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VLIV DIET S PRIDAVKY KAFILERNICH TUKU NA MLECNOU
UZITKOVOST A NA OBSAH VITAMINU E V MLECE DOJNIC

V. Chloupkova, M. Pavlasova, I. Ingr, J. Rejholec

CHLOUPKOVA, V. — PAVLASOVA, M. — INGR, I. — REJHOLEC, J. (Vysoka
skola veterinarni, Brno; Ustiedi veterinarnich asanaénich ustavl, Praha; Vy-
soka skola zemédélska, Brno; Statni veterinarni tstav, Terezin): Viiv diet s pFi-
davky kafilernich tuku ma mléénou uZitkovost a na obsah vitaminu E v mléce
dojnic. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 257-266.

Na trech skupinach prvotelek po 15 kusech po dobu Sesti mésict pii shodné
zakladni dieté jsme sledovali vliv pridavku smési DOB bez tuku, smési DOB
s 5%, obsahem kafilerniho tuku mechanicky ziskaného a DOB s 5%, kafilerniho
tuku z perchloretylénové extrakce (0,90 9, rezidui perchldretylénu). Tento prida-
vek kafilernich tukua do jadrnych smési nahradou za obiloviny v nasem pokusu
zvysil mléénou uzitkovost a produkei mlécéného tuku pri soucasné uspore jadr-
nych krmiv. Pridavek kafilernich tukd, u nichz jsme se setkavali s nizsi kva-
litou, vedl k poklesu obsahu vitaminu E jak v krevnim séru, tak i v mléce.

nahrada obilovin; perchléretylénova extrakce: TBA-test: ¢islo kyselosti tuku;
FCM

VyuZiti riznych druh@ tuk® pfi vyrobé krmnych smési pro jednotlivé
druhy hospodarskych zvifat se stalo v mnoha statech s vysokou trovni
zemédeélské vyroby béZnou zaleZitosti. Tuky jsou i v naSem krmivarském
priimyslu jiZ nékolik rokii zafazovany pri vyrobé& tukovanych krmnych
smesi (napr. pro driibeZ a pro skot); konkrétné pro vysokoprodukéni
dojnice se podle ,Receptur krmnych smési“ vyrabi smé&s DOMT s pii-
davkem 5 % tuku. Tento pfidavek tuku je predevdim posuzovan jako
zdroj zvySeni energie v krmnych davkach dojnic, jako vhodny zptisob,
jak vyuzit odpady potravinarského primyslu a vyrobky veterindrnich
asanacnich ustavli a konetné v soucasné dobé je nutné vyuzZivani tukt
posuzovat i z hlediska mozné nahrady jadrného podilu krmné davky
dojnic. , -

Vyuzivanim Zivocisnych tuktt v krmnych davkédch dojnic a ovérova-
nim jejich ptisobeni na mnozstvi produkovaného mléka a kvantitativni
a kvalitativni parametry mlééného tuku se zabyvda mnoho naSich i za-
hrani¢nich vyzkumnych publikaci.

Série pokustt se zkrmovanim tuku u dojnic byla realizovana v Dansku. Lar-
sen aj. (1969) shrnuji poznatky konstatovanim, Ze na zvyseni dojivosti o 0,5 az
0,9 kg FCM piiznivé pusobi pridavky 20 az 30 g stravitelného tuku na 1 kg FCM.
Dokazuji rovneéz ze kvalita mléka a masla se pri zkrmovani tuku nezhorsuje, ale
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naopak, obsahoval-li podavany tuk méné nez 59, volnych mastnych kyselin a bylo-li
peroxidové ¢islo nizsi nez 4, prodlouzila se skladovatelnost masla.

Storry aj. (1974) prokazali, Ze u dojnic, u kterych se obsah mlééného tuku
snizuje (na 29%,) tim, Ze se podavaji krmné davky s nizkym obsahem vlakniny,
1ze pridavkem loje do krmnych davek dosdhnout zvySeni produkce tohoto tuku na
normalni hranici.

Pajtas aj. (1973) povazuji za optimalni pridavek zivoc¢isného tuku pro doj-
nice 59, V pokusech prokazali niz$i spotfebu krmnych smeési na 1 kg nadojeného
mléka o 5,329, pri pfepoétu na FCM o 8429, Pozitivné bylo také ovlivnéno
mmozstvi nadojeného mléka; pfri pfepoétu na FCM to predstavovalo zvyseni o 6,75 9/,
produkce mlééného tuku byla zvy$ena o 9,879, Upozoriuji také na zavaznou sku-
te¢nost, ze totiz davky tuku do krmnych smési pro dojnice, vy$si nez 59, jsou
neefektivni nejen z hlediska uzitkovosti, ale i z hlediska ekonomického. Pri prepoc¢tu
na velkoobchodni ceny tukového prumyslu v jejich pokusech pouzity zdroj tuk,
tj. hovézi 1aj (1050 Kés q—1) a veprové sadlo II. jakost (1800 Kés q—1), se stal i pres
uvedené priznivé vysledky ekonomicky neefektivni. Autoii v zavérech konstatuji, Ze
podle jejich vysledkl a prepo¢ti by cena Zivocisnych tuklt neméla piekrocit hranici
700 Kés q-1. Z ekonomického hlediska se tedy jako vyhodny zdroj jevi kafilerni
tuk, jehoZz cena se pohybuje kolem 400 Kés g-1. Kafilerni tuk je vyrobkem VAU
a ziskava se jednak mechanicky na lisech nebo odstredivkach, jednak extra¢né po-
moci benzinu nebo perchléretylénu. Posledni jmenovany technologicky zpusob ziska-
vani kafilerniho tuku se podili na celkovém objemu vyroby priblizné 15 9,. Vzhledem
ke skuteénosti, Ze jsme se nesetkali s publikovanymi experimentalnimi pracemi,
které by se zabyvaly vlivem kafilerniho tuku z perchléretylénové extrakce na zdra-
votni stav dojnic, produkeci mléka, mlééného tuku a jeho kvalitativni ukazatele, za-
meérili jsme se v této etapé svych pokust pravé na ovérovani této problematiky.

MATERIAL A METODY

V provoznich podminkach na statnim statku Duba byl po dobu Sesti meésicl
ovérovan vliv pridavku 59, kafilernich tuki k dopliikové smési DOB pro dojnice;
byla jim nahrazena c¢ast obilovin ve smési. Ovérovali jsme tri skupiny prvotelek
po 15 zviratech ve stejném stadiu laktace. Zaklad krmné davky byl shodny pro
vsechny tfi skupiny: denné jsme podavali 27 kg kukuri¢né silaze, 2 kg senné moucky,
4 kg krmné smési DOB a 0,2 kg vitapolyminu. Kontrolni skupina dostavala smés
DOB bez pridavku tuku, prvni pokusna skupina smés DOB s pridavkem 5 9, kafiler-
niho tuku ziskaného mechanickou cestou a druha pokusna skupina s pridavkem 59/,
kafilerniho tuku z perchldretylénové extrakce. Priumérny obsah zivin v krmnych
davkach jednotlivych skupin pokusnych zvirat, stanoveny analyzou krmiv podle
CSN 46 7007, byl:

susina (kg) SNL (g) 5J
prvni pokusna skupina 12,29 1161 75
druha pokusna skupina 12,27 1180 7,5
kontrolni skupina 12,26 1197 7,2

Krmna smés DOB se po celych Sest mésici pokusu vyrabéla ve Vyrobné krm-
nych smési V. Grunov tak, aby skladovani netrvalo déle nez tfi mésice. Pro prvni
vyrobni $arzi, tj. na zaCatku pokusu (inor), byla smés doplnéna Kkafilernimi tuky,
jejichz jakost (stanovend podle CSN 580101) byla charakterizovédna témito tdaji:

kafilerni tuk . ,

b kafilerni tuk

extrahovany per- % 3
¢islo kyselosti tuku 35,06 50,45
peroxidové éislo 0,00 2,30
jédové ¢islo (podle Hanuse) 52,68 49,10
TBA-test 8,10 0,82
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U druhé vyrobni Sarze smési DOB (kvéten) byly hodnoty pouzitych kafilernich
tuki:

kafilerni tuk y 2
extrahovany per- o]fjiftlf}:g?‘;]::vl;
chloretylénem
¢islo kyselosti tuku 23,09 40,16
peroxidové ¢islo 8,48 4,55
jodové ¢islo (podle Hanuse) 54,63 50,10
TBA-test 1,32 0,45

V pravidelnych meési¢nich intervalech byly u vsech tfi skupin dojnic odebirany
vzorky mléka pri vecernim a rannim dojeni pro stanoveni obsahu tokoferolu (podle
CSN 56 0055) a zaroven se hodnotila produkce mléka a mlééného tuku (kontrola uzit-
kovosti). Produkce mléka a mlééného tuku byly propo¢tem pirevedeny na FCM
(mléko se 4%, obsahem tuku). Ve stejnych intervalech byla u dojnic odebirdna krev
ke stanoveni hladin vitaminu E v krevnim séru podle Emmerieho (Knobloch,
1956). Dosazené vysledky byly vyjadieny prumeérnymi hodnotami (£) a byla hodno-
cena jejich variabilita (s, = relativni smérodatna odchylka). Rozdily mezi skupi-
nami byly hodnoceny statisticky t-testem. Pro nazornost byly vysledky graficky zna-
zornény pomoci indexu.

VYSLEDKY A DISKUSE

Zafazeni tuki do krmnych davek pro dojnice se kladné& projevilo
na mlécné produkci (tab. I). U skupiny s pfidavkem odstFfedivkového
tuku se dokonce bezprostfedné po zafazeni diety zvySila produkce
mléka proti obdobi pred pokusem. Mezi jednotlivymi skupinami v3ak
nebyly zaznamendny prukazné rozdily (P > 0,05). Produkci mléka u jed-
notlivych skupin v pokusném obdobi ve srovnani s obdobim pfed poku-

1. Produkce mléka v kg — Milk production in kg

Pokusnd skupina I | Pokusné skupina II | Kontrolni skupina
Obdobi
x Sr X Sr X Sr
Unor* 15,41 14,32 15,49 11,75 16,09 16,29
Biezen 15,78 16,49 14,93 17,67 15,51 15,28
Duben 15,29 19,57 14,52 21,08 14,00 13,52
Kvéten 14,21 21,39 13,97 17,88 13,47 15,66
Cerven 13,33 19,36 13,19 |- 18,67 11,92 17,94
Cervenec 12,76 18,64 12,97 20,66 12,04 15,54

+ pfedpokusné obdobi

sem zachycuje obr. 1. Po celych Sest meésicii pokusného obdobi byl
pokles mlécné uzitkovosti u pokusnych skupin men3i neZ u skupiny
kontrolni. U skupiny s odstFedivkovym tukem pFedstavoval 17,20 %,
u skupiny s extrahovanym tukem 16,27 % a u Kkontrolni skupiny
25,17 %.
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II. Produkce mléc¢ného tuku v kg — Milk fat production in kg

Pokusna skupina I | Pokusna skupina IT | Kontrolni skupina
Obdobi
x Sr x i Sr X Sy

Unor* 0,674 13,62 0,665 17,22 0,666 22,63
Biezen 0,696 13,95 0,669 21,00 0,628 29,51
Duben 0,664 16,31 0,610 | 16,79 0,571 14,45
Kvéten 0,577 23,62 0,562 18,18 0,546 15,55
Cerven 0,576 16,04 0,559 16,83 0,532 13,16 |
Cervenec 0,538 17,23 0,512 18,71 0,525 17,54

+ predpokusné obdobi

Produkce mlécného tuku (tab. IIJ byla zafazenim tukii do diety
kladné ovlivnéna. Nejvyraznéji se vliv tuku na produkci' mlééného tuku
projevil v prvnim mesici po zatazeni pokusnych diet, kdy se u obou
pokusnych skupin prechodné zvySily jeho produkce proti obdobi pred
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2. Produkce FCM vy-
jadrena indexem — FCM

production —
description
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111, Produkce FCM v kg — FCM production in kg

Pokusna skupina I | Pokusna skupina II | Kontrolni skupina
Obdobi
X Sr x Sr X Sr
Unor* 16,85 13,61 16,63 17,31 16,66 22,57
Bfezen 17,55 14,85 16,71 20,98 15,69 12,79
Duben 16,60 16,82 15,35 18,17 14,27 14,42
Kvéten 14,43 23,55 14,03 18,23 13,66 15,60
Cerven 14,39 16,07 13,99 16,73 13,30 13,19
Cervenec 13,43 17,17 12,81 18,57 13,11 17,61
' predpokusné obdobi

skupiny I vyznamné vysSsi (P < 0,05) nez u skupiny kontrolni.
Nejlépe miZeme hodnotit produkci mléka a mléfného tuku pFi

‘pokusem. Ve tretim meésici byla produkce mlécného tuku u pokusné

pFepoctu na FCM (obr. 2, tab. I11). Nejvy3si produkci FCM jsme zazna-
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menali u skupiny s pfidavkem odstfedivkového' tuku, kde se ve druhém:
a tfetim meésici produkce vyznamné zvysila (P < 0,05) ve srovnéni se
skupinou kontrolni. Za celé pokusné obdobi pfipadala na jednu dojnici.
v priméru tato produkce FCM:

prvni pokusné skupina 2337,84 kg
druhd pokusné skupina 2230,53 kg
kontrolni skupina 2142 82 kg

MnoZstvi vyprodukovaného FCM u skupin pokusnych bylo o 9,1
a 4,1 % vyssi neZ u skupiny kontrolni.

V primérnych vzorcich mléka od jednotlivych skupin jsme sledovali
obsah vitaminu E: tuky negativné& ovlivnily jeho obsah v mléce (obr. 3,
tab. IV). Béhem pokusného obdobi poklesly hodnoty E vitaminu v mléce
u skupiny kontrolni o 23,15 %, zatimco u prvni pokusné skupiny
0 54,98 % a u druhé pokusné skupiny dokonce o 87,11 %. Podobny po-
kles hladiny vitaminu E u jednotlivych skupin pokusnych zvirat jsme
zaznamenali i v krevnim séru, u kterého byly rozdily mezi kontrolni
skupinou a skupinami pokusnymi vysoce prikazné (P < 0,01). Obsah
vitaminu E v krevnim séru u vSech skupin béhem pokusného obdobi ve

100
80 O

60
40
20

3. Obsah vitaminu E

v mléce vyjadifeny in-

) dexem — Vitamin E con-

odbér  tent in milk — index

1 2 3 ) 5 [ description )
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sSrovindanii S 0bdoblim preda poxKusem pOKIiesSl |0oDr. 4, tdab. V J. 4aluinco

u skupiny kontrolni pokles ¢inil 8,61 %, u prvni pokusné skupiny byl
pokles vyraznéjsi, a to o 35,93 %, a u druhé pokusné skupiny byl nej-
vy3si (o 70,35 %). Z poklesu hodnot vitaminu E v mléce i v krevnim

IV. Obsah vitaminu E v mléce — Vitamin E content in milk

Pokusna skupina I | Pokusnd skupina II | Kontrolni skupina
Obdobi

mg na : mg na 4 mg na ;

100ml | 09X | joomi | MdeX | joopm | index
Unor* 0,145 100,00 0,116 100,00 0,119 100,00
Biezen 0,079 54,29 0,072 62,28 0,088 74,37
Duben 0,065 45,02 0,041 35,31 0,096 80,67
Kvéten 0,053 36,77 0,028 24,40 0,082 68,99
Cerven 0,067 45,84 0,043 36,94 0,108 91,09
Cervenec 0,065 45,02 0,015 12,89 0,085 71,85

*+ predpokusné obdobi

4, Obsah vitaminu E
v krevnim séru vyjadre-
ny indexem — Vitamin
E content in blood se-
rum — index description
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V. Obsah vitaminu E v krevnim séru (mg ve 100 ml) — Vitamin E content in blood
serum (mg in 100 ml)

Pokusna skupina I | Pokusnd skupina II | Kontrolni skupina
Obdobi 2
x Sr x Sr X Sy
Unor+ 1,205 26,29 1,194 26,07 1,219 23,86
Biezen 1,252 27,41 0,975 43,74 1,384 29,94
Duben 1,042 36,93 0,767 37,70 1,107 22,16
Kvéten 0,811 11,81 0,643 21,85 1,018 24,88
Cerven 0,698 38,15 0,249 84,14 1,063 27,40
Ccryencc 0,772 31,61 0,354 45,68 1,114 25,43

+ predpokusné obdobi

séru je moZné vycCist zavislost na kvalité kafilernich tuki, a to pfedevSim
na hodnotdch TBA-testu, ktery podle naSeho nazoru predstavuje pri-
kazné€jsi metodu k jejich hodnoceni, neZ metoda kyselosti tuku uvadéna
v podnikové normé pro kafilerni tuk. Stejnou zavislost jsme zjiStovali
i v pfedchazejicich vyzkumnych pracich u jinych druhtt hospodéafrskych
zvifat (Chloupkovéa aj. 1976). Nizsi hladiny vitaminu E v organismu
ve vztahu k vy$Sim hladindm peroxidii a k vy$§im hodnotdm TBA-testu
u zkrmovanych kafilernich tukt uvadéji i Najman aj. (1974). Také
Ingr aj. (1974) upozoriiuji na skuteCnost, Ze pfi zkrmovani oxidova-
ného sadla se u prasat sniZuje koncentrace tokoferolu v jatrech, zatimco
pfi zkrmovani Cerstvého sé&dla se tyto nepfiznivé dlisledky neprojevuji.
Pri zkrmovéani tukd, a to predevsSim tukii hor$i jakosti, doporucuji p¥i-
davat do krmiva i potfebné mnoZstvi vitaminu E.

