxrepuit xonomum Escherichia coli . Escherichia intermedium
6na Haitnexa 7 pas (7 %).

4. W3 taMnoHOBAIX Mpob COTHM CRCNYION[MX ONMH 3a ApyruM Tensr kpome E. coli Haiinenst
Escherichia intermedium 13 pas (13 %) u Escherichia freundii omus pas (1 %).

B. Tennstit nepuon rona (17. VI.—23. IX. 1964): 636 mpo6

1. Herarupuple K nakroze m cOpaskusaiomjue € Ono3naHueM JjakTody poabynurtenu Obliu
Haitnensr 96 pas, T. e. n 159 Bcex mccaenyembix ciaydaes. VI3 OTHENBHEIX BHIOB YCTaHOBJEHBI
Paracolobactrum coliforme 46 pas, Proteus vulgaris 20 pas, Paracolobactrum interme-
dium 14 pas, Proteus mirabilis 6 pas, Shigella dispar 6 pas, Proteus morganii 2 paaa,
Proteus inconstans 1 paa i Paracolobactrum aerogenoides onus pas. M3 npyrux Gaxrepuit
6eutn ofHapyskennt Pseudomonas aeruginosa 2 pasa u Alcaligenes faecalis 1 pas.

2. Tlocne mnpemsapuTesnsHoro paamuoxkeHus 153 npo6 6uia Proteus vulgaris ycranosmen
64 pasa, 1. e. 8 41 00, no cpasrenmio ¢ 11 saxsaramu (7 %0) npu HenocpeACTBEHHOI MHOKYIALMMY.
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3. U3 cra KonoHWii y derhipex 6e3 BhIGOpa B3ATHIX CJyZaiiHO TensaT Gosnee Bcero Gblam npem-
craputensiMu Konupopmubix Gaxrepuit xomonuu Escherichia coli . Escherichia intermedium
6rina naitnena 13 pas (13 %) u Escherichia freundii 2 pasa (2 %).

4. M3 TaMnoHoBbIx npof cTa CAEAyOUMX ONMH 8a ApyruM reasar kKpoMe E. coli 6uiam HaitneHsr
Escherichia intermedium 9 pas (9 %) u Escherichia freundii 3 pasa (3 %).

B Boino BeicKaszaHO yGexneHue, 4TO IPH NajbHEHHIEM MCCENOBAaHMHM B 3a60JIeBAHMAX TEJNAT MOHO-
camn, Gyler HECOMHEHHO yCTAaHOBJEHO ropasno Goxemee yuactwe suna Proteus vulgaris, uem sro
JIMEJIO MEeCTO 10 CHUX ﬂOp.

The Freguency of Enterobacteriaceae in the Rectal Contents of Fattened Calves

The result of a bacteriological analysis of 1252 rectal samples from calves
slaughtered at the Brno abattoir in the years 1963—1964 is summarized in the pre-
sented work. The main aim was the ascertaining of the [requency of the lactose-
negative and of the tardily lactose-fermenting enterobacleriaceae, by means of direct
inoculaticn in the selectively diagnostic Endo medium. Besides a massive occurrence
of Escherichiae, the other strains were isolaled and examined by standard methods
(Sedlak and Rische, 1961 — Raska et al, 1958). The last edition of Bergey’s
manual served for systematical classilying (Breed et al., 1957), All experiments
were staggered over the cold and warm seasons of the year.

There have been obtained the following results:

A. In the cold season of the year (19. 11. 1963 — 21. 4. 1964)
616 samples

1. Lactose-negative and tardily lactose-fermenting germs were found in 68 ani-
mals, i. e. in 11Y, of all examined animals. Amcng the different species Paracolo-
bactrum coliforme was found 33 times, Proteus vulgaris 19 times, Paracolobactrum
intermedium 7 times, Proteus mirabilis 6 times, and Shigella dispar 3 times.

2. After a preliminary incubation of 107 tampon-samples in a meat-peptone
bouillon for 24 hours Proteus vulgaris was ascertained 30 times, i, e. in 28"/, in com-
parison with 4 findings (4 °},) by means of direct inoculation in Endo agar. In this
way the authors succeeded twice in isolating the germs Pseudomonas aeruginosa.

3. Out of one hundred colonies from 4 calves chosen at random the most signi-
ficant representatives of the coliform germs were the colonies of Escherichiu coli.
Escherichia intermedium was found 7 times (79)).

4. Out of the tampon-samples from ome hundred successive calves, besides E.
coli, Escherichia intermedium was found 13 times (139,), and Escherichia freundii
in one case (1"/).

B. In the warm season of the year (17. 6. — 23. 9. 1964)
636 samples

1. Lactose-negative and tardily lactose-fermenting germs were ascertained 96
times, i. e, in 15Y, of all examined cases. Among the different species Par«colo-
bactrum coliforme was found 46 times, Proteus vulgaris 20 times, Paracclobactrum
intermedium 14 times, Proteus mirabilis 6 times, Shigella dispar 6 times, Proteus
morganii 2 times, Proteus inconstans once, and Paracclobactrum aerogenoides once.
Of the other bacteriae Pseudomonas aeruginosa was found twice, and Alcaligenes
faecalis once.

2. After a preliminary incubation of 153 samples Proteus wvulgaris was found
64 times, i. e. in 41Y), in comparison with 11 findings (7Y%,) by means of direct in-
oculation.

3. Out of one hundred colonies from 4 calves chosen at random the most signi-
ficant representatives of the coliform germs were the colonies of Escherichia coli.
Escherichia intermedium was found 13 times (13Y,), and Escherichia freundii twice
(2 %y).

4. Out of the tampon-samples from one hundred successive calves Escherichia
intermedium was found 9 times (9°)), and Escherichia freundii 3 times (3)) apart
from E. coli.
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C. ‘
The authors are convinced that further research will, no doubt, prove a much
greater participation of the species Proteus vulgaris in the scouring conditions in
calves than it has been attributed to up to now.

Adresy autori:

MVDr. inz. agr. Oldfich Mraz Jan Nahalka, prom. vet. 1ékai, Miloslav P §e-
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V. Kréméry | DIFERENCIACIA PORCINNYCH
F. Niznansky | A BOVINNYCH BRUCELOVYCH KMENOV
' MIKROBIOLOGICKYMI A BIOCHEMICKYMI'
METODAMI o

MV minulych rokoch zaoberali sme sa enzymatickymi (NiZndnsky,
Kréméry 1956, Kréméry 1959, Janok, NizZnansky, Kré¢méry
1957, NiZznansky, Kréméry 1957, Kréméry 1959) a kultivacnymi
(Niznansky, Kréméry 1957, NiZzndnsky 1957) metédami dife-
rencidcie brucelovych kmemiov. Pri rieSeni hygienickej problematiky brucelézy,
kde vystupuje do popredia Stadium otdzok vylufovania, perzistencie, ciest pre-
nosu a prevencie brucelézy, je treba okrem metéd zachytu, izolacie a identifi-
kacie brucel z kontaminovaného prostredia pouzit aj jednoduché a rychle testy
na diferenciaciu izolovanych brucelovych kmetiov. V tomto prvom zdeleni re-
ferujeme o skratenej typizacnej schéme pre diferencidciu Br. abortus a Br. suis
a o rozdielnostiach biochemickych vlastnosti uvedenych dvoch typov brucel.

Po zichyte brucel v primokultire, napr. na membranovych filtroch (na
selektivnych médiach pre izolaciu brucel z kontaminovanych vzoriek — Mor -
ris 1956, Kuzdas, Morse 1954) a po ich identifikdcii (véitane met6-
dami fluorescenénych protilatok) podrobujeme izolované kmene kultivaénej, séro-
logickej a biochemickej typizacii. Pretoze sa u nas Br. melitersis prakticky ne-
vyskytuje, pri rieSeni hygienickej problematiky brucelézy vystaéime s typiza¢nou
schémou na diferencidciu Br. abortus a Br. suis.

