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PRŮKAZ GLYKOGENU V LEUKOCYTECH SKOTU ZDRAVÉHO
A LEUKÓZNÍHO

D. Sodomková, R. Rademacher, J. Vaňásek

Státní veterinární ústav, veterinární nemocnice, referenční laboratoř pro leukózu skotu 
Hradec Králové
KÜNZ, fakultní nemocnice, II. interní klinika, Hradec Králové

SODOMKOVÁ D., RADEMACHER R., VAŇÁSEK J. Průzkum glykogenu v leu- 
kocytech skotu zdravého a leukózního. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 315-320, 1975. 
U leukemických krav je významně vyšší procento lymfocytů a lymfoidních bu­
něk periferní krve i dřeně s intenzívně zbarvenými fialovými granuly glyko­
genu v plazmě, jež se však výjimečně vyskytnou i v lymfocytech zdravých krav. 
Lymfocyty s negativní PAS reakcí jsou jak u krav zdravých, tak u krav 
leukemických. PAS reakci lze tedy použít jen jako pomocnou metodu pro odli­
šení leukemických lymfocytů v komplexu dalších cytochemických reakcí. 
U neutrofilních leukocytů periferní krve zdravého i leukózního skotu vykazovala 
PAS reakce hodnotu ++ až + + +. Ve dřeních obou skupin se projevovalo 
u myelocytů a promyelocytů oslabení reakce (0 až +). Eosinofilní leukocyty 
a jejich vývojová stadia dávaly PAS reakci negativní. Monocyty vykazovaly 
slabou reakci v periferii zdravého skotu, o něco silnější u leukózního skotu. 
PAS reakce erytrocytární a trombocytární vývojové řady dřeně byla negativní, 
cytochemie; glykogen; kostní dřeň; krev; krevní roztěr; leukóza skotu; lymfo­
cyty

U chronických lymfadenóz lidí je obvykle udáván zvýšený obsah 
uhlovodanů v krevních buňkách typu leukemických lymfocytů proti lym- 
focytům zdravých lidí. Cytochemickou diferenciaci v humánní medicíně 
řadou reakcí (sudanová čerň, PAS reakce, esterázy, alkalická fosfatáza) 
propracoval Heřmanský (1968, 1969). Beckman (1971) pro­
pracoval cytochemickou diferenciaci akutních leukémií dětí za použití 
týchž reakcí včetně reakce peroxidázové. Krug a Stenzel (1969) 
prověřili nálezy Valentina aj. (1952) a Merker a a Chun 
Jin Hui (i960) u myeloproliferativních onemocnění. Autoři se zčásti 
shodují v názoru, že u chronických myeloidních leukémií je ve srovnání 
se zdravými lidmi poloviční obsah glykogenu u neutrofilních granulocytů.

U domácích zvířat přezkoušeli metodiku PAS reakce podle 
Wislockiho aj. (1949) u skotu Bauer-Sičová (1963, 1965), 
Müller (1964), S erg any aj. (1966), Grundboeck, Wil- 
czyňska-Ciemiga (1968, 1969/70), Gluzman aj. (1972j 
a Achmetšin (1972); z našich autorů Pravda (1966), Sma- 
helová (1970) a Heřmanský aj. (1970).

Bauer-Sičová (1963) nezjistila u dvaceti zvířat podezřelých 
z leukózy významné odchylky v obsahu glykogenu lymfocytů ve srov-

VETERINARNÍ MEDICÍNA, 20 (XLVIII), 1975, č. 6 315



nání se zvířaty z leukózy nepodezřelými (index glykogenu 17,4; 12,0). 
Naopak u zvířat pravděpodobně leukózních (šest případů) byl index 
glykogenu vyšší (53,3), stejně jako u tří zvířat tumorózně nemocných 
leukózou (index 91,3) a u čtyř telat s tumorózní leukózou mladých zví­
řat (index 62,2). Shodně uvádějí Sorg any aj. (1966), že u těchto 
tří posledních skupin leukózních zvířat je pravděpodobně obsah glyko­
genu vyšší. Toto zvýšení však není pravidlem, takže reakce na glykogen 
nemůže sloužit za průkaz tumorózní formy leukózy, ale jen jako po­
mocná reakce. Podobně Grundboeck aj. (1968, 1969/70) dochá­
zejí к závěru, že v leukózových stádech je procento PAS pozitivních 
lymfocytů vyšší u zvířat s lymfocytózou než u zvířat s normálním krev­
ním obrazem. U zvířat hematologicky negativních jsou hodnoty PAS po­
zitivních reakcí v lymfocytech jen výjimečné. Leukóza ovlivňuje tedy 
obsah glykogenu v lymfocytech, к jeho zvýšení však dochází jen u ome­
zeného počtu případů. Smahelová (1970) zjistila, že PAS reakce 
je dostatečně citlivá pro stanovení plemenných rozdílů. Nejsilnější po­
zitivita byla prokázána u granulocytární řady skotu s jednostrannou 
užitkovostí (ayshire a jersey + + + ), slabá (+ až + + ) u skotu českého 
strakatého a pincgavského s kombinovanou užitkovostí.

material a metoda

PAS reakci jsme dělali v modifikaci podle Wislockiho aj. 
(1949) jako součást humánního modelu Heřmanského aj. (1970) 
společně s reakcí na lipidy v metodice podle S h e e h a n a a S t o - 
reyho (1947) v modifikaci Heřmanského aj. (1970) se suda- 
novou černí, dále s reakcí na nespecifickou esterázu podle Löffiera 
(1971), naftol-AS-D-chloracetát esterázu podle Moloney e aj. (i960) 
a reakcí na alkalickou fosfatázu podle Hayhoa a Ouaglina (1958). 
Reakce probíhala souběžně s ostatními v modelu Heřmanského 
aj. (1970) z periferní krve 16 kusů a dřeně 13 kusů zdravého skotp 
českého strakatého plemene. Současně byly tytéž reakce barveny z bu­
něk periferní krve (25 kusů) a. dřeně (21 kus) skotu téhož plemene 
nemocného leukózou.

Modifikace podle Wislockiho aj. (1949) se dělala stejnými 
barvivý souběžně na pracovišti humánním (doc. MVDr. Vaňásek — 
VLVDÜ Hradec Králové), takže bylo možno porovnávat intenzitu reakce 
u lidí a u skotu.

Pracovní postup při metodice podle Wislockiho aj. (1949):
1. fixace Rossmanovým roztokem vždy čerstvým — 5 minut,
2. důkladné opláchnutí vodou, oschnutí,
3. 1% roztok kyseliny jodisté v destilované vodě — 5 minut,
4. opláchnutí vodou, oschnutí,
5. barvení Schiffovým leukofuchsinem — 30 až 40 minut,
6. opláchnutí destilovanou vodou, oschnutí,
7. dobarvení suchých nátěrů 2% vodným roztokem čištěné metylénové 

zeleně — 5 minut.
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Příprava Rossmanova roztoku: 5 dílů nasyceného roz­
toku kyseliny pikrové v 96% etylalkoholu smíchat s 1 dílem 40% for- 
maldehydu.

Příprava Schiffova leukofuchsinu: 2 g bazického 
krystalického fuchsinu rozpustit ve 400 ml vroucí destilované vody, 
ochladit na 50 °C, přefiltrovat; к filtrátu přidat 10 ml 2 N HC1 a 4 g 
pyrosiřičitanu sodného; směs zazátkovat a nechat v temnu a chladu přes 
noc; přidat 1 g živočišného uhlí, protřepat, přefiltrovat; к filtrátu při­
dávat po malých dávkách 2 N HC1 (asi 10 ml) tak dlouho, až kapka 
směsi na sklíčku není růžová; chránit při 4-4 °C v temnu, doba trvání 
tři až čtyři týdny.

Síla pozitivity reakce byla posouzena:
O — bez granul v plazmě
1 - ojedinělá jemná granula v plazmě
2 - větší množství jemných granul v plazmě
3 — velká i jemná granula v plazmě

Stupeň pozitivity PAS reakce je znázorněn na obr. 1.

1. Stupně pozitivity PAS reakce

VÝSLEDKY A DISKUSE

PAS reakce podle Wislockiho aj. (1949) vykazovala u neutro- 
filních leukocytů periferie zdravého i leukózního skotu českého straka­
tého a dánského plemene zřetelně silnou reakci ++ až + + + . Ve dřeních 
zdravého i leukózního skotu se projevilo u myelocytů a promyelocytů 
zřetelné oslabení reakce (o až +) při hodnocení do + + + . Charakteristika 
neutrofilních leukocytů je tedy podobně jako u lidí dána zřetelnou PAS 
reakcí. Eosinofilní leukocyty a jejich vývojová stadia dávaly PAS reakci 
negativní.

Monocyty vykazovaly slabou reakci v periferii zdravého skotu, jež 
se projevila v průměru zřetelně silnější reakcí u monocytů leukózního 
skotu.

Lymfocyty ve shodě s Grundboeckem a Wilczyňskou- 
-Ciemigou (1969/70) vykazovaly u krav pozitivních při vyšetření 
na leukózu (hematologicky event, patologicko-anatomicky a histologicky) 
v 74 % pozitivní PAS reakci, a to v hodnotách: 1 — 50,0 %, 2 — 27,7 %, 
3 — 22,2 %. Zvlášť nápadná reakce (3) byla s jedním až sedmi granuly
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intenzivně fialově zbarvenými, různé velikosti, umístěnými v plazmě 
lymfocytů.

Naproti tomu u roztěrů ze zvířat negativních při vyšetření na 
leukózu byla silná reakce (3) pouze v jednom případě (6,25 %), ojedi­
nělá jemná granula (1) byla v 25,0 %, četná jemná granula (2) byla 
zjištěna ve 12,5 %.

V kostních dřeních krav pozitivních při vyšetření na leukózu byla 
v lymfoidních buňkách prokázána pozitivní PAS reakce ve všech 21 pří­
padech, a to v hodnotě 2 až 3. Ve dvou případech byla zvlášť nápadná 
fialově zbarvená granula sahající i přes jádro. Rovněž plazmatické buňky 
měly v 17 % nafialovělé zabarvení ve světlých místech plazmy.

V kostních dřeních krav negativních při vyšetření na leukózu byla 
PAS reakce s výjimkou jednoho případu (7,6%) negativní, nikde se ne­
vyskytla silná reakce 3. Plazmatické buňky měly ve dvou případech 
(15,2 %) pozitivní reakci.

Tyto údaje jsou v souladu se závěry Bauer-Sičové (1963), 
Grundboecka a Wilczyňské-Ciemigy (1968, 1969/70), 
Serganyho aj. (1966).
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СОДОМКОВА Д., РАДЕМАХЕР Р., ВАНЯСЕК Я. (Государственный ветеринарный инсти­
тут, ветеринарная больница, экспериментальная лаборатория для лейкоза крупного рогатого 
скота, Градец Кралове, Облздрав, факультетная болньница, II клиника по внутренним 
болезням, Градец Кралове, Чехословакия). Достоверность определения гликогена в лейкоци­
тах здорового и заболевшего лейкозом крупного рогатого скота. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 
: 315-320, 1975. -
У коров, заболевших лейкозом, значительно повышен процент лимфоцитов и лимфоидных 
клеток периферийной крови и костного мозга, интенсивно окрашенного фиолетовыми грану­
лами гликогена в плазме, которые лишь в исключительных случаях могут быть и в лимфоци­
тах здоровой коровы. Лимфоциты с отрицательной ПАСК реакцией можно найти как 
у здоровых коров так и у коров заболевших лейкозом. ПАСК реакцией, в таком случае, 
можно пользоваться лишь как вспомогательным методом для различения лейкозных лим­
фоцитов в комплексе дальнейших цитохимических реакций. У нейтрофильных лейкоцитов 
периферийной крови, здорового и заболевшего лейкозом крупного рогатого скота, ПАС 
реакция была + + вплоть до + + +. В костном мозгу обеих групп в миелоцитах и промиело­
цитах проявлялась ослабленная реакция (0 — +). Эозинофильные лейкоциты и их стадия 
развития давали отрицательную ПАСК реакцию. Моноциты показывали слабую реакцию 
в периферии здорового крупного рогатого скота, несколько сильнее у скота, заболевшего 
лейкозом. ПАСК реакция эритроцитарной и тромбоцитарной серий развития была отрица­
тельной.
цитохимия; гликоген; костный мозг; кровь; кровяные мазки; лейкоз крупного рогатого 
скота; лимфоциты

SODOMKOVÁ D., RADEMACHER R., VAŇÁSEK J. (State Veterinary Institute, Ve­
terinary Hospital, Reference Laboratory for Cattle Leucosis, Hradec Králové, Fa­
culty Hospital of the Regional Institute of National Health, 2nd Clinic of Internal 
Medicine, Hradec Králové, 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 lymphocytes in a complex 
of further cytochemical reactions. In neutrophilous peripheral blood leucocytes of 
healthy and leucotic cattle the PAS reaction attained the values of 4-4- to 4-4-4-.

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1975 319



In the marrow of both groups an attenuated reaction was recorded in the myelocytes 
and promyelocytes (0 to +). Eosinophilous leucocytes and their developmental stages 
yielded 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., VANÁSEK J. (Staatliches Veterinärinstitut, 
Veterinärkrankenhaus, Referenzlaboratorium für Rinderleukose, Hradec Králové, 
Bezirksanstalt für Volksgesundheit, Fakultätskrankenhaus, II. interne Klinik, Hra­
dec Králové, Tschechoslowakei). Glykogennucňweis in Leukozyten des gesunden 
und leukosen Rindviehs. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 315-320, 1975.
Die leukämischen Kühe haben einen signifikant höheren Prozentsatz der Lympho­
zyten und lymphoiden Zellen des peripherischen Bluts sowohl des Marks mit in­
tensiv gefärbten violeten Glykogengranula in dem Plasma, die jedoch ausnahms­
weise auch in Lymphozyten gesunder Kühe vorkommen. Lymphozyten mit der 
negativen PAS-Reaktion sind sowohl bei gesunden, als auch bei leukämischen 
Kühen. Die PAS-Reaktion kann daher nur als Hilfsmethode für die Unterscheidung 
der leukämischen 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 Schwächung 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 stärker bei 
leukosem Rind auf. Die PAS-Reaktion der erythrozytären und thrombozytären 
Entwicklungsreihe des Marics war negativ.
Zytochemie; Glykogen; Knochenmark; Blut; Blutabstrich; Rinderleukose; Lympho­
zyten
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AMÉBY SKUPINY LIMAX U NĚKTERÝCH HOSPODÁŘSKÝCH
A DOMÁCÍCH ZVÍŘAT

V. Kadlec

Státní veterinární ústav, Terezin

KADLEC V. Améby skupiny limax u některých hospodářských a domácích 
zvířat. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 321-326, 1975.
Nahodilým výběrem bylo u pěti druhů hospodářských a domácích zvířat izo­
lováno 14 kmenů améb skupiny Umax. Améby byly zachyceny v ústrojí dý­
chacím, zažívacím a pohlavním. Podle systematického zařazení patří izoláty 
к rodům Acanthamoeba, Hartmannella a Vahlkampjia. Jejich teplotní optimum 
bylo při 37 °C. Pokus o průkaz patogenetických schopností se zástupci jednotli­
vých rodů na laboratorních zvířatech měl negativní výsledek.
Umax améby; Acanthamoeba; Hartmannella: Vahlkampjia; výskyt u hospo­
dářských a domácích zvířat

Zájem o skupinu tzv. malých volně žijících améb v posledním de­
setiletí je motivován zjištěními (Butt, 1964; Fowler a Carter, 
1965; Červa a Novák, 1968), že jsou schopny vyvolat u lidí me- 
ningoencefalitidy s letálním průběhem. Dosud se podařilo prokázat 
(Culbertson, 1961; Červa aj., 1969; Jadin a Wi 11 aert; 1971) 
parazitické schopnosti u několika kmenů, které podle systematického za­
řazení Page a (1967, 1967a) patří к rodům Naegleria a Acanthamoeba. 
O parazitismu těchto améb, zvaných podle způsobu pohybu — limax, 
v organismech některých hospodářsky významných druhů zvířat jsou v li­
teratuře jen sporé údaje. Adamová (1964) cituje R. G. Plummera, 
který izoloval z nosního hlenu koně s katarem dýchacích cest kmen 
Acanthamoeba W 1. Dwivedi (1965) a Me Connell aj. (1968) 
publikují ojedinělé případy amébiáz skotu, manifestujících se plicním 
onemocněním. Ayers aj. (1972) referují o acanthamébiáze u psa.

Cílem předložené práce bylo zjistit přítomnost améb skupiny limax 
v organismech nemocných nebo uhynulých hospodářských a domácích 
zvířat a poukázat na jejich potenciální etiologii v patogenezi některých 
zvířecích onemocnění.

MATERIAL A METODY

Améby byly izolovány z klinického materiálu a při autopsiích zví­
řat. Sekční materiál, exkrety sliznic dýchacího a pohlavního ústrojí a se- 
škraby stěn střevních byly přeneseny za aseptických podmínek přímo
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nebo po předešlém zpracování 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 naočkování vloženy do polyetylénových 
sáčků, neprodyšně uzavřeny a inkubovány po dobu minimálně sedmi 
dnů při teplotě 37 °C. Kultury byly kontrolovány mikroskopií Petriho 
misek při 100 X zvětšení. Klonální kultury byly získány přenesením aga- 
rového bločku s vegetativním nebo encystovaným stadiem na povrchu 
na novou agarovou půdu. Při klonování bylo využito migračních vlast­
ností améb (Me Intosh a Chang, 1971) podle Neffovy metody 
а к vyloučení kontaminant pak nemuselo být použito antibiotik.

Barvicí metody: trvalé preparáty se pořizovaly fixací Schaudinnovým 
nebo Carnoyovým roztokem, barvením železitým hematoxylinem, trichro­
mem podle Massona nebo Giemsovou metodou a zalitím do kanadského 
balzámu.

Identifikace améb: к systematickému zařazení izolovaných kmenů 
jsme použili kritérií Page a (1967, 1967a, 1968) a Singh a a Ďase 
(1970): způsob pohybu a tvorba pseudopodií, poměr délky к šířce při 
pohybu, tvar trofozoitů, počet kontraktilních vakuol a jejich vyprazdňo- 
vací perioda, rychlost pohybu, tvorba bičíkatého stadia, tvar a velikost 
cyst a způsob jaderného dělení. Patogenetické schopnosti kmenů byly 
studovány vždy s jedním zástupcem rodu na bílých myších a morčatech 
metodami popsanými Červou (1967, 1967a), Wilsonem aj. 
(1967) a Singhem a Ďasem (1970).

VÝSLEDKY

Ze 14 améb skupiny limax, izolovaných nahodilým výběrem z ve­
terinárního materiálu (tab. I), bylo šest kmenů A. polyphaga. Vegeta­
tivní stadia acanthaméb se pohybují širokým lobopodiem, z něhož se 
tvoří úzké zašpičatělé výběžky cytoplazmy (= acanthopodia). Obvykle 
mají jedno váčkovité jádro. Typ jaderného dělení je mitotický s rozpuště­
ním jadérka a jaderné blány v průběhu mitózy. Cysta acanthaméb obsa­
huje endocystu více méně mnohoúhelníkovitého nebo hvězdicovitého 
tvaru.

Čtyři izoláty byly Hartmannella vermiformis. Trofozoity hartmannell 
mají obyčejně protáhlý tvar pouze s jedním širokým lobopodiem bez 
plazmatických výběžků.

Plazma obsahuje jedno vezikulární jádro. Při jaderném dělení jsou 
jadérko a jaderná membrána rozpuštěny. Harmannelly podobně jako 
acanthaméby netvoří bičíkatá stadia.

Tři kmeny příslušely к rodu Vahlkampfia. Tento rod zahrnuje améby 
v pohybu monopodiální, které se pohybují znatelně eruptivním způso­
bem. Normálně vahlkampfie obsahují jedno váčkovité jádro. Mají pro- 
mitotický způsob jaderného dělení, během něhož se tvoří charakteristické 
„polární čepičky“, odvozené z hmoty jadérka. Jeden z izolovaných 
kmenů byl později označen jako species nova — Vahlkampfia enterica.