Lze vyslovit domnénku, Ze sniZeni obsahu vitaminu E v krevnim séru
a v produktech by bylo moZné zabréanit i pfidavkem antioxidacnich latek
do krmiv obohacovanych kafilernimi tuky.
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nuer ¢ 106aBKOM KaduiepHBIX KMPOB HAa MOJIOUHYI0 NPOAYKTHBIOCTH M CONEpKaHHe BHTaMuHa E

® Monoke kopos. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 257-266.

Ha 3 rpynmnax nepsoTesoK, yKOMIUJIEKTOBAHHBIX Kakaas M3 15 JKMBOTHRIX, B TeueHue 6 mecsles
Ha OIMHAKOBOH OCHOBHON nuere onpenensau siusuue cvecu HOB 6es xupa, cmecu OB ¢ 5Y
KaduiepHoro kupa MexaHudeckoro moayueHust u 59/, xadusepHoro upa, noiyueHHoro mnyrem
nepxnopatuienosoit sxerpakuuu (0,909, ocrarkos mnepxnopstunena). dra xuposas aobaska
BE3aMeH 3EpPHOBLIX B KOHLUEHTpaTe YBEJAMYMIAa B XOAe HANIMX MHCIBITAHUI M MOJOYHYIO TIpO-
LYKTHBHOCTE, M TIPOAYKIMIO MOJIOYHOTO JKHpa NpPH ONHOBPEMEHHOI BKOHOMHMM KOHI[EHTPATOB.
Hlofaska KaguiepHOro >KMpa HH3KOrO KauecTsa IpHMBeJa K COKpAaU[eHMiO BUTaMHMHA E Kak B Cbl-
FOPOTKC KpOBH, TaK WU B MOJIOKe.

3aMeHa 3€PHOBBIX; INepXJOpaTHJeHOBas aKcTpakuus; TBA-tect; umcno kucmorHoctH skupa; PLIM

CHLOUPKOVA, V. — PAVLASOVA, M. — INGR, 1. — REJHOLEC, J. (University
of Veterinary Medicine, Brno; Centre of Veterinary Sanitation Institutes, Praha:
University of Agriculture, Brno; State Veterinary Institute, Terezin): The Effect of
Diets Containing Rendering-plant Fats on Milk Efficiency and on the Content of
Vitamin E in the Milk of Dairy Cows. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 257-266.

In three groups of first-calvers with 15 animals each, with an identical basal diet,
we followed for six months the effect of the DOB mixture additive without fat,
the DOB mixture with 5%, of rendering-plant fat obtained mechanically and DOB
with 59, of rendering-plant fat after perchlorethylene extraction (0.90 %, perchlor-
ethylene residuum). This additive of rendering-plant fats in concentrate mixtures
as a substitute for grain in our experiment increased milk efficiency and the pro-
duction of milk fat parallelled by a saving of concentrated feeds. An addition of
rendering-plant fats which were often of low quality resulted in a decrease in vita-
min E content in the blood serum and milk.

substitution for cereals; perchlorethylene extraction: TBA-test; number of fat aci-
aity; FCM

CHLOUPKOVA, V. — PAVLASOVA, M. — INGR. I. — REJHOLEC, J. (Veterinér-
medizinische Hochschule, Brno; Zentralstelle der tierdrztlichen Assanationsinstitute.
Praha:; Landwirtschaftliche Hochschule, Brno: Staatliches Veterinidrinstitut, Terezin):
Einfluf3 der Didten mit Zusatz von Abfallfett auf Milchleistung und Gehalt der Kuh-
milch an Vitamin E. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 257-266.

An drei Gruppen von Erstkalbinen je 15 Stiick untersuchten wir sechs Monate lang
bei der gleichen Grunddiit den EinfluB von DOB-Gemisch ohne Fett, von DOB-
-Gemisch mit 5", des mechanisch gewonnenen Abfallfettes und von DOB-Gemisch
mit 59, Abfallfett aus der Perchlorithylen-Extraktion (0,909, Residuen von Per-
chlorithylen). Dieser Zusatz von Abfallfett fiir Mischfutter als Ersatz fiir Getreide-
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arten erhohte in unserem Versucnh die Milchleistung und die DMilchrettproaukiion
bei der gleichzeitigen Einsparung der Kraftfuttermittel. Der Zusatz von minder-'
wertigem Abfallfett hatte zur Folge die Herabsetzung des Gehaltes an Vitamin E
sowohl im Blutserum als auch in der Milch.

Ersatz fiir Getreidearten; Perchlordthylen-Extraktion; TBA-Test; Fettsdurezahl; FCM

Adresa autoriu:

MVDr. Véra Chloupkova, MVDr. Maria Pavlasova, Vysoka $kola veteri-
narni, Palackého 1-3, 612 42 Brno

Doc. ing. Ivo Ingr, CSc., Vysoka S$kola zemédélska, Zemédélska 1, 603 00 Brno
MVDr. Jifi Rejholec, Statni veterinarni ustav, ul. 28. Fijna 61/63, 411 55 Terezin
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DIAGNOSTIKA VIBRIOZY U BYKU NA PLEMENARSKYCH
STANICICH LAVAZEMI UMELE VAGINY

J. Mazurova, E. Jiranek, P. Selinger, L. Doubravova, V. Dvofakova

MAZUROVA, J. — JIRANEK, E. — SELINGER, P. — DOUBRAVOVA, L. —
DVORAKOVA, V. (Statni veterinarni ustav, Pardubice): Diagnostika vibriézy
u byku na plemendiskych stanicich lavdZemi umélé vaginy. Vet. Med., Praha,
23, 1978 (5) :267-274.

Cilem prace bylo ovérit vhodnost lavazi umeélych vagin pouZivanych k odbéru
ejakulatit pro diagnostiku zarodku Campylobacter fetus subsp. fetus. Podle vy-
sledkti vySetfeni se da tato metoda povazovat za rovnocennou metodé lavazi
prepucia. Je vSak treba zduraznit jeji vyhody: odstranuje nebezpe¢i pracov-
niho uUrazu, umoznuje kvalitni vyplach v klidu v laboratori. K zachytu zarodku
Campylobacter fetus slouzi technika filtrace pres membranové filtry prfi po-
uziti kultivaé¢niho media Fluid Thioglycollate medium (Difco) s pridavkem 29,
agaru, 109, berani krve a antibiotik (bacitracin, novobiocin). Procento zachyt-
nosti ¢ini u lavazi prepucia 26,9 "), u lavazi umélé vaginy 26,1 %, Nevyznamny
rozdil mezi chybou metodiky, za kterou je povazovan pocet negativnich nalezt
pomoci jedné metodiky za soucasné pozitivnich nalezt pfi pouZziti metody dru-
hé, &¢ini 24,49, u lavazi umélé vaginy a 22,0 8/, u lavazi prepucia.

Campylobacter fetus subsp. fetus; metoda kultivace; lavaz; uméla vagina; skot

Podminkou dobrych vysledk® v inseminaci skotu je pouZivani vysoce
kvalitniho a hygienicky nezdvadného spermatu. Jednou z pFi¢in zabra-
nujicich pouZiti spermatu k inseminaci je pritomnost zdrodku Campylo-
bacter fetus subsp. fetus, ktery vyvolava u plemenic aborty a subfertilitu
charakterizovanou zvySenym pFebihdanim, vy$§im inseminac¢nim indexem,
prodluzovanim servis periody a mezidobi. U bykli mé toto onemocnéni
charakter lokalizované, latentné probihajici infekce bez zjevnych Kkli-
nickych zmén a bez naruSeni kvality spermatu. Infikovany byk je dlou-
hodobym nositelem a zdrojem infekce. Pfes veSkerou pozornost véno-
vanou preventivnimu vySetfovadni bykl ustdjenych na plemenéaifskych
stanicich se vyskytuji pFipady abortli zplisobené timto zdrodkem. Stale
se vyskytuji nosiCi této infekce a prendSeji ndkazu na mladé byky,
infikovanym spermatem pak i na plemenice. Nalez Campylobacter fetus
subsp. fetus z abortovanych plodi zpétn& napoméaha odhalit i zdroj
infekce.

Jednou z pricin pretrvavani zarodkia Campylobacter fetus v populaci
skotu je skuteCnost, Ze diagnostika tohoto zdrodku je z mnoha davodi
obtiZzna a ne zcela spolehliva. Pfesné diagnostika je vSak zdkladnim pfed-
pokladem likvidace této ndkazy, a to je zvlasté dilezité u bykdl, ktefi
jsou jejimi hlavnimi SiFiteli.
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Hoppe (1966) prohlasil, Ze v mnoha zemich jen malo laboratori zvladlo me-

todu diagnostiky vibriozy skotu. Takové laboratofe pak dosahly diagnostickych vy-
sledki i na téch uzemich, kde drive infekce didagnostikovana nebyla. Bisping
(1974) v souvislosti s obtiZnou bakteriologickou diagnostikou u bykt uvedl, Ze vibrio-
za skotu je podstatné rozsirenéjsi, nez se vseobecné priznava. V1c¢éek (1966) pozna-
menal, Ze na mezinarodni konferenci v Haagu bylo konstatovano, Ze vibridza skotu
je rozsifena ve 28 zemich, Gam¢ik a Sakala (1966) se zminili o tom, Ze tvori
vazny narodohospodaisky problém ve vice nez 30 statech. V CSSR se podle Krale
(1967) vyskytla sporadicky; poprvé byla zjistétna Trunkatem (1954) na severni
Moravé. MatousSek a Mikulas (1971) uvedli 11 ohnisek vibridézy pro rok 1965
a 14 ohnisek v roce 1966 v Jihomoravském kraji.

Podle Savova (1967) je jista a presna diagnostika zakladnim piedpokladem
uspésného boje s vibriéozou. Ma se za to, ze kultiva¢ni prikaz pravodce je nejjistéjsi
metodou, jejiz efektivita je vétsi nez u vSech ostatnich. Pro tuto metodu je vsak
nepostradatelny vhodny, spravné odebrany material a vhodné, kvalitni kultivaéni
medium. Kultiva¢ni prukaz byva casto ztizeny nebo uplné nemozny pro kontami-
naci vySetrovaného materialu saprofytarni mikroflérou (Pseudomonas sp., Proteus
sp., E. coli a mnoha dalsimi zarodky). Jeji odstranéni je mozné c¢astecné nebo uplné
pouzitim urcité techniky zpracovani vzorku — je to odstredéni, filtrace a pridavani
vhodnych chemikalii nebo antibiotik do kultivaéniho media. Kabelik (1964)
zjistil, Ze pri bakteriologickém vysetrovani prepucialnich vyplaskii se setkavame
s mnoha nevyreSenymij potizemi. Cestu k TreSeni je nutné hledat v sestavé pud
s vhodnym sloZzenim, a proto navrhl modifikovany jatrovy bujon. Nikdy nezjistil
vibria primo ve vyplasku, takze nepoklada jejich kultivaci na krevni agar za zvlast
vyznamnou.

Winter aj. (1965) pouzili pri vySetrfovani spermatu techniky {filtrace pres
miliporové filtry o velikosti poru 0,060 u. Z 86", vySetfenych vzorkl identifikovali
V. fetus. Dospéli k nazoru, Ze pro vylouc¢eni nosiéstvi vibridozy byku je nezbytna kul-
tivace dvou az tri opakované odebranych vzorki spermatu. Dunn aj. (1965) vy-
Setrovali 11 let ejakulaty a za tuto dobu izolovali V. fetus ve 129, odebranych
vzorku. Dospéli k nazoru, ze vySetrovani prepucialnich vyplaskt na velkych insemi-
na¢nich stanicich je nevhodné. Lehce dosazitelné jsou vzorky spermatu. Bingol
aj. (1970) uvadeji, ze velmi vhodnym materialem k izolaci V. fetus jsou vyplasky
umeélé vaginy, pouzivané k odbéru ejakulati u byku. Filtraci ziskaného vzorku pres
filtry o velikosti portt 0,65 u se zabranilo ristu kontaminantu a podstatné se zvy-
gilo procento izolaci na pouzivaném cysteinovém krevnim agaru. U 64 vysSetrenych
bykl zjistili osmkrat V. fetus, 32X V. bubulus a trikrat obé soucasné.

Stejny nazor zastava i Bisping (1974). Prepucialni vyplasky a sperma uvadi
aZz na druhém misté. K vyplachu vaginy pouzival thioglykolatovy bujon. Pokud doba
transportu presahuje Sest az osm hodin, doporuc¢uje pouzit tzv. transportni medium
podle Stuarta. Ke kultivaci doporuc¢uje Fluid-Thioglycollate-medium (Difco) s pri-
davkem 2¢, agaru a 109, defibrinované hovézi krve. Tuto pudu doplnoval 0.22"
vodnym roztokem brilantové zelené nebo antibiotiky ve slozeni Bacitracin, Novo-
biocin a Polymyxin. Antibiotika v této zivné pudé — vzdor nizké koncentraci —
obecné pouzivané — podle jeho nazoru rust V. fetus ve znac¢né mire potlacuji:
Clark (1974) pri vySeilfovani prepucialnich vyplaskt pouzival pudy tekuté, obo-
hacené 5-fluoracilem. polymixinem, brilantovou zeleni a cyklohexidinem. Tuto pudu
po ¢tyidenni inkubaci vyoékoval na selektivni pevnou putdu. Nakultivované misky
inkuboval Sest dnl pri teploté 37°C v atmosfére s 5%, COz a 95", N. Kontaminanty
vyrostly na 11,79, pevnych puad v rozsahu 20?, povrchu. Ze 63 vzorku od deviti
infikovanych byku izeloval v 57 vzorcich V. fetus. '

MATERIAL A METODA

V roce 1975 jsme pfi pravidelnych provérkach plemennych byku ustajenych na
plemenarskych stanicich zacali soubézné s prepucialnimi lavazemi vysetrovat i la-
vaze umeélych vagin, pouzivanych k odbéru ejakulatu (obr. 1). K lavazi byl po-
uzivan sterilni fyziologicky roztok o teploté priblizné 20°C v mnozstvi asi 20 ml.
Krouzivymi pohybu jsme oplachli vnitfni stény vaginy opatfené na obou koncich
sterilnimi gumovymi vi¢ky (vicka prolozena gazou byla sterilizovana autoklavo-
vanim).

Vaginu jsme vyplachli ihned po odbéru ejakulatu byka. Bezprostiedné potom
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1. Uméla vagina s vicky, véetné materialu potrebného k odbéru lavaze — Artificial
vagina with lids, including material needed for lavage collecting

byla lavaz zpracovana v pojizdné veterinarni laboratori primo na misté technikou
filtrace pres membranové filtry takto: do injekéni strikacky se nasaje 5 ml lavaze,
na spodni ¢ast se nasadi pristroj pro membranovou filtraci MF 70 (obr. 2) @ 25 mm
s vlozenym membranovym ultrafiltrem ,Synpor® o velikosti port 0,85 ¢ a praméru
kotoucku 24 u (u filtrd zahraniéni vyroby je udavana velikost poéra 0,65 w). Na
spodni dil pristroje se nasadi injekéni jehla ¢. 24 (vSechny pouzité pristroje byly

2. Filtra¢ni zarizeni MF
70 — Filtration equip-
ment MF 70

B}

sterilizovany varem). Mirnym tlakem na pist stfikacky se odfiltruje asi 3 ml lavaze
a zbyvajici 2 ml se filtfuji na povrch Zivnych medii (nejméné dvou). Na prvni plot-
nu se kultivuje jedna kapka, ktera se rozoc¢kuje ziedovacim zplsobem. Na druhou
plotnu se kultivuji ¢tyfi kapky filtratu, které se upravenou bakteriologickou kli¢kou
(obr. 3) rozprostiou po celé plose zivného media.

7 zivnych pud jsme pouzivali Fluid thioglycollate medium (Difco) s pridavkem
20/, agaru, 109, berani krve a antibiotik v kombinaci Bacitracin 2500 jednotek,
Novobiocin 5 mg na 0,5 1 pudy a-zaroven thioglykolatovy agar (Imuna, Sarisské Mi-
chalany) se stejnym obsahem agaru, krve i antibiotik. Po piedsuseni v termostatu
byly nao¢kované pudy umistény do anaerostatu (obr. 4), odkud byl vyvévou odcer-

VETERINARNI MEDICINA — 1978 269



3. Upravena bakteriolo-
gicka klicka — Adapted
bacteriological loop

4. Anaerostat — Anaero-
stat

pan vzduch a doplnén kysliénik uhli¢ity (5—10 obj. %). V laboratori byly pldy in-
kubovany pri teploté 37 °C po dobu ¢tyr az péti tydnu v termostatu.

