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MECHANISMUS REAKCE MASTITIS TESTU — NK
A ZPUSOB POSUZOVANI JEHO POZITIVITY

D. Rysanek, V. Renda

Vyzkumny ustav veterindrniho lékaistvi, Brno

RYSANEK D., RENDA V. Mechanismus reakce Mastitis testu-NK a zpisob
posuzovani jeho pozitivity. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :405-414, 1971.

Na zakladé pozorovani a laboratorniho Setieni bylo zjiSténo, Ze éerstvé nado-
jené vzorky mléka, odebrané bezprostredné pred dojenim a okamzité vySetiené
Mastitis testem-NK, vykazuji jen gelifikaéni fazi reakce. Vyskyt flokulaéni faze
je podminén skladovanim vzorku a vazan na pritomnost mlééného tuku. Bylo
prokazano, ze pozorovana flokula¢ni faze je totozna s Whitesideovym feno-
menem. Se zietelem k uvedenym zjisténim byl vypracovén postup a kli¢ k po-
suzovani pozitivity reakce Mastitis testu-NK s derstvé nadojenym mlékem,
vychazejici z gelifikacni faze reakce. Klicem udané stupné pozitivity byly ka-
librovany Lkvantitativnimi metodami. Pocet bunéénych element (stanoveny
elektronicky) a obsah deoxyribonukleové kyseliny (stanoveny difenylaminovou
reakei) ¢inil u negativnich vzorku: 284500 £ 91650/ml a 3,01 = 0,65 wg/ml;
u dubidznich vzorku: 366 420 * 129 810/ml a 4,93 * 1,08 wg/ml; u jednoktiZko-
vych: 659640 = 230 700/ml a 9,64 = 3,14 ug/ml; u dvoukriZkovych: 1617550 =
+ 521 310/ml a 1899 = 7,68 ug/ml; u trikfizkovych: 7546470 = 4 993 470/ml
a 132,77 * 117,80 ug/ml.

skot: mastitis; diagndéza; rychlé testy; hodnoceni; bunéény obsah mléka; obsah
deoxyribonukleové kyseliny

V roce 1957 publikovali Schalm a Noorlander (1957) vyznamny
nalez. Zjistili, ze povrchové aktivni latky typu alkyl-arylsulfonatu maji schop-
nost vytvafet s mlékem od krav postizenych subklinickou mastitidou White-
sidetv fenomén. Své zjisténi prakticky aplikovali jako California mastitis test
fdale CMT). Na principu této reakce pak fada autorti vyvinula analogické sta-
jové testy pro diagnostiku subklinickych mastitid. Tak byl v Ceskoslovensku
popsin Laxem (1963) Dubatest, Slaninou a Konrddem (1964)
AA — SS a AA — TEA testy a Neumanem (1966) Mastitis test — NK
{ddle MT—NK). Posledni z uvedenych testd byl firmou Bioveta, Ivanovice na
Hané, uveden do vyroby.

Kompozice MT—NK se od CMT lisi tim, ze je uzito jako detergentoru
Abesonu TEA, louh sodny se pfidava k dosazeni pH 7,6 == 0,2 a jako indi-
katoru pH je uZito fenolové Cervené.*)

* Ministerstvo zemédélstvi a vyzivy: Technicka podminka Mastitis test-NK. TP éislo
203, 1969.
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Z pivodni price Schalma a Noorlandera (1957) je ziejmé, ze
autofi CMT rozli§ili dvé za sebou nasledujici faze reakce, které muZeme na-
zvat fazi gelifikacéni a fazi flokula¢ni. Za zaklad pro kli¢ k posuzovéani poziti-
vity testu zvolili projevy druhé, flokula¢ni faze reakce (tab. I).

. Kli¢ k posuzovani CMT, zveiejnény Schalmem a Noorlanderem (1957)

I
a Schalmem (1960)
Stupen
pozitivity

Schalm a Noorlander
(1957)

Schalm (1960)

Negativni (—)

Dubiézni (T)

Slabé
pozitivni (1)

Vyrazné
pozitivni (2)

Silné
pozitivni (3)

smés zustava tekutd,
bez naznakl tvorby
precipitatu

slabd precipitace, ktera
ma tendenci vymizet pfi
kontinualnim pohybu
testa¢ni palety

zfetelnd precipitace, ale
bez tendence k tvorbé
gelu

smés se okamzité zahus-
tuje s naznakem tvorby
gelu; pfi krouZeni smés
sméfuje k pohybu upro-
stfed misky, ponechdvajic
volné okraje dna misky;
jakmile pohyb ustava,
smés se rozléva a pokry-
va dno misky

tvori se vyrazny gel,
ktery ma tendenci
adherovat ke dnu misky
a pii krouzivych pohy-
bech se tvofi vyrazny
centralni hrbolek

smés zustava tekutd, bez naznaka
zmény konsistence nebo tvorby §liry+

lehk4 zména konsistence, eventualné
lehka tvorba slir, kterou je mozno
nejlépe pozorovat, kdyz se testovaci
paleta pomalu stfidavé naklani dola

a nahoru; tato reakce ma tu vlastnost,
Ze se za urcity ¢as rozpousti

silnéjsi tvorba $lir, ale bez tendence
k tvorbé gelu; u nékterych vzorku
muze byt i tato reakce reversibilni

smés se okamzité zahustuje, gel se
tvofi v mirném stupni; pii krouzivych
pohybech testovaci palety ma smés
tendenci se shlukovat uprostfed misek,
okraj dna zlstava prosty smési; pri
ustdni krouzivych pohybu rozdéli se
smeés rovnomérné a pokryje celé dno

silnd zména konsistence, tvorba gelu,
kterda md za nésledek konvexitu
povrchu smési, obvykle se rovnéz
smés po zastaveni pohybu sbaluje,
vytvarejic hrbolek uprostied misky;
viskozita smési je tak vysoka, ze

i kdyz jsou testovaci misky v klidu,
neni gelem pokryto celé dno

+ 8lira — sklovina jiného chemického sloZeni, rozptylend v zdkladnim skle ve tvaru niti, prova-
zu, $Smouh apod. Lisi se i fyzikdlnimi vlastnostmi a na zdkladé rozdila indexu lomu
ji 1ze pozorovat okem. Vznikd pri taveni nedokonalym zhomogenizovanim, odtékéa-
nim nékterych slozek z povrchu skloviny a otavenim Zaruvzdorného materidlu aj. Sliry
jsou vzhledovou vadou skla a zhor3uji i jeho mechanickou vlastnost. — Technicky na-
u¢ny slovnik, SNTL Praha, 1963, str. 658.

Proti tomu z popisu stupiid pozitivity v kli¢i, ktery zvefejnil pozdéji sam
Schalm (1960) (tab. I), vyplyvé, Ze pouzil za zdklad posuzovéni pozitivity
projevi gelifikaéni faze reakce.

Rozdilnost v této zakladni otdzce nalézame i u jinych autort. Tak naptiklad
Drury a Reed (1961) se pfidrzuji pfi modifikaci kli¢e projevii flokulace,
zatimco Crewe (1956) ve svém kli¢i vychazi z faze gelifika¢ni.

Mizeme konstatovat, ze formulace klice k posuzovani CMT neni ustalena.
Neékteti  autofi, jako Drury a Reed (1961), Schmneider a Jas-
per (1964), Crewe (1965) a Schultze a Smith (1966) Kkli&
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modifikovali, jini, jako Smith a Schultze (1966), Miller a Kearns
(1967), upozornili na potize s jeho interpretaci.

Neuman (1966) doporutil pouzivat pfi posuzovéani pozitivity MT—NK
klice sestaveného Schalmem a Noorlanderem (1957) i klie publi-
kovaného pozdéji samotnym Schalmem (1960) (tab. I).

Naproti tomu navoed k pouziti MT—NK se dotykd posuzovani pozitivity
testu nasledujici formulaci: ,Pozitivni reakce se projevi vyraznou tvorbou vlo-
éek, vlaken az gelu. Pfi silné pozitivnich reakcich se po ustani smési gel sba-
luje do centra misky.“™)

S MT—NK pracujeme jiz fadu let. Na zakladé rozsahlého souboru
étvrtovych vySetfeni provedenych bezprostiedné pfed nasazenim strukovych néa-
sadett v prib&hu ranniho dojeni jsme zjistili, Ze Cerstvé nadojené mléko vy-
kazuje s MT—NK jen gelifika¢ni fazi reakce.

Rozpornost literarnich adajt, diskrepance, které se objevily pii praktic-
kém uZivani testu a snaha o omezeni subjektivni chyby nas pfimély zabyvat
se problematikou posuzovéni pozitivity MT—NK. V tomto piispévku referu-
jeme o dosazenych vysledcich.

MATERIAL A METODY

MECHANISMUS REAKCE

Po zji§téni, ze Cerstv€ nadojené mléko vykazuje s MT—NK jen gelifikacni
fazi reakce, zaméfili jsme svoji pozornost na reakci MT—NK s mlékem skla-
dovanym. Nadojeny vzorek mléka jsme rozdélili na dvé ¢ésti, kazdou jsme po-
soudili Mastitis testem — NK, nadez jsme jednu ulozili do chladni¢ky pti 4 °C,
druhou pfi pokojové teploté. VySetfeni Mastitis testem — NK jsme opakovali
po 24 a 48 hodinach. Takto jsme vySetfili celkem 48 vzorkt mléka.

Kdyz jsme zjistili, Ze vzorky mléka skladované v chladnicce i pii poko-
jové teploté vykazuji jak gelifikacni, tak flokulaéni fazi reakce, rozhodli jsme
se ovérit totoznost flokulaéni fdze s Whitesideovym fenoménem, tedy s proje-
vem reakce, ktery Schalm a Noorlander (1957) zvolili za zdklad k po-
suzovani pozitivity. Zopakovali jsme proto Schalmiv a Noorlandertv pokus,
kterym objasnili vyznam pfitomnosti mlééného tuku pro vyskyt Whitesideova
fenoménu. Jako reagens jsme viak pouzili MT—NK.

Mastitis testem — NK na jeden kiizek pozitivni Zerstvé nadojené mléko
jsme centrifugovali pfi 1800 otd¢kdch/min po dobu 20 minut. Tukovou vrstvu
isme odstranili a stahli odstfedéné mléko, aniz byl rozrusen sediment. MT— NK
jsme testovali jednak odstfedéné mléko s resuspendovanym sedimentem, jed-
nak sediment resuspendovany v destilované vodé.

Konecné, abychom prokazali, ze vyskyt flokula¢éni fdze reakce podmiriuje
pritomnost skladované tukové vrstvy, udélali jsme nasledujici pokus. Mastitis
testem — NK negativni vzorek jsme skladovali 48 hodin v chladnicce. Pak jsme
odebrali na jeden kfizek pozitivni vzorek miéka. Cerstvé nadojeny vzorek jsme
rozdélil na dvé casti. Skladovany vzorek negativniho mléka a obé& &asti Cerstvé
nadojeného pozitivntho mléka jsme centrifugovali 20 minut pfi 1800 otéc-
kach/min. Pfitom byl vzorek skladovaného mléka chlazen ledovou drti. Pak
jsme nahradili tukovou vrstvu jedné ¢asti Eerstvého pozitivniho mléka tukovou

* Bioveta, Ivanovice na Hané: Navod k pouZiti Mastitis testu-NK
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vrstvou negativniho skladovaného vzorku. Koneéné jsme roztiepali jak vzorek
Cerstvého mléka, tak vzorek cerstvého mléka s tukovou vrstvou, pochdzejici ze
skladovaného vzorku, a s obéma provedli MT — NK.

POSTUP A KLIC K POSUZOVANI REAKCE MT-NK

Na zékladé laboratornich nélezd a praktickych zkuSenosti jsme vypraco-
vali postup a pétistupfiovy kli¢ k posuzovani reakce MT—NK s cerstvym mlé-
kem, zalozeny na projevech gelifikadni faze.

KALIBRACE STUPNU POZITIVITY KVANTITATIVNIMI METODAMI

Stupné pozitivity, definované vypracovanym kli¢em, jsme kalibrovali jed-
nak elektronickym stanovenim poc¢tu bunéénych elementd, a to nami modifiko-
vanou Tolleho metodou a stanovenim obsahu deoxyribonukleové kyseliny reakeci
s difenylaminem podle Burtona (1956), které k obdobym dcelim pouzili
Hauke (1967) a Hutjens a Schultz (1969).

Elektronické stanoveni poétu bunéénych elementi mléka

Stabilizaci vzorki jsme dosdhli pfiddnim 10% formalinu v poméru 1 : 250
(ptefiltrovaného pfes porcelanovy Ililtr G-4). Ke zfedovacimu mediu (na
100 ml media: 86 ml elektrolytu, 2 ml Tritonu X 100 a 12 ml denaturovaného
etylalkoholu), zahfatému na 55—60 °C, jsme pfidali v poméru 1:80 stabi-
lizované vzorky mléka. Pak jsme inkubovali 15 minut pti 80 °C. Vzorky jsme
po vyjmuti z ldzné vychladili na pokojovou teplotu a do tfi hedin po vy-
chlazeni spocitali na pristroji Celloscope 101. Pracovali jsme s hodnotou diskri-
mindtoru 110, reguldtoru napéti 79,5 a s kapildrou 70. Ke kalibraci stupn pc-
zitivity jsme uzili 227 vzorka.

Stanoveni obsahu deoxyribonukleové kyseliny

2 ml mléka byly hydrolyzovdny s 2 ml 10% kyseliny chloristé ve vodni
lazni pt¥i 70°C 15 minut a po cdstiedéni a filtraci byly k 2 ml filtratu p¥i-
dany 2 ml difelnylaminového reagens (1,5 g difenylaminu + 160 ml ledové
kyseliny octové + 1,5 ml koncentrované kyseliny sirové .+ 0,1 ml vodného roz-
toku acetylaldehydu 16 mg/ml). Pak jsme inkubovali po dobu 18 a# 20 hodin
pti 30 °C. Po filtraci jsme odeéitali extinkci vzorkéi na fotoelektrickém kolori-
metru Spektromom 202 pfi 595 nm v 10 mm kyvetach. Zaroven se zpracovaval
slepy vzorek. Ziskané hodnoty se odecitaly z kalibra¢ni kfivky sestrojené z ex-
tikei standardniho roztoku kyseliny deoxyribonukleové. Ke kalibraci stupii
pozitivity bylo wzito 160 vzorki. .

Ze ziskanych hodnot kvantitativnich metod byly vypoé¢itdny pro jednotlivé
stupné pozitivity aritmetické priméry a smérodatné odchylky. \

VYSLEDKY

MECHANISMUS REAKCE

Pfi studiu vlivu skladovdni vzorki mléka na pribéh reakce se potvrdilo
naSe zjiSténi, Ze Cerstvé madojené mléko, odebrané na za¢atku dojeni, vykazuje
s MT—NK jen gelifika¢ni fazi reakce. Dale jsme zjistili, Ze skladované mléko
vykazuje jak gelifikac¢ni, tak flukolaéni fazi reakce. Flukola¢ni reakce byla vy-
raznéjsi u vzorkid skladovanych v chladnicee.
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Abychom prokézali, ze se jednd skuteéné o flukula¢ni fazi, tedy o vyskyt
Whitesideova fenoménu, zopakovali jsme pokus provedeny Schalmem a Noor-
landerem s nasledujicimi vysledky.

Odstfedéné mléko vykazovalo jen slabou gelifikaéni reakci. Sediment z po-
zitivniho mléka, resuspendovany v cdstfedéném mléce, déval vyraznou gelifi-
kaéni reakci, aniz by byly patrny znamky flokulace. Sediment resuspendovany
v destilované vodé daval rovnéz jen gelifikaéni fazi reakce, jejiz intenzita v§ak
byla ponékud slab§i nez u sedimentu resuspendovaného v odstfedéném mléce.
Ptitom v obou zminénych pfipadech bylo mozné pozorovat pfi bedlivém pro-
hlizeni velmi jemné bezbarvé &astice podobné prachovym, patrné jen proti Eer-
nému pozadi. Castice se tvofily soudasné se slabnutim intenzity gelifikaéni faze.

Pokus, kterym jsme se snazili prokédzat, ze skladovana tukovd vrstva pod-
mitiuje vyskyt flokulaéni faze, pfinesl nasledujici vysledky. Centrifugovany
a znovu roztfepany vzorek ¢erstvé nadojeného mléka, pozitivniho na jeden kiizek,
vykazoval toliko gelifika¢éni fdzi reakce. Proti tomu tyz vzorek cerstvé nadoje-
ného mléka, u kterého viak byla tukova vrstva nahrazena tukovou vrstvou z me-
gativniho skladovaného vzorku, vykazoval vyraznou flokulaéni fizi reakce, tedy
zfetelny vyskyt Whithesideova fenoménu.

Ziskané vysledky jsou analogické s nalezy Schalma a Noorlandera. Na
zékladé toho uzavirdme, Ze flokulaéni faze, kterou jsme pozorovali u skladova-
ného mléka, je totoznd s Whitesideovym fenoménem.

Zminéna terénni i laboratorni pozorovdni nis pfivedla k zdvéru vypraco-
vat kli¢ k posuzovani reakce Cerstvé nadojeného mléka s MT—NK na zidkladé
projevu gelifika¢ni faze reakce.

POSTUP A KLIC K POSUZOVANI REAKCE MT-NK S C‘ERSTVE NADOJENYM
MLEKEM

Vypracovali jsme nasledujici postup posuzovani reakce:

A — v §ikmo dopadajicim svétle pfi pomalém sklapéni testaéni palety ve smé-
ru od sebe a k sobé (pfitom zaméfujeme pozornost na dno misky od-
kryvajici se za stékajici smési);

B — v kolmém pohledu za soufasného sklapéni palety ve sméru od sebe
a k sob& (pfitom si v§imdme rovnéz dna misky odkryvajicitho se za
stékajici smési);

C — v kolmém pohledu pfi krouzivém pohybu s paletou v horizontdlni roviné
(pfitom pozorujeme rozprostfeni reakéni smési po dné misky);
D — v sikmo dopadajicim svétle pfi misce v klidu (pfitom pozorujeme povrch

hladiny reakéni smési).
Podstatou stanoveni stupné pozitivity je postihnout néasledujici typické pti-
znaky v jednotlivych pozicich posuzovani:
A — }f)? dné misky stékajici reakéni smés nésleduje pomaleji tekouci zvinény
ilm;
B — po dné misky stékajici reakéni smés nasleduje zavojovity film;
C — reakéni smés se pfi krouZivych pohybech s paletou sbaluje uprostied
misky;
hladina smési po uklidnéni krouzivych pohybi tvori reliéf.
Kllc k posuzovani pozitivity MT—NK shrnuje obr. 1.

@)
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1. Kli¢ k posuzovani po-
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KALIBRACE STUPNU POZITIVITY KVANTITATIVNIMI METODAMI

Ziskané vysledky hodnot aritmetickych priméri a smérodatnych odchylek
pro jednotlivé stupné pozitivity shrnuje obr. 2, udédvajici podet bunéénych ele-
mentdi, a obr. 3, udédvajici obsah deoxyribonukleové kyseliny v 1 ml mléka.

DISKUSE

Mechanismem reakce CMT se zabyvali Carroll a Schalm (1962),
Christ (1962), Nageswararao a Derbyshire (1969, 1970).
Z4dny z uvedenych autort vSak nefesil otdzku vlivu skladovani vzorkii mléka
na projev flokulaéni fize reakce.

O modifikaci kliée k posuzovani pozitivity CMT se pokusili Drury
a Reed (1961), Schneider a Jasper (1964), Crewe (1965)
a Schultze a Smith (1966). Nefesili v8ak pritom zdkladni otdzku vy-
skytu dvou fazi reakce, jejichz projevy jsou pro vypracovani kli¢e nejpodstat-
néjsi.

Skute¢nost, ze flokulaéni faze reakce je podminéna skladovanim vzorku
mléka a neni tedy mozné jejich projevi pouzit pfi posuzovani pozitivity reakce
MT—NK s éerstvé nadojenym mlékem, povazujeme za divod, pro¢ Schalm
(1960), jeden z autort CMT, opustil piivodné vypracovany kli¢ a publikoval
kli¢ vychézejici z projevii gelifikacni fdze reakce.

Zadny z publikovanych postupii posuzovani mnespecifikoval zptisob ode-
Zitani reakci. To bylo bezesporu zdrojem potizi s interpretaci jednotlivych stupiit
pozitivity, na coZ upozornili Smith a Schultz e (1966) a Mi Iler
a Kearns (1967).

Nami doporuenym zplsobem posuzovdni a kliéem ke stanoveni poziti-
vity MT—NK chceme napomoci ke zkvalitnéni prace s testem, o jehoz pozitiv-
nich vlastnostech jiz podall zpravy Neme§ a Gamcéik (1966) a Fili-
povid¢ (1969).

Technicka spoluprace: L. Peskova, J. Pospisil
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Doslo dne 19. 3. 1971

PBIIHIAHEK 1., PEHIOA B. (Hayuho-uccienosaTenbCKHi MHCTHTYT BeTepuHapuwu, Bpuo, Uexo-
cnoBakus). Mexaunsm peakgum Macrur-NK Tecra ® cmocof OIeHKH €ro IOJ0KHTENBHOCTH.
Ber. Men. (Ilpara) 16 (7):405-414, 1971.