Poslední kmen č. 311 nebyl systematicky zařazen. Jeho vegetativní 
stadia se vyznačovala tvorbou prstovitých pseudopodií z kontrahovaných 
forem a lobopodií při pohybu vpřed. Za těchto okolností pak měli tro-
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I. Původ kmenů a způsob jejich izolace

Kmen číslo Původ
Klinický nebo 

patologicko-anato- 
mický nález

Způsob izolace

A. polyphaga 
1289

Bos 
taurus $

sliznice 
poševní

abortus přímo 
amébova půda

H. vermiformis 
690

Canis fa- 
miliaris

hlen
z bronchů

susp. 
ascaridiasis

přímo
amébová půda

V. enterica 
836

Meleagris 
gallopavo

sliznice 
střevní

coccidiosis, 
histomonosis, 
trichomoniasis

sekundárně 
z Ringerova 
roztoku

A. polyphaga 
63

Bos 
taurus 3

praeputium susp. exanthema 
vesiculosum coitale

přímo 
amébová půda

A. polyphaga 
58-9

Columba 
domestica

sliznice 
střevní

trichomoniasis přímo 
amébová půda

H. vermiformis 
2594

Meleagris 
gallopavo

sliznice 
horních
cest dýchacích

mycoplasmosis sekundárně 
z játrového 
bujónu

A. polyphaga 
2603 '

Meleagris 
gallopavo

sliznice 
střevní

mycoplasmosis
sekundárně 
z játrového 
bujónu

H. vermiformis 
2603

Meleagris 
gallopavo

sliznice 
horních
cest dýchacích

mycoplasmosis sekundárně 
z Ringerova 
roztoku

H. vermiformis
3140

Meleagris 
gallopavo

sliznice 
slepého 
střeva

mycoplasmosis přímo 
amébová půda

A. polyphaga 
3139

Meleagris 
gallopavo

sliznice 
slepého 
střeva

mycoplasmosis přímo
amébová půda

A. polyphaga 
375

Bos 
taurus 5

praeputium preventivní 
kontrola

sekundárně 
z játrového 
bujónu

V. inornata 
130

Sus 
scrofa $

sliznice 
dutiny 
nosní

rhinitis 
atrophicans

přímo 
amébová půda

Vahlkampfia 
sp. 1162

Sus 
scrofa 
iuven.

sliznice 
dutiny 
nosní

p přímo 
amébová půda

neurčený 
311

Bos 
taurus 3

praeputium susp. exanthema 
ves. coitale

přímo 
amébová půda
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fozoiti válcovitý tvar, jehož délka se pohybovala mezi 26,0 až 37,5 ,um 
a šířka od 11,0 do 19.0 .um. V cytoplazmě byla většinou jediná kontrak- 
tilní vakuola umístěná na zádi těla, za jádrem a několik větších granulí. 
Zřídka byly v plazmě až tři kontraktilní vakuoly. Jádro při pohybu améby 
leželo v zadní polovině těla a měřilo okolo 5 um. Jadérko nepravidelného 
tvaru měřilo kolem 2,5 ,um. Améba netvořila bičíkaté stadium.

Cysty byly kulaté se silnou hladkou stěnou, která byla lehce zvlněná. 
Jediné jádro měřilo kolem 3 ,«m. Mimo ně obsahovala plazma cyst jemná 
granula, občas s jedním větším na periferii. Velikost cyst se pohybovala 
od 11 do 15 ,um, většinou kolem 12 um. Po excystaci zůstával prázdný 
obal s poměrně širokým (3,5 ,um) excystačním otvorem.

Binárnímu štěpení tohoto kmene předcházel mitotický způsob ja­
derného dělení.

Optimální kultivační teplota pro všechny izolované kmeny byla 
37 °C. ‘ ‘

Patogenetické schopnosti jsme u zástupců jednotlivých rodů nepro­
kázali. Infekční pokusy na laboratorních zvířatech ukázaly, že při po­
užité metodě přežívá v savčím organismu po dobu až 30 dní A. poly- 
phaga, aniž by u hostitele vyvolala příznaky onemocnění (tab. II).

II. Infekční pokusy

Kmen Pokusné 
zvíře Počet Způsob aplikace Záchyt inokulo- 

vaných améb

A. polyphaga 
č. 1289

bílé 
myši

10 i. peritoneálně 
i. cerebrálné

pozitivní

Hartmannella 
vermiformis 
č. 690

bílé 
myši

6 i. cerebrálné
i. nazálně

negativní

Vahlkampfia 
spec.

bílé 
myši 
morčata

6

2

i. cerebrálné
i. nazálně
i. pulmonálně

negativní

DISKUSE ■

Výskyt limax améb nebyl při vyšetřování veterinárního materiálu 
sledován systematicky. Izolace speciálními metodami byla provedena te­
prve při podezření z jejich přítomnosti, prozrazující se typickým pohy 
bem vegetativních stadií nebo charakteristickým tvarem cyst. Přesto se 
ve sledovaném období podařilo izolovat 14 kmenů u pěti druhů zvířat, 
což svědčí o poměrně velkém rozšíření těchto organismů. Byly zachy­
ceny v ústrojí dýchacím, zažívacím a pohlavním. Na přítomnost améb 
v dýchacím ústrojí skotu poukázali Dwivedi (1965) a McCon­
nell aj. (1968), u koně je zjistil Plummer (cit. Adamová, 
1964). _

Všechny izoláty patří systematicky ke skupině limax améb, jež za­
hrnuje kmeny schopné přecházet к parazitickému způsobu života. Améby 
rodu Naegleria, jehož některé kmeny vyvolávají u lidí letální meningoen-
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cefalitidy a jsou vysoce patogenní pro laboratorní zvířata, se nám izolo­
vat nepodařilo. Se zástupci všech tří rodů — Acanthamoeba, Hartman- 
пеПа a Vahlkampfia, к nimž naše izoláty patří, byly provedeny infekční 
pokusy na laboratorních zvířatech s negativním výsledkem. Pouze kmen 
A. polyphaga č. 1289 pravidelně přežíval v hostitelském organismu. 
Z Červových pokusů (1967, 1967a) však vyplývá, že patogeneza 
améb je závislá na mnoha faktorech. Etiologický vztah izolovaných améb 
к chorobám, resp. úhynu hospodářsky významných nebo domácích zví­
řat, se ve studovaném materiálu nepodařilo zatím prokázat. Nelze ho 
však kategoricky vyloučit, soudě podle toho, že izoláty jsou dobře adapto­
vány na růst při 37 °C.
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группы лимакс у некоторых сельскохозяйственных и домашних животных. Vet. Med. 
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Методом случайного отбора у пяти видов сельскохозяйственных и помяшных животных 
было изолировано 14 штаммов амёб группы лимакс. Амёбы были обнаружены в дыхательных, 
пищеварительных и половых органах. Согласно систематической классификации изолягы 
относятся к родам Acanthamoeba, Hartmannella и Vahlkampfia. Их темпаратурный опти­
мум был при 37 °C. Попытка доказать патогенетические способности с представителями 
отдельных родов на лабораторных животных дала отрицательный результат.
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ACIDOBAZICKÉ HODNOTY KRVE PRASETE

K. Štros, J. Komárek, L. Jadrný

Okresní veterinární zařízení, Pardubice
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Odděleni klinické biochemie OÜNZ, Pardubice

ŠTROS K., KOMÁREK J., JADRNÝ L. Acidobazické hodnoty krve prasete. 
Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 327-337, 1975.
U 100 klinicky zdravých prasat, rozdělených po 20 kusech do pěti kategorií 
(selata, prasata 30—40 kg, prasata 80—100 kg, prasnice a kanci), jsme stanovili 
základní ukazatele acidobazické rovnováhy venózní krve (v. auricularis exter­
na'). Určili jsme pH, рСОг, celkový CO2, BE, BB, SB, AB (base excess, buffer 
base, standardní bikarbonát, aktuální bikarbonát) jedinců, skupin, souboru — 
metodou podle Astrupa (přístroj Astrup PHM 71 a BMS 2). Výsledky jsme se­
stavili do tabulky a grafů včetně Šiggaard-Andersenova nomogramu a vypočetli 
statistickou významnost při p > 0,05. U souboru 100 prasat jsme zjistili prů­
měrné hodnoty acidobazické rovnováhy krve: pH 7,306 ± 0,013, рСОг 53,4 ± 1,6 
mm Hg, celkový 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 mEH
acidobazická rovnováha; prase; pět váhových kategorií; Astrupův přístroj

Hodnoty acidobazické rovnováhy krve (dále ABR) zvířat jsou vý­
znamnými ukazateli poměrů ve vnitřním prostředí organismu. Upřesňují 
naše znalosti o zdravotním stavu jedince i celého stáda zvířat. Jsou sou­
částí tzv. profilových metabolických testů, často užívaných u skotu, 
zvláště u dojnic. Vyšetření acidobazické homeostázy má vztah к energetic­
kému i minerálnímu metabolismu, výměně plynů, exkreci. Na udržení ho- 
moestázy v organismu se účastní celý komplex činitelů vnějšího i vnitř­
ního prostředí. Výsledky acidobazické analýzy krve umožňují posoudit 
vlivy obou prostředí na celkový zdravotní stav organismu.

Poruchy ABR se vyskytují například u jedinců s intenzívním látko­
vým metabolismem. Acidóza prasnic může způsobit prenatální úhyn, 
perinatální mortalitu s predispozicí ke vzniku mastitid, metritid, syndromu 
agalakcie a poruchy reprodukčního cyklu. Při velkovýrobní technologii 
v chovu prasat mohou mít metabolické poruchy ve stádě prasat hro­
madný charakter se značnými ztrátami.

V rámci hybridizačního programu v chovech prasat bude nutné vy­
užít výsledků vyšetření ABR krve pro posouzení funkčního stavu orga­
nismů prasat (a to dříve, než zjistíme snížení užitkovosti a klinicky se 
projevující poruchu), popřípadě pro výběr jedinců s vysokou homeosta- 
tickou schopností.
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V předložené práci jsme se pokusili stanovit základní hodnoty ABR 
v krvi klinicky zdravých prasat (podle jednotlivých kategorií) a přispět 
tak к dosud velmi neúplným znalostem o normálních poměrech.

Na potřebu vypracovat normy sledovaných ukazatelů u jednotlivých 
kategorií prasat v našich ekologických podmínkách při určité technologii 
poukazuje Bartko (1974).

Dosud nej dokonalejší metodou pro stanovení hned několika ukaza­
telů acidobazického stavu vnitřního prostředí organismu je metoda ekvi- 
librační podle Astrupa (Astrup a Schroder, 1956; Astrup aj., 
I960; Siggaard-Andersen aj., i960 — cit. Lebeda. 1971). 
Literatura o jejím použití u prasat je sporá. V literatuře nám dostupné 
jsme navíc narazili na roztříštěnost a neúplnost údajů především v po­
užité krvi (arteriální, venózní, kapilární, resp. arterializované) v ple- 
menné příslušnosti, stáří, resp. hmotnosti prasat, pohlaví, způsobu 
krmení, použití narkózy, tělesném výkonu, elektrické stimulaci, účelu 
a zaměření práce.

U hospodářských zvířat s výjimkou skotu jsou počty vyšetřených 
málo reprezentativní, spíše jen orientační a představují namátkové stu­
die. Málo zpráv je o patologii ABR ve srovnání s klinikou u prasat.

Extravitální vlivy na ABR krve u 11 prasat čtyři měsíce starých, 
o hmotnosti 35 až 50 kg, studovali Bartko aj. (1973). Zjistili, že lze 
při teplotě 4 °C krev vyšetřovat do šesti hodin; to přibližně odpovídá 
závěrům Nejedlého (1974), který udává, že při teplotě O až 4 °C 
lze vyšetřovat do čtyř hodin po odběru.

Jagoš aj. (1975) však připouštějí v krajním případě vyšetření do 
48 hodin po odběru krve za určitých technických podmínek včetně ko­
nečné korekce zjištěných acidobazických hodnot.

Randall (1971) zjišťoval hodnoty pH а рСОг u 299 selat v krvi, 
kterou získal z pupeční arterie bezprostředně po jejich narození. Uvádí 
v souvislost stoupající acidemii a hyperkapnii se sníženou životaschop­
ností selat. U plně životaschopných bylo pH 7,31 ± o,004 а рСОз 58,8 ± 
± 0,49, u málo životaschopných pH 6,50 až 6,90 a pCCL 105 až 
185 mm Hg.

A a lund a. Nielsen (i960) vyšetřovali na jatkách krev 57 
omráčených prasat o hmotnosti 90 kg, klinicky, zdravých, nehladových. 
Uvádějí 94,7 % hodnot standardního bikarbonátu (SB) v rozmezí 16,1 
až 25,6 mE l-1, 86.0 % v rozmezí 18,0 až 26,5 mE l-1. Vvslovili názor, 
že u prasat jsou nižší hraniční hodnoty SB ve srovnání s krví krav. Pří­
činu vidí v námaze při nahánění prasat, resp. při odběru krve. Tím ko­
rigují normální hranice uváděné u prasat mezi 18,0 až 27,0 mE l-1. 
Citují výsledky Astrupa, který za normální považuje 19,0 až 24,0 mE l-1, 
přičemž 80 % jeho výsledků bylo mezi 20,0 až 23,0 mE l-1.

Schülke aj. (1968) sledovali vliv okolní teploty (35 °C) na 
krevní indexy u 10 kastrátů o hmotnosti 30 až 40 kg. Při hyperventilaci 
zjistili pokles tCO2 a zvýšení pH; vypočítaný pCO2 v době nejvyšší hy- 
perventilace poklesl v průměru na polovinu výchozích hodnot.

Steinhardt aj. (1974) studovali vliv svalového výkonu trva- 
iícího 10 minut na ABR prasete o hmotnosti 73,5 kg. Po ukončení sva­
lového výkonu v čase 0 minut zjistili pH 7,38, рСОг 29,0, BE —7,4; po
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20 minutách pH 7,44, pCO2 32,0, BE -2.6; po 30 minutách pH 7,48, 
pCO2 32,0, BE 0,8 a přibližně stejné byly výsledky i v 80. minutě.

Bartko aj. (1974) studovali dynamiku ABR u 62 prasat od 1. do 
56. dne života. Průměrné hodnoty za období byly pH 7.40, pCO2 41,40, 
BE +0,84, BB 46,75, SB 25,43, AB 25,67, tCO2 26,94, Hb 7,80. Pokles 
všech hodnot byl výrazný v prvních dvou dekádách, celé období dvou 
měsíců se vyznačovalo labilitou acidobazické homeastázy.

Výsledky vyšetření ABR prasat podle různých autorů jsme sesta­
vili do tab. I.

I. Výsledky vyšetření acidobazické rovnováhy krve prasat podle různých autorů

Prase n pH pCO, BE SB . Autor

Žírné 3 7,417 40,60 1,63 25,20 Lebeda, Buš (1970)
Žírné 6 7,344 40,06 -3,05 21,17 Lebeda (1970)
100 kg 5 7,376 48,60 1,20 24,80 Bouda, lilek (1970)
17-18 kg 6 7,260 48,00 2,80 Van Den Hende aj.

až až až (1970)
7,460 105,00 7,80

35-50 kg 11 7,322 39,49 -4,88 20,26 Bartko aj. (1973)

V patologických podmínkách studovali SB prasat A a 1 u n d 
a Nielsen (i960): při enteritidě byla jeho hodnota 14,8 mE l-1, při 
peritonitidě 19,4 mE l-1 a při pneumonii 19,8 až 22,3 mE l-1.

MATERIAL A METODA

ABR krve prasat jsme vyšetřovali u pěti kategorií: selata, prasata 
o hmotnosti 30 až 40 kg, prasata o hmotnosti 80 až 100 kg, prasnice 
a kanci — plemene lanrase a české bílé ušlechtilé s různým podílem krve 
uvedených plemen. Krmení bylo standardní, převážně kompletními 
směsmi. Ustájení bylo kotcové, výjimečně s výběhy.

Krev byla odebírána v ranních hodinách po krmení z v. auricularU 
externa do 2ccm injekčních stříkaček z umělé hmoty s malým množstvím 
heparinu a s několika kuličkami pro roztřepání krve. Při odběru jsme 
dbali na to, aby do krve nevnikly vzduchové bubliny; stříkačky po od­
běru byly uloženy do polystyrénové krabice s ledem. Do dvou hodin po 
odběru byla krev laboratorně zpracována.

Laboratorní vyšetření bylo prováděno na přístroji Astrup PHM 71 
a BMS 2, na kterém bylo vyšetřeno pH přímo a pCO2 nepřímo ekvi- 
librační metodou. Base excess, buffer base, total CO2, aktuální a stan­
dardní bikarbonát byly odečteny ze Siggaard-Andersenova nomogramu 
(dále jenom BE, BB, AB, SB).
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Výsledky byly statisticky zhodnoceny, byla stanovena směrodatná 
odchylka, průměrné hodnoty jednotlivých skupin, celého souboru a sta­
tistická významnost při p > 0,05. Dosažené výsledky jsme sestavili do 
tab. II a do obr. 1 — 9.

VÝSLEDKY

II. Hodnoty acidobazické rovnováhy krve prasat ve skupinách a souboru

Skupina pH
pCO2 tco2 BE BB SB AB

torr mE l-1

20 7,251 + 57,7 26,5+ -3,0 43,6+ 21,9 24,8
ьо

m 
cd *”* 
tú 1

±0,024++
7,101

3,4++
43,0

1,1++
22,8

1,0++
-9,0

1,4++
37,5

0,9++
17,3

1,1++
21,5

až 7,320 72,0 31,5 l)jö 49^ 24,5 29,5

20 7,278 57,8 28,3 -1,0 45,8+ 23,5 26,6
bD 

A4

1

±0,023
7,178

2,2
51,0

1,4++
24,6

0,8++
-6,0

1,7
40,5

1,1++
19,5

1,4++
23,0

н So 
н &(П až 7,355 67,5 34,8 5,0 55,0 28,5 33,0

bO
20 7,285+ 55,2 27,3 -2,2 45,9 22,6 25,2

A4 
O

cd O
• ” 7

±0,025
7,205

4,2
34,5

1,5
20,2

1,2
-8,5

1,5++
37,5

1,0
17,5

1,4
18,7

H 2o

НН Д00 až 7,392 71,5 32,0 1,5 50,0 25,7 30,0

20 7,386 44,7 27,8+ 1,2 47,9 25,4 26,3

u
±0,016++ 2,0++ 0,8 0,7++ 1,2++ 0,7++ 0,9++

7,330 39,5 24,5 -1,5 44,0 23,0 23,2
> § 
HH CU až 7,445 56,0 31,9 5,5 52,0 29,0 30,5

20 7,329 51,9 28,3 -0,1 47,8 24,3 26,7
±0,013++ 3,2++ 1,3++ 0,1++. 1,2++ 0,7++ 1,2++

7,280 45,0 25,0 -3,5 44,5 21,5 23,5
> A4 až 7,385 72,0 36,2 3,5 53,5 27,5 34,0

100 7,306 53,4 27,6 -1,0 46,2 23,5 26,0
1 ±0,013 1,6 0,5 0,4 0,7 0,4 0,5

^ P< и

7,101 
až 7,445

34,5
72,0

20,2
36,2

-9,0
5,5

37,5
55,0

17,3
29,0

18,7
34,0

Nejnižší mezní hodnoty jsou vyznačeny v tab. II podtržením plnou 
čárou, nejvyšší tečkovanou. Křížkem jsou označeny hodnoty na hranici 
významnosti, dvěma křížky hodnoty statisticky významné při p > 0,05.

Statistickým zhodnocením jsme zjistili významné rozdíly ABR v hodno­
tách: pH a pCOž — mezi skupinou I a IV, V, dále mezi skupinou IV
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a V (mezi pohlavím); total CO2 — mezi skupinou I a II, V; BE — mezi 
skupinou I a И, IV, V, dále mezi skupinou IV a V (mezi pohlavím;; 
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 významnosti jsou hodnoty pH mezi skupinou I a III, hod­
noty BB mezi skupinou I a II a tCO2 mezi skupinou I a IV. Ostatní hodnoty 
v rozdíle jsou statisticky nevýznamné.

Nejnižší mezní hodnoty byly u I. a III. skupiny (selata, prasata 80 
až 100 kg) ve čtyřech indexech (pH, BE, BB, SB, resp. рССЬ, 1СОз, BB. 
AB). Nejvyšší mezní hodnoty jsme získali u IV. а V. skupiny (prasnice, 
kanci) ve třech indexech (pH, BE, SB, resp. рСОг, tCO2, AB).

Pozoruhodné jsou statisticky významné rozdíly mezi skupinou selat 
a ostatními skupinami ve všech sedmi indexech. Hodnoty pH, pCOs a BE 
jsou statisticky významné mezi kanci a prasnicemi.

Aktuální pH krve selat kolísalo od 7,101 do 7,320 s průměrem 
7,251 ± 0,024, krve prasat o hmotnosti 30 až 40 kg od 7,178 do 7,355 
s průměrem 7,278 ± 0,023, prasat o hmotnosti 80 až 100 kg od 7,205 do 
7,392 s průměrem 7,285 ± 0,025, prasnic od 7,330 do 7,445 s průměrem 
7,386 ± 0,016, kanců od 7,280 do 7,385 s průměrem 7,329 ± 0,013 a u sou­
boru 100 prasat od 7,101 do 7,445 s průměrem 7,306 ± 0,013.

Hodnota pCO2 selat kolísala od 43,0 do 72,0 s průměrem 57,7 ± 3,4 
torru, prasat o hmotnosti 30 až 40 kg od 51,0 do 67,5 s průměrem 57,8 ± 
± 2,2, prasat o hmotnosti 80 až 100 kg od 34,5 do 71,5 s průměrem 
55,2 ± 4,2, prasnic od 39,5 do 56,0 s průměrem 44,7 — 2,0, kanců od 
45.0 do 72,0 s průměrem 51,9 ± 3,2 a u celého souboru od 34,5 do 72,0 
s průměrem 53,4 ± 1,6.

Total CO2 selat kolísalo od 22,8 do 31,5 s průměrem 26,5 ± 1,1 mE l-1, 
prasat o hmotnosti 30 až 40 kg od 24,6 do 34,8 s průměrem 28,3 ± 1,4, 
prasat o hmotnosti 80 až 100 kg od 20,2 do 32,0 s průměrem 27,3 ± 1,5, 
prasnic od 24,5 do 31,9 s průměrem 27,8 ± 0,8, kanců od 25,0 do 36,2 
s průměrem 28,3 ± 1,3 a u souboru od 20,2 do 36,2 s průměrem 27,6 ± 
± 0,5.