Narostlé kultury byly hodnoceny béznym zpusobem pouzivanym v bakteriolo-
gické laboratofi; suspektni kolonie byly podrobeny typizaci podle morfologickych,
biochemickych a rustovych vlastnosti (tab. I).
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1. Rustové a biochemické vlastnosti — Growth and biochemical properties
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Campylobacter fetus subsp. fetus

G subsp. intestinalis + - + + + = +
subsp. jejuni + - . + i = —

i Campylobacter sputorum subsp. sputor. — + + 2 3 — +
subsp. bubulus - + s 4 4 + d

Campylobacter fecalis + + 4 i d —

VYSLEDKY

Na sedmi plemenafskych stanicich VychodoCeského kraje jsme vy-
Setfovali 128 bykd, tzn., ze jsme meéli 128 dvojic vySetfeni. Devét dvojic
z tohoto poctu nebylo moZné hodnotit, protoZe plotny pfrertistaly sapro-
fytarni mikroflorou, nebo Ze se vyskytly technické zdvady v anaerobni
kultivaci. Za pozitivni nélez pro posouzeni zachytnosti metodik byl po-
vazovan nalez kteréhokoliv zdrodku rodu Campylobacter. VétSina za-
chycenych kmenli byla urCena jako Campylobacter sputorum subsp.
bubulus, méné Campylobacter fecalis. V jednom pripadé byl izolovan
Campylobacter fetus subsp. fetus, a to z lavdZze umélé vaginy.

Souhlasné pozitivni néalez byl ve 22 pripadech, pozitivni pouze z la-
vaze prepucia v deseti pripadech a pozitivni pouze z lavaze umeélé vaginy
v deviti pripadech (tab. II).

DosaZené vysledky byly statis- IL V}"g}t_ed}l]iy porlltusﬁ slvys_eejcfenim lava-
; s zi umeélych pochev a lavazi prepucia —
ticky vyhoodnoceny. tastaim rOVI}OSt% Results of experiments with the check of
parametri alternativnich rozdeleni |ayages of artificial vaginas and lavages
(Hatle, Like§, 1972). Bylo of the prepuce

prokazano, Ze celkové procento za-

chytnosti ¢ini u lavazi prepucia Lavaz

26,9 %, u lavazi umélé vaginy Potet dvojic
26,1 %. Rozdil v procentu zachytu | umélé pochvy | prepucia

mezi obéma metodaminenivyznam- 5 B g
ny. RovnéZz nevyznamny rozdil je

mezi chybou metodiky, za Kkteron _ & 10
je povazovan pocet negativnich na-

lezi ziskanych jednou metodou - - 78
a souCasné pozitivnich ndélezi pfi

pouZiti metody druhé, které &ini i + 22
24,4 % u lavazi umeélé vaginy a

22,0 % u lavazi prepucia (tab. I11). prna—. S
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II1. Statistické vyhodnoceni — Statistical evaluation

A. Vyhodnoceni celkové zachytnosti: B. Vyhodnoceni chyby v zachytu:
fou oF % chyb-
Poz.lt;lv' . zac?yt— Chybnych| nych
nic nosti zachyti
Lavaz umélé vaginy 31 26,05 Lavaz umélé vaginy 1 10 I 24,39
Lavaz prepucia 32 26,89 Lavaz prepucia ! 9 [ 21,95
Celkem hodnoceno 119 dvojic vysetreni Celkem hodnocena 41 dvojice vySetfeni s pozi-
u = 0,146941 tivnim nalezem alesponl jednou metodikou
P = 0,05 u = 0,261836
Rozdil mezi zachytnosti neni prikazny P = 0,05

Rozdil %, chybnych neni vyznamny
DISKUSE

Vibri6za skotu, jak vyplyva z literarniho prehledu, je problémem
celosvétovym. Zavedenim umeélé inseminace je vSak mozné v daleko
vétSim rozsahu likvidovat tuto nédkazu pravidelnymi preventivnimi vy-
Setfenimi mladych byckd v odchovndch a bykli na plemendarskych sta-
nicich, zarazenych do plemenitby. Aby preventivni vySetfeni splnila
svlij vyznam, je tfeba zvladnout jeji diagnostiku od odb&ru materidlu
k vySetFeni az po typizaci sledovaného zarodku. Jak uvadéji Hoppe
(1966) a Bisping (1974), neni tato diagnostika jednoduchd préavé
u bykd, u kterych postrddame zjevné Kklinické priznaky onemocnéni.
Pro uspéSnou diagnostiku je nepostradatelny vhodné a spravné odebrany
material. ProtoZe se proces intfekce odehrdva na sliznici prepucia, jsou
vedle spermatu béZné pouZivanym materidlem prepucidlni lavaze. Ty
pouzivali k vySetfeni i Winkenwerder a Maciak (1965), Ros-
lanowski aj. (1972), Samol a Korpolinska (1974), Gri-
gore a Daire (1964), Kabelik (1964), Dunn aj. (1965},
Bisping (1974) a Clark (1974).

Nesnadny odbér prepucidlnich lavadzi ma za néasledek, Ze jsou casto
nekvalitni. Nedostatky se vyskytuji i pfi dopravé materidlu do labora-
tore. Lavaze byvaji dopravovany v lahvich naplnénych jen z casti, takze
zbyvajici prostor je dostateCnym zdrojem kysliku, ke kterému je Campy-
lobacter citlivy. RovnéZ doba transportu byva prodluZovana. Material je
tfeba dopravit do Sesti hodin po odbéru v mensich lahvickdch naplné-
nych aZz po uzéavér. Je-li doba transportu delsi, je izolace ztiZenda az
nemoznd, protoze vzorek prertsta saprofytarni mikroflorou, popripadé
kultura pritomna v dopravovaném vzorku hyne.

Dunn aj. (1965) dospéli k nazoru, Ze vySetfovani prepucidlnich
lavazi na velkych plemenarskych stanicich je nevhodné. Snadné&ji do-
sazitelné jsou vzorky spermatu z rutinniho odbéru. Podle vSeobecnych
znalosti se dostava Campylobacter fetus subsp. fetus do spermatu z pied-
kozky, nikoliv z varlat. Pfi souCasném pouZivani zkracenych vagin je
na jejich sténdach predevSim zachyt z otéru praeputia a sliznice penisu
a sekretu uretralnich Zl4z. Tento materidl obsahuje nejvice zarodki,
mezi nimi i Campylobacter fJetus subsp. fetus. P¥i spravném odbéru
spermatu je ziskany ejakuldt kontaminovan jen velmi malym mnoZstvin:
mikroorganismi, a tim je moZnost zdchytu ve spermatu sniZena. Také
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z ekonomického hlediska je vyhodné€jsi k vySetfeni vyplaSek, ktery mé
nepomérné mensi hodnotu neZ sperma, zejména u bykt, ktefi se pozdéji
projevi jako zlepSovatelé.

Podle Bingdla aj. (1970) a Bispinga (1974) jsou velmi
vhodnym materidlem k izolaci Campylobacter fetus vyplachy umélych
vagin pouZivanych k odbéru ejakulati byki.

Se zvySujicimi se koncentracemi bykli na plemenafskych stanicich

rostou problémy se zajiStovanim odbérti prepucidlnich lavazi. Proto bylo

snahou pracovnikii nas$i laboratofe ovérit vhodnost lavazi umélych vagin
k diagnostice v naSich podminkach. Vysledky vySetfeni se velmi pFibli-
zuji udajim téchto autort.
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MA3YPOBA, U. — MHUPAHEK, E. — CEJIMHIEP, Il. — JOYBEPABOBA, JI. — IBOPKA-
KOBA, B. (locynapcrseHHbiii BeTepuHAapHblit uHcTHTYT, [lapnyGume): dmarwocruxka su6pmosa
y OBIKOB Ha MaeMCTAaHIMAX C NMOMOIIBI naBaked McKyccrBeHHrXx matok. Vet. Med., Praha, 23,
1978 (5) : 267-274.

u,Cilb paﬁo'r COCTOsAJIAa B IIPOBEpPKe MPHTOIHOCTH IPOMBIBOK HCKYCCTBEHHBIX BaruH, HCIOAb3yeMbIX
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LIS B3ATHA JAKYJATOB IJA IHarHOCTHposaHHs 3aponsmima Campylobacter fetus subsp. fetus. '
Kak TI0Ka3hIBAIOT pE3YJIbTATH, STOT METOIL MOKHO CUHTATL DaBHOLEHHBIM METONy IIPOMBIBKH
ppenynus. Ho cienyeT MOmuepKHYTh ero NMpeMMyIIeCTBa: OH yCTPaHAeT OIACHOCTh pabouMx ymu-
60B, II03BOJIAET KauecTBEHHO IIPOBOLMTH INIPOMEIBKY B JafopaTopum. A BBHIABJEHMS 3apOAbIa
Campylobacter fetus cyxur TexHunka QuisTpanuu uepes MeMOpaHHble QHIBTPHI C HCHOJIB3O-
paaueM KyabTuBanuoHHOi cpenst Fluid Thioglycollate medium (Difco) ¢ mo6askoit arapa,
109/, GapaHbeit kpoBm u aHTHOHOTHKOB (6amuTpanuH, HOBOGWONMH). IIDOMEHT BHIABJIEHHA
cocraBnser y npomeok npenyuus 26,99, a wmckycersennoit marumet — 26,1 /. Hesnauuresns-
Hasa paaHm.Ia MeXIy OmHGKOffI METOIHKH, K(n‘opoffx CUMTaercsa 4YHCIO0 OTpHuaTeJIbelx IMarHo3os
C TIOMOIIBI0 OIHOM METONMKM TNPH ONHOBDEMEHHBIX NOJOXHMTENBHBIX IMATHO3aX IpPH IpHUMEHe-
nuu BTOpoit cocrapaser 24,49/ y npombieku Barmmer u 22,00/, y mpombiBKH npemyims.

Campylobacter fetus subsp. fetu$S; Meron KyjabTHBALIMM; NPOMBIBKA; MCKYCCTBEHHAs BATMHa;
KpPYTHBEIN POTATHI# CKOT

MAZUROVA, J. — JIRANEK, E. — SELINGER, P. — DOUBRAVOVA, L. — DVO-
RAKOVA, V. (State Veterinary Institute, Pardubice): Diagnostics of Vibriosis in
Bulls on Breeding Stations by Lavages of the Artificial Vagina. Vet. Med., Praha,
23, 1978 (5) :267-274.

The objective of the study was to test the suitability of lavages of artificial vaginas
which are used for collecting ejaculate for diagnosing the Campylobacter fetus subsp.
fetus germs. According to the results of the investigation this method may be
considered equal to the method of lavages of the prepuce. However, it is important
to point out the advantages: it eliminates the danger of an accident, it enables
quality lavage in the laboratory. To capture the Campylobacter fetus the filtration
through diaphragm filters is used together with the culture medium Fluid Thio-
glycollate medium (Difco) with an additive of agar, 10 %, ram blood and antibiotics
(bacitracin. novobiocin). The catch rate in the prepuce lavages is 26.9 %, in lavages
of the artificial vagina 26.19/. The insignificant difference between the errors of the
methods, i. e. the number of negative findings by employing one method and po-
sitive results with the other method, is 24.49, in lavages of the artificial vagina
and 22.0 9, in lavages of the prepuce.

Campylobacter fetus subsp. fetus; method of cultivation; lavage; artificial vagina;
cattle

MAZUROVA, J. — JIRANEK, E. — SELINGER, P. — DOUBRAVOVA, L. — DVO-
RAKOVA, V. (Staatliches Veterindrinstitut, Pardubice): Die Vibriosebestimmung bei
Bullen in Zuchtstationen durch Lavagen der kiinstlichen Vagina. Vet. Med., Praha,
23, 1978 (5) :267-274.

Die Arbeit steckt sich zum Ziel die Zweckmaifligkeit der Lavagen der zur Samen-
entnahme benutzten kiinstlichen Vagina bei der Diagnose der Keime von Campylo-
bacter fetus subsp. fetus zu untersuchen. Aufgrund der beobachteten Ergebnisse kann
diese Methode als gleichwertiger Ersatz fiir die Vorhautlavage betrachtet werden.
Wir miissen aber auch ihre Vorteile betonen: sie eliminiert die Gefahr eines Ar-
beitsunfalles, ermdoglicht eine gute Ausspiilung in Ruhe im Labor. Zum Auffangen
des Keimes Campylobacter fetus dient die Filtration durch Membranenfilter bei
gleichzeitiger Benutzung von Fluid Thioglycollate medium (Difco) als Kultivierungs-
medium mit Zusatz von Agar, von 109, Schafbockblut und von Antibiotika (Ba-
zitrazin, Novobiozin). Der Auffangsprozentsatz betrdgt im Falle der Lavagen von
Vorhaut 26,99, im Falle der Lavagen der kiinstlichen Vagina 26,19, Der bedeu-
tungslose Unterschied zwischen dem Methodikfehler, fiir den die Anzahl von nega-
tiven Befunden mit Hilfe einer Methodik bei gleichzeitig positiven Befunden bei
der Benutzung der anderen Methodik gehalten wird, betrdgt 24,49, bei den Lavagen
der kiinstlichen Vagina und 22,0 9, bei den Lavagen con Vorhaut.

Campylobacter fetus subsp. fetus; Kultivierungsmethode; Lavage; kiinstliche Vagina:
Rind
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SROVNANI EFEKTIVNOSTI DVOU KVANTITATIVNICH
OVOSKOPICKYCH METOD

D. Zajicek

ZAJICEK, D. (Ustfedni stitni veterinarni ustav, Praha): Srovndni efektivnosti
dvou kvantitativnich ovoskopickych metod. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 275-
-282.

Porovnani efektivnosti kvantitativniho prikazu vajicek gastrointestinalnich ne-
matodl v trusu ovei metodami podle Brezy a Svarce (1968) a Wetzela
(1951), modifikovanymi na pirepocet vajicek pomoci McMasterovy komurky, pro-
kazalo zachytnost vajiéek v mezich spolehlivosti 95 az 999, Uéinnost obou
metod je primo vazana na intenzitu invazi, ovula¢ni aktivitu nematodu v pri-
slusném ro¢nim obdobi a v neposledni radé na vék nositele. Exaktnéjsich vy-
sledkii se dosahuje pri experimentalnich invazich znamou davkou invaznich
larev nez u prirozenych invazi ovlivnénych ekologickymi faktory. Podle pocet-
niho stavu vajicek lze priblizné urc¢it intenzitu invaze ve vztahu k ro¢nimu
obdobi, véku zvirete a pastevnim podminkam.

koprologické metody; ovce; gastrointestinalni nematoddzy; kvantitativni efek-
tivnost

S rozvojem screeningu nové vyvijenych 1éCiv proti gastrointestinal-
nim nematod6zdm se dostdvd do popredi otdzka vhodného hodnoceni
vydeje vajiCek kvantitativnimi koprologickymi metodami u ovci a skotu.
Metodiku kvantitativniho stanoveni pocltu vajiCek pomoci objemovych
mér v ur¢itém hmotnostnim mnoZstvim trusu propracoval Stoll (1923),
pozdéji ji modifikovali Zschiicke (1931) a Nemeséri, Holleé
(1964). Coffin (1966) stanovoval pocCet vajiCek v urCitém hmotnost-
nim mnozstvi trusu suspendovaného ve znamém objemu vody. Gordon
a Whitlock (1939) pouZivali flotacni metodu (nasyceny roztok chlo-
ridu sodného) a nélezy vajiCek kvantitativné hodnotili pomoci McMaste-
rovy komirky. Tuto metodiku prevzal a zlepSil Wetzel (1951). Ho-
vorka (1949) navrhl k poditani vaji¢ek strongylidi koni komirku
vlastni konstrukce pri pouZiti nasyceného roztoku cukru jako flotacniho
media.

MATERIAL A METODA

Porovnavali jsme efektivnost dvou kvantitativnich ovoskopickych metod: a)
metodu podle Wetzela (1951), pouzivajici McMasterovy pocitaci komurky; jako
flota¢ni medium byl pouzit Brezuv flota¢éni roztok (nasyceny roztok MgSO4:Na2S20s5:
:H20 — 3:3:1), b) metodou podle Brezy a Svarce (1968).

Obé metody jsou zaloZeny na principu centrifugace a flotace. Po¢ate¢ni zplsob
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zpracovani spociva ma pripravé suspenze z 1 g vySetfovaného trusu v 10 ml vody
precezené do zkumavky a odstredéné po dobu 1—2 min. pri 2000 ot. min—!, Po sliti
supernatantu se sediment oplachne vodou. V dalSim zpracovani se metody lisi. Pfi
metodé Wetzeloveé (1951) se sediment prevrstvi 10 nebo 5 ml flotaéniho roztoku
podle Brezy (1959), dukladné se promisi, centrifuguje po dobu 1 minuty pfi
2000 ot. min—1. Pred plnénim McMasterovy komurky se flotovana vaji¢ka rozptyli
v supernatantu tim, Ze se zkumavka prevraci (dvakrat az tirikrat) a pipetou se naplni
oba jeji oddily. Soucet vajitek nalezenych ve vyznacenych ¢tvercich obou oddila
se nasobi pfi pouziti 10 ml roztoku c¢islem 66 nebo pri pouziti 5 ml roztoku c¢islem
33. Ciselné koeficienty odpovidaji objemu 0,15 ml poéitaci komurky, tj. 1/66 z 10 ml
a 1/33 z 5 ml. Vysledek udava pocet vajicek v 1 g trusu (E. P. G. — Eggs per gram).

Pii modifikované metodé podle Brezy a Svarce (1968) se na sediment
navrstvi 1,5 ml flotaéniho roztoku podle Brezy (1959), sediment se rozmicha
sklenénou pali¢kou a prevrstvi 3,5 ml vody. Rozhrani obou tekutin musi byt ostré.
Nasleduje centrifugace po dobu 1 min. pri 2000 ot. min.~! a po ni se tekutiny pie-
vracenim promisi, aniZ by se poskodil sediment. Z této suspenze se nanesou pipetou
tri kapky o objemu 0,05 ml do tri jamek podloZniho sklicka. Po tifiminutovém ustati
se pocitaji vajicka v jednotlivych jamkach. Jejich soucet se déli 3 a nasobi ¢islem
100. Vysledek udava pocet vajicek v 1 g trusu (E. P. G.).

