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PRUKAZ GLYKOGENU V LEUKOCYTECH SKOTU ZDRAVEHO
A LEUKOZNIHO

D. Sodomkova, R. Rademacher, J. Vanasek

Statni veterindrni ustav, veterindarni nemocnice, referencéni laborator pro leukézu skotu
Hradec Kralové

KUNZ, fakultni nemocnice, II. interni klinika, Hradec Krdlové

SODOMKOVA D., RADEMACHER R., VANASEK J. Prizkum glykogenu v leu-
kocytech skotu zdravého a leukdzniho. Vet. Med. (Praha) 20 (6) :315-320, 1975.

U leukemickych krav je vyznamné vys$si procento lymfocytu a lymfoidnich bu-
nék periferni krve i drené s intenzivné zbarvenymi fialovymi granuly glyko-
genu v plazmé, jez se vsak vyjimeéné vyskytnou i v lymfocytech zdravych krav.
Lymfocyty s negativni PAS reakei jsou jak u krav zdravych, tak u krav
leukemickych. PAS reakci 1ze tedy pouZzZit jen jako pomocnou metodu pro odli-
Seni leukemickych lymfocyti v komplexu dalsich cytochemickych reakei.
U neutrofilnich leukocytu periferni krve zdravého i leukézniho skotu vykazovala
PAS reakce hodnotu ++ a% ++ +. Ve dienich obou skupin se projevovalo
u myelocyti a promyelocyttt oslabeni reakce (0 az +). Eosinofilni leukocyty
a jejich vyvojova stadia davaly PAS reakci negativni. Monocyty vykazovaly
slabou reakci v periferii zdravého skotu, o néco silnéjsi u leukdzniho skotu.
PAS reakce erytrocytarni a trombocytarni vyvojové rady diené byla negativni.

cytochemie; glykogen; kostni dien; krev; krevni roztér; leukéza skotu; lymfo-
cyty

U chronickych lymfadenéz lidi je obvykle udivin zvy3eny obsah
uhlovodantt v krevnich buiikich typu leukemickych lymfocyti proti lym-
focytiim zdravych lidi. Cytochemickou diferenciaci v humanni mediciné
fadou reakci (sudanova cern, PAS reakce. esterazy, alkalickd fosfatdza)
propracoval Hefmansky (1968, 1969). Beckman (1971) pro-
pracoval cytochemickou diferenciaci akutnich leukemii déti za pouZiti
tychz reakci vCetné reakce peroxiddzové. Krug a Stenzel (1969)
provéfili nédlezy Valentina aj. (1952) a Merkera a Chun
Jin Hui (1960) u myeloproliferativnich onemocnéni. Autoii se zfasti
shoduji v nazoru, Ze u chronickych myeloidnich leukemii je ve srovnani
se zdravymi lidmi polovi¢ni obsah glykogenu u neutrofilnich granulocytii.

U domicich zvirat prezkouseli metodiku PAS reakce podle
Wislockiho aj. (1949) u skotu Bauer-Sicovid (1963, 1965),
Miiller (1964), Sergany aj. (1966), Grundboeck Wil-
czytiska-Ciemiga (1968, 1909/70), Gluzman aj. (1972
a Achmetsin (1972); z nasich autori Pravda (1966), Sma-
helova (1970) a Herfmansky aj. (1970).

Bauer-Si¢ova (1963) nezjistila u dvaceti zvifat podezielych
z leukézy vyznamné odchylky v obsahu glykogenu lymfocytii ve srov-
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nani se zvifaty z leukézy nepodezielymi (index glykogenu 17,4; 12,0).
Naopak u zvifat pravdépodobné leukdznich (Sest pfipadd) byl index
glykogenu vyssi (53,3), stejné jako u tfi zvifat tumor6zné nemocnych
leuk6zou (index 91,3) a u Ctyf telat s tumorédzni leuk6zou mladych zvi-
Fat (index 62,2). Shodn& uvadéji Sergany aj. (1966), ze u téchto
tii poslednich skupin leukéznich zvifat je pravdépodobné obsah glyko-
genu vy$si. Toto zvyseni viak neni pravidlem, takze reakce na glykogen
nemtzZe slouzit za prikaz tumordzni formy leukézy, ale jen jako po-
mocnd reakce. Podobné Grundboeck aj. (1968, 1969/70) doché-
zeji k zavéru, ze v leukdézovvch stadech je procento PAS pozitivnich
lymfocyti vy3si u zvifat s lymfocytézou nez u zvirat s normalnim krev-
nim obrazem. U zvifat hematologicky negativnich jsou hodnoty PAS po-
zitivnich reakci v lymfocytech jen vyjimecné. Leukodza ovliviiuje tedy
obsah glykogenu v lymfocytech, k jeho zvyseni vSak dochazi jen u ome-
zeného poltu pfipadi. Smahelova (1970) zjistila, Ze PAS reakce
je dostatetné citlivda pro stanoveni plemennych rozdili. Nejsilngjdi po-
zitivita byla prokdzdna u granulocytdrni fady skotu s jednostrannou
uzitkovosti (ayshire a jersey ***), slabda (* aZ **) u skotu Ceského
strakatého a pincgavského s kombinovanou uzitkovosti.

MATERIAL A METODA

PAS reakci jsme dé&lali v modifikaci podle Wislockiho aj.
(1949) jako soucdst humanniho modelu Heimanského aj. (1970)
spoletné s reakci na lipidy v metodice podle Sheehana a Sto-
reyho (1947) v modifikaci Hefmanského aj. (1970) se suda-
novou c¢erni, ddle s reakci na nespecifickou esterdzu podle Lofflera
(1971), naftol-AS-D-chloracetdt esterdzu podle Moloneye aj. (1960)
a reakci na alkalickou fosfatdzu podle Havhoa a Quaglina (1958).
Reakce probihala soubézné s ostatnimi v modelu Hefmanského
aj. (1970) z periferni krve 16 kust a diené 13 kusi zdravého skotu
Ceského strakatého plemene. Soucasné byly tytéz reakce barveny z bu-
n&k periferni krve (25 kust) a dfené (21 kus) skotu téhoz plemene
nemocného leukézou.

Modifikace podle Wislockiho aj. (1949) se délala stejnymi
barvivy soubé&Zné na pracovisti humannim (doc. MVDr. Varédsek -—
VLVDU Hradec Kralové), takZe bylo moZno porovnavat intenzitu reakce
u lidi a u skotu.

Pracovni postup p¥i metodice podle Wislockiho aj. (1949):

1. fixace Rossmanovym roztokem vzdy Cerstvym — 5 minut,

2. diikladné oplachnuti vodou, oschnuti,

3. 1% roztok kyseliny jodisté v destilované vodé — 5 minut,

4. oplachnuti vodou, oschnut1

5. barveni Schiffovym leukofuchsinem — 30 aZ 40 minut,

6. oplachnuti destilovanou vodou, oschnuti,

7. dobarveni suchych natéri 2% vodnym roztokem ¢isténé metylénové

zelené — 5 minut.
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Priprava Rossmanova roztoku: 5 dili nasyceného roz-
toku kyseliny pikrové v 96% etylalkoholu smichat s 1 dilem 40% for-
maldehydu.

Priprava Schiffova leukofuchsinu: 2 g bazického
krystalického fuchsinu rozpustit ve 400 ml vrouci destilované vody,
ochladit na 50°C, prefiltrovat; k filtrdtu pridat 10 ml 2 N HCl a 4 ¢
pyrosifi¢itanu sodného; smés zazitkovat a nechat v temnu a chladu pies
noc; pridat 1 g Zivocidného uhli, protiepat, pfrefiltrovat; k filtratu pii-
davat po malych davkach 2 N HCl (asi 10 ml) tak dlouho, aZ kapka
smési na sklicku neni razova; chranit pfi +4°C v temnu, doba trvani
tfi az Ctyfi tydny.

Sila pozitivity reakce byla posouzena:
— bez granul v plazmé
— ojedinéld jemnd granula v plazmé
vétsi mnozstvi jemnych granul v plazmé
— velkd i jemnéd granula v plazmé

w N = O
I

Stupen pozitivity PAS reakce je zndzornén na obr. 1.

0 1
1. Stupné pozitivity PAS reakce

VYSLEDKY A DISKUSE

PAS reakce podle Wislockiho aj. (1949) vykazovala u neutro-
filnich leukocytti periferie zdravého i leukézniho skotu ceského straka-
ttho a dénského plemene zfetelné silnou reakci ** az *+*+. Ve dfenich
zdravého i leuk6zniho skotu se projevilo u myelocyti a promyelocyti
zietelné oslabeni reakce (0 aZ *) p¥i hodnoceni do **+. Charakteristika
neutrofilnich leukocytd je tedy podobné jako u lidi dina zfetelnou PAS
reakci. Eosinofilni leukocyty a jejich vyvojova stadia ddvaly PAS reakci
negativni.

Monocyty vykazovaly slabou reakci v periferii zdravého skotu, jez
se projevila v priméru zfetelné silnéjsi reakci u monocytit leukézniho
skotu.

Lymiocyty ve shodé s Grundboeckem a Wilczytskou-
-Ciemigou (1969/70) vvkazovaly u krav pozitivnich pfi vy3etfent
na leukozu (hematologicky event. patologicko-anatomicky a histologicky)
v 74 % pozitivni PAS reakci, a to v hodnotach: 1 — 50,0 %, 2 — 27,7 %,
3 — 22,2 9%. Zvladt napadna reakce (3) byla s jednim aZ sedmi granuly
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intenzivné fialové zbarvenymi, rGzné velikosti, umisténymi v plazmé
lymfocyti.

Naproti tomu u roztéri ze zvifat negativnich pii vySetfeni na
leuk6ézu byla silnd reakce (3) pouze v jednom piipadé (6,25 %), ojedi-
néla jemnd granula (1) byla v 25,0 %, Cetnd jemnd granula (2) byla
zji§téna ve 12,5 %.

V kostnich dienich krav pozitivnich pfi vy3etfeni na leukézu byla
v lymfoidnich buiikdch prokazana pozitivni PAS reakce ve viech 21 pii-
padech, a to v hodnoté 2 az 3. Ve dvou pfipadech byla zvlast nidpadna
tfialové zbarvena granula sahajici i pfes jadro. Rovnéz plazmatické buriky
mély v 17 % nafialovélé zabarveni ve svétlych mistech plazmy.

V kostnich dienich krav negativnich pfi vy3etfeni na leukozu byla
PAS reakce s vyjimkou jednoho piipadu (7,6 %) negativni, nikde se ne-
vyskytla silnd reakce 3. Plazmatické buriky mély ve dvou pfipadech
(15,2 %) pozitivni reakci.

Tyto tdaje jsou v souladu se zdvéry Bauer-SiCové (1963),
Grundboecka a Wilczynské-Ciemigy (1968, 1969/70),
Serganyho aj. (1966).
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COOOMKOBA 1., PAIEMAXEP P., BAHACEK . (TocynapcTBeHHEIH BeTepMHApHBIH WHCTH-
TYT, BeTepuHapHas OOJBHHIIA, SKCIEPUMeHTaJbHas JabopaTopus LS JeHKO3a KPYNHOIO pPOTaToro
ckora, I'panen Kpanose, OGnsmpas, ¢axynbrerHas GosEpHuna, Il KIMHHKa 10 BHYTPEHHHM
Gonesuam, I'panmen Kpanose, Uexocnosakus). JlocroBepHOCTs ompeneneHMs TIHKOTeHA B JEHKONH-

Tax 3popoBoro M 3abonesmero yeiikosoM KpymHoro poraroro ckora. Vet, Med. (Praha) 20 (6) :
: 315-320, 1975.

Y xopos, saboneBmux JefKO30M, SHAYMTENLHO IOBBINEH HPOLEHT JAMMPOUUTOB M IUMPOMIHEIX
RJETOK TepuPepuiHOM KPOBM M KOCTHOTO MO3ra, MHTEHCHBHO OKpPALIEHHOrO (HOJIETOBBIMM TIpaHy-
JIaM¥ TJIMKOTEHa B ILIa3Me, KOTOpHIE JIMIOb B MCKJIOYHMTENBHBIX CAydasAx MOTYT OBITH M B JuMponu-
Tax 310poBoif KopoBh. JImMpouuTer ¢ orpumaressHoit ITACK peaxnueir MOXHO HafTH Kak
y BIOPOBEIX KODOB TaK M y KOpoB 3aGoxesmmx JeiikosoM. ITACK peakomeir, B TakoM cayuae,
MOKHO IIOJIb30BAaTLCA JIHINL KaK BCIOMOTATENBHBIM METONOM IJIA DPasiMUeH’s JEeHKO3HBIX JIMM-
$OLUTOB B KOMIUIEKCE IaJbHEHIMMX IHTOXHMHYECKHX peaKnuil. Y HeHTPOPHIBHEIX JEHKOUTOB
nepudepuiHO KpOBHM, 3IOPOBOr0 H 3a6OJeBLIEr0 JIEHKO30M KpymHOro poraroro ckora, IIAC
peakgus 6eina ++ Bogors mo +++. B kocTHOM MO3Ty OGemx IPynm B MHEJONMTAX ¥ IPOMHENO-
uurax npossiasiack ocnabrennas peakmua (0 — +). DosuHOHIBHEIE NEUKONUTH M HMX CTalUAd
pasButua naBanm orpumarenpHylo ITACK peakmmio. MOHODHTEI mOKasmBanu caabyio Ppeaxmuio
3 mnepudepuu 3HOPOBOTO KPYIHOTO pOTATOTO CKOTa, HECKOJBLKO CHJbHee y CKora, 3afonesmero
neitkozom. ITACK peaknmus spUTpOLHTapHOX ¥ TpOMGONUTApHOX cepuit pasBuTuUs OHlia OTpHIA-
TeJILHOH.

LHUTOXMMHSA; TJHMKOTeH; KOCTHBIM MO3r; KpOBb; KpOBSHBIE MasKH; JeHKO3 KpyNmHOTO poratoro
CKOTa; JUMQOITHTE!

SODOMKOVA D., RADEMACHER R., VANASEK J. (State Veterinary Institute, Ve-
terinary Hospital, Reference Laboratory for Cattle Leucosis, Hradec Kralové, Fa-
culty Hospital of the Regional Institute of National Health, 2nd Clinic of Internal
Medicine, Hradec Kralové, Czechoslovakia). Glycogen Demonstration in the Leuco-
cytes of Healthy and Leucotic Cattle. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 315-320, 1975.

In leukemic cows the percentage of leucocytes and lymphoid cells of the peripheral
blood and marrow, with intensely stained violet glycogen granules in the plasma,
which nevertheless exceptionally appear even in the leucocytes and lymphocytes
of healthy cows, is significantly higher. Lymphocytes with a negative PAS reaction
are found in both healthy and leukemic cows. PAS reaction can therefore be used
as an auxiliary method for differentiating leukemic Jymphocytes in a complex
of further cytochemical reactions. In neutrophilous peripheral blood leucocytes of
healthy and leucotic cattle the PAS reaction attained the values of ++ to + 4+ +.
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In the marrow of both groups an attenuated reaction was recorded in the myelocytes
and promyelocytes (0 to +). Eosinophilous leucocytes and their developmental stages
yvielded negative PAS reaction. Monocytes showed a weak reaction in the periphery
of healthy cattle whereas in the leucotic cattle the reaction was somewhat stronger,
PAS reaction of the erythrocyte and thrombocyte bone marrow series was negative.

cytochemistry; glycogen; bone marrow; blood; blood smear; cattle leucosis; lympho-
cytes

SODOMKOVA D., RADEMACHER R., VANASEK J. (Staatliches Veterinirinstitut,
Veterindrkrankenhaus, Referenzlaboratorium f{ir Rinderleukose, Hradec Kralove,
Bezirksanstalt fiir Volksgesundheit, Fakultitskrankenhaus, II. interne Klinik, Hra-
dec Kralové, Tschechoslowakei). Glykogennachweis in Leukozyten des gesunden
und leukosen Rindviehs. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 315-320, 1975.

Die leukdmischen Kiihe haben einen signifikant hoheren Prozentsatz der Lympho-
zyten und lymphoiden Zellen des peripherischen Bluts sowohl des Marks mit in-
tensiv gefdarbten violeten Glykogengranula in dem Plasma, die jedoch ausnahms-
weise auch in Lymphozyten gesunder Kiihe vorkommen. Lymphozyten mit der
negativen PAS-Reaktion sind sowohl bei gesunden, als auch bei leukdmischen
Kiihen. Die PAS-Reaktion kann daher nur als Hilfsmethode fiir die Unterscheidung
der leukdmischen Lymphozyten in dem Komplex weiterer zytochemischen Reak-
tionen eingesetzt werden. Bei neutrophilen Leukozyten des peripherischen Bluts des
gesunden sowohl leukosen Rindviehs wies die PAS-Reaktion einen Wert von + +
bis +++ auf. Im Knochenmark der beiden Gruppen trat bei Myelozyten und Pro-
myelozyten eine Schwichung der Reaktion (0 bis +) ein. Eosinophile Leukozyten und
ihre Entwicklungsstadien gaben eine negative PAS-Reaktion. Monozyten wiesen eine
schwache Reaktion in der Peripherie des gesunden Rindviehs, etwas stirker bei
leukosem Rind auf. Die PAS-Reaktion der erythrozytiren und thrombozytiren
Entwicklungsreihe des Marks war negativ.

Zytochemie; Glykogen; Knochenmark; Blut: Blutabstrich: Rinderleukose; Lympho-
zyten
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AMEBY SKUPINY LIMAX U NEKTERYCH HOSPODARSKYCH
A DOMACICH ZVIRAT

V. Kadlec

Statni veterindrni ustav, Terezin

KADLEC V. Améby skupiny limax w nékterych hospodarskych a domdcich
zvirat. Vet. Med. (Praha) 20 (6) :321-326, 1975.

Nahodilym vybérem bylo u péti druhti hospodarskych a domécich zvirat izo-
lovano 14 kmenu ameéb skupiny limax. Améby byly zachyceny v ustroji dy-
chacim, zazivacim a pohlavnim. Podle systematického zarazeni patri izolaty
k rodim Acanthamoeba, Hartmannelle a Vahlkampjia. Jejich teplotni optimum
bylo pri 37°C. Pokus o prikaz patogenetickych schopnosti se zastupci jednotli-
vych rodt na laboratornich zviratech mél negativni vysledek.

limax améby; Acanthamoeba; Hartmannella; Vahlkampfia; vyskyt u hospo-
darskych a domacich zvirat

Zajem o skupinu tzv. malych volné zZijicich améb v poslednim de-
setileti je motivovan zjisténimi (Butt, 1964; Fowler a Carter,
1965; Cerva a Novak, 1968), Ze jsou schopny vyvolat u lidi me-
ningoencefalitidy s letilnim prib&hem. Dosud se podafilo prokazat
(Culbertson, 1961; Cerva aj., 1969; Jadin a Willaert; 1971)
parazitické schopnosti u nékolika kmenti, které podle systematického za-
fazeni Pagea (1967, 1967a) patii k rodim Naegleria a Acanthamoeba.
O parazitismu téchto améb, zvanych podle zptsobu pohybu — limax,
v organismech nékterych hospodaisky vyznamnych druhit zvifat jsou v li-
teratufe jen sporé udaje. Adamovda (1964) citujc R. G. Plummera,
ktery izoloval z nosniho hlenu koné s katarem dychacich cest kmen
Acanthamoeba W 1. Dwivedi (1965) a Mc Connell aj. (1968)
publikuji ojediné¢lé pripady amébidz skotu, manifestujicich se plicnim
onemocnénim. Ayers aj. (1972) referuji o acanthamébidze u psa.

Cilem piedlozené prace bylo zjistit pritomnost améb skupiny limax
v organismech nemocnych nebo uhynulych hospodaiskych a domacich
zvifat a poukézat na jejich potencidlni etiologii v patogenezi né&kterych
zviFecich onemocnéni.

MATERIAL A METODY
Améby byly izolovany z klinického materidlu a pfi autopsiich zvi-

fat. Sekéni materidl, exkrety sliznic dychaciho a pohlavniho ustroji a se-
Skraby stén stfevnich byly pFeneseny za aseptickych podminek piimo
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nebo po predeslém zpracovani jinou parazitologickou i bakteriologickou
metodou na povrch agaru s vrstvou suspenze horkem usmrcené kultury
Aerobacter (= Enterobacter) aerogenes (Culbertson aj., 1965).
Petriho misky s agarem byly po naockovani vloZeny do polyetylénovych
sackl, neprody$né uzavieny a inkubovany po dobu minimédlné sedmi
dnti pfi teploté€ 37°C. Kultury byly kontrolovany mikroskopii Petriho
misek pFfi 100X zvétseni. Klonalni kultury byly ziskany prenesenim aga-
rového blocku s vegetativnim nebo encystovanym stadiem na povrchu
na novou agarovou pudu. Pfi klonovani bylo vyuZito migra¢nich vlast-
nosti améb (Mc Intosh a Chang, 1971) podle Neffovy metody
a k vylouCeni kontaminant pak nemuselo byt pouzito antibiotik.

Barvici metody: trvalé prepardty se pofizovaly fixaci Schaudinnovym
nebo Carnoyovym roztokem, barvenim Zelezitym hematoxylinem, trichro-
mem podle Massona nebo Giemsovou metodou a zalitim do kanadského
balzamu.

Identifikace améb: k systematickému zafazeni izolovanych kment
jsme pouzili kritérii Pagea (1967, 1967a, 1968) a Singha a Dase
(1970): zplsob pohybu a tvorba pseudopodii, pomér délky k 3ifce pfi
pohybu, tvar trofozoitii, pocet kontraktilnich vakuol a jejich vyprazdio-
vaci perioda, rychlost pohybu, tvorba bicikatého stadia, tvar a velikost
cyst a zplsob jaderného déleni. Patogenetické schopnosti kment byly
studovany vzdy s jednim zastupcem rodu na bilych mysich a morcatech
metodami popsanymi Cervou (1967, 1967a), Wilsonem aj.
(1967) a Singhem a Dasem (1970).

VYSLEDKY

Ze 14 améb skupiny limax, izolovanych nahodilym vybérem z ve-
terinarmiho materidlu (tab. I), bylo 3est kment A. polyphaga. Vegeta-
tivni stadia acanthaméb se pohybuji Sirokym lobopodiem, z néhoz se
tvofi tzké za3pitatélé vybézky cytoplazmy (= acanthopodia). Obvykle
maji jedno vackovité jaidro. Typ jaderného déleni je mitoticky s rozpusté-
nim jadérka a jaderné blany v prib&hu mitézy. Cysta acanthaméb obsa-
huje endocystu vice méné mnohothelnikovitého nebo hvézdicovitého
tvaru.

Ctyfi izolaty byly Hartmannella vermiformis. Trofozoity hartmannell
maji obyCejné protahly tvar pouze s jednim Sirokym lobopodiem bez
plazmatickych vybézka.

Plazma obsahuje jedno vezikuldrni jadro. Pr¥i jaderném déleni jsou
jadérko a jadernd membrana rozpustény. Harmannelly podobné jako
acanthaméby netvofi bic¢ikatd stadia.

Tti kmeny piislusely k rodu Vahlkampfia. Tento rod zahrnuje améby
v pohybu monopodialni, které se pohybuji znatelné eruptivnim zptso-
bem. Normélné vahlkampfie obsahuji jedno vackovité jadro. Maji pro-
mitoticky zptisob jaderného déleni, b€hem néhoz se tvofi charakteristické
~polarni cepitky”, odvozené z hmoty jadérka. Jeden z izolovanych
kment byl pozdéji oznaten jako species nova — Vahlkampfia enterica.