BE selat kolísalo od -9,0 do 0,0 s průměrem —3,0 ±1,0 mE l-1, 
prasat o hmotnosti 30 až 40 kg od —6,0 do 5,0 s průměrem —1,0 ± 0,86, 
prasat o hmotnosti 80 až 100 kg od —8,5 do 1,5 s průměrem —2,2 ± 1,2, 
prasnic od —1,5 do 5,5 s průměrem 1,25 ± 0,7, kanců od —3,5 do 3,5 
s průměrem —0,07 ±0,14 a u souboru od —9,0 do 5,5 s průměrem 
-1,0 ±0,4. '

BB selat kolísalo od 37,5 do 49,0 s průměrem 43,6 ± 1,4 mE l“1, 
prasat o hmotnosti 30 až 40 kg od 40,5 do 5 5,0 s průměrem 45,8 ± 1,7, 
prasat o hmotnosti 80 až 100 kg od 37,5 do 50,0 s průměrem 45,9 ± 1,5, 
prasnic od 44,0 do 5 2,0 s průměrem 47,9 ± 1,2, kanců od 44,5 do 5 3,5 
s průměrem 47,8 ± 1,2 a u souboru od 37,5 do 55,0 s průměrem 46,2 ± 
± 0,7.

SB selat kolísal od 17,3 do 24,5 s průměrem 21,9 ± 0,9 mE l-1, pra­
sat o hmotnosti 30 až 40 kg od 19,5 do 28,5 s průměrem 23,5 ± 1,1, 
prasat o hmotnosti 80 až 100 kg od 17,5 do 25,7 s průměrem 22,6 ± 1,0, 
prasnic od 23,0 do 29,0 s průměrem 25,4 ± 0,7, kanců od 21,5 do 27,5 
s průměrem 24,3 ±0,7 au souboru od 17,3 do 29,0 s průměrem 23,5 ± 
± 0,4.
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1 .—4. Hodnoty acidobazické rovnováhykrve prasat ve skupinách a souboru
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AB selat kolísal od 21,5 do 29,5 s průměrem 24-8 ± 1,1 mE l-1, 
prasat o hmotnosti 30 až 40 kg od 23,0 do 33,0 s průměrem 26,6 ± 1,4, 
prasat a hmotnosti 80 až 100 kg od 18,7 do 30,0 s průměrem 25,2 ± 1,4. 
prasnic od 23,2 do 30,5 s průměrem 26,3 ± 0,9, kanců od 23,5 do 34,0 
s průměrem 26,7 ± 1,2 a u souboru od 18,7 do 34,0 s průměrem 26,0 ± 
± 0,5.

Na obr. 1 — 7 jsou znázorněny hodnoty ABR krve prasat na ose x, 
na ose t/ jsou počty prasat ze souboru. Na obr. 8 jsou na ose x jednotlivé

9. Siggaard-Andersenův nomogram
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hodnoty ABR, na ose у dosažené průměrné hodnoty souboru prasat 
a směrodatné odchylky indexů. Dosažené výsledky pěti kategorií prasat 
a souboru prasat jsou zaneseny v Siggaard-Andersenově curve nomo- 
gramu (obr. 9).

DISKUSE

Nejrozsáhlejší počet zvířat vyšetřil Randall (1971). U 299 selat 
po narození z krve pupeční arterie určoval pH а рСОг a podle výsled­
ných hodnot posuzoval životaschopnost narozených selat. Výsledné hod­
noty jsou přibližně shodné s našimi, kterých jsme dosáhli ve skupině I 
— selata — i při rozdílném stáří sledovaných zvířat.

Hodnoty SB prasat o hmotnosti 80 až 100 kg se přibližují výsled­
kům, které měli Aalund a Nielsen (i960) u 57 prasat o hmot­
nosti 90 kg. Nižší hraniční hodnoty SB jsme navíc zjistili i u skupiny T 
(selata) a II (prasata 30 až 40 kg). U prasnic a kanců jsou naše hra­
niční hodnoty SB přibližně shodné s hodnotami uváděnými běžně u krav 
(například Lebeda, 1971; Hauser-Hürlimann, 1967; Maack, 
1968 aj.). Všechny výsledné hodnoty ABR krve budou zřejmě ovlivněny 
váhovou, resp. věkovou strukturou vyšetřované skupiny prasat.

Extrémní hodnoty v našem pozorování (pH a BE u skupiny selat 
a jejich rozdíl proti skupině prasnic a kanců) nedosahují hodnot zjiště­
ných van den Hen dem aj. (1970), kteří dosáhli pH 6,80 a BE — 
22.0 mE l-1. U málo životaschopných selat zjistil Randall (1971) 
pH 6,50 až 6,95 а рСОг 105 až 185 mm Hg.

Bartko aj. (1973) u 11 prasat o hmotnosti 35 až 50 kg určili hod­
notu BE v průměru —4.88 mE l-1, zatímco my jsme ve své sestavě v od­
povídající skupině II zjistili —1.0 ± 0,86. Pouze průměr BE ve skupině 
I (selata) —3,0 ±1,0 se blíží jimi zjištěnému průměru BE u 11 prasat.

Výsledky, kterých dosáhli Bartko aj. (1974) u 62 prasat ve stáří 
od 1. do 56. dne života, se liší od našich hodnot pH, рСОг a BE ve sku­
pině I (selata).

Naše práce si nečiní nároky na stanovení standardu fyziologických 
acidobazických hodnot u prasete. Jsme si vědomi toho, že hodnoty ABR 
mohou být ovlivněny celou řadou stressových vlivů, které však pravdě­
podobně nebude možné vždy přesně a beze zbytku určit, resp. vyloučit.

Je nutné souhlasit s názorem Lebedy (1972), že normální hod­
noty ABR i jiných biochemických ukazatelů nelze určovat na základě 
klinického zdraví (trias, výživný stav, habitus). Získávání fyziologických 
hodnot v tzv. optimálních stádech je samozřejmým požadavkem. Mimo 
zjišťované fyziologické hodnoty musí být i ostatní biochemické para­
metry normální, což jsme ve své práci beze zbytku nerespektovali.

Vzhledem к výraznému rozdílu hodnot ABR v jednotlivých sku­
pinách se zaměříme zejména na rozšíření souboru skupiny „prasnice“, 
jejíž hodnoty se co nejvíce přibližovaly literárním, resp. předpokládaným 
hodnotám a u níž poruchy acidobazické rovnováhy přicházejí nejvíce 
v úvahu.
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Došlo dne 4. 11. 1974

ШТРОС К., КОМАРЕК Й., ЯДРНЫ Л. (Районная ветеринарная лечебница, Пардубице, 
Государственный ветеринарный институт, Пардубице, Отделение клинической биохимии 
Районной поликлиники, Пардубице, Чехословакия). Кислотно-щелочные показатели в крови 
свиней. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 327-337, 1975.
У 100 клинически здоровых свиней, разбитых по 20 голов на 5 категорий (поросята, 
подсвинки от 30 до 40 кг, свиньи от 80 до 100 кг, свиноматки и хряки), мы определяли 
основные показатели кислотно-щелочного равновесия венозной крови (v. auricularis 
external. Мы определили pH, рСОг, общее СО2, BE, ВВ, АВ особей, групп, совокупности 
по методу Аструпа (прибор Аструп РНМ 71 и ВМ 2). Результаты мы разработали в виде 
таблицы и диаграмм, включительно Siggard-Andersen curve nomogram, и вычислили 
статистическую значимость при р > 0,05. У совокупности 100 свиней мы установили сред­
ние значения кислотно-щелочного равновесия: pH 7,306 ± 0,013, рСО2 53,4 ± 1,6 мм 
ртутного столба, общий СОг 27,6 ± 0,5, избыточная щелочность —1,0 ± 0,4, буферная ще­
лочность 46,2 ± 0,7, стандартный бикарбонат 23,5 ± 0,4, актуальный бикарбонат 26,0 ± 0,5 
миллиэквивалента на 1 литр.
кислотно-щелочное равновесие; свинья; пять весовых категорий; прибор Аструпа
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STROS К., KOMÁREK J., JADRNÝ 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, рСОг, total CO2, 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, рСОг 53.4 ±1.6 mmHg, total 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 mE I"1.
acid-base balance; pig; five weight categories; Astrup apparatus

STROS K., KOMÁREK J.. JADRNÝ L. (Kreisveterinäreinrichtung, Pardubice; Staat­
liche Veterinäranstalt, Pardubice; Abteilung für klinische Biochemie des OÚNŽ, 
Pardubice, Tschechoslowakei). Azidobasische Blutwerte beim Schwein. Vet. Med. 
(Praha) 20 (6) : 327-337, 1975.
Bei den in fünf Kategorien zu je 20 Stück 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 venösen 
Bluts (v. auricularis externa). Wir bestimmten folgende Werte: pH, рСОг, Gesamt- 
-CO2, 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 einschließlich des Siggaard-Andersenschen 
Kurvennomogramms zusammengefaßt 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, рСОг 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 mE l"1.
azidobasisches Gleichgewicht; Schwein; fünf Gewichtskategorien; Astrupscher Appa­
rat
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Výběr z nových přírůstků

Ústřední zemědělské a lesnické knihovny ÜVTI 

z úseku veterinární medicína

Uvedené publikace je možno si zapůjčit osobně nebo písemně v ÚZLK, 
výpůjční oddělení, 120 56 Praha 2, Slezská 7. Výpůjční doba: pondělí 
až pátek od 9 do 18 hodin. U každé žádané publikace uveďte signaturu.

D 28.577/153 
Plodnošé i neplodnošč zwierzat domowych. Cz. 9. Materiály z 12 sesji 
nauk, sekcji fizjologii i patologii rozrodu Poznaň 24.—25. 11. 1972. (Souhrn 
rus., angl.). Warszawa, PWN 1974. 203 s. obr. tab. Zeszyty problemowe 
153. (Plodnost a neplodnost hospodářských zvířat — sborník — Polsko / 
/ Veterinární konference — Poznaň — 1972 — sborník)

GRADINARSKI, G. E 37.125 
Povedenieto i visšata nervna dejnost na selskostopanskite životni. Sofija, 
Zemizdat 1974. 150 s. (Hospodářská zvířata — nervová činnost — vyšší 
—■ příručka)

C 11.614/91 
Diagnostika, terapija i profilaktika boleznej serskochozjajstvennych ži­
votných. Kijev, MSCh SSSR 1973. 145 s. obr. tab. Naučnyje trudy USCHA 
vyp. 91. T. 1. (Veterinární diagnostika — sborník / Veterinární profylak- 
tika — sborník / Veterinární terapie — sborník — SSSR)

KOSMACEV, V. K. E 32.262/807 
Selen, vitamin E i drugije biologičeski aktivnyje veščestva v profilaktike 
nekotorych zabolevanij obměna vcščestv. Moskva, VNIITEISCH 1974. 
36 s. tab. Obzornaja informacija 807. (Látková přeměna živočišná — 
nemoci — léčení a profylaktika — studijní zprávy — SSSR / Biologicky 
účinné látky — látková přeměna živočišná — nemoci —■ léčení a profylak­
tika — použití — studijní zpráva — SSSR)

LOPAREV, I. V. D 64.038 
Aerozolnyj metod likuvennja tvaryn. Kyjiv, Urožaj 1974. 86 s. tab. obr. 
(Veterinární profylaktika — aerosoly — použití / Veterinární terapie —• 
aerosoly — použití — USSR)

D 63.999 
Bolezni sefskochozjajstvennych životných. Kišinev, Štiinca 1973. 152 s. 
obr. (Veterinární profylaktika — sborník — SSSR)

BOŽKO, H. K. D 63.666 
Orhanizacija protyjepizootyčnych zachodiv. 2. vyd. dopol. i pererob. Ky­
jiv, Urožaj 1974. 228 s. (Veterinární profylaktika — nemoci nakažlivé — 
plánování — SSSR — příručka)



VPLYV FYZICKÉHO ZAŤAŽENIA NA HODNOTY INDEXOV 
ACIDOBÄZICKEJ HOMEOSTÁZY KRVI OŠÍPANÝCH

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

Vysoká škola veterinárska, Košice

BARTKO P., MICHNA A., CHYLÁ M., VRZGULA L. Vplyv fyzického zata- 
ženia na hodnoty indexov acidobázickej homeostázy krvi ošípaných. Vet. Med. 
(Praha) 20 (6) : 339-346, 1975.
Bol študovaný vplyv fyzického zataženia — fixácie povrazom pri odbere krvi 
— na hodnoty indexov acidobázickej homeostázy krvi ošípaných. Bolo zistené, 
že existujú dva typy ošípaných, rozdielne reagujúcich na fyzické zataženie. 
Jeden labilný, u ktorého po zatažení dochádza к rýchlemu poklesu pH krvi, 
a druhý stabilný, u ktorého sa pH krvi nemení. Pokles pH krvi je častější 
u mladších věkových kategoriích výkrmových ošípaných a prasničiek. Aplikácia 
ukludňujúcich prostriedkov do značnej miery znížila výskyt zmien acidobázic­
kej homeostázy krvi.
ošípané; krv; acidobázická homeostáza; tranquilisantia; stres

Vysoká koncentrácia ošípaných a zavádzanie nových velkovýrob- 
ných technologií má za následok změnu zdravotně] situácie. Do popredia 
sa dostávajú také zdravotně problémy, ktoré v malochove hráli bez- 
významnú rolu. Sú to hlavně karencie, poruchy látkového metabolizmu, 
poruchy acidobázickej rovnováhy a stressové stavy (Sidor, 1973, 
Bartko, 1973).

Diagnostika uvedených ochorení je založená na biochemickom vy­
šetření biologického materiálu, hlavně krvného séra, na obsah vitamínov, 
minerálií alebo aj niektorých metabolitov.

Krvné vzorky sa spravidla odoberajú z vena сапа cranialis, čo před­
stavuje určitú záťaž a na základe stresovej reakcie móže spósobiť akútnu 
změnu sledovaných indexov, a tak viesť к postaveniu nesprávnej diag­
nózy (Bartko, 1975).

Stresové stavy sú vážným problémem velkochovov ošípaných, a tým 
příčinou úhynu hlavně jatočných ošípaných, a nepriaznivo ovplyvňujú 
rentabilitu chovu znižovaním akosti najkvalitnejších masových partií — 
šunky a karé (Judge a i., 1966, 1968; Christian, 1968; Allen 
a i., 1970; Bickhardt 1970, 1971; Wagner 1972; Patterson 
a Allen, 1972; L i n d b e r g a i., 1973).
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Pri štúdiu acidobázickej homeostázy ošípaných (Bartko, 1974. 
1975) sme u určitého percenta ošípaných zisťovali znížené hodnoty 
aktuálneho pH krvi a zamerali sme preto našu pozornost na predmetnú 
metodu.

MATERIÁL A METODA

Pokusy holi urobené v rokoch 1973 a 1974 na ošípaných bieleho 
ušlachtilého plemena v chovoch o kapacitě 50 až 500 ošípaných rózných 
věkových kategorií. Zoohygienické poměry v chovoch boli dobré. Oší- 
pané boli krmené příslušnými krmnými zmesami podlá jednotlivých ka­
tegorií v rámci platných noriem.

Krv к biochemickému vyšetreniu bola odoberaná přísné anaerobně 
z vena cava cranialis (Bartko, 1961) do striekačiek z umelej hmoty. 
Ako antikoagulans bol použitý heparin 100 m. j. na 1 ml krvi. Vzorky 
krvi boli uchovávané v prenosnom chladiacom boxe a do 3 až 6 hodin 
boli vyšetřené Astrupovým prístrojom BMS 2 (Astrup a i., I960; 
Siggaard-Andersen a i., i960 a Siggaard-Andersen, 
1962), ako o tom bolo referované v predchádzajúcej práci (Bartko 
a i., 1973).

Pokus č. 1. V pokuse bolo 42 prasniček 10 až 12mesačných. 
Na základe zisteného aktuálneho pH krvi Astrupovým prístrojom roz­
dělili sme ošípané do dvoch skupin. Do prvej boli zaradené zvieratá, 
ktorých aktuálně pH krvi bolo nižšie ako 7,30, do druhej zvieratá s vyš­
ším pH krvi.

Pokus č. 2 bol urobený na ošípaných vo výkrme. 28 kusom bol 
aplikovaný tranquilizans — Stresnil v dávke 1 ml na 10 kg žívej hmot­
nosti i. m., 23 kusov slúžilo ako kontrola. Krvné vzorky boli odobrané 
za 15 až 30 minút po aplikácii. Druhá část ošípaných v tých istých ko- 
tercoch slúžila ako kontrola.

Pokus č. 3. Podlá zistených hodnot aktuálneho pH krvi a pH 
krvi saturovanej dvoma známými koncentráciami CO2 previedli sme vy- 
hodnotenie indexov acidobázickej homeostázy krvi u 248 ošípaných roz- 
nych věkových kategorií. Za normálně sme pokládali hodnoty pH krvi 
7,30 a vyššie, za znížené všetky hodnoty pod 7,30.

výsledky

1. HODNOTY ACIDOBÁZICKÝCH INDEXOV KRVI CHOVNÝCH PRASNlClEK

Pri vyšetřovaní indexov acidobázickej homeostázy krvi prasničiek 
sme zistili u jedných zvierat normálně, u iných znížené hodnoty aktuál­
neho pH krvi. U prvej skupiny bolo priemerné pH krvi 7,35 s kolísáním 
od 7,30 do 7,44. Priemerná hodnota рСОг bola 46,3 torrov, baz excessu 
— 0,47 mval l-1, PB 46,0 mval I"1, SB 23,9 mval l-1, AB 25,2 mval l-1 
a u tCO2 26,6 mval l“1. U druhej skupiny bola zistená nižšia priemerná
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hodnota pH о 0,14, baz excessu o 5,36 mval l-1, u pufer bazu 
o 4,4 mval l-1, u štandardného bikarbonátu o 4,2 mval l-1, u aktuálneho 
bikarbonátu o 2,1 mval l-1 a u tCO2 o 1,8 mval l-1. Vyššia hodnota bola 
zistená jedine u рСОг o 12,6 torrov (tab. I).

I. Hodnoty acidobazických indexov krvi chovných prasničiek

Hodnotený index

Aktuálně pH > 
(и = 22)

7,30 Aktuálně pH < 7,30 
(„ = 2)

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 l-1 -0,47 -5,9 + 3,8 -5,83 -15,0 -0,9
PB mval l-1 46,0 39,1 53,6 41,6 33,0 47,4
SB mval l-1 23,9 20,2 27,5 19,7 13,4 23,6
AB mval l-1 25,2 17,1 30,1 23,1 17,4 29,6
tCO2 mval l-1 26,6 18,0 31,6 24,8 19,4 31,9

2. HODNOTY ACIDOBAZICKÝCH INDEXOV KRVI OŠÍPANÝCH VO VÝKRME,. 
OŠETŘENÝCH TRANQUILIZANTOM (STRESNIL) A KONTROL

U kontrolných ošípaných (neošetrených tranquilizačným prepará­
tora) sme zistili nižšiu priemernú hodnotu pH krvi o 0.13. Minimálně 
individuálně pH krvi kontrolných ošípaných bolo 7,02. Nižšie hodnoty 
boli zistené aj u ostatných sledovaných indexov s výnimkou u рСОг. 
Hodnota рСОг u kontrolných ošípaných bola o 7,3 torrov vyššia ako 
u skupiny ošetrenej Stresnilom (tab. II, obr. 1, 2).

II. Hodnoty acidobázických indexov krvi ošípaných vo výkrme

Hodnotený index

Bez ošetrenia 
(n = 23)

Stresnil 1 ml na 10 kg živej 
hmotnosti i. ni. 

(n = 28)

X min. max. X min. max.

рн 7,21 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 l-1 -5,8 -19,8 + 1,0 + 0,49 -3,5 + 4,9

PB mval l-1 40,8 27,1 47,1 47,0 42,7 52,0

SB mval l-1 19,6 10,6 25,2 24,7 21,5 28,5

AB mval L1 22,5 9,4 30,0 26,4 20,3 31,5

tCO2 mval l-1 24,2 10,4 32,4 27,9 21,4 33,3
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1. Hodnoty pH, pCO2, puf er bazu a baz excessu krvi ošípa- 
ných ošetřených Stresnilom a kontrolných

2. Hodnoty štandardného, aktuálneho bikarbonátu a cel­
kového CO2 krvnej plazmy ošipaných ošetřených Stres­
nilom a kontrolných

Porovnanie percentuálneho výskytu normálnych a znížených hod­
not pH krvi ošipaných vo výkrme ošetřených Stresnilom a kontrolných 
je znázorněné na obr. 3. Z grafu vyplývá, že aplikácia Stresnilu holá 
účinná iba v 70 %.
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3. HODNOTY AKTUÄLNEHO pH KRVI RÖZNYCH KATEGORIÍ OŠÍPANÝCH

Previedli sme percentuálny rozpočet rozloženia hodnot aktuálneho 
pH krvi různých kategorií ošípaných. Analýza ukázala, že čím holi oší- 
pané mladšie, tým vyššie percento hodnot pH krvi sa nachádzalo pod 
úrovňou 7,30, ako to vyplývá z obr. 4.