Obéma metodami jsme vySetrili celkem 173 ovéi trusy, a to u skupiny osmi
prirozené invadovanych ovei v podzimnim obdobi (fijen), sledovanych po dobu 29
dnu, jednorazové u deseti prirozené invadovanych ovei v podzimnim obdobi (konec
listopadu) s ovérfenim invaze helmintologickou pitvou a u péti jehnat experimen-
talné invadovanych nematody Haemonchus contortus a Trichostrongylus colubri-
formis, sledovanych po dobu 47 dnt s prikazem invaze helmintologickou pitvou jed-
noho jehnéte. Vzorky k vysetieni se odebiraly mezi Sestou az sedmou hodinou ranni
(Sciranka, 1961).

K hodnoceni dosazenych vysledkt jsme pouzili t-testu.

VYSLEDKY
Srovnani efektivnosti obou metod podalo diikaz o jejich spolehli-
vosti u vS8ech tFi skupin ovci. U prvni skupiny osmi jednoroc¢nich pii-

I. Prumérné hodnoty poctu vajiéek’\ (E. P. G)) v trusu pri pouziti obou metod a po-
rovnani jejich efektivnosti — Average counts of eggs (E. P. G.) in the faeces by
employing both methods and the comparison of their efficiency

Metoda(;lacg)csiig Wetzela Me;cgd:afgedéclzglz;e)zy Uginnost (%)
VySetieni satada metoda
min. max. |prumér | min. max. |[prumér | Wertzel Breza,

assh) | Svus

6. X. [ 66 825 | 263,9 99 798 | 255,9 100,0 96,8
13. X. ' 198 1320 | 446,0 198 1298 | 422,0 100,0 94,6
15. X. 231 1088 | 634,0 | 365 1099 | 640,0 100,0 100,9
19. X. 495 1650 | 825,0 | 498 1631 823,0 100,0 99,7
22 X 165 1056 | 578,0 132 1030 | 594,0 100,0 102,8
23. X. 198 1353 | 861,0 198 1365 | 778,0 100,0 90,3
25. X. 99 2343 792,0 66 2264 | 760,0 100,0 97,3
26. X. 333 2606 |1480,0 | 432 2666 |1481,0 100,0 100,1
27. X. 759 2706 |[1640,0 | 665 2525 |1276,0 100,0 77,8
28. X. 594 3663 |1329,0 | 532 3531 |1289,0 100,0 96,8
30. X. 264 1549 | 674,0 199 1698 | 666,0 100,0 99,1
3. XI. 198 |’ 20658 |4026,0 198 | 15964 |3193,0 100,0 79,3
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11. Porovnani intenzity invaze nematodu u ovei s po¢tem nalezenych vajicek v trusu
(E. P. G.) pomoci sledovanych metod — Comparison of nematode infection intensity
in sheep with the number of eggs found in the faeces (E. P. G.) by the investigated

methods
Metoda ‘ x?eer:xkaim- )
G| Hpy| & | T. | B |CH| & N. | Oes. | Tep. | "“08° | Utinnost
++ > o/
§ BYS. : ‘r)’) ¢9) @ 3) (4) ! 3) (6) @) ® | celkem %)
C ' 1 E.P. G.
H.p.0/% 10/16 | 1/1 |11/8 | 8/12 | -/22 | 1/13 | 4/8 = 35/80
1| w. 924 | 198 66 | 1287 | 264 . 66 — 2805 100,0
B+S8. | 760 | 230 30 | 1130 | 260 | 60 | 200 — 1670 59,5
H. p. 2/4 — -7 | 22 = - — — 4/13
2| W. 33 — - 30 | — — — — 63 -
B+ S. - = = o = = = - - —
H.p. 38 | 2/6 | 58 | 6/8 | -j10 | — — | 9/14 | 25/54
3 W. 66 33 = 132 | 33 — — = 264 100,0
B -+ 8. 30 30 = 160 30 - — - 250 94,7
H. p. 2/11| — -3 1 1/5 | -/8 = - = 3/27
4| W. 66 — - 33| — = - = 99 ==
B+ S. == = = = = = = = = =
H. p. 317 | 1/5 | 7/7 = = = e = 11/19
5| w. 33 66 99 = = = = == 198 100,0
B + S. 30 | 100 | 100 - — - - — 230 116,2
H.p. 8/21| 9/3 -8 | 6/18 | -/15 | 2/11 | 3/16 | — 22/90
6 | W. 198 33 - 396 | 66 - — — 693 100,0
B+ 8. 160 30 — 330 60 - - - 580 83,7
H. p. 3/9 | 1/6 | 2/14| 3/8 | -/2 — -/4 - 9/43
7| W. 132 33 . 132 | — — = — 307 100,0
B + S. 130 30 == 100 | — = = - 260 84,7
H. p. 110 1/6 | -2 ! 75 — ~ ‘ 1/3 - 10/26
8 | W. 33 = = 66 | — = | s - 99 100,0
B+ S. 30 — = 30 | — =2 = = 60 60,6
| |
H.p. 2/8 | 1/- -2 | 3/12 | -/4 1/2 | 3/6 = 10/34
9 | W. 33 s — 99 | — e i e = 132 100,0
B4 & 30 | - — | 10| - , = = 130 98,5
H. p. 1/6 1/3 -2 | 1/12 | -1 — | 4/12 - 7/36
10 | W. = - _ _ = - | - il L -
B+ 38 30 = = = o - | - — 30 _
Vysvétlivky : *) H. p. — helmintologicka pitva; “*) W. — metoda podle Wetzela (1951);

nulosum; (8) Trichocephalus ovis

++ F) B +
(1) Ostertagia arcumcmcta, (2) Trichostrongylus colubriformis; (3 )Bunostomum trigonocephalums
(4) Chabertia ovina; (5) Strongylazdes papzllosu:, (6) Nematodirus filicollis; (7) Oesopahgostomum ve-

S. — metoda podle Brezy, Svarce (1968)

rozené invadovanych ovci, vySetfovanych po dobu 29 dn v podzimnim
vrcholu vydeje vajicek, jsme prokazali pocetné témeér shodné nalezy ve
stejnych vzorcich trusu. Vysledky vySetfeni jsou uvedeny v tab. I s vy-
znactenim minimalnich, maximalnich

prumeérnych hodnot E. P. G.
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III. Experimentdlni invaze jehnat: priumérné hodnoty E. P. G. zjisténé pomoci sle-
dovanych metod — Experimental infection of lambs: average E. P. G. values de-
termined by the investigated méthods

(]

% § Haemonchus Trichostrongylus Celkovy pocet Utinnost

8.8 contortus colubriformis vajicek (E. P. G.) (%)

CE

5§

Eg W.¥) | B4+8++) W. B+S§ W. B+S W. B+S
7 — — — — — — — —

14 — — - = — — — —

28 — — 46 32 46 32 100 69,6

32 1823 1798 574 585 2397 2383 100 99,4

35 3637 3582 1320 1254 4957 4 836 100 97,6

39 12 540 12 485 2059 2030 14 599 14515 100 99,4

42 31 887 31 892 3077 3108 34 964 35 000 100 100,1

45 33 017 32 936 4407 4396 37 424 37 332 100 99,8

46 30 676 30 684 2284 2292 32 960 32 976 100 100,05

47 18 635 19 020 2330 2345 20 965 21 365 100 101,9

Vysvétlivky: *+) W. — metoda podle Wetzela (1951); +%) B-+8 — metoda podle Brezy a Svar-
ce (1968)

IV. Porovnani po¢tu nematoda ziskanych helmintologickou pitvou experimetalns
invadovaného jehnéte s poétem vajicek v trusu podle obou sledovanych metod —
Comparison of the counts of nematodes obtained by helminthological dissection of
an experimentally infected lamb with the egg count in the faeces according to both
investigated methods

Metoda (E. P. G.) Efektivnost (%)
Druh nematodi Wetzel Breza, Svarc Wetzel Breza, Svarc
(1951) (1968) (1951) (1968)

Haemonchus contortus
celkem: 4064
samicek: 2178 26 369 26 402 100,0 100,13
samcu: 1886

Trichostrongylus colubriformis
celkem: 875
samicdek: 669 6 699 6 459 100,0 96,42

H. contort. 4 T. colubr.
celkem: 4939 )
samicek: 2847 33 068 32 861 100,0 99,37
samcli: 2092
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Vyjadreni efektivity v procentech u metody podle Brezy a Svarce
(1968) je propocitdno v poméru k metodé Wetzelové (1951). U této
skupiny jsme nemeéli mozZnost konfrontovat ovoskopické néalezy s vy-
sledky helmintologické pitvy, protoZe ovcim byl v poslednim dnu vy-
Setfeni podan Nilverm.

U deseti dvouletych prirozené invadovanych ovci, vySetfenych jed-
nordzové ovoskopicky prfed porazkou, byly vysledky obou metod kon-
frontovdny s néalezem nematodt pri helmintologické pitvé zazivaciho
traktu a bylo konstatovdno, Ze dokazuji pomérn& dobrou zachytnost
vyluCovanych vajicek vzhledem k nizké intenzité invazi u starSich zvi-
rat a k odeznéni ovulacni aktivity samicek (vySetfovali jsme koncem
listopadu) — (tab. II). Pfesto vSak se nepodafrilo v nékterych pfipadech
vyjadrit efektivitu porovnani obou metod.

Prikazné vysledky efektivity obou metod poskytla experimentdlni
invaze péti jehiiat ve véku CtyFi meésice, sledovanad do obdobi maximal-
niho vylucovani vajiCek (po dobu 47 dni). Jehilata byla invadovana
larvami Haemonchus contortus a Trichostrongylus colubriformis. Jak je
uvedeno v tab. III, vysledky zachytnosti vajicek obéma metodami se
od sebe priliS neliSily v poCtech a vzdjemny pomér efektivnosti byl
velmi vysoky. PFi helmintologické pitvé uhynulého jehnéte z této sku-
piny nasledkem intenzity invaze H. contortus a T. colubriformis potvrdili
jsme si prfimy vztah spolehlivosti porovnavanych metod k pocetnosti
invaze (tab. IV).

Ve tFech skupindach vySetfovanych ovci zachytily obé metody témér
shodné vydej vajicek a jejich vzdjemné statistické hodnoceni ?-testem
neprokazalo signifikantni odchylku zachytu vajicek pri silnych invazich
v mezich spolehlivosti 95 az 99 %.

DISKUSE

McMasterova pocitaci komirka se b&Zné pouzivd k hodnoceni na-
lezii vajicek (Wilson, 1957; Levine aj, 1960; Kingsbury,
1965; Tagle, 1965; Michel, 1968; Pfeiffer, 1968; Silverman
aj., 1970), pricemz se pri zpracovani trusu pouZzivaji rtizné flotacni roz-
toky (Sheather, 1923 — roztok cukru; Faust, 1938 — 34% roztok
ZnS0,) pii metodickém postupu primé centrifugace a flotace (D. C. F.).
V naSem pfipadé se pln& osvédcil flotacni roztok podle Brezy (1959).

ProtoZe vé&tdina autori pri screeningu lé¢iv pracuje s experimental-
nimi invazemi, mizi nebezpeci chybnych vysledktl z rozdilné disperzity
vajicek v jednotlivych bobcich trusu, kterd mtZe do jisté miry ovlivnit
efektivnost pouZité koprologické metodiky u prFirozen& invadovanych
ovei (Besch aj., 1960). Tyto nepatrné zmeény jsme meéli moZnost po-
zorovat u prvni skupiny ovci, u nichZ jsme zachytili dynamiku vylu-
tovani vajicek po dobu 29 dni. Timto zjiSténim lze vysvétlit i kolisani
efektivnosti uZitych metod pfi procentudlnim hodnoceni. Mimo tento jev
dochézi i k rozdilnému vyluCovani vajicek béhem jednoho i nékolika
dntt (Spedding, 1953). Pfipadnym vykyvim v nalezech jsme se
snazili pfedejit pravidelnym odbé&rem vzorkd trusu v rannich hodinéch,
kdy trus obsahuje nejvice vaji¢ek nashroméazdénych v nocnich hodinach
(Sciranka, 1961). '
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PoCetnost vajicek zachycenych kvantitativnimi ovoskopickymi me-
todami signalizuje silu invaze, jak dokazali Morgan aj. (1950),
Crofton (1957), Lax (1967), Michel (1967), Rubin (1967),
Breza a Svarc (1968) a Malczewski (1971). Udaje citovanych
autorli potvrdilo ovoskopické i pitevni vySetfeni uhynulého experimen-
tadlné invadovaného jehnéte a demonstrovalo efektivitu obou metod, ne-
bot oba druhy nematodi — H. contortus a T. colubriformis — Kkladou
na vrcholu invaze velké mnoZstvi vajicek (L ax, 1967). Ostatni naSe
vysledky potvrdily tdaje Morgana aj. (1950), Croftona (1957)
a Brezy a Svarce (1968) o moZnosti pfibliZzného stanoveni sily
invaze in vivo.

U pFirozen€ invadovanych ovci hraje ovSem v nalezech vajicek vy-
znamnou ulohu dynamika ovulace samicek v urcCitém roc¢nim obdobi
a v neposledni radé vék hostitele (Taylor, 1935; Hovorka, 1963).
Poznatky obou autorl potvrdily prevazZné vyrovnané ovoskopické nalezy
u rocnich ovci v obdobi pedzimniho vrcholu ovulace samicek, zatimco
pomérné nizkd zachytnost vajicek pri slabé invazi dvouletych ovci vy-
Setfovanych v pozdnim podzimu byla podstatné ovlivnéna odeznénim
ovulace, vékem zviFfat a kone¢né& i priznaky tzv. ,self-cure“ — samo-
volnym odchodem cizopasnik(, jak jej popisuji Stoll (1929) a Gor-
don (1948).
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Doslo dne 10. 8. 1977

3AMYEK, 1. (llenTpanbHEIi TOCYNAapCTBEHHLIN BeTepMHApHBI MHCTHTYT, Ilpara): CpaBuenme
5pPeKTHBHOCTH IBYX KOJNHMYeCTBEHHbIX OBOcKonwgecknx wmeronos. Vet. Med., Praha, 23, 1978
(5) :275-282.

Cpasnenite ap@PeKkTHBHOCTH KOJMYECTBEHHOTO IOKA3aTeJbCTBA AHI[ TaCTPOMHTECTHHAJLHBIX He-
Matox B 1osmere opell no Mmeronam bpesu-IIsapma (1968) u Bermeana (1951)
B MoamduKaluMu Ha nepecyer AML C TOMOIbI0 Kamepsl MekMecrepa 110Ka3aso BHIABJIAEMOCTH
auu B paamepe 95—9990/, B mpenenax HanexuocTH. OPPeKTHEHOCTH OBOMX METONOB TIPAMO
NPONOPLMOHAIbHA MHTEHCHBHOCTH WHBA3Ui, OBYJMPYEMOCTH HEMATONL B IaHHLI TONOBOH Ie-
PHMON M, B HENOCJEeIHIOI OdYepedb, BO3PACTy Xo3suHa. Bosee monpobHble HaHHEIE MOXKHO TOJy-
UMTb B XOIe 9KCIEPUMEHTAJbHBIX MHBAa3Mi IIOCPEACTBOM M3BECTHOH IO3MPOBKM MHBA3MUHBIX
JMYMHEK, 4eM B XOIe eCTeCTBeHHBIX WHBa3Mii, HAXONANINXCA TOX BAMAHUEM B3KOJOTMYECKHX
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dakTopos. Ha OCHOBE UMCIEHHOCTH SMI MOXXHO NPUGIUSHTENLHO ONpENETMTH WHTEHCUBHOCTh
HMHBAa3HH II0 OTHOWIEHHMIO K BPEMEHHM TOIa, BO3PACTy JKMBOTHOTO M YCJIOBHAM IacTeOBL.

KOTIPOJIOTHYEeCKHe METONbl; OBIBI; TaCTPOMHTECTHHANbHBEIE HEMAaTO3bl; KOJIHYeCTBeHHas 3pdex-
THBHOCH

ZAJICEK, D. (Central State Veterinary Institute, Praha): Comparison of Efficiency
of Two Quantitative Ovoscopical Methods. Vet. Med. Praha, 23, 1978 (5) :275-282.

A comparison of efficiency of a quantitative proof of the eggs of gastrointestinal
nematodes in the faeces of sheep by methods after Breza and Svarc (1968)
and Wetzel (1951) modified for the recalculation of eggs by McMaster’'s chamber
showed a 95 to 999, capture rate of eggs within the limits of reliability. The effi-
ciency of both methods depends on the infection intensity, ovulation activity of
the nematodes in the particular season of the year and, last but not least, on the
age of the host. More accurate results are oblained in experimental in infections by
a known dose of larvae than in natural infections influenced by ecological factors.
Frcm the number of eggs il is possible to estimate the intensity of infection in
relation to the season of the year, the age of the animal and grazing conditions.

coprological methods; sheep; gastrointestinal nematodoses; quantitative efficiency

ZAJICEK, D. (Staatliches Zentralveteriniirinstitut, Praha): Der Effektivititsvergleich
von zwei quantitativen ovoskopischen Methoden. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 275~
-282.