Uvedené dva typy brucel sa lisia hlavne v tychto biochemickych vlast-
nostiach:

1. Aktivita katalazy (KA) a peroxydazy (PA) (NiZzndnsky, Kré¢mé-
ry 1956, Kréméry 1959, Malikova 1965 Kriger 1963). Br. suis
vykazuje niekolkonisobne vy3$§iu KA a PA ako kmene Br. abortus a Br. meliten-
sis, ¢o mozno najmi pri kvantitativnom stanoveni vyuzif na diferencidciu brucel.
Jedine kmene Br. suis vykazuji pozitivny peroxyddzovy test s 30% H2O.
(Kréméry 1959, Malikova 1965).

2. Aktivita uredzy (UA) (Nizndnsky, Kréméry 1956, Kriiger
1963, Pickett a kol. 1952). Pri vhodnom wusporiadani (Castaneda,
Carrillo-Cardenas 1965) mozno docielif pozitivny uredzovy test iba

u kmenov Br. suis, ktoré maju niekolkonasobne vy3siu UA ako Br. abortus a Br.
melilensis.

3. Rozliéna citlivost na bakteriostaticky wc¢inok redox-farbiv a antibiotik
(bazického fuchsinu: Meyer 1964, Kriiger 1963, Cruickshank
1948, NizZndansky 1957; tioninu: Cruickshank 1948, Cameron
1952, Wildfihr 1952; safraninu O: Cameron 1952, Jones 1964).
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1. Prehlad metabolickych a biochemickych odlisnosti troch typov brucelovych kmenov

Rast na pdédach s obsahom
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4. Rozli¢na citlivost vodi chelatizujacim latkam (dietyl-ditiokarbaméatu =
DDK a 8-oxychinolinu: Cruickshank 1948, 1955, Pickett a kol
1952).

5. Metabolické rozdiely v utilizdcii aminokyselin, najmad kys. glutamovej
(Meyer, Cameron 1957, 1962, 1963, Meyer 1964, Cameron,
Meyer 1954 a, 1954 b) a uhlohydratov (Meyer, Cameron 1957, 1962,
1963).

Boli opisané aj iné metabolické a enzymatické rozdiely u jednotlivych typov
brucel, ktoré vykazuja odlisna aktivitu fosfatdz (Br. melitensis vykazuje naj-
vys§iu FA Niznadnsky, Kréméry 1957), dehydrogeniz (De Mello,
Da Silva 1955, Todorov 1963), rozlicni produkciu H,S, Specificka
citlivost na bakteriofdga (Meyer, Cameron 1962, 1963).

Prehlad metabolickych odlisnosti jednotlivych brucelovych kmenov je uve-
deny v tabulke I.

V tejto praci sme sa zaoberali vyberom mnajspolahlivejsich typizacnych kri-
térii biochemickej diferenciacie Br. suis a Br. abortus a vypracovali sme rychle
a jednoduché modifikacie najvhodnejSich metéd v tomto smere. Zaoberali sme
sa tiez novymi moznosfami diferenciacie Br. suis a Br. abortus uréovanim niekto-
rych dehydrogenaz tetrazéliovymi testami.

MATERIAL A METODIKA

Diferencia¢nu schopnosf skratenej typizacnej schémy sme overili celkove u 27
brucelovych kmenov, z ¢oho bolo 13 kmenov Br. abortus a 14 kmenov Br. suis. Ako
porovnanie sme vzdy mali niekolko kmeov Br. melitensis (celkove 7 kmenov).
Kmene sme obdrzeli od dr. Z. Nyiregyiho z Budapesti (7 kmenov Br. suis, 7 kmenov
Br. abortus a 7 kmenov Br. melitensis) a z poboéiek USVU v Bratislave, Zvolene,
a Nitre. Vietky kmene boli po predbeznej typizacii na uvedenych pracoviskach ozna-
¢ené podla typovej prislusnosti. Kmene mie su starSie ako 18 mesiacov. Kmene
z USVU v Bratislave boli ¢erstvo izolované z terénneho materialu (2 kmene Br.
abortus, 2 kmene Br. suis).
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Utilizacia substratov (O,) TTC-dehydrogenizy
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Kmene sa udrziavali na hlbokom vpichu na baktotryptézovom agare DIFCO
(Central Laboratory Weybridge 1957, Ra§ka a kol. 1958, Wildfihr 1959) a pred
zapocCatim testovania sa preockovali na baktortyptézovia podu (Sikmy agar). Po 48ho-
dinovej Kkultivacii sa brucely bohato naoc¢kovali, kazdy kmen na 3 Petriho misky.
Po 48hodinovej inkubacii pri 379 C sa porast z dvoch misiek zmyl pufrovanym fyzio-
logickym roztokom. V pripravenej suspenzii sa urobili enzymatické testy, vcitane
stanovenia dehydrogenaz. Na tretiu misku sa hned po naoc¢kovani nalozili papierky
0,5X2,5 cm, napojené roztokmi inhibitorov (vid niz8ie). Vysledky inhibi¢nych testov
sa od¢itali po 48hodinovej inkubacii pro 37°C podla tvaru a velkosti inhibi¢nych
zon.

ENZYMATICKE TESTY

Stanovenie aktivity kataldzy: Robili sa nami opisanou metédou (Niznansky,
Kréméry 1956). K 2,5 ml suspenzie brucel (musi zodpovedaf 65—70 Y, absorpcie
svetla na Langeho fotometri, ¢erveny filter) sa pridalo 7,5 ml 3.4 %}, H202 a po 30mi-
nutovom stati pri izbovej teplote za obcasného premieSania sa nerozlozeny peroxyd
stanovil titraciou 0,1 N KMnO4.

Ureazovy test sme robili podla jednoduchej metédy Castanedu (Castaneda,
Carrillo-Cardenas 1965): K 1 ml suspenzie (suspenzia na stanoveniec KA,
zriedena 1:2 zmyvacim roztokom) sa v skimavke hodil papierik napojeny zmesou
5%, urey v etanoli a 0,1Y/; roztoku fenolftaleinu v etanoli (5:1). V tomto usporiadani
davaju pozitivnu reakciu jedine kmene Br. suis (s¢ervenanie behom 30 min.).

Peroxydazovy test sme robili nami vypracovanou metédou (Kréméry 1959,
Malikova 1965): 1 ml suspenzie (ako na stanovenie KA) sa zmieSa s 0,25 ml 5%,
pyrogalolu a s 0,25 ml 30%, Hz202 Jedine u kmenov Br. suis dochadza k zhnednutiu
reakénej zmesi behom 30 min. pri izbovej teplote.

Stanovenie dehydrogenaz: Aktivitu laktikodehydrogenazy (LDH), malikodehyd-
rogenazy (MDH), glutamatdehydrogenazy (GHD) a sukcinodehydrogenazy (SDH) sme
stanovili metyl-tiazolyl-tetrazoliovym testom (HTT) opisanym v naSej praci (Kel-
len, Kréméry v tlaéi). 0,2 ml suspenzie brucel (ako na stanovenie KA) sa zmie-
- 8alo s 0,3 ml substratu (zlozeného z 0,25 mg metyl-fenazonium-metosulfatu, 5 mg
KCN,, 4 mg MTT v 10 ml TRIS-ového narazniku o pH 74, pri stanoveni MDH
o pH 8,2) a k zmesi sa pridd 5 ml 1 M roztoku sodnej soli patriéného substratu.
Reakcia sa posudzovala podla mmozstva vyredukovaného diformazanu behom 10 mi-
nut, kvantitativne po extrakcii petroléterom, na fotometri pri 530 um. Papicrové
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pruzky, napojené (tj. este vlhké, po napojeni mierne osuSené filtracnym papierom)
tymito roztokmi: tlonm 0,29, bazicky fuchsin 0,2%,, penicilin G krystalicky 100 j/ml,
g-oxychinolin 0,19, dietyl-ditiokarbamat 0,5, a safranin 0 (0,2%). U mensieho poétu
menov skumal sa tiez selektivny inhibi¢ny vplyv malachitovej zelene (Kriiger
1963) a produkcia H2S (Kriiger 1963, Central Laboratory Weybridge 1957).