Ha ocHoBe HabiioneHuit ¥ 1a6OPaTOPHOTO HCCIENOBAaHHs GbIJIO YCTAHOBIEHO, UTO CBEXEHAaI0eH-
Hple npobel MosoKa, B3aThie Macrur Tecrom - NK nokaseiBaioT TOJBKO reaundukaluoHHyio (asy
peakuuu. [lossnenue ¢OKynauMOHHOM ¢$assl 06yCIOBIEHO XpaHeHHeM 1po6 M 3aBHCHT OT Ha-
AMYHMS  MOJIOYHOTO JKHMpa. DBbiio Io0KasaHo, uro HabiionaeMas ¢uokynauuoHHas dasa TOXIe-
crBeHHa ¢ ¢QeHomenom Baiircaitna. C yueroM mnpuseneHHeix ¢axkToB 6sin pazpaforaH  MeTOX
M KIIOU JJIS OLEHKH IOJIOKUTeNbHON peakuuu Macru tectra - NK y cBeKeHauoeHHOro Mo-
JIOKa, BbITeKaionled u3 renuduxauyoHHOH ¢aser peakuyuu. IIpu noMomy wioua yCTaHOBJIEHHLIE
ClerneHy IO3MTHBHOCTH ObliM KaJubpoBaHbI KOJMYECTBEHHBIMM Merolamu. KosmMuecTso Kierod-
HbIX 3JeMeHTOB (OnpeneseHHOe B31eKTPOHHYECKHM) M COIepXKaHHe [1e30KCHPHOOHYKIEMHOBOM KHC-
notel (onpeneieHHOE TNpH TOMONIM AMPEHUJIAMUHOBONH peaKI[MHM) COCTABJNAJIO Yy OTPHIATENbHbIX
npo6: 284.500 * 91.650/ml u 3,01 * 0,65ug/ml; y commurensusix npo6: 366.420 = 129.810/ml
nw 4,93 * 1,08 ug/ml; y npo6 c¢ ommum kpectukom: 659.640 = 230.700/ml u 9.64 = 3,14 ug/
/ml; y npo6 ¢ msyms kpecrukamu; 1617.550 % 521.310/ml un 18,99 * 7,68 wug/ml; y mnpo6
¢ Tpems Kpectukamy; 7 546.470 £ 4993.470/ml1 u 132,77 £ 117,80 ug/ml.

KpYNHLIH pPOraTelif CKOT; MAaCTHT; NMarHo3; GBICTPbIE TECTH; OLIEHKA; KJIETOYHOE CONepKaHue Mo-
JI0Ka; conep:KaHHe Ne30KCHPHOOHYKJIEHHOBOH KHCJOTHI

RYSANEK D, RENDA V. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslovakia).
Mechanism c¢f the Mastitis Test-NK Reaction and the Method of the Evaluation of
its Positivity. Vet. Med. (Praha) 16 (7) : 405-414, 1971,

It has been revealed on the basis of observation and laboratory examination that
freshly obtained milk samples collected immediately before milking and instantly
examined by the Mastitis Test-NK show only the gellification stage of the reaction.
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The occurrence of the flocculation stage is conditioned by the storage of the sample
and underlied by the presence of the milk fat. It has been demonstrated that the
observed flocculation stage is identieal to the Whiteside phenomenon. The procedure
and the key to the evaluation of the positivity of the Mastitis Test-NK reaction
with freshly obtained milk based on the gellification stage of the reaction were
developed with respect to the mentioned observations. The positivity degrees de-
termined by the key were calibrated by objective methods of quantitative nature.
The number of the cell elements (determined electronically) and the content of
deoxyribonucleic acid (determined by the diphenylamine reaction) were the following
in the negative samples: 284.500 = 91650/ml and 3.01 = 0.65 wug/ml in dubious
samples: 366.420 £ 129.810/ml and 4.93 % 1.08 pg/ml in single-cross samples: 659.640 =
+ 230.700/ml and 9.64 = 3.14 pg/ml in two-cross samples: 1617.550 % 521.310/ml and
18.99 = 7.68 ug/ml in three-cross samples: 7546.470 = 4993.470/ml and 132,77 =
+ 117.80 pg/ml

cattle; mastitis; diagnosis; quick tests; evaluation; cellular content of milk; deoxyri-
bonucleic acid content

RYSANEK D., RENDA V. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno, Tsche-
choslowakei). Reaktionsmechanismus des NK-Mastitis-Testes und Beurteilungsart
deren Positivitdt. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :405-414, 1971.

Auf Grund der Beobachtungen und der Laboruntersuchung wurde festgestellt, daf}
die unmittelbar vor dem Melken entnommenen und sofort mittels NK-Mastitis-Test
untersuchten frisch angemolkenen Milchproben nur eine Gelifikationsreaktionsphase
aufweisen. Das Vorkommen der Ausflockungsphase wird durch die Probenlagerung
bedingt und an die Anwesenheit des Milchfetts gebunden. Es wurde nachgewiesen,
dafl die beobachtete Ausflockungsphase mit dem Whiteside-Phdnomen identisch
ist. Mit Riicksicht auf die angefiihrten Feststellungen wurde der Vorgang und der
Schliissel zur Beurteilung der Reaktionspositivitit des NK-Mastitis-Testes mit frisch
gemolkener Milch, herausgehend aus der Gelifikationsphase der Reaktion ausge-
arbeitet. Die mittels Schliissel angefiihrten Positivitdtsstufen wurden durch quanti-
tative Methoden kalibriert. Die Anzahl der Zelleneclemente (elektronisch bestimmt)
und der Gehalt an Deoxyribonukleinsdure (mittels Diphenylaminreaktion bestimmt)
betrug bei den negativen Proben: 284500 %= 91 650/ml und 3,01 * 0,65 ug/ml; bei
dubiosen Proben: 366420 = 129 810/ml und 4,93 * 1,08 ug/ml; bei einkreuzigen:
659 640 = 230 700/ml und 9,64 = 3,14 ug/ml; be i zweikreuzigen: 7546 470 % 993 470/ml
und 132,77 * 117,80 ug/ml.

Rind; Mastitis; Diagnose; rasche Teste; Bewertung; Milchzellengehalt; Gehalt an
Deoxyribonukleinsdure

RYSANEK D., RENDA V. (Institut de recherches de la médecine vétérinaire, Brno,
Tchécoslovaquie). Mécanisme de la réaction du test Mastitis — NK et maniére d’ap-
préciation de sa positivité. Vet, Med. (Prague) 16 (7) : 405-414, 1971.

Sur la base des observations et des explorations de laboratoire il a été identifié que
les échantillons de lait fraichement recueillis immédiatement avant la traite et in-
stantanément examinés au moyen du test Mastitis — NK, n’accusent que la phase
de gélification de la réaction. L’apparition de la phase de floculation est condi-
tionnée par le stockage de I’échantillon et liée a la présence de la graisse laitiére.
I1 a été prouvé que la phase de floculation observée et le phénomeéne de Whiteside
sont identiques. Etant donné les constatations mentionnées, on a élaboré le procédé
et la clef de détermination de la positivité de la réaction du test Mastitis — NK
avec le lait fraichement trait, partant de la phase de gélification de la réaction. Les
taux de positivité, établis par la clef, étaient calibrés en appliquant les méthodes
quantitatives. L.e nombre d’éléments cellulaires — (établi par voie électronique) et
la teneur en acide désoxyribonucléique (déterminée par la réaction avec la diphényl-
amine) s’élevaient chez les échantillons négatifs a: 284500 = 91 650/ml et a 3,01 =*
0,65 ug/ml; chez les échantillons douteux: 366 420 = 129 810/ml et & 4,93 = 1,08 ug/ml;
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chez les échantillons a une croix: 659 640 = 230 700/ml et a 9,64 = 3,14 ug/ml; chez
les échantillons & deux croix: 1617550 = 521 310/ml et a 18,99 * 7,68 ug/ml: chez
les échantillons & trois croix: 7546470 = 4993 470/ml et & 132,77 * 117,80 ug/ml.

bovins; mastite; diagnostic; tests rapides; appréciation; teneur cellulaire du lait;
teneur en acide désoxyribonucléique

Adresa autorid:

MVDr. D. Ry§anek, MVDr. V. Renda, Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi.
Brno - Medlanky
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ELEKTRICKY ODPOR ME.RENY NA VAGINALNI SLIZNICI
U GRAVIDNICH A NEGRAVIDNICH PRASNIC

J. Podany, J. Muzikant, J. Canderle

Vyzkumny ustav veterindrniho lékavstvi, Brno

PODANY J., MUZIKANT J., CANDERLE J. Elektricky odpor méreny na va-
gindlni sliznici u gravidnich a mnegravidnich prasnic. ‘Vet. Med. (Praha) 16
(7) : 415-420, 1971.

U 46 prasnic, z toho u 31 zabrezlych plemenic, byly sledovany hodnoty elektric-
kého odporu méreného na vagindlni sliznici v ©iji (pfi zapu$téni ¢ inseminaci)
a za 21 a 42 dni na to. U zabfezlych prasnic byl zjistén mezi hodnotami sledo-
vaného kritéria, naméfenymi v fiji a po uplynuti 21 resp. 42 dni, priumérny
rozdil 41,1 resp. 39,5 ohmu, ktery je statisticky vysoce vyznamny (P < 0,001).
U nezabrezlych zvirat -¢inil primérny sledovany rozdil zkoumaného Kkritéria
— 1,0 ohm; je staticky neprikazny. Dynamika elektrofyziologickych vagi-
nalnich hodnot, sledovanych u plemenic v pribéhu prvnich dvou tfetin jejich
gravidity, je charakterizovdna kolisavou tendenci, aniz by v8ak do$lo k jejich
poklesu na uroven hodnot zji§fovanych v estru. Byla potvrzena mozZnost vyuziti
hodnoty elektrického odporu meéreného na vagindlni sliznici jako nového ne-
primého objektivniho kritéria prakticky pouzitelného k rané diagnostice gra-
vidity prasnic.

dynamika elektrofyziologické hodnoty vagindlni v prubéhu gravidity; rana
diagnostika brezosti prasnic

Zvysovani plodnosti prasat, jako jednoho ze zdkladnich ukazateld zdravi,
uzitkovosti a ekonomické rentability jejich chovii, je mimo jiné podminéno i od-
straficvanim viech pfi€in prodluzujicich neprodukéni obdobi. Jednou z mnich je
i skute¢nost, Ze jsou v naSich chovech drzena zvifata domnéle bfezi.

Mo#nost ¢asného stanoveni gravidity u prasnic se tedy jevi jako zdvazny
problém, ktery je neoddélitelnou souéasti péte o plodnost prasat a zdkladnim
predpokladem ¢inné kontroly celého reprodukéniho procesu. Dokladem toho
jsou rozsahlé prehledy metod diagnostiky bfezosti prasnic, publikované napf.
Samborskim (1961), Schdtzem a Buschem (1963), Cer-
nem (1964) a Krausem (1967). Sem patfi i prace naSich autort, mapf.
Véinika a kol. (1967), teSici otdazky rané diagnostiky gravidity prasnic
s moznosti praktického vyuZziti v rutinni diagnostice (napf. na zakladé histo-
logického vySetfeni vaginalni sliznice); Podany a Muzikant (1967) pak
uvadéji své poznatky o palpaéni rektdlni metodé a o metodé “non return testu”.
Pfevaina ¢dst zminénych praci je vénovdna laboratornim diagnostickym meto-
dam, dobfe propracovanym, které viak pro prakticky provoz v zemédélském za-
vodé nejsou vidy pouZitelné.

Zajimavé jsou préace nékterych autorli z posledniho Gdobi (napf. Rothe
1969). Popisuji zku§enosti s hormonalni testaci rané diagnostiky gravidity u pras-
nic, spofivajici v podstaté na vyuZiti steroidnich hormont (androgenii a estro-
gentl).

V névaznosti na své predchézejici prace o cykli¢nosti zmén elektrického od-
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poru vaginalni sliznice v pribéhu sexudlnich cykld plemenic (Podany a kol
1970, Podany a Muzikant 1970) jsme pilstoupili ke studiu tohoto kri-
téria i ve vztahu ke gravidité zapusténych prasnic. Ziskané poznatky jsou pfed-
métem této publikace.

MATERIAL A METODY

Ke sledovani elektrického odporu méfeného na vagindlni sliznici bylo po-
uzito metodického postupu a technického vybaveni, tj. stfidavého pfimo ukazu-
jiciho tranzistorového indikédtoru s detekéni sondou, popsaného v dfivéj§ich pra-
cich autori (Podany 1970, Podany a kol. 1970).

Pozorovali jsme 46 zdravych chovnych prasnic, vesmés plemene bilého uslech-
tiltho (BU), chovanych na farmé JZD Medlanky a z mens$i ¢asti ve stdjovych
objektech VUVL v Brné. Méteni sledované elektrofyziologické hodnoty na va-
gindlni sliznici v bezprostfedni blizkosti cervix uteri bylo u tychz kusi opako-
vano vzdy po uplynuti doby odpovidajici délce pchlavniho cyklu, tj. za 21 den,
a v pripadé nepfebéhnuti (u zabfezlych prasnic) pak znovu za dal§i tfi tydny.
U vétsiny sledovanych zvitrat byl e]ektrick)‘l odpor sledovan i v diestru, resp.
v udobi mezi predpckladanymi fijovymi cykly. Grav1d1ta sledovanych plemenic
byla dodate¢né potvrzena porodem.

Dosazené vysledky byly variaéné statisticky vyhodnocovdny s pouzitim po-
stupu a symboliky podle Roda (1966); slo jmenovité o parovy test, pfi cemz
d oznaluje sledovany primérny rozdil a symbol P — hladinu vyznamnosti.

VYSLEDKY

U 46 prasnic byly vyhodnoceny hodnoty elektrického odporu méfeného na
vaginalni sliznici, zji§téné v obdobi estru, tj. pfi pfipusténi ¢ inseminaci a opa-
kované sledované za 21 den (tj. po uplynuti doby odpovidajici délce pohlav-
niho cyklu). U zabfezlych 31 plemenic bylo méreni opakovdno jesté za dalsich
21 dni, tj. za 6 tydni po poslednim zapudténi ¢i inseminaci.

Ziskané prumérné hodnoty elektrického odporu vaginalni sliznice u za-
bfezlych i u 15 nezabfezljch kust jsou uvedeny v tab. I.

Vyhodnoceni primérného rozdilu mezi elektrofyziologickymi hodnotami va-
gindlnimi u gravidnich i negravidnich plemenic je vyjadfeno v tab. II (s po-

uzitim parového testu). Pramérny

1. Primérné hodnoty elektrického odporu IiOZdll meeu h(;ldnotaml sledovaného
méfeného na vaginalni sliznici v ohmech ritéria u fijicich se prasnic, zapusté-

nych ¢i inseminovanych v obdobi estru

. vymezeného na zakladé elektrofyziolo-
Plemenice | V estru (“2 1>2.lc.denza :.chjny gi}::ké hodnoty vaginélni a hodr}:otami
——| téhoZz kritéria, zji§ténymi u stejnych

Gravidni | 60,8 101,9 99,3 zvifat po uplynuti 21 dne, tj. odpovi-
Negravidand | 644 03t - dajicimi trvani jednoho fijového cyklu,

L ) ] ~ . ¢ini 41,1 ohmu (s rozpétim prumér-
Vysvétlivka: p. c. = post coitum, tj. po pripus- nvch hodnot od 383 do 439 ohmu)
téni resp. inseminaci ¥y gyt D ks !

— u zabfezlych plemenic (P < 0,001).

U prebéhlych prasnic (po 21 dnu) éini

tento rozdil v priméru pouze — 1,0 ohm (s rozpétim primérnych hodnot od
— 4,3 do 2,3 ohmu).

U gravidnich prasnic byl zji§tén mezi hodnotami sledovaného kritéria, na-

méfenymi v Fiji resp. pfi zapu$téni ¢i inseminaci, a hodnotami téhoZz kritéria po
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II. Test vyznamnosti primérného rozdilu mezi elektrofyziologickymi hodnotami va-
ginalnimi v ohmech

Pri pripusténi — inse- Pri pfipusténi — inse-
Plemenice minaci a za 21 den p. ¢. minaci a za 42 dny p. c.
d ' vyznamnost d viznammﬁ
Gravidni 41,1 P < 0,001 39,5 P < 0,001
Negravidni —1,0 neprukazné — —

uplynuti 42 dnt primérny rozdil 39,5 ohmu (s kolisdnim od 36,8 do 42,2
ohmu) . Tento priimérny rozdil je rovnéz statisticky vyscce pritkazny (P < 0,001).

Pro nazornost jsou elektrofyziclogické hodnoty vaginalni, sledované v pra-
béhu nékolika pohlavnich cykld, vyjadieny u jedné zabtezlé prasnice a u druhé
— pteb&hlé za 21 den po prvni inseminaci — graficky (obr. 1 a 2). Z obr. 1

2001

150

(T Rt N

1. Grafické vyjadreni U
elektrofyziologickych

hodnot sliznice vaginal-
ni zabrlezlé prasnice, 5o}
sledovanych po 12 tydnt
gravidity; datum insemi- — L 1 1 .
nace oznadeno — e. 2l #2 63 ONY 64

-

je patrny i prib&h hodnot elektrického odporu vaginalni sliznice, sledovanych
u prasnice v obdobi jeji gravidity, tj. konkrétné po 12 tydnu, coz odpovida udobi
Ctyf fijovych cykli — (obdobnd pozorovani probéhla celkem u 15 zvifat). Dy-
namika elektrofyziologickych hodnot je v tomto pfipadé charakterizovdna koli-
savou, tendenci, aniz by doslo k jejich poklesu na troveii hodnot zji§tovanych
v estru.

DISKUSE

Zistdva nesporné, ze nejvérohodnéj§im prikazem vysledki dspé§né kon-
cepce plemenic je porod.

Pozadavky praxe na ziskdni spolehlivé metody umoziiujici detekei estru
i ranou diagnostiku gravidity je v8ak nutné povaZzovat za pochopitelné a oprav-
néné. Dosavadni metody, kritéria nebo testy biochemické ¢i jiné povahy jsou
predevsim pro svij laboratorni charakter pro zemédélskou praxi obtizné pouzi-
telné — (napf. priikaz estrogentt v moéi bfezich prasnic, jak uvddi Rommel
[1962] a Vézinik a kol. [1967] a dalsi). Histobioptické vySetfeni vagi-
nalni sliznice je pak ve své kone¢né fazi rovnéZ vazdno na laboratof (Vé&z-

VETERINARNI MEDICINA — 1911 417



2001

150

100} k

1 1 1

1 21 42 63 ONY

2. Elektricky odpor sliznice vaginalni sledovany u prasnice
v pribéhu estrdlniho cyklu a v prvnich tydnech gravidity;
datum inseminace oznacéeno — @

nik a kol. [1967]). Palpatorické srovnédni tloustky arteria ulerina media
s arteria iliaca externa lze sice pro praxi doporudit, ale pouze jako metodu bez
naroku na ranost prikazu gravidity (Cerne [1964], Podany a Muzi-
kant [1967]).

Kritéria pro metodu rané diagnostiky bfezosti jsou tato: musi byt po-
uzitelnd co nejdiive po koncepci a musi byt spolehlivd; musi byt pro graviditu
nezdvadnd, tj. nesmi poskozovat ani matku ani plody; musi byt i technicky
1 materialné zvladnutelna.

V naSem piipadé nds pfivedly na myslenku vyuZiti hodnot elektrického

odporu méteného na vaginalni sliznici — jako nepfimého kritéria Gspésného
zabfeznuti — poznatky, ziskané pfi studiu dynamiky této hodnoty u prasnic

v prubéhu pohlavnich cyklt pfed inseminaci a po ni, resp. po zapusténi.

Ze statistického zhodnoceni dosazenych vysledkd plyne, ze zjistime-li
u prasnice za 21 den po inseminaci zminénou elektrofyziclogickou hodnotu va-
gindlni nejméné o 38 ohmu vys$si, lze potom s velkou pravdépodobnosti usuzo-
vat na jeji graviditu.

U souboru 31 sledované a zabfezlé prasnice byl rozdil hodnot elektrického
odporu vaginalni sliznice, zji§ténych pfi inseminaci ¢i zapu$téni a za 21 den
po ni, jen u 25,8 % ptipadii niz$i nez zminénych 38 ohmi — (d—1s); umoi-
nilo tedy pouzité kritérium wur¢it spolehlivé ranou diagnézu gravidity uz po
prvnim fijovém cyklu cca u 75 % ptipadii. U sledovanych nezabtezlych 15 kusi .
nebylo dosaZzeno ani v jednom pfipadé hodnoty rozdilu ve vysi 38 ohm.

Ke zvySeni spolehlivosti uvedeného kritéria k rané diagnostice gravidity
prispivd dalsi opakované méfeni elektrického odporu vagindlni sliznice u tychz
zvitat za dalSich 21 dni a pfipadné castéjdi sledovani zminéné hodnoty v ob-
dobi mozného piebéhnuti prasnice (tj. 19.—22. den po zapusténi & inseminaci).
Timto postupem lze postihnout pfipadnou individualitu nékterych zvifat v délce
trvani jejich fijového cyklu.
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V této souvislosti je nutné rovnéz uvést, ze jsme zjistili u ¢asti zvifat sle-
dovaného souboru nejniz§i hodnotu elektrického odporu na sliznici vaginalni
jeden den pred projevem reflexu nehybnosti, charakterizujicim vlastni fiji;
u téchto zvifat se hodnota elektrického odporu na zaéatku vlastniho estru (.
nasledujici den) vidy ponékud zvysila — viz obr. 2. Uvedeny poznatek je

Opakované sledovani eventudlni fije je na zakladé elektrofyziologické hod-
noty vagindlni — ve shora zminénych terminech — ma tedy prakticky vy-
znam spotivajici predev§im v kontrole priibéhu pohlavniho cyklu a umoZiiuje
véasnou detekei fije u prebihajicich se plemenic i v pfipadech, kdy probihad s ne-
dostateéné intenzivnimi klinickymi pfiznaky. Soucasné umoZiiuje popsana me-
toda ranou diagnostiku bfezosti. Jde tedy o nové nepiimé kritérium testace gra-
vidity, pouzitelné v praxi a objektivné&j§i nez napf. “non return test”.