Der Effektivitdtsvergleich der quantitativen Bestimmung der Eier von gastrointesti-
nalen Nematoden im Schafkot mit Hilfe von Methoden von Breza, Svarc
(1968) und Wetzel (1951) die auf Umrechnung der Eier mit Hilfe der McMaster’s
Kammer modifiziert worden waren, wies 95 bis 999, aufgefangene Eier in den
ZuverlaBigkeitsgrenzen auf. Die Wirksamkeit beider Methoden ist direkt an die
Invasionsintensitdt, die Owvulationsaktivitdt der Nematoden im gegebenen Jahres-
zeitabschnitt und nicht zuletz auch an das Alter des Wirtes gebunden. Bessere,
exaktere Ergebnisse konnen bei den Versuchsinvasionen mit der bekannten Gabe
von Invasionslarven als bei den natiirlichen durch ékologische Faktoren beeinfluflten
Invasionen erzielt werden. Anhand der Anzahl von Eiern kann die Intensitidt der
Invasion in Abhéngigkeit vom Jahreszeitabschnitt, vom Alter des gegebenen Tieres
und von Weidebedingungen anndhernd bestimmt werden.

koprologische Methoden; Schafe; gastrointestinale Nematodosen; quantitative Effek-
tivitat
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EFEKTIVNOST ANTIGENOV Z ROZNYCH VYVINOVYCH STADII
ASCARIS SUUM PRI DOKAZE MIGRACNEJ FAZY
EXPERIMENTALNEJ ASKARIDOZY U OSIPANYCH

Z. Boroskova, M. Benkova

BOROSKOVA, Z. — BENKOVA, M. (Helmintologicky tustav SAV, Kosice):
Efektivnost antigénov z roéznych vyvinovych S§tdadii Ascaris suum pri doékaze
migracénej fazy experimentdlnej askaridézy u osipanych. Vet. Med., Praha, 23,
1978 (5) : 283-287.

Preverenie efektivnosti antigénov pripravenych z roéznych vyvinovych S§tadii
Ascaris suum v nepriamom hemaglutinatnom teste, pri dékaze migrac¢nej fazy
experimentalnej askaridézy oSipanych ukazuje, Ze antigén pripraveny ultrazvu-
kom z invazneho larvalneho §tadia A. suum v porovnani s antigénmi pohlavne
zrelych §tadii ma vys$Siu sérologicku aktivitu. Pouzitim tohto antigénu mozZno
dokazat Specifické protilatky u experimentdlne invadovanych prasiat od 6. do
120. dna po invazii, na rozdiel od ostatnych skuSanych antigénov (detekovatel-
nosf protilatok medzi 7. az 8. diiom do 64. diia po invazii).

Ascaris suum; antigény; sérologicka aktivita; migrac¢na faza; osipané

Pri imunodiagnostike migracnej fdzy experimentalnej askaridézy
oSipanych sa pouZivaju prevazne antigény izolované z pohlavne zrelych
Stadii Ascaris suum. VyuZitiu antigénov z larvdlnych Stddii askarid sa
v tomto smere nevenuje dostatoéna pozornost, i ked za symptomy tohto
ochorenia v postinvdznej faze su zodpovedné larvy. Larvdlne Stadium
askarid sa povaZuje aj za vyznamny stimuldtor imunity v hostitelskom
organizme (Soulsby, 1960)

V préaci sme preverili efektivnost antigénov pripravenych z invazne-
ho larvdlneho Stadia a z pohlavne zrelych A. suum v nepriamom hema-
glutina¢nom teste pri dékaze migracnej fdzy experimentalnej askaridozy
u Specifického hostitela.

MATERIAL A METODY

ANTIGENY

Antigén z invazneho larvalneho $tadia A. suum (Uzl) sme pripravili destruova-
nim lariev ultrazvukom (Boro$kova a i, 1974) po predchadzajucej inkubécii
vaji¢ok ziskanych z uteru samiciek podla Costella (1961) a po odstraneni vajec-
nych obalov metédou Haskinsa a Weinsteina (1957).

mogenizovaného extraktu z celych tiel helmintov (E) a bielkovinovi frakciu (F)
sme ziskali z toho istého materialu gelovou filtraciou na Sephadexe G-200 (Nau-
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mycevova, 1971). Z troch izolovanych frakecii sme pouzivali ako antigén prvua
frakciu.

SEROLOGICKA REAKCIA

Nepriamy hemaglutinaény test podla Boydena (1951) (IHA) sme robili Ta-
katsyho mikrotitratorom (Takatsy. 1958). Na taninizaciu baranich erytrocytov
sme pouzili kyselinu taninovu ¢s. vyroby. Optimalne riedenie antigénov sme zistili
boxovou titraciou.

ZVIERATA

Pokusy sme robili na 18 kusoch 21-dnovych prasiat pochadzajucich od prasnic,
ktorych koprologické vySetrenie na pritomnosf vajicok A. suum bolo negativne.
Prasata sme rozdelili do troch skupin (I. II., IIl.) po Siestich zvieratach. Kontrolou
v kazdej skupine bolo jedno prasa. Modelovy subor Kontrolnych sér (Uhlikova,
1974) sme ziskali odberom Kkrvi od 20 klinicky zdravych 7- az 14-dnovych prasiat.
Pred pokusom sme vsetky zvieratda vysSetrili sérologicky (IHA) s pouzitim troch
antigénov. Ani jedno zviera nedavalo pozitivnu sérologicku reakciu. Zvierata sme
invadovali peroralne jednorazovo sondou roéznymi davkami invaznych vajicok
A. suum (I. skupina — 300 vaji¢cok na jedno prasa, II. skupina — 15000 vajicok na
jedno prasa, III. skupina — 50000 vajicok na jedno prasa). Krv od invadovanych
zvierat sme odoberali v piatom, Siestom, siedmom a O6smom dni po invazii, dalej
v tyzdnovych intervaloch a od 64. do 120. dna po invazii v dvojtyzdnovych interva-
loch. Helmintologicku pitvu zvierat sme z technickych pri¢in nevykonali.

VYSLEDKY

Pri pouziti Uzl anigénu sme prvé protilatky zaznamenali u druhej
a tretej skupiny prasiat v Siestom dni a u prvej skupiny v siedmom dni
po invazii.

Hodnoty titrov protilatok boli nizke (1:2). Protilatky u vSetkych
skupin zvierat dosahovali maximdlne hodnoty medzi 21. az 29. diiom
po invéazii (1:64 — 1:1024). Potom hladina protilatok postupne Kle-
sala az k 64. diiu. Od toho diia sme protilatky zistovali u vSetkych troch
skupin zvierat iba v nizkych titrovych hodnotach (1:4 — 1:2). Tieto
hodnoty (1:2) pretrvavali aZz do konca ich sledovania, t. j. do 120. diia
po invazii. VySka titrov v jednotlivych obdobiach tvorby protilatok ne-
bola priamo tmernd velkosti invaznej davky. NajvySSie hodnoty titrov
protilatok (1:1024) sme zistili u skupiny prasiat invadovanych davkou
3000 vajicok na prasa.

Objavenie sa prvych protilatok pri pouZiti antigénu z pohlavne
zrelych Stadii (E) sme detekovali u tretej skupiny v siedmom dni
a u prvej a druhej skupiny v 6smom dni po invazii. V dalSich diioch
mala hladina protilatok u prvej a druhej skupiny vzostupnu tendenciu,
s maximdalnymi hodnotami v 29. dni po invazii. Od uvedeného dila
hladina protilatok postupne klesala az do 64. dia (1:2). V dalSich
diioch uZ neboli protilatky detekovatelné. U tretej skupiny prasiat sa
nam podarilo zistit preukazné hodnoty titrov protilatok len od siedmeho
do dvanasteho diia po invazii.

Pri pouZziti frakcionovaného antigénu (F) sme nastup protiladtok
zaznamenali medzi siedmym (III. skupina) a 6smym diiom (1. a II. sku-
pina) s vrcholom v 29. dni po invazii. V dalSich diioch mala krivka
protilatck paralelny priebeh ako v predchézajuicom pokuse (s antigé-
nom E) aZ po 64. deni (I. a II. skupina). Po tejto dobe sme protilatky
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v sére nezaznamenali. U tretej skupiny sa nam podarilo dokazat pro-

tilatky od 7. do 21. dila po invazii.

Antigény E a F v porovnani s Uzl antigénom mali v celom priebehu
sledovania invdzneho procesu nizdiu sérologicki aktivitu v priemere
o jeden az Styri hodnoty riedenia geometrického radu. V modelovom
sibore kontrolnych sér boli sérologicke reakcie vo vSetkych pripadoch
negativne.

Vysledky sme zhrnuli v tab. I.

1. Aritmetické priemery hodnot titrov protilatok v nepriamom hemaglutinaénom
teste u prasiat experimentalne invadovanych vajickami Ascaris suum — Arithme-
tical means of titre values of antibodies in an indirect haemagglutination test in
pigs experimentally invaded by Ascaris suum eggs

Uzl B F
Den odberu krvi e
1| o |m o | 11 ' mr | oI ’ 3 | 111
6 g0l 20| — | — | — | = | =} =
7 20! 20| 7,0 — — ' 4,0 - - 6,0
8 2,0 33| 65 0,6 0,6 4,0 0,6 0,6 6,0
12 5,3 5,0 5,0 1,3 2,3 3.3 1,2 2,3 3,3
21 58,6 | 64,6 | 30,0 5,3 | 10,0 — 9,3 | 10,3 2,0
29 725,0 1320,0 | 2,0 | 21,0 | 34,6 — 26,6 | 40,0 —
36 42,0 | 24,0 | 2,0 5,3 4,6 — 9,3 8,6 —
43 16,0 | 14,6 | 2,0 3,3 2,6 — 3,0 4,3 —
49 8,0 | 12,0 | 2,0 2,6 2,3 — 3,3 3,3 -
56 133 120 20| 26| 23| — | 33| 33| —
64 4,0 40| 2,0 2,0 2,0 — 2,0 2,0 —
78 4,0 2,0 - — = == = = s
92 ] 2,0 2,0 E 2,0 s = = — =
120 | 20| 20| 2¢| — | — | — | - | = | -
Uzl — antigén z invazneho larvalneho stadia A. suum
E extrakt z pohlavne zrelych Stadii A. suwm
F bielkovinova frakcia z pohlavne zrelych $tadii 4. suwm

I. skupina — 3000 vaji¢ok A. suwm na jedno prasa
I1. skupina — 15 000 vajicok A. suwm na jedno prasa
III. skupina — 50 000 vaji¢ok A. suum na jedno prasa

DISKUSIA

Porovnali sme sérologicka aktivitu troch typov antigénu z A. suum
v reakcii nepriamej pasivnej hemaglutindcie pri dokaze postinvaznej
migracnej fazy experimentdlne invadovanych oSipanych. Antigén z dru-
hého larvalného Stadia (Uzl) sme ziskali rozbitim larvdlnych tiel ultra-
zvukom po predchadzajacej inkubacii vajicok in vitro a po zbaveni va-
jeCnych obalov. Z pohlavne dospelych askarid sme pripravili delipidi-
zovany extrakt (E), ktory obsahuje mnoho balastnych latok zniZujacich
jeho antigénnu hodnotu (Kent, 1963). Materidal sme dalej frakciono-
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~ vall a puritikovali kolonovou chromatografiou na Sephadexe (Naumy-
tevova, 1971). Naumycevova (1971) hodnoti frakcionovany
antigén z A. suum v porovnani s extraktom ako citlivejsi a Specifickejsi.
I ked sa frakcionované antigény osvedCuja v experimentdlnych pra-
cach, v terénnej praxi je ich pouZitie obmedzené (Uhlikova, 1974).
Pri hodnoteni naSich vysledkov bol larvalny antigén, v porovnani
s antigénmi z pohlavne zrelych StAdii, sérologicky aktivnej3i v prieme-
re o jednu aZ Styri hodnoty riedenia geometrického radu. PouZitim uve-
deného antigénu v IHA bola z&chytnost invazie u prasiat vcadSia ako
s antigénmi z pohlavne zrelych Stadii o jeden aZ dva dni a protilatky
boli detekovatelné od Siesteho az do 120. diia po invazii, kym s E a F
antigénmi doba zistenia protilatok v sére bola relativnhe kratSia (do
64. dila po invazii) — v zéavislosti od invaznej davky. Vzhladom na to,
zZe za endogénnu migracnu fézu askaridézy oSipanych sd zodpovedné
larvy, dd sa ocakéavat, Ze lepSie vysledky pri imunodiagnostike tohto
ochorenia daju antigény z larvalneho S$taddia. Viens ai. (1975) tiez
uvadzaja, Ze pri dékaze migracnej fazy huméannej toxokarézy je larvalny
antigén v porovnani s antigénmi pohlavne zrelych Stadii citlivej3i a Spe-
cifickejsi. :
I ked sa pri experimentdlnej invazii Specifického hostitela, teda
v modelovom pokuse, pri sérologickom vyhodnoteni troch typov antigé-
nov jednoznacCne osvedcCil antigén z invazneho larvalneho $tadia A. suum
(Uzl), domnievame sa, Ze u prirodzene invadovanych oSipanych, kde
je Casty vyskyt zmieSanej invazie, budi pomery ovela komplikovanejsie.
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y 9. — A, M. (leap. )
O$PeKTHBHOCTh AHTHIeHOB B pas3Hble CTAAHMM pasBuTHA ASCariS SUUM npH IOKa3aTeabCTBE
MMIDaHOHHOM $a3kl SKcnepHMMeHTanbHOro ackapunoda y cemHeir. Vet, Med., Praha, 23,
1978 (5) :283-287.

TIposepka a$PeKTUBHOCTH AHTHIEHOB, NPMIOTOBJIEHHBLIX M3 PpasHEIX Craxui passutus A. suum,
B KOCBEHHOM TI€MarjlOTUHALMOHHOM TecTe, HPH [OKa3aTEeNhCTBE MHIPALUMOHHONK (askl 3IKCIepH-
MEHTaJBPHOTO ACKapHUIO3a CBMHEH IIOKa3ala, 9TO AaHTHTeH, NPHUTOTOBJEHHHIH C TIOMOIIBIO YJIBTpa-
8ByKa M3 MHBa3MfHOH JMYMHOYHOH cTammum A. SUUM, 1O CPaBHEHMIO C AHTHIEHAMH II0JIOBO3pe-
JBIX cTanuit o6nanaer Gosple CePOJOTHUECKOH AaKTHBHOCTHIO. IIOCPENCTBOM 3TOTO aHTHreHa MOYKHO
IOKa3aTh CrnegupuyecKMe aHTHTeNAa y 9SKCIEPUMEHTAJbHO HHBAIMPOBAaHHHIX CBHHEH or 6-ro o
120-ro IHeit rocie MHBA3MM B OTJMYME OT OCTAJBHBIX MCIBITAHHBIX AHTHUIEHOB (IeTEKTHPYeMOCTh
aHTHTE] MeKLy 7—8-M IHAMM M 1o 64-rO AHA mOCKE MHBAasHH).

Ascaris suum; aHTureHsy; CeposIoruyecKas akKTMBHOCTb; (assl MHUTPalMM; CBHHBHU

BOROSKOVA, Z. — BENKOVA, M. (Helminthological Institute, Slovak Academy of
Sciences, KoSice): The Efficiency of Antigens from Different Stages of Ascaris suum
Development in the Proof of the Migration Phase of Experimental Ascariasis in Pigs.
Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 283-287.

Tests of the efficiency of antigens prepared from different developmental stages
of Ascaris suum in indirect haemagglutination test in the course of proving the
migration phase of experimental ascariasis in pigs show that the antigens prepared
by ultrasound from the invasive larval stage of A. suum in comparison with antigens
of sexually mature stages have higher serological activity. By using this antigen
it is possible to prove specific antibodies in experimentally invaded pigs from 6 to
120 days after invasion as opposed to the other tested antigens (the detectability
of antibodies from the 7th-8th day to the 64th day after invasion).

Ascaris suum; antigens; serological activity; migration phase; pigs

BOROSKOVA, Z. — BENKOVA, M. (Helminthologisches Institut der Slowakischen
Akademie der Wissenschaften, Kosice): Die Effektivitdt der Antigene aus verschie-
denen Entwicklungsstadien von Ascaris suum bei einem gleichzeitigen Nachweis
der Migrationsphase der experimentalen Askaridose bei Schweinen. Vet. Med., Praha,
23, 1978 (5) :283-287.

Die Uberpriifung der Effektivitit der aus verschiedenen Entwicklungstadien von
Ascaris suum in einem undirekten Hamagglutinationstest vorbereiteten Antigene
bei einem gleichzeitigen Nachweis der Migrationsphase der experimentalen Askari-
dose bei Schweinen zeigt, dal das Antigen, das durch Ultraschall aus dem Inva-
sionslarvenstadium von A. suum vorbereitet ist, im Vergleich zu den aus geschlecht-
lich héheren Stadien gewonnenen Antigene eine erhodhte serologische Aktivitdt auf-
weist. Durch Ausnutzung von diesem Antigen konnen spezifische Antikorper bei
experimental angegriffenen Schweinen vom 6. bis 120. Tag nach der Invasion nach-
gewiesen werden ganz zum Unterschied von den anderen untersuchten Antigenen
(Detektibilitdt der Antikorper im Zeitraum vom 7.—8. Tag bis zum 64, Tag nach
der Invasion).