H
|

i
]
i
|
:VY LEDKY A DISKUSIA

g Z tabulky II vidiet prisnu §pecificitu KA, uréézy a peroxydazy, ktora u Br!
suis vysoko prevysuje aktivity Br. abortus, a vhodnym usporiadanim mozno po-
imocop tychto enzymatickych testov odligovat uvedené dva typy brucel. |

Obdobna §pecificitu sme pozorovali u inhibiéngch testov (tabulka II, obr.
2). Spoloénym robenim tychto dvoch druhov typizaénych postupov mozno podla
masich skasenosti spolahlivo a rychlo oddiferencovat Br. abortus a Br. suis.

5 S prekvapenim sme zistili, Ze kmene Br abortus a Br. suis nevykazuji
‘v MTT teste aktivitu MDH, LDH a GDH, kmene Br. suis vSak maja velmi
aktivnu SDH, pricom SDH u Br. abortus chyba. Kedze v3ak tieto dehydrogena-
izové testy sme robili zatial iba na menSom pocte brucelovych kmeriov, pokladame
tv;’mledky za predbeiné.

Nami pouzity postup (Kriger 1963, Cruickshank 1955), ,pa-
per-strip” testu ma vofi doteraz uzivanym platiiovym metédam inhibi¢nej ana-
lyzy u brucel uréité vyhody. Pri beZne uZivanom postupe sa inhibitor pridaval
priamo do média. Tym je dand moZnost zmeny inhibitora pri autoklavovani
alebo reagovani so stliastkami zivnej pddy. Difazia inhibitora z papierika je
procesom Setrnym, vytvdra sa pri nej klesajtci gradient koncentracie, ¢o umoz-
tiuje dobré oddiferencovanie stupiia inhibicie. Neobstoji preto namietka, ze pri
takomto usporiadani nie je zarufend pritomnost presnej koncentricie inhibitora
(Pickett 1952). Dalsou vyhodou tu opisaného postupu je, ze umoziuje si-
casné zachytenie vysledkov viacerych inhibiénych testov na jedinej platni, ¢im sa
eliminuje ,plate-by-plate error”. Pri praktickom prevadzani diferenciaénych testov
mézme urobit z jednej suspenzie tri enzymatické testy, nchladiac na dalsiu di-
ferenciaéni moznost pomocou SDH. Pred zapofatim tychto testov mame uz
k dispozicii vysledky platiiovej metédy s inhibitormi. Na obr. 1 vidime priklad
vyraznej odlisnosti Br. abortus v citlivosti na jednotlivé inhibitory. Tionin a ba-
zicky fuchsin (nie je na obrazku) sa pokladaja za prisne §pecifickych inhibitorov
rastu Br. abortus resp. Br. suis (Cruickshank 1948, Cameron,
Meyer 1952, 1954, Kriiger 1963, Meyer 1964, NizZnansky

II. Diferenciacia Br. suis a Br. abortus emzymatickymi a inhibiénymi testami

|
. < Katalaza Peroxydaza . ;
Typ brucel Pocet kmenov (mg H,y0y) (30% H,0,) Ureaza
3
e |
Br. abortus 13 X 20,5 —
Br. suis 14 X 72,2
| |

Vysvétlivky: I — inhibicia rastu, R — rezistencia, ? — nejednoiné vysledky
BF — bazicky fuchsm DDK — dietyl-dithio-karbamat (Kupral),
8-Oxy — 8- oxychmolm SAF — safranin, MZ — malachitova zelen
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1. Diferenciacia Br. suis a Br. abortus inhibitormi pomocou metédy papierovych
pruzkov. Poradie inhibitorov na pruzkch: Hore: tionin, dalej (smerom hodinovych
rucic¢iek) PNC, 8-oxychinolin, dietyl-ditio-karbanat a Safranin 0 (koncentracie vid
v texte)

1957). Trifenylmetanové farbivo (bazicky fuchsin) inhibuje selektivne rast Br.
suis, ale neovplyviiuje viditeIne Br. abortus. Naopak, chinéniminové farbivo (tio-
nin) potlaca rast Br. abortus, zatial ¢o rast Br. suis nie je inhibovany (Came-
ron — Meyer 1952). .

Na rozdiel od tychto vysledkov niet jednoznacného hodnotenia specifity
pouzitia safraninu O alebo malachitovej zelene na diferenciaciu brucel. Obidve
latky ani v naSich pokusoch nesplnili poziadavky kladené pri spolahlivej a jed-
noznacnej diferencidcii brucel (Cameron, Meyer 1952, Jones 1964,
Kriger 1963, Meyer 1964).

KA, peroxydaza a uredza st pokladané za typické diferenciacné vlastnosti

Vysledky pruzkovych inhibi¢nych testov
H,S :
Tionin | PNC ' BF ‘ DDK | 8-Oxy \ SAF | MZ
: I ] T
I ’ 1 R 1 ] I ? . ?
R l R 1 R R ? I ?
| ‘ | | |
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2. Reakcia Br. abortus a Br. suis ma diethyl-ditio-karbamat

brucel (Castaneda, Carrillo-Cardenas 1965 Cruickshank
1948, Kré¢méry 1959, Kriiger 1963, Malikova 1965 Nizndan-
sky, Kréméry 1956, Pickett a kol. 1952). KA je u Br. abortus v urci-
tom vzfahu k virulencii (Wilson, Dasinger 1960), tak ako u M. tu-
berculosis a Listeria monocytogenes (Stricker a kol. 1963). Pritom je mozné
peroxydazu a ureazu urcovat velmi jednoduchymi testami (Kréméry 1959,
Castaneda, Carrillo-Cardenas 1965). Kedze peroxyddza najmi
v pritomnosti vysokych koncentracii H2O: zavisi od KA kmena, peroxydaza
moéze nahradif kvantitativne stanovenie KA, pravda za ucelom typizacie a nie
urCovania virulencie (Kréméry 1959, Malikova 1965). Urcovanie
uredzy podla Castenedu sme upravili tak, ze sme papieriky vkladali do suspenzie
brucel priamo vlhké, eSte napojené etanolickym roztokom dtrey a indikatora.
Dosiahli sme tak ovela ostrejSie odliSenie Br. suis, lebo kmene Br. abortus za
takychto okolnosti nereagovali ani behom 1 hodiny.

Niektoré chelatizujice latky (najma BAL, dietyl-ditio-karbamat a 8-oxy-
chinolin) selektivne inhibuji (v réznych koncentriciach) rast jednotlivych bru-
celovych kmenov (Cruickshank 1948, 1955, Pickett a kol 1952).
Na tomto mieste sa zmienime iba o vplyve tych lidtok na brucela na pevnych
poédach; vysledky na tekutych pdédach budd uverejnené neskor. 8-oxychinolin
jednoznac¢ne a vyrazne inhibuje v naSom usporiadani rast kmefov Br. abortus
na baktotrypézovej pode. Dietyl-ditio-karbamat podobne inhibuje rast kmenov
Br. abortus. Vyssie koncentracie DDK vytvdrajua v pripade kmerniov Br. suis
charakteristické obrazce dvojfdzovej inhibicie (obr. 2). Suvisi to azda s cha-
rakteristickym zénovym fenoméncm, pozorovanym u chelatizujacich ldtok, kon-
krétne u 8-oxychinolinu (Albert 1958, Cruickshank 1955). Tato
latka inhibuje S. aureus iba v pritomnosti viacmocnych kovovych iénov, s kto-
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rymi vytvara viacnascbné komplexy 1:1 (jedine tento je toxicky pre bunky,
pretcze na molekule 8-oxychinolinu zostava zbytkovy nabej), 1:2 a 1:3. So
vzrastajicimi koncentraciemi 8-oxychinolinu stipa jeho inhibi¢ny efekt, ale iba
po ur€itd hranicu, za ktorou dochddza k paradoxnému zniZovaniu antibakte-
ridlnej aktivity (Albert 1958). Podobne sa azda chova Br. suis v pritom-
nosti DDK.

