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POUZITI IMUNOFLUORESCENCNI TECHNIKY K RUTINNI
DIAGNOSTICE STREPTOKOKU SKUPINY B

V. Kubin, R. Handl, L. Starosc¢ik, K. Semotan, J. Machovsky, J. Franék

Ustav experimentalni mediciny CSAV, Praha
Statni veterinarni ustav, Olomouc

Statni veterinarni ustav, Plzen

Bioveta, Ivanovice na Hané

KUBIN V., HANDL R., STAROSCIK L., SEMOTAN K., MACHOVSKY J., FRA-
NEK J. Pouziti imunofluorescenc¢ni techniky k rutinni diagnostice streptokoki
skupiny B. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 447-454, 1975.

Proveérili jsme pouziti imunofluorescen¢ni techniky Kk rutinnimu vySetfovani
vzorkll mléka na kontaminaci streptokoky skupiny B (Str. agalactiae). Konju-
gaty byly pripraveny. ze séra kraliki imunizovanych polyvalentni vakecinou,
obsahujici antigeny vSech Sesti typu Str. agalactiae. Nespecifické reakce konju-
gata s nékterymi kmeny streptokoku skupiny C byly redukovany jednostuprio-
vou inhibici vytitrovanym roztokem séra neimunizovanych zdravych kralika,
pouzitym jako redidlo lyofilizovanych konjugati. Za predpokladu, Zze vyrobni
podnik dodrzi kvalitu konjugatu, jsou vysledky imunofluorescen¢niho vysetfeni
vzorklt mléka na kontaminaci Str. agalactiae srovnatelné s vysledky kultivaéni-
ho postupu. Metodu lze doporuc¢it zejména v zavéreénych vysetfenich ozdravo-
vanych stad s urc¢itou nadéji na odkryti kultivaéné neprokazanych pozitivnich
krav. Kromé popsanych indikaci je imunofluorescence pouZitelnda jako plnohod-
notna nahrada kultivaéniho vySetifeni v pripadech havarijnich situaci.

skot: mastitida; Streptococcus agalactiae; imunofluorescence; diagnostika; prin-
cip; metodika

Imunofluorescen¢ni technika je zalozena na reakci antigeni, vétsinou
korpuskularni povahy, s korespondujicimi protilatkami znacenymi fluoro-
chromy, tj. barvivy s aktivni fotochemickou reakci, kterd je stimuloviana
urc¢itou délkou paprskii ultrafialové ¢asti spektra.

U kazdého bakteridlniho druhu se slozitéj3i antigenni strukturou do-
chazi k imunofluorescené¢ni reakci s jinym typem antigenu podle jeho loka-
lizace, fyzikalni povahy, chemické struktury a fady dal3ich znamych i do-
sud neobjevenych faktori.

U streptokokil skupiny A reaguje s fluoreskujicimi protilatkami sku-
pinovéa C substance polysacharidové povahy. Naproti tomu streptokoky sku-
piny B reaguji typovou antigenni frakci. Skupinova substance lokalizovana
ve sténach streptokokit neni schopna u skupiny B s fluoreskujicimi proti-
latkami reagovat.

Imunofluorescenéni diagnostika streptokokt skupiny B je proto zalo-
Zena na pritkazu typovych antigeni. Identifikace nékterého z typovych
antigentt — Ta, Ib, II, IIT (Lancefiecldova4, 1934,1938) aR, X (Pat-
tison aj, 1955) dovoluje dedukei usuzovat na piislusnost kmene ke sku-
piné B pro zcela charakteristickou povahu jmenovanych antigenti pro Str.
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agalactiae aZ na drobné a zcela pfesné vymezené vyjimky (antigen R u ji-
nych skupin streptokoki). Pfimé urleni skupinového antigenu streptokoki
skupiny B fluoreskujicimi protilitkami neni moZzné (Kubin aj., 1968).

K diagnostice lze pouzit monovalentni typové konjugity; potom je
oviem nutné kazdy vzorek, respektive kmen, vy3etfovat Sestkrat. Tato
technika pfind3i vyhody v tom smyslu, Ze kmen je zaraditelny do sku-
piny B a kromé& toho je soucasné typové urlen. Z praktického hlediska
rutinni diagnostiky je tento postup ¢asové zcela netinosny a zbyte¢ny. Jeho
pouziti by mélo vyznam ve zvlastnich, epizootologicky indikovanych pfi-
padech, eventudlné v souvislosti s vyvojem vakciny (Lancefieldova,
Freimer, 1066, Norcross, Stark, 1969).

Druhd moZnost je pouziti polyvalentniho konjugéitu obsahujiciho par-
cialni zastoupeni typu; tento konjugét sice neddvd moZnost pohotové urcit
typy, ale ke stanoveni diagnozy Str. agalactiae staci pouze jedna barvici
operace.

Ve své prici jsme provéfili v podminkdch rutinni diagnostiky polyva-
lentni konjugaty pfipravené Biovetou, Ivanovice na Hané, ve spoluprici
s SVU Olomouc a dodané jako nultd vyrobni 3arze v komerénim baleni.

MATERIAL A METODA

Polyvalentni konjugaty byly vyrobeny smichanim vakcin pfipravenygch
z jednotlivych typovych kmenti v uréitych pomérech. Smisend vakcina byla
pouzita k vyrob&€ polyvalentniho typového séra. Toto sérum bylo zpracc-
vano obvyklou technikou. Konjugace fluoresceinizothiocyanatem byla pro-
vedena v takovych pomérech bilkoviny a fluorochromu, které zarucuji vy-
sokou intenzitu fluorescence a soucasné uzkou specificitu pro homologni
antigeny.

Konjugaty piesto reagovaly nespecificky s nékterymi kmeny skupiny
C, zejména druhu Str. dysgalactiae. Podrobné&jsi analyzou se ukdzalo, Ze to
jsou kmeny, které maji silnou tendenci reagovat s kontrolnim konjugatem,
pfipravenym z normalniho séra neimunizovanych kraliki. Tyto nespeci-
fické reakce byly spolehlivé odstranény pouZitim jednostuptiové inhibi¢ni
techniky, pfi¢emz jako nativni siozka systému bylo zafazeno fedéné sérum
normélnich zdravych neimunizovanych kréalikii. Toto sérum bylo ve vy-
titrovaném zfedéni doddno k lyofilizovanym konjugatim jako pufrované
fedidlo.

Konjugéty v lyofilizovaném stavu, uchovavané v chladnu, maji expi-
ra¢ni dobu, kterou lze obecné& stanovit v mésicich aZ rocich. Po nafedéni
se nejlépe osvédeilo skladovani konjugati v teploté 4 °C. Pri této teploté
si konjugaty drzi svoji aktivitu po dobu 14 az 21 dnda.

TECHNIKA VYSETROVANT

Vzorky mléka byly odebrany a zaslany do laboratore konvenénim zpii-
sobem. Po 24hodinovém pomneZzeni v termostatu pfi teploté 37 °C byly pre-
otkovany do bujonu s obsahem 1 % glukézy, eventualn& do bujonu, ktery
netlumi rist streptokokti a ktery podporuje tvorbu antigenni struktury
(Todd, Hewith, 1932, Mitscherlich, 1965).
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PFi preotkovavani je vyhodné vsunovat a vysunovat klicku po sténich
zkumavky s mlékem a proniknout az ke dnu zkumavky, protoze strepto-
koky skupiny B rostou nejvice podél stén zkumavek.

Bujény byly inkubovany aerobné v teploté 37 °C po dobu 24 hodiny.
Jako vychozi materidl pro pripravu preparati bylo pouZito jednak inku-
bované mléko, jednak bujonova kultura. Preparaty byly p¥ipraveny z re-
suspendovanych sedimenti ziskanych centrifugaci a pfimo z bujénové &i
mlécné kultury. Na sklicku byly preparaty lokalizovany tak, Ze stfedy pre-
paratii byly vzdaleny 10 mm od sebe. Na jedno sklicko jsme umistili Etyfi
pregarz’tty v jedné fadé (Ctvrtové vzorky jedné kravy), nebo osm preparati
ve dvou Fadach (¢tvrtové vzorky dvou krav). PFi roztirdni preparati jsme
pouzili podloZenou sablonu.

Po zaschnuti v pokojové teploté byly preparity fixovany v kyvetdch
cerstvym metylalkoholem 10 aZ 15 minut. Po ukonceni fixace a ususeni na
vzduchu byly preparédty barveny nafedénym konjugitem tak, Ze na kazdé
politko preparatu byla kapnuta jedna az dvé kapky konjugatu. Doba expo-
zice ve vlhké komiirce byla 20 az 30 minut v teploté 37 °C.

Nasledovalo ditkladné opirani mirnym proudem fyziologického roz-
toku, pufrovaného na hodnotu pH 7.2, po dobu asi deseti minut a kratké
opréani vodou.

Pfiprava pufrovaného fyziologického roztoku:

Na:HPOs .12 H20 51,60 g
NaH2;PO;. 1 H20 745 8
NacCl 15,20 g
H;O dest. 5000,00 ml

Po rozplnéni se sterilizuje parou. BliZ3i podrobnosti o téchto roztocich byly
uvefejnény diive (Kubin, 1968).

V pripadé, Ze nelze preparity ihned prohliZet, doporuéuje se uchovai-
vat je v lednici.

PFi mikroskopickém vyhodnocovéani preparatii jsme pouZivali imerzni
objektiv a nefluoreskujici imerzni olej za béZného sefizeni luminiscen¢niho
mikroskopu. Za nejvhodnéjsi kombinaci excita¢nich filtri pokldddame
u mikroskopu ¥ady ML nésledujici soustavu: SS — 15 — 2; BS — 8 — 2;
S38 — 7 — 2. Jako ochranny filtr pouzZivime filtr oznafeny v revolvero-
vém systému &islem 2.

VYSLEDKY
SROVNANI TECHNIK PRIPRAVY PREPARATU

Ke srovndni Ctyl postupil pFipravy preparatit jsme pouZili sestavu
100 vzorkii. Pomnozeni v bujéonu bylo co do citlivosti zachytu prakticky
srovnatelné s kultivaci. Naproti tomu pocet pozitivnich vzorkil prokiza-
nych pfi pfipravé preparati z inkubovaného mléka byl zietelné mensi.

U preparatii z inkubovaného mléka, a to jak ze sedimentu, tak pfimo
z mléka, byla zjisténa naprostd shoda vysledkii. Po bujénovém pomnoZeni
se $est vzorkd shodovalo obéma metodami. U dvou vzorkii byly vysledky
vysetieni sedimentu a primym natérem rozdilné (tab. I).
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I. Rizna technika zpracovani vzorkt mléka pro imunofluorescenéni vySetreni

Reakce Miéko Buion Kultivace
primo | sediment primo | sediment
Pozitivni shoda 2 2 6 6 6
Pozitivni neshoda — — 1 1 —
Negativni shoda 98 98 92 92 94
Negativni neshoda - — 1 1 —
_Pozitivni celkem 2 2 7 7 6
Negativni celkem 98 98 93 93 94
Celkem vySetieno 100 100 100 100 100

PROVERENI IMUNOFLUORESCENCNI TECHNIKY V PRAXI

Rutinni pouZiti imunofluorescentni techniky jsme provéfili v sedmi
akcich na tfech SVU (Olomouc, Plzeti, Hradec Krilové). Celkem jsme vy-
Setfili 900 vzorkd paralelné fluoreskujicimi protilatkami a béznou kulti-
vacni technikou s pouZitim Edwardsovy pidy a CAMP testu.

Shodné vysledky jsme ziskali u 825 vzorkii, a to u 137 vzorkd pozi-
tivnich a u 688 vzorkii negativnich. Kultivaéné pozitivnich a imunotluo-
rescentné negativnich bylo 28 vzorki a opatné — kultivatné negativnich
a imunofluorescenéné pozitivnich — bylo 47 vzorkd. Odlisné vysledky
jsme tedy zjistili u 75 vzorka (tab. II).

II. Srovnani kultiva¢niho a imunofluorescen¢niho vysetifeni mléka

SVU Pocet Pocet Shodné QOdlisné o
akci vzorka i | . K+ FP_ K_ FP .
Olomouc 4 600 84 ‘ 488 15 l 13
Hradec Kralové 1 100 35 36 11 18
Plzeii 1 2 | 200 18 164 2 16
Celkem | = 900 137 ’ 688 | 28 47
l 825 75
K-+ FP - kultivacné pozitivni, imunofluorescen¢né negativni
K— FP+ = kultiva¢né negativni, imunofluorescenc¢né¢ pozitivni

PRIPOMINKY K TECHNICE

Pfi rozpousténi lyofilizovanych konjugétii je vyhodné. i kdyz to neni
podminka, nechat konjugat nékolik minut p¥ed pouzitim pfi teploté 4°C.
Tim se lépe rozpoustéji i pomalu rozpustné lyofilizéty.

Fixa¢ni G¢innost metylalkoholu klesd jeho starnutim. Proto se nedo-
porutuje metylalkohol vicekrat opakované pouZivat. Destilace metylalko-
holu, doporutovand Albrechtem (1963), se v nasich podminkach
ukizala jako zbytetni. Mimo metylalkohol lze pouZit i jiné fixatni pro-
stitedky. Podle nagich zku3enosti se v3ak metylalkohol jevi jako nejvy-
hodnéjsi.
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Podlozni sklicka Cistime lazni v etylalkoholu s 1 % benzinu: v této
lazni sklicka p¥ed pouzitim skladujeme libovolnou dobu. Pred pfipravou
prepardtii je do sucha otfeme. Preparace sklitek jingm prostredkem je
pro popisované ucely zcela zbytetnd a nepiinasi zkvalitnéni vysledka.
Montaz preparati do pufrovaného glycerinu je vyhodna zejména pro
mikrofotografii (Mrenovad, Albrecht, 1966). Pro béZné rutinni
Gcely je zatéZujici a beztdelna. Sklicka se mohou oznatovat Fadou zpa-
sobti. Pripravujeme-li preparity na podloZené 3abloné a jeli mezi nimi
fixni vzdalenost (napf. 1 cm), neni nutné je na sklicku oznatovat. P¥i
prohliZeni mikroskopem je zastavujeme podle nonia stolku mikroskopu
s naprostou piesnosti. Zcela spolehliva lokalizace preparitu je zarucena.

Pro zjednoduseni prace dé€lame viechny operace, vietné inkubace
a promyvani, na sklickich trvale lokalizovanych na pfenosnych sariko-
vitych podstaveccich.

Béhem reakéni doby je bezpodminetné nutné zabezpetit, aby pre-
paraty nevysychaly. Toto lze dosdéhnout dodrZenim dvou podminek:
1. aplikovat na preparat dostatetné velkou kapku konjugétu; 2. vytvorit
vhodné mikroklimatické podminky ve vlhké komote. ProtoZe je reakéni
doba pomérné kritka, doporutujeme predeh¥sti vlhké komory v termo-
statu. PFi vloZeni preparati do studené komory nedojde béhem 30 minut
ke vzniku Zidané teploty v komofe. Tento faktor je tim dilezitéjsi, ¢im
krat3i reak¢ni dobu systému pouZivime a &im vys3i teplotu k reakci po-
zadujeme.

DISKUSE

Aplikace imunofluorescenéni metody v rutinni diagnostické praxi
predpoklada splnéni nékolika zikladnich poZadavkai.

Je to predeviim mozZnost stilého komeréniho pristupu ke kvalitnim
vysoce specifickym konjugdtim. Tento pozadavek je zdvisly jednak na
moznostech a péc¢i vyrobniho zivodu, jednak na povaze prokazovaného
antigenu. Je nesporné, Ze imunofluorescen¢ni technika neni obecnym uni-
verzalnim diagnostickym prostfedkem. Proti nékterym antigentim, zejména
virovym, lze vyrobit kvalitni konjugaty jednoduseji nez proti slozitym
antigeniim bakteridlnich bunék, zvlasté tehdy, jestlize se jednotlivé anti-
genni slozky prekryvaji ¢i jakymkoliv zptsobem blokuji. A to je pravé
pripad streptokokii. Pfiprava konjugati proti streptokokiim skupiny B je
mimoiradné narotné, zejména vzhledem k tomu, Ze imunofluorescen¢ni
reakce probihd v oblasti typovych antigent tvoficich pouze nepatrnou ¢ést
antigenni mozaiky, kterou jsou kmeny streptokoki vybaveny.

Vyroba konjugiti jednotlivymi rutinnimi diagnostickymi laboratofemi
je sice v ojedinélych pripadech moZna, ale v 3ir§im méfitku téméi neusku-
te¢nitelna. V souvislosti s nutnosti komeréné ziskdvat konjugéity vystupuje
do popfedi ekonomicka otazka aplikace metody. Podle predbéznych kalku-
laci se zd4, Ze by niklady na diagnostiku Str. agalactiae iluoreskujicimi
protilatkami odpovidaly p¥iblizné ndkladim na kultivaéni vy3etfeni.

Druhym pozadavkem pf¥i prici s fluoreskujicimi protilatkami je kva-
litni technické vybaveni laboratofe, zejména pokud jde o luminiscenéni
mikroskop. Tyto mikroskopy byvaji vét§inou pouZivany pro praci v ma-
lych zvétsenich, kdy jsou naroky na svételny zdroj mensi neZ pii pouziti
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silnych imerznich objektivii. To znamen4, Ze p¥i diagnostice Str. agalactiae
vice vynikne potiFeba Cast&jdi vymény vybojek a potieba zvysené péce
o Cistotu a technickou zpiisobilost mikroskopu.

To jsou bezesporu dva nejdulezit€jsi faktory, ovliviiujici vysledky.
Pfitom je oviem nutné zdiiraznit i nutnost urcitého zacviteni laborator-
niho personilu, vetné posuzujiciho veterinafe. Pfi pouziti hotovych a vy-
robcem vytitrovanych konjugétii jsou naroky na laboratorni operace spo-
jené s pripravou a barvenim prepariti zcela nepatrné. Ve srovnani s kla-
sickymi kultivacnimi postupy lze konstatovat, Ze imunofluorescen¢ni me-
toda klade pon¢kud vétsi pozadavky na prohliZejictho. Na druhé strané
je tato namaha kompenzovana mozZnosti okamzitého ode¢teni koneénych
vysledkii.

Pouziti inkubovaného mléka bez pomnoZeni v bujénu by silné zjedno-
dusilo vy3etfovaci postup. Podle nasich vysledki, v souhlase s udaji
Mitscherlichovymi (1965), to viak neni mozné, protoze zichyt
Str. agalactiae z takto vy3etfenych vzorka je signifikantné mensi nez ostat-
nimi popsanymi metodami. ProtoZze jsme pozorovali pii tomto vy3etfo-
vacim postupu v zornych polich jinak pozitivnich vzorki nefluoreskujici
nebo zcela nepatrné fluoreskujici streptokoky, lze konstatovat, Ze fluo-
rescence streptokokt skupiny B, pomnoZenych v mléce vlastniho vzorku,
je ¢imsi inhibovana. Jednou z realnych moznosti vykladu tohoto jevu je
pfitomnost pfirozenych inhibujicich protilatek. Tato otazka bude piedmé-
tem nasi dalsi experimentaldi prace. '

Pokud jde o zafazeni imunofluorescencni metody mezi rutinni diag-
nostické screeningové postupy, domnivime se, Ze by patrné nebylo vy-
hodné (zejména z hlediska ndrokd na prohliZeni preparatii) pouZivat
této metody pro velké série vzorkii. Spise by bylo vhodné uvizit jeji po-
uziti pfi zdvéretném vysetfeni ozdravenych stdd, nebo naopak v piipadé
potieby rychlé orientace o zamofené stiji.