Ascaris suum; Antigene; serologische Aktivitidt; Migrationsphase; Schweine
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CLAUSEN, B. — HENRIKSEN, S. A. D 30.900/593
The prevalence of Trichinella spiralis in foxes (Vulpes vulpes) and other
game species in Denmark.

Kobenhavn, Statens veter. serumlab. 1976. 6 s. Meddelelser 593. (Trichi-
nella spiralis — cizopasnik — liska — vyskyt — Dansko — vyzkum / Tri-
chinella spiralis — cizopasnik — lasicoviti — vyskyt — Dansko — vyzkum)
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Moskva, Izd. Nauka 1976. 235 s. pril. obr. v textu. Osnovy nematodologii
tom. 26. (Plicnivkoviti — cizopasnici — domadci zvirata a zvirata divoka
— vyzkum — SSSR)

KUBLICKENE, O. D 66.546
Patomorfologija peceni i vosstanoviteInyje processy pri eksperimental-
nom fascioleze.

Vilnjus, Mokslas 1976. 156 s. 30 obr. 11 tab. (Motolice jaterni — cizo-
pasnik — jatra — morfologie patogenni — vztahy — vyzkum — SSSR)
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zer Archiv fir Tierheilkunde“. (Drubez — cizopasnici vnéjsi — hubeni
— metody — vyzkum /| Drubez — cizopasnici — c¢ervi — hubeni — me-

tody — vyzkum — Svycarsko)

CHUBENOV, M. — PRANDZEV, I. D 66.297
Veterinarno skusSestvo i ginekologija.

Sofija, Izd. za sel. lit. 1976. 468 s. 161 obr. 4 tab. (Veterinarni porodnictvi
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IMUNOFLUORESCENCIA S VIRUSOM PI-3 — STUDIUM
ROZDIELNYCH PRACOVNYCH PODMIENOK DETEKCIE VIRUSOVEJ
INFEKCIE IMUNOFLUORESCENCIOU NA VIACERYCH DRUHOCH
BUNKOVYCH KULTUR

A. Zuffa, R. Chumchal

ZUFFA, A. — CHUMCHAL, R. (Vyskumné a vyvojové pracovisko, Bioveta,
Nitra): Imunofluorescencia s virusom PI-3 — S§tudium rozdielnych pracovnych
podmienok detekcie virusovej infekcie imunofluorescenciou na viacerych dru-
hoch bunkovych kultiur. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 289-304.

Fluorescentnt techniku sme pouzili pre $tadium citlivosti viacerych bunkovych
kultur na infekciu virusom parainfluenzy 3 (PI-3). Ako najcitlivej$ie na viru-
sovu infekeiu sa ukazali kultary z telacich obli¢iek, pri¢com sa nezaznamenali
rozdiely primarnych kultar a kultiar v prvej a druhej subpasazi, resp. ¢erstvo
napestovanych kultar alebo kultur inkubovanych pocas siedmich dni pri tep-
lote 37°C. Rovnaké hodnoty infek¢nych titrov ako na kulturach z telacich
obli¢iek sme imunofluorescenciou zistili aj na jahnacich oblickovych bunkach,
aj ked pritomnost infekcie nebola doprevadzana vznikom cytopatickych zmien.
Na prasacich obli¢kovych bunkach doslo k infekeii len pri oékovani 105 TKIDs0
a vyssimi davkami virusu, pricom infekcia prebiehala velmi pomaly a bez po-
zorovatelnych cytopatickych zmien. Fluorescentné nalezy boli na jednotlivych
druhoch tkaniva rovnaké. Protilatky pritomné v kultiva¢cnom meédiu zabranili
Sireniu infekcie neutralizovanim virusu uvolnovaného z buniek, nie vSak pri-
marnej infekeii. ZvySovanie obsahu protilatok v médiu viedlo — inhibovanim
intercelularneho virusu — Kk spomalovaniu rastu primarnych fluoreskujucich
lozisk. ‘

virus PI-3; imunofluorescencia; citlivosf rozdielnych tkaniv; prenos infekcie;
uc¢inok protilatok

Casovy dokaz infekcie bunkovej kultdry virusom PI-3 pomocou imuno-
fluorescencie je zavisly od multiplicity infekcie (Zuffa a Chum-
chal, 1977) a od druhu pouzZitého tkaniva (Sominina ai., 1967)
Van Der Maaten, 1969; Pospisil ai., 1975), ktoré determinuja
rychlost nastupu a priebeh virusového mnoZzenia. Pri infekcii vnimavého
tkaniva hrani¢nnu davkou virusu je néastup Specifického Ziarenia v po-
rovnani s velkym inokulom oneskoreny o 24 aZ 27 hodin (Zuffa
a Chumchal, 1977). Van Der Maaten (1969) zaznamenal pri
pouziti rovnakej infekcnej davky skorSi ndstup virusSpecifického Ziare-
nia na kultarach MDBK ako na sekundarnych telacich oblickovych bun-
kdch a Sominina ai. (1967) na bunkdch stabilnej linie opiCich
oblic¢iek ako na primarnych kultirach psich obliciek. Rozdiely v casovom
nastupe virusovej fluorescencie sa zistili aj na organovych Kultarach
pripravenych z rozdielnych casti dychacieho traktu hovéddzich foetov
(Pospisil ai. 1975).
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! riuvicoceliuld  Lecliisd \r1)  Jje 0sobline viodna pre studium vnimavostlt roz-
dielnych tkaniv nha virusovu infekciu. UmozZnuje uréif inicidlne $tadium virusového
mnozenia, sledovat priebeh infekcie bunkovej kultiry a identifikovat aj ojedinelé
infikované bunky pri morfologicky neporusenej monovrstve buniek. Identifikovanie
virusovej infekcie imunofluorescenciou poskytuje tiez dobré pracovné podmienky
pre Studium ucinku Specifickych protilatok na priebeh infekcie v jednovrstevnej
kulture buniek, a tym pre $tudium mikroepidemiologie virusu.

Cielom naSej prace bolo definovaf imunofluorescenciou citlivost telacich obli¢-
kovych a semennikovych buniek napestovanych v rozdielnych podmienkach, ako aj
citlivost kultur z jahnacich a prasacich obli¢iek, na infekciu virusom PI-3 a $tudovaft
ucinok protilatok na priebeh virusovej infekcie.

MATERIAL A METODY

VIRUSY

Pracovali sme s kmenmi PI-3/T1/25 a PI/Ts/3 v o6smej, resp. v Siestej pasazi
na kulturach z telacich obli¢iek. Povod a charakteristika tychto kmenov je uvedena
v predchadzajucom oznameni (Zuffa a i, 1977). Virusy napestované na kultd-
rach primarnych telacich obli¢ckovych buniek (PTOB) v Rouxovych flaSiach v médiu
predstavujiucom Earlov roztok (ER) s 0,39, LAH-u a 59, fetalneho telacieho séra
(FTS) sme po vycireni odstredenim rozplnili do ampuliek po 1 ml a aZz do pouzitia
skladovali pri teplote —70 °C.

BUNKOVE KULTURY

Skumavkové a sklickové kultary PTOB a kultury telacich a semennikovych
buniek (PTSEB) primarne a v prvej a druhej subpasazi sme pripravovali rovnako,
ako sme opisali (Zuffa a i, 1970). Kultury jahnacich obli¢kovych buniek (JOB)
sme pripravovali z obliciek dvoj- az osemtyzdnovych jahniat a prasacie oblickové
bunky (POB) z obli¢iek Stvor- a Sesftyzdnovych prasiat. Rastové médium predsta-
voval Hanksov roztok s 0,39, LAH-u a 109, inaktivovaného telacieho séra, udrzo-
vacie médium (UM) ER s 0,3, LAH-u a 29, FTS.

Infekciu bunkovych kultir sme robili rovnakym spo6sobom, ako sme uz uviedli
(Zuffa a i, 1970). Pocet sklicok, velkosf inokula a trvanie inkubacie infikovanych
kultur uvadzame pri opise jednotlivych pokusov.

Pri $tudiu uc¢inku protilatok na priebeh infekcie v monovrstve buniek sme po-
stupovali takto: Sklickové kultury PTOB sme po infekcii oplakli a prevrstvili 2 ml
UM s obsahom protilatok alebo bez protilatok. Ako zdroj protilatok sluzilo immune
hovidzie sérum, ktoré 102 TKIDso neutralizovalo v riedeni 1 :2048. V rozli¢nom c¢ase
od infekcie, ako uvadzame pri opise jednotlivych pokusov, sme kultury farbili kon-
jugovanym imoglobulinom a vys$etrili mikroskopicky.

IMUNOFLUORESCENCIA

Pracovali sme len priamou metodou. Pre farbenie infikovanych kultur sme
pouzili jednu Sarzu konjugatu, pripravenu z imunneho telacieho séra, s pracovnym
riedenim 1:16 (Zuffa a i, 1977). Farebné kultury sme vySetrili mikroskopom
FLUOVAL fy Zeiss (filtre G 247 a B 224, objektiv 6,3 a 16, okular 6.3). Fluoreskujuce
loziska sme pocitali sposobom beZzne zauzivanym v nasom laboratériu (Zuffa a i.,
1970, 1976).

VYSLEDKY

UCINOK ROZDIELNYCH SPOSOBOV FIXACIE KULTUR
NA FLUORESCENTNE NALEZY

DostatoCny pocet sklickovych Kkultar PTOB, infikovanych kmeifiom
P1-3/T1/25 v davkach 10! a 105 TKIDso, sme po 24 a 48 h inkubacie pri
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teplote 37 °C vysu8ili pri laboratornej teplote a farbili bez fixovania,
resp. fixovali nevychladenym aceténom 10 min. pri laboratérnej teplote,
nevychladenym aceténom 20 min. pri teplote —20°C a konecne acet6-
nom vychladenym na —20°C 20 min. pri teplote — 20°C. Nezazname-
nali sme rozdiely v intenzite ani v charaktere virusSpecifického Ziarenia
na kultarach nefixovanych a fixovanych aceténom za rozdielnych pod-
mienok (tab. I).

I. U¢inok rozdielnych spodsobov fixovania kultir PTOB infikovanych virusom PI-3
na intenzitu Specifickej fluorescencie — The effect of different ways of fixing PTOB
cultures infected with PI-3 virus on the intensity of specific fluorescence

Intenzita Ziarenia pri farbeni
a asra % Davka virusu kultar za dni p- 1
Spodsob fixovania kultar v TKID,,
1 2
Vysusenie pri laboratérnej teplote 1 2
10° 0/— 10/+ + +
10° 10/4+ + 50/+ + +
Acetén nechladeny 10 min. pri 3
laboratérnej teplote 10! OFB/+ + + 20/ + +
108 10/+ ++ 60/+ + -
Acetén nechladeny 20 min. 100 OFB/+ + -+ 15/ + + +
pri —20°C
10° 10/++ + 60/+ + -+
Aceton chladeny na —20 C 10! OFB/+ + + 15/ ++ +
20 min. pri —20‘C
‘ 10° 10/ + ++ 60/+ 4+ +

1 — 9, ziariacich buniek
2 — intenzita Ziarenia
3 — OFB — ojedinelé ziariace bunky

VPLYV PASAZOVANIA A VEKU KULTUR PTOB NA VIRUSOVU INFEKCIU

Pre ucely titracie virusu PI-3 aj pre imunofluorescentné 3Studie sme
pravidelne pouzivali dvojdiiové kultiry PTOB v druhej subpasaZi. Pri
titrdcidch virusu PI-3 na primarnych kultirach aj na kultarach v sub-
pasazi, ale starSich ako dva dni, sme zaznamenali oneskoreny ndastup
CPE a niz8ie titry virusu (v porovnani s dvojdiiovymi kultirami). Chceli
sme preto zistit, ¢i starnutim buniek neklesa ich vnimavost na virusovi
infekciu. Za tym ucCelom sme pripravili dostatocny pocet sklickovych
kultar, ktoré sme postupne, poc¢nic od druhého az do siedmeho diia od
naloZenia, infikovali logi riedeniami dvoch kmenov virusu PI-3. Infi-
kované kultury sme fixovali a farbili za tri dni p. i. Z vysledkov shrnu-
tych v tab. II je zrejmé, ze citlivost buniek PTOB v druhej subpasaZzi
ostdva na infekciu virusom PI-3 do siedmeho diia inkubdcie nezmenena.

V dalsich pokusoch sme paralelne infikovali logio riedeniami dvoch
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1I. Vplyv veku kultir PTOB v druhej
subpasazi na citlivost pre infekciu viru-
som PI-3 — The effect of the age of
PTOB cultures in the second subpassage

I11. Citlivosf primarnych kultir PTOB na
infekeciu virusom PI-3 v porovnani s kul-
tirami v prvej a druhej subpasazi —
Susceptibility of primary PTOB cultures

on the susceptibility to infection with to PI-3 virus infection compared with

PI-3 virus cultures in the first and second subpas-
sages
Pver viruss Titer virusu
Kmen Vek kultar Kmen ; 55 L5 v TKID,,/
virusu v drioch v TKI?‘;"F virusu | Kultury 0,2 ml
zZisteny zisteny FT-
2 10%.5 ‘ primarne 1062
|
3 1083 Vv prvej
PI-3/T,/25 subpasazi 1082
PI-3/T,/25 4 1055
: v druhej
5 106.5 subpasazi 106.#
6 1065 primarne 1085
7 108.° v prvej
PI-3/T,/3 subpasazi 108.8
2 1076 :
v druhej
3 107.0 subpasazi 108.8
PI-3/T/3 4 1085
5 1086
6 10“_!)
7 10%.3

kmenov virusu PI-3 sklickové a skiimavkové kultury z telacich oblicCiek,
a to primdrne a v prvej a druhej subpasdZi. Pritomnost infekcie sme na
sklickovych kultirach zistovali imunofluorescenciou po trojdiiovej in-
kubacii a na skumavkovych kultarach podla CPE v siedmom dni p. i.
Vysledky st zhrnuté v tab. IlI. Vidiet, Ze napriek rozdielnemu vyvoju
cytopatickych zmien sa primarne kultiry PTOB na infekciu virusom
PI-3 rovnako citlivé ako kultary v prvej a druhej subpasazi.

CITLIVOST VIACERYCH DRUHOV BUNKOVYCH KULTUR
NA VIRUSOVU INFEKCIU

Pri Stadiu citlivosti bunkovych kultir z telacich semennikov na-
infekciu virusom PI-3 sme ockovali sklickové kultary PTOB a PTSEB
simultdnne velkym inokulom a log;, riedeniami virusu a zistovali sme
Casovy ndstup fluorescencie, rychlost Sirenia infekcie v kultire a cha-
rakter a intenzitu Ziarenia v jednotlivych bunkdch. Na kultdarach PTOB
sme zistovali, bez ohladu na multiplicitu infekcie, pozitivne fluorescent-
né nalezy skor, pricom pri pouziti malych davok virusu sa infekcia
Sirila rychlejSie a ku generalizovanej infekcii doSlo skor ako na se-
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8L6T — VNIDIOAW INHVNIHALIA

€6¢

IV. Porovnanie citlivosti kultur primarnych telacich oblickovych buniek a telacich semennikovych buniek na infekciu virusom
PI-3 — Comparison of susceptibility of cultures of primary calf kidney cells and calf testicle cells to PI-3 virus infection

. . Fluorescentné nalezy na kulturach a h ... od infeckcie ;
Kmen virusu Kulwary Riedenic N, Titer
virusu virusu
16 20 30 48
10 ¢ OFB OFB | LFB OFB | FCM FCM | N
OFB OFB LFB  LFB FCM FCM
103 — — OFB OFB SLFB  SLFB | FCM FCM
- - OFB OFB LFB SLFB | SLFB FCM
PTOB 10-° — - - OFB OFB FCM  FCM 1086
- = - - OFB OFB | FCM FCM
107 N = = = = OFB —
PI-3/T,/25 10¢ — = - OFB | LFB OFB | FCM LFB
- = = = ~ OFB LFB SLFB LFB
10-° e = = = OFB OFB FCM SLFB
T - = = = OFB OFB LFB LFB
PTSEB 10-6 — — = ~ — — = OFB 1055
107 N N = = = =
10-4 OFB  OFB OFB  LFB FCM FCM | FCM  FCM
OFB OFB OFB OFB FCM FCM FCM  FCM
105 = s s OFB LFB LFB | FCM FCM
= == OFB - OFB LFB FCM  FCM
PTOB 106 - = = = o OFB FCM  LFB 1070
- = = s OFB OFB FCM  FCM
10 7 K3 = = s OFB == OFB OFB
PI-3/T,/3 104 = = OFB OFB | SLFB LFB FCM FCM
= = OFB OFB LFB LFB FCM  FCM
0% = = - = LFB LFB LFB FCM
= = = = LFB LFB LFB SLFB
PTSEB 10-° N = - = OFB LFB LFB 105
- = — - — OFB
107 N N = = = =
OFB = ojedinelé fluoreskujice bunky; SLFB = splyvajuce loZiskd fluoreskujicich

LFB = loziska fluoreskujtcich buniek; buniek



V. Paralelna titracia virusu PI-3 na Kkulttrach priméarnych telacich obli¢kovych buniek, jahnacich a prasaéich obli¢kovych
buniek podla cytopatickych zmien a pomocou imunofluorescencie — Parallel titration of PI-3 virus on cultures of primary calf
kidney cells, lamb and pig Kkidney cells with cytopathic changes by immunofluorescence

861 — VNIDIQIW INYVNINALIA HQGT

) Polcus Druh Fluorescentné ndlezy pri riedeniach virusu v glié?i):f,rg?)lclﬂ’a
Kmen % :
cislo tkaniva
10~ 10-6 107 FT CPE
PTOB N FCM FCM FCM LFB OFB OFB 1070 1088
FCM FCM FCM SLFB = —
1 JOB FCM FCM FCM FCM SLFB SLFB — OFB 1088 102
FCM FCM SLFB FCM LFB LFB - -
POB LFB LFB OFB — — - - — 1050 10%
OFB LFB — — — — — -
PI-3/T,/25 PTOB FCM FCM SLFB LFB OFB — 1070 1083
FCM FCM FCM SLFB — OFB
2 JOB FCM FCM SLFB LFB OFB — 1070 1020
FCM FCM SLFB SLFB — OFB
POB LFB LFB OFB - — -— — — 1083 10%0
LFB LFB OFB OFB — — - —
PTOB FCM FCM SLFB SLFB — OFB 1086 1080
’ FCM FCM LFB SLFB — -
1 JOB SLFB SLFB LFB SLFB — =3 1085 1020
SLFB SLFB LFB LFB — —
POB OFB LFB - OFB - - - - 1018 1020
LFB LFB — — — — - - B
PI-3/T,/3 PTOBRB FCM FCM FCM SLFB OFB - 1072 1088
FCM FCM SLFB LFB OFB OFB
2 JOB N FCM FCM SLFB LFB - OFB 107.0 1020
FCM FCM SLFB SLFB OFB -
OFB LFB — OFB — - - - 1046 1020
LFB LFB — — — — — —




mennikovych Kkultdrach. OCkovanie semennikovych kultir hraniénymi,
davkami virusu nenavodilo replikdciu virusu, a preto sme na nich zistili
nizsie hodnoty infekénych titrov ako na kultirach PTOB (tab. IV).
V pociato€nom Stadiu infekcie bolo virus3pecifické Ziarenie intenzivnej-
die na oblickovych ako na semennikovych kultdirach, kym v dalSom
priebehu boli celkové fluorescentné ndlezy na obidvoch druhoch tka-
niva rovnaké. Zistené nalezy svedcia o tom, Ze telacie semennikové bun-
ky st na infekciu v1rusom PI-3 menej citlivé ako kultiry z telacich.
oblic¢iek.