Zvlastnu zmienku si zasluhuji metabolické rozdiely v utilizacii aminokyse-
lin u jednotlivych typov brucel. NajvyraznejSou zvlastnostou je neschopnost Br.
suis utilizovat glutamat (Camerén, Meyer 1954a, b, Meyer 1964,
Meyer, Camerén 1957, 1962, 1963), pretoze tito aminokyselina je za-
kladom (,building block“) syntézy proteinov u mikroorganizmov (Korn-
berg 1965, Stadtman 1963, Wilson, Dasinger 1960). U brucel
je jej utilizacia kritériom virulencie (Wilson, Dasinger 1960). Ne-
schopnost utilizovat glutamat nie je v salade s vysokou uredzovou aktivitou Br.
suis, pretoZe syntéza trey u brucel zafina prave od glutamatu (cez kys. aspa-
ragovia). Glutamat by sa mohcl bez spotreby O: utilizovat v transaminacnych
reakcidch, avsak glutamat-oxaloctovd a glutamat-pyrohroznovd transaminaza
u Br. suis nebcla dokdzana. Predpoklada sa preto, Ze u Br. suis mocovinovy
cyklus zadina u argininu, funguje ale kompletne, pretoze velmi aktivne utilizuje
ornitin a citrulin, vé&itane argininu. Utilizdcia tychto aminokyselin v8ak dplne
chyba u Br. abortus a Br. melitensis, ktoré naopak aktivne utilizuja aminokyse-
liny tzv. glutamatového cyklu: glutamat, aspartat a alanin. U tychto typov brucel
je i uredza velmi nizka. Br. abortus sice utilizuje arginin, ale nie ornitin a citru-
lin, ¢im sa li§i od Br. suis. Dal§ou zvlastnostou Br. abortus je jeho schopnost
utilizovat D-alanin (Cameron, Meyer 1954 a). Br. suis a Br. meliten-
sis utilizuja iba L-izomér tejto aminokyscliny. Br abortus ma tedy alanin-
-racemazu, ktorou premieria D-alanin na l.-alanin. Tento enzym je, zda sa, se-
lektivne citlivy na tionin.

Uvedené metabolické rozdiely maji, zda sa, odraz v uréitych odliSnostiach
redukcie TTC v pritomnosti uréitych substratov. Niektoré z tychto rozdielov sa
uvedené prehladne v tabulke I.

Inaktivnost dehydrogenicie stalych sufasti — intermedidtov energetického
metabolizmu (malatu, glutamatu a laktatu) je dalsim dékazom. ze brucely maja
znacne pozmenené bezné metabolické cesty v porovnani s inymi patogénnymi
a pcdmienene patogénnymi mikroorganizmami. Ich metabolizmus je velmi na-
rotny na hotové metabolity, je deficientny na niektoré viadepritomné anabolické
a katabolické cesty a je zrejme adaptovany na schopnost intraceluldrnej perziste-
cie a parazitizmu.

SUHRN

V préci sa referuje o kemplexnej typizacii kmetov Br. suis a Br. abortus
v skratenej typizacnej schéme. Jej stiasfou st rychle metédy enzymatické (sta-
novenie kataldzy, ktoré mozno vynechat, stanovenie aktivity peroxydazy a ure-
azy) a inhibi¢né testy. Tielo pozostdvaji z uréovania inhibicie rastu brucel
tioninom, bazickym fuchsinom, chelatizujacimi latkami a penicilinom. Pouzitie
safraninu, malachitcvej zelene a testu na predukciu H»S nepomiha jednoznacne
odlisovat Br. suis od Br. abortus. Inhibi¢né testy sa robia na jednej platni po-
moccu metédy papierovych priuzkov, napojenych inhibitermi. Diskutuje sa o vy-
hcdach tchto sposobu a o vzajemnom dopliiovani sa metéd enzymatickych a in-
hibi¢nych.
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V diskusii sa zahrnuja sacasné poznatky o vyzname a mechanizme niekto-
rych inhibi¢nych testov (najma pemocou chelatizujicich latok) a o metabolickych
rozdieloch medzi Br. suis a Br. abortus. V tejto savislosti sa referuje aj o ziste-
né, ze brucely nevykazuja aktivitu niektorych dehydrogenaz, vystupujicich v in-
termediarnom metabolizme uhlohydratov. :
Doslo dne 5. 5. 1965

Za technickej spoluprace M. Pappovej.
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IOuddepennnanus Br. abortus u Br. suis
MHKPOEHO}IO!‘H‘!CCKHMH u 6MOXHMMHUYECKHMH MeTOZaMH

Pafora coofmzer 0 KOMIJIEKCHOM THnM3amuu wrammos Br. suis u Br. abortus s coxpa-
ImeHHON THnM3auoHHOH cxeme. OHa Bxuowaer GHICTPhlE SH3MMATHY4ECKHMe MeTonbl (onpenencHue
KaTasasbl, KOTOPOE MOKHO NpPONYCTHTH, yCTAHOBJEHHE aKTHBHOCTH NEPOKCHAASHE! M ypeassi) M HEH-
ruGUIHOHHBIE TecThbi. [locienHHe COCTOAT B ONpeleneHHHM 3aMemjeHus pocra 6pyliennes npu I1o-
MOI[M THOHMHA, OCHOPHOro (yXCHHA, XeJaTHIUPYIONIMX BellecTs M mneHumauiiauHa. [lpumenenue
cappaHuHa, MAJAXHUTOBOI 3€JeHH M TecTa MO ycTaHosjneHuio mponyknum H2S He cnocobersyer
OfHO3HAauHOMy, pasaudeHuio Br. suis or Br. abortus. Hurubu:imoHHbIe TeCTHl NpOBONATCA Ha
ONHOM nJACTHHKE NpPH NOMOWM Merona OyMa’kHBIX JeHT, nponuTaHHbIX uHrnburopamu. O6cyx-
NaTCA MPEMMyIIeCTBA STOTO Crocofa M B3aMMHOE JNONOJHEHHE SH3MMATHYECKHX M UHIMOHMI[MOHHBIX
METOMO0B.

B nuckyccuu 06061ieHBI CORpeMEHHEIE NAHHLIE O 3HAYEHHM M MEXaHM3Me HEKOTOPBIX MHIH-
6upyromux Tectos (0COBEHHO NPy IOMOIM XEJATH3UPYIOU[HX BellecTs) M o MerafoJHYecKHX pas-
auupnx Mexay Br. suis u Br. abortus. B ceasu ¢ stumM coobmaercs u o ToM paxre, uTo Opymenant
He TIOKA3hIBAI0T AKTHBHOCTH HEKOTOPHIX IeTHAPOreHas, IOABJAMIONIHXCS B MHTepMEIHapHOM MeTa-
6Gosuame yriaesonos.

Differentiation of Br. abortus and Br. suis Strains by means of
Microbiological and Biochemical Methods

In this work the authors refer to the complex typization of the Br. suis and
Br. abortus strains in a reduced typization scheme. Quick enzymatic methods (the
determination of catalase, which may be omitted, the determination of peroxydase
and urease activities) and inhibitions tests are involved. The latter consist of deter-
mining the inhibition of the growth of brucellae by means of methionine, or basic
fuchsine, or chelatizing substances, and by penicillin. The use of saphranine, mala-
chite green, and the production of H2S-test is of no use in explicit differentiating
Br. suis and Br. abortus. Inhibition tests are carried out on a single plate by means
of the method of paper strips soaked with inhibitors. The advantages of this method
are being discussed as well as the mutual completion of the enzymatic and of the
inhibition methods.