Sledovani dynamiky elektrofyziologické hodnoty vaginalni sliznice u pras-
nic v prub&hu jejich gravidity ukazalo, Ze je charakterizovdna kolisavou tendenci,
aniz by v8ak doslo k jejimu poklesu na droveri hodnot zjisténych v estru.

U tfi prasnic byly sledovidny zminéné hodnoty i v obdobi poslednich tii
tydni pred porodem; hednoty elektrického odporu vaginalni sliznice mély
v tomto pripadé klesajici tendenci; dva resp. tfi dny pfed porodem dosdhly hed-
not minimalnich, tj. byly na trovni hodnot zji§ténych v estru.

Zavérem rozvahy mad vysledky je mozné konstatovat, ze v na$i praci byla
potvrzena moznost vyuziti hodnot elektrického odporu méfeného na vaginalni
sliznici jako mnového nepfimého objektivniho kritéria, prakticky pouZitelého
k rané diagnostice gravidity prasnic.
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IMOJAHBL Y., MY3BIKAHT M., YAHOEPJIE M. (llayyno-itccienonaTeibCKuil MHCTHTYT BeTe-
puHapuu, BpHo, Uexocnosaknus). DIeKTPocONPOTHBIEHME, 3AMEPEHHO: HA BATMHANBHON CHM3HCTOR
Y CynopocHeIx M HecymopocHeix cpuHeit. Ber. Mea. (Ilpara) 16 (7) : 415-420, 1971.
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Y 46 cBuHOMAaTOK, B TOM umcje 31 CynOpOCHOI, M3ydYaJH BEJHYHHbI 3JEKTPOCONPOTHBJEHUS, 3a-
MEpEHHOTO Ha BaTMHAJBHO CIM3HCTOH BO BPeMs OXOThl (NPH CHydKe HJIM OCEMEHEHHH), a TaKke
cnyers 21 u 42 nmeit. Cpenu BeJMUMH M3y4aeMOrO KDUTEDHs, BHIYMCIEHHBIX B IIEPHOL OXOTbI
u cnycrs 21 mam 42 nweit, ycrasosnena cpemsss pasnuna 41,1 u 39,5 oma, xoropas crarucTi-
gecku BoicokogHaunma (P < 0,001). ¥ HecymopocHBIX >KMBOTHBIX CPENHSsi PasHMULlA 3TOrO KpuTe-
pua cocrasusa 1,0 oMa; pasHHIA CTATHCTHYECKH HenocTosepHa. [luHaMuka sJeKTPOPH3HOJIOTIH-
YeCKMX BATMHANBHEIX BEJMYMH, M3yyaeMblX y MaTOK B XOJe IepBLIX IBYX TpeTedl MX cymopoc-
HOCTH, OTJHYaeTcs OTKJOHEHHSAMH, HO OHM He IalaloT HIDKe yPOBHA BEJAMYMH, yCTAHOBJIEHHBIX
B mepuom scrpyMa. IloaTBeprklieHa BO3MOKHOCTb MCIOJB30OBAHHMA BEJNMYMHDLI BJIEKTPOCONPOTHBIIE-
HHS, 3aMePeHHOr0 Ha BAarMHAJbHOH CIAM3MCTOH, KaK HOBOTO KOCBEHHOTO OBBEKTHBHOIO KpHUTepHi,
KOTODHIM MOKHO HA TIPAKTHKE MOJb30BATHCHA IS PAHHETO NMATHOCTHPOBAHM CYINOPOCHOCTII MATOK.

JHUHaMHIKa SJICKTPO¢H3HOJIOI‘PI‘-leCKOi"l BATMHAJIBHOM BEJUYHHLL B npoimecce CymnopoHOCTH; DPaHHAA
JHarHOCTHKA CYIIOPOCHOCTH MaTOK

PODANY J., MUZIKANT J., CANDERLE J. (Veterinary Research Institute, Brno,
Czechoslovakia). Electric Resistance Measured on Vaginal Mucous Membrane in Preg-
nant and Non-Pregnant Sows. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :415-420, 1971.

In 46 sows of which 31 were pregnant, the values of electric resistance measured
on vaginal mucous membrane in oestrus (when mated or inseminated) were in-
vestigated after 21 and 42 days. In pregnant sows an average difference 41.1 resp.
39.5 ohms was ascertained among the values of the studied criterion measured in
oestrus after 21 resp. 42 days, the difference was statistically highly significant
(P =< 0.001). In non-pregnant animals the average difference of the studied criterion
was — 1.0 ohm; it is statistically insignificant. The dynamics of electrophysiological
vaginal values studied in sows in the course of the first two thirds of their preg-
nancy is characterized by the variable tendency without any decline to the levels
ascertained in oestrus. There was confirmed the possibility of the utilization of
value of the electric resistance measured on the mucous vaginal membrane as the
new indirect objective ecriterion regarding the early diagnostics of the pregnancy
in sows.

dynamics of electrophysiological vaginal value in the course of pregnancy; early
diagnostics of the pregnancy in sows

PODANY J., MUZIKANT J., CANDERLE J. (Forschungsinstitut fiir Veterindvrme-
dizin, Brno, Tschecheslowakei). Der auf der Vaginalschleimhaut gravider und mnicht-
gravider Sauen gemessene elektrische Widerstand. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :415-420,
1971. -

Dei 46 Sauen, davon 31 graviden, wurden die Werte des auf der Vaginalschleimhaut
wihrend der Brunst (beim Zulassen oder bei der Besamung) und nach 21 bzw. 42
Tagen gemessenen elektrischen Widerstands verfolgt. Bei graviden Sauen wurden
zwischen den Werten dieses Kriteriums, die wihrend der Brunst und am 21. bzw.
42. Tag nachher ermittelt wurden, durchschnittliche Unterschiede von 41,1 bzw.
39,5 Ohm festgestellt, die statistisch hochsignifikant sind (P < 0,001), Der bei nicht-
graviden Sauen ermittelte durchschnittliche Wert des verfolgten Kriteriums betrug
1,0 Ohm und war statistisch nicht signifikant. Die Dynamik der bei den Sauen im
Verlauf der ersten zwei Drittel der Graviditat festgestellten elektrophysiologischen
Vaginalwerte weist eine schwankende Tendenz auf, ohne daff es aber zu einer
Abnahme derselben bis auf das Niveau der wédhrend der Brunst ermittelten Werte
kam. Es wurde die Méglichkeit einer Ausnutzung des auf der Vaginalschleimhaut
gemessenen elektrischen Widerstands als neuen indirekten objektiven Kriteriums
bei der praktischen Friihdiagnose der Graviditdt von Sauen nachgewiesen.

Dynamik des elektrophysiologischen Vaginalwertes im Verlauf der Graviditdt; Frih-
diagnostik der Graviditdat bei Sauen

Adresa autoriu:

MVDr. J. Podany, CSc, ing. RNDr. J. Muzikant, MVDr. J. Canderle,
Vyzkumny ustav veterindrniho lékaistvi, Brno
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SEZONNI DYNAMIKA A EPIZOOTOLOGIE NEMATODOZ
CERNE ZVERE (SUS SCROFA L. V OBORE KVETOV

J. Pav, D. Zajicek

Vyzkumny ustav lesniho hospoddistvi a myslivosti, Zbraslav n. VIt.
Parazitologicky ustav CSAV, Praha

Vénovdno k 60. narozenindm prof. MVDr. V. Dyka, DrSc.

PAV J., ZAJICEK D. Sezénni dynamika a epizootologie nematodéz Cerné zvére
(Sus scrofa L.) v obofe Kvétov. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :421-430, 1971.

V obore Kvétov, kde je celoro¢né chovana a prikrmovana c¢ernd zvér (Sus
scrofa L.), byli zjidfovani nematodi druhu Ascarops strongylina (Rud.), Physo-
cephalus sexalatus (Molin), Ascaris suum (Goeze), Globocephalus urosubulatus
(Aless.), Capillaria sp., Trichocephalus suis (Schrank), Metastrongylus elongatus
(Dujard.), Metastrongylus pudendotectus (Wostokov). Pravidelnym koprologickym
sledovanim zvifat byla béhem roku zji§téna dynamika vyluc¢ovani vaji¢ek jed-
notlivych druhti nematodi. Spole¢nym epizootologickym rysem sledovanych ne-
matodéz jsou dvou az trivrcholové Kkifivky maximélniho vyluéovani vaji¢ek
s maximy v zimé a v pozdnim lété. Vylucovani vaji¢ek u nékterych geohelminti
v zimé ustava (Ascaris, Trichocephalus), u biohelmintu klesa, ale pretrvava po
celé obdobi. Epizootologie nematodéz je vazana na klimatické podminky v obofe,
na starsi zvér jako $ifitele a na veterindrné hygienicka opatfeni na krmelistich.

plicni, zalude¢ni a stfevni nematodozy; dynamika vylucovani vajicek; prevence

Epizootologie nékterych helmintéz domacich prasat je propracovdna v inten-
zivnich i extenzivnich chovech (Hobmaier 1925; Alicata 1935; Kri-
vo¥ta 1939; Gildenblat 1939; Smytova 1963; Mozgovoj 1967).
U cerné zvéfe (Sus scrofa L.) mimo druhového zji§téni helminti (Jurasek
1956, 1959; Kotrly 1958; Pav, Kotrly, Zajicek 1961, 1962, 1963)
se dosud nalezy epizootologicky nehodnotily. Méli jsme moznost zabyvat se
epizcotelogickou situaci v obote Kvétov, kde je Eernd zvéfr celoroéné prikrmovana.

MATERIAL A METODY

V obofe Kvétov se Cerna zvéf soustfeduje na tfech krmelistich v poétu
kolem 220 kust. Ke kazdému krmelci dochdzi kolem 60—70 zvifat rizného
stdfi a pohlavi. U kazdého krmelisté se odebiralo v pravidelnych mési¢nich in-
tervalech po dobu 13 mésicii 15 vzorku Eerstvého trusu ke koprologickému vy-
Setfeni. PouZivali jsme flotatni metody (Breza 1959b) s kvantitativnim vy-
hodnocenim nélezii pomoci potitaci komérky podle McMastera a v pfepcétu na
1 g trusu (E.P.G). Nalezy vajitek u star§i zvéfe se hodnotily oddélené od
nélezti u selat. Primér téchto hodnot se stal smérodatnym ukazatelem pro vy-
skyt a dynamiku nematodéz v obote.

Pred zapocetim sledovani byla provedena helmintologicka pitva zazivaciho
traktu 67 strelenych divokych prasat a stanoven helmintologicky status.
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VYSLEDKY

Vychozi nédlezy nematodli z poldtku vySetfovdni v roce 1969 jsou uvedeny
v tabulce I, kde je soufasné zhodnocena intenzita i extenzita invazi v rdznych
vahovych a vékovych kategoriich. Vychazeje z téchto sekénich nélezi sledovali
jsme dynamiku vydeje vaji¢ek jednotlivych druhd nematodd pomoci koprolo-
gického vySetfeni po docbu 13 mésici poclinaje fijnem 1969 a konce fijnem
1970. ‘ (S

GEOHELMINTE

Ascaris suum Goeze, 1782

Vajicka skrkavek se vyskytcvala vétSincu u star§ich zvifat. Podle kopro-
logickych vySetfeni se objevila dvé maxima vydeje vajicek, a to v tnoru
a v srpnu, s naslednym poklesem v zafi a opétnym vzestupem v fijnu. BZhem
ostatnich mésici byl vydej vajitek rozkolisany a nepfesahl vyskyt 45 kust
v 1 g trusu. Nejcastéjsi nalezy se vyskytly u zvifat navitévuiicich krmeli§té
Bukovy vrch, kde jsme ziskali kompaktni kfivku nalezli pferusenou pouze v listo-

1. Prehled zjiSténych cizopasnikli u Cerné zvére v obore Kvétov

Selata Lon8dci Starsi Celkem
Druh cizopasnika pocet % pocet % poget % %
kustt | napadeni | kusti | napadeni | kust | napadeni | napadeni

Prorozoa

Eimeria debliecki 15 60 18 57,5 3 33,3 53,7

Eimeria perminuta 7 28 8 24,2 2 222 25,3
Nematoda

Metastrongylus

elongatus 25 100 33 100,0 9 100,0 100,0

Metastrongylus

pudendotectus 7 28 5 15,4 2 22,0 20,9

Globocephalus

urosubularus 23 92 19 53,0 4 44,0 68,5

Oesophagostomum

dentatum 3 12 2 6,0 1 11,0 8,8

Ascaris suum 3 12 4 12,1 — — 10,4

Ascarops strongylina 17 68 13 39,3 4 44,0 50,7

Physocephalus sexalatus 16 64 24 1257 5 55,0 67,1

Trichocephalus suis ’ 10 40 8 24,2 2 22,0 29,7

Capillaria sp. 3 12 4 12,1 1 11,0 11,9
Arthropoda

Ixodes ricinus 7 28 4 12,1 2 22,0 19,3

Haematopinus suis 5 20 1 3,03 1 11,0 10,4
Celkem vySetfeno kust 25 33 9 67
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1. Sezénni dynamika vy- P
lucovani vajicek Ascaris
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padu a v prosinci negativnimi nalezy (obr. 1). U obou zbyvajicich krmelci
jsme casto zaznamenali negativni nalezy. Smérodatnym ukazatelem celkové epi-
zootologické situace se zd4 byt kfivka primérnych nélezii u vsech tfi krmelcd.
U mladsich zvitat, zejména u selat, kterd se hodnotila zvlast, se vajitka askarid
vyskytovala sporadicky. Soudé podle pitev, neni askaridéza v obofe pfilis roz-
§ifend, protoze jsme ji <zji§tovali ojedinéle ve velice nizké 1-ntenz1te (maxi-
méalné ¢tyfi exemplafe u prasete).

Trichocephalus suis Schrank, 1888

Vydej vajiéek tenkohlavci se udrzoval od fijna 1969 v pomérné vyrov-
nané hladiné pouze s malym vykyvem v prosinci, po ném nésledoval pokles
k nulovym hodnotdim v lednu. Od kvétna pocéal prudce stoupat, az v srpnu
a zafi dosdhl maxima. Pomérné pravidelnou kfivku poskytovalo vySetfeni zvi-
fat nav§tévujicich krmeli§té Stehlovskd kolna, zatimco na krmeli§tich Bukovy
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2.Trichocephalus suis (oznaceni jako ma obr. 1)
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vrch a Kostelik byly nélezy od ledna do kvétna negativni. Tento stav nalezl
jsme zjistovali jak u starych zvifat, tak i u mladSich kusi a selat, v jejichz
trusu se objevila vajicka tenkohlaved aZ s nastupujicim létem. V prvnich pod-
zimnich mésicich nastal pozvolny pokles (obr. 2).
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3. Globocephalus urosubulatus (oznaceni jako na obr. 1)

Globocephalus urosubulatus Alessandrini, 1909

Vyskyt vajiek tohoto nematoda v trusu zvifat viech vékovych skupin byl
pomérné vysoky. Celkovy vyvoj globocephalézy v obofe naznaluje kiivka pru-
mérnych hodnot ze viech tfi krmeli§t (obr. 3). V podatku vySetfovani docha-
zelo k pronikavému sniZeni vydeje vajicek, které pfetrvdvalo do ledna, kdy byly
zjistény nejniz§i hodnoty. V tnoru nastal prudky vzestup vylucovéani vajicek,
ktery se je§té udrzel v bfeznu a po ném néasledovalo opétné snizeni v dubnu.
Mirny a kratkodoby vzestup v kvétnu vystfidal slaby pokles v ¢ervnu a cer-
venci. Od srpna vydej vajicek opét stoupal az k hodnotdm, které byly o mailo
vy$8i neZ pocatecni z predchoziho roku. Lze tedy mluvit o tfech vrcholech, a to
zimnim (anor az bfezen), jarnim (kvéten) a podzimnim (za¥i aZ fijen).
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Obraz vyskytu vajiek u zvifat nav§tévujicich jednotlivd krmeli§té byl sou-
visly a trvaly, vyjma krmelisté Kostelik, kde byl prokazan pokles k nulovym
hodnotdm v lednu a v Cervenci. U selat z vrha v prvnich mésicich roku 1969
se neprokdzaly kvantitativni odchylky od vydeje vajitek u starfich zvifat po
vsechny sledované mésice. U selat z vrhi z prvnich mésici roku 1970 se va-
jicka zacinala objevovat jiz od kvétna a Cervna. Selata se invadovala zahy po
vymizeni snéhové pokryvky, o ¢emiz svédéi nalez pres 1600 dospéleit tohoto
druhu u jednoho uhynulého selete.

Capillaria spec.

Vyskyt vajicek téchto nematodii se objevoval nepravidelné v trusu star-
§ich zvifat na vSech tfech krmelistich a vzhledem k tomu, Ze $lo o ojedinélé na-
lezy, nebylo je mozné hodnotit ani v koprologickych vySettenich, ami v helmin-
tologickych pitvach.

BIOHELMINTE

Ascarops strongylina, Rudolphi, 1819

Vyluéovani vajicek tohoto druhu Zaludeénich nematodii bylo naprosto pra-
videlné u vsech zvifat navs§tévujicich krmelisté. Celoro¢ni primérné hodnoty ze
viech tfi krmelist, vyjadfené kiivkou (obr, 4), uddvaji troji zvySeni vydeje va-
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4. Ascarops strongylina (oznaceni jako na obr. 1)

jicek, a to prvmi v prosinci s mirnym poklesem v lednu a dnoru, druhé v dubnu
s hlubokym poklesem az do &ervna a tfeti v srpnu a zari. Tuto kfivku prameér-
nych hodnot nejvice sledovala kfivka nalezti vaji¢ek u krmeli§té Kostelik a Steh-
lovskéd kolna. U krmeli§té Bukovy vrch doslo k vét§im nepravidelnostem v male-
zech, i kdyZ jsme zde zjistili silné invadované mezihostitele, koprofdgni brouky
rodu Geotrupes a Aphodius larvami tohoto druhu nematodt. Zji§téné hodnoty
odpovidaly pfedev§im naleziim u starsi zvéfe. U selat z vrhi v témZz roce (1969,
1970) nebyla je$té v letnim obdobi vaji¢ka zjistovana.
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Physocephalus sexalatus, Molin, 1860

Hodnoceni dynamiky vyludovdni vaji¢ek tohoto druhu Zzalude¢nich nema-
todd bylo velice obtizné, nebot se s nepravidelnostmi vyskytovalo u vsech krme-
list. Vajicka byla zjistovdna predevS§im v trusu starSich zvifat, pfiemZ pocet-
nost v 1 g trusu nepifesdhla podet 50 (E.P.G.). V kfivee zachycujici primeér
vySetfeni od vSech tfi krmeli§t (obr. 5) lze zjistit prvni maximdélni vydej vajicek
v prosinci, po némZ ndsledovalo lednové a tdnorové pieruSeni; dalsi maximum
vyluovani nastalo v dubnu. Po ném doslo k poklesu az vymizeni vajicek do
gervna a dervence a nasledovalo slabé zvySeni v srpnu a zafi s poklesem v Fijnu.
Rozkolisanost vyluéovani vajicek na jednotlivych krmelistich je mozné vysvét-
lit malou poletnosti vajicek v trusu zvifat vzhledem k nizké intenzité invazi u pit-
vanych divokych prasat. { 1

8

5. Physocephalus sexalatus (oznaceni jako na obr. 1)

Metastrongylus spec.

Stabilni vydej vajicek tohoto druhu plicnivek se zjisfoval pouze u krmelisté
Stehlovskd kolna a Kostelik. U krmelisté Kostelik doslo k nejvét§imu vydeji
vajitek v zimnich mésicich a na jafe, s minimem v 1été, podobné tomu bylo i na

100 ¢
B

VAJ/1G6 TRUSU

3
1

6. Metastrongylus spec. (oznacéeni jako na obr. 1)
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krmeli§ti Stehlovskd kolna, kde po maximalnim vyskytu vajicek v prosinci do-
chazelo k povlovnému vylufovéni vajicek od jarnich mésici k 1étu. Naopak na
krmeli§ti Bukovy vrch byl vrchol maximélniho vydeje vajiéek zaznamenédn v let-
nich mésicich s pcklesem v podzimnich. Kfivka primérnych hodnot (obr. 6)
ukazuie dosti vysoky vydej vaji¢ek v zimnich mésicich s poklesem v jarnich
a vzestupem v letnich mésicich. Porovname-li tuto kiivku vydeje vajiéek u vSech
krmelcd, zjistujeme, ze vyskyt vajicek v trusu byl pomérné trvaly. Je nutné vsak
dodat, Ze zjiStované hcdnoty byly ziskdny vySetfenim trusu star§ich a starych
zvifat, zatimco u mlad$ich zvifat (zejména selat) byly nalezy méné &asté.