DISKUSI A

4 PREDVÝKRM 30KS

2. VÝKRM 23KS

3.
PRASNIČKY 
40 - 42 NES.

42KS

4. PRASNICE 
2-5 ROČNĚ 453 Ks

4. Hodnoty pH krvi ošípaných pri odbere 
z v. cava cranialis

Testovanie vnútorného pro- 
stredia organizmu tak, ako to do­
poručuje Bartko (1973, 1974) 
a Sidor (1973), naráža na celý 
rad problémov organizačného, ale 
aj technického rázu.

Prvým predpokladom je správ­
ný odběr dostatočného množstva 
biologického materiálu, v našom 
případe krvi. Pre terénnu prax naj- 
vhodnejšou metodou sa ukazuje 
byť přísné anaerobný odběr krvi 
z věnci cava cranialis, čo sa neza- 
obíde bez ťažkostí s fixáciou oší­
paných, ktoré spravidla fixujeme 
vyviazaním za horný pysk povra- 
zom o zábradlie koterca. Nevýho­
dou tejto metody je, že ošípaná sa 
bráni, kladie značný odpor, často­
krát u nej docháďza к výskytu 
apnoickej pauzy alebo к sťaženej 
výměně plynov. Fixácia za horný 
pysk je zvlášť problematická 
u mladých ošípaných do jednoho 
roka, u ktorých nie sú dostatočne
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narastené dentes canini, smyčka povrazu sklzáva a ošípané sa uvolňujú 
z fixácie. Takto třeba ošípané chytať dva až trikrát, čo ich značné zne- 
kludňuje, posobí ako stresor na organizmus a má za následok změnu 
aktuálneho pH krvi. V niektorých prípadoch pokleslo pH krvi až na 
7,02, čo je podlá Winters a a i. (1969) hodnota, pri ktorej sa už 
móže dostaviť smrť zvieraťa.

Námi vyšetřované ošípané možno zadeliť do dvoch skupin. Do prvej 
skupiny patria ošípané s normálnymi hodnotami indexov acidobázickej 
homeostázy i napriek tomu, že pri odbere krvných vzoriek bola použitá 
tá istá metoda ako u druhej skupiny. Ošípané druhej skupiny ukázali 
sa byť velmi labilně a už sebamenšie zaťaženie vo forme fixácie vyvo­
lalo u nich pokles aktuálneho pH krvi. O podobných dvoch typoch oší- 
paných referuje Klaus (1957) při štúdiu obsahu železa v krvnom 
sére prasnic a Sidor (1973) pri štúdiu stresových stavov u ošípa- 
ných. Na základe štúdia obsahu 17-OHCS (hydroxykortikosteroidov), 
glukózy, mastných kyselin a horčíka rozoznáva Sidor (1973) slabo 
a silno reagujúci typ ošípaných. Ten istý autor pokládá štúdium příčin 
a následkov stresových stavov u ošípaných za jednu z klúčových otázok 
moderného chovu ošípaných.

Súhlasne s hoře uvedeným bude z hladiska testovania vnútorného 
prostredia organizmu, správnej interpretácie zistených hodnot a zavádza 
nia profylaktických opatření třeba túto problematiku podrobné preštu- 
dovať na modelových pokusoch.

Štúdium problematiky je dóležité aj z hladiska dalšieho zdárného 
rozvoja chovu ošípaných. Z literatury je známe, že na stres sú velmi 
vnímavé ošípané plemien landrase a pietrain, teda tie plemená, ktorými 
hodláme krížiť naše biele prasa. Pre další chov by sa mali vyberať iba 
ošípané odolné voči stresu (silno reagujúce podlá Sidora, 1973). 
Zdá sa, že posúdenie aktuálneho pH krvi po určitom stabilnom zaťažení 
organizmu by mohlo byť použité ako poměrně spolahlivé kritérium stres- 
-predispozície, alebo rezistencie.

Změny aktuálneho pH krvi ošípaných, sposobené stresovým stavom 
pri manipulácii, možno úspěšně, nie však úplné eliminovať aplikáciou 
ukludňujúcich prostriedkov. V našom případe sa osvědčila aplikácia 
Stresnilu a súhlasne s Fit kom (1974) možno doporučiť aplikáciu 
tranquilizačných prostriedkov před zamýšlaným stresovým zaťažením 
organizmu, zvlášť u výkrmových ošípaných a mladého plemenného ma­
teriálu.
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словакия). Влияние физической нагрузки на значение индексов кислотно-щелочного гомео­
стаза крови свиней. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 339-346, 1975.
Изучалось влияние физической нагризки — фиксаця веревкой при взятии крови — на 
значения индексов кислотно-щелочного гомеостаза крови свиней. Было установлено, что су­
ществуют два типа свиней, по-разному реагирующих на физическую нагрузку. Первый 
лабильный, когда после нагрузки быстро понижается pH крови, второй стабильный, когда 
pH крови не меняется. Понижение pH крови чаще наблюдается у более молодых возрастных 
категорий откармливаемых свиней и свиноматок. Применение успокаивающих средств зна­
чительно понижает появление изменений кислотно-щелочного гомеостаза крови.
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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 
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gierende Typen von Schweinen existieren. Der erste Typ ist labil, bei dem der 
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häufiger bei den jüngeren Alterskategorien von Mastschweinen und Jungsauen. Die 
Applikation von Beruhigungsmitteln verringerte in bedeutendem Ausmaß das Vor­
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ŠTÚDIUM ENZYMATICKEJ AKTIVITY SÉROVEJ 
CYSTÍNAMÍNOPEPTIDÁZY ČLOVĚKA A ZVIERAT 
V ZÁVISLOSTI OD pH PROSTREDIA

B. Molnárová, O. Sova

Ostav experimentálnej biologie SAV. Košice

MOLNÁROVÁ B., SOVA O. Stádium enzymatickej aktivity sérovej cystínamí­
nopeptidázy člověka a zvierat v závislosti od pH prostriedia. Vet. Med. (Pra­
ha) 20 (6) : 347-353, 1975.
Autoři sledovali dynamiku štiepenia syntetického chromogénneho substrátu 
(S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid), specifického pre sérová cystínamínopeptidá- 
zu, v závislosti od širokej škály pH v rozmedzí 2,5 až 8,0 enzymatickým 
systémom séra gravidných žien a vybraných zvierat (ovca, krava, potkan) v po­
rovnaní s negravidnými kontrolami. Pri posudzovaní tvaru kriviek enzyma- 
tickej aktivity enzymatického systému séra žien a zvierat v závislosti od pH 
konstatovali autoři v sérach gravidných žien charakteristický zvonovitý priebeh 
křivky na rozdiel od séra zvierat, kde v případe kráv aktivita cystínamínopep- 
tidázy vykazuje dvojvrcholový priebeh pri pH 3,5 až 4,0 a 6,5 až 7,0 a ostatně 
sledované druhy vykazuj ú nepravidelnosti s náznakom druhého vrcholu. Z výs- 
ledkov experimentu vyplývá, že zásadným rozdielom medzi gravidnými a kon- 
trolnými zvieratami nie je celkový vzostup cystínamínopeptidázy, ale posun 
výskytu, alebo vzostup enzymatickej aktivity pri tom-ktorom pH. Najvyššie 
hladiny cystínamínopeptidázy boli zistené v krvných sérach potkanov, nižšie 
u oviec a kráv.
S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid; dynamika štiepenia; závislost od pH prostre- 
dia; enzymatický systém séra gravidných žien; enzymatický systém séra zvierat

Aj ked je v súčasnosti mechanizmus pösobenia a funkcia cystínamí­
nopeptidázy u ludí dostatočne známa (S j ö h o 1 m, 1964; S j ö h o 1 m 
a Y m a n, 1966; Page a i.. 1961; R у d c n a S j o h o 1 m, 1962; M e - 
lander, 1965; Y m a n, 1970), jej funkcia v sére gravidných zvierat 
nie je definitivně objasněná. U žien v priebehu gravidity hladina amíno- 
peptidáz nachádzajúcich sa v krvnom sére, vyznačujúcich sa širokou 
substrátovou špecifitou, výrazné štiepiacich syntetické chromogénne 
substráty-deriváty leucínu a cystínu značné stúpa (Yman, 1970).

Niektorí autoři, ktorí skúmali hladinu leucínamínopeptidázy v sérach 
gravidných kráv a súk zistili, že na rozdiel od sér gravidných žien sa 
aktivita typu leucínamínopeptidázy v týchto sérach nezvyšuje, a tak na 
základe viacerých zistení (Lettow a Jaeger, 1963, 1965; S e m m, 
1958, 1961; Wikhaus, 1954, S 1 e s i n g e r, 1967a, b) převláda názor, 
že oxytocináza (cystínamínopeptidáza) je špecifická ako mladší fyloge- 
netický systém, pósobiaci v priebehu gravidity len u primátov a člověka.
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Vzhladom na doteraz jestvujúcu nejednotnost pri posudzovaní amí- 
nopeptidázovej aktivity v sérach zvierat v dósledku používania rázných 
substrátov rozhodli sme sa preskúmať dynamiku štiepenia totožného chro- 
mogénneho substrátu specifického pre cystínamínopeptidázu, derivátu 
cysteinu v závislosti od širokej škály pH prostredia enzymatickým systé- 
mom krvného séra gravidných žien a vybraných zvierat v porovnaní 
s negravidnými kontrolami, a zistiť, či existuje na tejto úrovni porovna­
telná zhoda medzi nimi.

MATERIAL A METODY

Pri sledovaní změny aktivity sérového enzymatického systému štie- 
piaceho S-benzyl-L-cysteín-p-nitroanilid v závislosti od pH prostredia v sé­
rach gravidných žien a vybraných zvierat sme к pokusom použili séra 
dvadsiatich gravidných žien. dvadsiat sér gravidných oviec plemena slo­
venské merino a séra dvadsiatich gravidných potkanov kmeňa Wistar. 
Všetci jedinci boli vo vysokom stupni gravidity. Ako kontroly sme pou­
žili v každom případe desať vzoriek sér negravidných jedincov z každej 
skupiny.

Krv sme získali venepunkciou z vena cubiti (v případe žien), resp. 
z vena jugularis (u kráv a oviec). V případe potkanov sme krv odoberali 
po dekapitácii v éterovej narkóze. Sérum sme získali po hodinovém stání 
krve pri izbovej teplote odstredovaním pri 3000 g min.-1 a O °C počas 
15 minút. К analýzam boli použité len číře, nehemolyzované séra.

Ako chromogénny substrát sme použili 0,01 M roztok S-benzyl-L- 
-cysteín-para-nitroanilidu. Inkubačná zmes obsahovala 0,2 ml séra, 0,3 ml 
substrátu a 2,5 ml Britton-Robinsonovho univerzálneho pufru v rozsahu 
pH 2,5 až 8,0 (Sýkora a Zátka, 1967). Inkubáciu sme uskutečňovali 
dve hodiny pri 37 °C a potom sme ju přerušili přidáním 0,5 ml 1 N HC1. 
Množstvo odštiepeného p-nitroanilidu sme stanovovali oproti slepej skúš- 
ke (zmes totožná s inkubačnou, ale reakcia ihned blokovaná přidáním 
1 N HC1) spektrofotometrem Spektrom 203 pri 405 nm. Celkové biel- 
koviny krvného séra sme stanovovali metodou T u p p у h o a Winters­
b e r g e r a (I960) fotometrovaním stonásobe zriedeného séra v 0,1 N HC1 
pri 280 nm oproti štandardným roztokom sérumalbumínu v 0,1 N HC1. 
Všetky namerané hodnoty sme vzájomne porovnávali na základe pře­
počtu špecifickej aktivity, vyjadreřiej množstvom odštiepeného p-nitro­
anilidu jedným miligramem bielkovín nachádzajúcich sa v krvnom sére.

VÝSLEDKY

Křivka závislosti enzymatickéj aktivity séra gravidných žien (obr. 1) 
štiepiaceho S-benzyl-L-cysteín-p-nitroanilid v závislosti od pH prostredia 
je v zhode s výsledkami iných autorov (Hanson a Mannsfeld t, 
1971) a vykazuje charakteristický zvonovitý priebeh, z ktorého vyplývá, 
že enzym je aktívny v rozmedzí pH 4,0 až 8,0 s optimom pri pH 6,0 až 
7,0. Najvyšší rozptyl ( ± S. E.) vykazujú hodnoty namerané pri pH 6,0; 
rozptyl ostatných nepřesahuje ± 2 %. Totožný experiment so sérami
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1. Aktivita sérovej cystínamínopeptidázy 
gravidných (prázdné krúžky) a negravid- 
ných (plné krúžky) žien v závislosti od 
pH v rozsahu 3,0 až 9,0 s vyjádřením 
rozptylov v ± S. E. .

2. Aktivita sérovej cystínamínopeptidázy 
gravidných (prázdné krúžky) a negravid- 
ných (plné krúžky) kráv v závislosti od 
pH v rozsahu 2,5 až 8,0 s vyjádřením 
rozptylov v ± S. E.

4. Aktivita sérovej cystínamínopeptidázy 
gravidných (prázdné krúžky) a negravid- 
ných (plné krúžky) potkanov v závislosti 
od pH v rosahu 2,5 až 8,0 s vyjádřením 
rozptylov v ± S. E.

^M pNA/mtj

3. Aktivita sérovej cystínamínopeptidázy 
gravidných (prázdné krúžky) a negravid- 
ných (plné krúžky) oviec v závislosti od 
pH v rozsahu 2,5 až 8,0 s vyjádřením 
rozptylov v ± S. E.
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negravidných žien (obr. 1) vykazuje maximum enzymatické) aktivity 
pri pH 5,0 až 6,0 a účinnost v tom istom rozsahu pH.

Obr. 2 prezentuje kolorimetrické stanovenie enzymatickej aktivity 
sérovej cystínamínopeptidázy gravidných a kontrolných kráv v rozsahu 
pH 2,5 až 8,0. Křivka enzymatickej aktivity je dvojvrcholová, pri pH 3,5 
až 4,5 sú hodnoty vyššie u kontrol, v ostatných častiach sa hodnoty enzy­
matickej aktivity takmer prekrývajú s výnimkou pH 6,5, kde nedochádza 
v sérach gravidných kráv к signifikantnému zvýšeniu hladiny enzýmu 
(P<0,02). '

Na obr. 3 je zobrazené kolorimetrické stanovenie enzymatickej akti­
vity séra oviec v podmienkach podobných ako prv. Maximum enzy­
matickej aktivity špecifickej pre daný substrát sa v tomto případe na- 
chádza u kontrol i gravidných zvierat pri pH 6,0 a hladina cystínamí­
nopeptidázy je v sérach kontrol od pH 5,0 do 8,0 priekazne nižšia 
(P < 0,05).

Posledný obr. (4) prezentuje podobný experiment so sérami gra­
vidných i kontrolných potkanov. V tomto případe křivka vykazuje kom­
plikovanější priebeh. V případe negravidných zvierat sú hodnoty aktivi­
ty pri pH 2,5 a 4,0 vyššie. Druhé optimum je v případe gravidných 
zvierat a kontrol pri pH 6,0.

DISKUSI A

Intaktnosť enzymatickej aktivity sérovej oxytocinázy v priebehu gra­
vidity zvierat opísali viacerí autoři (Lettow a Jaeger, 1963; 1965: 
Šlesinger, 1967a, b) a iní. Tito autoři použili pre stanovenie enzy­
matickej aktivity spomínaného enzýmu syntetické chromogénne substrá­
ty leucínu a iných aminokyselin. Napriek tomu, že amínopeptidázy enzy­
matického systému krvného séra sa vyznačujú širokou substrátovou špe- 
cifitou, účinkom navzájom sa prekrývajúcou (Yman, 1970), nepovažuje­
me nimi použité substráty za dostatočně špecifické pre stanovenie hladiny 
cystínamínopeptidázy.

Pri porovnaní tvaru kriviek závislosti enzymatickej aktivity enzy­
matického systému štiepiaceho S-benzyl-L-cystein-p-nitroanilid od pH v sé­
rach žien a zvierat na rozdiel od sér žien, kde krivka vykazuje v súlade 
zo zisteniami iných autorov (Tuppy a Wintersberger, i960: 
Hanson a Mannsfeldt, 1971) charakteristický zvonovitý priebeh, 
vykazuje disociáciu křivky vo dvoch vrcholoch v případe kráv a u iných 
sledovaných druhov nepravidelnosti s náznakom druhého vrcholu. Za- 
tial čo séra žien štiepia syntetický chromogénny substrát v rozmedzí 
pH 4,0 až 8,5, séra zvierat vykazujú štiepenie v priemere od pH 3,0 
a výsledky pri pH 8,0 naznačujú, že křivka klesá až pri vyšších hodno­
tách pH. Z uvedeného vyplývá, že zásadným rozdielom medzi gravidný- 
mi a kontrolnými zvieratami nie je celkový vzostup hladiny sledova­
ného enzýmu, ale posun výskytu, alebo vzostup aktivity pri tom-ktorom 
pH. Z tohto aspektu by snád bolo možné stanoviť graviditu u skúma- 
ných zvierat, v případe kráv poklesom enzymatickej aktivity u gravidných 
zvierat pri pH 3,5 až 4,0 a vzostupom pri pH 6,0; v případe oviec a potka­
nov pri pH 6,0 zvýšením hodnot hladiny enzýmu. Rozhodne možno po-
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tvrdiť údaje literatúry (S 1 e s i n g e r, 1967a, b), že v případe gravidných 
zvierat je hladina cystíamínopeptidázy nižšia ako u člověka, ako i to, že 
v priebehu gravidity nedochádza к podstatným změnám vo zvýšení akti­
vity. Tieto údaje by srně snád mohli doplnit na základe prezentovaných 
výsledkov v tom zmysle, že počas gravidity může dójsť к změnám vlast­
ností tohto enzymatického systému, ktoré sú zistiteíné posunom optim 
pH, resp. změnami charakteristiky závislosti cystínamínopeptidázy od pH 
prostredia.

Na základe prezentovaných výsledkov nášho experimentu je možné 
zistiť pokles hodnot enzymatickej aktivity v sérach skúmaných zvierat 
v poradí: potkan, ovca a kráva s maximálnymi hodnotami enzymatickej 
aktivity vyjadrenej množstvem odštiepeného p-nitroanilidu pri optimál- 
nych pH takto: 4,5 ,uM mg-1 (potkan), 3,2 ^M mg""1 (ovca) a 0,64 ,uM 
mg-1 (krava). Tieto výsledky sú v úplnom súlade s výsledkami Bartí- 
k a a M i c h n o v e j (1971), ktorí udávajú pri sledovaní štiepenia 1-leucín- 
-p-nitroanilidu sérami zvierat podobné poradie, ibaže skúmali širšie spek­
trum druhov domácích zvierat. Nagatsu a i. (1968) pri sledovaní hyd- 
rolýzy aminokyselinových derivátov beta-naftylamidu sérami róznych ži­
vočišných druhov zistili, že relativná rýchlosť hydrolýzy i hladina enzý- 
mov sú u cicavcov navzájom podobné. Šlesinger (1967a, b) tak- 
tiež udává velmi nízké aktivity leucínamínopeptidázy u kráv, ako sme 
to v hladinách cystínamínopeptidázy pozorovali i my. Hanson 
a Mannsfeldt (1971) uvádzajú, že hladina cystínamínopeptidázy 
v sére gravidných potkanov, sledovaná štiepením syntetického chromo- 
génneho substrátu S-benzyl-L-cysteín-p-nitroanilidu a S-benzyl-L-cysteín- 
-beta-naftylamidu, je v sérach gravidných potkanov přibližné rovnaká ako 
v sérach negravidných žien. Tieto výsledky zodpovedajú aj našim s vý­
nimkou pH 6,0, kde je v případe gravidných potkanov pozorované vyššie 
kvantitativné zastúpenie hladiny cystínamínopeptidázy.