Dal3i neméné dulezitdi mozZnost pouziti fluoreskujicich protilatek
v tomto oboru je urCitd stilda a pohotova rezerva pro piipad, Ze dojde
k havarijnim situacim ohroZujicim pouZiti klasicli)q’rch j,iagnostick}’rch
postupi.

ZAVER

1. Vysledky imunofluorescenéniho vysetfeni vzorki mléka na konta-
minaci streptokoky skupiny B jsou prakticky srovnatelné s vysledky kul-
tiva¢niho vysetieni. ;

2. Urcita ¢ast vzorkd je kultivatné pozitivni a imunofluorescenéné
negativni a obracené.

3. Pracnost a laboratorni naro¢nost imunofluorescentni metody neni
velka. Ve srovnani s kultivaci klade ponékud vétsi naroky na pracovnika
(vysokoskolsky vzdélaného) pFi posuzovani.

4. Do znalné miry zavisi uspé€ch imunofluorescenéniho vysetfeni na
kvalité konjugatd, kterou by mél plné zarucit vyrobni podnik, v daném
piipadé Bioveta, Ivanovice na Hané.

5. Po strance ekonomické nebude pouziti imunofluorescenéni metody
zatézujici. Tato otazka ovSem souvisi s kone¢nou kalkulaci ceny za konju-
gaty vyrobnim podnikem.
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6. Metoda je pouzitelnd k rutinnimu vySetfovani vzorkt mléka bez
ohledu na jejich ptivod. Lze ji doporucit zejména v zdvéretnych vysetie-
nich ozdravenych stad s urcitou nadéji na odkryti kultivaéné neprokédza-
nych pozitivnich vyluCovateli streptokokii.

Kromé popsanych indikaci je imunofluorescence pouzitelna jako plno-
hodnotna nahrada kultivaéniho vySetieni v pfipadech havarijnich situaci,
které se obcas pri klasickych vy3etfovacich metodiach mohou prihodit.

7. Imunofluorescentni vySetfeni prepardtii pfimo z pomnoZeného
mléka, tj. bez mezikultivace v bujonu, prozatim mozné neni z teoretickych
i prakticky ovéfenych divodi. Této otdzce jedté vénujeme experimentalni
praci.
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KYBUH B., TAHILJ P., CTAPOIIUK JI, CEMOTAH K., MAXOBCKH N., ®PAHEK M.
(Mucruryr skenpumenransuoit Memunuest YCAH, Ilpara, TocymapcTBeHHEIH MHCTHTYT BeTepH-
rapnn, Ousomoyi, [ocynapCTBeHHBIX WHCTHTYT BeTepuHapmm, IImassens, Buosera, IBanosume
1a ['ane, Uexocnopakus). [IpuMeHenne MMMyHOQIIO0PECHIEHTHON TEXHMKH B DYTHHHOM NHAIHOCTHKE

crpenrokokkos rpymnst B, Vet, Med. (Praha) 20 (8) : 447-454, 1975.

MMMyHOPMIOOpECUEHTHYIO TEXHHKY PYTHHHOTO MCCIENOBAHMA MOJOYHOM mpO6EI mpoBepann Ha
KOHTaMMHalMI0 crpentokokkamyu rpynmst B (Str. agalactiae). Kousiorars: M3rOTOBIANH M3 Chi-
FOPOTOK KpPOJHMKOB, MMMYHHM3MpPOBAaHHBIX INOJHBAJEHTHOI BaKIIMHOIl, cONmepKameif aHTHUTEHBI BCeX
5 tunos Str. agalactiae. Hecnenuduyeckne peakmuu KOHBIOTATOB C HEKOTOPHIMHM IITAMMaMH
CTpenTokokkos rp. 1 6ruIM penyLMpOBaHbBI C NOMONIBI0 ONHOCTYNEHWATOH MHIHGHLMH THUTPO-
PAJBHLIM DACTBOPOM CLIBODOTKH HEMMMYHMSHDOBAHHBIX 3IODOBHIX KPOJHKOB B KauecTse pasba-
PiTens JMOGHIM3MPOBAHHLIX KOHBIOTaToB. ECIHM NPOM3BONCTBEHHOE TpeXNpHATHe coBnioxaer Ka-
JECTRO KOHBIOraTOB, TO NAHHBIE MMMYHOQJIOODECIIEHTHOTO MCCAEIOBAHMA MOJOYHOH TIpOGHI Ha
xoutamuHauno Str. agalactiae MoxHO cpaBHMBaTH C IaHHBIMH IpHeMa KyiasTuBanuu. Meron
MOMKHO PEKOMEHIOBATh, TJIABHLIM OOp., IS BaKMIOYHTENBHBIX WCCAEAOBAHUN O3LOPOBJIEHHBIX CTAal

VETERINARNI MEDICINA — 1975 453



C ONpejeseHHONW HaNeXNOi Ha BhIABIEHHME HeOOHADYKEHHBIX KyJbTHBAI[MEH MOJOKHUTENBHEIX KO-
poB. KpoMe ynmoMaHyTEIX CiydaeB UMMyHO(DIIOOpDECUEHIIHell MOMKHO IIONb30BATHCA M B KadecTse
TOJHOLEHHOTO 3aMEeHUTeNs KyJbTHBALMOHHOTO MCC/ENOBAaHHA B Clydae aBAPHUHBIX CHTyaIHi.

KpymHbIiE poraTeiit ckoT; mactut; Streptococcus agalactiae; uMMyHOIIOOPECUEHIHs; IHa-
THOCTHKA; NMPUHIUI; METOAMKA

KUBIN V., HANDL R., STAROSCIK L., SEMOTAN K., MACHOVSKY J.,, FRANEK
J. (Institute of Experimental Medicine of the Czechoslovak Academy of Sciences,
Praha, State Veterinary Institute, Olomouc, State Veterinary Institute, Plzen, Bioveta,
Ivanovice na Hané, Czechoslovakia). The Use of the I'mmunofluorescence Method for
the Routine Diagnosis of Group B Streptococci. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :447-454,
1975.

The authors tested the use of the immunofluorescence technique for the routine
examination of milk samples for the contamination with group B streptococci (Str.
agalactiae). The conjugates were prepared from rabbit sera; the rabbits were immu-
nized by a polyvalent vaccine containing the antigens of all six types of Str.
agalactiae. The non-specific reactions of conjugates with some streptococcus strains
of group C were reduced by a single-stage inhibition with a titrated solution of
the serum of non-immunized healthy rabbits, used as a diluent of lyophilized con-
jugates. If the producer enterprise maintains the quality of conjugates, the results
of the immunofluorescence examination of milk samples for Str. agalactiae conta-
mination are comparable with the results of the cultivation procedure. The method
can be recommended mainly for the final examinations of sanitated herds where it
may reveal positive cows which were notl detected by the cultivation method. Besides
the described indications, immunofluorescence can be used as an equal-value method
to replace the cultivation procedure in the cases of emergency situations.

cattle; mastitis; Streptococcus agalactiae; immunofluorescence: diagnosis; principle;
method

KUBIN V., HANDL R., STAROSCIK L., SEMOTAN K., MACHOVSKY J., FRANEK
J. (Institut der experimentalen Medizine der Tschechoslowakischen Akademie der Wis-
senschaften, Praha; Staatliche Veterindranstalt, Olomouc; Staatliche Veteriniranstalt,
Plzen: Bioveta, Ivanovice na Hané, Tschechoslowakei). Benutzung der Immunofluo-
reszenztechnik zur routinierten Diagnostik von Streptokokken der B Gruppe. Vet.
Med. (Praha) 20 (8) :447-454, 1975.

Wir iberpriiften die Applikationsmoglichkeit der Immunofluoreszenztechnik bei der
routinemifBigen Untersuchung von Milchproben auf die Kontamination mit Strepto-
kokken der B Gruppe (Str.ragalactiae). Die Konjugate wurden hergestellt aus Seren
von mit der Antigene aller sechs Str.-agalactiae-Typen enthaltenden polyvalenten
Vakzine immunisierten Kaninchen. Die nichtspezifischen Reaktionen der Konjugate
mit einigen Streptokokkenstdmmen der C Gruppe wurden mit einer einstufigen In-
hibition mit titrierter Losung des als Verdiinnungsmittel fiir die lyophilierten Kon-
jugate benutzten Serums nichtimmunisierter gesunder Kaninchen reduziert. Unter
der Voraussetzung der Einhaltung der Qualitéit der Konjugate seitens des Erzeuger-
betriebs sind die Ergebnisse der Immunofluoreszenzuntersuchung der Milchproben
auf Streptococcus-agalactiae-Kontamination mit den Ergebnissen der Kultivation *
vergleichbar. Die angefiihrte Methode kann man insbesondere hei den abschlieBenden
Untersuchungen der gesundeten Herden mit einer bestimmte Hoffnung auf Enthiil-
lung von positiven Kiihen, die mit Hilfe der Kultivationsmethode nicht ermittelt
wurden, empfehlen. Aufler den beschriebenen Indikationen ist die Immunofluores-
zenzmethode auch als vollwertiger Ersatz der Kultivationmethode in Fillen einer
Havariesituation anwendbar.

Rind; Mastitis; Streptococcus agalactiae; Immunofluoreszenz: Diagnostik: Prinzip;
Methodik
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CITLIVOST KMENOV STREPTOCOCCUS AGALACTIAE
A STAPHYLOCOCCUS AUREUS NA ANTIBIOTIKA V SSR ZA R. 1974

B. Havelka

Ustredny Statny wveterinarny ustav, Bratislava

HAVELKA B. Citlivost kmenov Streptococcus agalactiae a Staphylococcus au-
reus na antibiotika v SSR za r. 1974. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 455-461, 1975.

V r. 1974 sa v $tatnych veterinarnych ustavoch v SSR zisfovala citlivost 4420
kmenov Streptococcus agalactiae a 1056 kmenov Staphylococcus aureus na osem
druhov antibiotik. Kmene sa izolovali zo vzoriek mlieka dojnic so zapalom
mlie¢nej zlazy. Z kmenov Streptococcus agalactiae bolo citlivych na ampicilin
100,00 Y/, erytromyecin 99,23 %, oxytetracyklin 98,70 Y,, bacitracin 93,02 %, chlor-
amfenikol 90,77 Y,, penicilin 41,97 %, neomycin 12,399, a streptomycin 9,73 %/.
Z kmenov Staphylococcus aureus bolo citlivych na chloramfenikol 98,68 %/, am-
picilin 98,50 %, erytromycin 97,92 %/, oxytetracyklin 94,98 ")), neomycin 93,85 ¢/,
bacitracin 92,67 ¢, streptomycin 87,50 %; a penicilin 46,249). V suvislosti s po-
uZivanim antibiotik pri lie¢eni mastitid dojnic sa diskutuje o dosiahnutych vy-
sledkoch. .

Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; citlivost na antibiotika; masti-
tidy dojnic

Pri lieeni dojnic so zdpalom mliecnej Zlazy sa vo velkej miere po-
uzivaju antibiotikd. U bakteridlnych zarodkov, sposobujtcich zdpal mlie¢-
nej zlazy, sa preto zistuje ich citlivost na antibiotikda. K tomu sa vo 3tat-
nych veterinarnych tustavoch v SSR najtastejSie pouZivaji testovacie
disky s penicilinom, streptomycinom, chloramfenikolom, neomycinom
a oxytetracyklinom, v men3sej miere i rozne daldie antibiotika.

Z bakterialnych zarodkov, ktoré sa u nas podielaji na vzniku mastitid
dojnic, st to najméd Streptococcus agalactiae (Str. agal.) a Staphylococcus
aureus (St. aureus) 89,40 % (Havelka, 1975). Zvysnych 10,60 % pri-
padé na viaceré daldie druhy baktérii.

V tejto praci uvddzame prehlad o citlivosti dvoch najcastejsich bakte-
ridlnych povodcov mastitid dojnic v SSR — Str. agal. a St. aureus — najmi
na tie antibiotikd, ktoré sa u nds najviac pouZivaji na terdapiu zdpalov
vemena.

MATERIAL A METODY
V 1. 1974 sa v Ustrednom $titnom veterinarnom ustave v Bratislave

a v §tatnych veterinarnych tstavoch v Nitre, Ziline, Zvolene, Kosiciach,
Presove a Michalovciach zistovala citlivost u 4420 kmeriov Str. agal.
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a 1056 kmeniov St. aureus na antibiotikd. Kmene sa izolovali v bakterio-
logickych oddeleniach uvedenych tistavov zo vzoriek mlieka dojnic.

Citlivost kmefiov ng antibiotikd sa urcovala platiiovym difaznym
testom (Laboratérne vysSetrovacie metodiky USVT,
1972). Pouzivali sa Ceskoslovenské disky (Lachema) s nasledovnym obsa-
hom antibiotik: penicilin 10 j., chloramfenikol 30 mecg, streptomycin
30 mcg, neomycin 30 mcg, oxytetracyklin 30 meg, ampicilin 20 mcg, erytro-
mycin 10 mcg, bacitracin 10 j.

Citlivost kmefiov na antibiotikd sa hodnotila podla priemeru inhi-
bi¢nej zony, uddvanej v mililitroch.

Citlivost na penicilin, chloramienikol, streptomycin, neomycin a oxy-
tetracyklin sa zistovala u vsetkych kmeriov. Citlivost na erytromycin
sa zistovala u 1551 kmeiiov Str. agal. a 768 kmefiov St. aureus, na ampi-
cilin u 1003 kmeriov Str. agal. a 266 kmenov St. aureus a na bacitracin
u 2134 kmeriov Str. agal. a 327 kmenov St. aureus.

VYSLEDKY

Urcenie citlivosti kmeniov Str. agal. na antibiotikd uvadza obr. 1.
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1. Citlivost kmenov Streptococcus agalactiae na antibiotika
1 — penicilin, 2 — chloramfenikol, 3 — streptomycin, 4 — neomycin, 5 — oxytetra-
cyklin, 6 — erytromycin, 7 — ampicilin, 8 — bacitracin
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Urcenie citlivosti kmerfiov St. aureus na antibiotika uvadza obr. 2.
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2. Citlivost kmenov Staphylococcus aureus na antibiotika
1 — penicilin, 2 — chloramfenikol, 3 — streptomycin, 4 — neomycin, 5 — oxytetra-
cyklin, 6 — erytromycin, 7 — ampicilin, 8 — bacitracin

Na urcenie citlivosti sa vybrali styri antibiotikd so strednym spektrom
ucinku (penicilin, streptomycin, erytromycin a bacitracin) a Styri anti-
biotikd so irokym spektrom tcinku.

V zasade je spektrum ucinku vybranych antibiotik nasledovné:

penicilin a erytromycin — grampozitivne a niektoré gramnegativne
baktérie;

chloramfenikol a oxytetracyklin — grampozitivne i gramnegativne
baktérie;

streptomycin — gramnegativne baktérie, slabsie aj na grampozitivne:
neomycin — gramnegativne baktérie, stafykokoky, menej streptokoky;
ampicilin — gramnegativne baktérie a mnohé grampozitivne baktérie;
bacitracin — grampozitivne baktérie a neisérie.

DISKUSIA

V stc¢asnosti sa u nds dojnice s mastitidami lieCia vdc3inou v laktac-
nom obdobi, v men3om pocte pripadov pocCas stitia mnasucho. Podla
Koubu (1975) v CSR v prvom polroku 1974 sa lietilo 22,02 % dojnic

VETERINARNI MEDICINA — 1975 457



so zdpalom vemena v laktdcii a 7,55 dojnic pocas stitia nasucho. V nie-
ktorych statoch vsetky dojnice v chove preventivne osetruju antibioti-
kami, alebo vSetky dojnice s mastitidami lietia prave v obdobi stitia na-
sucho (Dodd a Jackson, 1971, Schalm a i, 1971, Gedek.
1972 a i.).

AZ na ojedinelé pripady sa u nas k lieteniu pouzivaja lietiva tu-
zemské.

Pri bakteriologickom vy3etrovani vzoriek mlieka sa u nas citlivost
na antibiotikd zistuje takmer u vsetkych izolovanych kmenov bakterial-
nych zarodkov sposobujicich zapal mliecnej zlazy. V zasade sa vo vset-
kych astavoch pritom pouZiva jednotnd metodika.

Stafylokoky rezistentné na penicilin stracaji s pomerne vysokou frek-
venciou schopnost produkovat enzym penicilinazu, ktord inaktivuje peni-
cilin. Preto je rezistencia stafylokokov na penicilin nestabilnd (Kré¢méry
a i., 1974). Stafylokoky sa v tejto prici zo znamych ddovodov nerozliso-
vali na penicilindza negativne a pozitivne, na ¢o treba brat zretel pri
posudzovani vysledkov urcovania ich citlivosti.

Obvykle len dojnice s akGtnymi mastitidami sa antibiotikami lie¢ia
okamzite, bez zistovania citlivosti ich povodcov. Akitnych mastitid je vak
podstatne menej ako ostatnych foriem zapalu vemena, ktoré sa maji anti-
biotikami lie¢it az po zisteni citlivosti ich bakteridlnych povodcov. Tak
podla Koubu (1975) z 1194815 dojnic v socialistickom sektore v CSR
pripadlo 24,85 % dojnic so zdpalom mlie¢nej Zlazy, alebo s prostym ni-
lezom zéarodkov v mlieku. Dojnic s aktGtnym zdpalom mlie¢nej zlazy sa
zistilo 50526 (4,22 %), s chronickym zdpalom 53526 (4,48 %), s prostym
nalezom zarodkov v mlieku 38 252 (3,20 %) a zvy3ok pripadal na dojnice
so skrytym zdpalom vemena.

Pri sledovani etiol6gie mastitid dojnic v SSR za r. 1967 aZ 1971 pri-
padlo zo v3etkych bakteridlnych pdvodcov zapalov vemena viac ako 90 %
na Str. agal. a St. aureus (Havelka, 1973). Tieto dva druhy bakteriil-
nych zarodkov tvorili prevazna Cast povodcov mastitid i v CSR (Kral
a i, 1973, Kouba, 1975). Podla Wilsona (1971) sa streptokoky
a stafylokoky zodpovedné za 95 % infekcii u subklinickych mastitid. Preto
treba z hladiska zistovania citlivosti bakterialnych povodcov mastitid na
antibiotikd tymto dvom druhom venovat najvicsiu pozornost.

K lie¢eniu dojnic so zapalom mlietnej zlazy sa u nas najcastejsie po-
uzivaji antibiotikd a z nich najmi penicilin, streptomycin, neomycin,
chloramfenikol a oxytetracyklin v roznych liekovych formach, jednotlivo
i v kombinacidch (Sev&ik a i, 1969, Reichel a i, 1973). Preto
sa kmene testovali predovietkym na tieto antibiotika.

Poradie antibiotik, na ktoré bolo najviac testovanych kmeriov Str.

agal. citlivych, je nasledovné:
1. ampicilin — 100 % kmeriov; 2. erytromycin — 99,23 % kmeriov; 3. oxy-
tetracyklin — 98,70 % kmeriov; 4. bacitracin — 93,02 % kmeriov; 5. chlo-
ramfenikol — 90,77 % kmetiov; 6. penicilin — 41,97 % kmeriov; 7. neomy-
cin — 12,39 % kmenov; 8. streptomycin — 9,73 % kmertiov.