Posledni kmen ¢. 311 nebyl systematicky zafazen. Jeho vegetativni
stadia se vyznacovala tvorbou prstovitych pseudopodii z kontrahovanych
forem a lobopodii pfi pohybu vpfed. Za téchto okolnosti pak méli tro-
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. Pavod kment a zpusob jejich izolace

Klinicky nebo
Kmen ¢islo Puvod patologicko-anato- | Zpusob izolace
micky nalez
A. polyphaga Bos sliznice abortus primo
1289 taurus < posevni amébova puda
H. vermiformis Canis fa- hlen susp. primo
690 miliaris z bronchi ascaridiosis amébova puda
V. enterica Meleagris sliznice coccidiosis, sekundarné
836 gallopavo stfevni histomonosis, z Ringerova
trichomoniasis roztoku
A. polyphaga Bos praeputium susp. evanthema primo
63 taurus 3 vesiculosum coitale | amébovd puda
A. polyphaga Columba sliznice trichomoniasis primo
58—9 domestica stfevni amébova puda
H. vermiformis Meleagris sliznice mycoplasmosis sekundérné
2594 gallopavo hornich z jatrového
cest dychacich bujénu
. L . sekundarné
A. polyphaga Meleagris sliznice mycoplasmosis z jatrového
2603 gallopavo strevni bujénu
H. vermiformis Meleagris sliznice
2603 gallopavo hornich mycoplasmosis sellzlimdé::fa
cest dychacich 2 InEe
roztoku
H. vermiformis Meleagris sliznice mycoplasmosis ptrimo
3140 gallopavo slepého amébova puda
stfeva
A. polyphaga Meleagris sliznice mycoplasmosis primo
3139 gallopavo slepého amébovi plda
stfeva
A. polyphaga Bos i:»raeputium preventivni sekundéarné
375 taurus 3 kontrola z jatrového
bujonu
V. inornata Sus sliznice rhinitis pifimo
130 scrofa @ dutiny atrophicans amébové puda
nosni
Vahlkampfia Sus sliznice ? pfimo
sp. 1162 scrofa dutiny amébova puda
fuven. nosni
neurceny Bos praeputium susp. exanthema primo
311 taurus 3 ves. coitale amébova puda
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fozoiti vilcovity tvar, jehoz délka se pohybovala mezi 26,0 az 37,5 um
a sitka od 11,0 do 19.0 um. V cytoplazmé byla vétsinou jedind kontrak-
tilni vakuola umisténad na zadi téla za jadrem a nékolik vétdich granuli.
Ztidka byly v plazmé az tii kontraktilni vakuoly. Jadro pfi pohybu améby
lezelo v zadni poloviné téla a méfilo okolo 5 um. Jadérko nepravidelného
tvaru méfilo kolem 2,5 um. Améba netvofila bitikaté stadium.

Cysty byly kulaté se silnou hladkou sténou, kterd byla lehce zvinéna.
Jediné jadro mérilo kolem 3 um. Mimo né€ obsahovala plazma cyst jemna
granula, obcas s jednim vétsim na periferii. Velikost cyst se pohybovala
od 11 do 15 um. vétsinou kolem 12 um. Po excystaci ziistaval priazdny
obal s pomérné Sirokym (3,5 um) excystatnim otvorem.

Binarnimu S3tépeni tohoto kmene piedchazel mitoticky zpiisob ja-
derného déleni.

0Optimailni kultivatni teplota pro viechny izolované kmeny byla
37 G,

Patogenetické schopnosti jsme u zdstupcit jednotlivych rodi nepro-
kizali. Infekéni pokusy na laboratornich zvifatech ukéazaly. Ze pfi po-
uzité metodé prezivd v saviim organismu po dobu aZz 30 dni A. poly-
phaga, aniz by u hostitele vyvolala pfiznaky onemocnéni (tab. II).

II. Infekéni pokusy

Pokusné < 5 ; Zichyt inokulo-
Kmen svife Pocet Zpusob aplikace vanych améb
A. polyphaga bilé 10 i. peritonedlné pozitivni
¢. 1289 mysi i. cerebralné
Hartmannella bilé 6 i. cerebralné negativni
vermiformis mysi i. nazalné |
¢. 690 |
Vahlkampfia bilé 6 i. cerebralné negativni
spec. mysi i. nazalné
morcata 2 i. pulmonalné
DISKUSE

Vyskyt limax améb nebyl pfi vy3etfovani veterindarniho materialu
sledovdan systematicky. Izolace specidlnimi metodami byla provedena te-
prve pii podezfeni z jejich pfitomnosti, prozrazujici se typickym pohy
bem vegetativnich stadii nebo charakteristickym tvarem cyst. Pfesto se
ve sledovaném obdobi podafilo izolovat 14 kmenii u péti druhi zvirat,
coz svéd¢i o pomérné velkém roz3ifeni téchto organismi. Byly zachy-
ceny v uUstroji dychacim, zaZivacim a pohlavnim. Na pFitomnost améb
v dychacim astroji skotu poukizali Dwivedi (1965) a Mc Con-
nell aj. (1968), u koné je zjistii Plummer (citt Adamovi,
1964). s

Vsechny izolaty patfi systematicky ke skupiné limax améb, jez za-
hrnuje kmeny schopné prechazet k parazitickému zpasobu Zivota. Améby
rodu Naegleria, jehoz nékteré kmeny vyvolavaji u lidi letdlni meningoen-
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cefalitidy a jsou vysoce patogenni pro laboratorni zvifata, se nam izolo-
-vat nepodafilo. Se zdstupci v3ech tfi rodi — Acanthamoeba, Hartman-
nella a Vahlkampfia, k nimZ naSe izolaty patii, byly provedeny infekéni
pokusy na laboratornich zvifatech s negativnim vysledkem. Pouze kmen

A. polyphaga ¢. 1289 pravidelné piezival v hostitelském organismu.
Z Cervovych pokusi (1967, 1967a) vsak vyplyvd, Ze patogeneza
améb je zavisld na mnoha faktorech. Etiologicky vztah izolovanych améb
k chorobam, resp. thynu hospodéisky vyznamngych nebo domicich zvi-
fat, sz ve studovaném materidlu nepodafilo zatim prokazat. Nelze ho
viak kategoricky vyloucit, soudé podle toho, Ze izoldty jsou dobfe adapto-
vany na rast pii 37 °C.
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KAIJIELL, B. (locynzapcTBeHHBIH MHCTUTYT BeTepuHapuy, Tepeaus, Uexocnosakus). AMéGs
TPYNIsl JHMAaKC Yy HEKOTOPHIX CeJbCKOXO3AMCTBEHHBIX ¥ ZoMamHmX XuBoTHEIX. Vet. Med.
(Praha) 20 (6) :321-326, 1975.

MeromoM cayuaiizoro oT6opa y IATH BHIOB CEJBCKOXO3MHCTBEHHHIX M NOMAWIHbIX JKHBOTHBIX
Brino usonuposaHo 14 mramMmoB aMéb rpymmer auMakc. AMEGHE Gblau OGHApy’KeHE! B IBIXATENBHEIX,
DHIIeBAPUTENbHEIX ¥ TIONOBBIX opraHax. COrJacHO CHCTEMAaTHYeCKOH KIACCHPHUKAIMH HM30JIATEH
cTHOCATCA K ponam Acanthamoeba, Hartmannella u Vahlkampfia. Mx temnaparypHsiii onru-
MyMm 6bin mpu 37 0C. TlommiTka IOKagaTh mATOTEHETHYECKME CIIOCOGHOCTH C IIPENCTABHTENAMM
OTIZEJBHBIX PONOB Ha JabGOpaTOPHEIX JKUBOTHEIX Nakla OTPHIATENbHEIX pesyJbTar.

sumake amébe; Acanthamoeba; Hartmannella; Vahlkampfia; nossieunme y cenncKOxoasii-
CTBEHHBIX ¥ IOMAIIHHX >XHBOTHBIX

KADLEC V. (State Veterinary institute, Terezin, Czechoslovakia). Amoebae of the
Limax Group in Some Species of Farm and Domestic Animals. Vet. Med. (Praha) 20
(6) :321-326, 1975.

Fourteen strains of amoebae of the Limax group were isolated by random selection
in five species of farm and domestic animals. The amoebae were captured in the
respiratory and digestive tracts and in sex organs. According to the systematic classi-
fication, the isolates belong to the following genera: Acanthamoeba, Hartmannella,
and Vahlkampfia. Their temperature optimum was 379C. The trial to demonstrate
a pathogenetic character of the representative of individual genera on laboratory
animals gave a negative result.

Limax amoebae; Acanthamoeba; Hartmannella; Vahlkampfia; occurrence in farm
and domestic animals

KADLEC V. (Staatliche Veterindranstalt, Terezin, Tschechoslowakei). Amoben der
Gruppe Limax bei einigen Wirtschafts- und Haustieren. Vet. Med. (Praha) 20 (6) :
321-326, 1975.

Bei zufalliger Auswahl wurden bei fiinf Arten von Wirtschafts- und Haustieren
14 Stamme der Amoébengruppe Limax isoliert. Die Amdben wurden in den Atmungs-,
Verdauungs- und Geschlechtsorganen vorgetroffen. Der systematischen Einreihung
gemidll gehoren die Isolate zu den Gattungen Acanthamoeba, Hartmannella und
Vahlkampfia. Das Temperaturoptimum derselben lag bei 379C. Der Versuch eines
Nachweises pathogener Fihigkeiten der einzelnen Gattungen bei Labortieren hatte
ein negatives Resultat.

Limax-Amoben; Acanthamoeba; Hartmannella; Vahlkampfia; Auftreten bei Wirt-
schafts- und Haustieren
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ACIDOBAZICKE HODNOTY KRVE PRASETE

K. Stros, J. Komarek, L. Jadrny
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Oddéleni klinické biochemie OUNZ, Pardubice

STROS K., KOMAREK J., JADRNY L. Acidobazické hodnoty krve prasete.
Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 327-337, 1975.

U 100 Kklinicky zdravych prasat, rozdélenych po 20 kusech do péti kategorii
(selata, prasata 30—40 kg, prasata 80—100 kg, prasnice a kanci), jsme stanovili
zakladni ukazatele acidobazické rovnovahy vendzni krve (v. auricularis exter-
na). Urc¢ili jsme pH, pCOgz, celkovy CO2 BE, BB, SB, AB (base excess, buffer
base, standardni bikarbonat, aktualni bikarbonat) jedinct, skupin, souboru —
metodou podle Astrupa (pristroj Astrup PHM 71 a BMS 2). Vysledky jsme se-
stavili do tabulky a grafu vcetné Siggaard-Andersenova nomogramu a vypocetli
statistickou vyznamnost pri p > 0,05. U souboru 100 prasat jsme zjistili pru-
meérné hodnoty acidobazické rovnovahy krve: pH 7,306 = 0,013, pCO2 53,4 = 1,6
mm Hg, celkovy CO2 27,6 = 0,5, BE — 1,0 = 0,4, BB 46,2 = 0,7, SB 23,5 = 0,4, AB
26,0 = 0,5 mE1-1,

acidobazicka rovnovaha: prase; pét vahovych kategorii; Astruptv piistroj

Hodnoty acidobazické rovnovshy krve (dile ABR) zvifat jsou vy-
znamnymi ukazateli pomért ve vnitinim prostfedi organismu. Upfesiuji
nase znalosti o zdravotnim stavu jedince i celého stida zvirat. Jsou sou-
¢asti tzv. profilovych metabolickych testd, ¢asto uzivanych u skotu,
zvlasté v dojnic. Vysetieni acidobazické homeostazy mé vztah k energetic-
kému i minerdlnimu metabolismu, vyméné plynt, exkreci. Na udrzeni ho-
moestazy v organismu se Gcastni cely komplex Ciniteld vné&jsitho i vniti-
ntho prostiedi. Vysledky acidobazické analyzy krve umoziuji posoudit
vlivy obou prostfedi na celkovy zdravotni stav organismu.

Poruchy ABR se vyskytuji napfiklad u jedinci s intenzivnim latko-
vim metabolismem. Acidéza prasnic muZe zptlisobit prenatdlni thyn,
perinatdlni mortalitu s predispozici ke vzniku mastitid, metritid, syndromu
agalakcie a poruchy reprodukéniho cyklu. Pfi velkovyrobni technologii
v chovu prasat mohou mit metabolické poruchy ve stadé prasat hro-
madny charakter se znatnymi ztritami.

V ramci hybridiza¢niho programu v chovech prasat bude nutné vy-
uzit vysledka vy3etfeni ABR krve pro posouzeni funk¢niho stavu orga-
nismit prasat (a to dfive, nez zjistime sniZeni uzitkovosti a klinicky se
projevujici poruchu), popiipadé pro vybér jedinci s vysokou homeosta-
tickou schopnosti.
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V predloZené praci jsme se pokusili stanovit zdkladni hodnoty ABR
v krvi klinicky zdravych prasat (podle jednotlivych kategorii) a pfispct
tak k dosud velmi netplnym znalostem o normalnich pomérech.

Na potfebu vypracovat normy sledovanych ukazatelii u jednotlivych
kategorii prasat v nadich ekologickych podminkach pFi urcité technologii
poukazuje Bartko (1974).

Dosud nejdokonalejsi metodou pro stanoveni hned nékolika ukaza-
teltt acidobazického stavu vnitfniho prostfedi organismu je metoda ekvi-
libra¢ni podle Astrupa (Astrup a Schreder, 1956; Astrup aj,
1960; Siggaard-Andersen aj, 1960 — cit. Lebeda, 1971).
Literatura o jejim pouZiti u prasat je spord. V literatufe nam dostupné
jsme navic narazili na rdztiisiénost a nedplnost tdaju p{edevéim vV po-
uzité krvi (arteridlni, vendzni, kapilarni, resp. arterializované) v ple-
menné piislusnosti, stari, resp. hmotnosti prasat, pohlavi, zpfisobu
krmeni, pouZiti narkozy, télesném vykonu, elektrické stimulaci, ucelu
a zaméieni prace.

U hospodaiskych zvifat s vyjimkou skotu jsou polty vysetfenych
malo reprezentativni, spiSe jen orientatni a predstavuji namatkové stu-
die. Malo zprav je o patologii ABR ve srovnani s klinikou u prasat.

Extravitdlni vlivy na ABR kive u 11 prasat CtyFfi mésice starych.
o hmotnosti 35 aZ 50 kg, studovali Bartko aj. (1973). Zjistili, Ze lze
pii teploté 4°C krev vysetfovat do 3esti hodin; to pfiblizné€ odpovida
zavérim Nejedlého (1974), ktery udavd, Ze pfi teploté 0 aZz 4°C
lze vy3etfovat do ¢tyf hodin po odbéru.

Jago$ aj. (1975) vsak piipoustéji v krajnim pfipadé vysetieni do
48 hodin po odbéru krve za urcitych technickych podminek véetné ko-
netné korekce zjisténych acidobazickych hodnot.

Randall (1971) zjistoval hodnoty pH a pCO2 u 299 selat v krvi,
kterou ziskal z pupeéni arterie bezprostfedné po ]e]lch narozeni. Uvadi
v souvislost stoupajici acidemii a hyperkapnii se sniZenou Zivotaschop-
nosti selat. U plné zivotaschopnych bylo pH 7,31 == 0,004 a pCO; 58,8 ==
*= 0,49, u malo Zivotaschopnych pH 6,50 aZ 690 a pCO; 105 aZ
185 mm Hg.

Aalund a Nielsen (1960) vy3etfovali na jatkich krev 57
omrafenych prasat o hmotnosti 90 kg, klinicky. zdravych, nehladovych.
Uvadé&ji 94,7 % hodnot standardniho bikarbonatu (SB) v rozmezi 16,1
az 25,6 mE 171, 86.0 % v rozmezi 18,0 aZ 26,5 mE 1-1. Vvslovili nézor,
Ze u prasat jsou nizsi hraniéni hodnoty SB ve srovnédni s krvi krav. Pfi-
¢inu vidi v ndmaze p¥i nahdnéni prasat, resp. pfi odbéru krve. Tim ko-
riguji normalni hranice uvddéné u prasat mezi 18,0 az 27,0 mE 1L
Cituji vysledky Astrupa, ktery za normalni povaZuje 19,0 az 24,0 mE 177,
pfi¢emz 80 % jeho vysledkd bylo mezi 20,0 aZ 23,0 mE 1~

Schiilke aj. (1968) sledovali vliv okolni teploty (35°C) na
krevni indexy u 10 kastrdtd o hmotnosti 30 aZ 40 kg. Pfi hyperventilaci
zjistili pokles tCO, a zvy3eni pH; vypocitany pCO, v dobé& nejvyssi hy-
perventilace poklesl v priméru na polovinu vychozich hodnot.

Steinhardt aj. (1974) studovali vliv svalového vykonu trva-
iictho 10 minut na ABR prasete o hmotnosti 73,5 kg. Po ukonéeni sva-
lového vykonu v ¢ase O minut zjistili pH 7,38, pCO2 29,0, BE —7,4; po
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20 minutich pH 7,44, pCO: 32,0, BE —2,6: po 30 minutich pH 7,48,
pCO: 32,0, BE 0,8 a priblizné stejné byly vysledky i v 80. minuté.

Bartko aj. (1974) studovali dynamiku ABR u 62 prasat od 1. do
56. dne Zivota. Primérné hodnoty za obdobi byly pH 7.40, pCO. 41,40,
BE +0,84, BB 46,75, SB 2543, AB 25,67, tCO; 26,904, Hb 7,80. Pokles
vsech hodnot byl vyrazny v prvnich dvou dekadach, celé obdobi dvou
mésicti se vyznacovalo labilitou acidobazické homeastazy.

\/ysledky vySetieni ABR prasat podie rtizngch autorfi jsme sesta-
vili do tab.

1. Vysledky vysSetreni acidobazické rovnovahy krve prasat podle rGznych autort

Prase n “ pH pCO, BE SB . Autor
Zirné 3 7,417 | 40,60 | 1,63 f 25,20 Lebeda, Bus (1970)
Zirné 6 7,344 40,06 | —3,05 21,17 Lebeda (1970)

100 kg 5 7,376 48,60 1,20 24,80 Bouda, Illek (1970)
17—18 kg 6 7,260 48,00 2,80 Van Den Hende aj.
az az az (1970)
7,460 | 105,00 7,80
35—50 kg 11 7,322 30,49 | —4,88 20,26 | Bartko aj. (1973)

V  patologickych podminkach studovali SB prasat Aalund
a Nielsen (1960): pii enteritidé byla jeho hodnota 14,8 mE 1=}, pii
peritonitidé 19,4 mE 1-! a pfi pneumonii 19,8 aZ 22,3 mE 1-%,

MATERIAL A METODA

ABR krve prasat jsme vySetfovali u péti kategorii: selata, prasata
o hmotnosti 30 az 40 kg, prasata o hmotnosti 80 az 100 kg, prasnice
a kanci — plemene lanrase a ¢eské bilé uslechtilé s riznym podilem krve
uvedenych plemen. Krmeni bylo standardni, prevazné kompletnimi
smésmi. Ustdjeni bylo kotcové, vyjimeiné s vybehy.

Krev byla odebirdna v rannich hodinich po krmeni z v. auricularis
externa do 2ccm injekénich stiikadek z umélé hmoty s malym mnoZstvim
heparinu a s nékolika kulitkami pro roztfepani krve. Pfi odbéru jsme
dbali na to, aby do krve nevnikly vzduchové bubliny; st¥ikacky po od-
béru byly uloZeny do polystyrénové krabice s ledem. Do dvou nodin po
odbéru byla krev laboratorné zpracovana.

Laboratorni vy3etfeni bylo provddéno na piistroji Astrup PHM 71
a BMS 2, na kterém bylo vySetfeno pH piimo a pCO: neptrimo ekvi-
libra¢ni metodou Base excess, buffer base, total CO,, aktualni a stan-
dardni bikarbonat byly odecteny ze Siggaard-Andersenova nomogramu
(dile jenom BE, BB, AB, SB).

VETERINARNI MEDICINA — 1975 329



Vysledky byly statisticky zhodnoceny, byla stanovena smérodatnd
odchylka, priimérné hodnoty jednotlivych skupin, celého souboru a sta-
tistickd vyznamnost pfi p > 0,05. DosaZené vysledky jsme sestavili do
tab. IT a do obr. 1—9.

VYSLEDKY

II. Hodnoty acidobazické rovnovahy krve prasat ve skupinach a souboru

pCO, | tCO, BE BB SB AB
Skupina n pH
torr mE 1!

20 | 7251+ | 57,7 26,5+ | —3,0 43,6+ | 21,0 24,8

] 10,0247+ 34+t 11| 1,00%| 14| 0,9+ 1,1+
E 2! 7,101 43,0 22,8 —9,0 375 17,3 21,5
ol a% 7,320 72,0 31,5 0,0 29,0 245 29,5
20 | 7,278 57,8 283 | —1D 458+ | 235 26,6

2 10,023 22 1,4+ 08+ 1,7 L1FH| 1,4+
% 3| 7,178 | 51,0 246 | —6,0 40,5 19,5 23,0
HEQ az 7,355 67,5 34,8 5,0 55,0 28,5 33,0
W | 20 | 7285 | 552 27,3 —22 45,9 22,6 25,2
= 10,025 4,2 1,5 12 1,5++ 1,0 1,4
g ‘% gl 7,205 34,5 20,2 —8,5 37,5 17,5 | 18,7
=9 a% 7,392 71,5 32,0 1,5 50,0 257 | 300
20 | 17,386 44,7 27,8 1,2 47,9 254 | 263

g 10,016+ 2,0+ 0,8 0,7+  1,2++| 07+ 0,9+
g 7,330 39,5 24,5 —1,5 44,0 23,0 | 23,2
> E a2 7,445 | 560 | 31,9 55 | 520 | 200 | 305
20 | 7,329 51,9 283 | —0;1 47,8 243 | 26,7

£0,013++ 32+ L3+|  o1++|  1,2++|  07++| 1,2+
3 7,280 45,0 250 | —35 44,5 21,5 | 23,5
> 8 a27,385 | 720 | 362 35 | 5 | 215 | 340
100 7,306 53,4 27,6 —1,0 46,2 235 | 26,0
' 40,013 1,6 0,5 0,4 0,7 0,4 | 05
£8 7,101 | 345 202 | —9,0 37,5 17,3 | 18,7
SEB a27445 | 72,0 36,2 55 55,0 20,0 ] 34,0

Nejnizsi mezni hodnoty jsou vyznaleny v tab. II podtrZenim plnou
¢arou, nejvyssi teckovanou. K¥izkem jsou oznaleny hodnoty na hranici
vyznamnosti, dvéma kiizky hodnoty statisticky vyznamné pii p > 0,05.

Statistickym zhodnocenim jsme zjistili v§znamné rozdily ABR v hodno-
tich: pH a pCO; — mezi skupinou I a IV, V, déile mezi skupinou IV
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a V (mezi pohlavim); total CO, — mezi skupinou I a II, V; BE — mezi
skupinou I a II, IV, V, dile mezi skupinou IV a V (mezi_ pohlavim;;
BB — mezi skupinou I a III, IV, V; SB — mezi skupinou I a II, IV, V;
AB — mezi skupinou I a II, IV, V.

Na hranici v§znamnosti jsou hodnoty pH mezi skupinou I a III, hod-
noty BB mezi skupinou I a IT a tCO; mezi skupinou I a IV. Ostatni hodnoty
v rozdile jsou statisticky nevyznamné.

Nejniz3i mezni hodnoty byly u I. a III. skupiny (selata, prasata 80
aZz 100 kg) ve ctyfech indexech (pH, BE, BB, SB, resp. pCOz tCO3, BB.
AB). Nejvyssi mezni hodnoty jsme ziskali u IV. a V. skupiny (prasnice,
kanci) ve tfech indexech (pH, BE, SB, resp. pCO2, tCO;, AB).

Pozoruhodné jsou statisticky vyznamné rozdily mezi skupinou selat
a ostatnimi skupinami ve v3ech sedmi indexech. Hodnoty pH, pCO2 a BE
jsou statisticky vyznamné mezi kanci a prasnicemi.

Aktualni pH krve selat kolisalo od 7,101 do 7,320 s pramérem
7,251 == 0,024, krve prasat o hmotnosti 30 az 40 kg od 7,178 do 7,355
s primérem 7,278 == 0,023, prasat o hmotnosti 80 az 100 kg od 7,205 do
7,392 s primérem 7,285 = 0,025, prasnic od 7,330 do 7,445 s primérem
7,386 == 0,016, kanctt od 7,280 do 7,385 s priimérem 7,329 == 0,013 a u sou-
boru 100 prasat od 7,101 do 7,445 s priimérem 7,306 = 0,013.

Hodnota pCO; selat kolisala od 43,0 do 72,0 s primérem 57,7 = 3,4
torru, prasat o hmotnosti 30 az 40 kg od 51,0 do 67,5 s primérem 57,8 =
+ 2,2 prasat o hmotnosti 80 aZ 100 kg od 34,5 do 71,5 s primérem
55,2 = 4,2, prasnic od 39,5 do 56,0 s primérem 44,7 = 2,0, kanci od
45.0 do 72,0 s primérem 51,9 = 3,2 a u celého souboru od 34,5 do 72,0
s primeérem 53,4 = 1,6.