Pre Stuadium vnimavosti bunkovych kultir z jahifiacich a prasadich
obli¢iek na virusovi infekciu sme volili metodu opakovanych paralel-
nych titracii na skimavkovych a sklickovych kultirach uvedenych dru-
hov tkaniv v porovnani s infek¢nymi titrami zistenymi na kultirach
PTOB. Vysledky sa zhrnuté v tab. V. Pri hodnotach infekénych titrov
okolo 10*° TKIDso, zistenych na kultirach telacich obli¢iek podla CPE,
sme na skumavkovych kultiarach JOB a POB nezistili Ziadne cytopatické
zmeny ani pri o¢kovani davkou 10* TKIDs, virusu. Na sklickovych kul-
tarach sme imunofluorescenciou zistili rovnaké infekcné titre na tela-
cich a jahiiacich oblickovych kultirach, kym na kultdrach z prasadich
obli¢iek sa virusova fluorescencia dokazala len pri infekcii davkou 103
TKIDso virusu. Aj Sirenie virusovej infekcie bolo na prasacich obli¢ko-
vych kultdrach velmi pomalé. Na sklickach infikovanych 10° TKIDsq
virusu sme aj po trojdiiovej inkubéacii zistovali len ohranic¢ené fluores-
kujuce loZiska. Charakter fluorescencie bol na obidvoch druhoch tkani-
va rovnaky ako na kultirach PTOB, len intenzita Ziarenia bola o nieco
slabsia. Ziskané ndlezy svedCia pre preukazne niZ$iu vnimavost prasa-

VI. Uéinok protilatok v udrziavacom médiu na tvorbu primarnych fluoreskujtcich -
lozisk a na lokalizdciu infekcie — The effect of antibodies in the maintenance medium
on the formation of primary fluorescent lesion and on the localization of infection

Kulttury farbené POk“S. 1 Pokus 2

s THS* FTS+* THS . FTS
16 23/ 1— 2+++ | 10 j1— 6 2,71— 2 | 33/1-15
18 63/ 1— 2 9 [2-10 35,0/1— 2 | 50/2—30++++
20 T a0 1 2 9 [2—10 36,6/l— 2 | 50/5—50
24 00/ 12 | 103/5-50 38,0/1— 5 SLEB
30 ‘| 65/ 1~10 RI 48,3/1-10 FCM
48 9,0/ 220 FCM 55,0/5-20 FCM
72 8,0/10—30 FCM 53,0/5—30 FCM

— kultary zaliate médiom s obsahom 5 9, THS
++ — kultiry zaliate médiom s obsahom 5 °© o » FTS
+++ — priemerné pocty fluoreskujicich loz:sk zistené na $tyroch skli¢kovych kultirach PTOB/.
poéet Ziariacich buniek v ramci jedného loziska i
t+++ — popri zhlukoch buniek s pokrogilou infekciou solitarne fluoreskujiice bunky
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Cich oblickovych buniek na infekciu kmerimi, s ktorymi sme pracovali,
v porovnani s tefacimi a jahiiacimi obliCkovymi bunkami.

UCINOK PROTILATOK V UM NA PRIEBEH VIRUSOVEJ INFEKCIE
V MONOVRSTVE BUNIEK

V prvom pokuse tejto série sme zistovali rychlost rozsevu infekcie
cestou kultivacného média a inhibi¢ny uCinok protilatok pritomnych
v UM na vyvoj priméarnej infekcie a na intercelularny prenos virusu.
Sklickové kultary PTOB, infikované davkami okolo 10 a 50 PFU virusu,
sme zaliali médiom bez IHS a s chsahom 5 % IHS a farbili po rozli¢ne
dlhej inkubécii. Na ofarbenych kultirach sme zistovali pocCet infekénych
lozisk a pocet fluoreskujucich buniek v ramci jednotlivych loZisk. Vy-
sledky jedného z reprezentativnhych pokusov st uvedené v tab. VI.

Na Kkultirach zaliatych médiom bez protilatok, infikovanych davkou
ca 10 PFU virusu, sme zistili rovnaky pocCet primarnych fluoreskujicich
plakov do 24 hodin, s postupnym narastanim poctu Ziariacich buniek
v ramci jednotlivych lozisk; po tomto case doSlo k disseminovaniu
virusu a generalizovanej infekcii- bunkovej kultary. Na kultirach infiko-

1. Kultara PTOB infi-
kovana davkou 103
TKIDso virusu PI-3/T1/
25, zaliata médiom s ob-
sahom 1,25", IHS, far-
bena za 24 hodin p. i,
samostatne Ziariace bun-
ky — PTOB culture in-
fected with a dose of
103 TKIDso of PI-3 T1 25
virus, poured by a me-
dium containing 1.259%,
IHS, stained after 24
hours p. i., independent
fluorescent cells

2. Granularna fluores-
cencia v cytoplazme bu-
niek za 24 hodin p. i. —
Granular fluorescence in
the cytoplasm of cells
after 24 hours p. i.
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3. Akumulacia fluoresku-
jueceho antigénu v bun-
kach za 48 hodin p. i. —
Accumulation of fluores-
cent antigen in cells
after 48 hours p. i

vanych ca 50 PFU virusu do$lo k rozsevu infekcie uz za 18 hodin, pricom
za 24 hodiny sa zistila generalizovana infekcia bunkovej kultiry.

Na kultdrach zaliatych médiom s 5 % IHS sa za 16 hodin p. i. ob-
javili solitarne alebo dve vedla seba uloZené fluoreskujice bunky (obr.
1, 2). PredlZenim inkubacie sa akumulovanie virusovych antigénov v bun-
kach prejavilo narastanim a splyvanim intenzivne Ziariacich granil
(obr. 3). PocCet fluoreskujucich loZisk ostal rovnaky aZz do 72. hodiny p. i.
Fluoreskujice loZiska predstavovali do 24. hodiny jednotlivé, alebo dve

VII. U¢inok rozliéného obsahu protilatok v udrziavacom médiu na pocet a velkost
fluoreskujucich plakov — The effect of different contents of antibodies in the main-
tenance medium on the number and size of fluorescent lesions

Priemerny pocet plakov na skli¢kovych kulturach za h od ». 7.
Obsah IHS v UM v 9, :

24 ‘ 48 72
0,0000 FCM | FCM N
0,0019 58 /1-15 73,0/10—100 47,2/25—100
0,0390 70 /1—-10 81,5/10— 60 64,3/20—100
0,0780 73,2/1— 8 76,5/10— 60 86,0/20— 80
0,1560 67,6/1— 8 76,2/10— 50 61,0/20— 80
0,3120 71,8/1— 8 - 83,3/ 5— 30 61,8/10— 80
0,6250 65,5/1— 8 77,0/ 5— 25 55,3/ 3— 70
1,2500 74,7]1— 5 74,3/ 2— 25 62,0/ 5— 50
2,5000 64,5/1— 5 79,0/ 2— 15 64,0/ 5— 60 —
5,0000 69,0/1— 5 75,2 2— 15 67,0/ 5— 50
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vedla seba uloZené bunky, potom pocet ziariacich buniek v rdmci jed-
notlivych plakov narastal a do 72. hodiny stipol ca desatnasobne.

Za ucCelom dokaznejSieho Stidia ucinku protilatok omyvajiacich in-
fikované bunky na tvorbu, pocCet a velkost fluoreskujucich plakov sme

4. Fluoreskujuce plaky
za 48 hodin p. i. — Fluo-
rescent lesions after 48
hours p. i.

5. Fluoreskujuce plaky
za 72 hodin p. i. — Fluo-
rescent lesions after 72
hours p. i.

6. Vytvaranie prazdnych
ok v strede plakov odu-
mieranim a odlupova-
nim prvotne infikova-
nych buniek za 96 ho-
din p. i. — Formation of
holes in the centre of
lesions by the dying and
peeling off of primarily
infected cells after 96
hours p. i.




VIII. Uéinok rozli¢ného obsahu protilatok v udrziavacom médiu na titre virusu (sta-
novené imunofluorescenciou) — The effect of different contents of antibodies in the
maintenance medium on the virus titres determined by immunofluorescence

Fluorescentné ndlezy pri riedeniach

Kitiédi vt Obsah IHS virusu Titer
men virusu v UM v 00 Vitusu

10-3 1078 107

0,0000 FCM FCM | FCM FCM | FCM FCM 1073
FCM FCM | FCM FCM | FCM FCM

0,0019 SLFB SLFB| 10 7 1 - 107.°
LFB SLFB 5 4 | —

0,0390 SLFB SLFB 4 3 — — 1083
SLFB SLFB 3 6 — -

0,0780 LFB LFB 5 8 — — 106.5
LFB LFB 6 3 - —

PI-3/T,/25 0,1560 55+ 60 6 10 2 1 107.°
57 50 6 8 = s

0,3120 38 45 9 10 - 1 107.°
47 49 8 4 s 1

0,6250 63 48 2 3 1 — 106.%
50 45 4 6 = e

1,2500 60 54 6 4 — 1 1058
40 60 5 7 — _

0,0000 FCM FCM | LFB LFB | LFB - 1072
FCM FCM |LFB LFB |LFB LFB

0,0019 44 25 — 2 — — 1083
35 23 1 4 — —

0,0390 44 41 4 2 — - 105.%
51 38 3 1 — _

0,0780 31 28 2 1 — — 108.3
28 32 = 4 s =

PI-3/T,/ 0,1560 45 58 4 3 1 - 1052
38 39 T — — -

0,3120 24 41 2 6 - — 1053
32 36 - 3 - —

0,6250 30 44 5 5 1 — 1056
25 33 1 7 — —

1,2500 45 32 — 3 - - 1083
25 45 2 5 — -

+ Pocet fluoreskujucich lozisk
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zalievali Kkultary infikované davkami okolo 50 infek¢nych jednotiek
virusu médiom s rozlicnym obsahom protilatok (5 % IHS a menej).
Kultiry s médiom bez imuneho séra sme farbili za 24 hodin, ostatné za
24, 48 a 72 hodin p. i.

Na Kkulturach zaliatych médiom bez protilatok doSlo uZz za 24 hodin
k rozsevu infekcie a vyvoju sekundarnych fluoreskujucich loZisk. Aj po-
merne malé mnozZstvo protildtok zabranilo rozsevu infekcie, pricom aj
najvyssi obsah IHS v UM neovplyvnil pocet fluoreskujicich loZisk. VySsi
obsah protildtok v médiu vSak inhiboval interceluldrny prenos infekcie,
Coho prejavom bol mens$i pocCet Ziariacich buniek v rdmci jednotlivych
lozisk (tab. VII).

Jednotlivé fluoreskujice loZziska maja pretiahly tvar (obr. 4) a pre-
dlZenim inkubacie dochadza k narastaniu ich velkosti (obr. 5) a vza-
jomnému splyvaniu. Za 72 hodiny od infekcie vedie odumieranie
a odlupovanie primarne infikovanych buniek k tvorbe prazdnych centier,
ktoré st ohraniCené Sirokym pruhom husto vedla seba uloZenych in-
tenzivne fluoreskujucich buniek (obr. 6).

Pri dalSom Stidiu ucCinku protilatok na vyvoj primarnej infekcie
sme oCkovali dostatoCny pocet sklickovych kultir PTOB logio riedeniami
virusu a v skupinéch zalievali médiom s rozlicnym obsahom IHS (0,019—
—1,25 % ); jedna skupina kultar bola vzdy zaliata médiom bez protilatok.
V3etky infikované kultiry sme farbili po trojdiiovej inkubécii pri teplote
37 °C. Vysledky su zahrnuté v tab. VIII. Nezistili sme, v silade s vysled-
kami predchadzajiacich pokusov, rozdiely v pocCte fluoreskujicich loZisk
na kultarach zaliatych médiom s rozlicnym obsahom protilatok. Infekéné
titry virusu boli vSak vySSie na kultirach zaliatych médiom bez protilatok,
ako na Kkultarach v meédiu s rozlicnym obsahom imminneho séra. Pri-
C¢inou toho je najskér neutralizovanie virusovych c¢astic, ktoré po vaz-
be na bunkové receptory boli eSte zasaZiteIlné Specifickou protilatkou.

IX. Ucinok protilatok na pocet fluoreskujucich plakov pridanyech do udrziavaceho
média za rozli¢ny ¢as od infekcie sklickovych kultur — The effect of antibodies on
the numbers of fluorescent lesions added to the maintenance medium after different
periods of time after infection of glass cultures

Pocet plakov v 0,2 ml na kultirach
Pokus &islo UM nahraden;’; zt.'la méd;uin s 2,5 9, IHS p?xﬂgfozk
0 ' 4 6 8 - 10
1 | 3106 |6 =107 | 73%107 | 56x10° | 9 x10°| 1072 TKIDso
2 8x 10° | 6,5x10% | 7,6 x10° | 8,3 x10% | 5,6 x 10° 108 TKIDso

Za ucelom potvrdenia tohoto predpokladu sme dostatoény pocet
sklickovych kultdr infikovanych logie riedeniami virusu zaliali UM bez
protilatok, ktoré sme nésledne po Styroch, Siestich, 6smich a desiatich
hodinach inkub&cie vymiefiali za médium s obsahom 2,5 % IHS; jedna
skupina kulttr ostala zaliata médiom bez protildtok. Z vysledkov zhrnu-
tych v tab. IX vidiet, Ze ak dbéjde k prisunu protildtok do meédia za
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6 hodin p. i, t. j. v Case, kedy uZ nie je virus viazany na bunky zasa-
ZiteIny protildtkami, zistuji sa na sklickovych kultirach PTOB imu-
nofluorescenciou rovnaké titry virusu ako na kultirach bez protildtok.

DISKUSIA

Virus PI-3 vykazuje dobré rastové vlastnosti na Sirokom spektre
bunkovych kultir (Kita a Gillespie, 1968; Luczak a Kor-
becki, 1970), co poskytuje dobré podmienky pre experimentalnu
a diagnostickd pracu s tymto virusom. MnoZenie virusu PI-3 v bunkovej
kultare je spravidla doprevadzané vyvojom cytopatickych zmien, mozZe
vS8ak prebiehat, v zdvislosti od vlastnosti kmefia (Dinter ai., 1960])
aj druhu tkaniva (Kita a Gillespie, 1968), bez zjavného poskode-
nia buniek. V naSich pokusoch sme pre Stadium citlivosti viacerych
druhov bunkovych kultar na infekciu virusom PI-3 pouZili fluorescentna
techniku, ktora dovoluje odkryt pritomnost a sledovat priebeh infekcie
aj pri absencii pozorovatelnych cytopatickych zmien. Z testovanych
druhov tkaniv sa ako najcitlivejSie na virusova infekciu ukézali kultary
z telacich oblic¢iek, a to bez ohladu na to, Ci iSlo o kultury primarne,
v prvej alebo druhej subpaséazi, resp. o kultury pouZité na infekciu ihned
po vytvoreni monolayera alebo aZ po sedemdiiovej inkubacii. Pri infekcii
bunkovych kultir malymi ddvkami virusu vSak pritomnost virusovej in-
fekcie, dokazovanej FT, nedoprevadzal vyvoj morfologickych zmien na
bunkach, preto aj titry zistované imunofluorescenciou boli vo vSetkych
pripadoch vyS§Sie ako podla CPE. Kultiry z telacich semennikov sa uké-
zali v porovnani s kultirami PTOB na infekciu ako menej citlivé, o sa
prejavilo neskor$im nastupom virusSpecifického Ziarenia, pomalSim 3i-
renim infekcie v rdamci kultary, ako aj absenciou fluorescencie na
sklickach ockovanych hraniénymi davkami virusu. Pospi§il ai. (1979)
zistili rozdielny cCasovy ndastup virusovej fluorescencie na organovych
kulturach pripravenych z réznych casti hovadzich fétov, a tym nepriamo
dokézali ich rozdielnu vnimavost na infekciu virusom PI-3; na organo-
vych kultarach z priedusSnice a nosa sa dokéazala fluorescencia za dva
dni p. i., kym na kultarach plic aZ za Styri dni p. i. Pomalé Sirenie in-
fekcie virusu PI-3 na kultarach 2z hovddzej trachey zaznamenal aj
Van Der Maaten (1969), ked po ofarbeni Specifickym konjuga-
tom za 120 hodin p. i. Ziarila menej ako polovica buniek monolayera.