The present knowledge concerning the significance and mechanism of certain
inhibition tests (especially of that using the chelatizing substances) and metabolic
differences between Br. suis and Br. abortus are summarized in the discussion. In
this connection the finding is also referred to, that brucellae show no activity of
certain reductases appearing in the intermediary metabolism of carbohydrates.

Die Differenzierung von Bruzellen-Siimmen mittels mikrobiologischer
und biochemischer Methoden

Die Arbeit behandelt die komplexe Typung von Stimmen der Br. suis und
Br. abortus in Form eines abgekiirzten Typungs-Schemas. Ihr Bestandteil sind
schnelle enzymatische Methoden. (Katalase-Bestimmung, die weggelassen werden
kann, Bestimmung der Peroxydasen- und Ureasen-Aktivitidt) und Inhibitionsteste.
Diese bestehen aus der Feststellung der Inhibition des Bruzellenwachstums durch
Thionin, basisches Fuchsin, chelatisierende Stoffe und durch Penizillin. Die Anwen-
dung des Safranin, Malachit-Griin und der Priifung auf die Produktion von H2S hilft
nicht, Br. suis von Br. abortus eindeutig zu unterscheiden. Die Inhibitionsteste wer-
den auf einer einzigen Platte mittels Methode der Papierstreifen, die mit Inhibitoren
getrdnkt sind, vorgenommen. Man diskutiert die Vorteile dieser Methode und die
gegenseitige Ergidnzung der enzymatischen und Inhibitionsmethoden.

In der Diskussion werden die gegenwirtigen Erkenntnisse iiber die Bedeutung
und den Mechanismus einiger Inhibitionsteste (hauptsidchlich mit Hilfe von chelati-
sierenden Stoffen) und iber die metabolischen Unterschiede zwischen Br. suis und
Br. abortus zusammengefaf3t. In diesem Zusammenhang referiert man auch iber die
Feststellung, da3 die Bruzellen die Aktivitidt einiger Dehydrogenasen, die beim inter-
medidrem Metabolismus der Kohlenhydrate zum Vorschein kommen, nicht aufweisen.
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E. Jiran K ATENUACI VIRU
INFEKCNI HEPATITIDY PSU

B Pii feSeni problematiky aktivni imunizace proti infekéni hepatitidé psi
(Hepatitis conatgiosa canum, dale jen HCC) jsme pfistoupili jednak k ovéfeni
imunizac¢nich vlastnosti inaktivovaného viru, jednak k ovéfeni moznosti atenuace
viru a ziskani tak modifikovaného viru, ktery by bylo mozné pouzit pro aktivni
imunizaci jako zivé vakciny. Moznost atenuace viru HCC je pfedmétem tohoto
sdéleni.

LITERARNI PREHLED

Aktivni imunizace psti proti HCC je v experimentdlnich pracech nékterych
autori zaméfena na moznosti pouzit aktivni virus HCC, mnohdy plné viru-
lentni k vakcinaci. Napt. Mansi (1956) vyuziva k imunizaci virulentni virus
HCC, ktery aplikuje do konjuntivalneho vaku vnimavych §ténat. Po aplikaci do-
chazi k lokalni reakci na oku $ténéte, avsak jiz za 3 dny se dostavuje plnad chra-
nénost. RovnéZ kombinace tohoto zpiisobu imunizace s vakcinaci proti psince
atenuovanym virem psinky byla aspésna.

Poppensieck a spol. (1958) se pokouSeli o aktivni imunizaci pst
virulentnim virem HCC se sou¢asnou aplikaci hyperimuunniho séra a atenuova-
ného viru psinky. Tfebaze u vét§iho poltu psi nedcslo k postvakcinaénim re-
akcim a dostavila se imunita, upustilo se od tohoto zptsobu vakcinace, protoze
se aktivni virus vylucuje po dlouhou dobu mo?i, kterd hraje podstatnou roli
v roz§ifovani ndkazy (Poppensieck a spol. 1951).

Zahy po prvnich zpravich o uspé$né kultivaci viru HCC v rdznych systé-
mech tkanovych kultur, jako napf. tkanovych kulturach psich varlat (Miller
a spol. 1954), ale zejména v tkanovych kulturach psich ledvinnych bunék
(Fieldsteel a spol. 1954, Cabasso a spol. 1954 aj.) se oteviela nova
schiidna cesta snadného pomnoZovani viru a rovnéz moznost event. atenuace
viru. Fieldsteel a spol. 1957) referuji o adaptaci viru HCC na tkanové
kultury fret¢ich ledvinngch bunék a ledvinnych bunék selat. Rovnéz Lee a spol.
(1958) a Emmery a spol. (1958) referuji o uspésné adaptaci viru HCC
na tkanové kultury ledvinnych bunék selat, tfebaze se autorim nezdatila adapta-
ce snadno. Bolin a spol. (1958) popisuje adaptaci viru HCC na tkanové kul-
tury ledvinnych bunék myvala (Procyon lotor nebo Tayassu angulatus).

Bylo prokdzano, ze virus HCC kultivovany na tkanovych kulturdch psich
ledvinnych bunék ztraci patogenni vlastnosti, aviak virus se po aplikaci §téia-
tim vyluCuje mo¢i a po nékolika zp&tnych pasdzich nabyva opét uréité virulence
(Fieldsteel 1956).
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Adaptace a kultivace viru HCC na tkdnievych kulturdch ledvinngch bunék
selat byla na nékterych pracovistich volena jako cesta vyvoje zivé vakciny proti
HCC. Burgherova a spol. (1958) referuji o kombinované vakciné proti
psince a HCC, ve které pouZzivaji atenuovany virus psinky a virus HCC atenuc-
vany pasazemi na tkdncvych kulturach ledvinnych bunék selat. Autofi vychazeli
z 53. pasdze viru HCC na kulturdch psich ledvinnych bunék, kterou adaptovali
na kultury ledvinnych bunék selat a pouzili jiz 10. pasdz pro pfipravu vakciny.
Virus HCC se po aplikaci §ténatum po dobu 4 tydnt nevylucoval, avsak po
6 tydnech doslo k ur€itému vylucovani apatogenniho viru.

Cabasso aspol. (1958) popisuji atenuaci viru HCC a pfipravu kombi-
nované vakciny proti psince a proti HCC. Pouzili 24. pasaz viru HCC z tka-
fiovych kultur psich ledvinnych bunék pro adaptaci na tkanové kultury ledvin-
nych bunék selat (pouZili embryonalni tkdné selat) a od 10. pasdze viru jej
pouzili pro imunizaci §ténat. Virus nezpuscboval klinické pfiznaky choroby,
pouze po masivnim parenterdlnim podani atenuovaného viru doslo k vytvofent
slabé opacity rchovky u nékterych pokusnych $téinat. Po aplikaci viru dochézelo
k vylucovani malych kvant viru moé¢i, ktery vsak byl apatogenni.

Piercy a spol. (1960) popisuji podrobné testovdani kombinované vakciny
s zivym virem psinky a zivym virem HCC z tkanovych kultur ledvinnych bunék
selat. Prokdzali. Ze dochazi po aplikaci i postupné fedéné vakciny k tvorbé neutra-
liza¢nich protildtek a k sclidni imunité. O asp#sné terénni vakcinaci zivou vakci-
nou proti HCC referuji rovnéz Scheitlin a spol. (1959).

Howell (1961) uvadi dobré vysledky pfi imunizaci zivym virem HCC
z tkanovych kultur ledvinnych bunék selat, aviak pro kombinovanou vakcinu
proti psince a infekéni hepatitidé psi doporuéuje zatim pouzit jen inaktivovany
virus HCC pro uréité interferen¢ni pusobeni viru HCC z tkanovych kultur led-
vinnych bunék selat na atenuovany virus psinky. Driager a spol. (1961) aj.
se piiklanéji ke stejnému nazoru a dale tuto koncepci rozvadéji. Aviak na tomto
useku bude zapotiebi dalsich experimentalnich praci a ovéfovacich pokust.