Total CO; selat kolisalo od 22,8 do 31,5 s primérem 26,5 == 1,1 mE 171,
prasat o hmotnosti 30 aZ 40 kg od 24,6 do 34,8 s priimérem 28,3 = 1,4,
prasat o hmotnosti 80 aZ 100 kg od 20,2 do 32,0 s primérem 27,3 = 1,5,
prasnic od 24,5 do 31,9 s primérem 27,8 = 0,8, kancii od 25,0 do 36,2
s primérem 28,3 == 1,3 a u souboru od 20,2 do 36,2 s priimérem 27,6 =
*0,5.

BE selat kolisalo od —9,0 do 0,0 s primérem —3,0= 1,0 mE 17},
prasat o hmotnosti 30 aZ 40 kg od —6,0 do 5,0 s primérem —1,0 = 0,86,
prasat o hmotnosti 80 az 100 kg od —8,5 do 1,5 s primérem —2,2 * 1,2,
prasnic od —1,5 do 5,5 s primérem 1,25 == 0,7, kancii od —3,5 do 3,5
s priimérem —0,07 = 0,14 a u souboru od —9,0 do 5,5 s primérem
—1,0 = 0,4.

BB selat kolisalo od 37,5 do 49,0 s primérem 43,6+ 1,4 mE 177,
prasat o hmotnosti 30 aZ 40 kg od 40,5 do 55,0 s primérem 45,8 = 1,7,
prasat o hmotnosti 80 az 100 kg od 37,5 do 50,0 s primérem 45,9 = 1,5,
prasnic od 44,0 do 52,0 s primérem 47,9 == 1,2, kanct od 44,5 do 53,5
s primérem 47,8 = 1,2 a u souboru od 37,5 do 55,0 s primérem 46,2 =
* 0,7

SB selat kolisal od 17,3 do 24,5 s primérem 21,9 = 0,0 mE 1-?, pra-
sat o hmotnosti 30 az 40 kg od 19,5 do 28,5 s priimérem 23,5 = 1,1,
prasat o hmotnosti 80 aZ 100 kg od 17,5 do 25,7 s priimérem 22,6 = 1,0,
prasnic od 23,0 do 29,0 s primérem 25,4 = 0,7, kancii od 21,5 do 27,5
s primérem 24,3 = 0,7 a u souboru od 17,3 do 29,0 s priimérem 23,5 =
* 0,4.
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AB selat kolisal od 21,5 do 29,5 s primérem 24,8 =11 mE 177
prasat o hmotnosti 30 az 40 kg od 23,0 do 33,0 s prﬁmerem 26,6 = 1 4,
prasat a hmotnosti 80 aZz 100 kg od 18,7 do 30,0 s priimérem 25,2 == 1,4,
prasnic od 23,2 do 30,5 s primérem 26,3 = 0,9, kanci od 23,5 do 34,0
s primérem 26,7 = 1,2 a u souboru od 18,7 do 34,0 s primérem 26,0 =

£055.

Na obr. 1—7 jsou zniazornény hodnoty ABR krve prasat na ose x,
na ose y jsou polty prasat ze souboru. Na obr. 8 jsou na ose x jednotlivé
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hodnoty ABR, na ose y dosazené primérné hodnoty souboru prasat
a smérodatné odchylky indexii. Dosazené vysledky péti kategorii prasat

a souboru prasat jsou zaneseny v Siggaard-Andersenové curve nomo-
gramu (obr. 9).

DISKUSE

Nejrozsahlejsi pocet zvirat vysetfil Randall (1971). U 299 selat
po narozeni z krve pupecni arterie uréoval pH a pCO; a podle vysled-
nych hodnot posuzoval Zivotaschopnost narozenych selat. Vysledné hod-
noty jsou pfiblizné shodné s na3imi, kterych jsme dosahli ve skupiné I
— selata — i pfi rozdilném stafi sledovanych zvifat.

Hodnoty SB prasat o hmotnosti 80 az 100 kg se pftibliZuji vysled-
kim, které méli Aalund a Nielsen (1960) u 57 prasat o hmot-
nosti 90 kg. Niz3i hrani¢ni hodnoty SB jsme navic zjistili i u skupiny T
(selata) a II (prasata 30 aZ 40 kg). U prasnic a kancii jsou na3e hra-
ni¢ni hodnoty SB pfibliZzné shodné s hodnotami uvadénymi bézné u krav
(napifiklad Lebeda, 1971; Hauser-Hiirlimann, 1967; Maack,
1968 aj.). Vsechny vysledné hodnoty ABR krve budou zfejmé ovlivnény
vahovou, resp. vékovou strukturou vysetfované skupiny prasat.

Extrémni hodnoty v nasem pozorovini (pH a BE u skupiny selat
a jejich rozdil proti skupiné€ prasnic a kancii) nedosahuji hodnot zjisté-
nych van den Hendem aj. (1970), ktefi dosahli pH 6,80 a BE —
22,0 mE 171, U maélo Zivotaschopnych selat zjisti Randall (1971)
pH 6,50 aZ 6,95 a pCO: 105 az 185 mm Hg.

Bartko aj. (1973) u 11 prasat o hmotnosti 35 az 50 kg ur¢ili hod-
notu BE v priméru —4,88 mE |-}, zatimco my jsme ve své sestavé v od-
povidajici skupin¢ II zjistili —1.0 == 0,86. Pouze priimér BE ve skupiné
I (selata) —3,0=1,0 se blizi jimi zjisténému priméru BE u 11 prasat.

Vysledky, kterych dosahli Bartko aj. (1974) u 62 prasat ve stafi
od 1. do 56. dne zivota, se lisi od nasich hodnot pH, pCO: a BE ve sku-
piné I (selata).

Nase price si nefini naroky na stanoveni standardu fyziologickych
acidobazickych hodnot u prasete. Jsme si védomi toho, Ze hodnoty ABR
mohou byt ovlivnény celou fadou stressovych vlivi, které viak pravdé-
podobné nebude moZné vzdy presné a beze zbytku urcit, resp. vyloudit.

Je nutné souhlasit s nazorem Lebedy (1972), Ze norméilni hod-
noty ABR i jinych biochemickych ukazatelii nelze urcovat na zakladé
klinického zdravi (trias, vyZivny stav, habitus). Ziskavani fyziologickych
hodnot v tzv. optimilnich stidech je samozfejmym poZadavkem. Mimo
zjistované fyziologické hodnoty musi byt i ostatni biochemické para-
metry normalni, coZ jsme ve své praci beze zbytku nerespektovali.

Vzhledem k vyraznému rozdilu hodnot ABR v jednotlivych sku-
pinich se zaméfime zejména na rozdifeni souboru skupiny ,prasnice®,
jejiz hodnoty se co nejvice priblizovaly literarnim, resp. pfedpokladanym
hodnotim a u niZ poruchy acidobazické rovnovihy prichazeji nejvice
v avahu.
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ceumeit. Vet. Med. (Praha) 20 (6) :327-337, 1975. '

Y 100 xnunuuecku smOpOBEIX cBHHeH, pasburtmix mo 20 romos mHa 5 xareropmit (mopocsTa,
noncsuEke 0T 30 no 40 kr, ceuesxm or 80 mo 100 Xr, CBHHOMATKH M XPAKH), M5l OTpEIEJsII
OCHOBHEIE TIOKasaTelH KHCJOTHO-I[eNOYHOTO PpaBHOBECHs BeHO3HOH Kposu (v. auricularis
externa). Mu ompenemunu pH, pCOz2, o6mee CO2, BE, BB, AB ocofeif, Tpynm, COBOKYIHOCTE
no merony Acrpyna (mpu6op Actpyn PHM 71 m BM 2). Pesyanbrater Mur paspaboranm B BHIE
TabAUOEl W IHarpaMM, BKIUHTeNsHO Siggard-Andersen curve nomogrami, M BEYHCIHIN
CTAaTHCTHYECKYI0 3HaumMOCTs mpu P > 0,05. ¥ cosoxymmoctm 100 csmEeit Mmr ycramosmim cpex-
Hye 8HAYEHUA KHCJIOTHO-MeNOwHOro pasHosecus: pH 7,306 %+ 0,013, pCOz 534 = 1,6 MM
pPTyTHOrO cronba, o6muit CO2 27,6 = 0,5, uabrrounas menounocrs —1,0 £ 0,4, 6ydepnas me-
nounocrs 46,2 + 0,7, cramnaprasii GukapGomar 23,5 * 0,4, axryamsmmi#t Guxapbomar 26,0 = 0,5
MUJIIHASKBUBaJNEHTa Ha 1 JamTp.

KHCJIOTHO-IUeNOYHOe DABHOBeCHE; CBUHBA; IATh BECOBLIX KATeropuit; mpub6op Acrpyma
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STROS K., KOMAREK J., JADRNY L. (District Veterinary Station, Pardubice, State
Veterinary Institute, Pardubice, Department of Clinical Biochemistry of the District
Institute of Public Health, Pardubice, Czechoslovakia). Acid-base Values of Pig
Blood. Vet. Med. (Praha) 20 (6) :327-337, 1975.

The main indices of acid-base balance of venous blood (v. auricularis extrema) were
determined in 100 clinically disease-free pigs divided into categories with 20 animals
each (piglets, pigs from 30 to 40 kg, pigs from 80 to 100 kg, sows, and boars). The
Astrup method was employed for the determination of pH, pCOz2, total COz, BE, BB,
AB in individuals, groups, and in the set as a whole. The Astrup PHM 71 and BMS 2
apparatuses were used. The results were summed up in a table and in graphs,
including the Siggaard-Andersen curve nomogram. Statistical significance was cal-
culated at p > 0.05. The average ABB values were determined in the set of 100 pigs;
pH 7.306 = 0.013, pCO2 53.4 = 1.6 mmHg, total CO2 276 =0.5, BE — 1.0 =0.4, BB
46.2 = 0.7, SB 23.5 = 0.4, AB 26.0 = 0.5 mE1-1.

acid-base balance; pig: five weight categories; Astrup apparatus

STROS K., KOMAREK J., JADRNY L. (Kreisveterinireinrichtung, Pardubice; Staat-
liche Veterindranstalt, Pardubice; Abteilung fiir klinische Biochemie des OUNZ,
Pardubice, Tschechoslowakei). Azidobasische Blutwerte beim Schwein. Vet. Med.
(Praha) 20 (6) :327-337, 1975.

Bei den in finf Kategorien zu je 20 Stiick eingeteilten 100 klinisch gesunden Schwei-
nen (Ferkel, 30—40 kg und 80—100 kg schwere Schweine, Sauen, Eber) untersuchten
wir die grundlegenden Kennziffern des azidobasischen Gleichgewichts des vendsen
Bluts (v. auricularis externa). Wir bestimmten folgende Werte: pH, pCO2, Gesamt-
-COz2, BE, BB, SB, AB der Individuen, Gruppen und Gesamtheit, mit Hilfe der Methode
nach Astrup (Apparat Astrup PHM 71 und BMS 2). Die Ergebnisse wurden in einer
Tabelle und in graphischen Darstellungen einschlieflilich des Siggaard-Andersenschen
Kurvennomogramms zusammengefalit und die statistische Signifikanz bei p > 0,05
berechnet. Bei einer Gesamtheit von 100 Schweinen wurden folgende durchschnitt-
liche ABR-Werte festgestellt: pH 7,306 = 0,013, pCO2 53,4 = 1,6 mmHg, Gesamt-CO2
27,6 = 0,5, BE — 1,0 =0,4, BB 46,2 =0,7, SB 23,5=0,4 und AB 26,0 = 0,5 mE1-1

azidobasisches Gleichgewicht; Schwein; fiinf Gewichtskategorien; Astrupscher Appa-
rat

Adresa autoru:

MVDr. K. Stros, Okresni veterinarni zafizeni, 530 00 Pardubice
MVDr. J. Komarek, Statni veterinarni tustav, 530 00 Pardubice
MVDr. L. Jadrny, Oddéleni klinické biochemie OUNZ, 530 00 Pardubice
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Vybér z novych prirtustku
Ustiredni zemé&délské a lesnické knihovny UVTI

z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozno si zapujéit osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 120 56 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli
az patek od 9 do 18 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.

D 28.577/153
Plodnosé¢ i neplodnos¢ zwierzat domowych. Cz. 9. Materialy z 12 sesji
nauk. sekcji fizjologii i patologii rozrodu Poznan 24.—25. 11. 1972. (Souhrn
rus., angl.). Warszawa, PWN 1974. 203 s. obr. tab. Zeszyty problemowe
153. (Plodnost a neplodnost hospodarskych zvirat — sbornik — Polsko /

/ Veterinarni konference — Poznan — 1972 — sbornik)
GRADINARSKI, G. " E 37.125
Povedenieto i visSata nervna dejnost na selskostopanskite zivotni. Sofija,
Zemizdat 1974. 150 s. (Hospodarska zvifata — nervova c¢innost — vys$si
— priruc¢ka)

C11.614/91
Diagnostika, terapija i profilaktika boleznej selskochozjajstvennych zi-
votnych. Kijev, MSCh SSSR 1973. 145 s. obr. tab. Nau¢nyje trudy USCHA
vyp. 91. T. 1. (Veterinarni diagnostika — sbornik / Veterinarni profylak-
tika — sbornik / Veterinarni terapie — sbornik — SSSR)

KOSMACEV, V. K. E 32.262/807
Selen, vitamin E i drugije biologiceski aktivnyje veSéestva v profilaktike
nekotorych zabelevanij obmena veséestv. Moskva, VNIITEISCH 1974.
36 s. tab. Obzornaja informacija 807. (Latkova premeéna zivoéisna —
nemoci — lééeni a profylaktika — studijni zpravy — SSSR / Biologicky
uc¢inné latky — latkova preména zivocéiSna — nemoci — 1éc¢eni a profylak-
tika — pouziti — studijni zprava — SSSR)

LOPAREV, 1. V. D 64.038
Aerozolnyj metod likuvennja tvaryn. Kyjiv, Urozaj 1974. 86 s. tab. obr.
(Veterinarni profylaktika — aerosoly — pouziti / Veterinarni terapie —

aerosoly — pouziti — USSR)
D 63.999

Bolezni sel'skochozjajstvennych zivotnych. KiSinev, Stiinca 1973. 152 s.
obr. (Veterinarni profylaktika — sbornik — SSSR)

BOZKO, H. K. D 63.666
Orhanizacija protyjepizootyénych zachodiv. 2. vyd. dopol. i pererob. Ky-
jiv, Urozaj 1974. 228 s. (Veterinarni profylaktika — nemoci nakazlivé —
planovani — SSSR — prirucka)




VPLYV FYZICKEHO ZATAZENIA NA HODNOTY INDEXOV
ACIDOBAZICKEJ HOMEOSTAZY KRVI OSIPANYCH

P. Bartko, A. Michna, M. Chyla, L. Vrzgula

Vysoka Skola veterinarska, KoSice

BARTKO P., MICHNA A., CHYLA M. VRZGULA L. Vplyv fyzického zata-
Zenia na hodnoty indexov acidobdzickej homeostdzy krvi oSipanych. Vet. Med.
(Praha) 20 (6) : 339-346, 1975.

Bol Studovany vplyv fyzického zafazenia — fixacie povrazom pri odbere Kkrvi
— na hodnoty indexov acidobazickej homeostazy krvi oSipanych. Bolo zistené,
ze existuju dva typy osipanych, rozdielne reagujucich na fyzické zafaZenie.
Jeden labilny, u ktorého po zafazeni dochédza k rychlemu poklesu pH krvi,
a druhy stabilny, u ktorého sa pH krvi nemeni. Pokles pH krvi je éastejsi
u mladsich vekovych kategériich vykrmovych osipanych a prasnic¢iek. Aplikacia
ukludnujucich prostriedkov do znac¢nej miery znizila vyskyt zmien acidobazic-
kej homeostazy Kkrvi.

oSipané; krv; acidobazicka homeostaza; tranquilisantia; stres

Vysokd koncentracia o3ipanych a zavadzanie novych velkovyrob-
nych technolégii ma za nasledok zmenu zdravotnej situdcie. Do popredia
sa dostivaju také zdravotné problémy, ktoré v malochove hrali bez-
vyznamnt rolu. S to hlavne karencie, poruchy latkového metabolizmu,
poruchy acidobazickej rovnovédhy a stressové stavy (Sidor, 1973,
Bartko, 1973).

Diagnostika uvedenych ochoreni je zalozena na biochemickom vy-
Setreni biologického materialu, hlavne krvného séra, na obsah vitaminov,
mineralii alebo aj niektorych metabolitov.

Krvné vzorky sa spravidla odoberajiu z vena cava cranialis, o pred-
stavuje urcita zataz a na zaklade stresovej reakcie moze spdsobit akitnu
zmenu sledovanych indexov, a tak viest k postaveniu nespravnej diag-
nozy (Bartko, 1975).

Stresové stavy st vaznym problémom velkochovov o3ipangch, a tym
pri¢inou thynu hlavne jatoénych o3ipanych, a nepriaznivo ovplyviiuji
rentabilitu chovu zniZovanim akosti najkvalitnejsich mésovych partii —
Sunky a karé (Judge a i, 1966, 1968; Christian, 1968; Allen
a i, 1970; Bickhardt 1970, 1971; Wagner 1972; Patterson
a Allen, 1972; Lindberg a i, 1973).
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Pri 3tidiu acidobdzickej homeostdzy osipanych (Bartko, 1974
1975) sme u urcCitého percenta o3ipanych =zistovali znizené hodnoty
aktudlneho pH krvi a zamerali sme preto nasu pozornost na predmetnu
metodu.

MATERIAL A METODA

Pokusy boli urobené v rokoch 1973 a 1974 na osipanych bieleho
uslachtilého plemena v chovoch o kapacite 50 az 500 oSipanych roznych
vekovych kategorii. Zoohygienické pomery v chovoch boli dobré. Osi-
pané boli kimené prislusnymi kimnymi zmesami podla jednotlivych ka-
tegorii v ramci platnych noriem.

Krv k biochemickému vy3etreniu bola odoberana prisne anaerobne
z vena cava cranialis (Bartko, 1961) do striekatiek z umelej hmoty.
Ako antikoagulans bol pouzity heparin 100 m.j. na 1 ml krvi. Vzorky
krvi boli uchovdavané v prenosnom chladiacom boxe a do 3 aZ 6 hodin
boli vysetrené Astrupovym pristrojom BMS 2 (Astrup a i, 1960;
Siggaard-Andersen a i, 1960 a Siggaard-Andersen,
1962), ako o tom bolo referované v predchddzajicej praci (Bartko
a i, 1973).

Pokus ¢ 1. V pokuse bolo 42 prasnitek 10 aZ 12mesacnych.
Na zaklade zisteného aktudlneho pH krvi Astrupovym pristrojom roz-
delili sme o3ipané do dvoch skupin. Do prvej boli zaradené zvierats,
ktorych aktudlne pH krvi bolo niz3ie ako 7,30, do druhej zvieratd s vys-
§im pH krvi.

Pokus ¢ 2 bol urobeny na osipanych vo vykrme. 28 kusom bol
aplikovany tranquilizans — Stresnil v davke 1 ml na 10 kg zivej hmot-
nosti i. m., 23 kusov slazilo ako kontrola. Krvné vzorky boli odobrané
za 15 az 30 minut po aplikicii. Druhd Cast o3ipanych v tych istych ko-
tercoch slazila ako kontrola.

Pokus ¢ 3. Podla zistenych hodnot aktuilneho pH krvi a pH
krvi saturovanej dvoma zndmymi koncentrdciami CO, previedli sme vy-
hodnotenie indexov acidobézickej homeostdzy krvi u 248 o3ipanych roz-
nych vekovych kategérii. Za normalne sme pokladali hodnoty pH krvi
7,30 a vyssie, za znizené vietky hodnoty pod 7,30.

VYSLEDKY

1. HODNOTY ACIDOBAZICKYCH INDEXOV KRVI CHOVNYCH PRASNICIEK

Pri vySetrovani indexov acidobézickej homeostdzy krvi prasnitiek
sme zistili u jednych zvierat normilne, u inych zniZené hodnoty aktusl-
neho pH krvi. U prvej skupiny bolo priemerné pH krvi 7,35 s kolisanim
od 7,30 do 7,44. Priemernd hodnota pCO. bola 46,3 torrov, baz excessu
—0,47 mval 1=, PB 46,0 mval 1-!, SB 23,9 mval 1-!, AB 25,2 mval 1-?
a u tCO; 26,6 mval 1-'. U druhej skupiny bola zistend niZ3ia priemerna
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hodnota pH o 0,14, baz excessu o 5,36 mval 17!, u pufer bazu
o 4,4 mval 171, u standardného bikarbonatu o 4,2 mval 1=, u aktuilneho
bikarbonatu o 2,1 mval 1! a u tCOz o 1,8 mval 1. Vyssia hodnota bola
zistend jedine u pCO; o 12,6 torrov (tab. I).

I. Hodnoty acidobazickych indexov krvi chovnych prasniciek

Aktudlne pH > 7,30 Aktudlne pH < 7,30
. (n = 22) (n=2)
Hodnoteny index

X min. max. x ‘ min. ’ max.
pH 7,35 7,30 7,44 7,21 7,04 7,28
pCO, torrov 46,3 38,5 59,5 58,9 48,8 64,0
BE mval 1-1 —0,47 —5,9 +3,8 —5,83 | —15,0 —0,9
PB mval 1-1 46,0 39,1 53,6 41,6 33,0 47,4
SB mval 1-1 23,9 20,2 27,5 19,7 13,4 23,6
AB mval -1 25,2 17:1 30,1 23,1 17,4 29,6
tCO, mval 1-1 26,6 18,0 31,6 24,8 19,4 31,9

2. HODNOTY ACIDOBAZICKYCH INDEXOV KRVI OSIPANYCH VO VYKRME,
OSETRENYCH TRANQUILIZANTOM (STRESNIL) A KONTROL

U kontrolnych osipanych (neosetrenych tranquilizanym prepara-
tom) sme zistili niz3iu priemernt hodnotu pH krvi o 0.13. Minimélne
individudlne pH krvi kontrolnych o3ipanych bolo 7,02. Niz3ie hodnoty
boli zistené aj u ostatnych sledovanych indexov s vynimkou u pCOs..
Hodnota pCO; u kontrolnych o3ipanych bola o 7,3 torrov vyssia ako
u skupiny o3etrenej Stresnilom (tab. II, obr. 1, 2).

II. Hodnoty acidobazickych indexov krvi o$ipanych vo vykrme

Res cictrenii Stresnil 1 ml na 10 kg Zivej
- i hmotnosti 7. m.
(n = 23) (n — 28)
Hodnoteny index 7=
x min. max. x min. max.
pH 721 7,02 7,35 7,34 7,30 7,39
pCO, torrov 57,2 40,5 84,0 49,9 35,0 60,0
BE mval 1-1 —5,8 —19,8 +1,0 40,49 —35 +4,9
PB mval 1-1 40,8 271 47,1 47,0 42,7 52,0
SB mval 1-* 19,6 10,6 25,2 24,7 21,5 28,5
AB mval 11 22,5 9,4 30,0 26,4 20,3 31,5
tCO, mval 1-1 24,2 10,4 32,4 27,9 21,4 33,3
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MVALJL
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1. Hodnoty pH, pCOz2, pufer bazu a baz excessu krvi o$ipa-
nych oSetrenych Stresnilom a kontrolnych
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2. Hodnoty Standardného, aktualneho bikarbonatu a cel-
kového CO:2 krvnej plazmy oSipanych oSetrenych Stres-
nilom a kontrolnych

Porovnanie percentudlneho vyskytu normalnych a zniZenych hod-
not pH krvi osipanych vo vykrme o3etrenych Stresnilom a kontrolnych
je znadzornené na obr. 3. Z grafu vyplyva, Ze aplikdcia Stresnilu bola
a¢inna iba v 70 %.
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3. HODNOTY AKTUALNEHO pH KRVI ROZNYCH KATEGORI{ OSIPANYCH

Previedli sme percentuilny rozpocet rozloZenia hodnét aktuilneho
pH krvi roznych kategorii osipanych. Analyza ukézala, Ze ¢im boli o3i-
pané mladsie, tym vy3sie percento hodndt pH krvi sa nachiadzalo pod
uroviiou 7,30, ako to vyplyva z obr. 4.

ZNIZENE
q S

!

2649,

NORMALNE

OSETRENE STRESNILOM
Aml[40kg Z.v.