DISKUSE

U uvedenych nematodéz erné zvéfe (Sus scrofa L.) se dosud nikdo ne-
zabyval sezénni dynamikou vydeje vajicek vzhledem k epizcotologii. V dyna-
mice vylutovéni vaji¢ek hraji zavazinou dlohu celkové klimatické poméry v dané
oblasti, protcze ty ovliviiuji vyvoj invaznich larev a vyluCovani vajicek inva-
dovanymi zvifaty naopak signalizuje probihajici invaze nebo zvySenou ovulaci
samicek. }

Vzhledem k epizootologickym pomérim v obofe je moiné naSe nilezy pfi
askaridoze konfrontovat se zjisténim Krivosty (1939), ktery pozoroval, ze
vyvoj vaji¢ek §krkgvek na pastviné neprobihal od fijna do dubna, zatimco v ostat-
nich mésicich roku probihal bez zdbran. Invazni larva se vytvofila za 21 den
pti teploté 18—24 °C. Nejkratsi doba vjvoje byla v letnich mésicich za 10 az
14 dnd. Podobna zjisténi uvadi 1 Alicata (1935). Témto nalezim odpc-
vidaji i k¥ivky grafu, které naznacuji probihajici invaze u zvifat.

Vyskyt vajicek tenkohlaved v letnim obdobi souvisi s jejich v&t§i naroc-
nosti na teplotni podminky pfi vyvoji larev; Alicata (1935) a Mozgo-
voj (1967) uvadéji, Ze vyvoj invaznich larev probéhne za 28 az 33 dny pfi
teploté¢ 28—30°C. Tito autori také zjistili, Ze v trusu prasat se larvy vyvijeji
pomaleji a v hnijicim prostfedi vyvoj viibec neprobiha. Podle pozorovani S éer -
binina (1949) se v letnich mésicich larvy formovaly ve stinu béhem 35 dni,
v mistech polozatemnélych se vyvinuly za 29 dnf, zatimco na mistech vysta-
venych slunci hynuly za tyden. Témto zji§ténim odpovidaji i vysledky naseho
sledovani vyvoje vajifek, kdy se jejich maximum objevovalo v trusu zvifat v nej-
teplej$im obdobi.

U Globocephalus urosubulatus se naSe pozorovani shoduji s tdaji Gil-
denblatové (1939), ktera zjistila, Ze vajicka se objevuji v trusu zvifat 22.
den po invazi. Nejvétsi invaze u prasat na pastvé zjistila v bfeznu, jarni po-
kles v kvétnu a od ¢ervna mirny vzestup pfes podzimni mésice s kulminaci
v lednu. Zd4 se, ze dynamika vydeje vajicek u domécich prasat je vice ovliv-
néna ustdjenim, zatimco u divokych prasat podle na§ich pozorovdni se vice
piizptisobuje klimatickym podminkdm ro¢nich obdobi.

Vyvoj larvalnich stadii a dynamiku invazi Ascarops strongylina u doma-
cich prasat sledovala Smytova (1961, 1962) a uvadi, Ze v SSSR maxi-
mum invazi u pasenych prasat se objevuje v srpnu a minimum v bfeznu. U ro¢-
nich prasat se maximalni invaze vyskytuji v srpnu az fijnu a snizuji se b&hem
zimnich mésici. Podle naSich koprologickych vySetfeni probihala invadovanost
v obofe Kvétov ponékud odlisné u star§ich zvifat, jenom u selat odpovidala
zji§ténim autorky.
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U nematod@ Physocephalus sexalatus nebyla dosud hodnocena ani dyna-
mika invazi, ani vyluovani vaji¢ek. U obou druht je invaze zavisld na vyskytu
larev u koprofignich broukd, ktefi jsou mezihostiteli (Zajicek,™ Péav,
v tisku). .

Plicnivky Metastrongylus elongatus a M. pudendotectus potfebuji ke svému
larvalnimu vyvoji desfovky jako mezihostitele (Breza 1959a). V nich se po-
dle Alicata (1935) vyvinou invazni larvy za 25 az 35 dn, Tiunov
(1960) uvadi optimalni dobu vyvoje 40 az 45 dni, nejdelsi do 60 dnt. Pri-
hlédneme-li ke zji§ténim obou autort, mtize k invazim dochédzet v celém teplej-
$im obdobi rcku, kdy se de$tovky zdrzuji blizko pod povrchem ptdy. Pfesto vSak
je obtizné vysvétleni pro vydej vajicek v zimnim obdobi. Obdobny vydej larev
plicnivek ¢&eledi Protostrongylidae jsme pozorovali v zimnim obdobi u jele-
novitych (Pav, Zajicéek 1969).

Ve vSech pfipadech sledovanych nematodéz v obote jsme jako hlavni zdroj
invazi zjistili mnohaletd, hygienicky zanedbana krmelisté, kde se zvifata pravi-
delné scustfeduji a kde zarcdky se mohou nejen vyvijet, ale i pfezivat a s roz-
trouSenym krmenim znovu invadovat zvéf.
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TTAB 1., BAUYEK [. (HayuHo-uccnenoBaTelbCKHil MHCTHTYT JIECHOTO M OXOTHMYBErO XO3AHCTBA,
36pacnas-u-Bar.; Ilapasutonornueckuit uncruryr YCAH, Ilpara, Yexocnopakus). Cesonnas nu-
HIMHMKA M SIM300TOJOTMA HeMaTOmO030B HHKMX Kabauos (Sus scrofa L.) B samoseanuxe Kseros.
Ber. Men. (Ilpara) 16 (7) : 421-430, 1971.

B sanosennuke KseroB, rie Kpyripiii roi passoisT M INPHKAPDMAMBAIOT NUKUX Kabauos (Sus
scrofa L.), onpemensau Hemartoas sumos Ascarops strongylina (Rud.) Physocephalus se-
xalatus (Molin), Ascaris suum (Goeze), Globocephalus urosubulatus (Aless.), Capilla-
ria sp., Trichocephalus suis (Schrank), Metastirongylus elongatus (Dujard.), Meta-
strongylus pudendotectus (Wostokov). IlyreM cucTeMaTHyeckoro KOMpOJOrHYECKOro Habiiio-
lleHuA 34 KUBOTHBIMH B TedeHHe roza onpe,uem«mn .HHIIBMPIKY BblIOEJEHHUA AUL OTIEJIbBHBIMH BH-
namMu HeMmaron. OfIjedl 3MM300TOJOTHYECKON UepPTONl HM3yuyaeMbix HEMAaTONO30B ABJAIOTCA 2—3-Bep-
XylI2uHble KPHBhie MAKCHMAJIBHOTO BHILEJIEHUs SUL, ¢ MaKCUMyMaM¥ 3MMOM M IO3IHUM JIETOM.
Y uekoropeix reorensmuntos (Ascaris, Trichocephalus) snizenenue aui mpekpaujaercs, y 6uo-
reJbMUHTOB TIOHMJKAETCs, HO COXPAHAETCSA B TE4eHHE BCEro mepuona. OIMU300TONOTHA HEMATONOB
83aBHCHUT OT KJIMMaTH4YECKHUX yC.TlOBPIﬁ 3arnoBeOHUKa, OT CTﬂpOi;l INYHM KaK pacrnpoCTpaHHUTeNnd 60*
JIe3HH M OT BeTePHMHAaPHO-CAHMTAPHBIX Mep B KOPMyIIKax.

JErOYHbIS, JKeJNyINOuYHBIe M KHIIYHBIE HEeMaTOIO03bl; AHHAMHKAa BhIIACJEHHUA UL npot{)unam‘m(a

PAV J.,, ZAJICEK D. (Research Institute of Forestry and Hunting, Zbraslav n. Vlt,,
Institute of Parasitology of the Czechoslovak Academy of Sciences, Praha, Czecho-
slovakia). Season Dynamics and Epizootology of Wild Boars (Sus scrofa L.) Nema-
todoses in the Preserve of Kvétov. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :421-430, 1971.

In the preserve of Kvétov, where wild boars (Sus scrofa L.) are kept and given
supplementary food all the year round nematodes of the following species: Ascarops
strongylina (Rud.), Physocephalus sexalatus (Molin), Ascaris suum (Goeze), Globo-
cephalus urosubulatus (Aless.) Capillaria sp. Trichocephalus suis (Schrank). Meta-
strongylus elongatus (Dujard.), Metastrongylus pudendotectus (Wostokov) were de-
termined. By means of a regular coprological observation of the animals the dynamics
of egg excretion of each kind of nematodes was determined during the year. Two
to three-peak curves of maximum egg secretion with maxima in winter and late
summer are a common epizootological trait of the observed nematodoses. Egg excre-
tion ceases in winter in some geohelminths (Ascaris, Trichocephalus), it decreases
but lasts for the whole period in biohelminths. The epizootology of nematodoses
depends on the climatic conditions in the preserve, on older game spreading them
and on the veterinary and hygienical measures at feeding places.

lung, stomach and gut nematodoses; dynamics of egg excretion; prevention

PAV J., ZAJICEK D. (Forschung:institut fiir Forstwirtschaft vnd Jagdwesen, Zbra-
slav. n. VIt, Institut fiir Parusitologie der Tschechosiowakischen Akademie der
Wissenschaften, Praha, Tschechoslowakei). Saisondynamik und Ersizootologie der Ne-
matodosen des Schwarzwildes (Sus scrofa L.) im Gehege Kuréizr. Vet. Med. (Praha)
16 (7) :421-430, 1971.

Im Gehege Kvétov, wo Schwarzwild (Sus acrofe L) das ganze Jahr gehalten und
zusétzlich gefiittert wird, sind Nematoden der Arten Ascarops strongylina (Rud.),
Physocephalus sexalatus (Molin), Ascaris suum (Goeze), Globocephalus urosubulatus
(Alexx.), Capillaria sp., Trichoceriilus suis (Schrank), Metastrongylus elongatus
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(Dujard.) Metastrongylus pudentotectus (Wostokov) ermittelt worden. Durch eine re-
gelmiBige koprologische Verfolgung der Tiere wurde im Laufe des Jahres die Dy-
namik des Eierausscheidens der einzelnen Nematodenarten ermittelt. Zwei- bis
Dreischeitelkurven der maximalen Eierausscheidung mit Maxima im Winter und
Spiatsommer sind ein gemeinsamer epizootologischer Zug der verfolgten Nemato-
dosen. Im Winter hort die Eierausscheidung bei einigen Geohelminten (Ascaris, Tri-
chocephalus) auf, bei Biohelminthen wird sie herabgesetzt, jedoch dauert fiir die
ganze Periode. Die Nematodosenepizootologie ist auf die klimatischen Bedingungen
im Gehege, auf das #ltere Wild als Verbreiter und auf die veterindr-hygienischen
Mafinahmen auf Futterpldtzen gebunden.

Lungen-, Magen- und Darmnematodosen; Dynamik der Eierausscheidung; Pravention

PAV J., ZAJICEK D. (Institut de recherches pour la sylviculture et la cynégétique,
Zbraslav sur la Vltava, Institut de parasitologie de 1’Académie tchécoslovaque des
sciences, Prague, Tchécslovaquie). Dynamique saisonniére et épizootologie des mné-
matodoses des bétes noires (Sus scrofa L.) dans le parc a gibier Kvétov. Vet. Med.
(Prague) 16 (7) :421-430, 1971.

Dans le parc a gibier Kvétov, ou l'on éleve et effectue la distribution supplémen-
taire des aliments aux bétes noires (Sus scrofa L.), on identifiait les nématodes des
genres Ascarops strongilina (Rud.), Physocephalus sexalatus (Molin), Ascaris suum
(Goeze), Globocephalus wurosubulatus (Aless.), Capillaria sp., Trichocephalus suis
(Schrank), Metastrongylus elongatus (Dujard.), Metastrongylus pudendotectus (Wosto-
kov.). En effectuant régulierement les analyses des matiéres fécales des animaux,
on a pu identifier au cours de l’année la dynamique de sécrétion des oeufs des
especes particulieres de nématodes. Ce sont les courbes & deux ou trois sommets
de sécrétion des oeufs, accusant les maxima en hiver et en été tardif qui consti-
tuent le caractére épizootologique commun des nématodoses suivies. La sécrétion des
oeufs s’arréte en hiver chez certains géohelminthes (Ascaris, Trichocephalus), dimi-
nuant chez les biohelminthes, mais ne s’arréte pas pendant toute la période. L’épi-
zootologie des nématodoses est liée aux conditions climatiques dans le parc a gi-
bier, au gibier plus agé en tant que transmetteur, et aux mesures hygiéniques et
vétérinaires aux places de fourrage.

nématodoses pulmonaires, stomacales et intestinales; dynamique de la sécrétion des
ceufs; prémunition ?

Adresy autori:

MVDr. J. P4av, Vyzkumny ustav lesniho hospodaistvi a myslivosti, Zbraslav n. Vit,,
MVDr. D. Zajiéek, CSc., Parazitologicky ustav CSAV, Praha 6, Flemingovo n. 2
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EXPERIMENTALNI INVAZE PLICNIVKAMI
DICTYOCAULUS VIVIPARUS
U MORCAT PO PARENTERALNI APLIKACI LAREV

J. Tomanek

Vyzkumny iustav veterindrniho lékarstvi, Brno

TOMANEK J. Experimentdlni invaze plicnivkami Dictyocaulus viviparus u mor-
¢éat po parenterdlni aplikaci larev. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :431-437, 1971.

Bylo prokazano, Ze po s.c., i.m. a i.p aplikaci invaznich larev Dictyocaulus
viviparus dochdzi k invazi do plic morc¢at a zjisténé pocéty larev za tii dny po
aplikaci se podstatné neli§i od poétu larev zjisténych po invazi per os. Vyvoj
larev ozarenych 20 kR aplikovanych s. ¢. mor¢atim probihal stejnym zpusobem,
jako u larev ozarenych stejnou expozici, které byly aplikovany per os. U larev
ozarenych 40 kR byly zjistény rozdily 10. dne po invazi. U larev ozaienych
vysokymi expozicemi 80—120 kR bylo zjisténo, Ze po peroralni invazi migruji
do plic morc¢at ve vétsim poc¢tu nez larvy, aplikované s.c. Zji§téné poznatky
slouzi jako podklad pro dal$i pokusy s imunizaci zvifat larvami aplikovanymi
parenteralné.

invazni larvy; ionizujici zareni; plice; migrace

Obvykla cesta invaze plicnivkami z rodu Dictyccaulus u pfirozenych hosti-
teld je per os pfi paseni zvifat na zamofené pastviné nebo ptfi piti vody z ne-
hygienickych napajedel, do kterych byly splachnuty invazni larvy. Doposud ko-
meréné vyrabéné vakciny proti diktyokauléze skotu a ovci, obsahujici invazni
larvy oslabené ionizujicim zafenim, jsou rovnéz aplikovdny ve formé suspenze
per os.

O parenterdlni aplikaci larev plicnivek se pokusilo s rtiznym cilem za-
méfeni nékolik autort. Uspénou invazi po subkutdnni injekci I. a III. stadia
larev Dictyocaulus viviparus provedli u telat Wade a Swanson (1958).
U zvifat doslo k typické vermindzni pneumonii a k vyludovini larev trusem.
Cornwell (1962) uspéiné imunizoval telata i. p. aplikaci IV. larvadlniho
stadia plicnivek Dictyocaulus viviparus, které byly ziskdny z plic telat. U pfi-
buzného druhu plicnivek Dictyocaulus filaria zjistili Davtjan a Sulc
(1956) po intraperitonedlni a intramuskuldrni aplikaci 35 000—150 000 in-
vaznich larev ovcim, ze 0,01—0,03 % aplikovanych larev migrovalo do plic
a dosdhlo dospélosti.

Protoze pokusy s riznou parenterdlni aplikaci larev plionivek u pfiroze-
nych hostiteld by byly znaéné nakladné, uskutetnili jsme predbéini sledovani
na morcatech, kterd byla pouzita jako modelova zvifata pfi invazich larvami
Dictyocaulus viviparus jiz dfive fadou autori (Wade a kol. 1960, Poyn-
ter a kol. 1960, Tomadnek a Prochazka 1965, Tomanek 1968).
Cilem této préce bylo zjistit, zda po rlizné parenteralni aplikaci invaznich larev
Dictyocaulus viviparus dochazi k invazi do plic moréat a srovnat stupeii vy-
voje larev neozifenych a ozdfenych ionizujicim zafenim.
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MATERIAL A METODY

Invazni larvy Dictyocaulus viviparus byly izolovany z trusu pokusné in-
vadovanych telat. Zbytky detritu byly odstranény opakovanou dekantaci. Pak
byly larvy tfikrat promyty sterilnim fyziologickém roztokem s piidavkem mer-
tiolatu 1: 10 000 s naslednou centrifugaci 5 minut pfi 1000 obr./min.

Larvy oslabené ionizujicim zafenim byly ozafeny therapeutickym rentge-
novym piistrojem TUR 250 pifi 180 kV, 15 mA, filtraci 2,5 mm Al, OK =
= 21 cm a prilivu 800 R/min.

Larvy byly aplikovany morcatim o vaze 250—300 g v ddvce 5000, 10 000
nebo 20 000 kust v 0,5 ml sterilniho fyziologického roztoku subkutdnné na hibe-
té, intramuskuldrné do stehenniho svalstva pravé kondetiny a intraperitonealné
béznou metodou. Déle byly udélany pokusy s invazi larev per cutim. Morceti
byla oholena srst na bfichu a zadnich konéetinich a zvife bylo posazeno po dobu
60 minut do men$i niddoby s malym mnozsvim vody, ve které byl vét§i pocet
invaznich larev plicnivek. Pfi opakovani pokusu s invazi per cutim byla teku-
tina obsahujici invazni larvy kapdna na oholenou kiZzi hibetu; zvifeti bylo za-
branéno olizat si mokrou srst obsahujici larvy. V obou pfipadech byla srst ho-
lena holicim strojkem se ziletkou, takze doslo k drobnym pcranénim pokozky.

Zvifata byla utracena za tfi, pfip. za Sest a deset dni po aplikaci larev.
Po makroskopickém posouzeni byly plice tupé roztrhdny na drobné kousky po-
moci pinzet a maceroviany ve fyziologickém roztoku pfes noc v termostatu pfi
teploté asi 35 °C. Roztok byl potom ptecezen ptes sitko a odstfedovan 3—5 mi-
nut pti 1000 obr./min. Ziskany sediment byl rozetfen v tenké vrstvé na pod-
lozni sklicko a prohlizen pfi malém zvétSeni mikroskopem. Ve viech ptipadech
byl zpracovan cely sediment. Stadium vyvinu larev bylo stanoveno podle dfive
publikované prace (Toméanek 1968).

VYSLEDKY

Nase pokusy prokazaly, ze invazni larvy Dictyocaulus viviparus, aplikované
ruznymi parenterdlnimi zplsoby, migruji do plic. Pocet larev zjisténych v pli-
cich moréat za tfi dny po invazi se signifikantné neli§i od poétu larev zji§ténych
po invazi per os pfi pouziti stejného poctu larev ze stejné Sarze. Vysledky
jsou patrny z piehledné tabulky I. Stupeni vyvoje larev byl ve viech pfi-
padech stejny a odpovidal III. svledenému larvalnimu stadiu.

Jelikoz s. ¢. injekce larvalni suspenze predstavuje pro pripadné praktické
pouziti pfi vakcinaci nejvhodnéj§i zplisob aplikace, vénovali jsme v dalSich po-
kusech se s. c¢. aplikaci pozornost také larvdm oslabenym ionizujicim zafenim.
Larvy oslabené expozici 40 kR ionizujiciho zéfeni aplikované s. c. byly zjisfo-
vany za tfi dny po invazi v plicich v pfiblizné stejném poétu jako larvy apli-
kované per os. Poéty zjisténych larev se rovnéz nelidily od vysledkd ziskanych
jak po s. c., tak po perordlni aplikaci stejného po¢tu neozafenych invaznich
larev.

Dalsi pokusy se s. c. aplikaci larev oslabenych vy$§imi expozicemi ioni-
zujiciho zafeni (80, 100 a 120 kR) jsou patmé v tabulce II. Se stoupajici cel-
kovou expozici klesal pocet zjisténych larev, které migrovaly do plic. VySetre-
nim podkozi v misté injekce bylo zjisténo, Ze ¢ast larev zde setrvavad i za tfi
dny po aplikaci. Larvy ozéfené 120 kR byly z vétsi &asti mrtvé, pouze mali
¢ast byla pohybliva; tyto larvy byly prevainé svledené. Z larev ozatenjych 80

432 VETERINARNI MEDICINA — 1971



1. Pocet zjisténych larev v plicich moréat po rtzné aplikaci invaznich larev Dictyo-
caulus viviparus

Zpusob Pocet aplikovanych : Pocet larev v plicich
aplikace larev Expozice za tfi dny po invazi
s. ¢ 20 000 neozar. 353, 423 .
per os 20 000 neozar. 375, 460
5. C. 20 000 ozar. 40 kR 362, 367
per os 20 000 ozaf. 40 kR 360, 372
per os 5000 neozar. 70, 108
5. c. ) 5 000 neozar. 72, 74
1. m. 5 000 neozar. 48, 172
1. p. 5 000 neozar. 78, 122
per cutim v nadobé
(oholené bficho) 10 000 neozar. 45
larev
per cutim na kuazi
(oholeny hibet) nakapano neozar. 0, 0
5000
larev

II. Poéty larev v plicich morc¢at po s.c. a peroralni apli-
kaci 10 000 invaznich larev Dictyocaulus viviparus ozate-
nych expozicemi 80—120 kR paprsky X

& ocet larev
azpqi‘;{saocl; Expozice v pli]:;gﬁit::atzfii dny

5.6 120 kR 8, 10
100 kR 37, 46

80 kR 49, 176

neozar. 418, 605

per os 120 kR 94, 101
100 kR 251, 364

80 kR 160, 326

neozar. 515, 1003

a 100 kR byla primérné polovina Zivych. Larvy neozédfené, zjisténé v podkoii,
byly pfevazné zivé a svletené. Ze srovnédni poctu zjisténych larev v plicich mor-
Cat po s. ¢. a perordlni aplikaci je patrné, Ze larvy oslabené vys§imi expozicemi
(80—120 kR) migruji do plic po s. c. aplikaci v men$im po¢tu nez larvy
aplikované per os. U larev neozdfenych (tabulka I a II) byly v plicich morcat
zjistovany po s. ¢. a peroralni aplikaci ptiblizné stejné poéty.