Z piatich antibiotik naj¢astejsie pouzivanych k lietbe dojnic s masti-
tidami bolo najviac kmeriov citlivych na oxytetracyklin a chloramfenikol.
Skuto¢nost, Ze najviac kmeriov bolo rezistentnych na penicilin, neomycin
a streptomycin, sa javi nepriaznivo z hladiska ich lie¢ebného efektu. Podla
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Patoc¢ku a i (1970) su streptokoky na antibiotikda dobre citlivé. Na
dalsie Styri antibiotika bolo citlivich 75,65 az 100,0 % testovanych kme-
nov Str. agal.

Poradie antibiotik, na ktoré bolo najviac testovanych kmefiov St.
aureus citlivych, je nasledovné:

1. chloramfenikol — 98,68 % kmenov; 2. ampicilin — 98,50 % kmeriov;
3. erytromycin — 97,92 % kmenov; 4. oxytetracyklin — 94,98 % kmeriov;
5. neomycin — 93,85 % kmeriov; 6. bacitracin — 92,67 % kmeriov; 7.

streptomycin — 87,50 % kmeriov; 8. penicilin — 46,24 % kmetiov.

Pri porovnani s citlivostou kmenov Str. agal. sa poradie antibiotik
u kmeiov St. aureus podstatne zmenilo. Okrem penicilinu bolo 79,54 aZ
08,68 % kmenov St. aureus citlivych na vsetky ostatné antibiotika. Podla
Patoc¢ku a i. (1970) stafylokoky st primarne citlivé na vaésinu anti-
biotik. V dosledku masivneho pouzivania antibiotik sa zvysuje pocet kme-
fov rezistentnych. Vo vyskyte rezistentnych kmetiov sa vyskytuja regio-
néalne rozdiely.

Podla Kré¢méryho a i. (1974) patria stafylokoky — v savislosti
s ich rezistenciou proti antibiotikim — k vobec najvariabilnejsim mikro-
organizmom. Je to nesporne sposobené bohatostou ich antigennej skladby
a enzymatického vybavenia. Velkd prisposobivost stafylokokovej bunky
ku zmendm vonkajsieho prostredia, a teda i vplyvu antibiotik sposobuje,
ze u St. aureus byva vyskyt jednotlivych typov rezistencie velmi rozma-
nity. Stafylokoky maju mimoriadnu schopnost adaptovat sa na antibiotikd
pomocou fenoménu rezistencie s dedi¢nou kontinuitou. Napr. stafylokoky
rezistentné na penicilin stracaji s pomerne vysokou frekvenciou schop-
nost produkovat penicilindzu a spidtna mutacia sa u nich uz nevyskytuje.

Presetrované kmene St. aureus vykazovali v celkovom priemere vyssiu
percentudlnu citlivost na antibiotikd ako kmene Str. agalactiae.

Na zistovanie citlivosti streptokokov a stafylokokov, izolovanych
z mlieka dojnic s mastitidami, na antibiotikd sa zamerali i Afanasev
a Mozgis (1970). Kmene preukazali nasledovni citlivost k antibio-
tikdm:
patogénne streptokoky — erytromycin 71,61 %, neomycin 67,38 %, peni-
cilin 45,99 %, levomycetin 25,67 %, tetracyklin 16,04 %, streptomycin
10,70 % kmenov;
patogénne stafylokoky — erytromycin 64,54 %, neomycin 65,17 %, pe-
nicilin 39,33 %, levomycetin 35,90 %, tetracyklin 14,61 %, streptomycin
8,00 % kmeriov. Citlivost tychto kmenov na niektoré antibiotikd bola po-
dobn4, na iné odlisna od citlivosti nasich kmenov.

V tejto praci predkladame vysledky urcovania citlivosti kmetiov Str.
agal. a St. aureus na osem druhov antibiotik, zistené v r. 1974 na Statnych
veterinarnych tistavoch v SSR. Vysledky mozu poskytnit podkladovy ma-
terial aj za ucelom zamerania vyvoja a vyroby roznych liekovych foriem
antibiotik na lie¢enie mastitid dojnic u nas.

Podakovanie: Autor dakuje pracovnikom bakteriologickych oddeleni SvU
v Nitre, Zvolene, Ziline, Kog8iciach, PreSove a Michalovciach za podkladovy
material.
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Doslo dne 7, 3. 1975

TFABEJIKA B. (IleurpansHerit mcynapmneﬂuﬂﬁvnﬁcrnryr BerepuHapuu, Bpatuciasa, Yexociso-
pakms). UyscreurensHocts Streptococcus agalactiae m Staphylococcus aureus x antubmo-
mukam B CCP 3a 1974 r. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 455-461, 1975.

B 1974 r. B TocynapcrBeHHsix uHcTHTyTax BerepuHapuu CCP ompenensnu 4yBCTBUTENBHOCTSH
4420 mrammos Str. agalactiae u 1056 mrammos St. aureus x 8 BmmaM aHTHOHOTHKOB.
IITaMMBI M30MMPOBANH M3 MONOYHEIX Npo6 KOpOB, CTPANAIONIMX OT BOCHAJEHHA MOJIOUHOH iKe-
ness. Ma mrammos Str. agalacticge uyscrsurensunt x ammumuny 100,00 %, x spurpoMumumy
99,23 %, x oxcurerpauuxanay 98,70 %, x Gammrpanmmy 93,02 Yo x xaopamdenuxony 90,77 %,
k nemunuuansy 41,97 %, x meomumuay 12,39 %, x crpemromummay 9,73 %. HMa mrammos St.
aureus uyscTBUTeNbHBI K xaopampennxony 98,68 %, x ammumummay 98,50 %, x spurpomuumHy
97,92 %, x oxkcurerpanguknuny 94,98 %, x meomunumy 93,85%, x Gauumrpaumny 92,67 %,
K crpenromuuuny 87,50 %, x nemunmanuny 46,24 %. B cBA3u ¢ MCnOnB30BaHMEM AHTHOGMOTHKOB
B JIeYeHUH MACTHTOB OBCYXXHAalTCA STH NaHHBE.

Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; 4qyBCTBHTENBHOCTE K aHTHOMOTHKAM;
MacTUTHI KOPOB .

HAVELKA B. (Central State Veterinary Institute, Bratislava, Czechoslovakia). The
Sensitivity of Streptococcus agalactiae and Staphylococcus aureus to Antibiotics in
the Slovak Socialist Republic in 1974. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :455-461, 1975. ’

In 1974, the State Veterinary institutes in the Slovak Socialist Republic studied the
sensitivity of 4420 strains of Streptococcus agalactiae and 1056 strains of Staphylo-
coccus aureus to eight antibiolics. The strains were isolated from millkk samples ob-
tained from dairy cows suffering from mastitis. 100 per cent of the strains of Strepto-
coccus agalactine was sensitive to ampicillin, 99.23 9%, to erythromycin, 98.70 %, to
oxytetracycline, 93.02 Y, to bacitracin, 90.77 %, to chloramphenicol, 41.97 %/, to penicil-
lin, 12.39 Y, to neomycin, 9.73 Y, to streptomycin. As to the strains of Staphylococcus
aureus, 98.68 were sensitive to chloramphenicol, 98.50Y, to ampicillin, 97.929%, to
erythromycin, 94.98 9, to oxytetracycline, 93.85 %, to neomycin, 92.67 %, to bacitracin,
87.50 %, to streptomycin, and 46.24 %, to penicillin. The results are discussed in re-
lation to the use of antibiotics in the treatment of mastitis in dairy cows.

Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; sensitivity to antibiotics; mastitis
in dairy cows
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HAVELKA B. (Zentralveterinidrinstitut, Bratislava, Tschechoslowakei). Sensibilitdt
des Streptococcus agalactice und des Staphylococcus aureus gegen Antibiotika in der
SSR im Jahre 1974. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :455-461, 1975.

Im Jahre 1974 wurde in den staatlichen Veterindranstalten der Slowakischen sozia-
listischen Republik die Sensibilitdt von 4420 Streptococcus-agalactiae-Staimmen und
1056 Staphylococcus-aureus-Staimmen gegen acht Antibiotika-Arten ermittelt. Die
Stamme wurden aus Milchproben von an Milchdriisenentziindung erkrankten Kiihen
isoliert. Von den Streptococcus-agalactiae-Stammen waren empfindlich auf Ampi-
zillin 100,00 %, auf Erythromyzin 99,23 %, auf Oxytetrazyklin 98,70 %, auf Bazitra-
zin 93,029, auf Chloramphenikol 90,779, auf Penizillin 41,979, auf Neomyzin
12,39 9y und auf Streptomyzin 9,73 %,. Von den Staphylococcus-aureus-Stimmen wa-
ren empfindlich auf Chloramphenikol 98,68 9, auf Ampizillin 98,50 9/;,, auf Erythro-
myzin 97,929, auf Oxytetrazyklin 94,989, auf Neomyzin 93,859, auf Bazitrazin
92,67 %, auf Streptomyzin 87,50 %, und auf Penizillin 46,249). Im Zusammenhang
mit der Problematik der Benutzung von Antibiotika bei der Mastitistherapie von
Milchkithen werden die erreichten Resultate erortert.

Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; Sensibilitdt gegen Antibiotika; Masti-
tiden bei Milchkiihen

Adresa autora:
MVDr. B. Havelka, CSc.. Ustredny §titny veterindrny ustav, Pri Botanickej za-
hrade 3, 800 00 Bratislava
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Upozoriiujeme Ctenafe, Ze v publikaci Studijni informace UVTI,
ro¢nik 1975, fada Zakladni védy v zemédélstvi, vychazi prace
ing. J. Kolského

METODY STANOVENI KOEFICIENTU DEDIVOSTI
U HOSPODARSKYCH ZVIRAT

ooy

Nejdtlezit€jdim genetickym parametrem populace je koefi-
cient dédivosti, ktery ma klicovy vyznam pro techniku selekce.
Publikace podava prehled matematicko-statistickych metod po-
vzivanych k jeho odhadu a ma slouzit jako praktickd pomiicka
pro sirokou odbornou vefejnost.

Prvni Cast se zabyva obecnymi otdzkami a vyznamem koefi-
cientu dédivosti pro plemenaiskou praci, druha ¢ast uvadi pre-
hled jednotlivych metod odhadu. Protoze existuje mnoho metod
odhadu koeficientu dédivosti, byly do publikace zahrnuty pouze
nejdtlezit€jdi a nejpouZivanéjsi postupy. V zavéru je uveden
piehled hodnot koeficientti dédivosti znaki u jednotlivych dru-
hi zvirat.

Publikace METODY STANOVENI KOEFICIENTU DEDI-
VOSTI U HOSPODARSKYCH ZVIRAT lze objednat v odbyto-
vém oddéleni Ustavu védeckotechnickych informaci, Slezska 7,
120 56 Praha 2. Cena 17,— Kd¢s.




VLIV NEKTERYCH FAKTORU NA ELEKTRICKOU VODIVOST
SMESNEHO MLEKA

V. Renda, D. Rysanek, O. Matouskova

Viyzkumny ustav veterindrniho lékaistvi, Brno

RENDA V., RYSANEK D., MATOUSKOVA 0. Vliv nékterjych faktord na elek-
trickou vodivost smésného mléka. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 463-469, 1975.

Byla zhodnocena metoda stanoveni elektrické vodivosti vykupovaného mléka
k hygienickému posouzeni jeho kvality a k hromadné diagnostice zanétlivych
onemocnéni mlééné zlazy dojnic. Koeficient variability duplikati se pohyboval
v rozmezi 1,37 az 3,09 Y. Pri sledovani zavislosti méieni elektrické vodivosti
mléka na jeho teploté bylo zjiSténo, Ze existuje statisticky vysoce prikazna po-
zitivni korelace mezi obéma veli¢inami. V rozmezi 30 az 35 C se korelaéni koe-
ficienty pohybovaly od 0,951 do 0,996. Béhem pétihodinové inkubace vzorkt pii
teploté 25°C byla dale sledovédna interference zptisobena kyselosti mléka. Sta-
tisticky vyznamny rozdil byl zjistén od treti hodiny inkubace (P < 0,05) a sta-
tisticky vysoce vyznamny rozdil od étvrté hodiny inkubace (P < 0,01). Pii po-
suzovani diagnostické hodnoty metody meéreni elektrické vodivosti vykupova-
ného mléka byla zjiSténa pozitivni korelace k obsahu chloridovych iontu (r =
= 0,69) a k po¢tu bunéénych elementt mléka (r = 0,33).

mastitida; obsah bunék; chloridy; kyselost; teplota

Vedle zmén v obsahu bunéénych elementi mléka jsou dalsim vy-
znamnym diagnostickym prostfedkem =zénétlivgch onemocnéni mlécné
zlazy zmény iontového sloZeni mléka, jak vyplyva z praci Tolleho
(1969), Linzella a Peakera (1972), Ingra aj. (1973) a dal-
sich autorti. Je znamé, Ze jiz v inicidlnim stadiu zanétlivého onemocnéni
mlétné Zldzy nastava primdarné pokles hladiny laktézy a ionti kalia.
Vzhledem k tomu, Ze je lakt6za osmoticky aktivni, dochédzi k naruseni
osmotické stability mléka, kterd se obnovuje zvySenim koncentrace sodi-
kovych a chloridovych iontd. Se zménou iontového slozeni mléka souvisi
sekundarné i zména jeho elektrické vodivosti.

Vyuziti méreni elektrické vodivosti mléka pii stanoveni diagnozy
mastitid mélo rizné velky tspéch. Dobrou diagnostickou hodnotu pFisu-
zovali této metodé Mc Culloch (1940) a Malcolm aj. (1942).
Z hodnoceni Jonese (1949) vyplynulo, Ze uvedend metoda neni ve
vyhovujicim souladu s obsahem somatickych bunék mléka. Autor viak
upozornil na skutetnost, Ze vysetfované vzorky mléka byly pred ana-
lyzou skladovany pii pokojové teploté po dobu 24 aZ 48 hodin. Pinker-
ton a Peters (1958) zjistili u vzorkii mléka, které byly odebriny ze
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Gtvrti mlécné zlazy se zanétlivou reakci, hodnoty elektrické vodivosti od
5,95 do 6,86 mho na 1 cm. Né&ktefi autofri, jako napt. Postle aBlobel
(1965), Little aj. (1968), Knabe (1968), Wolie aj. (1972) po-
soudili diagnostickou hodnotu této metody korelaci k obsahu somatickych
bunék mléka, jini k obsahu tuku mléka (Roy aj., 1972) a k obsahu
chloridovych ionti mléka (Mukaiovsky a Novak, 1972).

Hodnoty elektrické vodivosti jednotlivych ¢tvrti mlééné zlazy jedné
dojnice porovnali dal3i autofi, napf. Davis (1947). Linzell a Pea-
ker (1972) zavddéji tzv. kvocient RMQ ke srovnini hodnot elektrické
vodivosti ¢tvrtovych vzorki jedné dojnice. Pomérnou elektrickou vodivost
u jedné dojnice vyhodnocuje Wolie aj. (1972) porovnanim elektrické
vodivosti ¢tvrti s nejniz$i hodnotou se viemi zbyvajicimi. Na tomto prin-
cipu sestrojili Quayle a Greatrix (1973) pristroj pro detekci pa-
tologicky zménéného mléka béhem dojeni.

Z literarniho prehledu je ziejmé, Ze se jednotlivi autoii nezamérili
na vliv hlavnich ¢initelt, ktefi mohou podstatné interferovat hodnoty elek-
trické vodivosti mléka.

Cilem na3i price bylo zhodnotit metodu stanoveni elektrické vodivosti
u vykupovaného mléka pro hygienické posouzeni jeho kvality a moznosti
vyuziti této metody k orientacni epizootologické despitazi. Zamérili jsme sc
zvl4sté na reprodukovatelnost metody a na hlavni interferujici ¢initele.

MATERIAL A METODY

K analyzdm jsme pouzili vzorky odebrané z chladicich nadrzi v mléc-
nicich bezprostifedné pred svozem mléka. Vzorky jsme laboratorné zpraco-
vali do ¢tyF hodin po odbéru. Jejich teplota se pohybcvala v rozmezi 7 az
12, %G,

Laboratorni vysetfeni mléka zahrnovalo vedle méreni elektrické vodi-
vosti stanoveni obsahu chloridii merkurimetrickou metodou podle Vo -
tocka (1956), stanoveni pocCtu bunétnych elementi mléka piimou

1. Tranzistorovy kon-
duktometr (EL-test) po-
dle Mukarovského a No-
vaka
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mikroskopickou metodou a principem vyhodnoceni podle Prescotta
a Breeda (1910) a zplsobem fixace a barveni podle Newboulda
a Phippse (1967) a stanoveni titra¢ni kyselosti podle CSN 57 0530.
Elektrickou vodivost mléka jsme méfili tranzistorovym konduktometrem
(EL-test), navizenym Mukafovskym a Novikem v roce 1972 (obr. 1).

Vysetiované vzorky jsme nejdiive temperovali na 35 °C. Po jejich pro-
michdni jsme pristoupili k vlastnimu méreni, po kterém jsme elektrodu
dokonale oplachli destilovanou vodou, ohifdtou na stejnou teplotu jako
vzorky mléka a osusili.

Celkem jsme vysetfili 305 smésnych vzorki.

VYSLEDKY A DISKUSE

Reprodukovatelnost metody stanoveni elektrické vodivosti jsme zjistili
na zakladé vysetfeni sesti vzorki (tab. I). Koeficient variability duplikati
se pohyboval v rozmezi 1.37 az 3,09 %. coz svéd&i o dobré reprodukovatel-
nosti metody.

1. Reprodukovatelnost metody stanovent Zavislost méreni elektrické vodi-
elektirické vodivosti smésného mléka ; :
vosti mléka na jeho teploté jsme
a| studovali na 3esti riznych vzorcich
v rozmezi 30 az 35 °C. Dosazené vy-
sledky dokumentuje obr. 2, ze které-
31,83 0,982 2,09 ho je ziejmé, Ze existuje statisticky
velmi prikazna pozitivni korelace
mezi ob&éma veli¢inami. Korelaéni
koeficienty se pohybovaly v rozmezi
0,951 az 0,996. Ze smérnic regres-
4203 11608 273 nich pfimek vyplyva, Ze jiz zména
teploty mléka o 1°C znamena zmé-
nu hodnoty elektrické vodivosti
0 1,26 az 1,92 uA, coz piedstavuje
3,0 aZz 5,9 %.
51,83 07523 1,88 Z uvedené analyzy vyplyvé, Ze
' pro vyloueni této vyznamné interfe-
rence je tieba doporucit bud zavede-
54,03 07523 Ly ni teplotni kompenzace konstrukci
piistroje, nebo stanovenim korekéni-
ho faktoru pomoci vypoétu regresniho koeficientu na zikladé velkého
souboru méreni.

Dile jsme se zaméFili na interferujici vliv kyselosti mléka na jeho elek-
trickou vodivost. Po stanoveni titraéni kyselosti a elektrické vodivosti mléka
u 11 vzorki jsme je inkubovali pfi teploté 25 °C po dobu 5 hodin. V hodi-
novych intervalech jsme métili obé veli¢iny. Ziskané vysledky shrnuji obr.
3 a 4. Zjistili jsme, Ze titracni kyselost vzrista sta'gisticky vyznamné jiz
po prvni hodiné inkubace (P < C.05). od druhé hodiny statisticky vysoce
vyznamné (P < 0,01) — (obr. 3).

Obdobny pritbéh vykazuje i zména elektrické vodivosti mléka, i kdyz
je statisticky vyznamnd aZ od tieti hodiny (P <005) a statisticky vysoce
vyznamna od ¢tvrté hodiny inkubace (P < 0,01) — (obr. 4).

xI
"

V%

340 0,6325 186

4233 08161 193
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f=0. 887

2. Zavislost méreni elek-
trické vodivosti smésné-
ho mléka
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Z uvedenych zjisténi vyplyva, Ze p¥i laboratornim méfeni elektrické
vodivosti je nezbytné vyzadovat prepravu vzorki v termoizola¢nich
obalech.