NEOSETRENE

3. Hodnoty pH krvi oSipanych vo vykrme

NORMALNE
PREDVYKRM | 30ks
| vYKrRM 23KS
3. | tociames. | 42Ks
4. | PRASNICE 53K

4. Hodnoty pH Kkrvi osipanych pri odbere
z v. cava cranialis

DISKUSIA

Testovanie vnutorného pro-
stredia organizmu tak, ako to do-
porucuje Bartko (1973, 1974)
a Sidor (1973), nardza na cely
rad problémov organizatného, ale
aj technického razu.

Prvym predpokladom je sprav-
ny odber dostatotného mnozZstva
biologického materidlu, v nasom
pripade krvi. Pre terénnu prax naj-
vhodnejSou metédou sa ukazuje
byt prisne anaerobny odber krvi
z vena cava cranialis, ¢o sa neza-
obide bez tazkosti s fixadciou o03i-
panych, ktoré spravidla fixujeme
vyviazanim za horny pysk povra-
zom o zédbradlie koterca. Nevyho-
dou tejto metédy je, Ze o3ipani sa
brani, kladie zna¢ny odpor, Casto-
krit u nej dochidza k vyskytu
apnoickej pauzy alebo k staZenej
vymene plynov. Fixdcia za horny
pysk je zvlast problematicka
u mladych o3ipanych do jednoho
roka, u ktorych nie st dostatoéne
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narastené dentes canini, smytka povrazu sklzava a o3ipané sa uvoliiuji
z fixacie. Takto treba osipané chytat dva aZ trikrat, ¢o ich znaéne zne-
kludriuje, posobi ako stresor na organizmus a mi za néasledok zmenu
aktudlneho pH krvi. V niektorych pripadoch pokleslo pH krvi aZz na
7,02, o je podla Wintersa a i. (1969) hodnota, pri ktorej sa uz
moZe dostavit smrt zvierata.

Nami vySetrované osipané mozno zadelit do dvoch skupin. Do prvej
skupiny patria o$ipané s normalnymi hodnotami indexov acidobéizickej
homeostdzy i napriek tomu, Ze pri odbere krvnych vzoriek bola pouzita
td istd metéda ako u druhej skupiny. O$ipané druhej skupiny ukazali
sa byt velmi labilné a uz sebamen3ie zataZenie vo forme fixacie vyvo-
lalo u nich pokles aktualneho pH krvi. O podobnych dvoch typoch osi-
panych referuje Klaus (1957) pfi stadiu obsahu Zeleza v krvnom
sére prasnic a Sidor (1973) pri $tadiu stresovych stavov u o3ipa-
nych. Na zdklade stadia obsahu 17—OHCS (hydroxykortikosteroidov),
glukozy, mastnych kyselin a horc¢ika rozoznava Sidor (1973) slabo
a silno reagujici typ o3ipanych. Ten isty autor pokladd 3stadium pri¢in
a nisledkov stresovych stavov u o3ipanych za jednu z klacovych otdzok
moderného chovu osipanych.

Sthlasne s hore uvedenym bude z hladiska testovania vnitorného
prostredia organizmu, sprdavnej interpretacie zistenych hodnot a zavadza
nia profylaktickych opatreni treba tito problematiku podrobne prestu-
dovat na modelovych pokusoch.

Stadium problematiky je dolezité aj z hladiska daldieho zdarného
rozvoja chovu o3ipanych. Z literatury je zndme, Ze na stres si velmi
vnimavé ofipané plemien landrase a pietrain, teda tie plemend, ktorymi
hodlame krizit nae biele prasa. Pre dalsi chov by sa mali vyberat iba
odipané odolné voli stresu (silno reagujice podla Sidora, 1973).
Zda sa, Ze postdenie aktudlneho pH krvi po uritom stabilnom zataZeni
organizmu by mohlo byt pouZité ako pomerne spolahlivé kritérium stres-
-predispozicie, alebo rezistencie.

Zmeny aktudlneho pH krvi o3ipanych, spdsobené stresovym stavom
pri manipuldcii, moZno uspesne, nie v3ak Gplne eliminovat aplikdciou
ukludriujacich prostriedkov. V nasom pripade sa osved¢ila aplikacia
Stresnilu a sthlasne s Fitkom (1974) moZno doporutit aplikédciu
tranquilizaénych prostriedkov pred zamyslanym stresovym zataZenim
01‘ga111izmu, zvladt u vykrmovych o3ipanych a mladého plemenného ma-
terialu.
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BAPTKO II., MUXHA A., XWUJA M., BP3I'VJIA J. (Berepunapusit uncruryr, Komume, Uexo-
cnosakus). Bauanve ¢uaMuecko Harpyskum Ha 3HaYeHHE HMHIEKCOB KHCJIOTHO-IENOYHOIO TrOMeo-

crasa kposu ceumeir. Vet. Med. (Praha) 20 (6):339-346, 1975.

Hayuanocs BausHume QHU3M4YECKO HATPHSKM — QUKCAIAd BEPEBKOW IpM BIATHM KPOBM — Ha
3HAYEHUs HHIEKCOB KHCJIOTHO-IIEJOYHOrOo roMeocrasa KPOBH ceuHel. Briio yCTaHOBJIEHO, YTO Cy-
UleCTBYIOT INBa THUIA CBUHEH, IO-DasHOMY pearupyioljux Ha (Qu3HYecKylo Harpysky. Ilepssrit
nabuibHBIH, KOTIA IOCjae Harpyaku ObicTpo moHmskaerca pH KpoBu, BTOpO# crabuneHeid, KOria
pH kpoBu He mensercsa. Ilonmxenne pH xposu uame HaGmionaerca y 6osee MOJIONBIX BO3PACTHBIX
KaTeropuil OTKapMJIMBAeMbIX CBHHEX M CBMHOMATOK. IIpMMeHeHMe yCHOKaMBAaIIUX CPENCTB 3Ha-
YlITENBHO TIOHH’KAeT TOSBJEeHHe M3MEHeHHil KHCJIOTHO-IJeJOYHOTO TOMEeOCTasa KpOBH.

CBHMHBH; KpPOBb; KHCJIOTHO-1eJIOYHOH TeMeocTas; yCnoKauBamolue Cpencrsa; cTrpecc
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BARTKO P., MICHNA A. CHYLA M. VRZGULA L. (University School of Veteri-
nary Medicine, KoSice, Czechoslovakia). The Effect of Physical Stress on the Values
of the Indexes of the Acid-base Homeostasis of the Blood of Pigs. Vet. Med. (Praha)
20 (6) : 339-346, 1975.

Investigated was the effect of physical stress — fixation with a cord at the collec-
tion of blood — on the values of the indexes of the acid-base homeostasis of the
blood of pigs. It was found out that there existed two types of pigs reacting different-
ly to physical stress. One is a labile type in which, after the stress, there occurs
a rapid decrease of the pH of the blood. and the second is a stable type, in which the
pH of the blood does not change. The decreasing of the pH in blood is more
frequent in younger age categories of fattening pigs and gilts. Application of tranquil-
lizers decreased, to a considerable extent, the occurrence of changes of the acid-base
homeostasis of blood.

pigs; blood; acid-base homeostasis; tranquillization; stress

BARTKO P., MICHNA A., CHYLA M., VRZGULA L. (Veterindrmedizinische Hochs-
schule, Kosice, Tschechoslowakei). Einflufi einer physischen Belastung auf die Index-
werte der azidobasischen Homoostase des Schweinebluts. Vet. Med. (Praha) 20
(6) : 339-346, 1975.

Es wurde der Einflul einer physischen Belastung — Fixierung mit Strick bei der
Blutentnahme — auf die Indexwerte der azidobasischen Homdoostase des Schweinebluts
studiert. Es wurde festgestellt, dafl zwei auf physische Belastung unterschiedlich rea-
gierende Typen von Schweinen existieren.. Der erste Typ ist labil, bei dem der
pH—Wert im Blut schnell absinkt, wdhrend sich beim zweiten, stabilen Typ, der
pH—Wert im Blut nicht verdndert. Die Verringerung des pH—Wertes im Blut ist
héaufiger bei den jlingeren Alterskategorien von Mastschweinen und Jungsauen. Die
Applikation von Beruhigungsmitteln verringerte in bedeutendem Ausmaf3 das Vor-
kommen von Verdnderungen des azidobasischen Homdoostase des Bluts.

Schweine; Blut; azidobasische Homoostase; Tranquilisantia; Stress
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STUDIUM ENZYMATICKEJ AKTIVITY SEROVEJ
CYSTINAMINOPEPTIDAZY CLOVEKA A ZVIERAT
V ZAVISLOSTI OD pH PROSTREDIA

B. Molnarova, O. Sova

Ustav experimentdlnej biologie SAV. Kosice

MOLNAROVA B., SOVA 0. Stidium enzymatickej aktivity sérovej cystinami-
nopeptiddzy cloveka a zvierat v zdvislosti od pH prostriedia. Vet. Med. (Pra-
ha) 20 (6) : 347-353, 1975.

Autori sledovali dynamiku Stiepenia syntetického chromogénneho substratu
(S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid), Specifického pre sérovu cystinaminopeptida-
zu, v zavislosti od Sirokej skaly pH v rozmedzi 2,5 az 8,0 enzymatickym
systémom séra gravidnych zien a vybranych zvierat (ovca, krava, potkan) v po-
rovnani s negravidnymi kontrolami. Pri posudzovani tvaru kriviek enzyma-
tickej aktivity enzymatického systému séra zien a zvierat v zavislosti od pH
konstatovali autori v sérach gravidnych Zien charalkteristicky zvonovity priebeh
krivky na rozdiel od séra zvierat, kde v pripade krav aktivita cystinaminopep-
tidazy vykazuje dvojvrcholovy priebeh pri pH 3,5 az 4,0 a 6,5 az 7,0 a ostatné
sledované druhy vykazujui nepravidelnosti s ndznakom druhého vrcholu. Z vys-
ledkov experimentu vyplyva, ze zasadnym rozdielom medzi gravidnymi a kon-
trolnymi zvieratami nie je celkovy vzostup cystinaminopeptiddzy, ale posun
vyskytu, alebo vzostup enzymatickej aktivity pri tom-ktorom pH. Najvyssie
hladiny cystinaminopeptidazy boli zistené v krvnych sérach potkanov, niZsie
u oviec a krav.

S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid; dynamika Stiepenia; zavislost od pH prostre-
dia; enzymaticky systém séra gravidnych Zien; enzymaticky systém séra zvierat

Aj ked je v sucasnosti mechanizmus posobenia a funkcia cystinami-
nopeptidazy u ludi dostatotne zndma (Sjéholm, 1964; Sjoholin
a Yman, 1966; Page a i. 1961; Ryden a Sjoholm, 1962; Me-
lander, 1965; Yman, 1970), jej tunkcia v sére gravidnych zvierat
nie je definitivne objasnena. U Zien v priebehu gravidity hladina amino-
peptiddz nachddzajicich sa v krvnom sére, vyznalujucich sa S$irokou
substratovou 3pecifitou, vyrazne Stiepiacich syntetické chromogénne
substraty-derivaty leucinu a cystinu znac¢ne stipa (Yman, 1970).

Niektori autori, ktori skimali hladinu leucinaminopeptidazy v sérach
gravidnych krav a sak zistili, Ze na rozdiel od sér gravidnych Zien sa
aktivita typu leucinaminopeptiddzy v tychto sérach nezvysuje, a tak na
zédklade viacerych zisteni (Lettow a Jaeger, 1963, 1965; Semm,
1958, 1061; Wikhaus, 1954, Slesinger, 1967a, b) prevlada nizor,
¥e oxytocindza (cystinaminopeptiddza) je 3pecifickd ako mladsi fyloge-
neticky systém, posobiaci v priebehu gravidity len u priméatov a ¢loveka.
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Vzhladom na doteraz jestvujiicu nejednotnost pri posudzovani ami-
nopeptidazovej aktivity v sérach zvierat v dosledku pouzivania rdznych
substratov rozhodli sme sa preskimat dynamiku Stiepenia totoZného chro-
mogénneho substratu 3Specifického pre cystinaminopeptidazu, derivatu
cysteinu v zavislosti od 3irokej $kaly pH prostredia enzymatickym systé-
mom krvného séra gravidnych Zien a vybranych zvierat v porovnani
s negravidnymi kontrolami, a zistit, ¢i existuje na tejto Grovni porovna-
telna zhoda medzi nimi.

MATERIAL A METODY

Pri sledovani zmeny aktivity sérového enzymatického systému stie-
piaceho S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid v zavislosti od pH prostredia v sé-
rach gravidnych Zien a vybranych zvierat sme k pokusom pouzili séra
dvadsiatich gravidnych zien, dvadsiat sér gravidnych oviec plemena slo-
venské merino a séra dvadsiatich gravidnych potkanov kmeria Wistar.
V3etci jedinci boli vo vysokom stupni gravidity. Ako kontroly sme pou-
zili v kazdom pripade desat vzoriek sér negravidnych jedincov z kaZdej
skupiny.

Krv sme ziskali venepunkciou z wvena cubiti (v pripade Zien), resp.
z vena jugularis (u krav a oviec). V pripade potkanov sme krv odoberali
po dekapitécii v éterovej narkoze. Sérum sme ziskali po hodinovom stani
krve pri izbovej teplote odstredovanim pri 3000 g min.”* a 0°C pocas
15 minat. K analyzam boli pouzité len Cire, nehemolyzované séra.

Ako chromogénny substrat sme pouzili 0,01 M roztok S-benzyl-L-
-cystein-para-nitroanilidu. Inkubaénd zmes obsahovala 0,2 ml séra, 0,3 ml
substrdatu a 2,5 ml Britton-Robinsonovho univerzdlneho pufru v rozsahu
PH 2,5 aZ 8,0 (Sykora a Zatka, 1967). Inkubéciu sme uskutoc¢riovali
dve hodiny pri 37 °C a potom sme ju prerusili pridanim 0,5 ml 1 N HCI.
MnoZstvo odstiepeného p-nitroanilidu sme stanovovali oproti slepej skis-
ke (zmes totozni s inkubac¢nou, ale reakcia ihned blokovana pridanim
1 N HCl) spektrofotometrom Spektrom 203 pri 405 nm. Celkové biel-
koviny krvného séra sme stanovovali metodou Tuppyho a Winters-
bergera (1960) fotometrovanim stondsobe zriedeného séra v 0,1 N HCI
pri 280 nm oproti Standardnym roztokom sérumalbuminu v 0,1 N HCL
Vsetky namerané hodnoty sme vzdjomne porovnavali na zdklade pre-
poctu 3pecifickej aktivity, vyjadremej mnozstvom od3tiepeného p-nitro-
anilidu jednym miligramom bielkovin nachadzajicich sa v krvnom sére.

VYSLEDKY

Krivka zavislosti enzymatickej aktivity séra gravidnych Zien (obr. 1)
Stiepiaceho S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid v zavislosti od pH prostredia
je v zhode s vysledkami inych autorov (Hanson a Mannsfeldt,
1971) a vykazuje charakteristicky zvonovity priebeh, z ktorého vyplyva,
Ze enzym je aktivny v rozmedzi pH 4,0 az 8,0 s optimom pri pH 6,0 aZ
7,0. Najvyssi rozptyl ( = S. E.) vykazuji hodnoty namerané pri pH 6,0;
rozptyl ostatnych nepresahuje == 2 %. Totozny experiment so sérami
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negravidnych Zien (obr. 1) vykazuje maximum enzymatickej aktivity
pri pH 5,0 aZ 6,0 a GCinnost v tom istom rozsahu pH.

Obr. 2 prezentuje kolorimetrické stanovenie enzymatickej aktivity
sérovej cystinaminopeptiddzy gravidnych a kontrolnych krav v rozsahu
pPH 2,5 az 8,0. Krivka enzymatickej aktivity je dvojvrcholova, pri pH 3,5
aZ 4,5 su hodnoty vyssie u kontrol, v ostatnych castiach sa hodnoty enzy-
matickej aktivity takmer prekryvaja s vynimkou pH 6,5, kde nedochidza
v sérach gravidnych krav k signifikaninému zvy3eniu hladiny enzymu
(P < 0,02).

Na obr. 3 je zobrazené kolorimetrické stanovenie enzymatickej akti-
vity séra oviec v podmienkach podobnych ako prv. Maximum enzy-
matickej aktivity 3pecifickej pre dany substrdt sa v tomto pripade na-
chddza u kontrol i gravidnych zvierat pri pH 6,0 a hladina cystinami-
nopeptidazy je v sérach kontrol od pH 5,0 do 8,0 priekazne niZia
(P < 0,05).

Posledny obr. (4) prezentuje podobny experiment so sérami gra-
vidnych i kontrolnych potkanov. V tomto pripade krivka vykazuje kom-
plikovanejsi priebeh. V pripade negravidnych zvierat st hodnoty aktivi-
ty pri pH 2,5 a 4,0 vy$die. Druhé optimum je v pripade gravidnych
zvierat a kontrol pri pH 6,0.

DISKUSIA

Intaktnost enzymatickej aktivity sérovej ozytocindzy v priebehu gra-
vidity zvierat opisali viaceri autori (Lettow a Jaeger, 1963; 19065:
Slesinger, 1967a, b) a ini. Tito autori pouzili pre stanovenie enzy-
matickej aktivity spominaného enzymu syntetické chromogénne substra-
ty leucinu a inych aminokyselin. Napriek tomu, Ze aminopeptiddzy enzy-
matického systému krvného séra sa vyznacuju Sirokou substratovou 3pe-
cifitou, a¢inkom navzdjom sa prekryvajicou (Y man, 1970), nepovaZuje-
me nimi pouZité substraty za dostato¢né Specifické pre stanovenie hladiny
cystinaminopeptidazy.

Pri porovnani tvaru kriviek zavislosti enzymatickej aktivity enzy-
matického systému 3tiepiaceho S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid od pH v sé-
rach Zien a zvierat na rozdiel od sér Zien, kde.krivka vykazuje v silade
zo zisteniami inych autorov (Tuppy a Wintersberger, 1960:
Hanson a Mannsfeldt, 1971) charakteristicky zvonovity priebeh,
vykazuje disocidciu krivky vo dvoch vrcholoch v pripade krdv a u ingch
sledovanych druhov nepravidelnosti s naznakom druhého vrcholu. Za-
tial ¢o séra Zzien 3tiepia synteticky chromogénny substrat v rozmedzi
pH 4,0 aZ 8.5, séra zvierat vykazuji Stiepenie v priemere od pH 3,0
a vysledky pri pH 8,0 naznacuju, Ze krivka klesa aZ pri vy3sich hodno-
taich pH. Z uvedeného vyplyva, Ze zdsadnym rozdielom medzi gravidny-
mi a kontrolnymi zvieratami nie je celkovy vzostup hladiny sledova-
ného enzymu, ale posun vyskytu, alebo vzostup aktivity pri tom-ktorom
pH. Z tohto aspektu by snidd bolo mozné stanovit graviditu u skdma-
nych zvierat, v pripade kriav poklesom enzymatickej aktivity u gravidngych
zvierat pri pH 3,5 aZ 4,0 a vzostupom pri pH 6,0; v pripade oviec a potka-
nov pri pH 6,0 zvy$enim hodnot hladiny enzymu. Rozhodne moZno po-
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tvrdit Gdaje literatary (Slesinger, 1967a, b), Ze v pripade gravidnych
zvierat je hladina cystiaminopeptiddzy niZsia ako u ¢loveka, ako i to, Ze
v priebehu gravidity nedochddza k podstatnym zmendm vo zvyseni akti-
vity. Tieto tdaje by sme snad mohli doplnit na ziklade prezentovanych
vysledkov v tom zmysle, Ze pocas gravidity moZe dojst k zmendm vlast-
nosti tohto enzymatického systému, ktoré su zistitelné posunom optim
pH, res(g). zmenami charakteristiky zavislosti cystinaminopeptiddazy od pH
prostredia.

Na zdklade prezentovanych vysledkov ndsho experimentu je mozné
zistit pokles hodnot enzymatickej aktivity v sérach skimanych zvierat
v poradi: potkan, ovca a krdva s maximalnymi hodnotami enzymatickej
aktivity vyjadrenej mnozZstvom od3tiepeného p-nitroanilidu pri optimal-
nych pH takto: 4,5 uM mg-! (potkan), 3,2 uM mg~! (ovca) a 0,64 uM
mg~! (krava). Tieto vysledky st v aplnom stulade s vysledkami Barti-
kaaMichnovej (1971), ktori uddavaja pri sledovani 3tiepenia l-leucin-
-p-nitroanilidu sérami zvierat podobné poradie, ibaze skamali 3ir3ie spek-
trum druhov domacich zvierat. Nagatsu ai. (1968) pri sledovani hyd-
rolyzy aminokyselinovych derivitov beta-naftylamidu sérami roznych Zi-
votidnych druhov zistili. Ze relativna rychlost hydrolyzy i hladina enzy-
mov st u cicavcov navzdjom podobné. Slesinger (1967a, b) tak-
tiez uddva velmi nizke aktivity leucinaminopeptidizy u krav, ako sme
to v hladindch cystinaminopeptidizy pozorovali i my. Hanson
a Mannsfeldt (1971) uvadzaju, Ze hladina cystinaminope[')tide’tzy
v sére gravidnych potkanov, sledovand 3Stiepenim syntetick¢ho chromo-
génneho substratu S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilidu a S-benzyl-L-cystein-
-beta-naftylamidu, je v sérach gravidnych potkanov priblizne rovnakd ako
v sérach negravidnych zien. Tieto vysledky zodpovedaji aj nadim s vy-
nimkou pH 6,0, kde je v pripade gravidnych potkanov pozorované vyssie
kvantitativne zastipenie hladiny cystinaminopeptidazy.

Na ziklade nasich vysledkov (Sova, Molnarovié, 1972, 1975;
Sova, 1973) zastivame ndzor, Ze cystinaminopeptiddza pritomnd v sé-
rach zvierat zrejme plni urcitd funkciu, aj ked sa prejavuje kvantitativne
odlisne ako u Zien; kvalitativne zmeny si mdZu byt navzdjom podobné.
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MOJIHAPOBA B.,, COBA O. (Hucruryr skcnepuMeHTaapHO# 6uosorum CAH, Komuue, Yexo-
cnopakus). Msydenne QepMEHTHOH AaKTHBHOCTH CHIBOPOTOYHOM IHACTHHAMHHONENTHAA3bl YeNOBEKA
i JKHBOTHEIX B 3aBHcuMocTH or pH cpemm. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 347-353, 1975.

ABTOpHI M3y4yanu IMHAMMKY pacCUlemeHHs CHHTeTHYeCKOro XpoMoreHHoro cy6erpara (S-Gemsis-
-L-uucrenH-p-HUTPOAHUIUN), CHEUPHYECKOrO IUIS CHIBOPOTOYHOM I[HCTHHAMMHONENTHIA3H,, B 3a-
BHCHMOCTM OT mupokoi mkanst pH B mmanmasome 2,5—8,0 ¢gepMeHTHOH CHCTEMOH CHIBOPOTKH
GepeMeHHBIX JKeHIIUH M BHIGPAaHHBIX JKMBOTHHIX (OBIa, KOpOBa M IACiOK) B CpaBHEHHMHU C Hele-
peMeHHEIMU KOHTpoJsAMH. IIpm omeHKe ¢OpMEl KpUBEIX (EpPMEHTHOI aKTHBHOCTH (GepMEeHTHOIL
CHCTeMbl JKeHIIMH M KMBOTHBHIX B 8aBHCHMOCTH OT pH aBTOpsl B CHIBODOTKax GepeMeHHEIX JKeH-
IWUH YCTAHOBUJIM XapaKTepHbIH KOJIOKONIOOGDA3HEIM XON KPHBOH B OTJIHMYHE OT ChIBOPOTOK JKH-
KOTHEIX, TI€ y KOPOB aKTMBHOCTh INCTHHAMHHONENTHAA3bl XapaKTepHa IBYXBEPIIMHHBIM XOIOM
xpusoir npu pH 3,5—4,0 u 6,5—7,0, a ocransHsle HabmonaeMsie BUAB HMEOT HeCHUMMETPUUYHBIN
XOI KpUBOH C HaMeKOM Ha BTOpPyIO BepinHHy. VI3 pesyJnTaToOB SKCIEDHMEHTa BLITEKAeT, YTO IPHH-
UNIIHATBHON OTJIMYUTENBHOH 4epTOd MeXNy GepeMeHHLIMH B KOHTDPOJBHBIMH KMBOTHBIMH SBJAETCH
Ee OOmUI MOA®EM IMCTHHAMHMHONIENTHIA3H, a4 CMeNeHHe TOABJIEHHA, HJIM INONBeM (epMeHTHOI!
akTUBHOCTM npu coorsercTByiomem pH. HauBmicmue ypoBHH IHCTHMHaMHHONENTHAA3kl ObIIM ycTa-
HOBJIEHBI B CHIBOPOTKAaX KPOBH IACIOKOB, HH3INHe y OBEl] ¥ KOPOB.