V dalsim pokusu jsme sledovali, jak dlouho ztstdvaji larvy v plicich a stu-
peil vyvoje larev oslabenych expozici 20 kR po s. c¢. aplikaci ve srovnani se
stejné oslabenymi larvami podanymi per os a neozdfenymi larvami aplikova-
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IL6T — VNIDIAAW INHVNIHALAA vsv

111. Poéty larev ziskanych z plic moréat za 3, 6 a 10 dni po s. c. a perordlni aplikaci invaznich larev Dictyocaulus viviparus

3. den 6. den 10. den
Expozice, aplikace*) v
III1. svl. III-1V v IV-Vv celkem III-1v v 2 3 celkem
20 kR 57 25 14 0 39 0 0 0 0
36 10 13 0 23 1 7 2 0 10
s.c 4 10 15 4 29 2 2 11 0 15
97 45 42 4 91 3 9 13 0 25
@ 32,3 @ 30,3 g 8,3
40 kR 128 1 12 0 13 0 7 0 0 7
97 12 90 3 105 0 20 1 0 21
5. €. 14 3 38 49 0 23 0 0 23
239 16 140 11 167 0 50 1 0 51
@ 79,7 @ 55,7 @ 17
20 kR 101 9 27 0 36 0 15 22 0 37
140 35 72 13 120 0 11 0 17
per os 21 0 4 1 5 0 4 0 11
262 44 103 14 161 0 28 37 0 65
o 87,3 @ 53,7 z 217
neozar. 42 20 26 21 67 0 11 44 74 129
26 24 49 11 84 0 0 19 10 29
s ¢ 15 10 5 12 27 nehodnoceno
83 54 80 44 178 0 11 63 84 158
@ 21,7 @ 59,3 @ 79

*) — kazdému mordéeti bylo aplikovano 5000 larev




nymi s. ¢. V kazdé skupiné bylo devét morcat, z nichz byly v urcené dobé tfi
kusy z kazdé skupiny utraceny. Vysledky ziskané¢ za 3, 6 a 10 dni po invazi
jsou patrné z tabulky III. Tteti den po invazi byly u vSech skupin zjistény
v plicich moréat larvy odpovidajici III. svletenému larvalnimu stadiu. U sku-
pin morcat, kterym byly aplikovany s. c¢. larvy neozafené a ozafené 20 kR,
byl zjistén v praméru pfiblizné stejny pocet larev. U zvifat invadovanych per
os larvami ozafenymi 20 kR a s. ¢. 40 kR byl zjistén vice neZ dvojnisobny
pocet larev. Sesty den po invazi se primérné zji§téné polty larev u vSech sku-
pin vyrazné nelisily, i kdyZ u moréat invadovanych s. c¢. larvami ozafenymi
20 kR byl zji§tén nejniz§i primérny pccet. Urcité rozdily se vsak zacaly ob-
jevovat ve vyvojovém stadiu larev mezi IV. az V. stadiem. U zvifat invado-
vanych s. ¢. neozdfenymi larvami byl polet téchto larev vyrazné vyssi. Nej-
vétsi rozdily v celkovém poétu primérné zjisténych larev a v jejich vyvojovém
stadiu byly zjistény 10. den po invazi. NejvyS§§i polet byl zji§tén u moréat in-
vami ozdfenymi 20 kR. U této skupiny byly zji§tény je§té 10. den ojedinélé
larvy cdpovidajici vyvoji mezi III. az IV. stadiem. U skupin, u kterych byly
aplikovany larvy ozafené 20 a 40 kR, nebyli zji§téni u V. larvdlniho stadia
zadni samedci.

DISKUSE

NaSe pokusy prokazaly, ze po s. ¢., i. p. a i. m. aplikaci invaznich larev
dochazelo k invazi plic u moréat a poéty larev zji§téné za tfi dny po invazi se
podstatné neliSily od poétu larev zji§ténych po invazi per os. Tim jsme si za-
roveni ovéfili nékteré udaje, které publikovali o paranterdlni aplikaci plicnivek
uovei Davtjam a Sulc (1956), a u skotu Wade a Swanson (1958).
Domnénku, Ze k invazim miZe dochdzet u skotu v pfirozenych podminkach
noranénou pokozkou, kterou vyslovili Wade a Swanson (1958), se ndm
nepodafilo jednoznac¢né prokazat. Zatimco u mordete, kterému byla oholena srst
na bfiSe a bylo posazeno na dobu 60 minut do vody obsahujici invazni larvy,
byla po tfech dmnech zji§téna invaze larev v plicich, v dal§im pokusu, pfi kterém
byla suspenze larev kapana a vtirdna jemnou masazi sklenénym kapatkem na
ohclenou kizi hibetu po dobu 60 minut, jsme invazi larev v plicich moréat
nezjistili. V obou piipadech doslo pfi holeni k drobnym poranénim pokozky.
Domnivame se, Zze v prvnim piipadé neni vyloudena i soudasnd invaze per os,
nebof morce si mohlo olizat mokrou pokozku a okolni srst. Pfi aplikaci larev
na oholenou kuzi hibetu byla tato moznost vyloudena.

Vyvoj larev ozafenych 20 kR, které byly aplikovany s. ¢. moréatim, pro-
bihal v podstaté stejnym zptsobem jako u larev ozafenych stejnou expozici,
kterymi byla invadovdna moréata per os v naSich dfivéjsich pokusech (Tom 4 -
nek, Prochazka 1965). U larev ozdfenych 40 kR, aplikovanych s. c.,
byly zjistény 10. den po invazi larvy IV. larvilniho stadia, zatimco po pero-
ralni aplikaci larev ozafenych stejnou expozici zadné larvy zjistoviny mebyly.
Tento rozdil byl patrné zpisoben tim, Ze &ast larev aplikovanych s. ¢. migre-
vala do plic opozdéné, takze je§té nedoflo k jejich vypuzeni mezi IV. a V. lar-
valnim stadiem, jak uvddéji Poynter a Terry (1962) po invazi per os
u larev Dictyocaulus viviparus oslabenych expozici 40 kR a jak jsme zjistili v ma-
§ich pokusech na moratech (Toméanek, Prochdzka 1965).

Pfi s. ¢. aplikaci larev ozadfenych vysokymi expozicemi 80—120 kR mor-
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¢atim nam nevySel na§ pivodni zdmér oslabit larvy natolik, aby zistaly Zzivé
v podkozi a nemigrovaly do plic. Prokdzali jsme v3ak, Ze larvy oslabené vy-
sokymi expozicemi ionizujiciho zafeni migruji po perordlni invazi ve vét§im
poétu do plic moréat nez stejné oslabené larvy aplikované s. c.

Zjisténé poznatky o invazi larev do plic moréat po parenteralni aplikaci bu-
dou vyuzity pfi imunizaci zvifat larvami oslabenymi ionizujicim zéfenim.

Literatura

CORNWELL R. L., 1962, Production of immunity to Dictyocaulus viviparus by the
parenteral administration of fourth stage larvae. J. comp. Path. Ther. 72 : 181-189.

DAVTJAN E. A., SULC R. S, 1956, Vvedenije zivych kultur li¢inok dlja immuni-
zacii k legoénym gelmintam. Izv. akad. nauk armjanskoj SSR 9 :67-73.

POYNTER D. JONES B. V., NELSON A. M. R, PEACOCK R., ROBINSON J.,
SILVERMAN P. H., TERRY R. J, 1960, Recent experiences with vaccination.
Vet. Rec. 72 :1078-1090.

POYNTER D., TERRY R., 1962, Progress towards the satisfactory standardization
of an X-irradiated lungworm vaccine. Proc. 7Tth Int. Soc. Biol. Standardization,
London, 7 :520-525.

TOMANEK J., 1968, Experimentelle Ansteckung von Meerschweinchen mit Dictyo-
caulus viviparus. Helminthologia 9 : 559-562.

TOMANEK J. PROCHAZKA Z. 1965, Provéieni biologické uéinnosti ionizujiciho
zareni na invazni larvy Dictyocaulus vivivarus na moréatech. Vet. Med. (Praha)
10 : 481-488.

WADE A. E., SWANSON L. E., 1958, Lungworm infections in calves produced by
subcutaneous injections of larvae. Am. J. vet. Res. 19 :792-793.

WADE A. E, FOX L. E, SWANSON L. E, 1960, Studies on infection and immunity
with the cattle lungworm Dictyocaulus viviparus (Bloch). II. Reinfection immu-
nity in guinea pigs. Am. J. vet. Res. 21 : 758-760.

Doslo dne 12, 11, 1970

TOMAHEK W. (Hayuso-uccnenosaTenbCKHit MHCTHTYT BeTepuHapuu, Bpuo, Uexocnosakus).
AKcnepuMeHTanbHas MHBasHA reasMmuHTOM Dictyocaulus viviparus y MOpPCKHX CBHHOK IIO-
cne TapeHTepanbHOro npuMeHeHms amumHoK. Ber. Men. (Ilpara) 16 (7) : 431-437, 1971.

Doilo I0Ka3aHO, 4TO TOCHE TOAKOMKHOTO, BHYTPHMEIIIEYHOTO M BHYTPUOPIOMIHOTO BBENEHMA WH-
Ra3UOHHEBIX JH4HHOK Dictyocaulus viviparus rponcxOLMT WMHBA3HA B JIerKMe MOPCKHX CBHHOK
1 yCTaHOBJEHHOE KOJHYECTBO JIMYMHOK ueped 3 IHA IOCHe NPHMeHEHHs He3HaYHTeNbHO OTJIM-
YaeTca OT KOJHMYeCcTBAa JHYMHOK, YCTAaHOBJEHHEIX IIOCJIe MHBA3MH dYeped poT. PaspuTHe JMYMHOK,
o6nyuennsix 20 kR, BBOIMMBIX TOIKOKHO MOPCKHM CBHHKaM, IPOTEKaJO TaK jKe, KaK M y Ju-
YMHOK, OGJIy4eHHBIX TOI jKe 3KCIO3UIINeil, KOTOpas MNpPUMEHsJach uepe3 poT. Y JHYMHOK, ofiy-
genupix 40 kR, 6sinn ycraHosnedst pasauuus Ha 10 neHs mocie uHBazuu. Y JIMYMHOK, 061y-
deHHbiX BbicOKMMH nosamu 80—120 kR, 6bI0 yCcTaHOBJIEHO, YTO IIOC/HE IEPOPAIbHON HHBA3uM
JUYUHKH MHUTPUDPYIOT B JIerKMe MOPCKMX CBHHOK B (OJbIIeM KOJIHMYECTBE, YeM IOIKOKHO BBOIM-
Mble JHYMHKH. YCTaHOBJIEHHble NaHHLIE CJIy/KaT B KadeCTBEe OCHOBAHM IUIA NaJbHEHIIHX OINLITOB
N0 MMMYHMB3ALHUM J>KHBOTHHIX TAPEHTAPAJbHO BBONMMBIMM JIMUMHKAMH.

HHBa3WOHHbIE JHUYHHKH; HOHHU3HUDYIOIIee HMIJydYEeHHEe; JIETKHEe; MHTIpaIHA

TOMANEK J. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslovakia). Experimental
Invasion of Guinea Pigs with the Cattle Lungworm Dictyocaulus viviparus by Pa-
rental Injections of Larvae. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :431-437, 1971.

It was proved that after the s.c., i.m. and i.p.. application of the Dictyocaulus vi-
viparus invasion larvae an invasion to the lungs of the guinea-pigs occurs; the
numbers of larvae found in 3 days after the application do not substantially differ
from those found after the invasion per os. The development of the larvae irradiated
with 20 kR and applied s.c. in guinea-pigs was equal to the course of development
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of the larvae exposed to the same irradiation and applied per os. In the larvae
exposed to 40 kR differences were found on the 10th day after the invasion. It was
found in the larvae irradiated with the high expositions of 80—120 kR that after
the peroral invasion the larvae migrate into the guinea-pigs lungs in higher num-
bers than those applied s.c. The data obtained serve as a basis for fugther experi-
ments with immunization of the animals with the parenterally applied larvae.

invasion larvae; ionizing irradiation; lungs; migration

TOMANEK J. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno, Tschechoslowakei).
Experimentelle Invasion durch Dictyocaulus viviparus bei Meerschweinchen nach
der parenteralen Larvenapplikation. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :431-437, 1971.

Es wurde nachgewiesen, dafl nach s.c., i.m. und i.p. — Applikation der Invasions-
larven Dictyocaulus viviparus es zu einer Invasion in die Lungen der Meerschwein-
chen kommt und die widhrend 3 Tagen nach der Applikation festgestellten Larven-
anzahlen unterscheiden sich wesentlich nicht von der nach der Invasion per os
festgestellten Larvenanzahl. Die Entwicklung der mittels 20 kR bestrahlten Larven,
die den Meerschweinchen s.c. appliziert wurden, verlief auf dieselbe Weise wie
bei den mit derselben Exposition bestrahlten Larven, die per os appliziert wurden.
Bei den mit 40 kR bestrahlten Larven wurden am 10. Tage nach der Invasion
Unterschiede ermittelt. Bei den mit hohen Expositionen von 80—120 kR bestrahlten
Larven wurde festgestellt, das nach der peroralen Invasion die Larven in einer
hoheren Anzahl in die Lungen der Meerschweinchen migrieren als die s.c. appli-
zierten Larven. Die festgestellten Erkenntnise dienen als Unterlage fiir weitere
Versuche mit .der Tierimmunisierung durch parental applizierte Larven.

Invasionslarven; ionisierende Strahlung; Lungen; Migration

Adresa autora:

MVDr. J. Tomanek, CSc.,, Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
Brno - Medlanky
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POHLAVNI ROZDILY V ERYTROGRAMU DOSPELE DRUBEZE
LB A PB V TROPICKYCH PODMINKACH

E. Dobsinska

Vysokd $kola veterindrska, katedra parazitolégie a aplikovanej zoolégie, Ko¥ice

DOBSINSKA E. Pohlavni rozdily v erytrogramu dospélé drubeie LB a PB
v tropickych podminkdch. Vet. Med. (Praha) 16 (7) : 439-448, 1971.

V praci byly stanoveny zakladni hodnoty ¢erveného krevniho obrazu u do-
sp&lé driuibeZze v tropickém podnebi Kuby. Celkem bylo vySetieno 131 kusu
dribeZe obou pohlavi plemene leghornka bilda (LB) a plymutka bila (PB).
Mnozstvi hemoglobinu, hematokritovd hodnota a mnozstvi erytrocyti byly
u kohoutt obou plemen vysoce signifikantné vy$si nez u slepic. U plemene LB
byla namérena hemoglobinova hladina vyssi nez u plemene PB. Hodnota he-
matokritova byla u plemene PB signifikantné vys$$i nez u plemene LB. Tyto
plemenné rozdily byly zji§tény v8ak jen u slepic. Mnozstvi éervenych krvinek
bylo vy$si u plemene LB, zvlasté vyrazny rozdil byl zjistén u slepic. Stiedni
homoglobinovy obsah (SHO) byl u dospélych kohoutti obou plemen vysoce sig-
nifikantné vys$si neZz u slepic. U plemene LB byly hodnoty vys$$i nez u PB,
statisticky vysoce vyznamné rozdily byly zachyceny pouze u slepic. Stiedni
objem erytrocytu (SOCK) byl u kohouti plemene LB vysoce signifikantn& vyssi
nez u slepic. U plemene PB tomu bylo naopak, vys$i hodnoty byly zjistény
u slepic. Celkové vysoce signifikantné vys$$i hodnoty byly vypoditany u ple-
mene PB. Stfedni hemoglobinova koncentrace (SHK) byla u kohoutlt obou ple-
men signifikantné vys$i nez u slepic. Pritom u plemene LB jsou uddvané hod-
noty nepatrné vySssi.

dospéla drubez; tropické podminky; hemoglobin; hematokrit; mnozstvi erytro-
cytt; stfedni hemoglobinovy obsah; stfedni objem erytrocytu; stfedni hemo-
globinova koncentrace

Cilem této prace bylo stanovit zdkladni hodnoty &erveného krevniho obra-
zu u dospélé driibeze obou pohlavi. v tropickych podminkach Kuby. Soucasné,
vedle rozdild pohlavnich, se sledovaly i rozdily meziplemenné, a to mezi pleme-
nem nosnym LB a plemenem masnym PB. Hematologickd problematika u dri-
beze zlistiva stile aktudlnim problémem, tim zajimavéj$i je v oblastech klima-
ticky odli§nych od mirného evropského pasma, jako je Kuba. Chov drubeze
se totiz pravé v této zemi zafadil mezi nejdilezitéjsi useky Zivodisné vyroby,
nejen proto, ze driibezi maso a vejce patfi k hlavnim ¢élankim tamnéjsi stravy,
ale i proto, ze vyroba tohoto masa je relativné rychld a Ze drubez je nejlep§im
konvektorem rostlinné bilkoviny na bilkovinu Zivo¢isnou. A protoze budovani
velkochovii a koncentrace driibeze pfinasi s sebou celou fadu chorob meinfekénich,
infekénich a invaznich, u kterych soucésti diagnostickych Setfeni je také hema-
tologické vysetfeni, rozhodli jsme se nejdfive stanovit zdkladni hodnoty hema-
tologické, z kterych by se v dal§im mohlo vychazet.

Obdobnou problematikou, sledovanou z riznjych aspektd, se zabyvala celd
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tada autorti nejen nasich, ale i zahrani¢nich. Velmi skromné ddaje z tropickych
oblasti nam vSak nedovolovaly porovnat ndmi dosazené vysledky s hodnotami
jinych autord.

Z Latinské Ameriky se zabyval touto problematikou pouze Quinte-
ros (1963), ktery sledoval zdkladni hematologické hodnoty u riiznych plemen
dospélych slepic. Mnozstvi hemoglobinu u kufat a nosnic, jeho zavislost na po-
hlavi, télesné vaze a sniiSce studovali na Havaji Tanaka a Rosenberg
(1953). Podle jejich nalezii nebyla v hladindch hemoglobinu zji§téna sezénmi
zavislost, coz jmenovani autofi vysvétluji tim, Ze celorotni teplota je zde témér
stejnd. A koneéné na Filipinich popisuji Gonzaga a Albarece (1963)
mnozstvi éervenych a biljch krvinek a hodnoty hematokritové u dospélych kiepe-
lek obou pohlavi.

Z ostatnich autorli citujeme jen nékteré, ktefi studovali hematologickou pro-
blematiku v mirném evropském klimatu. Tak Lucas a Jamroz (1961)
,a Janto§ovié (1965) sledovali jednotlivé hematologické hodnoty u dospélé
- driibeze z hlediska plemennych rozdili. Pohlavni rozdily v mnoZstvi erytrocytd
studoval Lange (1932), Olson (1937), Domm a Taber (1946),
Dukes (1955), Lucas a Jamroz (1961) a Janto$ovié& (1967).
Dale pohlavni rozdily v hematokritovych hodnotach popisuji Newell
a Schaffner (1950), Sturkie a Textor (1960) Lucas a Jam-
roz (1961), Bierer a kol. '(1964), Jantosovié (1967) a Lo-
liger a Schubert (1967). Rozdily v mnozstvi hemoglobinu u dospélych
kohoutit a slepic udavaji Dukes a Schwarte (1931), Olson (1937),
Tanaka a Rosenberg (1953), Lucas a Jamroz (1961) a Jan-
to§ovié (1967).

Stfedni objem erytrocytu, stfedni hemoglobinovou koncentraci a stfedni
hemoglobinovy obsah popisuje ve své praci pouze Gilbert (1965) a Wels
(1966).

MATERIAL A METODY

Veskeré vySetfovani bylo uskuteénéno v mésicich lednu az &ervnu r. 1967.
Z klimatického hladiska se prvni polovina roku na Kubé déli na dvé obdobi, li-
§ici se vice mnozstvim vodnich srdzek a s tim souvisejici relativni vlhkosti, nez
teplotami. Obdobi od ledna do poloviny dubna patfi k tzv. obdobi suchému,
které na Kubé zagind ptiblizné v druhé poloviné fijna a trvd do poloviny dubna.

I. Meteorologické Udaje v provincii La Habana ve sledovanych mésicich

Mésic Teploty °C Vodni srazky mm Rclativx:/iovlhkost
Leden 21,7 60,7 77
Unor 22,1 41,4 75
Bfezen 23,1 47,8 75
Duben 24,4 50,2 75
Kvéten 25,5 102,3 78
Cerven 26,4 145,6 81
Cervenec 27,0 101,6 80
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Koncem dubna, nékdy aZ zacatkem kvétna, zadind potom obdobi destd, které
vrcholi v zafi a fijnu cyklonovym pocasim (tab. I).

Vsechen vySetfovany material pochdzel z plemennych chovi dribeze.
K Setfeni byli pouZiti kohouti a slepice plemene leghornka bild a plymutka bila
ve stafti 11—13 mésich. Kazdé plemeno pochizelo z jednoho hospodafstvi,
kter4 byla ve vnitrozemi provincie La Habana a byla od sebe vzdalena asi 40 km.
Driibez byla chovdana na hluboké podestylce z hoblovacek v otevienych, pouze
zastfeSenych halach; zoohygienické i vyzivné podminky byly stejné. Driubez byla
krmena obchodnimi smésmi, které byly podavéany (stejné jako pitnd voda) v auto-
matech. Zdravotni i vyzivny stav driibeze byl dobry.