Na. základe našich výsledkov (Sova, Molnárová, 1972, 1975; 
Sova, 1973) zastáváme názor, že cystínamínopeptidáza přítomná v sé­
rach zvierat zrejme plní určitú funkciu, aj ked' sa prejavuje kvantitativné 
odlišné ako u žien; kvalitativně změny si móžu byť navzájom podobné.
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МОЛНАРОВА Б., СОВА О. (Институт экспериментальной биологии САН, Кошице, Чехо­
словакия). Изучение ферментной активности сывороточной цистинаминопептидазы человека 
и животных в зависимости от pH среды. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 347-353, 1975.
Авторы изучали динамику расщепления синтетического хромогенного субстрата (S-бензил- 
-L-цистеин-р-нитроанилид), специфического для сывороточной цистинаминопептидазы, в за­
висимости от широкой шкалы pH в диапазоне 2,5—8,0 ферментной системой сыворотки 
беременных женщин и выбранных животных (овца, корова и пасюк) в сравнении с небе­
ременными контролями. При оценке формы кривых ферментной активности ферментной 
системы женщин и животных в зависимости от pH авторы в сыворотках беременных жен­
щин установили характерный колоколообразный ход кривой в отличие от сывороток жи­
вотных, где у коров активность цистинаминопептидазы характерна двухвершинным ходом 
кривой при pH 3,5 —4,0 и 6,5—7,0, а остальные наблюдаемые виды имеют несимметричный 
ход кривой с намеком на вторую вершину. Из результатов эксперимента вытекает, что прин­
ципиальной отличительной чертой между беременными и контрольными животными является 
ье общий подъем цистинаминопептидазы, а смещение появления, или подъем ферментной 
активности при соответствующем pH. Наивысшие уровни цистинаминопептидазы были уста­
новлены в сыворотках крови пасюков, низшие у овец и коров.
8-бензил-Н-цистеин-р-нитроанилин; динамика расщепления; зависимость от pH; ферментная 
система сыворотки беременных женшин; ферментная система сыворотки животных

MOLNAROVÁ В., SOVA О. (Institute of Experimental Biology of the Slovak Aca­
demy of Sciences, Košice, 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 distinct 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

MOLNÁROVÁ B., SOVA O. (Anstalt für experimentelle Biologie der Slowakischen 
Akademie der Wissenschaften, Košice, Tschechoslowakei). Untersuchungen über die 
enzymatische Aktivität der Serum-Zystinaminopeptidase des Menschen und der Tiere 
in Abhängigkeit vom pH-Wert des Milieus. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 347-353, 1975. 
Die Autoren untersuchten die Dynamik der Zersetzung des synthetischen chromo­
genen Substrats (S-benzyl-L-Zystein-p-Nitroanilid), das für die Serum-Zystinami­
nopeptidase spezifisch ist, in Abhängigkeit von der breiten pH-Skala in den Gren­
zen von 2,5 bis 8,0 unter Benutzung 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 Aktivität des Serumenzym­
systems bei Frauen und Tieren in Abhängigkeit vom pH-Wert konstatierten die 
Autoren in Seren gravider Frauen einen charakteristischen glockenförmigen Ver­
lauf der Kurve zum Unterschied von den Tierseren, wo bei Kühen die Zystinamino­
peptidase-Aktivität einen zweigipfligen Verlauf bei pH 3,5 bis 4,0 und 6,5 bis 7,0 
aufweist, während bei den übrigen untersuchten Tierarten Unregelmäßigkeiten mit 
Anzeichen eines zweiten Gipfels vorgetroffen wurden. Aus den Versuchsergebnissen 
geht hervor, daß der grungsätzliche Unterschied zwischen den graviden und den 
Kontrolltieren nicht in einer Gesamtzunahme der Zystinaminopeptidase, sondern in 
der Erhöhung der enzymatischen Aktivität bei Veränderung des pH-Wertes besteht. 
Die höchsten Niveaus der Zystinaminopeptidase wurden in Blutseren von Ratten, 
niedrigere bei Schafen und Kühen festgestellt.
S-benzyl-L-Zystein-p-Nitroamilid; Dynamik der Zersetzung; Abhängigkeit von pH; 
Serumenzymsystem gravider Frauen; Serumenzymsystem der Tiere
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040 00 Košice

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1975 353



Výběr z nových přírůstků

Ústřední zemědělské a lesnické knihovny ÜVTI 

z úseku veterinární medicína

Uvedené publikace je možno si zapůjčit osobně nebo písemně v ÚZLK, 
výpůjční oddělení, 120 56 Praha 2, Slezská 7. Výpůjční doba: pondělí 
až pátek od 9 do 18 hodin. U každé žádané publikace uveďte signaturu.

■ E 37.034
Profilaktika i mery bořby s boleznjami ovec. Tezisy dokladov na nauč- 
nom soveščanii (Machačkala, 12—14 ijunja 1973 g.) Moskva, Min. selsko- 
go chozjajstva SSSR 1973. 184 s. (Machač Kala — konference o pro- 
fylaktice a léčení ovcí — 1973 — sborník)

D 63.887 
Tierproduktion — Grundlagen. Berlin, VEB Deutscher Landwirtschafts­
verlag 1974. 202 s. obr. tab. (Hospodářská zvířata — ochrana — nemoci 
— příručka / Chování zvířat — příručka / Chov hospodářských zvířat — 
hygiena — příručka)

D 63.811 
Dovidnyk osnovych zoohihieničnych i veterynarnosanitarnych normaty- 
viv budivnyetva ta ekspluataciji tvarynnyckych prymiščen. 2 pererob. 
i dopol. vyd. Kyjiv, Urožaj 1974. 276 s. obr. tab. (Chov hospodářských 
zvířat — hygiena — veterinární předpisy — příručka)

BODUROV, N. — BINEV, К. E 37.198 
Veterinarna fizioproíilaktika i fizioterapija. Sofija, Zemizdat 1974. 264 s. 
89 obr. (Veterinární terapie — fyzikální — příručka)

ROSENBERGER. G. ’ D 63.870 
Kliniczne badanie bydla. Warszawa, PWRiL 1974. 280 s. obr. (Veterinár­
ní diagnostika — skot — příručka)

KOLESOV, A. M. —- KRAŠENNIKOV, P. N. — TARASOV, I. I. D 63.738 
Vnutrennije nezaraznyje bolezni sefskochozjajstvennych životných. Mosk­
va, Kolos 1974. 519 s. obr. tab. gr. (Nemoci vnitřní — hospodářská zví­
řata — příručka)

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

LALLA, H. J. E 32.333/818 
Die Glukosedauertropfinfusion bei gesunden und acetonämischen Kühen. 
Inaug. Diss. d. Freien Universität Berlin. Berlin, Klinik für Klauentier­
krankheiten und Fortpflanzungskunde 1973. 43 s. obr. tab. (Krávy — 
nemoci — acetonémie — glukóza — infúze — vliv — výzkum — NSR — 
disertační práce)



OVĚŘENI ÚČINNOSTI LYOFILIZOVANÉ BEZBUNĚČNÉ VAKCÍNY 
PROTI MARKOVĚ NEMOCI V TERÉNNÍCH PODMÍNKÁCH

A. Kožušníková, V. Benda, Š. Kalafa, K. Pribáň, J. Zezulák

Okresní veterinární zařízení, Praha - východ
Ústav experimentální biologie a genetiky ČSAV, Praha
Ústřední státní veterinární ústav, Praha

KOŽUŠNÍKOVÁ A., BENDA V., KALAFA Š., PRIBÁN K., ZEZULÁK J. Ově­
řeni účinnosti lyofilizované bezbuněčné vakcíny proti Markově nemoci v terén­
ních podmínkách. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 355-362, 1975.
Ochranný účinek bezbuněčné lyofilizované vakcíny proti Markově nemoci („Ke- 
ramvac“-Pfizer), připravené z krocaního herpetického viru (kmen FC 126), byl 
v terénních podmínkách srovnán se ztrátami ve skupině nevakcinovaných ku­
řat. V uvedených podmínkách dosahovala vakcína pouze 50,86 % účinnosti. 
O možných příčinách sníženého efektu vakcinace se diskutuje na základě pa- 
tomorfologických a virologických nálezů svědčících mj. o zvýšeném výskytu 
symptomů klasické formy Markovy nemoci ve sledované populaci.
krocaní herpetický virus; Markova nemoc — patomorfologické změny; viro- 
logické a sérologické vyšetření; oční forma

Markova nemoc (MD) je dnes převážně ve své akutní formě značně 
rozšířená a působí v drůbežářské velkovýrobě vážné ekonomické ztráty, 
odhadované v USA na 200 miliónů dolarů ročně. Rovněž v Českosloven­
sku výskyt akutní MD od roku 1968, kdy byla u nás popsána poprvé 
(H a 1 a d e j a H r a b ě t a, 1968), výrazně vzrostl. Např. v ZVK Xaverov 
byla MD v r. 1968 diagnostikována veterinární službou u 27,21 % uhy­
nulých zvířat z rozmožovacích chovů a odchovů, o čtyři roky později 
však již u 52,99 % případů (Kožušníková, 1973). Za jedinou účin­
nou metodu prevence MD lze v současné době považovat vakcinaci ži­
vými očkovacími látkami. Jejich vývoj se ubíral prakticky dvěma směry. 
Churchill aj. (1969) úspěšně použili к vakcinaci herpetický virus 
vyvolávající MD (MDHV), který četnými pasážemi v tkáňové kultuře 
(TK) ztratil svoji virulenci. Naopak Okazaki aj. (1970) připravili vak- 
cínu z krocaního herpetického viru (HVT) (Kavamura aj., 1969), 
který je sice s MDHV úzce antigenně příbuzný, ale apatogenní jak pro 
původního hostitele, tak pro kuře (Witter aj., 1970). Tento typ hete- 
rologní vakcíny je dnes široce používán ve všech zemích s vyspělým drů- 
bežnictvím jak v buněčné vázané formě, kdy je HVT asociován nejčastě­
ji s kuřecím embryonálním fibroblastem (CEF), tak jako bezbuněčná vak­
cína s volným HVT (Ca lne к aj., 1970). Výhodou posledního typu je 
možnost lyofilizace, takže vakcínu není nutné uchovávat při nízkých 
teplotách jako vakcínu buněčnou. Mechanismus ochranného účinku vak­
cinace dosud není zcela objasněn. Víme pouze, že u většiny vakcinova-
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ných zvířat nedojde ke vzniku charakteristickkých lymfómů, ač jsou 
infikovaná virulentním MDHV. Efektivnost vakcinace se obvykle pohy­
buje mezi 70 až 90 % a je ovlivněna řadou faktorů: epizootologickou si­
tuací, individuální vnímavostí к MD, stářím při vakcinaci, dávkou a způ­
sobem aplikace vakcíny apod.

Vakcinace proti MD se v uplynulých dvou letech rozšířila i v našich 
velkochovech a výsledky získané s očkovacími látkami zahraniční (Hra- 
běta a P r i b á ň, 1972) i domácí produkce (Salaj aj., 1972) odpoví­
dají mezinárodním parametrům. Na rozdíl od těchto prací sledujících 
účinnost buněčných vakcín s vázaným HVT věnovali jsme pozornost 
efektivnosti moderní bezbuněčné lyofilizované vakcíny s volným HVT, 
která v Československu dosud není běžně používána.

material a metody

V а к c í n a: Byla použita živá lyofilizovaná bezbuněčná vakcína při­
pravená z HVT- kmen FC 126*),  který byl množen na CEF. Vakcína byla, 
aplikována im. jednodenním kuřatům v množství 0,2 ml. V této dávce 
je deklarován minimální obsah 2000 plakotvorných jednotek (PFU). Při 
manipulaci byly dodržovány pokyny výrobce.

*) „Keramvac“ Pfizer, USA

Kuřata: 15 375 jednodenních kuřat linie LB Ideál, jejichž rodiče 
nebyli vakcinováni proti MD, bylo rozděleno na pokusnou skupinu (7835 
ks) a kontrolní skupinu (7540 ks). Zvířata v pokusné skupině byla 
v prvním dnu života vakcinována a spolu s kontrolou umístěna spo­
lečně v hale pro odchov drůbežárny stát, statku Ř. V dalších dvou ha­
lách drůbežárny vzdálených 15 m bylo umístěno užitkové hejno. Kuřata 
byla ustájena na hluboké podestýlce v ústředně vytápěné hale, zpočátku 
byly používány i elektrické kvočny. Krmilo se automaticky pásovými 
krmítky až do stáří 98 dnů krmnou směsí К a až do konce pokusu, tj. 
165 dnů, směsí KZK. Obě směsi obsahují kokcidiostatikum. Napáječky 
byly kloboukového typu. Před osazením byla hala podle předpisů de­
zinfikována a prostředí bylo asanováno. Během pokusu byla průběžně 
zajišťována obvyklá veterinární prevence, doplněná podáním Erytromy- 
cinu к profylaxi mykoplazmózy, a fortifikace krmivá vitamíny. Zdravotní 
stav kuřat byl pravidelně kontrolován do 165- dne věku.

Patologické vyšetření: Většina uhynulých zvířat z obou 
skupin byla patomorfologicky vyšetřena. Ve věku od 14 do 119 dnů byl 
pak sledován vývoj změn typických pro MD histologicky jak v orgánech 
vakcinovaných (40 ks), tak kontrolních zvířat (50 ks).

Sérologické a virologické vyšetření: Ve stáří 107 a 137 
dnů bylo vyšetřeno několik zvířat z obou skupin (asi 0,1 % celkového 
počtu) na přítomnost specifických protilátek metodou agaroprecipitace 
(AGP). Provedení testu bylo popsáno jinde (Benda a Hložánek. 
1974). Stejná zvířata byla rovněž použita jako zdroj к reizolaci HVT 
a získání MDHV v TK. ČKC a CEF byly připravovány podle standardních 
metodik (Hložánek a S o v o v á, 1968; Benda a Hložánek, 1974) 
a infikovány bud slezinnými buňkami (skupina ve stáří 107 dnů), nebo
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ledvinnými buňkami (skupina ve stáří 137 dnů). Příprava inokulace 
i postupy související s infekcí TK se shodují s dříve uvedenými údaji 
(Benda a Hložánek, 1974).

I. Výsledky terénního pokusu s lyofilizovanou vakcínou proti MD

VÝSLEDKY

Skupina Zastaveno 
kusů

Celkový 
úhyn % MD %») Oční forma1’) 

%
Celkové 
ztráty %

Celkové0) 
ztráty

MD %

Vakcino- 
vaná 7835 5,80 0,61 2,70 8,50 3,31
Nevakci- 
novaná 7540 7,10 1,44 5,50 12,60 6,94

a) — MD zjištěna patologicko-anatomicky
b) — zvířata vyřazená pro výskyt oční formy MD 
°) — součet a + b

Přehled o výsledcích pokusu, o ztrátách způsobených MD i ztrátách 
celkových podává tab. I. Přehled mortality a některé příčiny úhynů zjiště­
né patologicko-anatomickým vyšetřením se zvláštní pozorností к MD jsou 
uvedeny v tab. II. První patologicko-anatomicky diagnostikované případy 
MD se objevily v kontrolní skupině ve 12., v pokusné skupině ve 13. 
týdnu života. Úhyny kuřat byly až do této doby v obou skupinách shodně 
působeny převážně onemocněními neinfekčního rázu či úrazy (dna. ka­

lí. Přehled mortality v průběhu pokusu s lyofilizovanou vakcínou proti MD

Skupina
Uhynulo kusů Pitváno 

kusů
Kokcidióza 

kusů
MD 
kusů

1.-77. den 78.-165. den 1. —165. den

Vakcino- 
vaná 302/0a 150/48 452/48 348 2 48
Nevakci- 
novaná 229/0 304/109 533/109 467 83 109

“ — počet uhynulých/počet pitvaných s patologicko-anatomicky zjištěnou MD

nibalismus, nízká biologická hodnota kuřat, infekce žloutkového váčku, 
ojedinělé záněty horních cest dýchacích). V druhém období pokusu, tj. 
od 12. týdne se zdravotní stav hejna počal měnit. V obou skupinách se 
objevili klinické příznaky MD s charakteristickým patologicko-anatomic­
kým nálezem. Výrazně horší byla situace v kontrolní skupině, kde se 
ve větší míře než u vakcinovaných objevila oční forma MD, doprovázená 
kachektizací postižených kuřat, která bylo nutno průběžně vyřazovat. 
Chronická kokcidióza se vyskytla jen v kontrolní skupině (tab. II) Sečte- 
me-li úhyny, u nichž byla MD diagnostikována sekčně, s počtem kuřat
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vyřazených pro onemocnění oční formou MD v obou skupinách a srovná­
me je s počtem zastavených, docházíme к hodnotám vyjadřujícím ztráty 
způsobené MD u vakcinovaných zvířat (3.31 %) a ve skupině kontrolní 
(6,94 %) (tabl).

Účinnost v а к c í n у vypočteme, dělíme-li stonásobek rozdílu 
mezi ztrátami na MD v kontrolní a ztrátami ve vakcinované skupině 
počtem ztrát v kontrolní skupině (Meulemans aj., 1971). V podmín­
kách námi popsaného pokusu vykazovala použitá bezbuněčná lyofilizo- 
vaná vakcína proti MD 50,86% ochranný účinek.

Histologické vyšetření, které bylo prováděno v krátkých 
časových intervalech (do 10 dní), umožňovalo sledovat distribuci a dy­
namiku vývoje pro MD adekvátních morfologických změn v obou skupi­
nách kuřat. Jak ve skupině vakcinované, tak ve skupině kontrolní se už 
od 14. dne, kdy byla provedena první histologická vyšetření, nacházely 
proliferace lymfocytů v periferní lymforetikulární tkáni, nej pravidelněji 
v plicích a žlaznatém žaludku. V játrech se často zjišťovaly shluky buněk 
lymfoidního vzhledu, pocházející zjevně z Kupfferových buněk, které se 
ostře distancovaly od parenchymu. Osud uvedených proliferátů byl různý. 
U jedněch se celulizace zmenšovala až zanikala bez reziduí, nebo zůstá­
vala zvýšená fibrotizace. U druhých к původním buňkám přibývaly malé, 
okrouhlé lymfoidní elementy se silně bazofilním jádrem. Ty se začaly 
současně objevovat i ve slezině, Fabriciově burze a vaječníku, méně často 
v jiných orgánech. Proliferace této buněčné skladby nepřesahovala do 
67 až 78 dní mikroskopické rozměry. V průběhu tohoto období i později 
bylo pozorováno přibývání dalších typů buněk, histiocytů, retikulocytů 
a fibroblastů, které měnily svůj vzhled. Hlavním znakem cytologické 
skladby v tomto stadiu «byl pleomorfismus, destruktivní vztah к okolí 
a intenzívní růstový potenciál. Vývoj tumorů v tomto stadiu proto pro­
bíhal velmi rychle, takže od 78. dne byly zjišťovány tumory už makrosko­
pických velikostí.

Při porovnávání nálezů mezi oběma skupinami bylo zjišťováno, že 
u části vakcinovaných kuřat se tumory vyvíjely analogicky jako u ne- 
vakcinovaných. U ostatních vakcinovaných kuřat byl pozorován opoždě­
ný nástup buněčného pleomorfismu a menší růstová aktivita.

U kuřat do věku 78 dní s klinickými nervovými příznaky a bez 
makroskopických tumorů jsme v mozku nacházeli rozvláknění stěny ka­
pilár a výraznější kribrózu v jejich okolí. Lymfoidní buňky v malém 
množství byly přítomné jen v ojedinělých případech, pravidelně situova­
né v médii, zřídka v adventicii. Glie bývala intaktní. Nervy disponovaly 
málo početnými lymfoidními buňkami uloženými v okolí endoneurálních 
kapilár, v jejich blízkosti a mezi neurity. Pravidelné byly disproporce 
ve změnách mezi vnitřními orgány a nervovým systémem. Rozvinutým 
tumorům ve vnitřních orgánech odpovídaly nepatrné změny nebo ne­
gativní nálezy v mozku a ischiadickém nervu.

Sérologické vyšetření metodou AGP prokázalo přítomnost 
specifických protilátek 107. den života u 83 % vyšetřených, ve 137. dnu 
u všech vyšetřených zvířat.

Virologické vyšetření mělo především za cíl reizolovat HVT 
z vakcinovaných zvířat. Tento záměr se nezdařil v žádném z indivi-
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duálních či směsných vzorků odebraných u kuřat z pokusné skupiny 
107. a 137. den.

Z týchž vakcinovaných kuřat, stejně jako z kuřat kontrolních bez 
ohledu na manifestaci MD, bylo možné ve většině případů detekovat na 
TK CKC plaky převážně malého, z části i (137. den) středního typu, cha­
rakteristické pro MDHV (Biggs a Milne, 1972). Tento nález svědčí 
o rozšíření původce MD v obou skupinách.

DISKUSE

Celosvětové rozšíření a vzrůstající obliba bezbuněčných vakcín 
s volným HVT je podmíněna především méně náročnou manipulací ve 
srovnání s formou buněčnou, která vyžaduje skladování v hluboce zmra­
ženém stavu. Jak buněčně vázaný, tak volný HVT je však při pokojové 
teplotě velmi rychle inaktivován, a tedy oba typy vakcín vyžadují bez­
prostředně před aplikací i během výroby velmi šetrnou manipulaci. Tak 
např. Kaleta a Siegmann (1972) upozornili, že 75 % jimi vy­
šetřovaných bezbuněčných vakcín s volným HVT zdaleka neobsahuje vý­
robcem deklarovaný počet PFU v dávce. Existovala-li již dříve určitá 
empiricky zdůvodněná nedůvěra к tomuto typu vakcín, pak byla posílena 
nálezy o specifickém inaktivačním účinku mateřských HVT-protilátek na 
volný HVT u vakcinovaných kuřat (С a 1 n e к a S m i t h, 1972, Eidson 
aj., 1973).