Diagnostickou hodnotu méfeni elektrické vodivosti smésnych vzorku
mléka jsme posoudili stanovenim vztaht mezi vodivosti a obsahem chlori-
dovych iontli a dile mezi vodivosti a po¢tem bunéénych elementii mléka.
zjistili jsme pozitivni korelaci k obsahu chloridovych iontd (r = +0,69)
a k poctu bunécénych elementt (r = +0,33).

Z literatury jsou znamé udaje Postla a Blobela (1965), kteii
zjistili u smésnych vzorki nizkou korelaci k po¢tu bunéénych elementa
(r = 4+0,24). U ¢tvrtovych vzorkia stanovil korela¢éni koeficient r = 40,40
Little (1968), koeficient +0,58 Knabe (1968) a koeficient +0,43
Wolfe aj. (1972).

Piesto, Ze obsah chloridovych iontu mléka ma pro zmény jeho
clektrické vodivosti podstatny vyznam, zjistili jsme pouze jediny literarni
idaj o vztahu obou veli¢in. Mukafovsky a Novak (1972) uvadéji
velmi vysoky korela¢ni koeficient r = +0,87.

Abychom mohli posoudit moznost vyuziti metody stanoveni elektrické
vodivosti pro diagnostické ucely na zakladé vySetieni smésnych vzork:
vykupovaného mléka, provedli jsme analyzu, kterou dokumentuje graf na
obr. 5. Z grafu je zfejmé, ze aritmetické primeéry hodnot elektrické vodi-
vosti u vzorki s po¢tem bunéénych elementii do 1 mil. v 1 ml mléka se
pohybuji v rozmezi 31,2 az 32,8 uA, u vzorkl s po¢tem bunék nad 1 mil.
v 1 ml v rozmezi 34,6 aZ 36,0 uA. Dale z grafu vyplyva, Ze variabilita
hodnot elektrické vodivosti u jednotlivych pocetnich rozsahtt je zna¢na
(s = £1,4—5,2 uA).

HA -

5. Aritmetické prumeéry
a smérodatné odchylky
elektrické vodivosti
smésného mléka v jed-
notlivych rozsazich ob-
sahu bunék ? 258 SBR 758 1882 1258 1588 1758 BUNEK /mi-m?

Na zakladé ziskanych hodnot aritmetickych praméri je redlnd moz-
nost vyuzit metody stanoveni elektrické vodivosti smésnych vzorki vyku-
povaného mléka k jejich hygienickému posouzeni a k hromadné diagnostice
zanétlivgch onemocnéni mlééné zlazy dojnic. Bude vSak nezbytné tuto
metodu zpiesnit, aby se snizila variabilita namé¥enych hodnot. )

Zavérem je mozno konstatovat, ze metoda elektricke VodivosEi ’vhod{le
doplni komplex vysetfeni, pouZivany pfi hygiemcké}n posuzovani smés-
nych vzorki vykupovaného mléka, za predpokladu, Ze se podafi vylouit
vliv interferujicich ¢initeli teplotni kompenzaci méfeni a standardizaci od-
béru a zpracovani vzorkil.
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Doslo dne 28. 3. 1975

PEHIA B., PUITAHEK ., MATOYIIKOBA O. (HayuHO-uccienosaTenbCKuit MHCTUTYT Bpho,
Uexocnosakus). Bimanue HeKOTOpHIX (aKTOPOB Ha SMEKTPONPOBOAMMOCTH CMENIAHHOrO MOJIOKA.
Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 463-469, 1975.

Meroxn omnpeneneHHs 9JeKTPONPOBONMMOCTH NOKYNA€MOTO MOJOKA WCIBITEIBATH C TOYKH 3D. OLEHKH
€ro KadecTBa ¥ MaCCOBOH IMAarHOCTMKM BOCHAJMTEJBHBIX 3a00JeBaHMM MOJIOUHOM JKENEe3hl y KOPOB.
Kosdduunenr uameHumsocT# Ay6nuxatos Haxomuncs B mpenenax 1,37—3,09 %. Uayuenume 3a-
BUCHMOCTH H3MEpPEHHS 3JIEKTPONPOBONMMOCTH MOJOKAa OT ero TeMIepaTyphl IOKasajlo, 4uTo Cy-
LIeCTBYEeT BLICOKOIOCTOBEPHAs NOJNOKHTENbHAS KOPpeNAus Mexily ofeMMu BeauduHamu. B mpe-
nemax or 30 mo 350C xospuuments: xoppensamum cocrasiaioT or 0,951 mo 0,996. B reuenne
S-yacomoit wuukyBamum npober mpu 25 0C npenenaam wTHeppepeHUMIO, NAHHYIO KHMCJIOTHOCTBHIO
MOJOKa. CTaTPICTH‘{eCKH 3HauuMasa pasHuna yCTaHOBJ‘le}la, HaunHasag C 3'1‘0 gaca WHKyGalIH’II
(P < 0,05), a BhICOKO3HAauMMas pasHuna — HaunHas c 4-ro uaca mekybanuu (P < 0,01).
OLIEHKZI IHarHOCTUYEeCKOr0 KauecTBa MeTona H3MEpEHUuA BJIEKTPOIIPOEO,IHMOCTH saxynaEMOro MO-
JOKa TIOKasaJla IIOJOKHTENbHYI0 KOPpessAlHI0 K colepaHHO xuopuiadsix uoxos (r = 0,69)
11 K KOJIIUECTBY KJETOYHLIX ajieMeHTOB Momoka (1 = 0,33).

MaCTHT; COonep’KaHHE KJIETOK; XJOPHIBI; KHCJIOTHOCTh; TEMIlepaTypa
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RENDA V.. RYSANEK D., MATOUSKOVA O. (Veterinary Research Institute, Brno,
Czechoslovakia). The Effect of Some Factors on the Electric Conductivity of Mixed
Milk. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 463-469, 1975.

The authors evaluated the method of the determination of the electric conductivity
of purchased milk for the estimation of the hygienic aspects of milk quality and for
mass diagnosis of the inflammatory diseases of dairy cow mammary glands. The
variability coefficient of duplicates varied from 1.37 to 3.09",. The study of the de-
pendence of milk conductivity measurement on milk temperature revealed a sta-
tistically highly significant positive correlation between the values of these two fac-
tors. In the temperature range from 300C to 35°9C the coefficients of correlation
ranged from 0951 to 0.996. Furthermore, interference caused by milk acidity was
examined during a five-day incubation of sampies at 259C. A statistically significant
difference was observed from the third hour of incubation (P < 0.05) and a statisti-
cally highly significant difference from the fourth hour of incubation (P < 0.01).
The evaluation of the diagnostic value of* the method of the measurement of electric
conductivity in purchased milk revealed a positive correlation to the content of chlo-
ride ions (r = 0.69) and to the number of the cellular elements of milk (r = 0.33).

maslitis; content of cells; chlorides; acidity; temperature

RENDA V., RYSANEK D., MATOUSKOVA O. (Forschungsinstitut fiir Veterindrme-
dizin, Brno, Tschechoslowakei). Einflufi einiger Faktoren auf die elektrische Leit-
fdahigkeit gemischter Milch. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 463-469, 1975.

Es wurde die Methode der Bestimmung der elektrischen Leitfahigkeit der in die
Molkereien eingelieferten Milch zum Zwecke der hygienischen Beurteilung der Quali-
tit der Milch sowie zur massenweisen Diagnostik von entziindlichen Erkrangungen der
Milchdriise bei Kiihen bewertet. Der Variabilititskoeffizient der Duplikate bewegte
sich in den Grenzen von 1,37 bis 3,09 9. Bei Untersuchungen der Abhingigkeit der
Messung der elektrischen Leitfdhigkeit der Milch von deren Temperatur wurde fest-
gestellt, dal zwischen beiden Groflen eine statistisch hochsignifikante positive Kor-
relation existiert. In den Temperaturgrenzen von 30 bis 35 %C bewegten sich die Kor-
relationskoeffizienten von 0,951 bis 0,996. Wihrend einer flinfstindigen Inkubation
der Proben bei 25°C wurde die durch Aziditdt der Milch verursachte Interferenz
verfolgt. Ab dritte Inkubationsstunde wurde ein statistisch signifikanter Unterschied
(P < 0,05) und ab vierte Inkubationsstunde ein statistisch hochsignifikanter Unter-
schied (P < 0,01) festgestellt. Bei Beurteilung des diagnostischen Wertes der Methode
der Messung der elektrischen Leitfidhigkeit der angelieferten Milch wurde eine po-
sitive Korrelation zum Chloridionengehalt (r = 0,69) und zur Anzahl von Zellele-
menten der Milch (r = 0,33) {estgestellt.

Mastitis; Zellgehalt; Chloride; Aziditdt; Temperatur
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MVDr. V. Renda, MVDr. D. Ry§anek, MVDr. O. Matou$8kova, Vyzkumny
ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno - Medlanky
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Vybér z prirustka
Ustiedni zemédélské a lesnické knihovny UVTI
z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozné si zapujé¢it osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 12056 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli
az patek od 9 do 18 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.
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19 congreso mundial da medicina veterinaria y zootecnica. 19 world ve-
terinary congress. Mexico, n. vl. Vol. 1. 1971. 397 s. tab., Vol. 2. 1971.
408-813 s. tab., Vol. 3. 1971. 822-1236 s. tab., Vol. 4. 1971. 1246-1450 s. tab.
obr. (Mexico — mezinarodni veterinarni a zootechnicka konference —
19. /1971/ — sborniky)
D 63.891
Memorias de la II Jornada nacional de ciencias veterinaria. Habana, n.
vl. (1975). 450 s. obr. tab. (Havana — veterinarni konference — 2. /1966/
— sborniky)
D 63.451
Lehrbuch der Physiologie der Haustiere. 3. iiberarb. Aufl. Jena, VEB G.
Fischer. Teil 1. (1974) 571 s. 130 obr. 160 tab.; Teil 2. (1974) S. 580-1131.
216 obr. 114 tab. (Fyziologie hospodaiskych zvirat — prirucky)
. D 64.397
Novosti vav fiziologijata na selskostopanskite Zivotni. Sofija, Zemizdat
1975. 273 s. 43 obr. 13 tab. (Fyziologie hospodarskych zvifat — prirucky)

KONSTANTINOV, G. Chr. — DOBRIJANOV, D. St. D 64.013
Citogenetika na selskostopanskite Zivotni. Sofija, Zemizdat 1974. 223 s.
76 obr. 26 tab. (Cytogenetika — hospodaiska zvitata — prirucky)

GANOVSKI, Chr. C. ) D 64.006
Fiziologi¢ni osnovi na chraneneto pri prezZivnite Zivotni. Sofija, Zemizdat
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On the iodine content of milk and the goitrogenic properties of rapeseed
meal fed to cattle. Stockholm, Royal veterinary coll. 1973. 26 s. (Dojnice
— krmeni — repkova moucka — §titna zlaza — vztahy — vyzkum —
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tab. (Hospodaiska zvirata — travici ustroji — latkova premeéna — pri-
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FAGOVA TYPIZACIA KMENOV STAPHYLOCOCCUS AUREUS,
POCHADZAJUCICH ZO STAFYLOKOKOVYCH MASTITID DOJNIC

B. Havelka, Z. Hausmannova, Q. Borsukova

Ustredny Statny veterindrny tustav, Bratislava
Krajska hygienicka stanica, Bratislava
Okresné veterindrne laboratorium, Senec

HAVELKA B., HAUSMANNOVA Z. BORSUKOVA O. Fdgovd typizdcia kme-
nov Staphylococcus aureus, pochddzajiucich zo stafylokokovych mastitid dojnic.
Vet. Med. (Praha) 20 (8) :471-476, 1975.

Zo 62 kmenov Staphylococcus aureus, izolovanych zo vzoriek mlieka dojnic so
stafylokokovou mastitidou z piatich poInohospodarskych podnikov Zapadoslo-
venského kraja, bolo 689, typovanych bakteriofdgmi. U 42 typizovanych
kmenov sa zistilo spolu 17 réznych fagovych obrazov, pricom v jednotlivych
polnohospodarskych podnikoch kolisal pocet fagovych obrazov od jedneho do
osmi. Vo vsetkych polnohospodarskych podnikoch sa zistil a dominoval fagovy
obraz 42D. Z typizovanych kmerfiov bolo mozné 76/, zaradif len do jednej fa-
govej skupiny a 240, do skupiny ,M¥ (= miscellaneous). Z 32 typizovanych
kmenov patrilo 56,39, do IV. fagovej skupiny, 259, do III. skupiny, 12,59, do

1. skupiny a 6,29, do II. skupiny.

Staphylococcus aureus; mastitidy dojnic; fagova typizécia

Pri epizootologickom S3tidiu o pric¢inich vyskytu mastitid dojnic
v piatich polnohospodérskych podnikoch v Zapadoslovenskom kraji zame-
rali sme sa aj na bakteriofagovt typizaciu plazmakoaguliza pozitivnych
kmeriov stafylokokov, izolovanych z mlieka tychto dojnic.

Cielom tejto prace bolo ziskat prehlad o podieli jednotlivych fagovych
obrazov a fagovych skupin kmeriov Staphylococcus aureus pri vyskyte
mastitid dojnic v sledovanych polnohospodarskych podnikoch.

MATERIAL A METODY

I. FAgy medzindarodnej zakladnej sady
pre typizovanie kmenov Staphylococcus
aureus ,humanneho“ povodu (Riesche,
1973)

Skupina 11 Fagy
I 29, 52, 52A, 79, 80
II 3A, 3G, 55,71
111 6, 42E, 47, 53, 54, 75,
77, 83A, 84, 85
v 42D
Nepridelené 81, 187

VETERINARNI MEDICINA, 20 (XLVIII), 1975, ¢. 8

Zo vzoriek mlieka dojnic sme
v Ustrednom $tatnom veterindrnom
ustave v Bratislave v r. 1973 izolo-
vali 62 kmeriov plazmakoaguldza
pozitivnych stafylokokov. Vzorky
mlieka pochddzali z jednordzového
presetrenia dojnic v piatich polno-
hospodarskych podnikoch s tradic-
nou technolégiou zo Zapadosloven-
ského kraja (tri jednotné rolnicke
druZstvd, jeden 3tatny majetok, je-
den Stitny plemenarsky tstav).
K izolacii kmenov a k ziskaniu istej
kultary sa pouzival misopepto-
novy agar s 5 % baranej krvi. Agar
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sa pripravoval podla Zborniku veterindrnych predpisov (1962). Kmene
sa typizovali na Krajskej hygienickej stanici v Bratislave metodou podla
Williamsa a Ripponovej (Ra3ka a i, 1958). Kmene sa typizovali
v titroch RTD a iba kmene, ktoré boli necitlivé, sa typizovali v titroch
1000 RTD. Kmene sa vyhodnocovali podla zdkladnej medzinarodnej sady
tagov (tab. I).

Do skupiny .M"® (= miscellaneous) sme zaradili kmene s fagovym
obrazom zmiesanym z dvoch alebo viacerych skupin.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Sledované polnohospodarske podnikv sa nachadzali v spadovej oblasti
Ustredného $tatneho veterindrneho tstavu na tzemi v okruhu mensom ako
60 km. Chovatelské podmienky, troven hygieny, spdsob vyzZivy, oSetrova-
nia a dojenia zvierat boli priblizne rovnaké a len na priemernej trovni.

Pocet typizovatelnych a netypizovatelnych kmenov stafylokokov v sle-
dovanych polnohospodarskych podnikoch uvadzame v tab. II.

II. Pocet typizovatelnych a netypizovatelnych kmenov Staphylococcus aureus v jed-
notlivych polnohospodarskych podnikoch

Kmene
Polnohospodarsky Pocet = 5 % 2
podnik kmerniov typizovatelné netypizovatelné

podet | % pocet %
JRD S. 23 14 61 9 39
JRD U. 15 8 53 7 47
JRD B. 5 4 80 1 20
SMD. K. 11 8 73 3 27
SPU K. 8 8 100 0 0
Spolu 62 42 68 20 32

I so zretelom na mensie ¢isla v pocte typizovatelnych kmeriov stafylo-
kokov boli v jednotlivych polnohospodarskych podnikoch velké rozdiely.
Pocet netypovatelnych kmenov bol v rameci celého siboru zna¢ne vysoky.

Prehlad o zistenych fagovych obrazoch kmenov Staphylococcus aureus
v jednotlivych polnohospodéarskych podnikoch uvadzame v tab. I1I.

Pocetnost jednotlivych fagovych obrazov u sledovanych polnohospo-
darskych podnikov bola rézna. U JRD S. sa zistilo osemkrat viacej fago-
vych obrazov, ako u SM D. K.

Dominantné postavenie viak mal fagovy obraz 42D, ktoryv sa vysky-
toval vo vsetkych polnohospodirskych podnikoch a tvoril 43 % fagovych
obrazov vietkych kmenov stafylokokov. Dominantnost tohto fagového
obrazu u stafylokokovych mastitid uvidzaju i Coles a Eisenstark
(1959), George a i. (1962), Gedek (1972), Schalm a i. (1971),
Matéjovska (1973), Rische (1973) a i. Kmene statylokokov
s tymto fagovym obrazom sa len zriedkavo nachédzaju u c¢loveka
(Rische, 1973). Ostatné fagové obrazy sme nasli v podstatne men3om
pocte pripadov.
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II‘I, Prehlad o vyskyte fagovych obrazov kmeniov Staphyloccocus aureus v jednotli-
vych poInoho§podérskych podnikoch

| Polnohospodarsk ' , . - Pocet |
podlx)ﬁk ¥ Fagovy obraz kfnoe‘;f;v fégo‘.}'.chl

| obrazov |

JRD S. 52/52A
f 29/52/52A
1 29/52/52A/79/80
3A/55
‘ 54
f 54/77
‘ 42D
| 52/80/55
JRD U. 29/52A/80
84
83A
53/75/77/83A/84/85
42D

JRD B. 54/83A
42D
52/79/54

SM D. K. 42D

SPU K. 29/52/52A/3C/55/42E/54/84/85
| 3A/55/6/42E/47/54/75/77 /42D
‘ 29/52/52A/3A/55/42E/47/54/75/77

WL 00 = DD B = = O\ b bt D) et e

V SPU K. sa nevyskytoval ani jeden kmen Staphylococcus aureus,
ktory by bolo mozné zaradit iba do jednej fégovej skupiny. Naproti tomu
okrem dvoch kmeriov vietky ostatné bolo mozné zaradit do jednej fagove;
skupiny. Pocet kmeriov statylokovov, ktoré sme zaradili do jednej fagove)
skupiny ako i do skupiny ,M*, uvidzame v tab. IV.

Pocet kmeriov stafvlokokov patriacich k jednotlivym fagovym skupi-
nam v sledovanych polnohospodarskych podmkoch uvadzame v tab. V.