Hematclogicka Setfeni byla provedena celkem u 131 kusu dribeze, z toho
1 65 kust plemene LB a u 66 kust plemene PB. Sledovany byly nasledujici hod-
noty: mnozstvi dervenych krvinek, hladina hemoglobinu, hodnota hematokritu,
celkovy objem erytrocytu, celkovd hemoglobinova koncentrace a celkovy hemo-
globinovy obsah.

Krev byla odebirdna vidy v dopolednich hodindch, mezi 8.—10. hodinou,
zpracovana byla béhem tfi hodin po odbéru. Odebirala se z v. ulnaris do stfikacky
pfedem proplachnuté roztokem heparinu.

Mnozstvi hemoglobinu se zji§tovalo metodou cyanhemiglobinovou (Skala
a Matyskova 1965). Po priddni vySetfované krve k transformacnimu
Drabkinovu roztoku se vytvofil precipitat jadernych substanci, ktery se od-
strafioval centrifugaci po dobu 3 minut pfi 1500 ota¢kdch/1 min. (Wels
a Horn 1965).

Ke stanoveni mnozstvi ¢ervenych krvinek by! pouzit roztok Natt— Herrickav
(Celer 1969), krvinky byly poéitiny v Biirkerové komtirce obvyklym zpii-
sobem.

Hematokritové hodnoty se urcovaly v hematokritovych Wintrobovych zku-
mavkach tak, Ze se centrifugovaly pti 3000 ota¢kach/min. po dobu 30 minut
(Schalm 1965).

Stfedni objem erytrocytu (SOCK), stfedni hemoglobinovd koncentrace
(SHK) a stfedni hemoglobinovy obsah (SHO) byly vypotitiny podle vse-
obecné platnych vzorci.

Vsechny vysledky byly matematicko-statisticky zhodnoceny. Rozdily mezi-
plemenné a mezipohlavni byly zhodnoceny testovou charakteristikou F, pfi¢emz
za statisticky vysoce vyznamné povaZzujeme rozdily, u kterych bylo zjisténo
p < 0,01 a za statisticky vyznamné, kde bylo p < 0,05.

VYSLEDKY

Ve vlastni praci jsme se zaméfili na zhodnoceni dosazenych vysledkd cer-
veného krevniho obrazu u dospélé driibeze ze dvou aspekti: z hlediska pohlav-
nich rozdili a z hlediska plemennych rozdila.

V prvni ¢asti bylo vySetfeno 65 kohouti a 66 slepic, z ¢ehoz 33 kohouti
byli plemene LB a 32 plemene PB, 32 slepice LB a 34 plemene PB.

Ziskané vysledky je moZno sledovat z tabulky & II a III, kde jsou za-
chyceny jednotlivé hodnoty u slepic a u kohoutd obou plemen oddélené, a z ta-
bulky IV, kde jsou vyhodnoceny dosazené vysledky pouze s ohledem na rozdily
pohlavni.

Z uvedenych hodnot vyplyvé, Ze mnozstvi hemoglobinu, hodnota hemato-
kritu, pocet Cervenych krvinek, stfedni hemocglobinovd koncentrace a stfedni
hemoglobinovy obsah je u kohouti obou plemen podstatné vyssi nez u slepic.
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II. Hodnoty c¢erveného krevniho obrazu u dospélé drubeZe plemene LB

Hematologické hodnoty Kohouti Slepice X + s min. max. s% V
Hemoglobin 33 12,9 1,8 9,2 16,4 0,30 13,6
g% 32 9,6 0,5 8,7 10,9 0,08 5,0
Hematokrit 33 37,1 3,6 30,9 43,8 0,62 9,7
% 32 30,5 3,1 24,0 35,5 0,55 10,2
Erytrocyty/lcmm 33 3 149 000 375 000 2 420 000 3760 000 65,37 11,9
krve 32 2 832 000 328 000 2 340 000 3570 000 58,04 11,6
SOCK v Jud 33 118,8 13,9 96,7 144,8 2,40 11,7
32 109,2 17,3 81,2 134,6 3,00 15,8
SHO v pg 33 41,5 6,5 29,4 54,0 1,10 15,6
32 32,0 6,0 23,1 42,3 1,00 18,7
SHK v % 33 34,7 5,2 24,8 43,3 0,90 15,0
32 28,9 3,9 22,8 42,4 0,70 13,6
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III. Hodnoty ¢erveného krevniho obrazu u dospélé dribeze plemene PB

Hematologické hodnoty Kohouti Slepice X + s min max. s% |4
Hemoglobin 32 12,9 1,5 10,0 15,5 0,26 11,5
2% 34 9,0 0,8 7,4 11,4 0,13 8,5
Hematokrit 32 37,7 3,3 32,0 44,0 0,58 8,8
% 34 32,2 1,9 28,0 36,0 0,31 5,8
Erytrocyty/l cmm 32 3111 000 420 260 2470 000 3890 000 74,30 13,5
krve 34 2507 000 258 000 2010 000 2960 000 44,30 10,3
SOCK v [u? 32 122,5 15,7 85,8 149,6 2,80 12,8
34 129,0 ~ 13,3 105,6 163,1 2,30 10,3
SHO v pg 32 40,1 7,6 26,1 54,5 1,30 18,9
34 37,6 5,0 27,0 53,5 0,90 13,3
SHK v % 32 32,4 5,2 24,7 45,1 0,90 16,2
34 29,2 3,8 22,7 38,6 0,70 13,1




1V. Pohlavni rozdily v erytrogramu dospélé drubeze

Kohouti Hb Hk Er SHO SOCK SHK
8% % 106 pg I %
n 65 65 65 65 65 65
X 12,9 37,4 3,1 40,8 120,6 33,6
£ s 1,6 3,4 0,4 7,0 14,8 552
|4 12,4 9,3 12,7 17,2 12,2 15,6
Slepice
n 66 66 66 66 66 66
x 9,3 31,3 2,7 34,9 119,4 29,1
+ s 0,6 2,5 0,3 5,5 15,3 3,8
vV 6,7 8,0 10,9 16,0 13,0 13,3

Pohlavni rozdily v téchto hodnotich jsou ve vSech piipadech vysoce signi-
fikantni (p < 0,01).

Sledujeme-li varia¢ni koeficienty v téchto hodnotach, vidime, Ze u kohouti
plemene PB jsou vy$§i nez u slepic, zatimco u kohoutd LB jsou niz8i v hodnoté
hematokritu a ve stfednim hemoglobinovém obsahu nez u slepic. P¥i mezipohlav-
nim posuzovani varia¢nich koeficienti vidime, Ze u kohoutd jsou ve vSech uka-
zatelich vy$si mez u slepic. Vyjimku ¢&ini pouze SOCK, ktery je u slepic ne-
patrné vySsi.

Plemenné rozdily u dospélé dribeze byly sledovany u dvou plemen — leg-
hornka bila a plymoutka bila, pfi¢emz z prvniho plemene bylo vysetfeno 65 kust
a z druhého 66 kust.

Z vysledku, které jsou shrnuty v tabulce V, muZeme fici, Ze mnozstvi Cer-
venych krvinek je u plemene LB vysoce signifikantné vys$i nez u plemene PB.
Hladina hemoglobinu a stfedni hemoglobinova koncentrace je u dribeze pleme-
ne LB také nepatrmé vy$§i, plemenné rozdily jsou viak statisticky nevyznamné.
Variaéni koeficienty obou téchto hodnot jsou téméf stejné. Naproti tomu u ple-

V. Plemenné rozdily v hodnotiach erytrogramu u dospélé drubeZe

Hb Hk Er SHO SOCK SHK
Pl LB
R g% % 106 Pg [u® %
n 65 65 65 65 65 65
z 11,3 33,9 3,0 36,3 114,1 31,8
+ & 1,2 3,4 0,3 6,3 15,6 4,5
14 10,6 9,6 10,0 17,2 13,6 14,1
Plemeno PB
n 66 66 66 66 66 66
% 10,9 34,8 2,8 38,8 125,9 30,8
+s 1,2 2,6 0,4 6,3 14,5 45
Vv 10,5 7,4 12,8 16,2 11,5 14,6
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mene PB byla zji§téna vy3§i hematokritovd hodnota, plemenny rozdil byl signi-
fikantni (p < 0,05), aviak variaéni koeficient u tohoto plemene byl niz§i. Stfedni
objem erytrocytu je také u PB statisticky vyznamné vysoce vy$si a varia¢ni koefi-
cient niz§i. Stfedni hemoglobinovy obsah je u plemene PB sice vy$si, tento roz-
dil v3ak je nesignifikantni. Varia¢ni koeficient je o néco nizsi.

DISKUSE

Uvodem této kapitoly je tfeba zduraznit, Ze veskerd vySetfovand dribez
pochazela z klimatickych pcdminek tropickych, naprosto odlisnjch od mirného
evropského klimatu, Ze se tedy zoohygienické podminky i systém vyZivy v tomto
klimatickém pasmu znaéné li§i od podminek naich. Zduraziuji tyto body proto,
ze v nékterych pfipadech dochdzi v zakladnich hematologickych hodnotich k ur-
¢itym rozdilim, i kdyz nijak pronikavym, a domnivdm se, Zze mohou byt ovliv-
nény pravé vyse jmenovanymi faktory.

Hladina hemoglobinu u dospélych kohouti obou plemen byla vysoce signi-
fikantné vyssi (p < 0,01 — 12,9 g%) nez u dospélych slepic (9,3 g% ). Tyto
pohlavni rozdily odpovidaji viem literarnim citacim uvddénym v literdrnim pfe-
hledu a jsou zavislé, stejné jako u Cervenych krvinek, na stimulujicim vlivu
andrcgeni (Domm a Taber 1945).

Porovnaji-li se popsané udaje v mnozstvi hemoglobinu zvlast€ u slepic
a zvlasté u kohoutd s pracemi jednotlivych autort, zjisti se, Ze specialné u sle-
pic se shoduji s ndlezy Dukesa a Schwarteho (1931), Ol-
sona (1937), Bankowskiho (1942), Lucase a Jamroze (1961)
a Quinterose (1963), avsak u kohoutdi se s mnohymi rozchazeji.
Dukes a Schwarte (1931) a Lucas a Jamroz (1961) napf.
popsali hodnoty vyssi, jini naopak niz§i (Olson 1937; Tanaka a Ro-
senberg 1953). V Zidném piipadé vSak tyto rozdily nejsou p¥ili§ vyrazné,
ale jsou pravdépodobné zpusobeny rozdily plemennymi, vékovymi, zplisobem
chovu a komplexem dalsich pfi¢in.

S nazory Lucase a Jamroze (1961) a Jantofovide (1965)
se rozchdzim v otdzce plemennych rozdilt. Jmenovani autofi nalezli totiz vy$si
hladinu hemoglobinu u tézkych plemen, zatimco j4 naopak u lehkych plemen,
coz je vysoce signifikantni pravé u slepic.

Hodnota hematokritovd byla zjisténa u dospélych kohoutd (37,4 %) rov-
néz statisticky vysoce vyznamné vyssi (p <0,01) mez u slepic (31,3 %), coz
je v souladu se vSemi literdrnimi prameny. Déle se shoduji i nilezy u dospé-
Iych slepic s idaji Sturkieho a Textora (1960), Lucase a Jam-
roze (1961), Quinterose (1963) a Janto§ovice (1965). Roz-
chazeji se vSak s témito autory, véetné Newella a Schaffnera (1950),
v hematokritovych hodnotidch u kohoutd, které jsou v této praci uddvdny mno-
hem niz§i. Pfi studiu plemennych rozdili byl nalezen u dospélé dribeze mas-
nych plemen hematokrit signifikantné vys$si (p < 0,05). Obdobné ve své praci
Janto§ovié (1965) nalezl u slepic NH hematokritové hodnoty vy$si nez
u slepic LB. Lucas a Jamroz (1961) uvadéji, ze jak pocet erytrocytii,
tak i hematokrit je vy$§i u plemene LB.

Mnozstvi cervenych krvinek se pohybuje u kohouti kolem 3 130000
a u slepic kolem 2 660 000/1 mm?® krve, pfi¢emz u slepic plemene LB jsou hod-
noty signifikantné vy3si nez u slepic PB. Tyto tdaje se pfiblizuji hodnotdm
uddvanym Olsonem (1937), Dukesem (1947) a JantoSoviéem
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(1965), jsou viak o néco malo niz§i. Lucas a Jamroz (1961) na rozdil
od pfedchozich zjistili u obou pohlavi plemene LB hodnoty podstatné vyssi,
Doom a Taber (1946) zaznamenali vy$8i pocet ervenych krvinek pouze
u kohoutd.

Na$e nélezy se pfiblizuji nejvice Quinterosovi (1963), ktery vy-
Setfoval slepice masnych i nosnych plemen v oblasti Latinské Ameriky. Tato
ptibliznd shoda tdaji by snad mohla opraviiovat k domnénce, Ze v téchto kli-
matickych oblastech, stejné jako u lidi, dochazi k mirné erytrocytopenii.

Na podet erytrocyti maji vliv i rGznd plemena. Z pfedchazejicich zji§téni
vyplyva, Ze mnozstvi ervenych krvinek je statisticky vyznamné vy$si u dospélé
driubeze plemene LB, jak uvddéji i Lucas a Jamroz (1961), zatimco
v Janto§ovic¢ovych (1965) nilezech tyto rozdily byly nesignifikantni.

Pti studiu pohlavnich rozdila byly mnalezeny u kohoutli obou plemen poéty
¢ervenych krvinek vysoce vyznamné vys§i nez u slepic, coz je v souladu s udaji
téméf vSech autord, ktefi stejné jako Sturkie (1967) povazuji tento jev za
pfi¢inu stimulujiciho vlivu androgen.

U dospélé dribeze plemene LB je stfedni objem erytrocytu signifikantné
vy$§§i u kohoutd mez u slepic. Naprosto opacna situace je vSak u plemene PB.
Je moZné proto souhlasit s ndlezem Gilberta (1965), ktery vySetfoval jen
plemeno leghorn. Stfedni hemoglobinovy obsah i stfedni hemoglobinova kon-
centrace byla u kohouti obou plemen vysoce signifikantné vy$§i nez u slepic
Wels (1966) u kohoutd Hyline uddva vechny hodnoty mnohem nizsi, nez jaké
byly stanoveny v této préci.

Z plemenného hlediska je u dospélé dribeze stfedni hemoglobinovy cbsah
a stfedni objem erytrocytu vy$§i u plemene masného, zatimco u plemene nos-
ného je nepatrné vyssi stfedni hemoglobinova koncentrace.
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OOBIIMHCKA 3. (BerepunapHuiit uucturyr, Kommuie, UYexocnosaxus). Ilonossie pasnuumsa
B spurporpamme B3pocnoi mruusl JIB u IIB B Tpormuueckux ycmosmax. Vet. Med. (Praha) 16
(7) :439-448, 1971.

B pabore ycraHaBiaMBanM OCHOBHBEIE BEJIMYMHLI KDAaCHOM KapTHHHI KPOBM B3POCJTOH NTHLE B TPO-
nuueckom kaumarte Ky6rr. Bcero mccnemosana 131 nruma o6oux mosioB mopon JlerropH 6Gemsrit
v Ilnumyrpok Geustit. KosmuecTBo reMorjof6uHa, reMaTOKpHTOBas BeJHYMHA M KOJIMYECTBO
SPUTPOLIMTOB y METYyXOB OOeMX TIOpOX BHICOKO3HAYMMO Bhime, 4eM y Kyp. ¥ JIB yposeun remo-
rao6una Beime, yem y IIB. ¥ IIB BenuunmHa reMmarokpura 3Hauumo Boime, yem y JIB. Oxmako
9TH IIOPOJIHbIC PAa3JHYIHA YCTaHOBJEHBI JHIIbL Y Kyp. KO]IPI‘{CCTBO KpacCHBIX KpPOBAHBIX TeJer 60ab-
we y JIB, ocobenno y kyp. Cpenuxee comepxanue remorao6una (CCI') y B3pocieix meryxos ofenx
[I0pol BBICOKO3Hauumo Gosbure, yeM y Kyp. Benuwuunst JIB Boime, wem y IIB, Ho crarucruueckn
BHICOKO3HAUMMble pasIM4YUsA OTMeueHbl Jumbp y Kyp. Cpennuit obsem spurpouuros (CO3I)
y neryxos JIb Gossme, geM y Kyp, a y IIB Hao6opor. BricokosHaunMmeie Gosiee BBICOKME BeJH-
uyuHbel BhiunciaeHst Boobme y IIB. CpenmHsas remormo6uuoBast kouuentpauuss (CLK) y mneryxos
ofenx mopol 3HauuTeabHO Gosbie, uyeM y Kyp. Ilpu arom y JIB oTH Be/MUMHBI HECKOJBKO BHILIE.

B3pOCNasg TTHIA; TPONHMYECKHE YCJOBMS; TeMOTJIOOHH; TIeMaTOKPHUT; KOJHMYECTBO 3PHUTPOIUTOB;
cpellHee collepKaHHe TeMOrso6MHA; CpeIHHI 06BEM SPUTPOIIMTOB; CPENHAR KOHIEHTpALUA TIeMo-
106uHa

DOBSINSKA E. (University of Veterinary Medicine, Kogice, Czechoslovakia). Sexual
Changes in Erythrogram of Mature WL and WP Poultry in Tropical Conditions. Vet.
Med. (Praha) 16 (7) :439-448, 1971.

The fundamental values of erythrogram in mature poultry were determined in the
tropical clima of Cuba. On the whole 131 birds of both sexes of White Leghorn and
White Plymouth breed were examined. The hemoglobin level, the hematocrit
value and the erythrocytes number were in cocks of both breeds significantly higher
than in hens. As for the hemoglobin level, it was higher in White Leghorn than
nin White Plymouth breed! The hematocrit value was found in the WP significantly
higher than in WL breed. However, these differences in breeds were observed only
in hens. The erythrocytes number was higher in WL breed, an especially significant
difference was found in hens. The mean corpuscular hemoglobin (MCH) was in ma-
ture cocks of both breeds significantly higher than in hens. In WL breed the values
were higher than in WP breed, the statistically highly significant differences were
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recorded only in hens. The mean corpuscular volume (MCV) was in WL cocks
significantly higher than in hens. To the contrary, in the WP breed the higher values
were ascertained in hens. The totally significantly higher values were found in WP
breed. The mean corpuscular hemoglobin concentration (MCHC) was in cocks of
both breeds significantly higher: than in hens. As for WL breed, the given values
are slightly higher.

mature poultry; tropical conditions; hemoglobin; hematocrit; erythrocytes amount;
mean corpuscular hemoglobin; mean corpuscular volume; mean corpuscular hemo-
globin concentration

DOBSINSKA E. (Hochschule fiir Veterinirmedizin, Ko$ice, Tschechoslowakei). Se-
xuelle Unterschiede im Erythrogramm erwachsener Hiihner der Weifien Leghorn-
und der Plymouthrasse unter tropischen Bedingungen. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :
439-448, 1971.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Grundwerte des roten Blutbilds erwachsener
Hiihner unter den tropischen Bedingungen Kubas bestimmt. Insgesamt wurden 131
Stiick Gefliigel beiderlei Geschlechtes der Rassen Weifles Leghorn und Weifles
Plymouth untersucht. Die Himoglobin- und Hé&matokritwerte sowie die Erythro-
zytenmengen waren bei Hihnen beider Rassen signifikant hoher als bei Hennen. Bei
der WL-Rasse wurde ein hoherer Hamoglobinspiegel im Vergleich zur WP-Rasse
festgestellt. Der Hiamatokritwert war bei der WP-Rasse signifikant hoher als bei
der WL-Rasse. Diese Rassenunterschiede wurden aber nur bei Hennen vorgefunden.
Die Erythrozytenmenge war bei der WL-Rasse hoher. Besonders ausgepragt war
dieser Unterschied bei Hennen. Der durchschnittliche Hiamoglobingehalt (DHG) war
bei erwachsenen Hidhnen beider Rassen hochsignifikant héher als bei Hennen. Bei
der WL-Rasse waren die Werte hoher als bei der WP-Rasse. Statistisch signifikante
Unterschiede wurden aber nur bei Hennen festgestellt. Das durchschnittliche Erythro-
zytenvolumen (DEV) war bei Hihnen der WL-Rasse hochsignifikant hoher als bei
Hennen dieser Rasse. Bei der WiP-Rasse war es umgekehrt, hohere Werte wurden
bei Hennen festgestellt. Hochsignifikant héhere Werte wurden allgemein bei der
WP-Rasse errechnet. Die durchschnittliche Hamoglobinkonzentration (DHK) war
bei Hihnen beider Rassen signifikant hoher als bei Hennen. Dabei waren die Werte
bei der WL-Rasse gering hoher.

erwachsenes Gefliigel; tropische Bedingungen; Himoglobin; Erythrozytenmenge;
durchschnittlicher Hdmoglobingehalt; durchschnittliches Erythrozytenvolumen; durch-
schnittliche Himoglobinkonzentration
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ARYLAMIDAZOVA AKTIVITA V KRVNYCH SERACH
DOMACICH ZVIERAT | |

M. Bartik, E. Michnova
Vysokd Skola veterindrska, katedra chémie, biochémie a toxikolégie, KoSice

Venované k 65. narodeninam prof. dr. A. JanecCka

BARTIK M., MICHNOVA E. Arylamiddzovd aktivita v krvnych sérach domd-
cich zvierat. Vet. Med. (Praha) 16 (7) : 449-456, 1971.