Námi získané údaje svědčí o abnormálně nízkém, pouze 50% ochran­
ném účinku vakcinace, který nesnese srovnání s výsledky vakcinačních 
pokusů jak s bezbuněčnou vakcínou (Eidson aj., 1971), tak s tuzem­
skou buněčnou očkovací látkou (Salaj aj., 1972), jejichž účinnost oby­
čejně převyšuje 90 %. Neúspěch v reizolaci HVT z vakcinovaných kuřat 
je sice zajímavý, ale vzhledem к malému počtu vyšetřených zvířat i období 
odběru vzorků až v závěru pokusu neprůkazný a liší se i od všech ostat­
ních zjištěných hodnot. Vyloučíme-li možnost závady přímo v očkovací 
látce, jejíž účinnost výrobce garantuje, je nutné si všimnout blíže ostat­
ních výsledků. Jak v pokusné, tak kontrolní skupině byly ztráty na 
akutní formu MD s viscerálním nálezem minimální, víme-li, že často do­
sahují až 40 % i více JH u g h e s, 1907). Naopak výskyt oční formy, kte­
rá je jedním ze symptomů klasické MD, je neobyčejně vysoký ve srovnání 
s literárními údaji (Vogel aj., 1970). Relativně opožděný je i výskyt 
MD s maximem nálezu až v poslední třetině pokusu. Jak z vakcinova­
ných, tak nevakciovaných zvířat bez ohledu na klinickou manifestaci MD 
se podařilo izolovat MDHV vyvolávající v TK tvorbu plaků dvou typů. 
Střední plaky, které byly v menšině, jsou považovány za typické pro vi­
rulentní kmeny MDHV akutní formy, výjimečně je tvoří i kmeny kla­
sické formy MD. Převážně při izolaci zjištěné malé plaky charakterizují 
apatogenní kmeny MDHV, ojediněle pak opět MDHV klasické formy 
(Biggs a Milne, 1972). Je zřejmé, že se zvířata setkala pravděpo­
dobně se směsí kmenů MDHV různé virulence, které vyvolaly více či 
méně se překrývající obraz akutní i výrazně převažující klasické formy 
MD a do určité míry mohly působit i imunizačně (C h о а К e n z y, 1973). 
Opomenout však nelze ani možnost vyšší geneticky podmíněné odolnosti
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к MD, protože rezistentní drůbež reaguje i na kontakt s „akutním“ kme­
nem MDHV především nervovými příznaky (Payne, 1972). Poznatky 
získané histologickým vyšetřením orgánů, v kterých lze nejčastěji diag­
nostikovat pro MD patognostické změny, ukazují, že к infekci MDHV 
dochází nejčastěji aerogenní cestou či prostřednictvím zažívacího traktu. 
Výskyt mikroskopických a později makroskopických změn v parenchyma- 
tózních orgánech a časná, již od 14. dne zjistitelná lymfocytární pro­
liferace v plecích a žlaznatém žaludku je ve shodě s dynamikou výskytu 
virových antigenů v orgánech MDHV infikovaných kuřat (Adldinger 
а С a 1 n e k, 1973). Zjištěné disproporce mezi viscerálními a neutrálními 
změnami lze interpretovat rovněž z hlediska nálezu nejméně dvou kmenů 
MDHV s odlišnou virulencí ve vyšetřované populaci. Stejně jako mecha­
nismus účinku vakcíny, není lépe objasněn ani vznik lymfómů či spon­
tánní regrese změn zjištěná u části vakcinovaných kuřat histologicky. 
Výrazně nižší výskyt chronické kokcidiózy ve vakcinované skupině lze 
považovat za nepřímý vliv vakcinace. MD totiž potlačuje imunitní obranu 
organismu (Kenzy aj., 1970).

Purchase aj. (1972) rovněž pozorovali snížený, jen 50-60% 
účinek jinak zcela spolehlivé vakcíny proti MD, když výskyt MD v kon­
trolní skupině byl nižší než 8 %. Domníváme se, že zcela objektivní 
podmínky pro ověření vakcíny poskytuje jen prostředí kontaminované 
vysoce virulentním kmenem MDHV akutní formy. Na základě získaných 
výsledků lze uvažovat i o nižším ochranném účinku vakcíny proti kla­
sické formě MD, či smíšené formě onemocnění s převahou nervových, 
tedy i očních symptomů. Vyžaduje tedy dostatečně efektivní vakcinace 
proti MD vedle pečlivého prověření kvality očkovací látky i podrobnou 
znalost nákazové situace a dalších faktorů, které mohou výsledek této 
preventivní akce ovlivnit.
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Защитная эффективность лиофилизованной вакцины против болезни Марека («Keramvac» 
— Pfizer), приготовляемой из бесклеточного вируса герпеса индюка (штамм FC 126), 
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ниям, свидетельствующим, между прочим, о повышенном появлении симптомов классической 
формы болезни Марека у изучаемой популяции.
вирус герпеса индюка; болезнь Марека; патоморфологические изменения; вирусологическое 
и серологическое исследование; глазная форма

KOŽUSNÍKOVÁ A., BENDA V., KALAFA S., PRIBÁN К., ZEZULÁK 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.
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50,86 % wirksam. Die Ursachen des verminderten Impfungseffektes werden diskutiert 
mit Rücksicht auf die pathomorphologischen und virologischen Befunde, welche, 
unter anderem, auf das erhöhte Vorkommen von Symptomen der klassischen Form 
der Marekschen Krankheit in der untersuchten Population hinweisen.,
Putenherpesvirus; Mareksche Krankheit; pathomorphologische Veränderungen; viro­
logische und serologische Untersuchungen; okuläre Form
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PRŮKAZ PROTILÁTEK PROTI VZTEKLINĚ METODOU
NEPŘÍMÉ IMUNOFLUORESCENCE

E. Jiran, M. Závora

Národní referenční laboratoř pro vzteklinu při Státním veterinárním ústavu, 
Vratislavice nad Nisou

JIRAN E., ZÁVORA M. Průkaz protilátek proti vzteklině metodou nepřímé 
imunofluorescence. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 363-371, 1975.
Je popsána metoda nepřímé imunofluorescence (test IFRA) pro průkaz postvak­
cinačních protilátek proti vzteklině. Ňa modelu křeččího imunního séra jsme 
sledovali reprodukovatelnost testu a na imunizovaných králících virem Flu- 
ry-LEP jsme sledovali kvantitativně dynamiku tvorby protilátek. Orientačně 
byl test použit i pro průkaz postvakcinačních protilátek proti vzteklině u psů. 
Propracovanou metodiku lze doporučit jako doplňující a orientační test pro 
hodnocení imunogenních vlastností vakcín proti vzteklině.
vzteklina; metoda nepřímé imunofluorescence (IFRA); průkaz postvakcinačních 
protilátek u vakcíny FLURY-LEP

Průkaz protilátek je u infekčních chorob součástí hodnocení účinku 
aktivní imunizace nebo proběhlé infekce a imunního stavu organismu 
vůbec. Zejména u virových chorob je používána řada metodik: sérolo- 
gické reakce jako reakce vazby komplementu, hemaglutinačně-inhibičního 
testu apod. Značný význam má neutralizační test.

Rovněž u vztekliny se používá к průkazu protilátek řada testů, avšak 
nejčastěji je ve specializovaných laboratořích používán test neutralizační. 
Základní modifikace neutralizačního testu u vztekliny používá bílých my­
šek a adaptovaného virulentního viru vztekliny. Tento test je používán 
v rozsáhlých studiích ve veterinární a humánní medicíně při testování 
různých druhů očkovacích látek pro aktivní imunizaci (např. Brown 
aj., 1967; Cabas so aj., 1965; Kalmar a T a d m о г, 1963; Sikes 
a Larghi, 1967 a mnoho dalších).

Neutralizační test je rovněž používán v imunologickém studiu při 
sledování antigenní odlišnosti nově izolovaných kmenů viru vztekliny 
(např. Sod ja aj., 1971). Neutralizační test za použití tkáňových kultur 
je popisován jak s kmeny viru vztekliny, které vytvářejí cytopatický efekt 
(např. Hronovský aj., 1966), tak i s virovými kmeny, které buněčné 
kultury morfologicky nemění.

V druhém případě se neutralizační efekt protilátek prokazuje imu- 
nofluorescencí; průkaz antigenu viru vztekliny v buňkách se zdaří již za 
70 hodin po infekci v kontrolních kulturách, zatímco v kulturách po 
aplikaci směsi virus-sérum se fluorescenční průkaz virového antigenu 
nezdaří (např. King aj., 1965).
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Další metoda pro průkaz protilátek proti vzteklině používá imuno- 
fluorescence (IFRA). Konjugovanými antiglobulínovými protilátkami se 
prokazují specifické antirabické protilátky po jejich vazbě na antigen. 
Tento test je popisován řadou autorů jako velmi citlivá reakce (např. 
Nairn, 1968). Úspěšné použití metody nepřímé imunofluorescence 
(IFRA) pro průkaz protilátek proti vzteklině popsali Thomas aj. 
(1963). Peck (1966), který teto orientační test dále propracoval, poklá­
dá jej za rychlý a ekonomicky výhodný pro průkaz antirabických proti­
látek u lidí. Selim o v aj. (1966) rovněž použili a popsali metodu nepří­
mé imunofluorescence pro titraci protilátek proti vzteklině. Moseley 
aj. (1968) prokazovali nepřímým imunofluorescenčním testem postvakci- 
nační protilátky u psů při sledování imunogenní aktivity viru Flury-LEP.

Z citovaných prací je zřejmé, že nepřímý imunofluorescenční test se 
v některých laboratořích používá jako rychlá a pracovně výhodná meto­
da pro průkaz specifických protilátek proti vzteklině. To byl důvod, proč 
i naše pracoviště přistoupilo к experimentálnímu ověření této metody.

MATERIÁL A METODY

VIRUS

Z virových kmenů vztekliny jsme používali pro imunofluorescenční 
testy záchyty viru vztekliny z terénních případů onemocnění lišek a psů. 
Virové kmeny byly označeny: L-l 38/71/14; L-2593/71; L-2618/7I; L-2668z71; 
L-2680/71; L-2ó84z71; L-2753/71; L-3O35/7L

Virové kmeny jsme pasážovali na bílých myškách po i . c. infekci 
mozkovou suspenzí virů; titry se pohybovaly v rozmezí 1O5 — 1O6 M 
LD50 na 0,03 ml (50 % letální dávky pro bílé myšky po i. c. infekci).

Při výběru kmenů jsme se zaměřili především na takové, které vytvá­
řely charakteristický obraz v imunofluorescenci, vyznačený zvláště ve­
likým množstvím velikých útvarů — plaků, agregátů virového antigenu 
v CNS myšek („Babes-Negri body-like“ útvary). Virový materiál jsme 
uchovávali zmražený při —20 °C, resp. —35 °C.

Pro imunizační pokusy jsme použili virus Flury-LEP, pasážovaný na 
kuřecích embryích, uchovávaných v lyofilizovaném stavu při 4 °C (ko­
merční vakcína proti vzteklině pro psy Flury-LEP z Biovety, Ivanovice 
n. H.).

SÉRA

Séra do testu jsme získali po imunizaci pokusných zvířat — zlatých 
křečků, králíků a psů. Zlatým křečkům jsme intraperitoneálně apliko­
vali opakovaně modifikovaný virus Flury-LEP a dále virulentní virus; 
králíky jsme imunizovali jednorázově dávkou 1,0 ml viru Flury-LEP i . m.

Séra psů pocházela z pokusu kontroly imunizačních vlastností vakcí- 
ny z kmene Flury-LEP v rámci vývojových studií pracoviště Biovety, 
Ivanovice n. H. Dvojice sér odebrané v intervalu 30 dnů (popř. třetí odběr 
za 100 dnů) byly po vyhodnocení na obsah neutralizačních protilátek 
lyofilizovány a dále uchovány při 4 °C do vyhodnocení v testu IFRA.
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Krev jsme králíkům odebírali z v. saphena nebo srdeční punkcí. Ne­
chali jsme ji srazit a získaná séra jsme po centrifugaci 15 min. (2000 
obr. za minutu) inaktivovali po dobu 30 minut při teplotě 56 °C.

Nativní séra jsme uchovávali zmražená při —20 °C.

METODA NEPŘÍMÉ IMUNOFLUORESCENCE (IFRA)

Pro důkaz protilátek proti vzteklině jsme propracovali metodický po­
stup IFRA pomocí křečcích a králičích sér za použití značených protilá­
tek (fluoresceinisothiocyanát-FITC) proti příslušným druhovým globulí- 
nům (protikřeččí-SwaHa a protikráličí-SwarR: obchodní preparáty ÜSOL- 
-Praha).

Pro detekci protilátek proti vzteklině u psů jsme používali značené 
králičí protilátky proti psím globulínům, připravené v Biovetě Ivanovice 
n. H. (dr. Semotán).

Pro snížení nespecifických reakcí jsme séra vysycovali orgánovými 
prášky (jaterní po acetonové extrakci) a jako ředidlo do testu jsme pou­
žívali 20% suspenzi normálních myších mozků. Jako vzteklinový antigen 
nám sloužily otiskové preparáty mozků bílých myší, infikovaných vhod­
nými virovými kmeny. Preparáty zhotovené na podložních sklíčkách i? n' e 
fixovali plamenem.

Vlastní postup testu IFRA: Na fixované preparáty viru 
vztekliny jsme nanášeli postupná dvojnásobná ředění testovaných sér. 
Na každé ředění jsme používali dvě sklíčka se dvěma preparáty ( 4 pozo­
rování). Následovala inkubace 30 minut při 30 °C ve vlhké komůrce, 
důkladné oplachování 2 X 10 minut ve fosfátovém pufru. Po opláchnutí 
se navrstvil příslušný konjugát proti použitým protilátkám. Po další inku­
baci 30 minut při 30 °C ve vlhké komůrce se znovu oplachovalo 2 X 10 
minut ve fosfátovém pufru a po konečném opláchnutí v destilované vodě 
a osušení na vduchu při pokojové teplotě se preparáty montovaly pufro- 
vým glycerínem pod krycí sklíčka.

Preparáty jsme prohlíželi fluorescenčním mikroskopem sovětské vý­
roby ML-2 s rtuťovou výbojkou DRŠ-250 imerzním objektivem. Proti­
látky v testu IFRA jsme hodnotili podle obrazu specifické fluorescence 
a její intenzity a jako titr testovaného vzorku séra jsme označovali to ře­
dění, ve kterém došlo nejméně u dvou či více preparátů (více než 50 %) 
к pozitivní reakci. Ke každému testu IFRA jsme zastavovali příslušné 
kontroly — negativní preparáty, preparáty pozitivní pouze s konjugátem, 
pozitivní kontrolní preparáty se známým antisérem a kontrolní pozitivní 
preparáty v přímém testu FRA.

NEUTRALIZAČNÍ TEST (M NT)

Pro M NT jsme používali bílých myšek, testované sérum jsme titro- 
vali v řadě dvojnásobných ředění, virulentní virus vztekliny pro neutra­
lizaci obsahoval 200 MLD50 viru. Myškám jsme aplikovali směsi virus-sé- 
rum po 0,03 ml i. c. (po 4 —5 myškách na jedno ředění) a ke každému 
testu jsme zastavovali kontrolní titraci pracovní dávky viru. Myšky jsme 
sledovali po dobu 14 dnů a titr séra jsme hodnotili na ND50 podle Reeda 
a Muencha.
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POKUSNÁ ZVÍŘATA

Používali jsme bílé myšky Swiss-albíno z vlastního chovu a zlaté 
křečky rovněž z vlastního chovu. Dále jsme použili morčata (vícebarevná) 
a králíky (činčila velká) z chovu VELAZ — Praha. Imunizační pokusy 
na psech byly prováděny v rámci vývojových prací Biovety, Ivanovice 
n. H. a do testů jsme získali již lyofilizované vzorky sér se známými hod­
notami neutralizačních protilátek.

VÝSLEDKY

I. HODNOCENÍ PROTILÁTEK PROTI VZTEKLINĚ METODOU NEPŘÍMÉ
IMUNOFLUORESCENCE (IFRA)

Ověření metody nepřímé imunofluorescence u vztekliny a zastavení 
testu pro kvantitativní průkaz protilátek jsme provedli pomocí imunního 
křeččího séra, označeného 1/71. V základních pokusech jsme byli nuceni 
řešit problematiku snížení nespecifické fluorescence, která nám zakrý­
vala zpočátku sledované specifické reakce v testu. Především šlo o sledo­
vání vlivu inaktivace sér a vysycování sér na úbytek nespecifické fluo­
rescence v preparátech. Ani dodatečné vysycování antisér orgánovými 
prášky ani inaktivace sér podstatně neovlivňuje kvantitativně nebo kva­
litativně přítomnost nespecifických vazebných míst v preparátech.

Hlavní obrat pro možnost použití IFRA pro hodnocení protilátek 
proti vzteklině nastal změnou používaných kmenů viru vztekliny v pre­
parátech z myších mozků. Jakmile jsme virové kmeny s obrazem drobných 
fluoreskujících agregátů viru v mozkové tkáni nahradili za takové, které 
vytvářely převážně obraz s fluorescencí značně velikých agregátů, dala se 
specifická a nespecifická fluorescence bezpečně od sebe odlišit. V této otáz­
ce vidíme proto základní předpoklad pro úspěšné použití testu IFRA v hod 
nocení antirabických protilátek. Na modelu křeččího antiséra jsme v opa­
kovaných testech určili rozptyl hodnot stejného séra a reprodukovatel- 
nost testu. Možnost kvantitativního hodnocení antiséra je do určité míry 
vázaná na zapracované laboratorní pracovníky a je ovlivněna subjektiv-
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ním hodnocením brilance fluoresecence, ale v zásadě je možná a spo­
lehlivost v odečtu kolísá v rozmezí přibližně jednoho až dvou ředění 
(obr. 1).

Jak je vidět z obr. 1, mají titry séra v testu IFRA poněkud vyšší 
hodnoty proti NDso, získanému s virulentním virem na bílých myškách 
a 200 LDso viru. Průměrná hodnota séra v testu IFRA je 1: 691. Pro 
přesné a statistické výpočty nepokládáme výsledky testu za dostačující 
a máme za to, že ani vlastní test není v této modifikaci vhodný к podrob­
nějším statistickým výpočtům.

Hodnocení titrů antirabických protilátek by bylo možné i výpočtem 
podle Reeda-Muencha, ale se zřetelem na časté dubiózní výsledky (zejmé­
na ve vyšších a hraničních hodnotách séra) a dále vlastním využitím testu 
v laboratorní práci jsme volili způsob určení titrů séra v tom ředění, kdy 
více než polovina preparátů byla pozitivní (50 — 100 %).

II. PRŮKAZ POSTVAKCINACNÍCH PROTILÁTEK PROTI VZTEKLINĚ
METODOU IFRA

Imunogenní aktivita vakcín proti vzteklině se hodnotí protekčním 
testem a průkazem specifických protilátek. Běžně se používá hodnocení 
neutralizačních protilátek. V našich pokusech jsme sledovali možnost prů­
kazu postvakcinačních protilátek u pokusných zvířat v testu IFRA. К to­
muto účelu jsme volili obchodní vakcínu proti vzteklině Flury-LEP, kte­
rou jsme aplikovali i. m. po 1 ml dvěma skupinám po 10 králících. 
V pravidelných intervalech jsme odebírali králíkům krev a vzorky odebra­
né z jednoho králíka jsme najednou testovali v IFRA.

Vzhledem к tomu, že do šesti týdnů došlo к několika nespecifickým 
úhynům, přišla do vlastního hodnocení vždy sada vzorků ze 17 králíků. 
Výsledky testů IFRA jsou znázorněny v obr. 2.

Na obr. 2 jsou uvedeny průměrné hodnoty protilátek proti vzteklině 
z testu IFRA z jednotlivých odběrů krve králíků za různou dobu po apli-

•-------• MIN. A MAX. HODNOTY
o—o PRŮMĚRNÉ HODNOTY

po imunizaci vakcínou 
FLURY-LEP, hodnoce­
ných v testu IFRA
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kaci vakcíny. Dále jsou uvedeny vždy nejvyšší a nejnižší zjištěné hodno­
ty z jednotlivých odběrů (rozptyl hodnot).

Ze znázorněných výsledků lze shrnout, že po imunizaci králíků 
obchodní vakcínou proti vzteklině Flury-LEP lze v testu IFRA sledovat 
dynamiku tvorby protilátek. Nejvyšší průměrý titr jsme získali za 28 dní 
po aplikaci vakcíny (ojediněle byly získány vysoké titry již za 7, resp. 
14 dnů). Již za 21 den lze prokázat signifikantní vzestup protilátek u vět­
šiny imunizovaných zvířat.

V orientačním pokuse jsme hodnotili vzorky sér několika psů z odbě­
rů krve před vakcinací a za 30, u jednoho psa i za 100 dnů po imunizaci 
vakcínou proti vzteklině Flury-LEP. Séra byla vyšetřena v M NT a po 
době skladování více než jeden rok (séra byla uchována v lyofilizova- 
ném stavu v chladničce při + 4 °C) jsme séra vyhodnotili v testu IFRA. 
Srovnávací hodnocení protilátek v M NT a v testu IFRA je znázorněno 
v obr. 3.

П MNT

ПЛ IFRA

3. Hodnocení protilátek proti vzteklině v M NT a v testu IFRA po imunizaci psů 
vakcínou FLURY-LEP

• Jak je z obr. 3 vidět, lze u většiny vzorků sér psů zjistit určitou 
shodu v průkazu protilátek proti vzteklině mezi hodnotami v M NT 
a v testu IFRA. Avšak • kvantitativní reakce mezi hodnotami z obou 
testů není zcela jednoznačiíá. Tuto stránku tohoto orientač­
ního testu nemůžeme přesně hodnotit již vzhledem к časovému odstupu 
mezi provedením M NT a IFRA, i vzhledem к možné kvalitativní změně 
sér (lyofilizace, dlouhodobé uchovávání).