Pocet fagovych skupin, do ktorych bolo mozné zaradit kmene stafy-
lokokov, bol v jednotlivych polnohospodarskych podnikoch rozny. Pokial

IV. Prehlad o poéte kmenov Staphylococcus aureus zaradenych len do jednej fagovej
skupiny a do skupiny ,M“

Pocet kmenov zaradenych do
Polnohospodarsky Pocet jednej ‘ o
podnik kmenov fagovej 0’ skupiny 5
3 o _1,A1“ b}
skupiny )
JRD S. e | B3| e t | 7 1
JRD U. l 8 | 8 | 100 ‘ 0 1 0 1
JRD B. 5 ! 4 ‘ 80 1 , 20 {
| |
SM D. K. ' 8 8 100 0 0 ‘
SPU K. } 8 ‘ 0 | 0 8 | 100 ;
1 |
| Spolu | 2 | = | 76 o | 2
,»M“ — miscellaneous, tj. skupina, do ktorej sme zaradili kmene s figovym obrazom

zmie$anym z dvoch alebo viacerych skupin
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kmene stafylokokov z JRD S. sme zaradili do Styroch fagovych skupin a do
skupiny ,M"“, vSetky kmene zo SM D. K. patrili len do jednej skupiny.

Z 32 kmeriov stafylokokov pochadzajicich zo v3etkych piatich polno-
hospodarskych podnikov patrilo 56,3 % do IV. fagovej skupiny, 25 % do
I1I. skupiny, 12,5 % do I. skupiny a 6.2 % do IL skupiny. Dalsich 10 kme-
fiov patrilo do skupiny ,M“. Podla Gdajov Quariniho a Milcha
(1974) patrilo zo 160 kmeriov Staphylococcus aureus do IV. fagovej sku-
piny az 58,6 % a podla vysledkov Archangelského a Stepa-
nova (1966) to belo 70,6 %.

V. Poéet kmenov Staphylococcus aureus z jednotlivych fagovych skupin v sledova-
nych polnohospodarskych podnikoch

®
Kmene s faigovym obrazom
Polnohospodarsky 5 . s z dvoch alebo viacerych
podnik len z jednej skupiny skupin
; £ . pocdet . - pocet
fagova skupina Rty skupina ,,M Eeiotion

JRD S. I 3

II 2 I+4+1II 1
I1I 2
v 6
I 1

JRD U. 111 5 0 0
v 2

JRD B. 111 1 I+ III 1
v 2

SMD. K. v 8 0 0

SPU K. 0 0 I+ II 4 III 5

II + IIT + IV 3

I 4 I+ 1I 1

II 2 I+ III 1

Spolu 11 8 Yok TT 4 2T 5

v 18 II + III + IV 3

Pri bakteriofdgovej typizacii kmeniov stafylokokov sme zistili 17 roz-
nych fagovych obrazov. 76 % typizovatelnych kmeriov sme mohli zaradit
len do jednej fagovej skupiny, ostatné kmene do skupiny ,M"“.

K typizacii kmenov stafylokokov sa pouzivala medzinarodnéa zakladna
sada ,huméannych® fagov. V typizacii tychto kmetiov bude treba vak po-
kracovat, nakolko sa zistilo, Ze kmene stafylokokov, izolované z niektorych
druhov zvierat, boli necitlivé proti testovacim fagom tejto medzinarodnej
zikladnej sady. Preto sa postupne vypracovali zdkladné sady pre ,bovin-
né“, ,ovcie“, ,psie”, ,morcacie” fagyv a fagy ,plazmakoaguldza negativnych
stafylokokov®. Okrem zakladnych figov sa pouziva este cely rad pridav-
nych fagov (Rische, 1973).

Statylokoky bovinného povodu st len do urcitej miery typizovatelné
sadou humannych fiagov. Podla Rischeho (1973) v priemere tretina
az polovica stafylokokov bovinného povodu je typizovatelna huménnymi
fagmi. Zistil sa pritom rozdiel i v typizovatelnosti medzi jednotlivymi fago-
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vymi skupinami. Najviac typizovatelnych kmetiov bolo s fdgovym obrazom
42D a z III. fagovej skupiny. Quarini a Milch (1974) otypizovali
zo 160 kmenov stafylokokov, izolovanych z mlieka dojnic s mastitidou, hu-
mannymi fagmi 14 %, bovinnymi fdgmi 70 % a 15.% kmefiov nemohli
otypizovat ani huménnymi, ani bovinnymi fdgmi. I viaceri dal3i autori
poukazuju na rozdiely vo vlastnostiach a typovatelnosti statylokokov hu-
manneho a bovinného povodu (Coles a Eisenstark, 1959, Geor-
ge a i, 1962, Gedek, 1972, Schalm a i, 1971 a i.). Preto aj
vysledky v tejto praci, dosiahnuté typizovanim stafylokokov sadou hu-
mannych fagov, treba posudzovat i z tohto aspektu.

V tejto praci sa predkladda subornejsi prehlad o vyskyte fagovych
obrazov a skupin kmenov Staphylococcus aureus izolovanych z mlieka doj-
nic so zapalom vemena, pochadzajucich z piatich polnohospodarskycn
podnikov Zapadoslovenského kraja, typizovanych zakladnou medzinarod-
nou sadou huméannych fagov.
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I'ABEJIKA B, TAYCMAHOBA 3., BOPCYKOBA O. (llenrpaibHepii IocylapcTBEHHbIH BeTe-
pHHapHeiit uHeTHTYT, DBparuciasa, O6nacrHoif caunyukr, Bparucnasa, PaiionHas serepuHapHas
naboparopus, Cenen, Uexocnopakus). Parosas tumusauus mrammoB Staphylococcus aureus,
NpoMCXONAWMX M3 cTadHIOKOKKOBRIX MacTHTOB noiueix kopos. Vet. Med. (Praha) 20 (8):
: 471-476, 1975.

M3 62 mrammos Staphylococcus aureus, nsonupoBaHHLIX H3 06pPaAsL[OB MOJOKA LOITHLIX KOpPOB,
(ONBHEIX MACTMTOM, M3 NATH CEIbCKOXO3AMCTBEHHLIX IpPeNNpHATHI 3amalHOCIOBalKoi o6JiacTH,
68 Y% 6pino TmnusuposaHo 6akrepuoparamu. Y 42 THNHIHPOBAHHBIX INTAMMOB 6BINIO yCTaHOBJIEHO
5 obumenm 17 pasunix $aropbix KapTHH, NPHYEM Y OTHEJBHBIX CEJbCKOXO3AHCTBEHHBIX NPENNIPUATHIH
uneno garosuix KaptuH konebmercs or 1 mo 8. Bo Bcex ceabCKOXO3ANCTBEHHBIX HPEINPHATHAX
fLa yeranopiena u noMuHuposana garosas xapruxa 42I1. Ws tummsnposanssix mrammos 76 U0
MOKHO BBINO BKIIOYHTH TOJLKO B O#HY ¢arosyio rpynny u 24 9% B rpymnny «M» (= miscel-
laneous). Ws 32 tunuanposanssix mrammos 56,3 Yo npuxommirocs Ha IV darosyio rpymny, 25 %
s 111, 125 8 1 # 6,2 % o Il rpynmy.

Staphylococcus aureus; MacTHT IOHHBIX KOpOB; garosas THIH3ALUA
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HAVELKA B., HAUSMANNOVA Z., BORSUKOVA O. (Central State Veterinary Insti-
tute, Bratislava, District Hygienical Station, Bratislava, District Veterinary Labora-
tory, Senec, Czechoslovakia). Phage Typification of Strains of Staphylococcus aureus
Coming from Staphylococcic Mastitis of Dairy-cows. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :471-
-476, 1975.

Of 62 strains of Staphylococcus aureus, isolated from milk samples of dairyv-cows
with staphyloceoccic mastitis from five agricultural enterprises, 68 p. c¢. could be
typified as bacteriophages. In 42 typified strains, altogether 17 different phage
pictures were found. in which case, in the different agricultural enterprises, the
number of phage picture fluctuated between 1 and 8. Phage picure 42 D was
found and dominated in all the agricultural enterprises. Of the typified strains,
769, could be ranked only into one phage group and 249, in the .M“ group
(= miscellaneous). Of 32 typified strains, 56.3 "), belonged to phage group IV, 25"}
to group 1II, 12.5°} to group I, and 6.2%, to group II.

Staphylococcus aureus; mastitis of dairy-cows; phage typification

HAVELKA B., HAUSMANNOVA Z., BORSUKOVA O. (Staatliches Zentralveterinir-
institut, Bratislava; Hygienische Bezirksstation, Bratislava: Kreisveterinidrlaborato-
rium, Senec, Tschechoslowalkei). Phagen-Typisierung der von Staphylokokken-Masti-
tiden bei Milchkiihen stammenden Staphylococcus-aureus-Stimme. Vet. Med. (Praha)
20 (8) :471-476, 1975.

Von den aus Milchproben von mit Staphylokokken-Mastitiden befallenen Milch-
kithen in finf landwirtschaftlichen Betrieben des westslowakischen Bezirks isolierten
62 Staphylococcus-aureus-Stimmen waren 68 Y, mit Bakteriophagen typisierbar. Bei
42 typisierten Stimmen wurden insgesamt 17 verschiedene Phagenbilder festgestellt,
wobei in den einzelnen landwirtschaftlichen Betrieben die Anzahl der Phagenge-
bilde von 1 bis 8 schwankte. In allen landwirtschaftlichen Betrieben wurde das
Phagengebilde 42D festgestellt und dominierte. Von den typisierten Stimmen konnten
nur 76 9, in nur eine Phagengruppe eingereiht werden, wiihrend 249/, auf die Gruppe
M (= miscellaneous) entfielen. Von den 32 typisierten Stidmmen gehorten 56,39,
der IV. Phagengruppe, 25" der III. Gruppe, 1259, der I. Gruppe und 6,29, der
II. Gruppe an.

Staphylococcus aureus; Mastitiden bei Milchkiihen; Phagen-Typisierung
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ETIOLOGIA MASTITID DOJNIC NA SLOVENSKU ZA R. 1972—1974
B. Havelka

Ustredny statny veterindrny ustav, Bratislava

HAVELKA B. Etioldgia mastitid dojnic na Slovensku za r. 1972—1974. Vet. Med.
(Praha) 20 (8) :477-481, 1975.

V r. 1972—1974 sa vo veterinarnych ustavoch na Slovensku bakteriologicky
vysetrilo 178 853 vzoriek mlieka, pochadzajicich od 72454 dojnic. VyS3etrilo sa
v priemere roéne o 619, vzoriek viac ako v r. 1967 az 1971. U 22,329, dojnic
sa v mlieku nasli bakteridlne zarodky, spdsobujice zapal mlieénej zlazy. ISlo
o: Strepcococcus agalactiae — 15,77 9/, Staphylococcus aureus — 4,19 %/, ostatné
streptokoky — 1,49 %, E. coli — 0,18 %,, Klebsiella sp. — 0,23 %,, Corynebacterium
poygenes — 0,20 %, iné zarodky — 0,26 %/,. Pocet dojnic s nalezom bakteridlnych
zarodkov v mlieku bol o 1,479, vy$$i ako v obdobi 1967—1971. Podet nélezov
Streptococcus agalactiae bol o 3,299, vyssi a pocéet nalezov Staphylococcus
pyogenes — 0,20 %, iné zarodky — 0,26 %,. Poéet dojnic s ndlezom bakteridlnych
zarodkov v mlieku bol o 1,479, vyssi ako v obdobi 1967—1971. Pocet nélezov
Streptococcus agalactiae bol o 3,29%, vySsi a pocet nalezov Staphylococcus
aureus o 1,159, niz§i ako v obdobi 1967—1971. VysSi pocet ndlezov bakterial-
nych povodcov mastitid dojnic v mlieku zapri¢inilo predovSetkym zvy$enie na-
lezov Streptococcus agalactiae.

mastitidy dojnic; Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; ostatné strep-
tokoky; Klebsiella sp.; E. coli; Corynebacterium pyogenes; iné zarodky

V prici sa uvadza rozbor vyskytu bakteridlnych povodcov mastitid
dojnic na Slovensku za obdobie r. 1972 az 1974, urobeny na ziklade vy-
sledkov laboratérneho vy3etrenia vzoriek mlieka vo veterindrnych tsta-
voch. Clanok nadvizuje na predchddzajici s tym istym zameranim za ob-
dobie r. 1967 az 1971 (Havelka, 1973).

MATERIAL A METODY

V Ustrednom 3titnom veterindrnom ustave v Bratislave a v Statnych
veterinarnych tstavoch v Nitre, Zvolene, Ziline, Ko3iciach, PreSove a v Mi-
chalovciach sa v r. 1972 aZ 1974 vy3etrilo 178 853 vzorick mlicka pochéidza-
jacich od 72454 krav. Vzorky odoberali pracovnici veterindrnej sluzby
pri rannom dojeni, alebo najmenej tri hodiny po dojeni, pri zachovavan
zasad aseptickej prace. Islo o vzorky z plemenarskych, chovatelskych a Gzit-
kovych hospodarstiev. Odoberali sa prevazne stvrtkové vzorky mlieka.
Priblizne polovica vzoriek pochddzala od dojnic s pozitivnym NK-testom.
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V laboratériach sa vzorky bakteriologicky vysetrovali jednotnou me-
todikou. V zdsade sa pritom postupovalo tak, Ze sa mlieko kultivovalo
na misopeptonovy Zivny agar s 5 % baranej krvi, potom sa vzorky mlieka
vlozili do termostatu pri teplote 37 °C do druhého dria a opit sa ockovali
na Edwardsov agar. Zivné pddy sa od¢itali po 24- a 48-hodinovej inkubacii
pri teplote 37 °C. Zivné pddy sa pripravovali a bakteridlne kmene sa iden-
tifikovali podla Zbornika veterinarnych predpisov (1962), Laboratornych
vy$etrovacich metodik USVU (1972), Rasku a i. (1958), s prihliadnu-
tim na dal$iu odbornu literatiru.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Pocet vysetrenych vzoriek mlieka a dojnic, ako aj pocet dojnic s na
lezom bakteridlnych povodcov mastitid v mlieku v obdobi r. 1972 az 1974
sa uvadza v tab. I.

I. Vysledky bakteriologického vySetrenia vzoriek mlieka a dojnic v r. 1972—1974

Pocet vysetrenych Bakteriologicky nalez v mlieku
Rok
oo < i i t. j. percent z poctu
vzoriek mlieka dojnic dojnic prefetrenych
1972 49917 23 096 5115 22,14
1973 47 561 19 998 4944 23,72
1974 81 052 20 360 6116 20,83
Spolu 178 853 72 454 16 175 22,32

II. Podiel jednotlivych bakteridlnych povodcov mastitid dojnic v r. 1972—1974

Druhy (rody) bakteridlnych zarodkov
ostatné Klebsi-
f’ar] azitejus strepto- E. coli ella Covryn. iné
| gat. koky sp. pyog. |

1972 A 3664 937 304 53 92 30 35

B 15,86 4,06 1,32 0,23 0,40 0,12 0,15
1973 A 3366 1048 330 37 34 54 75

B 16,84 5,24 1,65 0,18 0,17 0,27 0,37
1974 A 4393 1050 451 40 39 64 79

B 14,96 3,58 1,54 0,13 0,13 0,22 0,27
Spolu A 11423 3035 1085 130 165 148 189

B 15,77 4,19 1,49 0,18 0,23 0,20 0,26

C 70,64 18,76 6,71 0,80 1,02 0,91 1,16

A = pocet dojnic
B = v percentich z vySetrenych dojnic
C = v percentich z dojnic s bakteriologickym nalezom v mlieku
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Podiel jednotlivgch bakteridlnych povodcov mastitid dojnic v obdobs
r. 1972 aZ 1974 sa uviadza v tab. IL

Medzi ostatné streptokoky sa pocitali streptokoky sérologickych sku-
pin C, G, L, N, E atd. podla Lancefieldovej. Medzi iné sa zaradovali bakte-
ridlne zarodky, ktoré sa izolovali obvykle v ¢istej kultire z mlieka dojnic
s pozitivnym NK-testom. I8lo napr. o Pseudomonas aeruginosa, Entero-
bacter sp., Bacillus sp. a i.

Pocty bakteriologicky vy3etrenych vzoriek mlieka vo veterinarnych
astavoch na Slovensku sa podstatne zvysili. Pokial v r. 1967 aZ 1971 sa
priemerne ro¢ne vysetrilo 36 700 vzoriek mliecka, v tomto obdcbi sa vy-
setrilo uz 59 600 vzoriek, tj. 0 61 % viac. Pritom v r. 1967 sa vy3etrilo vo
veterinarnych tstavoch na Slovensku 30 004 vzoriek a v r. 1974 uZ 81 052.

Pocet dojnic s ndlezom bakteridlnych povodcov mastitid v mlieku bol
v priemere o 1,47 % vy33i ako priemer za obdobie r. 1967 aZ 1971. Rozdiel
medzi najnizsim poctom dojnic s nédlezom bakteridlnych povodcov masti-
tid v mlieku (18,83 % v r. 1967) a najvy33im poctom (24,7 % v r. 1973)
bol 5.80 % a vykazoval stile mierne vzostupny trend. Tieto rozdiely mohli
byt zapric¢inené, okrem vplyvu podmienok v polnohospodarskych podni-
koch, do urcitej miery i zavedenim citlivejsich laboratéornych metodik
v r. 1971 az 1972. Z vysledkov vyplyva, Ze v priebehu poslednych dsmich
rokov sa situdcia s vyskytom dojnic s ndlezom bakteridlnych pérodcov
mastitid v mlieku na Slovensku podstatnejdie nezmenila, vykazuje v3ak
mierne stipajticu tendenciu.

Tak ako v obdobi r. 1967 az 1971 (Havelka, 1973), i v tomto
obdobi sa najcastejsie zistili kmene Streptococcus agalactiae (dalej Str.
agal.) a Staphylococcus aureus (dalej St. aureus). Tieto dva druhy tvorili
v priemere za sledované obdobie 89,40 % vsetkych druhov bakteridlnych
zarodkov. Streptokoky a stafylokoky spolu sa podielali na 96,11 % vset-
kych bakteridlnych nalezov. Je preto treba tymto druhom bakteridlnych
zarodkov venovat najvdcsiu pozornost i z hladiska prevencie a tlmenia
mastitid dojnic.

Podla Krdala a i. (1973) sa vy3etrenim 365 351 dojnic v CSSR
v r. 1965 az 1968 zistilo 16,8 % dojnic s ndlezom bakteridlnych povodcov
mastitid v mlicku, z toho Str. agal. v mlieku 9,0 % dojnic, St. aureus
u 3,3 %, ostatné streptokoky u 2,8 %. E. coli u 0,6 %, Corynebacterium
pyogenes u 0,21 % a iné zdarodky u 0.99 %. Streptokoky a statylokoky
tvorili 84 % bakteridlnych zarodkov.

Podiel Str. agal. bol v priemere za sledované obdobie o 3,290 % vy33i
ako v r. 1967 aZ 1971. Naproti tomu podiel St. aureus bol za rovnaké ob-
dobie 0 1,15 % nizsi. To poukazuje na dolezity moment v dynamike vy-
voja mastitid u nas, ti., Ze mierne sa stdle zvysujica tendencia ich vyskyti
je zapricinena predovsetkym zvySenym vyskytom Str. agal. Potvidzuje to
dalej i nazor, Zze v chovoch, v ktorych sa nerobia dostato¢ne Gc¢inné opatre-
nia proti vzniku a $ireniu mastitid, Castejsie sa vyskytuje Str. cgal. ako
St. aureus a iné druhy bakteridlnych zarodkov. Miera vyskytu Str. agal.
a St. aureus, ako aj inych bakteridlnych povodcov mastitid dojnic, je v roz-
nych $tatoch rozlicnd (Heidrich a Renk, 1963. Glawischnig
a i, 1968, Wilson, 1971, Gedek 1972, Quarini a Milch,
1974 a 1i.).
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E. coli, Klebsiella sp., Corynebacterium pyogenes a iné bakteridlne zi-
rodky tvorili len 3,89 % nalezov bakteridlnych povodcov mastitid v mlieku.
Pri porovnani s obdobim r. 1967 aZ 1971 nenastali vo vyskyte tychto bak-
teridlnych zarodkov podstatnejSie zmeny.