Zisfovali sa normalne aktivity enzymov hydrolyzujicich L-leucyl-p-nitroanilid
(leucylarylamidaza) v krvnych sérach domacich zvierat. Previedli sa tiez nie-
ktoré kinetické Stidie. Aktivity sérovej leucylarylamidazy u dospelych zdra-
vych zvierat majui nasledovné hodnoty: kravy (n = 30) 5,55 = 1,30; ovce (n = 21)
10,44 = 1,37; kone (n = 15) 6,02 = 1,08; ofipané (n = 32) 20,44 * 2,39 mikromo-
lov p-nitroanolinu. Enzymaticka aktivita je vyjadrend mnoZstvom uvoIneného
p-nitroanilinu v mikromoloch na 1000 ml séra za minttu pri 30 °C. pH-optimum
uéinku enzymu v TRIS/HCI pufroch je 7,5. Leucylarylamidazy sd inaktivované
behom 60 minut a 30°C pri niZSom pH ako 5,5 a vysSom ako pH 10,0. Pévodna
aktivita enzymov v sére sa nemenila pri uchovavani v chladni¢ke pri 4°C
podas piatich dni, pri teplote 259C enzym bol stabilny tri dni a pri 370C
v priebehu dvoch dni. Hodnoty Ky pre L-leucyl-p-nitroanilid a leucylarylami-
dazu séra krav, koni, oviec a o$ipanych ¢inia: 5,5.104; 5,9.104; 2,8.104;
8,3.104 Mol/liter. Udaje sa vzfahuji na nepurifikované enzymy.

arylamidazové enzymy; krvné sérum; krava; kon; ovca; oSipana

Aktivita a vlastnosti aminopeptiddz krvného séra ludi boli predmetom §tu-
dia viacerych autorov (Behal a kol. 1964, Fleisher a kol. 1964, Go-
mori 1964, Nachlas a kol. 1962, Rybak a kol. 1966, 1967, Tuppy
a kol. 1962). Uvedené prace rie§ili jednak problémy metodické s uréenim za-
kladnych fyzikdlno-chemickych vlastnosti aminopeptiddz, ako aj moznost ich
vyuzitia pre tucely enzymatickej diagnostiky. Vo veterinirnej medicine je za-
tial méalo prac zameranych na tato tematiku. Z diagnostického aspektu amino-
peptiddzami krvného séra sa zaoberali Slesinger (1965, 1966a, b), Let-
tow a Jaeger (1963, 1965), Malinowska (1965), Malinovska
a Tomicky (1965) a Darcel (1969), oviem bez ich bliziej Specifikacie.

Ukolom tejto prace, ktorA nadvizuje na predchadzajiice dva nafe ¢lanky
(Bartik, Blahovec 1971, Blahovec a kol. 1971), je preto sledovat
§tiepenie L-leucyl-p-nitroanilidu (L-Leu-NAp) enzymami krvnych sér niekto-
rych druhov domaécich zvierat a pokusit sa o bliz§iu charakteristiku enzymov
zodpovednych za tento druh hydrolyzy. Aminopeptiddzy, ktoré Stiepia amino-
kyselinové derivaty @-naftylaminu, alebo p-nitroanilinu boli v poslednej dobe
nazvané arylamidizami (Pattersomn a kol. 1963, 1965). Enzym, ktory hydro-
lyzuje L-Leu-NAp, budeme nazjvat leucylarylamidéza.
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MATERIAL A METODY
ROZTOKY, PRISTROJE A BIOLOGICKY MATERIAL

Za zéasobny roztok substratu slazil 102 M L-leucyl-p-nitroanilid (Schu-
chartd-Miinchen) v 10?2 N HCI. Pre pripravu inkubaénych zmesi sa pouzili
0,05 M TRIS/HCI pufre a univerzilne pufre podla Brittona a Welfoorda, zlo-
Zenie ktorych udava literatira (Biochemists’ Handbook, London 1961).

Ako zdroj enzymu sa pouzili krvné séra klinicky zdravych oviec, hovidzie-
ho dobytka, ofipanych a koni. Krvné séra boli skladované v ladnicke pri
0° == 4 °C a spracované najneskér do 24 hodin po odbere krvi.

Fotometrické merania sa prevadzali na spektrdlnom fotometri SF 4 s po-
uzitim kyvety o objeme 1,5 am® a $pecidlneho drziaka kyviet. Kontrola pH
pufrov a inkubaénych zmesi se diala sklenenou elektr6dou na pH-metri LP 58.

PRACOVNY POSTUP

Pre stanovenie aktivity sérovej leucylarylamidazy bola zvolena metodika vy-
pracovand Tuppym a kol. (1962), ktord pre nase podmienky a potreby bola
upravend nasledovne: ku 0,7 ml TRIS/HCI pufru o pH 7,5 sa prid4 0,2 ml séra
a 0,1 ml zisobného roztoku substrdtu. (Vyslednd koncentracia L-Leu-NAp
v inkubaénej zmesi je 10° M.) Zmes po premiefani sa nechd inkubovat 30 mi-
nit pri teplote 30 °C a inkubéacia sa prerusi pridanim 0,5 ml 10? N HCIL. Tento
sposob inkubacie neovplyviiuje badatelne ani spektrdlnu charakteristiku sub-
strdtu, ani p-nitroanalinu. Prevedené zmeny oproti uvedenému metodickému
postupu st popisané v dalSom texte, alebo pri obrizkoch.

p-nitroanilin, uvolneny po€as inkubacie, sa stanovuje meranim extinkcie
pri 400 nm proti kontrolnému pokusu, pri ktorom sa substrat priddva ku in-
kubadnej zmesi az po inaktivacii enzymu kyselinou solnou.

Enzymatickd aktivita leucylarylmiddzy je vyjadrend mnoZstvom uvolne-
ného p-nitroanilinu v mikromoloch na 1000 ml séra za mindtu pri 30 °C.

VYSLEDKY
VPLYV KONCENTRACIE ENZYMU NA HYDROLYZU SUBSTRATU

Priebeh hydrolyzy L-Leu-NAp v zivislosti na mnozstve enzymu udava
obr. 1. V naSich podmienkach koncentracia enzymu je vyjadrend mnozstvom séra
v ml. V danom experimente bolo pouZité ovéie sérum v mmoistve 0,05, 0,10,
0,15 a 0,20 ml. Celkovy objem inkubaénej zmesi po pridani substratu a TRIS/HCI
pufru (pH 7,5) bol 1 ml.

ZAVISLOST HYDROLYZY SUBSTRATU NA DOBE INKUBACIE

Sledovala sa zédvislost hydrolyzy L-Leu-NAp leucylarylamidazou séra oviec
v 10mindtovych intervaloch po dobu 60 mintut. Priebeh hydrolyzy substratu pri
roznej inkubaénej dobe ukazuje obr. 2. Dosiahnuté vysledky, znizornené ma
obr. 1 a 2, potvrdzuji, Ze zvolend koncentracia krvného séra (enzymu) a po-
uzitd inkubac¢nad doba v naSom pracovnom postupe vyhovuji metodickym pozia-
davkam.
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2. Hydrolyza L-Leu-NAp leucylarylami-
dazou ovéieho séra v zavislosti na dobe
inkubécie; zloZenie inkubaénej zmesi:
0,7 ml TRIS/HCl pufer pH 7,5; 0,2 ml
séra a 0,1 ml 102 M L-Leu-NAp; inku-
bované pri 300C; zastavenie hydrolyzy
sa dialo pridanim 0,5 ml 10! N HCI k in-
kubac¢nej zmesi

tinkcie pri 400 nm

VPLYV pH NA RYCHLOST HYDROLYZY L-LEUCYL-P-NITROANILIDU

Zavislost aktivity leucylarylamiddzy na pH sa preSetrila u enzymov krvné-
ho séra oviec, hovadzieho dobytka, ofipanych a koni. Stanovovala sa vidy
v dvoch paralelnych pokusoch. U¢inok pH prostredia na enzymatickt aktivitu
sa sledoval v rozsahu pH 7,2—8,0 a tiez v $irSom rozmedzi pH 2,5—9,8. Upra-
va pH inkubaénych zmesi pre hodnoty pH 2,5—6,8 sa previadzala univerzal-
nymi puframi a v rozmedzi pH 7,2—9,8 TRIS/HCI puframi. K preruseniu in-
kubécie pri vzorkidch o pH nad 8,0 bolo nutné pouzit 0,5 ml 1 N HCI (pri
niz§ich hodnotich pH pre tieto tgely dostatovala 107 H HCI). Leucylaryl-
amiddzy vsetkych sledovanych krvnych sér maximdlne hydrolyzovali substrat
v rozmedzi pH 7,5—7,7. Zavislost enzymatickej aktivity ma pH v §irfom roz-
medzi pH 2,5—9,8 dokumentujeme iba u leucylarylamiddzy krvného séra ho-
vidzieho dobytka, kedze tato zavislost u ostatnych druhov zvierat je rovna-
ki (obr. 3 a 4).

ZAVISLOST AKTIVITY ENZYMU NA KONCENTRACII SUBSTRATU
A HODNOTA Ku

Vztah medzi koncentriciou substratu a rychlosfou hydrolyzy katalyzovanej
sérovymi leucylarylamiddzami sa sledoval pri pH 7,5 a teplote 30 °C. Boli po-
uzité nasledovné koncentracie substratu: 104, 2.10%, 3.10%, 4.10%, 5.10%, 6.10%,
7.10%, 8.10%, 9,10% 10.10 * M L-Leu-NAp v celkovej inkubaénej zmesi. Ako
zdroj enzymu sa pouZili zmesné séra jednotlivych druhov zvierat. Vypodet Ky
bol prevedeny graficky (obr. 5) postupom podla Lineweavera a Burka
(1934) a ziskané hodnoty uddva tabulka I.
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6. Zavislost aktivity sérovej leucylaryla-
5. Zavislost aktivity enzymu na koncen- midazy na inkubaénej teplote; substrat
tracii L-Leu-NAp; ako enzym je pouZité L-Leu-NAp; zloZenie inkubadnej zmesi:
zmesné kravské sérum; 1 ml inkubaénej 0,2 ml séra, 0,7 ml TRIS/HCl pufru pH
zmesi obsahuje 0,2 ml séra, 0,7 ml TRIS/ 7,5 a 0,1 ml 102 M substratu; inkubo-
/HCI pufru pH 7,5 a substrat o koncen- vané 30 minut pri udanych teplotach;
tracii uvedenej v texte; inkubdcie sa 1. zmesné sérum oviec, 2. zmesné sérum
diala 30 mindt pri 30°C krav, 3. zmesné sérum Kkoni
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ZAVISLOST AKTIVITY ENZYMU NA INKUBACNEJ TEPLOTE A STABILITA
ENZYMU PRI ROZNYCH TEPLOTACH

Vplyv inkubacnej teploty na aktivitu sérovych leucylarylamiddz sa sledo-
val v rozsahu 0—70°C. Vysledky na obr. 6 ukazujd, Ze skimany enzym na
inkubaénu teplotu nereaguje rovnako. Zatial ¢o enzym séra oviec za danych pod-
mienok vykazoval maximalnu aktivitu pri 60 °C, u enzymu séra hovidzieho do-
bytka a ofipanych sme zaznamenali maximum aktivity pri 55°C a u leucylaryl-
amidazy konského séra z rozsahu 45—50 °C.

Zaroven sa preSetrila stabilita leucylarylamiddz pri roéznych podmienkach
skladovania, a to pri 0° 25° a 37 °C. Pévodna aktivita enzymu sa nemenila
pri uchovavnani v chladni¢ke (asi +4°C) poéas piatich dni, pri teplote 25 °C
enzym bol stabilny tri dni a pri 37 °C v priebehu dvoch dni. Av$ak aj pri
dlhsom skladovani séra nedochiddza k podstatnému zniZeniu enzymatickej akti-
vity.

I. Hodnoty Ky pre sérové leucylarylami- II. Aktivity leucylarylamidaz v krvnych
dazy roznych zvierat — pouzity substrat sérach domacich zvierat
L-Leu-NAp

Aktivita
Sérové leucylarylamidazy (mikromoly/
Sérové 1 larviamida K /liter/min.)
érové leucylarylamidazy :
moly/liter Prasa l 20,44 + 2,39
(n = 32)
Prasa 8,3.10¢ Krava 5,55 4+ 1,30
(n = 32) (n = 30)
Krava 5,5.::1074 Kon 6,02 -+ 1,08
(n = 30) (n = 15)
Kon 59 .10* Ovca 10,44 + 1,37
(n = 15) (n = 21)
Ovca 2,8 .10 Clovek 24,80
y (n = 21) (n = 30)

STABILITA SEROVEJ LEUCYLARYLAMIDAZY PRI ROZNYCH pH

Pre §tadium stability enzymu pri réznych hodnotich pH sa pufrovalo sé-
rum v rozsahu pH 3,5—11,9 univerzalnymi puframi, a to pridanim 4 ml pufra
k 1 ml séra. Po 60 mindtach stinia v termostate pri 30 °C sa pripravili in-
kubaéné zmesi nasledovnym spoésobom: ku 0,85 ml TRIS/HCI pufru o pH 7,5
a 0,1 ml substratu sa pridalo 0,05 ml pufrovaného séra, ¢im sa dosiahla pre
inkubaény roztok pozadovana hodnota asi pH 7,3. Roztoky sa inkubovali $tyri
hodiny pri 30 °C a zmerala sa ich enzymaticka aktivita. Vysledky, zndzornené
na obr. 7, ukazuja, ze sérové leucylarylamiddzy boli za uvedenych podmienck,
t. j. behom 60 minat, inaktivované pri hodnotidch nizsich ako pH 5,5 a nad
pH 10,5.

AKTIVITY SEROVEJ ARYLAMIDAZY U ZDRAVYCH ZVIERAT

Urcili sme taktiez aktivity enzymu v krvnych sérach klinicky zdravych
zvierat, a to u 21 oviec, 30 krdv, 32 oSipanych, 15 koni a v zmesnom sére
ludi. Ziskané hodnoty udéava tabulka II.
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DISKUSIA

Enzymaticko-kinetické vlastnosti sérovej amino-
peptidazy, hydrolyzujicej L-Leu-NAp u domécich zvie-
rat zatial neboli §tudované. Pokial boli prevedené nie-
ktoré experimenty uréujice podobné charakteristiky
uvedeného enzymu v pripade krvnych sér krélikov
a Iudi, dosiahli sa vysledky zhodné s nasimi (R y-
bak a kol. 1966, Willig a kol. 1967).

Pri sledovani zavislosti hydrolyzy L-Leu-NAp na
pH sérovou arylamiddzou ludi a kralikov Rybak
a kol. (1966) zaznamenali maximalnu aktivitu v roz-
medzi pH 7,5—7,7. Podobné udaje ziskal s krvnym
sérom Iudi aj Willig a kol. (1967), ktory pouzil
pri svojich experimentoch TRIS-pufre a fosfatové
pufre. pH optimum pre arylamiddzu ludského séra sta-
novil medzi pH 7,2—7,5, pricom hydrolyza v TRIS-
pufroch prebiehala rychlejSie. Ak sa pouzili ako sub-
straty (-naftylamidy aminokyselin a ked za zdroj en-
zymu boli zvolené krvné séra Iudi, maximalna aktivita
arylamidaz bola zistend v rozsahu pH o 6,0—7,5
(Fleisher a kol. 1964).

Stadium stability sérovej arylamidazy pri 50 °C
poukazuje na termostabilni povahu enzymu, ¢o po-
tvrdili aj Kenny a kol. (1968) v pripade arylami-
daz krysich Iladvin.

Sme si vedomi nedostatkov, ktoré vo vysledkoch
vznikaji, ak sa pri kinetickych $tddiach pouZije ne-
pufrikovanych enzymov, ako je to v naSom pripade.
Domnievame sa v8ak, Ze pre potreby enzymatickej
diagnostiky, ktory ciel sledujeme, je dany spésob ex-
perimentov dostacujici a potrebny. Pri klinickych

Stadiach sa enzymaticka aktivita stanovuje totiz v celkovom sére a nie po izo-
lacii enzymu. Uvedomujeme si tiez, Zze v danom pripade hydrolyzuje L-Leu-NAp
nie iba jeden enzym, ale komplex pribuznych enzymov, ktord skutcénost sa roz-
vedie aj v dalsich pracach.
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BAPTHK M., MUXHOBA 3. (BerepuHapdblii HHCTHUTYT, Kadedpa XMMHH, GHOXMMHM M TOKCH-
konoruu, Kommne, Yexocnopakus). ApunaMunasHas aKTHBHOCTh B ChIBOPOTKAX KPOBM NOMALIHMX
xuBorHbiXx. Ber. Men. (Ilpara) 16 (7) : 449-456, 1971.

Onpenensany HOPMalbHYIO AKTHBHOCTH (EPMEHTOB, THAPOJMBYIOIMX JI-JeHLHA-I-HUTPOAHHIUL
(neffunapusaMunagdy) B ChHIBOPOTKAX KPOBM NOMAlIHMX JKUBOTHEIX. DBIIM TpOBeNeHbI TaKkke He-
KOTOpble KHHETHUEeCKHMe MCCNeNOBaHHs. AKTHBHOCTH CHIBODOTOYHON JeHIIMJIapHJaMUIassl y B3pOC-
JiBIX 3IOPOBBIX XMBOTHBIX OfJjanaer CiaelylOUIMMH BeauduHaMH: Koposs (n = 21) 10,44 * 1,37;
gomamns (n =15) 6,0+ 1,08; csunsn (n = 32) 20,4 = 2,39 MUKPOMOJM N-HATPOAHHJIMHA.
OHa3uMaTHUeCKasd aKTHBHOCTh BBIPa)KeHa KOJHYECTBOM CBOGOIHOrO N-HUTPOAHMJIMHA B MUKDOMOJSAX
#a 1000 ma cesoporku 3a muuyty npu 300C. pH-ontumym neitctus depmenta B TRIS/HCI
6ypepax = 7,5. JleitumnapunamMunassl MHakTHBHpylorcs B Teuenune 60 muu. u 30°C npu pH
menee 5,5 u Gosee 10,0. TlepsonauansHas axrusHocts ¢epmentoB npu 49C B Teuenme 5 nmeir
ApaHeHusa ocrasnachk 6e3 uamenennii, npu 250C depMeHT 6bls cTaGMABHLIM B MpPONOJIKeHMe 3 IHEH,
a npu 37YC — B reuenne 2 nHeit. Benmuunmt Ky nns Jl-nefiuui-n-HUTpOAHMIMAA U JeHMI-
apMJaMHIashl B CHIBODOTKE KOpOB, jomazeif, oBen, M CBHHeil cocrasuau: 5,5.104; 59.104;
2,8.104; 8,3.10% Moas/nurp. ITH naHHBIE OTHOCATCA K HEHCTIOPYEHHBIM (epMeHTaM.

apunaMunasHeie epMEeHTH; CHIBOPOTKA KpPOBM; KOpPOBA; JOWAib; OBLA; CBHHBA
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BARTIK M. MICHNOVA E. (University of Veterinary Medicine, Dept. of (_L‘he—
mistry, Biochemistry and Toxicology, KoSice, Czechoslovakia). Arylamidase Activity
in Blood Sera of Farm Animals. Vet. Med. (Praha) 16 (7) : 449-456, 1971.

Normal activities of the L-leucyl-p-nitroanilid hydrolysing enzymes were determined
in blood sera of farm animals. Some kinetic studies were carried out, too. The
activities of serum: leucylarylamidase in adult healthy animals have the following
values: cows (n = 30) 5,55 = 1,30; sheep (n = 21) 10,44 = 1,37; horses (n = 15) 6,02 *
+ 1,08; pigs (n = 32) 20,44 * 2,39 micromols of p-nitroaniline. Enzyme activity is
expressed by the amount of released p-nitroaniline in micromols per 1000 ml serum
in a minute at 309%C. The pH optimum of the enzyme effect in TRIS/HCIl buffers
is 7,5. Leucylarylamidases are inactivated within 60 minutes and 30°C with a pH
lower than 5,5 and higher than 10,0. The original enzyme activity in the serum did
not change when kept in a refrigerator at 4°C for 5 days, at a temperature of
250C the enzyme was stable for 3 days and at 37°C within two days. The Km values
for L-leucyl-p-nitroanilid and leucylarylamidase of the the cow-, horse-, sheep-
and pig-serum amount to: 5,5.104; 5,9.104; 8,3.104 Mol/liter. The data relate to
unpurified enzymes.

arylamidase enzymes; blood serum; cow; horse; sheep; pig

BARTIK M., MICHNOVA E. (Hochschule fiir Veterindrmedizin, Lehrstuhl fiir Che-
mie, Biochemie und Toxikologie, Kosice, Tschechoslowakei). Die Arylamidasenakti-
vitdt im .Blutserum der Haustiere. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :449-456, 1971.