DISKUSE

К experimentální práci na propracování metody nepřímé imunofluo- 
rescence nás vedla zejména rychlost, malá pracnost a ekonomická vý­
hodnost tohoto testu pro stanovení přítomnosti specifických protilátek 
proti viru vztekliny ve srovnání s dnes užívaným neutralizačním testem. 
Využívá se specifické vazby protilátek s antigenem viru vztekliny na 
preparátech s mozkem infikovaných myší a indikátorové vazby konju- 
govaných globulínů proti použitým protilátkám (tzv. „sandwich-test“, 
test IFRA).

Příprava a odčítání výsledků IFRA probíhá během několika hodin, 
zatímco např. M NT na vzteklinu se sleduje dva i více týdnů. Rovněž 
ekonomická stránka je značně výhodná: mimo poměrně velké investice na 
zakoupení fluorescenčního mikroskopu jsou vlastní provozní náklady 
u testu velmi malé. Při pokusech na zastavení testu nepřímé fluorescence 
rabického antigenu (IFRA) jsme použili křeččí imunní sérum, které jsme 
v řadě opakovaných titrací hodnotili i kvantitativně. Nejúspěšnější meto­
da testu IFRA je popsána v úseku „materiál a metody“. Reprodukovatel- 
nost a rozptyl testu je znázorněn graficky (obr. 1).

V titracích testovaných protilátek proti vzteklině je možné pozorovat 
zejména postupné slábnutí brilance specifické fluorescence se stoupa­
jícím ředěním protilátek.

Určení titru protilátek by bylo v zásadě možné i výpočtem podle 
Reeda a Muencha, obdobně jako v M NT na ND50 (50% neutralizační 
dávka - v testu IFRA např. na IFRA50), avšak vzhledem ke zjištěnému 
rozptylu a vlastnímu použití testu pouze jako doplňující metody pro urče­
ní přítomnosti protilátek jsme od tohoto způsobu hodnocení upustili a má­
me za to, že vyhovuje vyhodnocení hodnot séra na titr určený ředěním 
s pozitivními výsledky od 50 % do 100 %. Dále se domníváme (souhlasně 
s autory Thomasem aj., 1963; Peckem, 1968), že pro průkaz pro­
tilátek proti vzteklině tímto testem je dostačující forma tzv. „screening- 
-testu“ tzn. určení přítomnosti pouze kvalitativně a jen orientačně např. 
ve dvou ředěních.

Z dalších faktorů, které limitují široké použití testu IFRA pro prů­
kaz hladiny antirabických protilátek, je častá těžko odstranitelná a roz­
lišitelná nespecifická fluorescence. Máme za to, že zde je nejdůležitější 
otázka výběru vhodného testovacího kmene viru vztekliny. Vhodné pro 
použití v testu IFRA jsou zejména takové kmeny, které vytvářejí při 
imunofluorescenčním vyšetření obraz s převahou velikých agregátů viru 
(tzv. útvary „Babes-Negri body like“).

Z hlediska průkazu specifických postvakcinačních protilátek jsme 
ověřili tuto možnost s vakcínou z kmene Flury-LEP na králících (obr. 2), 
kdy jsme sledovali rovněž kvantitativně dynamiku protilátek v testu 
IFRA. Dále jsme hodnotili orientačně postvakcinační protilátky u psů 
(obr. 3), kdy ve srovnání s M NT lze pozorovat ve většině případů shodný 
trend protilátek. Tento test však hodnotíme pouze jako orientační sle­
dování a bude nutné ověřit soulad a vztah mezi výsledky protekčních 
vlastností vakcín a jejich imunogenním účinkem, hodnoceným v M NT, 
popř. NT za použití tkáňových kultur a hodnoceným testem IFRA.
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Государственном институте ветеринарии Вратиславице-над-Нисой, Чехословакия). Доказа­
тельство антител против бешенства методом косвенной иммунофлуоресценции. Vet. Med. 
(Praha) 20 (6) : 363-371, 1975. '
Описан метод косвенной иммунофлуоресценции (тест ИФРА) для доказательства после- 
вакцинационных антител против бешенства. На моделе иммунной сыворотки хомяка мы 
изучали воспроизводимость теста и на иммунизированных вирусом Флюри-ЛЕП кроликах 
мы наблюдали в количественном отношении за динамикой образования антител. Ориенти­
ровочно этот тест был применен и для доказательства послевакцинационных антител против 
бешенства у собак. Разработанную методику можно рекомендовать в качестве дополнитель­
ного и ориентировочного теста для оценки иммуногенных свойств вакцин против бешенства
бешенство; метод косвенной иммунофлуоресценции (ИФРА); доказательство послевакци­
национных антител у вакцины ФЛЮРИ-ЛЕП
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Institute, Vratislavice nad Nisou, Czechoslovakia). Demonstration of Antibodies 
against Rabies1 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
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20 (6) : 363-371, 1975.
Es wird die indirekte Immunofluoreszenzmethode (IFRA-Test) zum Nachweis von 
Postvakzinations-Antikörpern 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 Antikörperbildung. Zu Orientierungszwecken wurde der Test auch als Nachweis 
von Postvakzinations-Antikörpern gegen die Tollwut bei Hunden benutzt. Die ausge­
arbeitete Methodik kann als Ergänzungs- und Orientationstest zur Bewertung der 
immunogenen Eigenschaften von Antitollwut-Vakzinen benutzt werden.
Tollwut; indirekte Immunofluoreszenz- (IFRA-) Methode; Nachweis von Postvakzi­
nations-Antikörpern bei der Flury-LEP-Vakzine

Adresa autorů:
MVDr. E. J i r a n, CSc., Okresní veterinární zařízení, 400 00 Ústí n. Labem
MVDr. M. Závora, Okresní veterinární zařízeni, 460 00 Liberec

VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1975 371



Výběr z nových přírůstků

Ústřední zemědělské a lesnické knihovny ÜVTI 

z úseku veterinární medicína

Uvedené publikace je možno si zapůjčit osobně nebo písemně v ÚZLK, 
výpůjční oddělení, 120 56 Praha 2, Slezská 7. Výpůjční doba: pondělí 
až pátek od 9 do 18 hodin. U každé žádané publikace uveďte signaturu.

BAUMGARTNER, H. D 60.119 19 
Eutergesundheitsdienst. Liebefeld-Bern, Eidgenössische Forschungsan­
stalt für Milchwirtschaft (1973). S. 3-12. Separatdruck aus „Schriften der 
Schweizerischen Vereinigung für Tierzucht“ Nr. 39. (Dojnice — vemeno 
— nemoci — výzkum — Švýcarsko)

D 53.071/3
Bolesti po govedata. III. tom. Bolesti po polovite organi i na mlečnata 
žleza. Sofija, Zemizdat 1973. 366 s. obr. (Skot — pohlavní ústrojí — ne­
moci j Dojnice — mléčná žláza —■ nemoci — příručka)

AUCHARLES, B. C. G. D 38.168/1973/110
Contribution á 1’étude de la parésie spastique des bovins. Thěse prés. de­
vant 1’Université Paul-Sabatier. Toulouse, Ecole nationale vétérinaire 
1973. 93 s. 7 obr. (Skot — nemoci — obrna — spastická — výzkum — 
Francie •— disertační práce)

D 63.871 
Choroby šwiň. Praca zbiorowa pod redakcja prof. dr. Henryka Janow- 
skiego. Warszawa, PWRiL 1974. 875 s. (Prase — nemoci — příručka)

LENDFERS, L. H. H. M. D 63.456
Gavoeligheid van het Nederlandse slachtvarken voor transportionvloeden. 
Wageningen, Centrum voor landbouwpublikaties en landbouwdocumen- 
tatie 1974. 109 s. 13 obr. 31 tab. (Stress — prase jatečně — doprava — 
výzkum — Holandsko)

HEINIG, A. D 37.699/12/2
Die Allergie beim Rind. (Souhrn rus., angl.) Berlin, Inst. f. landw. In­
formation und Dokumentation 1974. 60 s. Fortschrittsberichte f. d. Land­
wirtschaft und Nahrungsgüterwirtschaft Bd. 12, Hf. 2. 1974. (Alergie — 
skot — studijní zpráva — NDR)

ORLOV, F. M. D 63.583
Maloizvestnyje zaraznyje bolezni životných. Moskva. Kolos 1973. 310 s. 
(Nemoci nakažlivé — hospodářská zvířata — diagnostika a léčení — pří­
ručka)

D 63.518
Infekcionnyje bolezni životných i voprosy prirodnoj očagovosti. Frunze, 
Ilim 1974. 113 s. tab. (Hospodářská zvířata — nemoci nakažlivé — sborník 
— Kirg. SSR)



VLIV BÍLKOVINNÉ POTRAVY NA MNOŽENÍ PRVOKA 
NOSEMA APIS Z.

M. Peroutka

Výzkumný ústav včelafský v Dole, Libelce nad Vltavou

PEROUTKA M. Vliv bílkovinné potravy na množení prvoka Nosema apis Z. 
Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 373-384, 1975. '
Počítáním spor prvoka Nosema apis Z. v Búrkerově komůrce jsem zjistil u 1495 
zaklíckovaných včel, krmených různými zdroji bílkovin a utracených týden po 
invazi, ze 26 vzorků různých krmiv statisticky významné rozdíly v ovlivnění 
vývoje prvoka jen u jívového pylu. Rozdíly mezi dalšími krmivý se statisticky 
průkazněji lišily u včel utracených až za 14 dní od invaze. U 1260 včel vyšetře­
ných za 14 dní po invazi podporovalo ve srovnání s glycidovou potravou rozvoj 
parazita krmivo se 6 %, 9% a 12% čerstvého řepkového pylu, 3% a 6% čerst­
vého i sušeného jívového pylu, 6 % sušené a mražené směsi pylu, pyl uložený 
v plástech, 7,5 %, 10,0 % a 12,5 % kvasnicové těsto, Arnika a 3% bakopepton. 
Ani za 14 dní od invaze nebyly zjištěny statisticky významné rozdíly v ovlivnění 
schizogonie prvoka Nosema apis Z. u včel krmených samotným glycidovým 
krmivém, těstem se 3 % i 6 % kaseinového hydrolyzátu, 3 % i 6 % kaseinu podle 
Hammarstena, 3 % sušených celých vajec, 3 % čerstvého řepkového pylu a 3 % 
i 6 % směsi čerstvého pylu. V práci se diskutuje o možnosti nepřímého působení 
pylu na schizogonii prostřednictvím sekretu faryngeálních žláz.
pyl; pylové náhražky; nosematóza včel

V současné době je nosematóza nejrozšířenější parazitární onemocně­
ní dospělých včel. Svoboda (1970) udává, že je v ČSSR zamořeno prvo- 
kem Nosema apis Z. 50 % včelstev a ve vrcholném období sezónního vý­
skytu nosematózy lze jen stěží najít včelstva bez spor tohoto parazita.

Doposud nejúčinnějším léčivem, fumagillinem, nemůžeme jen medi- 
kamentózní cestou vyloučil onemocnění; proto je nutné hledat zákonitosti 
rozvoje parazita, jejichž poznáním a využitím bychom trvale omezili jeho 
vývoj.

Přísně intracelulární způsob života prvoka Nosema apis Z. velmi ztě­
žuje studium jeho bionomie. Proto se většinou jeho požadavky a meta­
bolismus odvozují od metabolismu ostatních protozoí a jen empiricky se 
hledají prostředky, které by mohly omezit vývojový cyklus parazita a ne­
byly by toxické pro hostitele.

Při studiu bionomie parazita má důležitou úlohu studium příčin se­
zónního výskytu onemocnění. Vliv teploty na schizogonii hmyzomorky 
včelí byl objasněn již před více než třiceti lety (Lotmar, 1943). Ostat­
ním příčinám, především působení pylu, byla doposud věnována jen malá 
pozornost, i když je znám přes dvě desetiletí jeho stimulující účinek na
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schizogonii parazita (Beutler aj., 1949). Doposud nikdo nesledoval vliv 
jednodruhových čerstvých i uskladněných pylů a pylových náhražek na 
vývojový cyklus prvoka Nosema apis Z.

Proto cílem této práce bylo zjistit, do jaké výše ovlivňují stupeň no- 
sematózy včelami sebrané jednodruhové pyly a pylové náhražky. Zají­
malo nás, zda se se zvyšující koncentrací pylu v krmivu podporuje i mno­
žení parazita. Předpokládali jsme, že pyly z jednotlivých druhů rostlin bu­
dou i rozdílně působit na schizogonii prvoka Nosema apis Z., čímž by se 
nechala uspokojivě vysvětlit otázka vzestupu nosematózy na jaře a na­
opak minimální výskyt v podletí, vzdor velkému konzumu pylu v tomto 
období.

material a metody

Ke všem pokusům jsem používal včely kraňského plemene z Vý­
zkumného ústavu včelařského v Dole. Ze včelstev jsem odebíral plásty 
bez včel a pylových zásob, jen se zavíčkovaným plodem. Plásty byly ulo­
ženy do termostatu a vyběhlé včely, které neměly přístup к pylu, byly 
odebírány к pokusům ve stáří O až 24 hodiny.

Včely byly chovány v dezinfikovaných klíckách o rozměrech 8 X 
X 13 X 14 cm. Do jedné klícky bylo vždy umístěno 100 včel bez matky 
a plodu. Včely byly od počátku až do konce pokusu krmeny ad libitum 
stejným krmivém předkládaným v krmítku z hliníkové fólie. Po celou 
dobu pokusu měly včely к dispozici vodu ve skleněných krmítkách.

S každou pokusnou skupinou včel jsem zároveň zakládal i kontro­
lu, u níž jsem sledoval hynutí včel na zkoušeném krmivu, jejich utracením 
a vyšetřením zároveň s pokusnými včelami jsem u nich zjišťoval pří­
tomnost spor parazita, abych tak mohl vyloučit nežádoucí invazi včel 
sporami nosemy ještě na plástu v termostatu.

Včely jsem choval v termostatu při teplotě 30 °C. Abych vyloučil 
věkovou rezistenci mladých včel, ponechal jsem je čtyři dny v klíckách 
a teprve pátý den jsem krmivo odstranil a 100 včelám jsem hromadně po­
dal 3 X 106 spor prvoka Nosema apis Z. v 5 ml 50% cukrového roztoku. 
Tuto jednorázovou invazní dávku jsem podal rovněž v krmítku z hliníko­
vé fólie. Do 16 hodin byl včelami cukrový roztok se sporami spotřebo­
ván. V některých případech zůstaly na stěnách krmítka krystalky cukru, 
proto jsem po této době pro dokonalé přijetí všech spor parazita každé kr- 
mítko propláchl 2,5 ml vody. Toto množství bylo do osmi hodin včelami 
spotřebováno, takže jsem za 24 hodiny od počátku invaze odstranil z klícky 
prázdné krmítko z alobalu a nahradil je krmítkem s původním krmivém. 
Stejným způsobem jsem postupoval u kontrol, u kterých jsem používal 
jen samotný cukrový roztok. Při invazi jsem postupoval podle metody 
popsané F u r g a 1 o u a Maunderemv roce 1961 jen s tím rozdí­
lem, že jsem používal 50% cukrový sirup místo 33% a celkové množství 
spor jsem podal v 5 ml cukrového sirupu s dodatečným propláchnutím 
2,5 ml vody, což se mi při ověřování osvědčilo lépe, než celková dávka 
10 ml 33% cukrového roztoku používaná autory.

Spory nosemy použité v invazi byly hromadně získány pro všechny 
pokusy rozetřením žaludků uměle invadovaných včel utracených 10 dní

374 VETERINÁRNÍ MEDICÍNA - 1975



po invazi v době, kdy žaludek obsahuje nejvíce spor parazita (Lotmar, 
1939) • Získaná suspenze byla přefiltrována přes gázu, centrifugována, su­
pernatant byl odstraněn, sediment byl zředěn vodou a uložen v chlad­
ničce při +4 °C, kde si spory prvoka Nosema apis Z. udrží životaschop­
nost nejméně sedm let (Moffett, Wilson, 1971).

Za sedm dní po invazi, kdy je dokončen vývojový cyklus parazita 
(Gray aj., 1969), jsem utratil první polovinu včel a za dalších sedm dní 
zbytek. Déle jsem včely v klíckách neponechával proto, že v nich po 20. 
dni od začátku pokusu již začínaly kálet.

Po utracení jsem včelám odstranil zadečky, které jsem zpracovával 
bud okamžitě, nebo — a to většinou — jsem je pro pozdější zpracování 
ukládal do chladničky.

Na každý jednotlivý zadeček včely jsem přidal 0,5 ml destilované 
vody a drtil ho skleněnou tyčkou v kalibrované zkumavce. Po dokona­
lém rozdrcení zadečku jsem vybral na stěriu zkumavky ze vzniklé sus­
penze chitin, opláchl ho destilovanou vodou a ze zkumavky odstranil. 
Vzniklou suspenzi jsem doplnil do 1 ml. U včel utracených dva týdny 
po invazi jsem pro velké množství spor a zbytky výkalů suspenzi doplnil 
do 2 ml. Vypreparování jen samotného trávicího traktu včely se mi po­
dobně jako Beutler ové aj. (1949) pro značné porušení stěny žaludku 
vždy nedařilo, a proto jsem od něho upustil. Množství spor u každé včely 
jsem počítal v Bůrkerově komůrce. Spory jsem počítal nativní, neobarvené.

Sledovaná bílkovinná krmivá jsem včelám předkládal v těstě, až na 
pyl uložený v buňkách, který jsem do klícky vložil ve formě plástového 
výřezu.

Pyly jsem vždy používal včelami rouskované. Pylové roušky jsem 
drtil v třecí misce nebo jsem je rozbil v mixeru a teprve takto připrave­
ný pyl jsem zapracoval do medocukrového těsta, které jsem hromadně 
připravil pro všechny pokusy z medu 30 minut povařeného. Do těsta 
jsem přidával 3 % a ó % pylu. U řepkového pylu jsem zkoušel 9% a 12% 
koncentraci pylu v krmivu.

Pyl к pokusům jsem používal okamžitě po získání nebo jsem ho před 
použitím uchovával v mrazicím pultu při teplotě — 30 °C. Část rousko- 
vaného řepkového pylu jsem usušil při pokojové teplotě a uložil ho 
na rok do chladničky. Smíšený pyl byl sušen dva týdny při pokojové 
teplotě. Jívový pyl byl pak sušen týden v termostatu při 30 °C. Před usu­
šením a po něm byl pyl zvážen a byla zjištěna ztráta vody, o kterou pak 
byla snížena navážka pylu к pokusům. Pyl čerstvě uložený v plástu jsem 
zároveň odebral s rouskovaným pylem od stejných včelstev. Lze tedy 
předpokládat, že se jednalo o pyl velmi si podobný.

Náhražková bílkovinná krmivá jsem také používal v 3% a 6% kon­
centraci v medocukrovém těstě. Další pylové náhražky, které měly kon­
zistenci těsta, jsem již neupravoval. Ve většině případů jsem pokusy 
s jednotlivými krmivý dvakrát opakoval.