Podakovanie: Autor dakuje pracovnikom bakteriologickych oddeleni SVU
v Nitre, Zvolene, Ziline, Kosiciach, Presove a Michalovciach za podkladovy materiél
k tejto praci.
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Doslo dne 7. 3. 1975

TABEJIKA B. (LlenTpanpHEI TOCyNapCTBEHHbIH MHCTHTYT BeTepHHapuH, BpaTmciasa, UYexcoso-
BaKHs). OTHOMOrHs MacTHTOB KopoB B CroBakmm sa 1972—1974 rr. Vet. Med. (Praha) 20
(8) : 477-481, 1975.

B 1972—1974 rr. B BerepuHapHEIX MHCTHTyTax CJIOBaKMH npopend 6GaKTEPHOJOTUYECKOE HCCIe-
nosaHue 178 853 mosounsix npob, mpoucxomsmux or 72 454 xopos. B cpenHeM HCCIeIOBaHO
B2 61 U0 Goasme npobsi, wem B 1967—1971 rr. B monoxe 22,32 % xopoB ofHapyxeHE Gakre-
pHaibHble 3apONBIINM, BHI3BIBAOLINE BOCHAJeHHMe MOJOUHOM xenesw:: Streptococcus agalactiae
— 15,77 %, Staphylococcus aureus — 4,19, ocransusie crpentoxoxkx — 1,49 %, E. coli —
0,18 %, Klebsielle sp. — 0,23 %, Corynebacterium pyogenes — 0,20 %, ocramsuse
sapomsimrr — 0,26 %. Kosmuecrso x0pos ¢ GaxkTepHaibHHIME 3apomsimaMu B MOnoxke Ha 1,47 %
Gonpme, uem B 1967—1971 rr. Koamzecrso Str. agalactiae na 3,29 % 6onsme, a St. aureus
#a 1,15 % wmensme, uem B mepuox 1967 —1971 rr. Pocr GaxrepuanpHEIx BO3GynuTeJeil MacTHTOB
LBI3BaH, TIaBHEIM 06p., pocroM Str. agalactiae.

MaCTHTHl KOPOE; Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; ocranpHbBIE CTPENTOKOKKH;
Klebsiella sp.; E. coli; Corynebacterium pyogenes; ocrambHbie 3apOXBIIIH
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HAVELKA B. (Central State Veterinary Institute, Bratislava, Czechoslovakia). The
Etiology of Dairy Cow Mastitis in Slovakia for the Years 1972—1974. Vet. Med. (Pra-
ha) 20 (8) :477-481, -975.

In the period from 1972 to 1974, veterinary institutes in Slovakia performed bacte-
riological examinations in 178 853 milk samples coming from 72 454 dairy cows. On
an annual average, the number of examined samples was higher by 619, than in
1967—1971. Germs responsible for the inflammation of the mammary gland were
found in the milk of 22.32 Y, of the dairy cows. The following bacterial germs were
represented: Streptococcus agalactiae — 15.77%,, Staphylococcus aureus — 4.19 9/,
other streptococci — 1.49 9, E. coli — 0.18 %, Klebsiella sp. — 0.23 9/, Corynebacte-
rium pyogenes — 0.20 Y/, other germs — 0.26 %,. The number of dairy cows having
bacterial germs in their milk was found higher by 1.479%, than in 1967—1971. The
number of the findings of Streptococcus agalactice was higher by 3.299, and that
of Staphylococcus aureus by 1.15 %} than in the period from 1967 to 1971. The higher
number of the findings of the bacterial causative agents responsible for mastitis
was due, in particular, to the increased number of the findings of Streptococcus
agalactiae in milk,

dairy cow mastitis; Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; other strepto-
cocci; Klebsiella sp.; E. coli; Corynebacterium pyogenes; other germs

HAVELKA B. (Staatliches Zentralveterindrinstitut, Bratislava, Tschechoslovakei).
Atiologie der Mastitiden bei Milchkiihen in der Slowakei in den Jahren 1972 bis
1974. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :477-481, 1975.

In den Jahren 1972 bis 1974 wurden in den slowakischen Veterindranstalten insgesamt
178 853 Milchproben von 72454 Milchkiihen bakteriologisch untersucht. In dieser
Zeitperiode wurden durchschnitilich jahrlich um 619, mehr Milchproben als in
der Periode 1967 bis 1971 untersucht. Bei 22,329, der Milchkiihe wurden in der
Milch Bakterien vorgetroffen, die Milcheuterentziindungen verursachen. Es handelte
sich um Streptococcus agalactiae — 15,77 °/y, Staphylococcus aureus — 4,19 %, andere
Streptokokken — 1,49 %, E. coli — 0,18 9, Klebsiella sp. — 0,23 9/;, Corynebacterium
pyogenes — 0,20 %, und andere Erreger — 0,26 9,,. Die Anzahl von Milchkiihen mit
Befungen von Erregern in der Milch war um 1,47 9, hoher als in der Periode 1967 bis
1971. Die Anzahl der Befunde von Streptococcus agalactiae war um 3,29 %, hoher
und die Anzahl von Staphylococcus-aureus-Befunden war um 1,159, niedriger als
in der Zeitperiode 1967 bis 1971. Die hohere Anzahl von Befunden bakterieller
Erreger von Mastitiden bei Milchkiihen in der Milch ist vor allem auf eine Erhéhung
der Anzahl von Streptococcus-agalactiae-Befunden zuriickzufiihren.

Mastitiden bei Milchkiihen; Streptococcus agalactiae; Staphylococcus aureus; andere
Streptokokken; Klebsiella sp.; E. coli; Corynebacterium pyogenes; andere Erreger
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AKTIVITA LAKTATDEHYDROGENAZY V MLIECNOM SERE DOJNIC
V SUVISE S POZITIVITOU MASTITIS TESTU — NK

J. Kovac, 1. Beseda

Statny veterindrny ustav, Zvolen
Ustav fyziologie hospoddrskych zvierat SAV, pracovisko Ivanka pri Dunaji

KOVAC J., BESEDA 1. Aktivita laktitdehydrogenazy v mlie¢nom sére dojnic
v suvise s pozitivitou Mastitis testu-NK. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 483-487, 1975.

Sledovala sa hladina celkovej aktivity laktatdehydrogenazy v mlieénom sére
dojnic v saboroch Stvrtkovych mliek s réznym stupnom pozitivity Mastitis
testu-NK. Zaroven sa vykonalo bakteriologické vysSetrenie na Streptococcus
agalactiae, Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus au-
reus a na koliformné zarodky. Zistilo sa, Ze so stupajicou pozitivitou Mastitis
testu-NK sa skoro umerne zvysovala hladina celkovej aktivity laktatdehydro-
genazy v mlie¢tnom sére. Bakteriologicky nalez so zvySujucou sa pozitivitou
Mastitis testu-NK nekoreloval. Na zaklade dosiahnutych vysledkov sa v dis-
kusii rozoberaju nové pohlady na rézne ochorenia mlieénej zlazy a na moznost
odhalovania hlavne latentnych $tadii tychto ochoreni.

mlie¢ne sérum; opticky test; hladina laktatdehydrogenazy:; bakteriologicky nalez

Boj proti mastitidam sa stava sucastou zdravotnej politiky kazdého
vyspelého statu. Pri tychto zapalovych ochoreniach mlictnej zlazy sa javi
viac nebezpetnych a alarmujicich faktorov:

1. zniZenie dojivosti, ¢o md za nasledok nepriaznivy ekonomicky dopad
na polnohospodarske zavody;

zmenena skladba mlieka, a tym vznikajice tazkosti pri jeho technolo-
gickom spracovani;

3. ohrozenie ludského zdravia niektorymi povodcami mastitid.

1o

V predloZenej praci sme vychadzali zo skuto¢nosti, ze pri posudzovani
stupiia poskodenia mlietnej zlazy si treba viimat nielen vonkajsiu odozvu,
ktora sa prejavuje napr. zvySenym poctom buneénych elementov v mlieku,
ale aj stupenn poskodenia samotnej sekrecnej bunky. Jej metabolické po-
ruchy pri poruchach sekrécie mozno sledovat na podklade enzymatickom.
Pretoze laktatdehydrogendza (dalej len LDH) je jednym z dolezitych me-
tabolickych enzymov, rozhodii sme sa konirontovat pocet bunecnych ele-
mentov v mlicku (Mastitis testom-NK) s aktivitou LDH v mlietnom sére.

\
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MATERIAL A METODY

Odobrali sme 100 stvrtkovych vzoriek mlieka: 20 s Mastitis testom-NK
negativnym, 20 s Mastitis testom-NK dubiéznym, 20 s Mastitis testom-NK
slabo pozitivnym, 20 s Mastitis testom-NK stredne pozitivnym a 20 tvri-
kovych vzoriek mliek s Mastitis testom-NK silne pozitivnym. Stupen po-
zitivity sa urCoval podla klu¢a (Rysanek, Renda, 1970). Stvrtkové
vzorky mliek pre bakteriologické vySetreniec boli asepticky odoberané do
vopred vysterilizovanych skumaviek. Odber sa robil vzdy pred rarajsim
dojenim, postupované bolo v tomto poradi: najprv sa odobralo 5 ml mlieka
na bakteriologické vysetrenie, potom 2 ml mlieka do palety na postdenie
Mastitis testu-NK. Podla stupria pozitivity tohto testu sa odoberalo po
20 ml mlieka do osobitnych mliekoviek, v ktorych sa vzorky mlieka pri
teplote 4 °C dopravovali do laboratéria k stanoveniu celkovej aktivity LDH.
Od zatiatku odberu aZ po pripravu mlietneho séra véitane neuplynulo
spravidla viac ako osem hodin.

Mlie¢ne sérum sa pripravovalo tak, Ze k 8 ml mlieka sa pridala kvapka
tekutého syridla a sérum sa vloZilo do termostatu na 37 °C. Asi po dvoch
hodinach, ked sa sérum zacalo oddelovat od syreniny, odstredovalo sa
5 mindt pri 10000 ot./min a Cisté sérum sa opatrne odpipetovalo.

Vlastné stanovenie celkovej aktivity LDH na principe reakcie

pyrohroznan + NADH + H* LDH mlietnan + NAD
>

73
sa prevadzalo Boehringerovym LDH-UV testom spektrofotometricky pri
366 nm met6dou optického testu.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Hellung-Larsen a Andersen (1968) stanovili celkovii akti-
vitu LDH v mlieku pocas laktacnej periody u roéznych druhov zvierat:
v kolostre mor¢ata 600 IU/l, v mlicku moréata 300 1U/l, v kolostre psa
400 1U/], takisto v jeho mlieku. TieZ kolostrum a mlieko krilika mali rov-
naké hodnoty celkovej aktivity LDH — 3100 LU/1. Zistili dalej, Ze zmeny
celkovej aktivity LDH v mlieku a v kolostre si boli itmerné. U krav celkovii
aktivitu LDH v mlieku nestanovili. Z dostupnej literatiry nie st nam zname
udaje o celkovej aktivite LDH v mlieku ani krav mastitidnych ani zdravych.

Vzhladom k tomu, Ze celkovd aktivita LDH v tkanivach, ako aj
v krvnych sérach, sa vyznamne meni pri roznych ochoreniach domacich
zvierat v porovnani s fyziologickym stavom, dalo sa predpokladat, Ze pri
zapalovom ochoreni vemena dojnic moZe byt pozmenena celkova aktivita
LDH v mlieku — v porovnani s celkovou aktivitou LDH mlieka krdv s nor-
mélnou laktdciou. Z mnohych literarnych tdajov a pric réznych autorov
je zname a dokazané, Ze celkova aktivita LDH sa pri rdoznych patologic-
kych stavoch meni (muskuldrna dystrofia, pokodenie srdcového svalu,
poskodenie petene infekénym alebo toxickym agensom).

Pri organovych ochoreniach z poskodenych buniek nastiva prechod
tkafiovych enzymov LDH z chorého organizmu do séra, pricom celkova
aktivita LDH mozZe znac¢ne stipnut.

Pri normdlnej funkcii mliecnej zlazy, z buniek, ktoré spolupdsobia
pri tvoreni mlieka za normalnych okolnosti, nedochiadza k nadmernému
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prenikaniu enzymaticky aktivnych bielkovin do mlieka — teda ani LDH
— z Coho vyplyva, Ze mlieko ma v ur¢itych medziach stabilni hladinu
enzymatickej aktivity LDH.

Vysledky nasich merani st zhrnuté v tab. I a v obr. 1. Pri merani
celkovej aktivity LDH v mlicku dojnic s negativnym Mastitis
testom-NK sa celkova aktivita LDH pohybovala v priemere 9.2 IU/l. Naj-
nizdie zistené hodnoty boli 3,2 IU/I, najvyssie 22,5 1U/l. Co sa tyka po-

I. Hodnoty aritmetického priemeru &, strednej chyby s, strednej chyby priemeru sx
a varia¢ného koeficientu v pri réznych stuptioch pozitivity Mastitis testu-NK

Mastitis test — NK X s Sz v (%)
- 9,2 5,2 1,16 56,8
+ 23,5 11,4 257 48,7
+ 38,5 20,2 4,52 52,8
+ + 94,0 50,0 11,20 53,8
e i 2 135,8 82,2 18,35 59,6
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sudzovania Mastitis testu-NK u negativnych mliek, reakcia bola jedno-
zna¢ni a dala sa dobre rozliit od reakcie mlieka s dubiéznym Mastitis
testom-NK.

Stabor mliek s dubiéznym Mastitis testom-NK vykazoval cel-
kova aktivitu LDH v priemere 23,5 IU/L. V dvoch pripadoch bola celkova
aktivita LDH zniZend na uroven mliek negativnych, celkove v3ak bola
zvysena. Posudzovanie dubi6zneho Mastitis testu-NK vyZaduje istd ru-
tinu, hlavne ¢o sa tyka jeho odlidenia od testu slabo pozitivneho.

Mlieka slabo pozitivne mali celkovi aktivitu LDH v priemere
38,5 IU/L. Je to rozdiel od dubi6znych mliek dost znagny, aj ked dva vzorky
zodpovedali svojou aktivitou LDH skdr mlieku dubiéznemu. Naopak tri
vzorky sa hodnotou celkovej aktivity javili ako stredne pozitivne. Tieto
anomalie by bolo mozné vysvetlit tym, Ze Mastitis test-NK nemusi verne
odrazat zmeny poskodenia mlie¢nej Zlazy; tiez nie je zndme z literdrnych
tidajov, &i pri zvydeni celkovej aktivity LDH v krvnom sére z akychkolvek
pri¢in sa nezvy3uje sucasne aj aktivita LDH v mlieku, zvlast ak sa jedna
o mastitidu dojnic. Predpoklacgé, sa, ze v pripade poskodenia buniek mlie¢-
nej zlazy by bol lah3i mozny prestup niektorych suciastok krvi do mlieka
(napr. chloridy, laktéza, fosfatdza a pod.).

Sabor mliek so stredne pozitivnym Mastitis testom-NK vy-
kazoval priemernu aktivitu LDH 94,0 1U/l. V ojedinelych pripadoch akti-
vita LDH dosiahla hodnoty 170—200 IU/l. Niektoré vzorky mliek, napriek
tomu, ze Mastitis test-NK bol stredne pozitivny, vykazovali netiimerne
nizku hladinu celkovej aktivity LDH (19,1—28,6 1U/l). Je zrejmé, Ze v in-
dividudlnych pripadoch nie je priama zivislost medzi pozitivitou Mastitis.
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KOBAY 1., BECEJA H. (TocymapcTBeHHEit BeTepuHAPHHIN HHCTHTYT, 3Boiex, WHcruryT $u-
sponoruu c/x xmeotEEix AH Cnosakum, Usanka npu JyHau, Uexocnosaxus). AKTHBHOCTE XIaK-
TaTHerMAPOTeHashl B MOJOUYHOH CHIBODOTKE KODOB B CBA3H C NONOKHTEnNbHOCTHIO Macrurue
recra-HK. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :483-487, 1975.

YpoeeHs ofme# aKTHBHOCTH JaKTAaTAECHIDOreHAshl M3ydYaslH B MOJOYHOI CHIBODOTKE KODOB U3
4eTBEpPTEeH C pasHOH CTeNeHbIO MOJOKHTeNbHOCTH Macrursoro tectra-NK. B To ixe Bpems mpo-
sonuau GaKkrepHONOrHYecKOe HcciaenosaHue Ha Streptococcus agalactiae, Str. dysgalactiae,
Str. uberis, Staphylococcus aureus u Ha KOnuPOpMEHEIE 3apombimu. Kak yCTaHOBIEHO,
¢ pacTymei nonoxurensHOcTsio MacturHOro Tecra-NK modTH copa3sMepHO pacTeT M ypOBeHb
obmjeif aKTHBHOCTH JIaKTAaTHETHMAPOreHassl B MOJOYHOH CHIBODOTKE, a OaKTEepPHOJOTHUECKHH NHMarHO3
¢ Heil He KoppenupyeT. Ha ocHOBe sTHx pesyinbTaToB 06CYXIaiOTCA HOBblE ACHEKTH OTHOCHTEIBHO
3a607eBaHAH MOJIOYHOH JKeJe3sl M BOSMOKHOCTh BLIABIEHHA TJABHEIX CKPHITHIX CTaiMi BTUX
3abonepaHHH.

MOJIOYHAsi CLIBODOTKAa; ONTHYECKHH TeCT; ypPOBeHb JAaKTAaTIAerMApOTeHassl; OaKTepHOJOTHYECcKM it
1HarHoa
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KOVAC J., BESEDA 1. (State Veterinary Institute, Zvolen, Institute of Animal Phy-
siology of the Slovak Academy of Sciences, Ivanka pri Dunaji, Czechoslovakia). The
Activity of Lactate Dehydrogenase in Dairy Cow Milk Serum in Relation to the Po-
sitive Response to the Mastitis Test-NK. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 483-487, 1975.

The level of total lactate dehydrogenase activity in dairy cow milk serum was studied
in sets of quarter-udder milks showing different degrees of a positive response to
Mastitis test-NK. The bacteriological examination for Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus, and for coli-
form germs was performed at the same time. Increasing positiveness of the response
to Mastitis test-NK was found to be accompanied by an almost proportionate increase
of the total lactate dehydrogenase activity level in milk serum. The bacteriological
finding was not correlated with increasing positiveness of the response to Mastitis
test-NK. New aspects of various diseases of the mammary gland and the possibility
to diagnose mainly the latent stages of these diseases are analysed in a discussion.

milk serum; optical test; lactate dehydrogenase level; bacteriological finding

KOVAC J., BESEDA 1. (Staatliches Veterinirinstitut, Zvolen; Anstalt fiir Physiologie
landwirtschaftlicher Nutztiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Ivan-
ka a. d. Donau, Tschechoslowakei). Aktivitdt der Laktatdehydrogenase im Milchserum
von Kiihen im Zusammenhang mit der Positivitdit des Mastitis-NK-Testes. Vet. Med.
.(P".x:aha) 20 (8) :483-487, 1975.