Es wurden die normalen, das L-Leuzyl-p-Nitroanilid (Leuzylarylamidase) im Blut-
serum der Haustiere hydrolysierenden Enzymaktivititen ermittelt. Es sind auch
einige kinetischen Studien durchgefiihrt worden. Aktivitdten der Serumleuzylaryl-
amidase bei erwachsenen gesunden Tieren haben die folgenden Werte: Kiihe
(n = 30) 5,55 * 1,30; Schafe (n=21) 10,44 = 1,37; Pferde (n = 15) 6,02 = 1,08;
Schweine (n = 32) 20,44 = 2,39 Mikromole des p-Nitroanilins. Die enzymatische Akti-
vitdt ist mit der Menge des ausgeldsten P-Nitroanilins in Mikromolen auf 1000 ml
Serum per Minute bei 30°C ausgedriickt. Das pH-Optimum der Enzymwirkung in
TRIS/HCI Puffern ist 7,5. Leuzylarylamidasen werden innerhalb der 60 Minuten und
300C bei einem pH niedriger als 5,5 und héher als pH 10 inaktiviert. Die urspriing-
liche Enzymaktivitdt im Serum &nderte sich nicht bei einer Aufbewahrung im
Kiihlschrank bei 40C fiir die Zeit von 5 Tagen, bei einer Temperatur 259C war
das Enzym 3 Tage stabil und bei 370C im Verlaufe von 2 Tagen. Die Ky-Werte fiir
das L-Leuzyl-p-Nitroanilid und Leuzylarylamidase des Kuh-, Pferde-, Schafe-,
und Schweineserums betragen: 5,5.104; 59.104; 28.104; 8,3.104 Mol/Liter. Die
Angaben beziehen sich auf nichtpurifizierte Enzyme.

Arylamidasen-Enzymen; Blutserum':; Kuh: Pferd; Schafe; Schwein
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VHODNOST NEKTERYCH SULFITREDUKCNICH MEDII
PRO STANOVENI ZARODKU RODU CLOSTRIDIUM

J. Hanak, S. Konecny

Vysokd Skola veterindrni, referenéni laboratof I. interni kliniky, Brno
Statni veterindrni ustav, Ostrava

HANAK J., KONECNY S. Vhodnost nékterjch sulfitredukénich médii pro sta-
noveni zdrodku rodu Clostridium. Vet. Med. (Praha) 16 (7) :457-462, 1971.

V dusledku aktualni potieby jednoduché, rychlé a pomeérné piesné diagnostiky
klostridii s eventualni moznosti stanovit jejich kvantitu v potravinach byla
sledovana kvantitativni titrace 10 species z rodu Clostridium na ¢étyfech dru-
zich pud a na puadé vlastni modifikace, zaloZzenych na principu sulfitredukce.
Témto pozadavkim nejlépe vyhovuje vlastni modifikace sulfitagaru a Mosse-
lav agar, u kterych dochazi k dobife ohrani¢enému ruastu intenzivné éernych
kolonii.

potraviny; klostridia; sulfitredukce; média

Anaerobni sporotvorné zarodky rodu Clostridium jsou povazovany v hy-
giené potravin za nespecifické plivodce kazZeni potravin a otravy z nich. V po-
sledni dob& se nahromadilo v literatufe mnoho zpriv o vysoké frekvenci vy-
skytu klostridii v potravinach a o jejich vlivu na zdravotni nezavadnost potravin
(Sinell a Levetzow 1967a, Coretti a Miigenburg 1968,
Nicodemusz a Felix 1960, Kone¢ny a Handk 1970 aj.).

Prestoze vySetfovdni na pfitomnost klostridii je jiz asi 40 let soucasti bakte-
riologického vysSetfovdni potravin, nejsou média ani metodiky pro kultivaci a izo-
laci klostridii wustdleny. Pri dikazu anaerobnich sporotvornych zarodkd rodu
Clostridium se tspé$né vyuZiva jejich schopnosti redukovat sulfit. Podle Ter-
plana a kol. 1967 (cit. Levetzow 1967) je 96 % vsech klostridii schopno
sulfitredukce. Cetnd sulfitredukéni média, pracujici na principu Wilsonem
a Blairem propracované sulfitredukce, maji jednu spoleénou bézi. Ke vhodné
zivné pudé se pfida sulfit v mnozstvi 0,05 % a sloucenina trojmocného Zeleza
s vysokou disocia¢ni konstantou (citrat Zzelezity mnebo siran zelezitoamonny)
v koncentraci 0,05 %. Tyto koncentrace zaruéuji dokonalé cernani pidy za
nepatrného inhibi¢niho vlivu na rast klostridii (Sinell a Levetzow
1967b, Levetzow 1967, Mossel 1959). Klostridia pfitom redukuji
sulfit za tvorby nepatrného mmnozstvi HaS, ktery reaguje s pfitomnym Zelezem
na sirnik Zeleza, zbarvujici okoli rostoucich kolonii na &erno. Avsak i nékteré
nesporulujici, zejména gramnegativni mikroorganismy — Pseudomonas, Sal-
monelly, Proteus — maji rovnéz schopnost redukovat sulfit (Narayam 1967,
Zaadhof a Terplam 1967). Tyto zarodky viak lze ¢aste¢né vyloudit za-
hfdtim nao¢kované piidy na 80 °C po 10 minut nebo @é¢innéji ptridanim inhi-
‘biénich latek k Zivnému médiu. Za vhodné inhibiéni latky jsou povazovany
krystalviolet, kyselina sorbinova, natrium azid, streptomycin, Polymyxin B,
neomycin (Sinell a Levetzow 1967b).
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Jak uvadi Zahradnicky a kol. (1967), pro zahdjeni rastu klostridii
je potfebny redox-potencial —200 mV, ktery je rovnéz zavisly ma pH puady
{napt. u CI. perfringens je pfi pH 7,5 redox-potencial 40 mV, ale pii pH 6,4
— 160 mV). Proto se pH pid pro kultivaci anaerobti ma upravovat na 6,5 az
0,7. Potfebnych redukénich podminek se také snadno dosdhne tim, Ze se
snizi plocha povrchu média vystaveného vzduchu v poméru k objemu média;
rovnéz je nutné pfed naofkovanim zbavit pidu vzduchu povafenim (re-
generace pidy — Zahradmicky a kol. 1967). Lze také pfidavat re-
dukujici cukr (glukéza 0,2—1,0 %) nebo redukéni latky s thiclovou skupinou
(cystein hydrochlorid 0,01—0,1 %, natrium thioglykolat 0,01—0,1 %). Je tieba
si v8ak uvédomit, ze vy$§i obsah redukénich latek obsahujicich thiol muZe mit
pii sterilizaci teplem inhibiéni G¢inek na klostridia. Dal§i redukéni latky jsou
hematin, kyselina askorbovd v 0,01—0,1 %, DPN, TPN aj. Pida musi také
kromé viech nutri¢nich slozek a stimuldtori ristu obsahovat predeviim ener-
geticky acinné latky (sacharidy, aminokyseliny). Proto se uzivaji pudy en-
zymové (pepsinové, trypsinové), piidavaji se hydrolyzaty masa nebo jinych
bilkovin, kvasniény extrakt apod.

MATERIAL A METODY

Kvantitativni titrace byla déldna na ¢tyfech druzich sulfitredukénich pud
a na pudé vlastni modifikace. Jednalo se o tato média:

1. francouzsky sulfitagar (Coretti a Migenburg 1968),

2. DRCM — Diferential Reinford Clostridial Medium (Gibbs a Frea-
me 1965),

3. Wilson-Blair agar (Zaadhof a Terplan 1967),

4. Mosseliv agar (Mossel .1959).

Tyto pudy '(¢. 1—4) byly nadmi modifikovany do diagnostické pudy na-
sledujictho slozeni:

pepton (trypton) 10,0
masovy extrakt | 3,0
kvasni¢ény extrakt 7,0
NaCl 5,0
Cystein hydrochlorid 0,3
Acidum ascorbicum 0,1
agar 20,0
Aqua destilata ! 1000,0

Pfed pouzitim je nutné ptidat 10 ml 5% citratu zelezitého a 10 ml 5% NazSO4
a pH upravit na 7,0.

Kazda pida byla rozlita ve vysokych vrstvach do zkumavek tak, aby jed-
notlivé druhy sledovaného kmene anaerobnich zarodki byly inokulovany v péti
az deseti zfedénich, aerobni zdrodky v jednom az dvou zfedénich té ¢ oné pudy.

Vhodnost uvedenych médii jsme provéfovali sledovdnim rdstu é&istjch bu-
jonovych kultur téchto klostrididlnich kmenti: CI. bifermentans 1/46, Cl. botuli-
num 21/52, Cl. perfringens 48/55, Cl. perfringens 52/55, Cl. sporogenes 14/49,
Cl. tetani 6/46 (pivod — &s. stitni sbirka kultur, Praha), CI. tetani 3/69, CI.
novyi 4/68, Cl. septicum 2/69, CI. histolyticum 1/69 (KHS Ostrava). Paralelné
jsme sledovali bakteridlni kmeny: Salmonella chol. suis, var. Kunzendorf A 9583,
E. coli A 9080, Proteus mirabilis A 4820, Aeromonas punctata 14/69, Strepto-
coccus dysgalactiae 7/68, Staphylococcus pyogenes aureus P 7735 (SVU Ostra-
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va), Bacillus subtilis ATCC 6633 (SVU Brno), B. subtilis 317, B. cereus B 34,
B. cereus, var. mycoides 241, B. megaterium 237, B. mezentericus 223, B. cy-
lindrosporus 203, B. pumilus 197 (SVU Gottwaldov) a Listeria monocytogenes
T 318 (SVU Opava). Pied vlastni inokulaci do médii byla sledovdna cistota
kmenti mikroskopickym vySetfenim.

Bakteridlni kmeny vyrostlé v bujonové kultufe byly odebrany pasteurovou
pipetkou a inokulovidny oddélené tak, ze vzlinavosti nasitd pipetka byla postupné
namécena ke dnu péti az deseti zkumavek jednotlivych médii, ztekucenych za-
htatim a zchlazenjch na 40 °C. Takto naotkované pidy byly inkubovadny v ter-
mostatu pfi 37 °C a denné byla sledovdna intenzita riistu zarodki, charakter
gernani pudy a tvorba plynu se segmentaci pidy. Orienta¢né jsme vySetfovali
umele infikované potraviny zirodky rodu Clostridium inokulaci 1—2 g homo—
genizované potraviny do média.

VYSLEDKY

Vhodnost vySetfovanych médii pro riist zdrodkd rodu Clostridium se nam
jevila takto:

1. Francouzsky sulfitagar — u viech kment klostridii docha-
zelo k intenzivni tvorbé plynu, projevujici se silnou segmentaci ptdy, kterd nejen
7e znemoZfiovala dokonale odeditat jedmotlivé kolonie, ale znemozilovala také
sulfitredukci; to znamend, Ze intenzita ¢erndni okoli kolonii nedosahovala poza-
dované kvality v disledku pfistupu vzduchu mezi segmenty pidy. Trhani sou-
vislého sloupce média zpiisobovaly i nékteré aerobni zarodky, pfedeviim Pro-
teus a E. coli.

2. DRCM — toto médium umoziiovalo klostridiim i nékterym aerobnim
zarodktim dokonalou sulfitredukci, kterd se projevovala u vét§iny kment difuz-
nim zéernanim celého sloupce pudy jiz po 24 hodinach inkubace. Nevyhoda proto
spotivala pfedeviim v tom, Ze nebylo mozné kvantitativné stanovit sulfitredu-
kujici zarodky, popfipadé je izolovat. Rovnéz toto médium bylo silné rozsegmen-
tovdno tvoficim se plynem. Diftzni &ernani celého sloupce média zptsobovaly
kromé zarodki Proteus a E. coli i zarodky Salmonella chol. suis.

3. Wilson-Blairova ptida — rust a sulfitredukéni aktivita za-
rodkd byla pomérné slabi, coz se projevovalo pfedeviim nedokonalym é&erndnim
kolonii. Kolonie byly bilé, okoli mélo koutové Sedy nadech. Cernani nebylo vy-
razné ani u tak aktivnich kmend, jako je Cl. bifermentans a Cl. perfringens. Na
druhé strané viak bylo silné zkapaliiovini a segmentace pidy u vSech kmeni
klostridii.

4. Mosseltiv agar — tato pida se jevila jako velmi vhodnid pro
kultivaci a kvantitativni stanoveni klostridii, které vétSinou jiz po 24hodinové
inkubaci tvofily jasné zfetelné, éerné a izolované kolonie. Pouze u kmene CI. bo-
tulinum byly kolonie zfetelné az po 72 hodinich inkubace, u kmene CI. novyi
dokonce az po 96 hodindch inkubace. U vSech kment klostridii dochédzelo jen
k nepatrné segmentaci a zkapalfiovani pidy, coz umoziiovalo snadnou odeéita-
telnost narostlych kolonii. Poet odeéitatelnych kolonii se pohyboval mezi 5 az
15 koloniemi v celém sloupci média. P#i niz8ich zfedénich dochizelo v mistech,
ve kterych byla masivni inokulace sledovaného kmene, po 24 hodinich k difdz-
nimu zcéerndni pudy. U vétSiny aktivnich kment klostridii dochézelo viak také
jiz po 48 hodinich inkubace k diftiznimu ¢ernani i ve vys§ich fedénich. Sednu-
tim aZ Cerndnim pidy se projevoval i rist nékterych aerobnich zarodki. Piede-

VETERINARNI MEDICINA - 1971 459



viim zarodky rodu Proteus, ale i rodu Salmonella a Aeromonas zpusobovaly po
24 hodindch inkubace v padé Sednuti, jehoz intenzita se zvySovala smérem
k horni ploSce média, vystavené vzduchu. Po 48 az 72 hodindch nastalo i zde
¢ernani, které prevazné zasahovalo jen povrchové vrstvy média ve formé Cerného
prstence o sile asi 3 cm.

5. Sulfitagar vlastni modifikace — tato pida se jevila
rovnéz jako velmi vhodnd pro kvantitativni stanoveni klostridii. Po 24 hodinach
inkubace se projevoval rist vétSiny klostridii jasné zfetelnymi cernymi koloniemi
takitka ve vSech fedénich, takZe bylo mozné odetitat az 90 kolonii ve sloupci
pidy. Zarodky Cl. bifermentans a Cl. sporogenes rostly v této dobé ve vétsich
kolomiich, dosahujicich az velikosti zrnka prosa. Diftzni ¢ernani nastupovalo az
po 48 hodinédch, a to jen ve velmi nizkych fedénich (kolem 50 kolonii v pudé).
Ve vyssich fedénich (5—10) byly kolonie odefitatelné i po tfetim dnu inku-
bace. Riist zarodki Cl. histolyticum a Cl. septicum byl zietelny vétSinou aZz po
48 hodindch inkubace — zarodky rostly ve velmi drobnych, zfetelné ohranice-
nych Cernych koloniich i v nizsich fedénich. Zarodky CI. botulinum a CIl. novyi
byly viditelné az po 48 az 72 hodindch inkubace. Segmentace a ztekucovédni
pudy bylo velmi nepatrné a jen u velice aktivnich kmend, jako je Cl. perfringens
a Cl. bifermentans. Také v téchto ptipadech si zachovavaly kolonie sviij ohra-
niceny charakter i po 48 hodinach. Rust aerobnich zarodkd byl obdobny jako
v Mosselové agaru.

DISKUSE

V souhlase s jinymi autory (Sinell a Levetzow 1967a, Coretti
a Migenburg 1968, Mossel 1959) se nidm jevi pudy pracujici na
principu sulfitredukce jako vhodné ke kvantitativnimu stanoveni klostridii. I kdyz
zékladni substance, umoznujici ¢erndni (trojmocné Zelezo v organické slouceniné
a natrium sulfit), jsou kvantitativné shodné (mimo Wilson-Blairovu ptidu)
a zaruCuji tim optimalni barevnou reakci za nepatrného inhibi¢niho vlivu na rist
klostridii, je stejné mutné, aby i ostatni Zivné a tmelici baze byly v takovém po-
méru, ktery by podporoval riist i velmi naroénych kmenii klostridii v ohrani¢enych
koloniich, a tim i snadné stanoveni poétu. V tomto sméru se ndm nejméné osvéd-
coval francouzsky agar a DRCM. V dusledku mensi ,tvrdosti“ a predeviim vys§i-
ho obsahu cukru dochéazelo k silné segmentaci téchto médii. Rovnéz vy$§i obsah
redukénich latek (cystein, cukr), hlavné u DRCM, stimuloval sulfitredukéni akti-
vitu klostridii do té miry, Ze dochdzelo velmi rychle k intenzivnimu diftaznimu
Cernani celého sloupce média, coz samoziejmé zabrariovalo kvantitativnimu sta-
noveni klostridii.

Na rozdil od uvedenych médii se jevil Mosseliv agar jako nejvhodnéjsi.
Dochézelo jen k velmi slabé segmentaci pudy, rast klostridii byl ve vétSiné pfi-
padi do 24 hodin dobie chranifeny v intenzivné ¢ernych koloniich. Ve vys§ich
tedénich byly v této dobé odecitatelné kolonie vétsinou v poétu 5 az 10 kolomii.
Po 48 hodinach viak dochdazelo jiz k diftiznimu &ernani celého sloupce. Podobny
zavér uvddi i Simell a Levetzow (1967b), Mossel (1959) a dalsi.

V na$i modifikaci sulfitagaru jsme ptidavkem 20 % agaru zajistili dosta-

svv,

Rovnéz jsme postupné upravili i pfidavek redukénich latek na takova mnoistvi,
pii kterych byl umoznén rast ohrani¢enych kolonii klostridii, podobné jako v Mos-
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selové agaru. Na rozdil od Mosselovy ptidy byla viak nejlepsi odecitatelnost
vyrostlych kolonii az po 48 az 72 hodinach inkubace (u Cl. botulinum a CI.
novyi je§té pozdéji), kdy bylo mozné odeéitat kolonie i v niz8ich fedénich v poctu
60 az 90 kolonii bez vzniku diftzniho ¢ernani. Tento faktor byl obzvlasté
ptiznivy po kultivaci vysoce aktivnich kmend (CI. bifermentans, Cl. perfringens).
K diftiznimu ¢ernani dochazelo vétsinou teprve po del§i expozici.

Na rozdil od poslednich dvou uvaddénych médii se ndm neosvéd¢ilo pouZiti
Wilson-Blairovy ptidy, na které rist klostridii nebyl jednoznaéné prikazny
a ktera nezarucovala ani zdkladni reakei sulfitredukéniho média — &ernani.

Zadny ze sledovanych aerobnich sporogennich zarodkt rodu Bacillus se ne-
projevoval barevnymi zménami pidy, coZ je zdvazny moment zvlasté pii vySetio-
vani potravin, ve kterych jsou tyto zdrodky velmi castou kontaminantou, tim
spiSe, Ze odolnost jejich spor vidi vyS8im teplotdim byva casto vétsi nez
u klostridii.

V souhlase s Narayanem (1967), Zaadhofem a Terplanem
(1967) a dal§imi autory jsme prokédzali sulfitredukéni schopnost i u zdrodka
rodu Salmonella, Proteus a Aeromonas. Sulfitredukéni vlastnosti mél podle na-
gich vysledkd i kmen E. coli A 9080. Charakter ¢ernani, zptisobeny témito kmeny,
byl viak odlidny od ristu klostridii a soustfedoval se pfedev§im na horni vrstvy
média.

~ Za preéteni rukopisu a cenné pripominky dékujeme prof. dr. Cernému, rediteli
SVU Ostrava dr. Sedla¢kovi a dr. B. Stépankovi, za technickou spolupraci pak E.
Cerné a E. Soldanové.

Literatura

CORETTI K. MUGENBURG H., 1968, Vorkommen und Bedeutung von Clostridien
in Gelatine. Die Fleischwirtschaft 5 : 632-637. )

GIBBS X.,, FREAME X, 1965, Methods for the recovery of clostridia from foods.
J. appl. Bact. 28 : 95.

KONECNY S., HANAK J., 1970, Problematika vyskytu klostridii v potravinach. Vy-
hled veterinarnich hygienikti a dietetika 1, dil II.

MOSSEL A. A. 1959, Enumeration of sulfite-reducing clostridia occuring in foods.
J. Sci. Food Agric. 10 : 662-664.

NARAYAN K. G., 1967, Culture isolation and identification of clostridia. Zblt. Bakt.
Orig. I., 202/2 :212-220.

NICODEMUSZ X., FELIX I., 1960, Uber Vorkommen von Clostridien in Lebensmit-
telprodukten und ihre Rolle bei Lebensmittelschidigungen. Zblt. Bakt. Orig. I,
177 : 403-408.

LEVETZOW R., 1967, Ein Beitrag zum Clostridiennachweis bei der bakteriologischen
Fleischuntersuchung. Arch. f. Lebensmittelhygiene 10 :217-219.

SINELL J. H.,, LEVETZOW R., 1967a, Sulfitreduzierende Clostridien in vorverpackten
Fleischwaren. Die Fleischwirtschaft 4 :392.

SINELL J. H., LEVETZOW R., 1967b, Beitrag zur quantitativen Bestimmung von
Clostridien in Lebensmittel. Arch. f. Lebensmittelhygiene 4 :73-74.

ZAADHOF X.,, TERPLAN X. 1967, Zur Eignung verschiedener Nihrmedien fiir den
Nachweis von Clostridien in Milch. Arch. f. Lebensmittelhygiene 18 :27-30.

ZAHRADNICKY J., 1967, Mikrobiologické vyS$etiovaci metody. Obzor, SZN: 307-314.

Doslo dne 10. 8. 1970

IF'AHAK ., KOHEUHBEI C. (BerepunapHblit MHCTHTYT, BpHO; Focynapcrnémmﬁ BETEPUHAPHBIH
uncruryt, Ocrpasa, Yexocnosakus). IIpMronHocts HeKOTOPHIX CyabOUTPEAYKIMOHHEIX THIOB Cpe-
Ol ann onpenenenns sapomsimeii poma Clostridium. Vet. Med. (Praha) 16 (7) : 000-000,
1971. '

VETERINARNI MEDICINA - 1971 461
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