V ptedlozené praci referujeme o adaptaci viru infekéni hepatitidy pst z tka-
novych kultur psich ledvinngch bunék na kultury ledvinnych bunék selat a o né-
kterych vlastnostech ziskaného viru.

VLASTNI PRACE

MATERIAL A METODIKA

Virus. Pouzili jsme virus HCC kmen CORNELL I (zkratka ,C I%),
ktery nam laskavé poskytl prof. Carmichael z Cornell-university z USA.
Je adaptovany na tkafiové kultury psich ledvinngch bunék, na kterych jej pasdzu-
jeme. Dale jsme pouzili virus HCC oznadeny jako kmen TEREZIN (zkratka
.T“), ktery jsme izolovali na nafem ustavé a ktery rovnéz pasdzujeme na tka-
fiovych kulturiach psich ledvinnych bunék. Jako dalsi virus jsme pouzili kmen
viru HCC cznaéeny STANEK (zkratka ,S“), ktery jsme rovnéz izclovali na
nasem tustavé a ktery pasdzujeme na Sténatech, pro které je vyscce virulentni
a jen orientatné iej titrujeme mna tkanovych kulturach psich ledvinngch bunék.

Tkafiové kultury. Tkarové kultury psich ledvinnych bunék (dile
jen TK PSL) jsme ptipravevali metodikou, jak je popsdno dfive (Jiran 1964).
Tkanové kultury ledvinngch bunék selat (dale jen TK SL) jsme pfipravovali
cbdobnym zpiisobem trypsinaci kory ledvinné selat ve stafi nékolika tydni. Vi-
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1. Tkanova kultura ledvinnych bunék selat (kontroini, neinfikovana kultura)

2. Cytopaticky efekt viru HCC na tkanové kultufe ledvinnych bunék selat






rové kmeny z pasazi na TK SL jsme titrcvali na zkumavkovych kulturich
TK PSL, titry jsme vypcéitali podle Reeda a Muencha (1938).

Reakce vazby komplementu a nenutraliza¢ni test (dale jen RVK a NT). Tyto
serologické testy jsme pouzivali v medifikacich, jak jsme popsali jiz drive (Ji-
ran 1964). Pro neutralizaci jsme pouzivali 1000 TK IDso viru, RVK jsme
posuzovali pfi 1,5 minimalnich hemolytickych davkich (MHD) komplementu.

Sténata. Pro prikaz viru a pro testovani nékterych vlastnosti virovych

kmentt z TK SL nam slouzila 3ténata ve stifi nad 3 mésice, kterd pochizela
z naprosto zdravého chovu a ktera prosla karanténou.

VYSLEDKY

PASAZE VIRU HCC NA TKANOVYCH KULTURACH
LEDVINNYCH BUNEK SELAT (TK SL)

V predchozi praci (Jiran 1964) jsme jiz referovali o kultivaci viru HCC
na TK PSL. Ze 14. pasaze viru HCC kmene ,T“ a ze 76. pasdze kmene ,C-I"
na TK PSL jsme provedli pokus ¢ adaptaci na TK SL. Tyto tkanové kultury
jsme infikovali obdobnym zptsobem jako TK PSL, ze jsme vidy nefedéné me-
dium predchozi pasaze aplikovali na oplachnuté kultury, nechali virus adsorbo-
vat na vrstvu bunék po dobu 45 minut pti 37° C, nak jsme slili infekéni medium
a navrstvili na kultury zachcvné medium, tj. Earleho roztok soli s 0,5%
laktalbuminhydrolysatem, antibiotiky a upravené kyselym uhli¢itanem sodnym na
pH 7,4. Infikované kultury jsme inkubovali pti 37° C a sledovali nékolik dni, az
se objevily zmény, které nasvédcovaly pomnozeni viru. Cytopaticky efekt (dale
jen CPE) byl v8ak ponékud odlisného charakteru na TK SL nez na TK PSL
(viz obr. 1 a 2). Na vrchclu zmén jsme z kultur ziskali medium, které jsme
uchovévali pfi —20° — —30°C.

Prikaz viru z jednotlivych pasdzi na TK SL jsme provadéli na zkumavke-
vych kulturach TK PSL, kde je CPE vyraznéjsi a odecet titru mnohem snazsi.
Z prvnich pasazi, kdy jsme virus ziskali za 6 —7 dni se pohybovaly titry od
10°—10° TK IDsy v ml, kolem 20. pasdze jsme ziskavali virus za 4—6 dni
a titry byly ponékud vy3si a pohybovaly se kolem 10° TK IDso v ml i vyse.
Titry v RVK se pohybovaly kolem 1:8-—1:16.

Ttebaze jsme z technickych diivodi museli praci nékolikrate pterusit, takze
jsme se Casto museli vratit k pfedchozim pasdzim a opakovat je, zdafilo se ndm
adaptovat virus HCC na TK SL. Kmen ,C-I* ma jiz vice nez 20 pasazi a dy-
namika pomnozeni z 20. pasdze na TK SL je znazornéna na grafu 1. Kmen
,T“ jsme vsak sledovali na TK SL jen do 7. pasdze a od dalSich pasazi bylo
upusténo.

PRUKAZ A IDENTIFIKACE VIRU PASAZOVANEHO NA TK SL

Prc pritkaz viru jsme provedli titraci infekéniho media z TK SL z riiznych
pasazi virovych kmeni v RVK se zndmymi antiséry. VSechny zkou$ené pasize
uvedenych virovych kmenti z TK SL reagovaly shodné jako infekéni media kme-
ni viru HCC z pasdzi na TK PSL.

Dale jsme pro pritkaz identity virtt provedli neutralizaéni testy se znamymi
antiséry. 1 zde jsme docilili stejného neutralizaénihc efektu jako pfi pouziti
nékterého z kmend adaptovaného na TK PSL.
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Pfi zpétném ptfenosu viru z pasize na TK SL na TK PSL jsme vidy
docilli stejného charakteru CPE jako pfi pasazovani viru adaptovaného na tyto
kultury.

Témito pokusy jeme si ovérili, ze pasdzované agens na TK SL je totozné
s virem HCC, ktery pasdzujeme na TK PSL.
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1. Dynamika pomnozeni viru CORNELL I na TK SL
Virus: C-I, 76 pasazi na TK PSL, 20 pasazi na TK SL
Kultury: TK SL, asi 107 bunék, 100 ml media

V — vychozi virus, pouzito 2X 107 TK IDso viru k infekei
A — zbytek viru po adsorbei na bunky (asi 2X 104 TK IDso)

PRUKAZ VIRU HCC Z TK SL NA PSECH

Virus HCC kmen ,T" jsme ze 14. pasaze na TK PSL adaptovali na TK SL,
na kterych jsme jej pasdzovali do 7. nasledné pasédze. Jiz vychozi virus byl vi-
rulentni pro §ténata a tak jsme provedli prikaz viru na §ténatech ze 4. a 6. pa-
saze na TK SL. Aplikovali jsme vzdy 2 S§ténatim virus podkozné (infekéni
medium obsahovalo asi 5 X 10° viru). V obou ptipadech doslo k uhynuti po-
kusnych §ténat po typickém priabéhu choroby béhem nékolika dni.

Od dalsich pasazi tchoto viru na TK SL bylo upusténo a vétsi pozornost
byla vénovidna kmenu ,C-I1".

Vychozi materidl kmene ,C-1“ adaptovaného na TK PSL nebyl jiz pato-
genni pro §téhata, u nichz po aplikaci vyvolal jen vzacné zakal rohovky, bez
jinych klinickych pfiznakd onemocnéni. Ze 76. pasdze viru na TK PSL jsme
provedli adaptaci na TK SL, na kterych jsme jej vedli do 8. postupné pasaze.
Z této jsme aplikovali asi 5 X 10% viru péti dospélym psiim. U otkovanych pst
nedoslo k zadnym postvakcinaénim reakcim, zstali bez jakychkoliv klinickych
pfiznaka onemocnéni.
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I. Zkouska nesSkodnosti viru CORNELL I z TK SL.