S-6enaun-L-uCcTeMH-P-HUTPOAHUIMH; AMHAMUKA paclleruieHus; 3asucuMocTs or pH; depmenTHasx
CHCTeMa CHIBODOTKM OepeMeHHBIX JKEHINIHH; (pepMeHTHas CHCTeMa ChIBODOTKH JKHBOTHBIX

MOLNAROVA B., SOVA O. (Institute of Experimental Biology of the Slovak Aca-
demy of Sciences, Kosice, Czechoslovakia). Study of the Enzymatic Activity of Hu-
man and Animal Serum Cystine Aminopeptidase Dependence on the pH of the Me-
dium. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 347-353, 1975.

The authors studied the splitting dynamics of the synthetic chromogenic substrate (S-
-benzyl-L-cysteine-p-nitroanilide) specific of serum cystine aminopeptidase, depending
on a wide range of pH (from 2.5 to 8.0) by means of an enzymatic serum system of
pregnant women and selected animals (sheep, cows, sewer-rats), compared with non-
-pregnant controls. Examining the form of the enzymatic activity curves of the
enzymatic system of women’s and animal serum in dependence on pH, the authors
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revealed a characteristic bell-shaped course of the curve in the serum of pregnant
women, as distinet from the sera of animals; the activity of cystine aminopeptidase
in cows shows a two-peak course at pH from 3.5 to 4.0 and at pH from 6.5 to 7.0
while other animal species show irregularities with signs of the second peak. It
follows from the results of the experiment that the main difference between preg-
nant and control animals is not the general increase of cystine aminopeptidase but
a shift of the occurrence, or an increase of enzymatic activity at the given pH. The
highest levels of cystine aminopeptidase were found in the blood sera of sewer-rats
and lower in sheep and cows.

S-benzyl-L-cysteine-p-nitroanilide; splitting dynamics; dependence on pH; enzymatic
activity of pregnant women's serum; enzymatic activity of animal serum

MOLNAROVA B. SOVA O. (Anstalt fiir experimentelle Biologie der Slowakischen
Akademie der Wissenschalten, Kosice, Tschechoslowakei). Untersuchungen iiber die
enzymatische Aktivitit der Serum-Zystinaminopeptidase des Menschen und der Tiere
in Abhdngigkeit vom pH-Wert des Milieus. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 347-353, 1975.
Die Autoren untersuchien die Dynamik der Zersetzung des synthetischen chromo-
genen Substrats (S-benzyl-L-Zystein-p-Nitroanilid), das fiir die Serum-Zystinami-
nopeptidase spezifisch ist, in Abhingigkeit von der breiten pH-Skala in den Gren-
zen von 2,5 his 8,0 unter Benufzung des enzymatischen Systems des Serums gra-
vider Frauen und ausgesuchter Tiere (Schaf, Kuh und Ratte) im Vergleich zu nicht-
graviden Kontrollen. Bei Bewertung von Kurvenform der Aktivitidt des Serumenzym-
systems bei Frauen und Tieren in Abhiédngigkeit vom pH-Wert konstatierten die
Autoren in Seren gravider Frauen einen charakteristischen glockenférmigen Ver-
lauf der Kurve zum Unterschied von den Tierseren, wo bei Kiihen die Zystinamino-
peptidase-Aktivitdt einen zweigipfligen Verlauf bei pH 3,5 bis 4,0 und 6,5 bis 7,0
aufweist, wihrend bei den ibrigen untersuchten Tierarten Unregelmiafigkeiten mit
Anzeichen eines zweiten Gipfels vorgetroffen wurden. Aus den Versuchsergebnissen
geht hervor, dall der grungsitzliche Unterschied zwischen den graviden und den
Kontrolltieren nicht in einer Gesamtzunahme der Zystinaminopeptidase, sondern in
der Erhohung der enzymatischen Aktivitit bei Verdnderung des pH-Wertes besteht.
Die hochsten Niveaus der Zystinaminopeptidase wurden in Blutseren von Ratten,
niedrigere bei Schafen und Kiihen festgestellt.

S-benzyl-L-Zystein-p-Nitroamilid: Dynamik der Zersetzung: Abhangigkeit von pH;
Serumenzymsystem gravider Frauen; Serumenzymsystem der Tiere

Adresa autoru:

RNDr. B. Molnarova MUDr. O. Sova, Ustav experimentalnej biologie SAV,
040 00 Kosice
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Vybér z novych pFirtstki
Ustfedni zemédélské a lesnické knihovny UVTI

z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozno si zapujéit osobné& nebo pisemné& v UZLK,
vypujéni oddeéleni, 12056 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli
az patek od 9 do 18 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.

. E 37.034
Profilaktika i mery borby s boleznjami ovee. Tezisy dokladov na nauc-
nom sovesc¢anii (Machackala, 12—14 ijunja 1973 g.) Moskva, Min. selsko-

go chozjajstva SSSR 1973. 184 s. (Macha¢ Kala — konference o pro-
fylaktice a léceni ovei — 1973 — sbornik)

D 63.887
Tierproduktion — Grundlagen. Berlin, VEB Deutscher Landwirtschafts-
verlag 1974. 202 s. obr. tab. (Hospodarska zvirata — ochrana — nemoci

— piiruéka / Chovani zvitat — ptiru¢ka / Chov hospodarskych zvirat —
hygiena — piirucka)

D 63.811
Dovidnyk esnovych zochihienicnych i veterynarnosanitarnych normaty-
viv budivnyctva ta ekspluataciji tvarynnyckych prymiSéen. 2 pererob.
i dopol. vyd. Kyjiv, Urozaj 1974. 276 s. obr. tab. (Chov hospodarskych
zvitat — hygiena — veterinarni predpisy — prirucka)

BODUROV, N. — BINEV, K. I 37.198
Veterinarna fizioprofilaktika i [izioterapija. Solija, Zemizdat 1974. 264 s.
39 obr. (Veterinarni terapie — fyzikalni — piiruéka)

ROSENBERGER, G. ' D 63.870

Kliniczne badanie bydla. Warszawa, PWRIL 1974. 280 s. obr. (Veterinar-
ni diagnostika — skot — prirucka)

KOLESOV, A. M. — KRASENNIKOV, P. N. — TARASOV, I. I. D 63.738
Vnutrennije nezaraznyje bolezni selskochozjajstvennych zivotnych. Mosk-
va, Kolos 1974. 519 s. obr. tab. gr. (Nemoci vniti'ni — hospodarska zvi-
rata — prirucka)

D 63.765
Lejkoz krupnogo rogatogo skota. Riga, Zinatne 1974. 174 s. obr. tab. (Skot
— nemoci — leukdza — prirucka)

LALLA, H. J. E 32.333/818
Die Glukosedauertropfinfusion bei gesunden und aceton@mischen Kiihen.
Inaug. Diss. d. Freien Universitidt Berlin. Berlin, Klinik fir Klauentier-
krankheiten und Fortpflanzungskunde 1973. 43 s. obr. tab. (Kravy —
nemoci — acetonémie — glukéza — infuze — vliv — vyzkum — NSR —
diserta¢ni prace)




OVERENI UCINNOSTI LYOFILIZOVANE BEZBUNECNE VAKCINY
PROTI MARKOVE NEMOCI V TERENNICH PODMINKACH

A. KozuSnikova, V. Benda, S. Kalafa, K. Priban, J. Zezulak

Okresni veterindarni zarizent, Praha - vychod
Ustav experimentdlni biologie a genetiky CSAV, Praha
Ustredni statni veterinarni ustav, Praha

KOZUSNIKOVA A., BENDA V., KALAFA 8., PRIBAN K., ZEZULAK J. Ové-
rent ucinnosti lyofilizované bezbunécné vakciny proti Markové memoci v terén-
nich podminkdach. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 355-362, 1975. b
Ochranny uc¢inek bezbunécné lyofilizované vakciny proti Markové nemoci (,,Ke-
ramvac“-Pfizer), pripravené z krocaniho herpetického viru (kmen FC 126), byl
v terénnich podminkach srovnan se ztratami ve skupiné nevakcinovanych ku-
rat. V uvedenych podminkach dosahovala vakcina pouze 50,869, tuéinnosti.
O moznych pri¢inach snizeného efektu vakcinace se diskutuje na zakladé pa-
tomorfologickych a virologickych nalezii svédéicich mj. o zvySeném vyskytu
symptoma klasické formy Markovy nemoci ve sledované populaci.

krocani herpeticky virus; Markova nemoc — patomorfologické zmény; viro-
logické a sérologické vySetreni: oéni forma

Markova nemoc (MD) je dnes pfevazné ve své akutni formé& znatné
rozdifend a plsobi v dribezarské velkovyrobé vazné ekonomické ztraty,
odhadované v USA na 200 miliénti dolartt ro¢né. Rovnéz v Ceskosloven-
sku vyskyt akutni MD od roku 1968, kdy byla u nds popsana poprvé
(Haladej a Hrabéta, 1968), vyrazné vzrostl. Napf. v ZVK Xaverov
byla MD v r. 1968 diagnostikovdna veterindrni sluzbou u 27,21 % uhy-
nulych zvitat z rozmozovacich chovit a odchovii, o ¢tyfi roky pozdéji
viak jiz u 52,99 % pfipadii (KozZusnikovad, 1973). Za jedinou ucin-
nou metodu prevence MD lze v souCasné dobé povaZovat vakcinaci Zi-
vimi otkovacimi litkami. Jejich vyvoj se ubiral prakticky dvéma sméry.
Churchill aj. (1060) asp&né pouzili k vakcinaci herpeticky virus
vyvolavajici MD (MDHYV), ktery cetnymi pasdZemi v tkarové kultufe
(TK) ztratil svoji virulenci. Naopak O kazaki aj. (1970) pfipravili vak-
cinu z krocaniho herpetického viru (HVT) (Kavamura aj., 1969),
ktery je sice s MDHV tzce antigenné piibuzny, ale apatogenni jak pro
puvodniho hostitele, tak pro kufe (Witter aj., 1970). Tento typ hete-
rologni vakciny je dnes Siroce pouzivan ve viech zemich s vyspélym dri-
beznictvim jak v bunétné vazané formé&, kdy je HVT asociovdn nejcasté-
jii s kufecim embryonélnim fibroblastem (CEF), tak jako bezbunééna vak-
cina s volnym HVT (Calnek aj., 1970). Vyhodou posledniho typu je
moznost lyofilizace, takZe vakcinu neni nutné uchovévat pifi nizkych
teplotach jako vakcinu bunéfnou. Mechanismus ochranného tcinku vak-
cinace dosud neni zcela objasnén. Vime pouze, Ze u vétiiny vakcinova-
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nych zvifat nedojde ke wvzniku charakteristickkych lymfémi, a¢ jsou
infikovana vnulentmm MDHYV. Efektivnost vakcinace se obvykle poh\-
buje mezi 70 aZz 90 % a je ovlivnéna fadou faktorl: epizootologickou si-
tuaci, individudlni vnimavosti k MD, stafim pfi vakcinaci, davkou a zpu-
sobem aplikace vakciny apod.

Vakcinace proti MD se v uplynulych dvou letech roz3ifila i v nasich
velkochovech a vysledky ziskané s ockovacimi latkami zahrani¢ni (Hr a-
béta a Pribdan, 1972) i domdci produkce (Salaj aj., 1972) odpovi-
daji mezinarodnim parametriim. Na rozdil od téchto praci sledujicich
tc¢innost bunéénych vakcin s vdzanym HVT vénovali jsme pozornost
efektivnosti moderni bezbunéiné lyofilizované vakciny s volngm HVT,
ktera v Ceskoslovensku dosud neni bézné pouZivina.

MATERIAL A METODY

Vakcina: Byla pouzita Ziva lyofilizovand bezbunééna vakcina pii-
pravend z HVT- kmen FC 126*), ktery byl mnozen na CEF. Vakcina byla
aplikovdana im. jednodennim kufatim v mnozZstvi 0,2 ml. V této davce
je deklarovin minimalni obsah 2000 plakotvornych jednotek (PFU). Pii
manipulaci byly dodrzovany pokyny vyrobce.

Kufata: 15375 jednodennich kufat linie LB Idedl, jejichZ rodice
nebyli vakcinovani proti MD, bylo rozdéleno na pokusnou skupinu (7835
ks) a kontrolni skupinu (7540 ks). Zvifata v pokusné skupiné byla
v prvnim dnu Zivota vakcinovdna a spolu s kontrolou umisténa spo-
letné v hale pro odchov dribezdrny stat. statku R. V daldich dvou ha-
lach driibezarny vzdilenych 15 m bylo umisténo uzitkové hejno. Kufata
byla ustdjena na hluboké podestylce v tdstfedné vytapéné hale, zpocatk:
byly pouziviny i elektrické kvolny. Krmilo se automaticky pasovymi
krmitky az do stdfi 98 dnt krmnou smési K a az do konce pokusu, tj.
165 dnii, smési KZK. Ob¢ smési obsahuji kokcidiostatikum. Napéjecky
byly kloboukového typu. Pied osazenim byla hala podle ;lsfedpisﬁ de-
zinfikovana a prostfedi bylo asanoviano. Béhem pokusu byla priabézne
zajistovana obvykld veterindrni prevence, doplnénd podianim Erytromy-
cinu k profylaxi mykoplazmozy, a fortifikace krmiva vitaminy. Zdravotni
stav kufat byl pravidelné kontrolovan do 165. dne véku.

Patologické vysetieni: Vésina uhynuljch zvifat z obou
skupin byla patomorfologlckv vysetiena. Ve véku od 14 do 119 dnii byl
pak sledovén vyvoj zmén typickych pro MD histologicky jak v orgédnech
vakcinovanych (40 ks), tak kontrolnich zvifat (50 ks).

Sérologickéavirologické vy3etfeni: Ve stafi 107 a 137
dna bylo vysetfeno né€kolik zvirat z obou skupin (asi 0,1 % celkového
poctu) na pFitomnost specifickych protilitek metodou agaroprecipitace
(AGP). Provedeni testu bylo popsidno jinde (Benda a HloZanek,
1974). Stejnd zvifata byla rovnéz pouzita jako zdroj k reizolaci HVT
a ziskdni MDHV v TK. CKC a CEF byly pfipravovany podle standardnich
metodik (HloZanek aSovov4i, 1968; BendaaHloZzanek, 1974)
a infikovdny bud slezinngmi burikami (skupina ve stafi 107 dnti), nebo

*) ,Keramvac“ Pfizer, USA
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ledvinnymi burnikami (skupina ve stafi 137 dnf).
i postupy souvisejici s infekci TK se shoduji s d¥i
(BendaaHlozanek, 1974).

Priprava inokulace
ve uvedenymi udaji

VYSLEDKY

I. Vysledky terénniho pokusu s lyofilizovanou vakcinou proti MD

l | J Celkovér)
; Zastaveno | Celkovy & Oé¢ni forma®) . Celkové ‘ e
Skupina kusu ’ uhyn % | bAD 3% 1 | % i ztraty %, | Az/[tlr;lt},’
| V | °
T
Vakcino- ‘ ’ ‘ i j
vana 7835 ‘ 1| 20 | 850 | 331 ’
Nevakci- i
novana i 7540 ’ 7,10 1,44 12,60 '
3) — MD zjisténa patologicko-anatomicky
V) — zvirata vyrazena pro vyskyt o¢ni formy MD
¢) — soufet a + b

Piehled o vysledcich pokusu, o ztratich zptsobenych MD i ztritach
celkovych podava tab. I. Pfehled mortality a nékteré pfic¢iny dhynt zjisté-
né patologicko-anatomickym vy3etfenim se zvlastni pozornosti k MD jsou
uvedeny v tab. II. Prvni patologicko-anatomicky diagnostikované pfipady
MD se objevily v kontrolni skupiné ve 12., v pokusné skupin& ve 13.
tydnu zivota. Uhyny kufat byly aZ do této doby v obou skupinich shodné
piisobeny pfevazné onemocnénimi neinfekéniho rdzu & trazy (dna, ka-

II. Prehled mortality v prubéhu pokusu s lyofilizovanou vakcinou proti MD

Skuoi Uhynulo kusi Pitvéno | Kokcidiéza | MD
VR I kust kust kusu
1.—77. den |78.—165. den| 1.—165. den
Vakcino-
vani 302/02 150/48 452/48 348 2 48
Nevakci-
novani 229/0 304/109 533/109 467 83 109 ‘

& — poclet uhynulych/pocet pitvanych s patologicko-anatomicky zjisténou MD

nibalismus, nizka biologickd hodnota kufat, infekce Zloutkového vacku,
ojedin&lé zanéty hornich cest dychacich). V druhém obdobi pokusu, tj.
od 12. tydne se zdravotni stav hejna poc¢al ménit. V obou skupinich se
objevili klinické pfiznaky MD s charakteristickym patologicko-anatomic-
kym nalezem. Vyrazne hor3i byla situace v kontrolni skuping, kde se
ve v&tSi mife nez u vakcinovanych objevila oéni forma MD, doprovazena
kachektizaci postiZenych kufat, kterd bylo nutno pribézné vyrazovat.
Chronicka koicidiéza se vyskytla jen v kontrolni skupiné (tab. II) Secte-
me-li dhyny, u nichZz byla MD diagnostikovana sekéné, s poctem kufat
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vyfazenych pro onemocnéni oéni formou MD v obou skupinich a srovna-
me je s poltem zastavenych, dochazime k hodnotam vyjadiujicim ztraty
zpusobene MD u vakcinovanych zvifat (3.31 %) a ve skupiné kontrolni
(6,94 %) (tab I).

Uc¢innost vakciny vypolteme, délime-li stondsobek rozdilu
mezi zirdtami na MD v kontrolni a ztrdtami ve vakcinované skuping
poctem ztrat v kontrolni skupiné (Meulemans aj, 1971). V podmin-
kidch ndmi popsaného pokusu vykazovala pouzitd bezbuné&tna lyofilizo-
vana vakcina proti MD 50,86% ochranny ucinek.

Histologické vySetfeni, které bylo providéno v kritkych
tasovych intervalech (do 10 dni), umoziiovalo sledovat distribuci a dy-
namiku vyvoje pro MD adekvatnich morfologickych zmén v obou skupi-
nach kufat. Jak ve skupiné vakcinované, tak ve skupiné kontrolni se uz
od 14. dne, kdy byla provedena prvni hlstologlcka vysetfeni, nachézely
proliferace lymfocyti v periferni lymforetikularni tkéni, nejpravidelngji
v plicich a Zlaznatém Zaludku. V jatrech se asto 7]1stova1y shluky bunék
lymioidniho vzhledu, pochéazejici zjevné z Kupiferovych bunék, které sc
ostfe distancovaly od parenchymu. Osud uvedengch proliferatd byl rizny.
U jednéch se celulizace zmensovala az zanikala bez rezidui, nebo z{ista-
vala zvysena fibrotizace. U druhych k pivodnim buiikdm pribyvaly malé,
okrouhlé lymfoidni elementy se siln€ bazofilnim jadrem. Ty se zacaly
soucasné objevovat i ve slezing, Fabriciové burze a vajetniku, méné ¢asto
v jin51c11 organech. Proliferace této bunécné skladby nepfesahovala do
67 az 78 dni mikroskopické rozméry. V priibéhu tohoto obdobi i pozdéji
bylo pozorovdno piibyvani dalich typti bunék, histiocytii, retikulocyti
a fibroblastii, které ménily svij vzhled. Hlavnim znakem cytologické
skladby v tomto stadiu sbyl pleomorfismus, destruktivni vztah k okoli
a intenzivni riastovy potenc1al Vyvoj tumort v tomto stadiu proto pro-
bihal velmi rychle, takZe od 78. dne byly zjitovdny tumory uz makrosko-
pickych velikosti.

Pii porovnavani nédlezi mezi obéma skupinami bylo zjistovano, Ze
u Casti vakcinovanych kufat se tumory vyvijely analogicky jako u ne-
vakcinovanych. U ostatnich vakcinovanych kufat byl pozorovan opozdé-
ny nastup bunétného pleomorfismu a mensi riistova aktivita.

U kufat do v€ku 78 dni s klinickymi nervovymi pfiznaky a bez
makroskopickych tumort jsme v mozku nachézeli rozvldknéni stény ka-
pilar a vyrazné€jsi kribrézu v jejich okoli. Lymfoidni buiiky v malém
mnozstvi byly pfitomné jen v ojedinélych pFipadech, pravidelné situova-
né v médii, zfidka v adventicii. Glie byvala intaktni. Nervy disponovaly
malo poletnymi lymfoidnimi burikami uloZenymi v okoli endoneuralnich
kapilar, v jejich blizkosti a mezi neuritv. Pravidelné byly disproporce
ve zméndch mezi vnitfnimi orgdny a nervovym systémem. Rozvinutym
tumorfim ve vnitinich orgdnech odpovidaly nepatrné zmény nebo ne-
gativni nédlezy v mozku a ischiadickém nervu.

Sérologické vysetfeni metodou AGP prokdzalo pfitomnost
specifickych protilatek 107. den Zivota u 83 % vysetfenych, ve 137. dnu
u viech vysetfenych zvirat.

Virologické vy3etieni mélo predevdim za cil reizolovat HVT
z vakcinovanych zvifat. Tento zdmér se nezdafil v Zadném z indivi-
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dudlnich ¢ smésnych vzorkii odebranych u kufat z pokusné skupiny
107. a 137. den.

Z tychz vakcinovanych kufat, stejn€ jako z kufat kontrolnich bez
ohledu na manifestaci MD, bylo moZné ve vé&t3iné pfipadi detekovat na
TK CKC plaky pifevazné malého, z ¢asti i (137. den) stfedniho typu, cha-
rakteristické pro MDHV (Biggs a Milne, 1972). Tento nélez sv&dii
o rozsifeni ptivodce MD v obou skupinach.

DISKUSE

Celosvétové rozdifeni a vazrustajici obliba bezbunéingch vakein
s volnym HVT je podminéna pfedeviim méné ndrotnou manipulaci ve
srovnani s formou bunéénou, kterd vyZaduje skladovani v hluboce zmra-
zeném stavu. Jak bunétné vizany, tak volny HVT je viak pfi pokojové
teploté¢ velmi rychie inaktivovin, a tedy oba typy vakcin vyzaduji bez-
prostiedné pred aplikaci i béhem vyroby velmi setrnou manipulaci. Tak
napi. Kaleta a Siegmann (1972) upozornili, Zze 75 % jimi vy-
Setfovanych bezbunétnych vakcin s volnym HVT zdaleka neobsahuje vy-
robcem deklarovany pocet PFU v davce. Existovala-li jiz dFive urcitd
empiricky zdivodnéné nedavéra k tomuto typu vakcin, pak byla posilena
nalezy o specifickém inaktivacnim ucinku mateiskych HVT-protilatek na
volny HVT u vakcinovanych kufat (Calnek aSmith, 1972, Eidson
aj., 1973).