Es wurde das Niveau der Gesamtaktivitdt der Laktatdehydrogenase im Milchserum
von Kiihen in Gesamtheiten von Milchmengen aus den einzelnen Eutervierteln mit
unterschiedlichem Grad der Positivitdt des Mastitis-NK-Testes verfolgt. Gleichzeitig
wurden bakteriologische Teste auf Streptococcus agalactiae, Streptococcus dysgalactiae,
Streptococcus uberis, Staphylococcus aureus und auf coliforme Erreger durchgefiihrt.
Es wurde festgestellt, dal sich mit der sich erhdhenden Positivitit des Mastitis-
-NK-Testes fast proportionell das Niveau der Gesamtaktivitidt der Laktatdehydroge-
nase im Milchserum erhohte. Der bakteriologische Befund korrelierte mit der sich
erhohenden Mastitis-NK-Testpositivitdt nicht. Auf Grund der erlangten Ergebnisse
werden in der Diskussion neue Aspekte in bezug auf verschiedene Erkrankungen der
Milchdriise und Moglichkeiten der Enthiillung hauptsédchlich latenter Stadien dieser
Erkrankungen erortert.

Milchserum; optischer Test; Laktatdehydrogenasen-Niveau; bakteriologischer Befund
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AKTIVITA NEKTERYCH SEROVYCH ENZYMU U TELAT
S NUTRICNI SVALOVOU DYSTROFII

J. Kursa

Vysokd $kola zemédélska v Praze, provozné ekonomickd fakulta, Ceské Budéjovice

KURSA J. Aktivita nékterych sérovych enzymu u telat s nutri¢ni svalovou
dystrofii. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 489-494, 1975.

Prace uvadi nalezy aktivity aminotransferazy asparagatu (GOT) a alaninu (GPT),
laktatdehydrogenazy (LDH), alkalické fosfatazy (AF) a aldolazy (ALD) v krevnim
seru telat vySetrovanych v souvislosti s nutri¢ni svalovou dystrofii (NSD) —
.white muscle disease”. Opakovana hromadna nemocnost byla zjisfovana v raz-
nych zemédélskych zavodech u telat vykrmovanych mléénou krmnou smési, po-
stradajici v recepture vitamin E. Ve srovnani s klinicky zdravymi telaty, ktera pri-
jimala krmnou smés s vitaminem E, klesla alkalicka fosfatdza u telat s klinickou
formou NSD ze 32,3 = 7,6 j. K. A. na 15,1 = 8,2 j. K. A. Aktivity ALD, GOT,
GPT a LDH se naopak statisticky vyznamné zvysily. Akutni a subakutni pribéh
choroby vyvolal vzestup ALD ze 42 = 1,1 wmol (= 70,0 = 17,0 m. j.) na
9,7 = 2,1 umol (= 163,0 = 33,2 m. j.), GOT z 0,9 = 0,5 umol (= 68,0 = 58 m. j.)
na 16,7 = 11,7 umol (= 567,0 = 40,0 m. j.), GPT z 0,2 = 0,8 umol (= 5,0 = 12,4 m. j.)
na 98 = 28 umol (= 330,0 = 40,4 m. j.), LDH ze 46,1 = 54 umol (= 765,0 =
= 40,0 m. j.) na 72,7 = 24,3 umol (= 1207,0 = 403,0 m. j.). V chovech postiZzenych
NSD vykazala podobné vykyvy aktivity enzymu i telata, u kterych se neproje-
vovaly klinické priznaky onemocnéni. Z pokust vyplyva, Ze vySetfovani séro-
vych enzymu prinasi prukaz klinickych i preklinickych forem nutriéni svalové
dystrofie a Ze je lze zaradit do profilovych testi pro diagnostiku onemocnéni
u telat. Signifikantni rozdily u vSech telat postiZenych chovu rovnéz prokazuji,
ze onemocnénim jsou ohrozena vSechna zvirata ve stadé, kterda jsou krmena de-
ficitni smeési.

telata; vykrm mléénymi nahrazkami; nutriéni svalova dystrofie; diagnostika;
enzymy v krevnim séru; vitamin E

V poslednich dvaceti letech se vy3etfovani enzymatickych aktivit stalo
béZznou souddsti vyzkumnych praci o nutri¢ni svalové dystrofii (NSD),
,choroby bilych svali“. Tento vyvoj t&Zi ze zmén plazmatickych enzymi,
ke kterym v pritbéhu svalovych onemocnéni dochézi. Urcovani jejich akti-
vit, znamenajici podstatné obohaceni diagnostickych moznosti NSD, je vé-
novana castd pozornost. V ¢eskoslovenskych podminkach byly ziskany
konkrétni poznatky pii studiu onemocnéni u mladého skotu a u telat
(Vrzgula aj, 1972; Kursa, 1969, 1971, 1973, 1974, 1975). Ziskané
zkusenosti vyastily v zamér vyuzit dalsi spontinni piipady NSD — tento-
krat u telat na mlééném vykrmu — k tomu, abychom objasnili vyvoj en-
zymatickych zmén a urcili jejich diagnosticky piinos. Prace uvadi dil¢i
vysledky vyzkumu, ktery se uskutetnuje za finanéni podpory Ceské statni
pojistovny v Ceskych Budéjovicich z prostfedkt uréenych k zabrané skod
v ZzivoCi§né vyrobé.
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MATERIAL A METODA

Aktivitu enzymu jsme sledovali po dobu vyzkumu terénniho vyskytu
NSD u vykrmovych telat. Vysetfovali jsme krevni vzorky t¥i souboru
telat. Podminky pokusu jsme podrobnéji popsali v predchozim sdélent
(Kursa a Kroupova, 1974).

Soubor A tvofila telata z jihoceskych zemédélskych zavodi, jedinci
s rizné€ vyjadienymi klinickymi pfiznaky NSD, ve véku dva aZ Ctrnact
tydnd. Byla krmena mléénou krmnou smési Biosan 20 ve standardnim
sloZeni podle receptury platné v letech 1969 aZ 1971. Enzymologicky by!li
vy$etfovani klini¢ti pacienti, ktefi onemocnéli v rtznych fazich vykrmu.
Potty sledovanych telat jsou uvedeny v tab. I.

Zmeény aktivity enzymt v krevnim séru telat s NSD (soubor A), telat klinicky zdra-
vych (soubor B) a telat z chovl s vyskytem NSD (soubor C)

Soubor B Soubor C

3011\11%% A Statistickd Klinicky Statistickd | preklinické

Enzym nost zdrava vyznamnost | forma NSD
A:B B:C ——

n | % I Sz n | x l Sz n l x ‘ Sz
GOT pmol 55| 16,7 | 11,7 ++ 24f 09| 05 ++ 62| 56| 7,8
GPT pmol 46| 9,8| 12,8 ++ 24| 0,2| 0,8 ++ 62| 2,11 29
AFj. K. A 47| 15,1| 8,2 ++ 24| 32,3| 7,6 e 61| 22,0 12,7
ALD pmol 56| 9,7| 2,1 AL 24| 42| 1,1 ++ 38| 8,8| 2,7
LDH pmol 39| 72,7| 24,3 ++ 24| 46,1 | 54 ++ 31| 60,0 | 17,4

V souboru B byla kontrolni telata, klinicky zdravé, z nutri¢niho po-
kusu ovétujiciho vliv dopliiku vitaminu E (Biosan 20 + vitamin E) na
zdravotni stav a pfiriistky (Kursa aj, 1971). VySetfena byla séra 24
kusti. Krev jsme odebirali na konci vykrmu pfed jatenym vyskladnénim,
kdy se ve€k telat pohyboval mezi 13 aZ 14 tydny.

Do souboru C byla zafazena namatkové vybrana telata bez klinickych
pfiznaki, ze stejnych chovii a skupin jako jedinci souboru A, u kterych
pii vyskytu onemocnéni v chovu nebyly pozorovany klinické projevy cho-
roby. Také vékové odpovida tato skupina souboru A (stafi 2—14 tydnu,
60 % telat bylo vy3etfovano ve v&€ku 6—14 tydni). Pocet analyz je vy-
jadfen v tab. I.

Aktivitu enzymd aminotransferazy asparagatu (2.6.1.1) — GOT a ala-
ninu (2.6.1.2) — GPT v Cerstvém krevnim séru jsme vysetfovali podle
modifikované metody Reitmana a Frankela (1957) s pouzitim
standardii Sevac. P¥i vysokych aktivitich bylo krevni sérum postupné fe-
déno podle metody navrzené Madérovou a Neumanem (1960).
Hodnoty GOT a GPT jsou uvddény v mikromolech pyrohroznanu, resp.
oxalacetdtu (1 ml séra, 40°C, 1 hod.). Dehydrogendza mlétnanu (1.1.1.27),
laktitdehydrogendza — LDH — byla zjistovana metodou podle Sevely
a Tovarka (Homolka, 1969), fosfohydrolaza monoestert kyseliny fos-
fore¢né (3.1.3.1), alkalicka fosfatdiza — AF metodou podle Kinga (Ho-
molka, 1956), fruktézo-1,6-difosfat D-glycer-aldehyd-3-fosfatlyaza, aldo-
laza — ALD — metodou Sibley-Lehninger (Pojer aj., 1968). Hodnoty
AF vy{'adfujeme v King-Armstrongovych jednotkach (j.K.A.), aktivitu ALD
v umolech.
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Laboratorni nilezy byly statisticky zhodnoceny b&Znymi metodami
varialni statistiky. Statistickd vyznamnost rozdild mezi testovanymi sku-
pinami je pro P < 0,01 oznatena + 4, pro P <0,05 +.

VYSLEDKY

Vyvoj enzynemie v prib&hu NSD u telat na mléiném vykrmu (tab. I)
je charakterizovan statisticky vysoce vyznamnou elevaci GOT, GPT, LDH
a ALD. Opa¢nym zplsobem reagovala AF, kterd se statisticky vyznamné
sniZovala.

Stupné zmén u terénnich pripadd klinickych forem NSD byly u jed-
notlivych enzymii odlisné. Individudlng zfejmé rozdily se odraZeji i v pri-
-mérech souborti. Podle statistické vyznamnosti rozdilt sérové aktivity en-
zymi mezi telaty s klinicky vyjadfenym prib&hem choroby a mezi soubo-
rem telat klinicky zdravych (soubor B, Biosan 20 + vitamin E) se jevil
nejpritkaznéji vzestup ALD (t skutetné 12,23) a pokles AF (t 8,48). Pri-
blizn& stejné jako GOT (t 6,56) se zvy3ovala LDH (t 5,26). Relativnd
nejnizsi, ale statisticky rovnéZz vysoce signifikantni rozdil poskytla GPT
(t 3,69).

Z nilezu dale vyplyva, Ze ve srovndni se zvifaty zdravymi (soubor
B) byly rovnéz stanoveny rozdily ve vzorcich sér telat souboru C (zvifata
z chovi s vyskytem NSD, bez klinickych symptomii). U téchto bezpfizna-
kovych forem ,choroby bilych svali® jsme v reaktivité enzymi, posuzo-
vano podle statistické vyznamnosti rozdiltt mezi souborem B a C, zjistili
pofadi: LDH, GOT, ALD, AF a GPT.

DISKUSE

Pokusy byly zaloZeny na znamych zkusenostech, Ze pribéh akutnich
myopatii je provazen dysenzymemiemi. Vznikaji zménami ve svalech, po-
skozenych patologickymi procesy.

Z naleztt u klinicky zdravych zvifat (soubor B) zaslouZi pozornosti
relativné nizké hodnoty aminotransferdz, zejména GOT. Jsou vyznamné
niz3i nez zjistili Blincoe a Dye (1958), rovnéZ Mican
a Bouska (1973) uvadéji u zdravych telat na mlééné krmné smési
vyssi aktivitu GOT a GPT

Rozdily v aktivitich sérovych enzymi mezi soubory A a C je moZné
povaZovat za vyznamné. Shoduji se s udaji zahrani¢nich autord, ktefi stu-
dovali NSD u mladého skotu a u telat (Oksanen, 1965, Tollers-
rud, 1963); van Gils a Zayed, 1966). Jsou rovnéz souhlasné s ci-
tovanymi poznatky, ziskanymi pfi vySetfovani NSD v CSSR a ovéfuji vy-
uzitelnost piedlozeného enzymatického vzorce pro podporu klinické
diagnézy. Relativné vysokéd variabilita enzymatickych aktivit u skupin A
a C, vyjadfena ve variatnim rozpéti, je zfejmé ovlivnéna tim, Ze labora-
torni 3etfeni probéhla v riiznych stadiich nemocnosti, takze podle stafi
a povahy chorobného procesu ve svalech (Kursa aj., 1974) odréZeji
rizné faze narustajici, vrcholici, popfipadé klesajici enzymemie. I pri
téchto ¢asovych zivislostech, které enzymaticka diagnostika b&zné€ respek-
tuje, vystupuji mezi soubory zretelné rozdily, které maji prakticky vyznam.

Z hlediska soucasné koncepce ochrany chovii poklidime za pfinos,
%¢ zmény v enzymemii provézeji nejen klinicky manifestni formy NSD,

o

ale Ze ve stadech postizenych ,chorobou bilych svali“ dochazi k odchyl-



kam u znacnych poctu jedinca, ktefi jsou dosud bez priznaki. Z vysledkil
srovnatelnych s ndlezy Lagaceho aj. (1961), Vrzguly aj. (1972
a potvrzujicich na3e piedchozi zku3enosti lze vyvodit zavéry o existenci
latentnich forem NSD. povaZovanych za premorfologicka stadia onemoc-
néni. Domnivame se, Ze tento poznatek muze pfispet k prohloubeni i roz-
gifeni biochemickych analyz pro v¢asnou diagnostiku poruch zdravotniho
stavu skotu ve velkochovech.

Vzestup aktivity ALD a LDH, ktery zjistujeme u telat s NSD i u pre-
klinickych forem. jsou srovnatelné se zavéry Griina a Reinische
(1972). Autofi povazuji elevaci obou enzymu u telat prijimajicich mlé¢né
krmné smési za disledek ucinku vysokého podilu nenasycenych mastnych
kyselin v dieté, protoZe zjistili pozitivni korelaci mezi peroxidovym ¢&islem
smési a kiivkou enzymemie ALD a LDH.

Stejné jako v pribéhu NSD u mladého skotu, doslo i u nemocnych
telat ke zméndm v aktivite€ AF. Pokles aktivity enzymu, souvisejici pravdé-
podobné se sniZenou ¢innosti svalit pfi omezené lokomoci nemocnych pa-
cientti, je cenné voditko, umoziujici vylouceni osteopatii (Vrzgula aj.
1972).

Vysetfovani aktivity nékterych enzymi v krevnim séru telat s NSD
ukédzala, Ze reaguji na akutné probihajici procesy ve svalech, zejména
v jejich tvodnich stadiich a Ze mohou vyznamné pfispét k bezpecnéjsi
klinické orientaci. RovnéZ je mozné konstatovat, Ze slozitost otazky prak-
tické interpretace nédlezu lze Fesit soucasnym stanovenim nékolika enzymii
a opakovanim zkousek.

K prohloubeni poznatku je tieba, aby daldi vyzkum vénoval pozornost
enzymum, jejichZ vysoky obsah v kosterni svalovin€ urcuje jejich organo-
vou specifitu; je Zadouci sledovat, jak prib&éh NSD méni aktivitu izoen-
zymi, a vytvofit tak pfedpoklady k podrobnéjdimu postihnuti dynamiky
zmén.
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Doslo dne 21. 1, 1975

KYPCA W. (CenbckoxoasiicTseHnslit uHCTHTYT, Yemcke Byneitosuie, Uexocsosakus). AKTHEB-
HOCTh HEKOTOPHIX CHIBODOTOYHBIX (EPMEHTOB y TENAT, cTpajalomux Genomeiureusoi 6onesusio.
Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 489-494, 1975.

B pafore mpusonArcAa AMArHO3Bl aKTHBHOCTH aMuHOTpaHcdepaswr acnmaparata (GOT) wu anaumna
(GPT), naxrarnerunporesasst (LDH), menounoit ¢ocparass: (AF) u ansnonase (ALD)
B KpOBSAHOI CHIBODOTKE TEJAT, MCCJIENOBaHHEIX Ha Gesombimeunyio Gosesus (NSD). Ilosropnas
Maccosas 3a60/1€BaeMOCTb yCTAHOBJEHA B PASHBIX C/X TPEANPUATHAX, Tie TEIAT OTKAPMIMBAOT Ha
MOJIOUHOM KOMOHMKOpMe, He coiepkameM B perentype Buramusa E. IIo cpasHeHHIO ¢ KJIMHUYECKH
3IOPOBBIMM TEJATAMM, TIOJNYYAIOUUME KOMEMKOPM ¢ BuT. E, y Tensar ¢ kiuHudeckoir dopmoir NSD
menounas pocarasa moumsumaacs ¢ 32,3 = 7,6 en. K. A. mo 151 * 8,2 en. K.A. AxrusHOCTH
ALD, GOT, GPT, LDH, nao60por, craTHCTH4YeCKM 3HauuMO Bospocia. OcTpas M CMATYeHHAA
dopMbr Goseanu smsmmaioT pocr ALD ¢ 4,2 = 1,1 umoms (= 70,0 £ 17,0 M. en.) mo 9,7 %
+2,1 wpmons (= 163,0 * 33,2 men), GOT c 0,9 * 0,5 umoms (= 68,0+ 58 M.en) no
16,7 *+ 11,7 pmoms (= 567,0 %= 40,0 m.en), GPT ¢ 0,2 % 0,8 umons (=50 * 124 M. en.)
198 %= 28 umons (= 330,0 = 40,4 m. en.), LDH c 46,1 % 54 umons (= 765,0 = 40,0 m. en.)
mo 72,7 * 24,3 umoss (= 1207,0 = 403,0 M.en.). B passeneHusx, IOpPaKeHHBIX NSD, no-
106HEIE OTKJIOHEHHS OT AKTMBHOCTH (QepMeHTOB OOHapy)KeHml M y TeaAT 6e3 KIMHMUECKHX TNpH-
aHakos 3aBonesanns. OTMBITE IOKA3bIBAIOT, UYTO MCCJIELOBAHHS CHIBOPOTOUHHIX (EepMEHTOB AaloT
JI0KA3ATENBCTBA O KIMHHUUECKAX M NOKIMHHYECKHX (opMax OenoMeimeuHOi GOJe3HH, BBUILY Uero
X MOKHO BKJIOYMTH B NPOPHIBHBIE TECTHl IO IMATHOCTHPOBaHMIO 3afosesanuii y Teast. Takxke
aHauMMble PA3JMUKSA y BCEX TEJAT U3 IOPAKEHHHIX DAa3BeleHHi NOKa3piBaloT, 4T0 GoiesHs yrpo-
/aeT BCeM JKMBOTHBIM CTala, OTKApMJMBaeMbIM Ha IepuMIUTHOM KoMOGukOpMe.

TeJNsTa; OTKOPM Ha MOJIOKO3aMeHuTensax; OenoMpimeuHas 60sesHs; NHATHOCTHKA; QEPMEHTEl B ChI-
EOPOTKe KpOBH; BHUTaMHH E
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KURSA J. (University of Agriculture, Ceské Budé&jovice, Czechoslovakia). The Acti-
vity of Some Serum Enzymes in Calves Suffering from White-Muscle Disease. Vet.
Med. (Praha) 20 (8) : 489-494, 1975.