Testova infekce
Zpusob Pocet | Mnozstvi | Klinické | Utra- i P
aplikace sténat viru reakce | ceno Nilez za 7 dni za 14 dof
pocet nalez | polet | néalez
iV 2 |2 x 108 neg.*) 2 | neg.**) - — — —
TKID;,
o 4 | 2 x 108 neg. 2 neg. 2 | neg***) | — -
TK ID,,
s. c. 2 | 2x 1068 neg. — — 2 neg. — =~
TKID;,
Kontaktni KKKk
kontroly 4 bez neg. — = 2 thyn 2 | thyn
*) = nedostavily se Zaddné klinické pfiznaky onemocnéni, ani teplotni reakce
**) — patologicko-anatomicky a histologicky nédlez z orgidna utracenych $ténat byl negativni
***) = po dobu 2 mésici po testové infekci se nedostavily zédné pfiznaky onemocnéni
*%x*) — kontaktni kontroly uhynuly béhem 4 dnu po infekci za typickych klinickych pfiznaka

s charakteristickym patologicko-anatcmickym a histologickym nélezem

Z odbérti krve pred aplikaci a za 3 tydny potom mohli jsme zaznamenat
tvorbu a vzestup neutraliza¢nich protilatek. U vSech pst doslo k vytvofeni hla-
diny neutralizaénich protildtek v rozmezi od titru 1:160 — 1:450 (10%* —
10%% TK NDsg) pti pouziti asi 1000 TK IDsp viru k neutralizaci.

ZKOUSKA NESKODNOSTI VIRU ,C-I' Z TK SL

Z 20. pasdze viru ,C-I* na TK SL byl proveden priikaz neskodnosti na
Sténatech, jak je zndzornéno na tab. I. Aplikcvali jsme 2 §téiatim intravendzné,
4 §ténatim intraperitonedlné a 2 §téfatiim subkutdanné vidy po 2 X 10° TK
IDsg viru, 4 $ténata slouzila jako kontaktni kontroly. Za jeden tyden jsme in-
fikovali 2 z kontaktnich kontrol, obé §ténata ze skupiny aplikace subkutanni
a 2 Sténata ze skupiny aplikace intraperitonealni virulentnim virem HCC kmen
»S“ (20% suspense jater infikovaného 3ténéte intraperitonealné). Obé kon-
taktni kontroly uhynuly béhem 4 dni (3. resp. 4. den p. i.) a pitva prokdzala
charakteristicky nalez — zvét§ena jitra s edematézné prosaklym a mnohona-
sobné zvétSenym Zzlu¢nikem, zmnozeny exsudat v dutiné bfisni, fibrinové nalepy
na jatrech, petechidlni krvaceniny v plicich. Histologickym vySetfenim byly zjis-
tény velmi vyrazné zmény, s jakymi se setkdvime u HCC. Jednalo se o vy-
raznou hyperemii, degenerativni a nekrcbiotické zmény jaternich bunék s de-
formacemi jader a tvorbou intranuklearnich inkluzi. Soudasné dochazelo k reak-
tivnim procesim ve formé slabych nehnisavych infiltraci.*) Sténata, kterd byla
octkovdna subkutdnné nebo intraperitonealné virem HCC z TK SL klinicky na

testovou infekci virulentnim virem béhem mési¢ni pozorovaci doby vibec ne-
reagovala.

*) Histologické vySetfeni nam laskavé provadel Ustav pro patologickou anato-
mii a histclogii Veterinarni fakulty VCZL v Brné.
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Zbyvajici §téhata z tohoto pokusu ze skupiny intraperitonealni a intravenoéz-
ni aplikace viru jsme za 14 dni utratili, abychom si ovéFili event. patologicko-
anatomicky a histologicky nalez na organech 3téfiat. Zbyvajici 2 kontaktni kon-
troly jsme infikovali jako ptedchozi kontroly intraperitoneilné virulentnim vi-
rem HCC kmenem ,S“. Béhem tfi dna tato uhynula a znovu nam pitevni obraz
a histologické vySetfeni daly charakteristické zmény pro HCC, shodné jako
u obou pfedchozich kontaktnich kontrol. Pitevni nalez 3téfiat po aplikaci viru
HCC z TK SL byl negativni a rovnéz histologicky obraz potvrdil neskodnost
aplikace tohoto viru. Nebyly zjistény u zaddného z nich zmény na parenchyma-
toznich organech svédcici pro HCC. Ve viech pifipadech byla zjisténa jen slaba
vakuolizace jaternich bunék bez vyraznéjsich nekrobiotickych procesii a bez
zanétlivgch zmén. Pouze u jednoho §ténéte po intravenédzni aplikaci viru byla
zjii§téna madlo vyrazna aktivace bunék RES v jatrech bez zanétlivych a nekro-
biotickych zmén. Ledviny a sleziny byly ve viech pfipadech bez vyraznych zmén.

Timto pokusem jsme si ovéfili, Ze je virus HCC z TK SL atenuovany a i po
intravenézni nebo intraperitonedlni aplikaci vysokych davek viru je naprosto ne-
skedny pro vnimava 3téfata. Dale i kontakini kontroly zistaly po jednom tydnu
a po 14 dnech plné vnimavé k testové infekci virulentnim virem, takze béhem
této doby se virus po zkouSenych zplisobech aplikace z organismu nevyluéoval
a neprenasel na vnimava §ténata.

ZKOUSKA UCINNOSTI ATENUOVANEHO VIRU ,,C-I“ Z TK SL

Z 20. pasaze viru HCC kmene ,C-I" na TK SL jsme zkcuSeli jeho imu-
nisaéni vlastnosti. Provedli jsme titra¢ni aplikaci viru 12 §ténatim a dalsi 3
§tériata jsme nechali bez aplikace viru jako kontaktni kontroly. Virus jsme apli-
kovali podkozné skupindm po tfech sténatech, a to 10, 100, 1000 a 10 000 TK
IDsg viru. Béhem 2 tydni nedoslo u Zadného §ténéte ke klinickym projevim
onemocnéni. Za 16 dni po aplikaci jsme viechna §ténata infikovali virulentnim
virem HCC intraperitonealné (kmen ,S“ z 20% suspenze jater §téfat). Zatim-
co kontrcly uhynuly za typickych pfiznaku 4., resp. 5. dne p. i., vSechna vakci-
novand §ténata prezila testovou infekci bez klinickych projevii onemocnéni.
Pouze u nékterého ze §tériat imunizovanych davkou 10 TK IDs viru se dosta-
vily subfebrilni vzestupy teplcty (max. 39,6° C), aviak bez jinych symptomi. Od
§ténat z kazdé skupiny jsme odebirali vzorky krve ptfed a po aplikaci atenuovaného
viru (za 16 dni) a po testové infekci (za 20 dni) a ziskana séra jsme testo-
vali na obsah neutraliza¢nich protilatek. Vysledky tohoto pokusu jsou znazornény
v tab. II.

Pti hodnoceni tohoto pokusu lze fici, Ze jiz davka 10 TK IDsp atenuovaného
viru vyvelava u §ténat plnou chranénost proti pomérné znaéné davce virulentniho
viru, na ktery kontaktni kontroly uhynuly za typickych klinickych pfiznaka HCC
a s typickym patologickym a histologickym obrazem. Dostavily se pouze sub-
febrilni teploty u nékterého z §ténat po aplikaci 10 TK IDspviru. Od davky
100 TK IDso atenuovaného viru je imunizace vnimavych §téhat naprosto spo-
lehliva.

LYOFILIZACE ATENUOVANEHO VIRU

Orientaéné jsme si ovéfili mozinost lyofilizace viru HCC kmene ,C-I®
z TK SL tak, Ze jsme k viru z infekéniho media TK SL ptidavali razné roztoky
pro lyofilizaci a po zmraZeni jsme jej vysu$ili v pfistroji KS-6 (Frigera).
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1I. Vysledky titrac¢ni aplikace viru CORNELL I z TK SL §térniatam.