Nami ziskané tdaje svédci o abnormalné nizkém, pouze 50% ochran-
ném uGcCinku vakcinace, ktery nesnese srovnani s vysledky vakcinaénich
pokusti jak s bezbunéénou vakcinou (Eidson aj., 1971), tak s tuzem-
skou bunécnou ockovaci laitkou (Salaj aj., 1972), jejichz afinnost oby-
¢ejné prevysuje 90 %. Neuspéch v reizolaci HVT z vakcinovanych kufat
je sice zajimavy, ale vzhledem k malému poctu vy3etfenych zvifat i obdobi
odbéru vzorkit aZ v zdvéru pokusu nepriikazny a li3i se i od viech ostat-
nich zjisténych hodnot. Vylou¢ime-li moZnost zdvady pfimo v ockovaci
latce, jejiz Ucinnost vyrobce garantuje, je nutné si vsimnout blize ostat-
nich vysledk. Jak v pokusné, tak kontrolni skupiné byly ztrity na
akutni formu MD s viscerdlnim nalezem minimalni, vime-li, Ze Casto do-
sahuji az 40 % i vice {Hughes, 1967). Naopak vyskyt otni formy, kte-
rd je jednim ze symptomt klasické MD, je neobycejné vysoky ve srovnani
s literarnimi tdaji (Vogel aj., 1970). Relativné opozdény je i vyskyt
MD s maximem ndlezii az v posledni tfetiné pokusu. Jak z vakcinova-
nych, tak nevakciovanych zvifat bez ohledu na klinickou manifestaci MD
se podatilo izolovat MDHV vyvoldvajici v TK tvorbu plakt dvou typt.
Sttedni plaky, které byly v mensing, jsou povaZovany za typické pro vi-
rulentni kmeny MDHV akutni formy, vyjimetné je tvoii i kmeny kla-
sické formy MD. Pievazné pii izolaci zjisténé malé plaky charakterizuji
apatogenni kmeny MDHYV, ojedingle pak op&t MDHV klasické formy
(Biggs a Milne, 1972). Je ziejmé, Ze se zvifata setkala pravdépo-
dobné se smési kmentt MDHV riizné virulence, které vyvolaly vice ¢i
méné se piekryvajici obraz akutni i vyrazné prevazujici klasické formy
MD a do uréité miry mohly piisobit i imunizatné (Cho a Kenzy, 1973).

v

Opomenout viak nelze ani moZnost vy$si geneticky podminéné odolnosti
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k MD, protoze rezistentni driibez reaguje i na kontakt s ,akutnim“ kme-
nem MDHV pfedevsim nervovymi pfiznaky (Payne, 1972). Poznatky
ziskané histologickym vysetfenim organt, v kterych lze nejcastéji diag-
nostikovat pro MD patognostické zmény, ukazuji, Zze k intekci MDHV
dochazi nejcastéji aerogenni cestou Ci prostiednictvim zaZivaciho traktu.
Vyskyt mikroskopickych a pozdéji makroskopickych zmén v parenchyma-
toznich organech a Casna, jiz od 14. dne zjistitelnd lymfocytarni pro-
liferace v plicich a Zlaznatém Zaludku je ve shodé s dynamikou vyskytu
virovych antigend v orgdnech MDHV infikovanych kufat (Adldinger
a Calnek, 1973). Zjisté€né disproporce mezi viscerdlnimi a neutrdlnimi
zménami lze interpretovat rovnéz z hlediska nédlezu nejméné dvou kment
MDHYV s odlidnou virulenci ve vy3etfované populaci. Stejné jako mecha-
nismus tcinku vakciny, neni lépe objasnén ani vznik lymiémii ¢i spon-
tinni regrese zmén zjiSténd u casti vakcinovanych kufat histologicky.
Vyrazné nizsi vyskyt chronické kokcidiézy ve vakcinované skupiné lze
povazovat za nepfimy vliv vakcinace. MD totiZ potlacuje imunitni obranu
organismu (Kenzy aj., 1970).

Purchase aj. (1972) rovnéZz pozorovali sniZeny, jen 50—60%
ulinek jinak zcela spolehlivé vakciny proti MD, kdyZ vyskyt MD v kon-
trolni skupiné byl niz3i nez 8 %. Domnivime se, Ze zcela objektivni
podminky pro ovéfeni vakciny poskytuje jen prostfedi kontaminované
vysoce virulentnim kmenem MDHV akutni formy. Na zikladé ziskanych
vysledki lze uvazovat i o niz§im ochranném ucinku vakciny proti kla-
sické formé& MD, ¢i smiSené formé onemocnéni s pfevahou nervovych,
tedy i o¢nich symptomii. Vyzaduje tedy dostatetné efektivni vakcinace
proti MD vedle peclivého provéfeni kvality oCkovaci latky i podrobnou
znalost nékazové situace a daldich faktort, které mohou vysledek této
preventivni akce ovlivnit.
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Iipara, Yexocnosakus). Tecrmpopanme sPpexruBHOCTH 6GeCKnerouHOM IHOPHIM3MPOBAHHOM Bak-
nuHel npoTHB 6Gonesun Mapeka B mnonessix ycnosuax. Vet. Med. (Praha) 20 (6): 355-362,
1975.

BamurHas 3PeKTHBHOCTH JNHOPUINZOBAHHOM BaKIuHEI Tporus Gosessu Mapeka («Keramvac»
— Pfizer), npurorosnseMoit us 6Geckierounoro supyca repmeca uHmoka (mramm FC 126),
CPaBHMBAJHM C NOTEPAMHM NTHI B Ipynne HenpusmBaeMbix Kyp. Okasanock, uTo BakumHa sddex-
tusHa Tonsko Ha 50,86 % B mosesbix ycnoBusx. IIpUUMHEI CHM/KEHHOH 5PPEKTHBHOCTH BaKI[H-
HAlM¥ IUCKYTHPYIOTCS B OTHOMIEHHM K NATOMOPQONOTHYECKMM M BHPYCOJOTHMYECKMM HCCIeNoBa-
HMAM, CBHIETEJLCTBYIOIIUM, MEXIy IPOYMM, O IOBEIIEHHOM IOABJEHHH CHMITOMOB KJIAaCCHYECKOH
dopmbr Gonesnu Mapeka y M3ydyaeMOH NONyJIAIHH,

ENMpyC Tepreca WHIOKa; 6osne3ds Mapeka; nmaToMopdosormyecKiie HM3MeHEHHsS; BHUPYCOJOrHHECKoe
It CepoJIOTHYecKOe McclenoBaHue; riasHas $opma

KOZUSNIKOVA A., BENDA V., KALAFA S. PRIBAN K. ZEZULAK J. (District
Veterinary Station, Praha-East, Institute of Experimental Biology and Genetics,
Czechoslovak Academy of Sciences, Praha, Central State Veterinary Institute, Praha,
Czechoslovakia). Testing the Protective Effect of Cell-free Lyophilized Vaccine against
Marek’s Disease in Field Trials. Vet. Med. (Praha) 20 (6) :355-362, 1975.

The protective effect of a lyophilized vaccine against Marek’ s disease (,Keramvac*
— Pfizer), prepared from a cell-free turkey’s herpesvirus (strain FC' 126), was compa-
red in field trials with losses in the group of non-vaccinated chickens. Under the
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indicated conditions, the vaccine had only a 50.86 %/, effectiveness. The possible causes
of the reduced vaccination effect are discussed with regard to the pathomorphological
and virological findings suggesting, among others, an increased incidence of the
symptoms of the classical form of Marek's disease in the population investigated.

herpesvirus of turkey; Marek’ s disease; pathomorphological changes; virological and
serological examination; ocular form
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rindranstalt, Praha, Tschechoslowakei). Untersuchung der Wirksamkeit der zellfreien
lyophilisierten Vakzine gegen Marekschen Krankheit in Feldbestinden. Vet. Med.
(Praha) 20 (6) :355-362, 1975.

Verglichen in Feldbestidnden mit den Tierverlusten in der Gruppe nicht geimpfter
Hiihner, ist die lyophilisierte Vakzine gegen Mareksche Krankheit (,Keramvac® —
Pfizer), eine Pridparation aus zellfreiem Putenherpesvirus (Stamm FC 126), nur zu
50,86 9/, wirksam. Die Ursachen des verminderten Impfungseifektes werden diskutiert
mit Riicksicht auf die pathomorphologischen und virologischen Befunde, welche,
unter anderem, auf das erhdhte Vorkommen von Symptomen der Kklassischen Form
der Marekschen Krankheit in der untersuchten Population hinweisen.

Putenherpesvirus: Mareksche Krankheit: pathomorphologische Verinderungen; viro-
logische und serologische Untersuchungen; okuldre Form
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PRUKAZ PROTILATEK PROTI VZTEKLINE METODOU
NEPRIME IMUNOFLUORESCENCE

E. Jiran, M. Zavora

Narodni referenéni laborator pro vzteklinu p#i Stdatnim veterindrnim udstavu,
Vratislavice nad Nisou

JIRAN E., ZAVORA M. Prukaz protilatek proti vztekliné metodou nepiimé
imunofluorescence. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 363-371, 1975.

Je popsana metoda nepiimé imunofluorescence (test IFRA) pro prikaz postvak-
cinaénich protilatek proti vztekliné. Na modelu kie¢éiho imunniho séra jsme
sledovali reprodukovatelnost testu a na imunizovanych kralicich virem Flu-
ry-LEP jsme sledovali kvantitativné dynamiku tvorby protilitek. Orientaéné
byl test pouZit i pro prukaz postvakcinac¢nich protilatek proti vztekliné u psu.
Propracovanou metodiku lze doporuédit jako dopliujici a orientaéni test pro
hodnoceni imunogennich vlastnosti vakcin proti vztekliné.

vzteklina; metoda neprimé imunofluorescence (IFRA); prikaz postvakcinaénich
protilatek u vakciny FLURY-LEP '

Prikaz protilatek je u infekénich chorob soucasti hodnoceni ucinku
aktivni imunizace nebo prob&hlé infekce a imunniho stavu organismu
vitbec. Zejména u virovych chorob je pouzivana fada metodik: sérolo-
gické reakce jako reakce vazby komplementu, hemaglutina¢né-inhibi¢niho
testu apod. Zna¢ny vyznam ma neutralizalni test.

Rovnéz u vztekliny se pouziva k prikazu protilatek fada testi, aviak
nejcastéji je ve specializovanych laboratofich pouZivan test neutralizaéni.
Zakladni modifikace neutralizacniho testu u vztekliny pouziva bilych my-
Sek a adaptovaného virulentniho viru vztekliny. Tento test je pouZivan
v rozsdhlych studiich ve veterindrni a huminni medicin€ pfi testovani
riznych druhti otkovacich liatek pro aktivni imunizaci (napf. Brown
aj., 1967; Cabasso aj, 1965 Kalmar a Tadmor, 1963; Sikes
a Larghi, 1967 a mnoho dalich).

Neutraliza¢ni test je rovnéZ pouZivan v imunologickém studiu pfi
sledovdni antigenni odlisnosti nové izolovanych kment viru vztekliny
(napf. Sodja aj., 1971). Neutraliza¢ni test za pouZiti tkariovych kultur
je popisovan jak s kmeny viru vztekliny, které vytvareji cytopaticky efekt
(napi. Hronovsky aj., 1966), tak i s virovymi kmeny, které bunétné
kultury morfologicky neméni.

V druhém piipadé se neutraliza¢ni efekt protilatek prokazuje imu-
nofluorescenci; pritkaz antigenu viru vztekliny v buiikidch se zdafi jiz za
70 hodin po infekci v kontrolnich kulturach, zatimco v kulturich po
aplikaci smési virus-sérum se fluorescenéni pritkaz virového antigenu
nezdafi (napf. Kin g aj., 1965).
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Dal3i metoda pro prikaz protilatek proti vztekliné pouZiva imuno-
fluorescence (IFRA). Konjugovanymi antiglobulinovymi protilatkami se
prokazuji specifické antirabické protilatky po jejich vazbé na antigen.
Tento test je popisovan fadou autori jako velmi citlivd reakce (napfi.
Nairn, 1968). Uspé&né pouziti metody nepfimé imunofluorescence
(IFRA) pro prikaz protilitek proti vzteklin€ popsali Thomas aj.
(1963). Peck (1966), ktery teto orientacni test dale propracoval, pokla-
dd jej za rychly a ekonomicky vyhodny pro prikaz antirabickych proti-
latek u lidi. Selimov aj. (1966) rovnéz pouzili a popsali metodu nepfi-
mé imunofluorescence pro titraci protilatek proti vztekliné. Moseley
aj. (1968) prokazovali nepfimym imunofluorescenénim testem postvakci-
na¢ni protilatky u pst pfi sledovani imunogenni aktivity viru Flury — LEP.

Z citovanych praci je ziejmé, Ze nepfimy imunofluorescen¢ni test se
v nékterych laboratofich pouziva jako rychla a pracovné vyhodn4 meto-
da pro pritkaz specifickych protilatek proti vztekliné. To byl diivod, pro¢
i nase pracovisté pfistoupilo k experimentalnimu ové&feni této metody.

MATERIAL A METODY

VIRUS

Z virovych kment vztekliny jsme pouzivali pro imunofluorescencni
testy zachyty viru vztekliny z terénnich pfipadii onemocnéni lisek a psi.
Virové kmeny byly oznateny: L-138/71/14; L-2593/71; L-2618/71; L-2668/71;
L-2680/71; L-2684/71; L-2753/71; L-3035/71.

Virové kmeny jsme pasazovali na bilych myskach po i.c. infekci
mozkovou suspenzi virl; titry se pohybovaly v rozmezi 10° — 10° M
LDso na 0,03 ml (50 % letdlni davky pro bilé mysky po i. ¢. infekei).

PFi vybéru kment jsme se zaméFili pfedevdim na takové, které vytva-
fely charakteristicky obraz v imunofluorescenci, vyznateny zvlasté ve-
likym mnoZstvim velikych atvart — plakd, agregati virového antigenu
v CNS mysek (,Babes-Negri body-like* tutvary). Virovy material jsme
uchovévali zmraZeny pfi —20 °C, resp. —35 °C.

Pro imuniza¢ni pokusy jsme pouzili virus Flury-LEP, pasdZovany na
kufecich embryich, uchovavanych v lyofilizovaném stavu p#i 4°C (ko-
mer¢ni vakcina proti vztekliné pro psy Flury-LEP z Biovety, Ivanovice
n: Ha)is

SERA

Séra do testu jsme ziskali po imunizaci pokusnych zvifat — zlatych
kieckt, kraliki a pst. Zlatym kiec¢kiim jsme intraperitonedlné apliko-
vali opakované modifikovany virus Flury-LEP a déle virulentni virus;
kraliky jsme imunizovali jednorazové davkou 1,0 ml viru Flury-LEP i. m.

Séra pst pochazela z pokusu kontroly imuniza¢nich vlastnosti vakci-
ny z kmene Flury-LEP v rdmci vyvojovych studii pracoviité Biovety,
Ivanovice n. H. Dvojice sér odebrané v intervalu 30 dntt (pop¥. t¥eti odbér
za 100 dnt) byly po vyhodnoceni na obsah neutraliza¢nich protilatek
lyofilizovany a dale uchovany pfi 4 °C do vyhodnoceni v testu IFRA.
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Krev jsme kralikim odebirali z v. saphena nebo srde¢ni punkei. Ne-
chali jsme ji srazit a ziskand séra jsme po centrifugaci 15 min. (200C
obr. za minutu) inaktivovali po dobu 30 minut pii teploté 56 °C.

Nativni séra jsme uchovavali zmraZend pii —20 °C.

METODA NEPRIME IMUNOFLUORESCENCE (IFRA)

Pro ditkaz protilatek proti vztekliné jsme propracovali metodicky po-
stup IFRA pomoci kfe¢tich a krilicich sér za pouZiti znacenych protila-
tek (fluoresceinisothiocyanat-FITC) proti pfislusnym druhovym globuli-
nim (protikie¢¢i-SwaHa a protikrali¢i-SwarR: obchodni preparity USOL-
-Praha).

Pro detekci protilatek proti vzteklin€ u psit jsme pouzivali znaené
krali¢i protilatky proti psim globulinim, pfipravené v Bioveté Ivanovice
n. H. (dr. Semotén).

Pro snizeni nespecifickych reakci jsme séra vysycovali orgdnovymi
prasky (jaterni po acetonové extrakci) a jako Fedidlo do testu jsme pou-
zivali 20% suspenzi normalnich mysich mozku. Jako vzteklinovy antigen
nam slouzily otiskové preparity mozki bilych mysi, infikovanych vhod-
nymi virovymi kmeny. Preparaty zhotovené na podloznich sklickdch isun =
fixovali plamenem.

Vlastni postup testu IFR A: Na fixované preparity viru
vztekliny jsme nanadeli postupnd dvojndsobna Fedéni testovanych sér.
Na kazdé fedéni jsme pouzivali dvé sklicka se dvéma preparity ( 4 pozo-
rovani). Nasledovala inkubace 30 minut pifi 30°C ve vlhké komiirce,
ditkladné oplachovdani 2 X 10 minut ve fosfatovém pufru. Po oplichnuti
se navrstvil pFislusny konjugat proti pouzitym protilaitkam. Po dal3i inku-
baci 30 minut pfi 30 °C ve vlhké komtrce se znovu oplachovalo 2 X 10
minut ve fosfitovém pufru a po konetném oplachnuti v destilované vodé
a osuseni na vduchu pf¥i pokojové teploté se preparity montovaly pufro-
vym glycerinem pod kryci sklicka.

Preparity jsme prohliZeli fluorescenénim mikroskopem sovétské vy-
roby ML-2 s rtutovou vybojkou DRS-250 imerznim objektivem. Proti-
latky v testu IFRA jsme hodnotili podle obrazu specifické fluorescence
a jeji intenzity a jako titr testovaného vzorku séra jsme oznalovali to fe-
déni, ve kterém do3lo nejméné u dvou &i vice prepariti (vice nez 50 %)
k pozitivni reakci. Ke kazdému testu IFRA jsme zastavovali pfisluine
kontroly — negativni preparaty, preparity pozitivni pouze s konjugéitem,
pozitivni kontrolni preparaty se znamym antisérem a kontrolni pozitivni
prepardty v primém testu FRA.

NEUTRALIZACNI TEST (M NT)

Pro M NT jsme pouzivali bilych my3ek, testované sérum jsme titro-
vali v fadé dvojnasobnych Fedéni, virulentni virus vztekliny pro neutra-
lizaci obsahoval 200 MLDs, viru. Myskam jsme aplikovali smési virus-sé-
rum po 0,03 ml i.c. (po 4—5 my3kdch na jedno fedéni) a ke kazdému
testu jsme zastavovali-kontrolni titraci pracovni davky viru. Mysky jsme
sledovali po dobu 14 dnt a titr séra jsme hodnotili na NDsy podle Reeda
a Muencha. '
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POKUSNA ZVIRATA

PouZivali jsme bilé mysky Swiss-albino z vlastniho chovu a zlaté
kiecky rovnéz z vlastniho chovu. Déle jsme pouZili moréata (vicebarevna)
a kraliky (Cincila velkd) z chovu VELAZ — Praha. Imuniza¢ni pokusy
na psech byly provadény v ramci vyvojovych praci Biovety, Ivanovice
n. H. a do testit jsme ziskali jiz lyofilizované vzorky sér se znamymi hod-
notami neutraliza¢nich protilatek.

VYSLEDKY

1. HODNOCENI PROTILATEK PROTI VZTEKLINE METODOU NEPRIME
IMUNOFLUORESCENCE (IFRA)

Ovéfeni metody nepfimé imunofluorescence u vztekliny a zastaveni
testu pro kvantitativni pritkaz protilatek jsme provedli pomoci imunniho
kiet¢iho séra, oznateného 1/71. V zakladnich pokusech jsme byli nuceni
FeSit problematiku sniZeni nespecifické fluorescence, ktera nam zakry-
vala zpocatku sledované specifické reakce v testu. Pfedev3im 3lo o sledo-
vani vlivu inaktivace sér a vysycovani sér na ubytek nespecifické fluo-
rescence v prepardtech. Ani dodatetné vysycovani antisér organovymi
prasky ani inaktivace sér podstatné neovliviiuje kvantitativné nebo kva-
litativné piitomnost nespecifickych vazebnych mist v preparitech.

Hlavni obrat pro moZnost pouziti IFRA pro hodnoceni protilatek
proti vztekling nastal zménou pouzivanych kment viru vztekliny v pre-
pardtech z mysich mozkd. Jakmile jsme virové kmeny s obrazem drobnych
fluoreskujicich agregatii viru v mozkové tkani nahradili za takové, které
vytvafely pievazné obraz s fluorescenci znalné velikych agregatii, dala se
specificka a nespecificka fluorescence bezpeéné od sebe odlisit. V této otdz-
ce vidime proto zdkladni pfedpoklad pro tspé3né pouZiti testu IFRA v hod-
noceni antirabickych protilatek. Na modelu kifec¢iho antiséra jsme v opa-
kovanych testech urcili rozptyl hodnot stejného séra a reprodukovatel-
nost testu. MoZnost kvantitativniho hodnoceni antiséra je do urcité miry
vazana na zapracované laboratorni pracovniky a je ovlivnéna subjektiv-
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nim hodnocenim brilance fluoresecence, ale v z4sadé je mozZni a spo-
le}{jlivost v odectu kolisa v rozmezi pfiblizné jednoho aZ dvou redéni
(obr. 1).

Jak je vidét z obr. 1, maji titry séra v testu IFRA pon&kud vys33i
hodnoty proti NDso, ziskanému s virulentnim virem na bilych myskich
a 200 LDsy viru. Primérnd hodnota séra v testu IFRA je 1:691. Pro
pfesné a statistické vypolty nepokladdme vysledky testu za dostadujici
a mame za to, Ze ani vlastni test neni v této modifikaci vhodny k podrob-
n€jsim statistickym vypoctim.

Hodnoceni titri antirabickych protilatek by bylo moZné i vypoctem
podle Reeda-Muencha, ale se zfetelem na Casté dubibzni vysledky (zejmé-
na ve vys3ich a hrani¢nich hodnotéich séra) a dale vlastnim vyuZitim testu
v laboratorni praci jsme volili zptisob urleni titri séra v tom fedéni, kdy
vice neZz polovina preparatid byla pozitivni (50—100 %).

1. PRUKAZ POSTVAKCINACNICH PROTILATEK PROTI VZTEKLINE
METODOU IFRA

Imunogenni aktivita vakcin proti vzteklin€ se hodnoti protekénim
testem a pritkazem specifickych protilatek. BéZné se pouZiva hodnoceni
neutraliza¢nich protilatek. V nasich pokusech jsme sledovali moZnost pri-
kazu postvakcinaénich protildtek u pokusnych zvifat v testu IFRA. K to-
muto téelu jsme volili obchodni vakcinu proti vztekling Flury-LEP, kte-
rou jsme aplikovali i. m. po 1 ml dvéma skupindam po 10 kralicich.
V pravidelnych intervalech jsme odebirali kralikiim krev a vzorky odebra-
né z jednoho krilika jsme najednou testovali v IFRA.

Vzhledem k tomu, Ze do $esti tydnii doslo k n&kolika nespecifickjm
tthyniim, piisla do vlastniho hodnoceni vZdy sada vzorki ze 17 kralikd.
Vysledky testti IFRA jsou znazornény v obr. 2.

Na obr. 2 jsou uvedeny priimérné hodnoty protilatek proti vztekling
z testu IFRA z jednotlivych odbéri krve kralikii za riiznou dobu po apli-
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kaci vakciny. Diéle jsou uvedeny vzdy nejvy$si a nejniZ3i zjisté€né hodno-
ty z jednotlivych odbérii (rozptyl hodnot).

Ze znazornénych vysledkii lze shrnout, Ze po imunizaci kralika
obchodni vakcinou proti vztekling€ Flury-LEP lze v testu IFRA sledovat
dynamiku tvorby protilatek. Nejvy3si priméry titr jsme ziskali za 28 dni
po aplikaci vakciny (ojedinéle byly ziskdny vysoké titry jiz za 7, resp.
14 dnt). Jiz za 21 den lze prokazat signifikantni vzestup protilatek u vét-
$iny imunizovanych zvifat.

V orientaénim pokuse jsme hodnotili vzorky sér nékolika psi z odbé-
riit krve pFed vakcinaci a za 30, u jednoho psa i za 100 dni po imunizaci
vakcinou proti vztekling€ Flury-LEP. Séra byla vysetfena v M NT a po
dobé¢ skladovdni vice nez jeden rok (séra byla uchovina v lyofilizova-
ném stavu v chladnicce pii + 4 °C) jsme séra vyhodnotili v testu IFRA.
Sro]x;né.vaci hodnoceni protilditek v M NT a v testu IFRA je zndzornéno
v obr. 3.
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3. Hodnoceni protilatek proti vztekliné v M NT a v testu IFRA po imunizaci psi
vakeinou FLURY-LEP

- Jak je z obr. 3 vidét, lze u vétdiny vzorkid sér psi zjistit urcitou
shodu v pritkazu protilatek proti vzteklin€ mezi hodnotami v M NT
a v testu IFRA. AvSak- kvantitativni reakce mezi hodnotami z obou
testi neni zcela jednozna¢na. Tuto strAnku tohoto orientac-
niho testu nemuZeme pfesné hodnotit jiz vzhledem k asovému odstupu
mezi provedenim M NT a IFRA, i vzhledem k mozné kvalitativni zméné
sér (lyofilizace, dlouhodobé uchovévani).