V pokusech jsem použil i nově vyráběné krmivo Slovenských škro- 
báren v Trnavě „Arnika“. Krmivo je určeno к jarnímu podněcování 
včelstev a skládá se z 80 až 85 % cukerného pudru, 5 až 10 % paste­
rizovaného medu, 2 až 5 % odtučněného sušeného mléka, 2 až 5 % pe­
kárenského droždí a 5 až 10 % částečně ezymaticky naštěpeného corn-
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I. Množství spor prvoka Nosema apis Zander zjištěné za týden po invazi

F — tabulkové = 1,51
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Významné rozdílné 
průměry — 5 metoda

1 Čisté glycidy 39 0,01 0,03 12; 13; 14; 15;
2 Těsto se 3 % enzymaticky 

štěpeného kaseinu 45 0,23 0,42 12; 13; 14; 15;
3 Těsto se 6 % enzymatického 

kaseinového hydrolyzátu 28 0,02 0,06 12; 13;15;
4 Těsto se 3 % kaseinu 

podle Hammarstena 68 0,66 1,05 12; 13;15;
5 Těsto se 6 % kaseinu 

podle Hammarstena 41 0,95 1,19 13; 15;
6 Těsto se 3 % čerstvého 

řepkového pylu 46 0,75 0,79 13;15;
7 Těsto se 6 % čerstvého 

řepkového pylu 82 1,30 2,78 13; 15;
8 Těsto s 9 % čerstvého 

řepkového pylu 43 0,85 1,03 13;15;
9 Těsto s 12 % čerstvého 

řepkového pylu 32 0,17 0,19 12; 13; 15;
10 Těsto se 3 % sušeného 

řepkového pylu 43 0,38 0,69 12; 13; 15;
11 Těsto se 6 % sušeného 

řepkového pylu 136 0,22 0,53 12; 13; 14; 15;
12 Těsto se 3 % čerstvého 

jívového pylu 90 2,95 2,81 13;
13 Těsto se 6 % čerstvého 

jívového pylu 95 5,16 5,55 14;
14 Těsto se 3 % sušeného 

jívového pylu 88 2,61 2,30 15;
15 Těsto se 6 % sušeného 

jívového pylu 81 4,89 4,05
16 Těsto se 3 % smíšeného 

čerstvého pylu 45 0,11 0,20 12; 13; 14; 15;
17 Těsto se 6 % smíšeného 

čerstvého pylu 26 0,11 0,29 13;15;
18 Těsto se 6 % smíšeného 

sušeného pylu 39 0,27 0,40 12; 13;15;
19 Těsto se 6 % smíšeného 

mraženého pylu 31 0,19 0,29 12; 13; 15;
20 Pyl uložený v plástu 43 0,26 0,42 12; 13; 15;
21 7,5% kvasnicové těsto 44 0,57 0,77 13;15;
22 10% kvasnicové těsto 77 0,78 1,20 12;13;15;
23 12,5% kvasnicové těsto 33 0,21 0,65 12; 13; 15;
24 Arnika 103 0,32 0,98 12; 13; 14; 15;
25 3% baktepepton 51 0,30 0,64 12; 13; 14; 15;
26 Těsto se 3 % sušených 

celých vajec 46 0,11 0,34 12; 13; 14; 15;

* Počet spor na včelu v miliónech
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II. Množství spór prvoka Nosema apis Zander zjištěné za dva týdny po invazi
F — tabulkové = 1,51

* Počet spór na včelu v miliónech

Po­
řadí Krmivo

ti

2
N 

O ° 
Рц Д

>o
•3
£

2

СЛ o

Významné rozdílné 
průměry — S metoda

1 Čisté glycidy 31 0,80 0,94
1

7;8;9;12;13;14;15;18;
19;20;21;22;23;24;25;

2 Těsto se 3 % enzymatického 
kaseinového hydrolyzátu 43 12,65 6,51

7; 8; 12; 13; 14; 15; 18;
24;25;

3 Těsto se 6 % enzymatického 
kaseinového hydrolyzátu 12 9,29 6,54

7; 8; 12; 13; 14; 15; 18;
25;

4 Těsto se 3 % kaseinu 
podle Hammarstena 79 15,89 8,93 7;

5 Těsto se 6 % kaseinu 
podle Hammarstena 68 21,05 9,62 7;

6 Těsto se 3 % čerstvého 
řepkového pylu 31 12,81 7,20

7; 8; 12; 13; 14; 15; 18;
24; 25;

7 Těsto se 6 % čerstvého 
řepkového pylu 76 39,51 17,64 10; 11; 13; 15; 16; 26;

8 Těsto s 9 % čerstvého 
řepkového pylu 37 43,49 13,86 10; 11; 16;

9 Těsto s 12 % čerstvého 
řepkového pylu 22 34,25 12,68

10 Těsto se 3 % sušeného 
řepkového pylu 40 10,91 6,32

12; 13; 14; 15; 18; 22;
24; 25;

11 Těsto se 6 % sušeného 
řepkového pylu 110 12,45 11,55

12; 13; 14; 15; 18; 22;
24; 25;

12 Těsto se 3 % čerstvého 
jívového pylu 89 46,38 23,02 16; 22;

13 Těsto se"6 % čerstvého 
jívového pylu 91 63,07 21,99 16; 20; 22;

14 Těsto se 3 % sušeného 
jívového pylu 79 52,77 18,98 16; 22;

15 Těsto se 6 % sušeného 
jívového pylu 66 73,07 19,30 20; 22;

16 Těsto se 3 % smíšeného 
čerstvého pylu 39 17,05 9,37 18;

17 Těsto se 6 % smíšeného 
čerstvého pylu 18 15,91 6,70

18 Těsto se 6 % smíšeného 
sušeného pylu 44 41,59 14,79

19 Těsto se 6 % smíšeného 
mraženého pylu 7 42,09 7,68

20 Pyl uložený v plástu 22 30,29 17,06
21 7,5% kvasnicové těsto 33 28,52 10,51
22 10% kvasnicové těsto 81 29,70 14,86
23 12,5% kvasnicové těsto 24 31,53 11,44
24 Arnika 49 37,12 17,51
25 3% baktopepton 33 43,70 27,34
26 Těsto se 3 % sušených 

celých vajec 36 19,69 1 14,46
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-steepu. Všechny složky jsou zhomogenizovány do konzistence vláčné 
pasty.

Získané výsledky jsem seřadil do dvou tabulek a analýzou rozptylu 
jednoduchého třídění jsem je vyhodnotil, S metodou jsem porovnal účinky 
každého krmivá na množení prvoka Nosema apis Z. se všemi ostatními 
krmivý. Vztah mezi množstvím spor vzniklých za týden a dva týdny po 
invazi jsem graficky vyjádřil.

VÝSLEDKY

Včely utracené týden po invazi měly nejméně spor parazita — 0,01 
miliónu na včelu — v první skupině, krmené jen samotnou glycidovou 
potravou. Ostatní skupiny včel, kterým byla podávána bílkovinná krmivá 
v 3% a 6% koncentraci (ať již pyl čerstvý a sušený, nebo náhražky pylu), 
měly mnohem více spor prvoka Nosema apis Z., a to až 1,30 miliónu na 
včelu u skupiny včel krmených těstem se 6 % čestvého řepkového pylu. 
Ovšem u všech těchto skupin je zvýšení statisticky nevýznamné. Jediné 
podstatné a statisticky významné zvýšení počtu spor prvoka Nosema apis 
Z. je u skupin včel krmených jílovým pylem (tab. I).

Skupiny včel krmené těstem se 6 % čerstvého i sušeného jílového 
pylu se statisticky liší od skupin krmených ostatními krmivý. U včel krme­
ných těstem se 3 % čerstvého i sušeného jílového pylu bylo zvýšení počtu 
spor statisticky průkazné v porovnání se skupinami včel krmených 
náhražkami pylu, ale i pylem jiných druhů rostlin. Statisticky průkazně 
se toto krmivo nelišilo jen od těsta se 6 % kaseinu podle Hámmarstena, 
7-5% kvasnicovým těstem, těstem se 3 %, 6 % a 9 % čerstvého řepkového 
pylu a ó % smíšeného čerstvého pylu.

Za týden po invazi nebyly zjištěny statisticky průkazné rozdíly 
v počtu spor parazita mezi skupinami včel krmenými čerstvým, sušeným 
a v plástu uloženým smíšeným pylem a taktéž — až na jívový pyl — ne­
byly zjištěny statisticky významné rozdíly mezi skupinami včel krme­
nými pylem ze stejných druhů rostlin, jen s jeho rozdílnou koncentrací. 
Jedině jívový pyl se vzrůstající koncentrací v krmivu i statisticky vý­
znamně podporoval rozvoj parazita. Podrobné údaje jsou uvedeny v tab. I.

Až za 14 dní po invazi se podle druhu krmivá zřetelně diferencovalo 
množství spor u včel. Na rozdíl od včel utracených za týden od invaze 
se projevily za druhý týden zřetelnější rozdíly uvnitř skupin s jedno- 
druhovými pyly i pylovými náhražkami. Celkově lze říci, že u jednotlivých 
skupin zůstal zhruba zachovaný poměr mezi množstvím spor vzniklých 
za týden a dva týdny po invazi (obr. 1).

U sledovaných krmiv jsem za dva týdny po invazi zjistil, že se sta­
tisticky neliší rozdíly v počtu spor prvoka Nosema apis Z. u včel krme­
ných samotným glycidovým krmivém (0,80 miliónu spor na včelu) a těs­
tem se 3 % i 6 % kaseinového hydrolyzátu (12,56 a 9,29 mil. spor na 
včelu), 3 % a 6 % kaseinu podle Hammarstena (15,89 a 21,05), 3 % su­
šených celých vajec (19,69), ale ani těstem se 3 % čerstvého řepkového 
pylu (12,81), 3 % i 6 % sušeného řepkového pylu (10,91 a 12,45) a 3 % 
i 6 % směsi čerstvého pylu (17,05 a 15,91). Statisticky významně na roz­
voj hmyzomorky včelí působí těsto se 6 %, 9 % a 12 % čerstvého řepko­
vého pvlu (39,51 — 43, 49 — 34,25), všechna krmivá s jívovým pylem
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1. Vztah mezi množstvím spor za týden a za dva týdny po invazi

(46,38 — 63, 07 — 52, 77 — 73,07), těsto se 6 % sušeného a mraženého 
smíšeného pylu (41,59 —42,09), pyl uložený v plástech (30,29), všechna 
kvasnicová těsta (28,52 — 29,70 - 31,53), Arnika (37,12) a 3% bakto- 
pepton (43,70).

Po 14 dnech od invaze se již tak mohutně neprojevilo působení jí­
vového pylu na vývojový cyklus parazita, i když byl nejvyšší počet spor 
u včel krmených tímto pylem. .

U čerstvého řepkového pylu a jívového pylu jsem zjistil, že se počet 
spor parazita zvyšuje zároveň se vzrůstající koncentrací pylu v krmivu. 
U řepkového pylu se množství nově vzniklých spor úměrně zvyšuje s je­
ho koncentrací až do 9 %. Zvýšení z 12,81 miliónu spor na včelu u 3% 
těsta a 43,49 miliónu spor na včelu u 9% těsta je statisticky významné. 
U těst obsahujících jívový pyl je i po 14 dnech od invaze větší množství 
spor u skupin včel krmených vyšší koncentrací pylu. Zvýšení je ovšem 
statisticky neprůkazné.

Řepkový pyl sušený při pokojové teplotě a uložený rok v chladničce 
podporuje méně množení prvoka Nosemti apis Z. než pyl čerstvý. Svým 
vlivem na rozvoj parazita se sušený řepkový pyl neliší od kaseinového 
hydrolyzátu. Rozdíl mezi 12,45 miliónu spor na včelu u skupiny krmené 
těstem se 6 % sušeného řepkového pylu a 39.51 miliónu spor na včelu 
u skupiny krmené těstem se 6 % čerstvého pylu je statisticky průkazný.

Naopak směs pylu sušená jen 14 dní při pokojové teplotě v po­
rovnání s čerstvým pylem nosematózu podporuje a rozdíl je statisticky 
průkazný. Také jívový pyl sušený v termostatu při 30 °C po dobu sedmi 
dní zvyšuje u včel proti čerstvému pylu počet spor prvoka Nosema apis 
Z., ovšem zvýšení je statisticky nevýznamné.

Podrobné údaje jsou uvedeny v tab. II.
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III. Hynutí včel

Pořadí*
Do týdne po invazi Do 2 týdnů po invazi

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 4 5 19 10
7 7 9 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 2 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 8
19 19 6 43 5
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

Název krmiv je uveden pod stejným pořadím v tab. I a II

V tab. III. je uvedeno hynutí včel způsobené sledovanými krmivý 
a parazitací prvoka Nosema apis Z. Z tab. III. vyplývá, že napadení bu­
něk žaludku parazitem vyvolalo za týden po invazi větší hynutí včel 
u většiny sledovaných krmiv, ale především u včel krmených těstem se 
3 % kaseinu podle Hammarstena, s 12 % čerstvého řepkového pylu, se 
6 % sušeného řepkového pylu, se 3 % a 6 % čerstvého jívového pylu, 
se 6 % sušeného jívového pylu, se 6 % směsi čerstvého i mraženého pylu 
a 7,5% kvasnicovým těstem. I po 14 dnech od invaze prvoka Nosema 
apis Z. je vyšší hynutí nemocných včel u stejných krmiv, jako po týdnu 
od nakažení.
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U většiny krmiv je vyšší hynutí nemocných včel zanedbatelné, takže 
celkový stupeň nosematózy nemůže být zvýšeným hynutím včel podstat­
ně ovlivněn. Výjimkou je jen těsto s 12 % čerstvého řepkového pylu, se 
6 % sušeného řepkového pylu a se 6 % směsi čerstvého i mraženého pylu. 
U skupin včel žijících na těchto krmivech lze předpokládat, že uhynuly 
nejvíce napadení jedinci, čímž může být zjištěný stupeň onemocnění nižší 
než ve skutečnosti.

Vyšetřování kontrolních včel bylo negativní. Jen ve třech případech 
jsem zjistil u kontrolních včel spory prvoka Nosema apis Z. Proto jsem 
tyto pokusy zrušil a opakoval je se zdravými včelami.

DISKUSE

V pokusech jsem sledoval vliv 26 krmiv na rozvoj prvoka Nosema 
apis Z. Shodně s výsledky práce Beutle rové aj. (1949) jsem proká­
zal, že pyl v potravě včel podporuje rozvoj parazita Nosema apis Z. Ovšem 
na rozdíl od citovaných autorů jsem nezjistil u včel krmených pylem ulo­
ženým v plástech více spor prvoka. Uvedení autoři použili pyl z různých 
druhů rostlin (volně sebraný pyl z lísky, rouskovaný pyl ze řepky 
a v plástu uloženou směs pylů), takže rozdílné ovlivnění schizogonie 
hmyzomorky včelí bylo zřejmě způsobeno jeho nestandardním původem.

Z výsledků pokusů je zřejmé, že jsou významné rozdíly v ovlivnění 
vývoje parazita mezi pyly z jednotlivých druhů rostlin, ale i mezi stej­
ným pylem, jeho rozdílnou úpravou i koncentrací. Lze tedy předpokládat, 
že na vývoj prvoka Nosema apis Z. bude mít důležitý vliv biologická hod­
nota pylu, nikoliv jen jeho přítomnost v trávicím traktu včely, která by 
měla umožnit lepší vymrštění pólového vlákna, ze spory a snažší pronik­
nutí planonta do nitra epitelové buňky.

Ve vlivu bílkovinných pylových náhražek na rozvoj prvoka Nosema 
apis Z. jsem získal odlišné výsledky od výsledků práce Gontarského 
a Mebse (1964). Uvedení autoři nezjistili více spor u včel krmených 
kaseinem podle Hammarstena, peptonem z trypticky štěpeného kaseinu. 
ani směsí aminokyselin udávaných de Grootem jako esenciální, ve srovná­
ní s čistým glycidovým krmivém. V našich pokusech přijímání kaseinu 
podle Hammarstena zvýšilo, i když ne statisticky průkazně, počet spor­
ná včelu za 14 dní od invaze na 15,89 miliónu (těsto se 3 % kaseinu 
podle Hammarstena) a na 21,05 miliónu (těsto se 6 % kaseinu podle 
Hammarstena) proti 0,80 miliónu spór u včel krmených čistými glycidy. 
Je zajímavé, že podobné hodnoty jsem získal při krmení včel těstem se 
3 % čerstvého řepkového pylu (12,81), se 3 % a 6 % sušeného řepkového 
pylu i se 3 % a 6 % směsi čerstvého pylu.

Ještě výraznější a statisticky průkazný rozdíl byl při krmení včel 
3% baktopeptonem. Za 14 dní od invaze měly včely krmené glycidy v prů­
měru 0,80 miliónu spór na včelu a skupina včel krmená 3% baktopep­
tonem 43,70 miliónu spór. Ovšem po týdnu od invaze nebylo zvýšení spór 
parazita významné u žádné skupiny pylových náhražek.

Gontarski a Mebs (1964) utratil včely za pět dní po invazi; 
jak zjistili Gray aj. (I960), není za tuto dobu ještě ukončen vývojový 
cyklus prvoka Nosema apis Z. Ten trvá přibližně sedm dní. Ani Sido­
rov a Cerkasova (1971) nenašli za pět dní po invazi nově vzniklé
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spory. Zřejmě tento činitel a rozdíl v pokusných včelách se budou znač­
nou měrou podílet na rozdílných výsledcích.

V našich pokusech jsem používal včely staré O až 24 hodiny, které 
neměly přístup к pylovým zásobám. Naopak Gontarski a Mebs 
(1964) při pokusech s náhražkami pylu používali včely vychycené v úlu. 
Tyto včely měly zřejmě volný přístup к pylu, a jak zjistili Beutle r o v á 
aj. (1949), mají včely krmené pylem, nakažené sporami nosemy a pak 
krmené jen čistými glycidy více spor parazita, než včely krmené od vy­
líhnutí jen čistými glycidy. Tento činitel může být příčinou poměrně vy­
sokých počtů spor udávaných Gontarskim a Mebsem (1964): 
7,4 ± 3,0 miliónu na včelu za pět dní od invaze u skupiny včel krmených 
čistými glycidy.

Vliv pylu a jeho náhražek na vývojový cyklus prvoka Nosema apis Z. 
byl sledován dřívějšími autory i námi na zaklíckovaných včelách v podmín­
kách, které se za normální situace ve včelstvu nevyskytují. U včel, které 
přijímají pyl, se rozvíjejí faryngeální žlázy a sekret, který produkují, ne­
může být předáván plodu a samy včely jsou nuceny ho konzumovat. Tento 
faktor ovšem značně komplikuje vlastní výzkum vlivu čistého pylu i jeho 
náhražek na rozvoj parazita, a to proto (jak zjistil Ö r ö s i, 1966), že 
samotný sekret hltanových žláz, přidávaný ke glycidovému krmivu, sti­
muluje rozvoj prvoka Nosema apis Z. Proto v doposud konaných poku­
sech se kombinoval stimulující vliv mateří kašičky a pylu na rozvoj pa­
razita. Z dosavadních pokusů také nevyplynulo, zda nemůže být rozvoj 
prvoka stimulován pylem nepřímo, to znamená, že vlastní složky pylu ne­
působí na schizogonii parazita, ale jen umožní rozvoj faryngeálních žláz, 
jejichž sekret obsahuje látky, které jsou pro vývoj prvoka Nosema apis Z. 
rozhodující. Tuto druhou možnost podporují výsledky pokusů této práce, 
z nichž je zřejmé, že čím je jakostnější pyl (jívový), tím více podporuje 
schizogonii hmyzomorky včelí.

Této teorii nasvědčují i výsledky práce Beutlerové aj. (1949), 
kteří zjistili, že včely, které nejdříve přijímají pyl a invazi parazita jsou po­
drobeny až později zároveň se změnou krmivá za výhradně glycidové, mají 
více spor nosemy, než včely krmené od počátku glycidy. Také známá sku­
tečnost, že včely v podletí konzumují značné množství pylu a nosemové 
onemocnění se zřídka u nich v tuto dobu vyskytuje, předpokládá i jiné 
mechanismy, než samotné působení pylu. .

Poděkováni
Děkuji ing. Z. Havlíčkovi za pomoc při statistickém zpracování výsledků.
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ПЕРОУТКА M. (Научно-исследовательский институт пчеловодства в Доле, Либчице-над- 
-Влт., Чехословакия). Влияние белковой пищи на размножение простейшего Nosema 
apis. Z. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 373-384, 1975. '
При подсчете спор простейшего организма Nosema apis. Z. в камере Бюркера у 1495 по­
мещенных в клеточки пчел, ликвидированых неделю спустя после инвазии паразита, из 
26 образцов разных кормов, были установлены статистически большие различия во влиянии 
развития простейших только у пыльцы ивы. Различия между отдельными видами кормов 
были статистически достоверны у ликвидированных пчел только спустя 14 дней после ин­
вазии. У 1260 пчел, как показало исследование, за 14 дней после инвазии по сравнению 
с глицидным кормом развитие паразита поддерживал корм с 6 %, 9'% и 12 % свежей 
пыльцы рапса, 3'% и 6 % свежей и сушеной пыльцы ивы, 6 % сушеной и мороженой 
смеси пыльцы, пыльна, помещенная в медовые соты, 7,5 %, 10 % и 12,5% дрожжевого 
теста, Арника и 3 % бактопептона. Даже за 14 дней после инвазии не были установлены 
достоверные различия во влиянии шизогонии простейщих Nosema apis. Z. у пчел, 
кормленных только глицидным кормом, тестом с 3 % и 6 % казеинного гидролизата, 3 % 
и 6% казеина по Гаммарстену, 3% сушеных целых яиц, 3% свежей пыльцы, рапса 
и 3 % и 6 % смеси свежей пыльцы. В работе обсуждается возможность косвенного действия 
пыльцы на шизогонии паразита посредством секрета фарингеальных желез.
пыльца; пыльцевые заменители; носематоз пчел

PEROUTKA М. (Research Institute of Beekeeping, Dol near Libčice n. Vlt., 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 Bürker’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 of 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 pharyngeal 
glands is being discussed.
pollen; pollen substitutes; bee nosematosis
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PEROUTKA M. (Forschungsinstitut für Bienenzucht, Dol bei Libčice n. Vit., Tsche­
choslowakei). Einfluß der Eiweißernährung auf die Vermehrung der Urtiers Nosema 
apis Z. Vet. Med. (Praha) 20 (6) : 373-384, 1975.
Durch das Zählen von Sporen des Urtiers Nosema apis Z. in der Bürker-Kammer 
hat der Autor bei 1495 eingesperrten, mit verschiedenen Eiweißt^uellen gefütterten 
und eine Woche nach der Invasion des Parasiten getöteten 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 getöteten Bienen. Die Untersuchung von 1260 Bienen 
14 Tage nach der Invasion bewies, daß ■— 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 förderte. 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 gefütterten Bienen nachweisen. In der 
Arbeit werden die Möglichkeiten einer indirekten Wirkung des Pollens auf die 
Parasitenschizogonie durch das Sekret der pharyngealen Drüsen besprochen.
Pollen; Pollenersatzstoffe; Bienennosematosis
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