Imunizace Testova infekce
titry sér v neutraliza¢nim testu*)
?’Ié“ll(kalgf"l; gé)gztt pied za 16 dni po za 20 dni vysledek**) kilg;gl;i
vakcinaci vakcinaci po infekci
10 000 3 <13 2,2 2,8 3/3 neg.
1000 3 <13 2,00—2,13 2,87 3/3 neg.
100 3 < 1,3 1,83 2,8 3/3 neg.
10 3 <13 1,6—2,05 3,25 3/3 R neg.***)
Kontroly 3 ntkak) nt - 0/3 uhyn do
5. dne
*) = jsou uvedeny prumérné titry sér pfi pouziti 1000 TK ID?® viru k neutralizaci. Titry

jsou vyjadieny jako exponenty log 10 reciprokych hodnot sér.
**) = vysledek vyjadfuje: pocet chrianénych / pocet testovanych
**%) — maximilni teplota 39,6 °C u davky 10 TK ID5 viru
****) — nt: nebylo testovano

I v razném lyofilnim prostredi dochazelo sice po lyofilizaci k poklesim v titrech
viru, aviak obsah viru ziistal na drovni kolem 10* TK IDso v ml. Zjistili jsme,
e lyofilizovany virus uloZeny pfi 4° C cbsahoval i po dobu nékolika mésict
dostatecné mnozstvi aktivniho viru k imunizaci.

DISKUSE

Zdarila se adaptace viru HCC z TK PSL na TK SL, stejné jak o tom
piSe napf. Burgherova aspol. (1958), Emery a spol. (1958), Cabas-
so a spol. (1958) aj. Volba TK SL pro atenuaci a kultivaci viru HCC pro
vyvoj zivé vakciny proti HCC méla divody zejména v té skutetnosti, Ze jde
o prostredi, které do jisté miry ovliviiuje uréitou afinitu viru k ledvinné tkéni
sténat (Fieldsteel, 1957). Dochédzi k atenuaci viru pfi Gplném zachovéni
imunizacnich vlastnosti a mimo to jde o prostfedi, které neskytd takové nebez-
peci kontaminace event patogennim virem z tkdné&, jako pravé primérni tka-
nové kultury psich ledvinnych bunék, ze kterych se i na nafem pracovisti po-
datilo izolovat napt. virus HCC, stejné jako jinde (Simonyi, 1962).

Virovy kmen ,C-I* po 76 pasazich na TK PSL a 20 pasazich TK SL je
atenuovany do té miry, ze ani vysoka ddvka viru podani $téfiatim intrave-
nézné nebo intraperitonedlné nezptsobuje 74dné klinické projevy onemocnéni
a rovnéZ i patologicko-anatomicky a histologicky nalez je mnegativni. Virus se
béhem 14 dni nevylucuje z organismu, vnimava §téfiata vystaveni piimému
styku se zvifaty imunizovanymi znanymi davkami viru zistavaji plné citliva
na virus HCC. Delsi doba pro moznost vylucovani viru zkousena nebyla, takze
zlistdvd moZnost vylucovani viru v pozdéj§im obdobi, jak o tom pise i Burg-
herova aspol. (1958), Piercy a spol. (1960) a dalsi.

VETERINARN! MEDICINA - 1966 221



Ta okolnost, Ze jiz davka 10 TK IDsp viru postaluje pro ochranu vnima-
vych Sténiat pfed testovou infekei svédéi pro velmi dobré imunizaéni vlastnosti
tohoto virového kmene. NaSe pozorovani je v tomto bodé shodné s udaji jinych
autorii, kde napf. Cabasso a spol. (1958) uvadi jako minimalni imuni-
zatni davku 6 TK IDsp viru, Brugherova a spol. 1958) 6,3—63 TK
IDspviru a Piercy a spol. (1960) jen 2 TK IDsg viru.

Rovnéz moznost lyofilizace viru je dobrym pfedpokladem pro vhodnou
konzervaci a je nezbytnd pro pouZiti atenuovaného viru jako vakciny.

Ziustdva zatim oteviena otazka interferenéniho wéinku atenuovaného viru
HCC na virus psinky pfi sou¢asné aplikaci v kombinované vakcing, jak o tom
pisfe Howell (1961) a jehoz vysledky cituji a rozvadéji dal§i autofi. Jsme
vsak toho ndzoru, Ze tento aspekt vyzaduje daliiho experimentalniho provéte-
ni, protcze je v rozporu s udaji jinych pracovist (napf. Burgherova a spol,
1958, Cabasso a spol. 1958, Piercy a spol 1960, aj.). Otazka soucasné
vakcinace psi proti HCC a proti psince kombinovanou vakcinou, ve které jsou
obé komponenty Zivé atenuované virové kmeny bude predmétem dalsiho sdéleni.

SOUHRN

V praci je popsdna adaptace viru infekéni hepatitidy psit (HCC) z tkanz-
vych kultur psich ledvinnych bunék na tkanové kultury ledvinnych bunék selat.
Je ovéfovana atenuace viru, ktery z 20. pasdze na tkanovych kulturdch ledvin-
nych bunék selat je neskodny pro §téfiata a vykazuje velmi dobré imunizaé¢ni
vlastnosti jiz po aplikaci malych kvant viru. Virus lze lyofilizovat a je dana
moznost pouzit jej k aktivni imunizaci proti infekéni hepatitidé psti.

Technicka spoluprace: Iva Strossova a Marie Krimerova
Doslo dne 23. 6. 1965
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K Bonpocy nomaBaeHHs BHpyca HHPEKIHMOHHOro remaTtuTa cobax

Onuceipaercs apantauus Bupyca uHdekuuonsHoro rematura cobak (HCC) ua rtkaHessIx
KyJbTYp MOYEYHEIX KJIETOK COoBak Ha TKAaHEBOH KyJbType MOdYedHBIX KiaeTok nopocar. [Iposepsercsa
NpoLecC NONaBJEeHHsA BHPyCa, KOTOpBIH, HauuHas ¢ 20-ro macca)ka Ha TKaHel bIX KyJbTypax Iodey-
HEIX KJIETOK TOpOCAT, Ge3BpelieH NJs NIEHKOB M Ofnrajaer OueHb XOPOMIMMM MMMYHHMTETHBIMH CBOM-
CTBAMH y’K€ II0CJe BBENeHMA MaJjblX 103 BUpyca. BUpyc MOXHO nMODHIN3MPOBATE M MCHOJIB3OBATH
IS AKTHBHOH MMMYHH3allMM TPOTHB MHPEKIMOHHOTO remaTHTa cobax.

On Attenuation of Virus of Canine Infectious Hepatitis

The adaptation of virus of canine contagious hepatitis (HCC) from the tissue-
-cultures of dog kidney cells to the tissue-cultures of kidney cells of piglets is
described. The attenuation of the virus has been tested; this virus was found
innocuous for puppies when taken from the 20th passage in the tissue-cultures piglets’
kidney cells, showing very good immunization properties even after application of
quite small amounts of virus. Virus can be lyophilized; there is a possibility to use
it for active immunization against canine contagious hepatitis.

Beitrag zur Attenuation des Virus der infektiosen Hepatitis der Hunde

Die Adaptation des Virus der infektitésen Hepatitis der Hunde (HCC) von Hunde-
-Nierenzellen auf Gewebekulturen von Ferkel-Nierenzellen wird beschrieben. Es wird
die Attenuation des Virus, das von der 20. Passage auf den Gewebekulturen der
Nierenzellen der Ferkel fiir Welpen unschidlich ist und sehr gute Immunisations-
eigenschaften bereits nach der Applikation von geringen Virusquanten aufweist,
Uberpriift. Das Virus kann lyophilisiert werden und es besteht die Mdglichkeit, dieses
zur aktiven Immunisierung gegen die infektiose Hepatlilis der Hunde anzuwenden.
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