DISKUSE

K experimentalni praci na propracovini metody nepfimé imunofluo-
rescence nas vedla zejména rychlost, mald pracnost a ekonomicks vy-
hodnost tohoto testu pro stanoveni pFitomnosti specifickych protilatek
proti viru vztekliny ve srovnani s dnes uZivanym neutralizaénim testem.
Vyuzivd se specifické vazby protilitek s antigenem viru vztekliny na
preparitech s mozkem infikovanych mysi a indikdtorové vazby konju-
govanych globulinti proti pouZitym protilatkdm (tzv. ,sandwich-test®,
test IFRA).

Priprava a odc¢itani vysledki IFRA probihd b&hem nékolika hodin,
zatimco napf. M NT na vzteklinu se sleduje dva i vice tydnd. Rovnéz
ekonomické stranka je zna¢né vyhodna: mimo pomérné velké investice na
zakoupeni fluorescenéniho mikroskopu jsou vlastni provozni naklady
u testu velmi malé. Pfi pokusech na zastaveni testu nepiimé fluorescence
rabického antigenu (IFRA) jsme pouzili kfe¢¢i imunni sérum, které jsme
v fadé opakovanych titraci hodnotili i kvantitativné. Nejasp&sné&jsi meto-
da testu IFRA je popsdna v useku ,materidl a metody“. Reprodukovatel-
nost a rozptyl testu je znazornén graficky (obr. 1).

V titracich testovanych protilatek proti vztekling€ je mozné pozorovat
zejména postupné slibnuti brilance specifické fluorescence se stoupa-
jicim Fedénim protilatek.

Urceni titru protilatek by bylo v zasadé moZné i vypocltem podle
Reeda a Muencha, obdobné jako v M NT na NDsy (50% neutraliza¢ni
divka — v testu IFRA napi. na IFRAs), aviak vzhledem ke zjisténému
rozptylu a vlastnimu pouZiti testu pouze jako dopliiujici metody pro urce-
ni pfitomnosti protildtek jsme od tohoto zptisobu hodnoceni upustili a ma-
me za to, Ze vyhovuje vyhodnoceni hodnot séra na titr uréeny fedénim
s pozitivnimi vysledky od 50 % do 100 %. Dale se domnivime (souhlasné
s autory Thomasem aj.,, 1963; Peckem, 1968), Ze pro pritkaz pro-
tilitek proti vztekliné timto testem je dostacujici forma tzv. ,screening-
-testu” tzn. urleni pfitomnosti pouze kvalitativné a jen orientaéné napi.
ve dvou fedénich.

Z dalsich faktori, které limituji Siroké pouZiti testu TFRA pro pri-
kaz hladiny antirabickych protilatek, je astd t&€Zko odstranitelnd a roz-
lisitelnd nespecifickd fluorescence. Mame za to, Ze zde je nejdileZitéjsi
otazka vybéru vhodného testovaciho kmene viru vztekliny. Vhodné pro
pouziti v testu IFRA jsou zejména takové kmeny, které vytvareiji pfi
imunofluorescenénim vySetfeni obraz s pfevahou velikych agregitl viru
(tzv. Gtvary ,Babes-Negri body like").

Z hlediska prikazu specifickych postvakcina¢nich protilitek jsme
ovérili tuto moznost s vakcinou z kmene Flury-LEP na krélicich (obr. 2),
kdy jsme sledovali rovnéz kvantitativné dynamiku protilitek v testu
IFRA. Diéle jsme hodnotili orientatn& postvakcina¢ni protilaitky u pst
(obr. 3), kdy ve srovnani s M NT lze pozorovat ve vét3iné piipadi shodny
trend protilatek. Tento test viak hodnotime pouze jako orientacni sle-
dovani a bude nutné ovéfit soulad a vztah mezi vysledky protekénich
vlastnosti vakcin a jejich imunogennim ucinkem, hodnocenym v M NT,
popi. NT za pouziti tkafiovych kultur a hodnocenym testem IFRA.
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Doslo dne 25, 3. 1974

WHUPAH 3., 3ABOPA M. (HauuonansHas IMarHOCTHYecKas JabOpAaTOPHA IO GEIIeHCTBY IIpH
TocynapcTBeHHOM MHCTHTYTe beTepuMHapuu Bparucnasune-san-Hucoit, Uexocnosakus). J[oxkasa-
TeTbCTBO AHTHTEN TPOTHB OelleHCTBA METONOM KOCBeHHOH HMMyHoduayopecuennuu. Vet, Med.
(Praha) 20 (6) : 363-371, 1975.

Omnucan MeTOXN . KOCBeHHO#T uMMmyHOpayopecuesuuun (tectr MPPA) nmias mokasarenncTsa mocie-
BaKUMHAIIMOHHBIX aHTUTeN NpoTuB OemeHcrBa. Ia Monene MMMyHHON CHIBODOTKH XOMsKa MBI
Hsy4yajan BOCTIPOM3BOAMMOCTh TeCTa M Ha HMMMyHH3UpPOBaHHBIX BupycoM Pmopu-JIEII kpoauxax
Mpr HabuonanM B KOJMYECTBEHHOM OTHONIEHMM 3a NMHAMHUKOH o6pasosaiusa aHruten. OpueHTH-
]OBOYHO 3TOT TeCT GBI NpHMeHeH M IJIA IOKA3aTelNbCTBA [OCIEBAKIIMHAIIHOHHEIX AHTHTEN NPOTUB
Gemencrea y cobak. Paspaborannyio MeTONMKYy MOMXKHO PEKOMEHIOBATh B KaueCTBe IONOJHHTENb-
HOTO ¥ OpHMEHTHPOBOYHOrO TeCTa IJA OLeHKH MMMyHOTEHHBIX CBOMCTB BaKUUH NPOTHB OemeHcTsa

GemieHCTBO; MeTOX KOCBeHHOH uMMyHOpuyopecueHnuu (M®PPA); noxaszarenbcTBo TOCHEBAKIIH-
HalMOHHBIX aHTuTen y Bakuuasl OJIIOPU-JIEIL

JIRAN E., ZAVORA M. (National Reference Laboratory for Rabies, State Veterinary
Institute, Vratislavice nad Nisou, Czechoslovakia). Demonstration of Antibodies
against Rabies by the Indirect Immunofluorescence Method. Vet. Med. (Praha) 20
(6) :363-371, 1975.

The paper presents a description of the method of indirect immunofluorescence
(IFRA test) for the demonstration of post-vaccination anti-rabies antibodies. The mo-
del of immune hamster serum was used to study the reproducibility of the test.
The dynamics of antibody formation was quantitatively examined in rabbits im-
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munized by the Flury-LEP virus. For brief information, the test was also used for
the demonstration of post-vaccination antibodes against rabies in dogs. The method
can be recommended as an additional and orientation test for the evaluation of"
the immunogenic properties of vaccines against rabies.

rabies; indirect immunofluorescence method (IFRA); demonstration of post-vaccina-
tion antibodes in the FLURY-LEP vaccine

JIRAN E., ZAVORA M. (Referenzlaboratorium fiir Tollwut der staatlichen Vete-
rindranstalt Vratislavice n. Nisou, Tschechoslowakei). Nachweis von Antikorpern ge-
gen Tollwut mit Hilfe der indirekten Immunofluoreszenzmethode. Vet. Med. (Praha)
20 (6) : 363-371, 1975.

Es wird die indirekte Immunofluoreszenzmethode (IFRA-Test) zum Nachweis von
Postvakzinations-Antikorpern gegen Tollwut beschrieben. Am Modell eines Hamster-
-Immunoserums untersuchten wir die Wiederholbarkeit des Testes und bei den mit dem
Flury-LEP-Virus immunisierten Kaninchen verfolgten wir quantitativ die Dynamik
der Antikérperbildung. Zu Orientierungszwecken wurde der Test auch als Nachweis
von Postvakzinations-Antikorpern gegen die Tollwut bei Hunden benutzt. Die ausge-
arbeitete Methodik kann als Erganzungs- und Orientationstest zur Bewertung der
immunogenen Eigenschaften von Antitollwut-Vakzinen benutzt werden.

Tollwut; indirekte Immunofluoreszenz- (IFRA-) Methode; Nachweis von Postvakzi-
nations-Antikorpern bei der Flury-LEP-Vakzine
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Vybér z novych prirastka
Ustfedni zemédélské a lesnické knihovny UVTI

z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je moZno si zapujdit osobn& nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 12056 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli
az patek od 9 do 18 hodin. U kazdé Zzadané publikace uvedte signaturu.
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— nemoci — vyzkum — Svycarsko) )

D 53.071/3
Bolesti po govedata. III. tom. Bolesti po polovite organi i na mle¢nata
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AUCHARLES, B. C. G. D 38.168/1973/110
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1973. 93 s. 7 obr. (Skot — nemoci — obrna — spastickda — vyzkum —
Francie — diserta¢ni préace)

D 63.871
Choroby $win. Praca zbiorowa pod redakcja prof. dr. Henryka Janow-
skiego. Warszawa, PWRIL 1974. 875 s. (Prase -— nemoci — priru¢ka)

LENDFERS, L. H. H. M. D 63.456
Gavoeligheid van het Nederlandse slachtvarken voor transportionvloeden.

Wageningen, Centrum voor landbouwpublikaties en landbouwdocumen-
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vyzkum — Holandsko)
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VLIV BILKOVINNE POTRAVY NA MNOZENI PRVOKA
NOSEMA APFIS Z.

M. Peroutka

Vyzkumny ustav vcelaisky v Dole, Lib¢ice nad Vlitavou

PEROUTKA M. Vliiv bilkovinné potravy na mnozeni prvoka Nosema apis Z.
Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 373-384, 1975.

Pocitanim spor prvoka Nosema apis Z. v Biirkerové komurce jsem zjistil u 1495
zaklickovanych véel, kimenych riznymi zdroji bilkovin a utracenych tyden po
invazi, ze 26 vzorku ruznych krmiv statisticky vyznamné rozdily v ovlivnéni
vyvoje prvoka jen u jivového pylu. Rozdily mezi dal$imi krmivy se statisticky
prukaznéji liSily u véel utracenych az za 14 dni od invaze. U 1260 véel vySetie-
nych za 14 dni po invazi podporovalo ve srovnani s glycidovou potravou rozvoj
parazita krmivo se 69, 99, a 129/ éerstvého fepkového pylu, 3%, a 69/, derst-
vého i suSeného jivového pylu, 69, suSené a mrazené smési pylu, pyl uloZeny
v plastech, 7,59, 10,09, a 12,5, kvasnicové tésto, Arnika a 39, bakopepton.
Ani za 14 dni od invaze nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v ovlivnéni
schizogonie prvoka Nosema apis Z. u véel krmenych samotnym glycidovym
krmivem, téstem se 3"/, i 69, kaseinového hydrolyzatu, 39, i 69/, kaseinu podle
Hammarstena, 3 %, susenych celych vajec, 3%, &erstvého repkového pylu a 39,
i 69/, smési éerstvého pylu. V praci se diskutuje o moznosti nepifimého ptisobeni
pylu na schizogonii prostrednictvim sekretu faryngealnich Zzlaz.

pyl; pylové nédhrazky; nosematoza véel

V souCasné dobé je nosemat6za nejrozsifenéjsi parazitdrni onemocné-
ni dospélych véel. Svoboda (1970) udava, Ze je v CSSR zamofeno prvo-
kem Nosema apis Z. 50 % vcelstev a ve vrcholném obdobi sezénniho vy-
skytu nosemato6zy lze jen stézi najit vielstva bez spor tohoto parazita.

Doposud nejucinnéjsim lécivem, fumagillinem, nemiZeme jen medi-
kament6zni cestou vyloucil onemocnéni; proto je nutné hledat zakonitosti
rozvoje parazita, jejichz poznanim a vyuzitim bychom trvale omezili jeho
vyvoj.

Piisné intraceluldrni zptsob Zivota prvoka Nosema apis Z. velmi zté-
Zuje studium jeho bionomie. Proto se vétdinou jeho pozadavky a meta-
bolismus odvozuji od metabolismu ostatnich protozoi a jen empiricky se
hledaji prostiedky, které by mohly omezit vyvojovy cyklus parazita a ne-
byly by toxické pro hostitele.

Pti studiu bionomie parazita méa dilezitou ulohu studium p¥i¢in se-
zonniho vyskytu onemocnéni. Vliv teploty na schizogonii hmyzomorky
véeli byl objasnén jiz pred vice nez tficeti lety (Lotmar, 1943). Ostat-
nim pfi¢indm, predevsim piisobeni pylu, byla doposud vénovéina jen mala
pozornost, i kdyZ je zndm pres dvé desetileti jeho stimulujici G¢inek na
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schizogonii parazita (Beutler aj., 1949). Doposud nikdo nesledoval vliv
jednodgruhovych Cerstvych i uskladnénych pyli a pylovych nahraZek na
vyvojovy cyklus prvoka Nosema apis Z.

Proto cilem této prace bylo zjistit, do jaké vy3e ovliviiuji stuperi no-
sematézy vielami sebrané jednodruhové pyly a pylové ndhrazky. Zaji-
malo nas, zda se se zvysujici koncentraci pylu v krmivu podporuje i mno-
Zeni parazita. Pfedpoklddali jsme, Ze pyly z jednotlivych druhii rostlin bu-
dou i rozdilng pisobit na schizogonii prvoka Nosema apis Z., ¢imz by se
nechala uspokojivé vysvétlit otdzka vzestupu nosematézy na jaie a na-

opak minimélni vyskyt v podleti, vzdor velkému konzumu pylu v tomto
obdobi.

MATERIAL A METODY

Ke viem pokusim jsem pouZival vcely krariského plemene z Vy-
zkumného tustavu vcelafského v Dole. Ze véelstev jsem odebiral plasty
bez viel a pylovych zasob, jen se zavickovanym plodem. Plasty byly ulo-
Zeny do termostatu a vybé&hlé vcely, které nemeély pfistup k pylu, byly
odebirany k pokustim ve stafi 0 az 24 hodiny.

Véely byly choviny v dezinfikovanych klickich o rozmeérech 8 X
X 13 X 14 cm. Do jedné klicky bylo vZdy umisténo 100 véel bez matky
a plodu. Véely byly od pocatku az do konce pokusu krmeny ad libitum
stejnym krmivem ptedkladanym v krmitku z hlinikové félie. Po celou
dobu pokusu mély véely k dispozici vodu ve sklenénych krmitkach.

S kazdou pokusnou skupinou vcel jsem zaroven zaklddal i kontro-
lu, u niz jsem sledoval hynuti véel na zkou3eném krmivu, jejich utracenim
a vySetfenim zdrovenl s pokusnymi vCelami jsem u nich zjistoval pii-
tomnost spoér parazita, abych tak mohl vyloutit nezddouci invazi vcel
sporami nosemy jesté na plastu v termostatu.

Véely jsem choval v termostatu pii teploté 30 °C. Abych vyloucil
vékovou rezistenci mladych vcel, ponechal jsem je Ctyfi dny v klickach
a teprve paty den jsem krmivo odstranil a 100 vieldm jsem hromadné& po-
dal 3 X 10° spor prvoka Nosema apis Z. v 5 ml 50% cukrového roztoku.
Tuto jednordzovou invazni davku jsem podal rovnéz v krmitku z hliniko-
vé folie. Do 16 hodin byl véelami cukrovy roztok se spérami spotiebo-
van. V né€kterych pfipadech ztstaly na sténdch krmitka krystalky cukru,
proto jsem po této dob& pro dokonalé prijeti viech spor parazita kazdé k-
mitko proplachl 2,5 ml vody. Toto mnozstvi bylo do osmi hodin v&elami
spotiebovano, takZe jsem za 24 hodiny od pocitku invaze odstranil z klicky
prazdné krmitko z alobalu a nahradil je krmitkem s pivodnim krmivem.
Stejnym zpitisobem jsem postupoval u kontrol. u kterych jsem pouzival
jen samotny cukrovy roztok. Pri invazi jsem postupoval podle metody
popsané Furgalou a Maunderem v roce 1961 jen s tim rozdi-
lem, Ze jsem pouZival 50% cukrovy sirup misto 33% a celkové mnozZstvi
spor jsem podal v 5 ml cukrového sirupu s dodateénym proplachnutim
2,5 ml vody, coZ se mi pfi ovéFovani osvédlilo lépe, nez celkova divka
10 ml 339% cukrového roztoku pouZivana autory.

Spory nosemy pouzité v invazi byly hromadné ziskdny pro viechny
pokusy rozetfenim Zaludkt uméle invadovanych véel utracenych 10 dni
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po invazi v dob¢, kdy Zaludek obsahuje nejvice spor parazita (Lotmar,
1039). Ziskand suspenze byla prefiltrovana pfes gazu, centrifugovéana, su-
pernatant byl odstranén, sediment byl zfedén vodou a uloZen v chlad-

nicce pfi +4 °C, kde si spory prvoka Nosema apis Z. udrzi Zivotaschop-
nost nejméné sedm let (Moffett, Wilson, 1971). :

Za sedm dni po invazi, kdy je dokongen vyvojovy cyklus parazita
(Gray aj.. 1969), jsem utratil prvni polovinu véel a za dal3ich sedm dni
zbytek. Déle jsem vcely v klickach neponechéaval proto, Ze v nich po 20.
dni od zacdtku pokusu jiz zacinaly kalet.

Po utraceni jsem vceldm odstranil zadecky, které jsem zpracovival
bud okamZité, nebo — a to vétsinou — jsem je pro pozdéjsi zpracovani
uklddal do chladnicky.

Na kazdy jednotlivy zadecek véely jsem pfidal 0,5 ml destilované
vody a drtil ho sklenénou tyckou v kalibrované zkumavce. Po dokona-
lém rozdrceni zadetku jsem vybral na sténu zkumavky ze vzniklé sus-
penze chitin, oplachl ho destilovanou vodou a ze zkumavky odstranil.
Vzniklou suspenzi jsem doplnil do 1 ml. U véel utracenych dva tydny
po invazi jsem pro velké mnozstvi spor a zbytky vykalit suspenzi doplnil
do 2 ml. Vypreparovani jen samotného traviciho traktu véely se mi po-
dobné jako Beutlerové aj. (1949) pro znacné porudeni stény Zaludku
vzdy nedarilo, a proto jsem od ného upustil. MnoZstvi spor u kazdé viely
jsem pocital v Biirkerové komitirce. Spory jsem pocital nativni, neobarvené.

Sledovand bilkovinna krmiva jsem vielam piedkladal v tést€, az na
pyl ulozeny v burkédch, ktery jsem do klicky vlozil ve formé plastového
vyrezu.

Pyly jsem vzdy pouZival véelami rouskované. Pylové rousky jsem
drtil v tfeci misce nebo jsem je rozbil v mixeru a teprve takto pFiprave-
ny pyl jsem zapracoval do medocukrového tésta. které jsem hromadné
ptipravil pro viechny pokusy z medu 30 minut povafeného. Do tésta
jsem pridaval 3 % a 6 % pylu. U fepkového pylu jsem zkousel 0% a 12%
koncentraci pylu v krmivu.

Pyl k pokustim jsem pouZival okamzité po ziskani nebo jsem ho pied
pouZitim uchovaval v mrazicim pultu pfi teploté —30 °C. Cést rousko-
vaného fepkového pylu jsem usu3il pii pokojové teploté a uloZil ho
na rok do chladni¢ky. Smiseny pyl byl suSen dva tydny pii pokojové
teploté. Tivovy pyl byl pak susen tyden v termostatu p¥i 30 °C. Pfed usu-
Senim a po ném byl pyl zvaZen a byla zjisténa ztrata vody, o kterou pak
byla snizena navizka pylu k pokustim. Pyl Cerstvé uloZeny v plastu jsem
zarovenn odebral s rouskovanym pylem od stejnych véelstev. Lze tedy
predpokldadat, Ze se jednalo o pyl velmi si podobny.

Nihrazkova bilkovinnid krmiva jsem také pouZival v 3% a 6% kon-
centraci v medocukrovém tésté. Dalsi pylové nihrazky, které mély kon-
zistenci tésta, jsem jiZz neupravoval. Ve vét3iné piipadl jsem pokusy
s jednotlivymi krmivy dvakrat opakoval.

V pokusech jsem pouZil i nové vyrdbéné krmivo Slovenskych Skro-
baren v Trnavé ,Arnika“. Krmivo je urfeno k jarnimu podnécovani
veelstev a sklada se z 80 aZ 85 % cukerného pudru, 5 aZ 10 % paste-
rizovaného medu, 2 aZ 5 % odtu¢néného suseného mléka, 2 az 5 % pe-
karenského drozdi a 5 aZz 10 % ¢dsten& ezymaticky nastépeného corn-
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1. Mnozstvi spor prvoka Nosema apis Zander zjisténé za tyden po invazi

F — tabulkové = 1,51

3
Po g % g ,g Vyznamné rozdilné
fadi Krgiva § § E 8 priméry — S metoda
N o, (3}
ge | & | 8%
1 | Cisté glycidy |30 | 001 | 003 | 12513;14;15;
2 | Tésto se 3 9% enzymaticky
$tépeného kaseinu 45 0,23 0,42 12;13; 14; 15;
3 Tésto se 6 %, enzymatického
kaseinového hydrolyzatu 28 0,02 0,06 125135 15;
4 Tésto se 3 %, kaseinu
podle Hammarstena 68 0,66 1,05 12;13; 15;
5 Tésto se 6 %, kaseinu
podle Hammarstena 41 0,95 1,19 13;15;
6 Tésto se 3 9, Cerstvého
fepkového pylu 46 0,75 0,79 13;15;
7 Tésto se 6 9, cerstvého
_x";pkového pylu 82 1,30 2,78 135 15;
8 Tésto s 9 9, Eerstvého i
fepkového pylu 43 0,85 1,03 13;15;
9 Tésto s 12 9, Cerstvého
x"epkového_pylu 32 0,17 0,19 12;13; 15;
10 Tésto se 3 9, suSeného
_fepkového pylu 43 0,38 0,69 12513; 153
11 Tésto se 6 % suSeného o
repkového pylu 136 0,22 0,53 12;513; 14; 15;
12 Té&sto se 3 9, Cerstvého
jivového pylu 90 2,95 2,81 13;
13 Tésto se 6 9, Cerstvého o
iivovéhqrpylu 95 5,16 5,55 14;
14 Té&sto se 3 %, suseného -
jivového pylu 88 2,61 2,30 15;
15 Tésto se 6 9, suSeného
jivového pylu 81 4,89 4,05
16 Tésto se 3 % smiSeného
cerstvého pylu 45 0,11 0,20 12; 13; 14; 15;
17 Tésto se 6 % smiSeného '
_égrstvého pylu 26 0,11 0,29 13;15;
18 Tésto se 6 % smiSeného
suseného pylu 39 0,27 | 0,40 125135 15%
19 Té&sto se 6 9% smiSeného
_mraienégg pylu 31 0,19 0,29 _71_2_;_13; 153
20 Pyl ulozeny v plastu 43 0,26 0,42 12;13; 15;
21 7,5%, kvasnicové tésto 44 | 0,57 0,77 13; 15;
22 | 109% kvasnicové tésto 77 | 0,78 | 1,20 | 12;13;15;
23 12,59, kvasnicové tésto 33 | 0,21 | 0,65 | 12;13;15;
24 Arnika 103 | 032 | 0,98 | 12;13;14;15;
25 | 39 baktepepton T 51 | 0,30 | 0,64 | 12;13;14;15;
26 Tésto se 3 Y, suSenych =
celych vajec 46 0,11 0,34 12;13; 14; 15;

* Pocet sp6r na v&eélu v milibnech
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II. MnozZstvi spér prvoka Nosema apis Zander zjisténé za dva tydny po invazi

F — tabulkové = 1,51
g g
Po- T | % S £ Vyznamné rozdilné
S Krmivo ) &) 6% i el > s
fadi 58 g oA pruméry — S metoda
38 = g9
~oa A~y A S
-1 Cisté glycidy 31 0,80 | 0,94 7;8;9;12;13;14';15;1_8;
I 19;20;21;22;23;24;25;
2 Tésto se 3 9, enzymatického 75;83;12;13;14;15;18;
_lcaseinového hydrolyzatu 43 12,65 6,51 24;25;
3 Tésto se 6 % enzymatického 75;8;12;13;14;15;18;
_k_aseinového hydrolyzatu 12 9,29 6,54 | 25;
4 Tésto se 3 9, kaseinu
pj)dle Hammarstena 79 15,89 8,93 7
5 | Tésto se 6 % kaseinu
podle Hammarstena 68 21,05 9,62 | 7;
6 Tésto se 3 9, Cerstvého 7:;83;12;13;14;15;18;
fepkového pylu 31 | 12,81 7,20 | 24;25;
T Tésto se 6 %, Cerstvého
fepkového pylu 76 | 39,51 | 17,64 | 10;11;13;15;16;26;
8 Tésto s 9 9, Cerstvého
fepkového pylu 37 43,49 | 13,86 10;11;16;
9 Tésto s 12 9%, Cerstvého
fepkového pylu 22 | 34,25 | 12,68
10 | Tésto se 3 % sudeného 12;13; 14; 15; 18; 22;
fepkového pylu 40 | 10,91 6,32 | 24;25;
11 Tésto se 6 9, suseného 12;13;14; 15; 18; 22;
fepkového pylu 110 | 12,45 | 11,55 | 24;25;
12 Tésto se 3 %, &erstvého
jivového pylu 89 46,38 | 23,02 16;22;
13 Tésto se 6 %, Cerstvého
jivového pylu 91 63,07 | 21,99 16; 20; 22;
14 Tésto se 3 9%, suSeného
jivového pylu 79 | 52,77 | 18,98 | 16;22;
15 Tésto se 6 %, suseného
| jivového pylu 66 | 73,07 | 19,30 | 20;22;
16 | Tésto se 3 % smiSeného
&erstvého pylu 39 | 17,05 9,37 | 18;
17 Tésto se 6 % smiSeného o
_ &erstvého pylu 18 15,91 6,70
18 Tésto se 6 %, smiSeného
suseného pylu 44 | 41,59 | 14,79
19 Tésto se 6 %, smiSené¢ho
mrazeného pylu 7 | 42,09 | 7,68
20 | Pyl ulozeny v plistu 22 | 30,29 | 17,06
21 _7,5% kvasnicové tésto 33 | 28,52 _ 10,51
22 | 109, kvasnicové tésto 81 | 29,70 | 14,86
23 | 12,5% kvasnicové tésto 24 | 31,53 | 11,44
24 Arnika 49 | 37,12 | 17,51
25 | 39, baktopepton 33 | 43,70 | 27,34
l 26 l Tésto se 3 %, sulenych
celych vajec 36 19,60 | 14,46
* Pocet spér na véelu v miliénech
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-steepu. VSechny slozky jsou zhomogenizoviany do konzistence vlacné
pasty.