The paper described the findings of the activity of aspartate amino transferase (GOT) and
alanine amino transferase (GPT), lactate dehydrogenase (LDH), alkaline phosphatase
(AP), and aldolase in the blood serum of calves examined for white-muscle disease
(WMD). Relapsing mass accurrence of the disease was reported from various agricultu-
ral enterprises where calves were fed a milk replacer without vitamin E. In comparison
with eclinically healthy calves fed a feed mixture with vitamin E, calves suffering
from the clinical form of WMD showed an alkaline phosphatase level decrease from
32.3 = 7.6 u. K. A. to 15.1 = 8.2 u. K. A. On the other hand, the activities of ALD,
GOT, GPT, and LDH showed a statistically significant increase. The acute and sub-
acute course of the disease increased enzyme activities as follows: ALD from 4.2=1.1
pmol (= 70.0 = 17.0 i. u.) to 9.7 = 2.1 umol (= 163.0 = 33.2 i. u.), GOT from 0.9%0.5
umol (= 68.0 = 5.8 i. u) to 16.7 = 11.7 umol (= 567.0 *= 40.0 i. u.), GPT from 0.2 =
+ 0.8 umol (= 5.0 £ 12.4 i. u) to 9.8 = 2.8 umol (= 330.0 = 40.4 i. u.), LDH from
46.1 = 5.4 umol (= 765.0 = 40.0 i. u.) to 72.7 = 243 umol (= 1,207.0 = 403.0 i. u.).
In WMD-affected herds, similar enzyme activity fluctuations were observed even in
calves showing no clinical signs of the disease. It follows from the study that the
examination of serum enzymes provides a method to demonstrate the clinical and
pre-clinical forms of white-muscle disease and that it can be included in the set of
tests for the diagnosis of diseases in calves. The significant differences in all calves
in the affected herds show that the disease is a danger to all animals in the herd
fed a deficient mixture.

calves; milk replacer fattening; white-muscle disease: diagnosis; enzymes in blood
serum; vitamin E

KURSA J. (Hochschule fiir Landwirtschaft, Ceské Budéjovice, Tschechoslowakei).
Aktivitit einiger Serumenzyme bei Kdilbern mit nutritioneller Muskeldystrophie. Vet.
Med. (Praha) 20 (8) :489-494, 1975.

Die Arbeit fiihrt Befunde an iber die Aktivitdt der Aspargat-(GOT)- und Alanin-
-(GPT)-Aminotranspherasen, der Laktatdehydrogenase (LDH), der Alkaliphosphatase
(AF) und der Aldolase (ALD) im Blutserum von Kilbern, die im Zusammenhang
mit der nutritionellen Muskeldystrophie (NMD) — white muscle disease — unter-
sucht wurden. Eine wiederholte massenweise Morbiditdt wurde in verschiedenen land-
wirtschaftlichen Betrieben bei Kidlbern festgestellt, die mit einer Milechfuttermischung
gefilittert wurden, welche Mangel an Vitamin E aufwies. Im Vergleich zu klinisch ge-
sunden Kélbern, denen das Mischfutter verabreicht mit Vitamin E wurde, verringerte
sich die Alkaliphosphatase bei Kdlbern mit klinischer nutritioneller Muskeldystrophie
von 32,3 = 7,6 K.-A.-Einheiten auf 15,1 * 8,2 K.-A.-Einheiten. Die Aktivititen von ALD,
GOT, GPT und LDH erhohten sich dagegen statistisch signifikant. Der akute und
subakute Verlauf der Krankheit verursachte eine Erhdhung der ALD von 4,2 = 11
umol (=70,0 = 17,0 I. E) auf 9,7 = 21 umol (= 163,0 = 33,2 I. E), der GOT von
0,9 = 0,5 umol (= 68,0 = 5,8 I. E.) auf 16,7 = 11,7 umol (= 567,0 = 40,0 I. E.), der
GPT von 0,2 * 0,8 umol (= 5,0 = 12,4 1. E) auf 9,8 = 2,8 umol (= 330,0 = 40,4 I.
E.) und der LDH von 46,1 * 54 umol (= 765,0 £ 40,0 I. E) auf 72,7 = 24,3 umol
(= 1207,0 £ 403,0 I. E). In den mit der nutritionellen Muskeldystrophie betroffenen
Zuchten wiesen &dhnliche Schwankungen der Enzymaktivitit auch Kilber auf, bei
denen sich keine klinischen Erkrankungssymptome zeigten. Aus den Versuchen geht
hervor, daB die Untersuchung der Serumenzyme den Nachweis klinischer und pri-
klinischer Formen der nutritionellen Muskeldystrophie ergibt und daB man ihn in
die Profilteste zur Diagnostik der Krankheit bei Kilbern einreihen kann. Die signi-
fikanten Unterschiede bei allen Kilbern der betroffenen Zuchten zeugen davon, daf
durch die Krankheit alle Tiere in der Herde gefidhrdet sind, die mit einem deffi-
zientem Mischfutter gefiittert werden.

Kilber; Mast mit Milchersatzfuttermitteln; nutritionelle Muskeldystrophie; Diagnos-
tik; Blutserum-Enzyme; Vitamin E
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MVDr. J. Kursa, CSc., Vysokd Skola zemédélskd, provozné ekonomicka fakulta,
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ELEKTROFORETICKE VLASTNOSTI ARYLAMIDAZ
Z NIEKTORYCH ORGANOV HOVADZIEHO DOBYTKA

J. Blahovec, A. Samo

Vysokd Skola veterindrska, KoSice

BLAHOVEC J., SAMO A. Elektroforetické vlastnosti arylamiddz z niektorych
orgdnov hovddzieho dobytka. Vet. Med. (Praha) 20 (8) : 495-500, 1975.

Agarovou elektroforézou sme sledovali homogenitu arylamiddzovych enzymov
v rozpustnych frakcidch homogenatov pecene, obli¢ky, srdca, sleziny, mozgu,
pankreasu, svalu a v sére. Enzymaticku aktivitu sme stanovovali k chromo-
génnym substratom L-leucyl- a L-lyzyl-p-nitroanilidom. Vo vetkych pripadoch
sme po elektroforéze nasli najmenej dve enzymaticky aktivne zény s réznou
elektroforetickou mobilitou a nerovnakou aktivitou k obom pouZitym substratom.

agarova elektroforéza; tkanivové arylamidazy

Aminopeptidazy hydrolyzujice chromogénne substrity st Siroko roz-
Sirené v roznych tkanivach a telovych tekutinich rozlitnych druhov zvie-
rat. V nadich predchiddzajucich prdacach sme sa zaoberali subceluldrnou
distribiiciou tychto enzymov (Bartik a Blahovec, 1971), ich za-
stipenim v roznych organoch sliepok (Blahovec a i, 1971), v ho-
vidzich organoch (Bartik a i, 1972) a elektroforetickou heterogenitou
arylamiddz krvného séra o3ipanych, oviec a hovidzieho dobytka (Samo
a Bartik, 1972). Mnoho dalgich literdrnych tdajov hovori o elektro-
foretickych ~vlastnostiach sérovych arylamiddz predovietkym u ludi
(Kowlessar a i, 1960, Smith a Ruttenburg, 1963), ako aj
o roznych molekuldrnych forméch tychto enzymov v niektorych Iudskych
organoch (Beckman a i, 1966, Smith a Ruttenburg, 1966).

Predkladand praca, nadvizujic na nade predodlé experimentilne
spravy, pojednava o elektroforeticky diferentnych vlastnostiach tychto en-
zgmov v niektorych tkanivdch hovidzieho dobytka, znalost ¢oho je za-
kladnym predpokladom na usudzovanie zdroja sérovych enzymov pri
roznych poskodeniach vnitornych orgdnov.

MATERIAL A METODY

Cerstvé hovidzie organy a sérum sme ziskali z piatich kusov klinicky
zdravych zvierat z bitinku. V experimentoch sme pracovali s tymito or-
ganmi: peceri, oblitky, srdce, slezina, mozog, pankreas a sval. Materiél
a% do spracovania bol uskladneny v ladnitke pri 0—4°C.

VETERINARNI MEDICINA, 20 (XLVII), 1975, & 8 499



K stanoveniu enzymatickej aktivity jednotlivych frakcii sme pouzili
chromogénne substraty L-leucyl-p-nitroanilid a L-lyzyl-p-nitroanilid o vy-
slednej koncentracii 5.107°M. Preparaty boli syntetizované ing. Kasafir-
kom, CSc., z Ustavu pre farmaciu a biochémiu v Prahe. Agar pouzity pie
elektroforézu bol od ty. Difco Lab. Det. Michigan. Ostatné chemikalie boli
tuzemskej vyroby o Cistote p.a. Pre meranie pH sme pouZivali pH meter
(Radiometer) so sklenenou a standardnou kaiomelovou elektrodou.

PRIPRAVA TKANIVOVYCH EXTRAKTOV

Rovnaké vihové diely kazdého organu z piatich zvierat boli spojené
a homogenizované nozovym homogenizitorom v 4ndsobnom objeme
5.10"*M Tris/HCl pufru o pH 7.1 po dobu 6C s. Supernatantné frakcie
sme pripravili centrifugdciou homogenatov pri 106 0O g po dobu 60 mi
nat pri 2°C na preparativnej ultracentrifige VAC 60 Janetzki. Extrakty
po centrifugicii sme odobrali injekénou strieckackou a az do pouzitia skla-
dovali pri —20°C.

KONCENTROVANIE SUPERNATANTNYCH FRAKCII

Obsah solubilnych bielkovin v supernatantnych frakciach asi 20per-
centnych homogenitov jednotlivych organov sa pohyboval v rozmedzi od
1,5 az 4,0 % (bielkovinny dusik stanoveny mikrokjeldalizaciou). Aby vy-
sledky elektroforetického delenia boli ¢o najviac vzdjomne porovnatelng,
boli jednotlivé vzorky zahustené spdsobom, ktory popisal Dechary
a i. (1969), na vyslednu koncentriciu, odpovedajticu zastipeniu bielkovin
v krvnom sére (okolo 6—7 %). Zahustenie bolo prevddzané pouZitim
Sephadexu G-25, ktory po absorbcii homogeniza¢ného média bol odstra-
neny v reverzibilnom filtratnom zariadeni centrifugaciou pri 150—200 g
po dobu 10 aZ 15 minnt.

AGAROVA ELEKTROFOREZA

Krvné sérum a zahustené supernatantné frakcie homogenatov jed-
notlivych orgdnov sme delili elektroforézou na agare sposobom popisa-
nym v predchiddzajicej sprave (Samo a Bartik, 1972). Separicia
bola prevedena za chladu na platni 1,5% purifikovaného agaru, pri de-
liacom napiti 5 V/cm a pridovej hustote 2 mA/cm. Pre elektroforézu bol
pouzity Veronal citritovy pufer o pH 7,7 a i6novej sile 5.10°% Doba
elektroforézy bola 2,5 h.

STANOVENIE ARYLAMIDAZOVEJ AKTIVITY

V predbeznych experimentoch sa ukédzalo stanovenie enzymatickej
aktivity priamo na platnic¢ke agaru (Samo a Bartik, 1972) kopuldciou
enzymaticky odstiepeného p-nitroanilinu pomocou Fast Garnet GBC
ako netspesné. Ani ,sandwichovd® metoda nedavala Ziadice vysledky,
pretoZe enzymatickd zona bola zna¢ne rozmazani a mailo intenzivna.
Osvedtil sa ndm nasledujici sposob stanovenia. Platiia agaru bola po
elektroforéze porezand v prienom smere na 2 mm tenké priuzky, ktoré
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boli prenesené do malych koénickych skimaviek s 0,5 ml 10-'M Tris/HC!
pufru o pH 7,1 a 0,1 ml 5.107°M substratu. Po 24hodinovej inkubdcii pri
37 “C bola extinkcia od¢itand pri 400 nm na spektrdlnom kolorimetri Spe-
kol. Tento sposob stanovenia aktivity umoziuje urcit enzymaticka akti-
vitu jednotlivych elektroforetickych frakcii sti¢asne k viacerym substratom.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Nase elektroforetické stadium orgdanovych a sérovych enzymov aga-
rovou elektroforézou potvrdzuje nalezy inych autorov o polymorfizme en-
zymatického systému, zucastiujiceho sa hydrolyzy aminokyselinovych de-
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1. Elektroforeticka separacia arylamidazovych enzymov séra (I) a rozpustnych frakeif
homogenatov pecene (II), oblicky (III) a srdca (IV). Elektroforéza sa robila v agaro-
vom géli pri teplote 2—4 9C po dobu 150 minut. Enzymaticka aktivita k L-lyzyl—p-mt—_
roanilidu (A) a L-leucyl-p-nitroanilidu (B) je vyjadrend v percentéct} Z lcelko_ve]
aktivity (a). Ciernymi prazkami je pre porovnanie znazornend lokalita sérovych biel-
kovin. S — miesto aplikacie vzorky
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2. Elektroforeticka separacia arylamidazovych enzymov v rozpustnych frakcidch ho-
mogenatov svalu (I), sleziny (II), mozgu (III) a pankreasu (IV). Podmienky delenia
a vyznam jednotlivych symbolov ako u obr. 1

rivatov p-nitroanilinu, alebo g-naftylaminu. Vysledky experimentov pred:
stavujucich elektroforetické delenie zahustenych supernatantnych frakeii
homogenitov jednotlivych orgdnov st uvedené na obr. 1 a 2.

Pismeno A znaci aktivitu stanoveni k L-yzyl-p-nitroanilidu, B pred-
stavuje aktivitu urcovani k L-leucyl-p-nitroanilidu. Pod kazdym zymogra-
mom je pre porovnanie Ciernymi prizkami vyznacend lokalita sérovych
bielkovin. U prevaznej vi¢siny tkanivovych enzymov sme po elektroforéze
nasli enzymaticky aktivnu frakciu s mobilitou, ktora odpoveda a1, pripadne
zaCiatku albuminovej frakcie. Enzym putujici v tejto oblasti predpsta.voval
u peCene a srdca k substratu L-leucyl-p-nitroanilidu (obr. 1 — II a IV)
a u svalu aj k L-lyzyl-p-nitroanilidu (obr. 2 — 1) prevaznu ¢ast z celkove]
aktivity. V pripade supernatantu mozgu (obr. 2 — III) bola takmer celd
aktivita k obom substratom lokalizovana v tejto frakecii.
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U niektorych organov znatna ¢ast enzymatickej aktivity zostivala
pocas elektroforetického delenia vo frakciach s malou pohyblivostou,
priom mobilita enzymov hydrolyzujacich L-leucyl-p-nitroanilid bola
mensia ako pohyblivost enzymov Stiepiacich L-lyzyl-p-nitroanilid (obr. 1
— 1II, IIT a obr. 2 — II). Men3ia enzymaticky aktivna zéna k substritu
.L-leucyl-p-nitroanilidu bola po elektroioréze nijdend v postalbuminovej
oblasti u séra (obr. 1 — I) a enzymov supernatantu srdca (obr. 1 — IV).
U oblicky maléd ¢ast aktivity k tomuto substratu putovala aj na katodicku
stranu (obr. 1 — III).

Literarne adaje tykajice sa elektroforetickych vlastnosti arylamidaz
nachddzame hlavne v stvislosti so $tadiom tychto enzymov za roznych
patologickych stavov (Bartik a Blahoveec, 1970, Samo a Kaé-
mar, 1975, Ka¢médr a Samo, 1976). Price pojedndvajice o enzy-
moch pritomnych v zdravych orgdnoch a v sére viacsinou uvadzajiu dve
a viacej elektroforeticky diferentnych lokalit vykazujiacich enzymaticka
aktivitu. Napr. Beckman a i. (1966) nasli v Iudskych tkanivovych
extraktoch z ¢reva, placenty, sleziny, srdca, plic, pecene a ladvin po elektro-
foréze na Skrobovom géli najmenej dve enzymaticky aktivne z6ny. Po-
dobné vysledky o poslednych dvoch organoch st uvddzané aj Rehiel-
dom a i. (1967) a Boivinom a i. (1970). Po pouZiti tej istej elektro-
forézy nasiel Monis (1965) dve enzymatické frakcie v kozi, peceni,
tenkom Creve, prostate a v sére krysy.

Podobne aj z nasich vysledkov je zrejmé, Ze organové arylamidazy
u hovidzieho dobytka predstavuju heterogénny enzymaticky systém, kto-
rého jednotlivé enzymatické frakcie sa vzdjomne liia roznou elektrofo-
retickou mobilitou, ako aj nerovnakou aktivitou k pouzZitym substratom.
Mozeme konstatovat, ze prevaznd Cast tkanivovych bielkovin s enzyma-
tickou aktivitou u vsetkych orgidnov putuje po agarovej elektroforéze na
anodickt stranu. V niektorych pripadoch sa navy3e vyskytuje elektrofo-
reticky diferentnd, enzymaticky aktivna zéna s pohyblivostou ku katode.
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EJIATOBEL] 1., IIAMO A. (BerepunapHpiit uuCTHTYT, Kommume, YexocnoBakus). Onexrpo-
dopernuecKHe CB@ICTBA apHIaMHIA3 B HEKOTOPEIX OpPraHax KPymHOro poraroro ckora. Vet. Med.
(Praha) 20 (8) :495-500, 1975.

C nomomsi0 arapoOBOrO 3JeKTpOPOpesa H3yyald TOMOTEHHOCTh apHJIaMANA3HBIX (PEepPMEHTOB
P pacTBOPUMBIX OQpaKIHAX TOMOTEHAaTOB IIeUeHH, NOJYeK, Cepiala, Cene3eHKH, MO3ra, TaHKpeaca
W CHIBODOTKYM. OH3MMATHYECKYI0 aKTHBHOCTH ONMpeNeNsid y XPOMOTeHHHIX cybcrparom JI-medmmi-
u JI-1MsUI-T-HATPOAHMIMIOB. Bo Bcex cayuasx mocie SieKTpodopesa BHIABAEHBI MUHUMYM 2
9H3MMAaTHYeCKH AKTUBHEIE 30HEI C PAsHOH 3JeKTPOPOpeTHHeCKO MONBHIKHOCTBIO M PAsHOM aKTHB-
HOCTBIO IIO OTHOINEHHI0 K OGOHMM MCIOJL3OBaHHEIM CybcrpaTtaM.

arapOBEIif 37MeKTpOOpes; TKaHeBEIE aPUIAMUIASE!

BLAHOVEC J., SAMO A. (University School of Veterinary Medicine, KoSice, Czecho-
slovakia). Electrophoretic Charakteristics of Arylamidases from Some Organs of
Cattle. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :495-500, 1975.

Agar electrophoresis was employed to study the homogeneity of arylamidase enzy-
mes in the soluble fractions of liver, kidney, heart, spleen, brain, pancreas, and mus-
cle homogenates and in serum. Enzymatic activity was determined in relation to the
L-leucyl- and L-lysyl-p-nitroanilide chromogenic substrates. In all cases, electropho-
resis made it possible to find at least two active zones with different electrophoretic
mobility and with different activity in relation to the two substrates used.

agar electrophoresis; tissue arylamidases

BLAHOVEC J., SAMO A. (Veterinirmedizinische Hochschtule, Kosice, Tschechoslo-
wakei). Elektrophoretische Eigenschaften der Arylamidasen aus einigen Organen des
Rindes. Vet. Med. (Praha) 20 (8) :495-500, 1975.

Mit Hilfe der Agarelektrophorese untersuchten wir die Homogenitdt der Arylami-
dasenenzyme in Ioslichen Fraktionen der Leber-, Nieren-, Herz-, Milz-, Hirn-, Pan-
kreas- und Muskelhomogenate sowie im Blutserum. Die enzymatische Aktivitdt be-
stimmten wir in bezug auf die chromogenen Substrate L-Leucyl- und L-Lyzyl-p-Nit-
roanilid. In allen Féllen fanden wir nach der Elektrophorese mindestens zwei enzy-
matisch aktive Zonen mit unterschiedlicher elektrophoretischer Mobilitdt und un-
gleicher Aktivitdt in bezug auf die beiden genannten Substrate vor.
Agarelektrophorese; Gewebearylamidasen
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