Ziskané vysledky jsem seradil do dvou tabulek a analyzou rozptylu
jednoduchého tfidéni jsem je vyhodnotil, S metodou jsem porovnal acinky
kazdého krmiva na mnoZeni prvoka Nosema apis Z. se viemi ostatnimi
krmivy. Vztah mezi mnoZstvim spor vzniklych za tyden a dva tydny po
invazi jsem graficky vyjadril.

VYSLEDKY
Véely utracené tyden po invazi mély nejméné spor parazita — 0,01
milionu na véelu — v prvni skuping, krmené jen samotnou glycidovou

potravou. Ostatni skupiny vcel, kterym byla poddvana bilkovinna krmiva
v 3% a 6% koncentraci (at jiz pyl ¢erstvy a suSeny, nebo ndhrazky pylu),
mély mnohem vice spor prvoka Nosema apis Z., a to aZ 1,30 miliénu na
veelu u skupiny véel krmenych téstem se 6 % cestvého Fepkového pylu.
Oviem u vsech té€chto skupin je zvyseni statisticky nevyznamné. Jediné
podstatné a statisticky vyznamné zvy3eni poctu spor prvoka Nosema apis
Z. je u skupin vcel krmenych jilovym pylem (tab. I).

Skupiny vcel krmené té€stem se 6 % Cerstvého i sueného jilového
pylu se statisticky lisi od skupin krmengch ostatnimi krmivy. U véel krme-
nych téstem se 3 % Cerstvého i suseného jilového pylu bylo zvy3eni poctu
spor statisticky prikazné v porovnani se skupinami véel krmenych
nahrazkami pylu, ale i pylem jinych druha rostlin. Statisticky pritkazné
se toto krmivo nelisilo jen od tésta se 6 % kaseinu podle Hammarstena,
7.5% kvasnicovym téstem, té€stem se 3 %, 6 % a 9 % Cerstvého Fepkoveho
pvlu a 6 % smiseného Cerstvého pylu.

Za tyden po invazi nebyly zjistény statisticky prikazné rozdily
v poltu spor parazita mezi skupinami vcel krmenymi Cerstvym, suSenym
a v plastu uloZzenym smiSenym pylem a taktéz — aZ na jivovy pyl — ne-
byly zjistény statisticky vyznamné rozdily mezi skupinami véel krme-
nymi pylem ze stejnych druht rostlin, jen s jeho rozdilnou koncentraci.
Jediné jivovy pyl se vzriistajici koncentraci v krmivu i statisticky vy-
znamné podporoval rozvoj parazita. Podrobné tdaje jsou uvedeny v tab. I.

A% za 14 dni po invazi se podle druhu krmiva zfetelné diferencovalo
mnozstvi spér u vcéel. Na rozdil od vcel utracenych za tyden od invaze
se projevily za druhy tyden zfetelnéjdi rozdily uvnitf skupin s jedno-
druhovymi pyly i pylovymi nahrazkami. Celkové lze Fici, Ze u jednotlivych
skupin ztstal zhruba zachovany pomér mezi mnoZstvim spor vzniklych
za tyden a dva tydny po invazi (obr. 1).

U sledovanych krmiv jsem za dva tydny po invazi zjistil, Ze se sta-
tisticky nelisi rozdily v po¢tu spér prvoka Nosema apis Z. u viel krme-
nych samotnym glycidovym krmivem (0,80 milionu spdr na véelu) a té&s-
tem se 3 % i 6 % kaseinového hydrolyzatu (12,56 a 9,29 mil. spér na
véelu), 3 % a 6 % kaseinu podle Hammarstena (15,89 a 21,05), 3 % su-
Senych celych vajec (19,69), ale ani t&stem se 3 % &erstvého Fepkového
pylu (12,81), 3 % i 6 % su3eného fepkového pylu (10,91 a 12,45) a 3 %
i 6 % smési Cerstvého pylu (17,05 a 15,91). Statisticky v§znamné na roz-
voi hmyzomorky veli pisobi tésto se 6 %, 9 % a 12 % Cerstvého Fepko-
vého pvlu (39,51 — 43, 49 — 34,25), viechna krmiva s jivovym pylem
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1. Vztah mezi mnoZstvim spor za tyden a za dva tydny po invazi

(46,38 — 63, 07 — 52, 77 — 73,07), tésto se 6 % sudeného a mrazeného
smiseného pylu (41,59 —42,09), pyl uloZeny v plastech (30,29), viechna
kvasnicovd tésta (28,52 — 29,70 — 31,53), Arnika (37,12) a 3% bakto-
pepton (43,70).

Po 14 dnech od invaze se jiZz tak mohutné neprojevilo pisobeni ji-
vového pylu na vyvojovy cyklus parazita, i kdyz byl nejvy3si pocet spor
u véel krmenych timto pylem. ,

U cerstvého fepkového pylu a jivového pylu jsem zjistil, Ze se pocet
spOr parazita zvySuje zdroven se vzriistajici koncentraci pylu v krmivu.
U fepkového pylu se mnozstvi nové vzniklych spor tmérné zvysuje s je-
ho koncentraci az do 9 %. ZvySeni z 12,81 milionu spor na veelu u 3%
tésta a 43,49 milionu spor na véelu u 9% tésta je statisticky vyznamné.
U test obsahujicich jivovy pyl je i po 14 dnech od invaze vét3i mnozstvi
spor u skupin v€el krmenych vy3si koncentraci pylu. Zvy3eni je oviem
statisticky nepriikazné.

Repkovy pyl suseny pii pokojové teploté a uloZeny rok v chladnicce
podporuje méné mnozeni prvoka Nosema apis Z. nez pyl &erstvy. Svym
vlivem na rozvoj parazita se suleny Fepkovy pyl nelisi od kaseinového
hvdrolyzatu. Rozdil mezi 12,45 milionu sp6r na véelu u skupiny krmené
testem se 6 % sudeného fepkového pylu a 39,51 miliénu spér na véelu
u skupiny krmené téstem se 6 % cerstvého pylu je statisticky pritkazny.

Naopak smés pylu susend jen 14 dni pfi pokojové teploté v po-
rovnani s Cerstvym pylem nosematézu podporuje a rozdil je statisticky
prikazny. Také jivovy pyl sufeny v termostatu pii 30°C po dobu sedmi
dni zvySuje u veel proti ¢erstvému pylu pocet spor prvoka Nosema apis
Z., ovsem zvyseni je statisticky nevyznamné.

Podrobné tdaje jsou uvedeny v tab. II.
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III. Hynuti véel

Do tydne po invazi Do 2 tydni po invazi
Poradi*
pokus kontrola pokus kontrola
1 10 8 18 15
2 4 4 4 10
3 22 35 25 38
4 5 1 9 3
5 1 1 5 3
6 41 5 19 10
7 7 12 11
8 7 11 12 11
9 18 13 28 15
10 4 4 | 6 4
11 25 15 30 15
12 4 2 6 2
13 1 4 1
14 5 5 18 17
15 10 3 16 4
16 5 6 9 15
17 24 14 32 19
18 11 9 7
19 19 6 43
20 7 8 28 23
21 6 1 17 11
22 10 7 10 8
23 16 28 24 40
24 2 2 8 7
25 8 nebyla 12 nebyla
26 4 4 14 13

* Naézev krmiv je uveden pod stejnym pofadim v tab. I a II

V tab. III. je uvedeno hynuti v&el zptisobené sledovanymi krmivy
a parazitaci prvoka Nosema apis Z. Z tab. III. vyplyvi, Ze napadeni bu-
nék Zaludku parazitem vyvolalo za tyden po invazi vétsi hynuti véel
u vétdiny sledovanych krmiv, ale pfedeviim u v&el krmenjch téstem se
3 % kaseinu podle Hammarstena, s 12 % Cerstvého fepkového pylu, se
6 % suSeného Fepkového pylu, se 3 % a 6 % Cerstvého jivového pylu,
se 6 % suseného jivového pylu, se 6 % smési Cerstvého i mrazeného pylu
a 7,5% kvasnicovym téstem. I po 14 dnech od invaze prvoka Nosema
apis Z. je vys$si hynuti nemocnych v&el u stejnych krmiv, jako po tydnu

od nakazeni.
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U vétdiny krmiv je vys3i hynuti nemocnych véel zanedbatelné, takze
celkovy stuperi nosematézy nemuZe byt zvysenym hynutim véel podstat-
né ovlivnén. Vyjimkou je jen té€sto s 12 % cerstvého fepkového pylu, se
6 % sudeného fepkového pylu a se 6 % smési Cerstvého i mraZeného pylu.
U skupin véel zijicich na téchto krmivech lze predpoklddat, Ze uhynuly
nejvice napadeni jedinci, ¢imZ miiZe byt zjistény stupeni onemocnéni nizsi
nez ve skute¢nosti.

Vysetfovani kontrolnich véel bylo negativni. Jen ve t¥ech pripadech
jsem zjistil u kontrolnich vcel spory prvoka Nosema apis Z. Proto jsem
tyto pokusy zrusil a opakoval je se zdravymi véelami.

DISKUSE

V pokusech jsem sledoval vliv 26 krmiv na rozvoj prvoka Nosema
apis Z. Shodné s vysledky prace Beutlerové aj. (1949) jsem proka-
zal, Ze pyl v potravé vcel podporuje rozvoj parazita Nosema apis Z. Oviem
na rozdil od citovanych autorti jsem nezjistil u v¢el krmenych pylem ulo-
zenym v plastech vice spor prvoka. Uvedeni autofi pouzili pyl z riiznych
druhtt rostlin (voln& sebrany pyl z lisky, rouskovany pyl ze fepky
a v plastu uloZenou smés pyli), takZe rozdilné ovlivnéni schizogonie
hmyzomorky véeli bylo zfejmé zpisobeno jeho nestandardnim ptivodem.

Z vysledk pokust je ziejmé, Ze jsou vyznamné rozdily v ovlivnéni
vyvoje parazita mezi py{y z jednotlivych druht rostlin, ale i mezi stej-
nym pylem, jeho rozdilnou tpravou i koncentraci. Lze tedy pFedpoklddat,
ze na vyvoj prvoka Nosema apis Z. bude mit dileZity vliv biologick4d hod-
nota pylu, nikoliv jen jeho p¥itomnost v travicim traktu véely, ktera by
méla umozZnit lep3i vymrsténi pélového vlakna ze spéry a snaZsi pronik-
nuti planonta do nitra epitelové buriky.

Ve vlivu bilkovinnych pylovych nihrazek na rozvoj prvoka Nosema
apis Z. jsem ziskal odligné vysledky od vysledkii prace Gontarského
a Mebse (1964). Uvedeni autofi nezjistili vice spér u véel krmenych
kaseinem podle Hammarstena, peptonem z trypticky 3tépeného kaseinu.
ani smési aminokyselin udidvanych de Grootem jako esencidlni, ve srovna-
ni s Cistym glycidovym krmivem. V na3ich pokusech pfijimani kaseinu
podle Hammarstena zvysilo, i kdyZz ne statisticky prikazné, pocet spor
na véelu za 14 dni od invaze na 15,890 miliénu (tésto se 3 % kaseinu
podle Hammarstena) a na 21,05 milionu (tésto se 6 % kaseinu podle
Hammarstena) proti 0,80 miliénu spér u véel krmenych Cistymi glycidy.
Je zajimavé, Ze podobné hodnoty jsem ziskal p¥i krmeni véel téstem se
3 % Cerstvého repkového pylu (12,81), se 3 % a 6 % sudeného Fepkového
pylu i se 3% a 6 % smési Cerstvého pylu.

Jesté vyrazné&jsi a statisticky prikazny rozdil byl pfi krmeni vcel
3% baktopeptonem. Za 14 dni od invaze mé&ly véely krmené glycidy v prii-
méru 0,80 milibnu spor na véelu a skupina vEel krmend 3% baktopep-
tonem 43,70 mili6nu spér. Oviem po tydnu od invaze nebylo zvySeni spér
parazita vyznamné u zidné skupiny pylovych nihrazZek.

Gontarski a Mebs (1964) utratil véely za pét dni po invazi:
jak zjistili Gray aj. (1960), neni za tuto dobu jesté¢ ukoncen vyvojovy
cyklus prvoka Nosema apis Z. Ten trva pfiblizné sedm dni. Ani Sido-
rov a %e rkasova (1971) nenasli za p&t dni po invazi nové vzniklé
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spory. Zrejmé tento Cinitel a rozdil v pokusnych véelach se budou znac-
nou mérou podilet na rozdilnych vysledcich.

V nagich pokusech jsem pouzival veely staré 0 az 24 hodiny, které
nemély pristup k pylovym zdsobam. Naopak Gontarski a Mebs
(1964) pri pokusech s nahrazkami pylu pouzivali veely vychycené v ulu.
Tyto viely mély zfejmé volny pfistup k pylu, a jak zjistili Beutlerova
aj. (1949), maji vcely krmené pylem, nakazené spérami nosemy a pak
krmené jen Cistymi glycidy vice spor parazita, nez véely krmené od vy-
lihnuti jen cistymi glycidy. Tento ¢initel muzZe byt pfi¢inou pomérné vy-
sokych pocti spor udivanych Gontarskim a Mebsem (1964):
7.4 = 3,0 miliénu na vcelu za pét dni od invaze u skupiny véel krmenych
¢istymi glycidy.

Vliv pylu a jeho nahraZzek na vyvojovy cyklus prvoka Nosema apis Z.
byl sledovan dfivéjsimi autory i ndmi na zaklickovanych véelich v podmin-
kach, které se za normilni situace ve vielstvu nevyskytuji. U vcel, které
piijimaji pyl, se rozvijeji faryngealni Zldzy a sekret, ktery produkuji, ne-
muze byt piedévén plodu a samy vcely jsou nuceny ho konzumovat. Tento
faktor oviem znacéné komplikuje vlastni vyzkum vlivu ¢istého pylu i ]eho
nahrazek na rozvoj parazita, a to proto (jak zjistil Orosi, 1966), Ze
samotny sekret hltanovych zlaz, pridavany ke glycidovému k1m1vu sti-
muluje rozvoj prvoka Nosema apis Z. Proto v doposud konanych poku-
sech se kombinoval stimulujici vliv matefi kasicky a pylu na rozvoj pa-
razita. Z dosavadnich pokusti také nevyplynulo. zda nemiize byt rozvoj
prvoka stimulovan pylem nepfimo, to znamena, Ze vlastni slozky pylu ne-
ptisobi na schizogonii parazita, ale jen umozni rozvoj faryngealnich zlaz,
jejichz sekret obsahuje latky, které jsou pro vyvoj gwoka Nosema apis Z.
rozhodujici. Tuto druhou moznost podporuji vysledky pokusﬁ této prace,
z nichZ je zfejmé, Ze ¢im je jakostné&jsi pyl (jivovy), tim vice podporuje
schizogonii hmyzomorky vceli.

Této teorii nasvédcuji i V\‘/sledky price Beu tlerové aj. (1949),
kte¥i Z]lstlh ge vcely, které ne]duve pfijimaji pyl a invazi parazita jsou po-
drobeny aZ pozdé€ji zdroven se zménou krmiva za vyhradné glycidové, maji
vice spor nosemy, nez vtely krmené od pocatku glycidy. Také znama sku-
tetnost, ze vely v podleti konzumuji znatné mnozstvi pylu a nosemové
onemocnéni se zfidka u nich v tuto dobu vyskytuje, predpoklada i jiné
mechanismy, nez samotné ptisobeni pylu.
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IIEPOYTKA M. (Hayuno-uccienosaTenbCKuii HMHCTHUTYT mnuenosoncrsa B [Hone, JIuGuume-man-
-Bar., Uexocnosakus). Bamaume 6enkoBoii mmmm Ha pasMHOKeHHe mpocreimero Nosema
apis. Z. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 373-384, 1975.

IIpu noxucyere cnop mpocreiimero opraHusma Nosema apis. Z. s xamepe Biopkepa y 1495 mo-
MEIJeHHbIX B KJETO4KM Ides, JMKBHIMPOBAHLIX HeNesN 0 COyCTa IOCJHe HHBA3MM IlapasuTa, U3
26 06pasioB pasHBIX KOPDMOB, OBIIHM yCTAHOBJEHHI CTATHCTHYECKH GOJbIIME DAsIMYUA BO BIHAHHMI
pPasBUTHA npoc‘reifu.uux TOJIBKO Y TBLJIBLOBL HBEI. Pa3ﬂﬂ‘lﬂﬂ MEeXNy OTIOEJIBHBIMH BHIaMH KOPMOB
6L CTATUCTHYECKH IOCTOBEDHLI y JIMKBUIMPOBAHHBIX Idesl TOJIBKO cmycTs 14 nHeil nocme uH-
saguu., Y 1260 nues, Kak mokasano wuccjenopaHue, 3a 14 nHeil nocje HHBasHH II0 CPaBHEHHIO
¢ TAMIMIHBIM KOPMOM pa3BHTHe TapasuTa momnepxusanx xopm ¢ 6 %, 9% u 12% csexeit
vetsubt panca, 3% wu 6% ceexeit um cymenoit meusmnt mBe, 6 %0 cymenoit m MOpoKeHOMH
cMecH TIBUIBIEL, INBLIBIA, NOMemeHHas B Menosble coter, 7,5 %, 10% u 12,5% mposxsxesoro
tecra, Apunka u 3 00 Gaxromenrona. [axe 3a 14 nmeit mocse wHBasMu He OBIMM yCTAHOBJIEHEI
NOCTOBepHblE pa3JMuMsA BO BJIHAHMM IOIM3OTOHMM mpocreiimux Nosema apis. Z. y muern,
KUDMJIGHHBIX TOJIBKO TJIMIIMIHBIM KODMOM, TECTOM C 3% u 69 xaseuHHOro rumposH3ara, 30
u 69 =xaseuna mo Tammapcreny, 30 cymenmx mensix sum, 3 % cBexeit mbuisdE, parica
n 3% u 6% cmecu csexeit meubnbl. B pafore O6CyxmaeTcs BO3MOKHOCTH KOCBEHHOTO IEHCTBUS
NBIIBLLI HAa IIM30TOHMM apasHTa NOCPEINCTBOM ceKpeTa (apHHTeaNbHBIX >KeJea.

NbLJIbLUA; IIBIJAbLEBbIE 3aMeHHUTeNHd; HOCEMATO3 Iden

PEROUTKA M. (Research Institute of Beekeeping, Dol near Libéice n. Vl1t., Czecho-
slovakia). Effect of Proteinous Food on the Multiplication of Protozoon Nosema apis.
Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 373-384, 1975.
By counting the spores of protozoon Nosema apis Z. in Biirker’s chamber the author
was able to find, in 1495 caged bees sacrificed one week after the parasite invasion,
from altogether 26 samples of various feeds statistically significant differences of
influencing the protozoon development only in sallow pollen. The differences between
the individual feeds were statistically more significant in bees sacrificed 14 days after
the invasion. Examination of 1260 bees 14 days after the invasion demonstrated that,
as compared with glycide food, the parasite development was enhanced by a feed
consisting ol 6, 9, and 12 per cent fresh rape pollen, 3 and 6 per cent of fresh and
dried sallow pollen, 6 per cent freeze-dried pollen mixture, pollen deposited in ho-
neycombs, 7.5, 10, and 12.5 per cent yeast dough, ,Arnika“ and 3 per cent Bacto
peptone. Even 14 days after the invasion no statistically significant differences of
influencing the schizogony of protozoon Nosema apis Z. could be demonstrated in bees
fed pure glycide feed, dough with 3 and 6 per cent casein hydrolyzate, 3 and 6 per
cent Hammarsten casein, 3 per cent dried whole eggs, 3 per cent rape pollen and
3 and 6 per cent fresh pollen mixtures. In the study the possibility of an indirect
effect of pollen on the parasite schizogony through the secrete of the phal’yngeal
glands is being discussed.

pollen: pollen substitutes; bee nosematosis
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PEROUTKA M. (Forschungsinstitut fiir Bienenzucht, Dol bei Libé&ice n. VIt., Tsche-
choslowakei). Einflufs der Eiweiferndhrung auf die Vermehrung der Urtiers Nosema
apis Z. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 373-384, 1975.

Durch das Ziahlen von Sporen des Urtiers Nosema apis Z. in der Birker-Kammer
hat der Autor bei 1495 eingesperrten, mit verschiedenen Eiweilijuellen gefiitterten
und eine Woche nach der Invasion des Parasiten getéteten Bienen aus insgesamt
26 Mustern verschiedener Futter statistisch signifikante Unterschiede der Beeinflus-
sung der Urtierentwicklung nur beim Salweidepollen gefunden. Die Unterschiede
unter den einzelnen Futtern zeigten sich als statistisch signifikanter in den erst
14 Tage nach der Invasion getoteten Bienen. Die Untersuchung von 1260 Bienen
14 Tage nach der Invasion bewies, dal — im Vergleich zu dem Glyzidenfutter —
ein 6,9 und 12%, frischen Rapspollens, 3 und 6%, frischen und trocken Salweide-
pollens, 6%, lyophilisierter Pollenmischung, Pollen in Honigwaben, 7.5, 10 und 12.5%,
Hefeteiges , Arnika“ und 3%, Bactopeptons enthaltendes Futter die Parasitenent-
wicklung forderte. Nicht einmal 14 Tage nach der Invasion konnte man statistisch
bedeutsame Unterschiede der Schizogonie-Beeinflussung bei dem Urtier Nosema apis
Z. bei den, mit reinem Glyzidenfutter, Teig mit 3 und 6", Kaseinhydrolysats, 3 und
6%, Kaseins nach Hammersten, 3%, getrockneter Volleier, 3%, frischen Rapspollens
und 3 und 6%,-iger Frischpollenmischung gefiitterten Bienen nachweisen. In der
Arbeit werden die Moglichkeiten einer indirekten Wirkung des Pollens auf die
Parasitenschizogonie durch das Sekret der pharyngealen Driisen besprochen.

Pollen; Pollenersatzstoffe; Bienennosematosis
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