V naSich pokusoch sme na kultirach z jahinacich obliciek zistili
imunofluorescenciou rovnaké titry virusu ako na kultarach PTOB, aj
ked priebeh infekcie nebol doprevadzany vyvojom zjavnych cytopatic-
kych zmien. Naproti tomu vyvolalo mnoZenie virusu na prasacich
oblickovych bunkach len pouZitie vdcSej davky virusu, Sirenie infekcie
v ramci kultary bolo velmi pomalé a bez zistitelného poskodenia bu-
niek. Aj Sominina a i. (1967) zaznamenali pri infekcii bunkovej
kultiry stabilnej linie z opicej oblicky virusom PI-3 eSte za Styri aZ pét
dni p. i. bunky prosté akejkolvek virusovej fluorescencie.

Fluorescentné nalezy boli v jednotlivych Stadiach infekcie rovnaké
na vsetkych druhoch tkaniva.

Spoésob Sirenia virusovej infekcie v bunkovej kultire je u jednotli-
vych virusov rozdielny. Aj ked sa pri vacSine virusov povazuje za hlavny
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prenos infekcie cez kultiva¢né meédium, primérne je intraceluldrne 8$i-
renie, na ktoré v rozlicnom cCasovom odstupe nadvédzuje extracelularny
prenos virusu. Pri Stidiu spésobu Sirenia virusovej infekcie v bunkovej
kultire sa extracelularnemu prenosu infekcie zabrani pridanim imudn-
neho séra do UM (Black a Melnick, 1955; Wheeler, 1960;
Hahnefeld ai., 1965) a priebeh infekcie na urovni bunky a tka-
nivovej kultiry sa zistuje imunofluorescenciou (Mengeling, 1968;
Mohanty a Cottral, 1970; Zuffa ai., 1976). Fluorescentné na-
lezy na kultirach PTOB infikovanych definovanymi davkami virusu PI-3,
zaliatych médiom bez protilatok a s obsahom imunneho séra ukéazali, Ze
Specifické protildtky neovplyvnili vznik a dalsi vyvoj primérnej infekcie.
Pokracujica akumulédcia fluoreskujiceho antigénu v cytoplazme primér-
ne infikovanych buniek, pri intercelularnom prenose na prilahlé bunky,
sved(i o dlhodobejSej produkcii virusu v jednotlivych bunkéach. Aj velmi
malé mnoZstvo protilatok v UM zabréanilo prenosu infekcie cez kulti-
vatné meédium a vyvoju sekundarnych fluoreskujicich loZisk, pricom
stapajici obsah protildtok sa prejavil spomalenim rastu priméarnych
fluoreskujucich loZisk. Uvedené nélezy svedCia o tom, Ze protilatky
omyvajice bunkovi kultiru inhibuji, okrem lokalizovania primérnej
infekcie, aj interceluldrny prenos virusu. Prisun protildatok do média
kratko po infekcii bunkovej kultiry zniZuje pocet primarnych infekc-
nych loZisk, a to zrejme neutralizaciou tej Casti na bunky adsorbova-
ného virusu, ktora bola eSte dostupné ucinku Specifickej protilatky. Sved-
€1 o tom zistenie, Ze prisun protilatok za Sest hodin p. i. vyvoj primaér-
nych fluoreskujicich loZisk neovplyvnil. Rovnaké zistenia zaznamenali
pri viruse H. simplex Farnham (1958) a pri viruse Aujeszkého cho-
roby Zuffa ai. (1970).

Nalez sekundarnych fluoreskujicich loZisk, zistovany na kultdrach
v UM bez protilatok za 18 hodin p. i., poukazuje na rychle uvoliiovanie
virusu PI-3 z buniek do kultivaCného média. Volny virus a pozitivha
hemadsorpcia sa zistuju ca za dve hodiny po zahéjeni tvorby bunecného
virusu (Massab a Loh, 1962; Biirki ai. 1966; Ludwig
a Paulsen, 1968; Zuffa a Chumchal, 1977).

Zistenia o ucinku protilatok na priebeh infekcie bunkovej kultury
virusom PI-3 prispieva k poznaniu vyznamu a mechanizmu ucinku ko-
lostrom ziskanych protilatok na infekciu dychadiel a jej rozsev v ramci
organizmau.
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KYPDPA, A, — XYMXAIJ, P. (Hayuxo-nccnezosatensckas ¥ axcriepuMedTHas 6Gasa, Buosera,
Hurpa): Hmmynodawoopecuenuus supycom PI-3 — mnsyuenwe pasubix pabousx ycioBui Ie-
TEKTMPOBAHHA BHDPYCHOM HHOEKIHHM nyTeM (ri0OpecHeHNMH HAa HECKOJNBKHMX BHIAX KJIETOYHBIX
xyaeTyp. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 289-304.

QDaioopecueHTHas TeXHHMKa OblIA JMCNOJNB30OBAHA IJIA ONpeNeseHNs UYyBCTBHTENBHOCTH HECKOJBKHMX
BMIOB KJETOYHBIX KYyJBTYP K 3apakeHuio BHMpycoM napaunduostust 3 (PI-3). Hawuboxee
BOCTIPMMMUYMBBIMK K BHDPYCHOMy 3apaKeHHI0 OKasajHMCh KyJBTYPbl M3 TeJAUBUX IIOYeK, IpHYeM
HE OTMEYEHO pa3JIMYMII MEeKNYy IepPBMYHBIMH KyabTypaMit M KyasTvpamu I wu Il cybmnaccaxeis,
T. €. MeKIly CBEXeBLIDALIeHHBIMH W MHKyGMpoBaHHRIMH B Teuenue 7 aweit npu 37 0C xynwry-
pamu. Taxue jxe 3HaueHMsa MHPEKUMOHHLIX THMTPOB, KAaK Ha KyJbTypax M3 TeaA4bHMX IIO4eK,
YCTAHOBJEHBl € TIOMOIIBIO MMMYHOPIIOODECUEHIHH TaKKe Ha SrHAYLUX IOYEYHBIX KJETKaxX, XOTH
aapa’keHue He CONpPOBOXKIAJOCH LIMTONATHYECKHMMH H3MeHeHMsaMi. Ha CBHHBIX NOYeuHBIX KJeTKax
sapakeHue uMeao Mecro sanmb mpu npususke 103TKIZ50 1 nosblmeHHHIMB  103aMH  BUpYCa,
npuuem MHOEKUUs npoTekana MemeHHO 3 (Ge3 3aMeTHBIX IJMTONATHYeCKHX u3MeHeHMi. Pioo-
PECHEHTHBIC IMArHO3bl Ha OTIEJBHLIX BMIAX TKAaHW ONMHAKOBEL [IpHucyTCTByOU[He B KyJbTH-
BALIMOHHOM cpele aHTHTeJa TMpenATCTBVIOT paccesHNio MHPeKUMH nyTeM HeHTpaJH3alllK BBICBO-
60X1aeMOro M3 KJETOK Bupyca, HO He M nepBu4HON HHPexumuu. Pocr conepxaHus aHTHTENR
B Cpele TIPHBOIAMJ — TIOCPEICTBOM MHIHOMPOBaHMSA BHYTPHMKJIETOYHOIO BMpyca — K 3aMellle-
HHI0 POCTA TEPBUYHBIX (GIIOOPECIHMPYIONINX OYaros.

mupyc PI-3; mMMyHOQIIOOpeCLEeHIA; BOCIPIMMYIIBOCTL OTIAEJBHBIX TKaHell; llepeHOC 3apajkeHMs;
IENCTBHE aHTUTe.

VETERINARNI MEDICINA — 1978 303



ZUFFA, A. — CHUMCHAL, R. (Research and Development Department, Bioveta,
Nitra): Immunofluorescence with Virus PI-3 — Investigation of Different Working
Conditions of Detection of Virus Infection by Immunofluorescence on Several Kinds
of Cell Cultures. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 289-304.

We used the fluorescence method for the investigation of the sensitivity of several
kinds of cell cultures to the infection with the parainfluenza virus 3 (PI-3). Cul-
tures from calf kidneys were the most sensitive while we did not determine any
differences between primary cultures and cultures of the first and second subpassa-
ges and/or freshly cultivated or incubated cultures over seven days at a temperature
of 57°C. Equal values of infection titres like on the cultures of calf kidneys were
determined by immunofluorescence also on the Kkidney cells of lambs though the
presence of the infection was not accompanied by cytopathic changes. Infection of
pig kidney cells appeared only after the inoculation of 105 TKIDs0 and higher doses
of the virus, the infection having a very slow course of development without detectable
cytopathic changes. Fluorescent findings were identical in different tissues. Anti-
bodies present in the culture medium stopped the spreading of the infection by
neutralizing the virus released from the cells, however, not the primary infection.

The increase in the content of antibodies in the medium led — by inhibiting the
intercellular virus — to the slowing down of the growth of primary fluorescent
lesions.

PI-3 virus; immunofluorescence; sensitivity of different tissues; infection trans-
mission; effect of antibodies

ZUFFA, A. — CHUMCHAL, R. (Forschungs- und Entwicklungsabteilung, Bioveta,
Nitra): Die Immunofluoreszenz durch PI-3-Virus wund Studium unterschiedlicher
Arbeitsbedingungen zur Detektion der virusbedingten Infektion durch Immunofluo-
reszenz an mehreren Arten von Zellenkulturen. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 289-
304.

Wir benutzten die Fluorescenztechnik zum Studium der Empfindlichkeit mehrerer
Arten von Zellenkulturen der Infektion durch Parainfluenz 3 — Virus (PI-3) gegen-
iber. Am empfindlichsten der Virusinfektion gegeniiber zeigten sich die aus Kil-
bernieren gewonnenen Kulturen wobei keine Unterschiede zwischen den primiren
Kulturen und den Kulturen ersten und zweiten Subpassage bzw. den frisch gewonne-
nen Kulturen und den im Laufe von sieben Tagen inkubierten (Temperatur 37 °C)
Kulturen festgestellt werden konnten. Die gleichen Werte der Infektionstiter wie
bei den aus Kilbernieren gewonnenen Kulturen stellten wir mit Hilfe von Immu-
nofluoreszenz ebenfalls bei den Lammnierenzellen fest, obwohl die Infektion von
der Entwicklung der zytopatischen Verdnderungen nicht begleitet wurde. Bei den
Schweinenierenzellen kam es zur Infektion nur im Falle der 105 TKIDsi-Impfung
und der Anwendung von hoheren Virusgaben, wobei die Infektion sehr langsam
vor sich ging und ohne feststellbare zytopatische Veridnderungen. Die Fluoreszenz-
befunde waren an den einzelnen Gewebearten gleichwertig. Die im Kultivierungs-
serum enthaltenen Antikérper verhinderten die Ausbreitung der Infektion durch
Neutralisierung des aus den einzelnen Zellen freigemachten Virus, aber sie waren
aullenstande die primdéare Infektion zu eliminieren. Die Steigerung des Gehaltes des
Mediums an Antikorpern fiihrte — duchr Inhibition des Interzellularvirus — zur
Verzogerung des Wachstums der priméren fluoreszierenden Lesien.

PI-3-Virus; Immunofluoreszenz; Empfindlichkeit der unterschiedlichen Gewebearten;
Infektionslibertragung; Wirkung der Antikérper

Adresa autorov:

Doc. MVDr. Aloiz Zuffa, CSc., ing. Richard Chumchal, Vyskumné a vyvojové
pracovisko, Bioveta, 949 91 Nitra
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STUDIUM SPIRALOVITYCH A VRETIENKOVITYCH UTVAROV
V KULTURACH BACILLUS LARVAE (WHITE, 1906],
POVODCU MORU VCELIEHO PLODU

H. Krizanova, Z. Koppel, J. Horvath, M. Beseda, M. Halasa

KRIZANOVA, H. — KOPPEL, Z. — HORVATH, J. — BESEDA, M. — HALASA,
M. (Ustredny Statny veterinarny ustav, Bratislava; Vysoka §kola veterinarska,
Kosice): Studium $pirdlovitych a vretienkovitych iutvarov v kultirach Bacillus
larvae (White, 1906), pévodcu moru wvéeliecho plodu. Vet. Med., Praha, 23, 1978
(5) : 305-315.

Autori sa uz dlhSie zaoberaju studiom bakterialnych ochoreni vcelieho plodu,
predovsetkym moru a hniloby (americkej a eurdpskej hniloby). Pri $tudiu kul-
tir povodcu moru vcelieho plodu — Bacillus larvae (White, 1906), a to tak
u cerstvo izolovanych, ako aj u zbierkovych kmenov tohoto mikroorganizmu,
zistili, Ze pri more vcelieho plodu sa v patologickom materidli vyskytuju okrem
typickych pali¢ciek B. larvae tiez nepohyblivé spiralovité formy, ktoré se v li-
terature obvykle opisuju ako fragmenty, alebo vyvojové formy B. larvae. Zistili
dalej, Ze tieto Spiralovité formy sa v kulture B. larvae organizuju do tvaru
.~vretienok“, pomnoZenie ktorych je zavislé od pritomnosti pali¢iek B. larvae
a ich ,vyvoj a mnozenie“ mozno pozorovat na vlhkom Zelatinovom agare v Pet-
riho miske obratenej hore dnom v obycajnom mikroskope pri zvidcéseni 10 X 10.
V pouzitom tekutom kombinovanom meédiu sa tieto utvary rozpadajui do Spiralo-
vitych nepohyblivych foriem, pricom pri spidtnej kultivacii na pevné médium
opdtovne nadobudaju vretienkovité formy s prie¢nym poludnikovym usporiada-
nim (v réznom mnozstve). Farbenie na dokaz pritomnosti nukleovych kyselin
nevylucuje moznosf, ze ide o samostatné mikroorganizmy, Ktoré sice nemozno
ofarbif beznymi farbiacimi metédami, ale mozno ich znazornif kontrastne podla
Burriho, alebo striebrenim podla Kleina. Tieto mikroorganizmy sa sice podarilo
oddelif, avSak bez pali¢iek B. larvae su porasty tychto utvarov slabé.

Pestis apium americana; Bacillus larvae (White, 1906); Spiralovité a vretienko-
vité utvary v kulturach Bacillus larvae (White, 1906)

Ked sa na tzemi Slovenska po dlhej dobe objavil v r. 1972 znova mor
veelieho plodu, robila presna identifikdcia a typizdcia poévodcu
Bacillus larvae White, 1906 (Bergey’s Manual, 1975) znacne
obtiaze, najmd preto, Ze kultiry pomerne rychlo hynuli tak na pevnych,
ako aj v tekutych médidch cbohatenych krvou, sérom, alebo sacha-
ridmi. V preparatoch zo star$ich kultar sa zistoval kokoidny rozpad,
farbiaci sa slabo gram-negativne. Rekultivdacia takejto populacie bola
velmi obtiaZna, alebo sa vobec nedarila.

Pri zatriedovani Bacillus larvae (dalej len B. L) sme postupovali podla identi-
fikaéného klu¢a Wolfa a Barkera (1968) a Bergey's Manuala (1957,
1975), pricom kmene vyzadovali pre svoj rast nativnu bielkovinu (krv, sérum). Izo-
lované kmene neprodukovali plyn v pddach obohatenych sacharidmi a zatriedili sa
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do II. skupiny. I8lo o gram-pozitivne pali¢ky, s ovalnymi hrubostennymi spdérami.
Kmene nerastli' pri teplote 60 az 65°C ani pri pH 6,0 alebo pH 7.0. Podla Wolfa
a Barkera (1968) je B. I. patogénny len pre ¢lankovce.

Borchert (1966, 1974), zddraznuje, Zze pri vysetrovani rozterov vcelich- la-
riev pri more vcelieho plodu (americka hniloba véelieho plodu) zisfoval vedIa typic-
kych pali¢iek B. 1. akési .vrkociky“, ktoré povazoval za poprepletané bic¢iky tohto

I. Schematické znazornenie tvorby vretienkovitych utvarov v kulture B. larvae na
Zelatinovom agare a ich prejav v odtlackovom preparate — Schematic representation
of the development of spindle-shaped formations in the culture of B. larvae on ge-
latine agar and their print in an impression preparation

rl;'Odtla(‘:kt;\')" preparat z Kkultury ﬂMikrusk(;pickfr obraz vretienok ',
zu zelatinového agaru v Kultire na vihkom 2elatinovom
agare (Petriho miska obratena
hore dnom};

obycajny mikroskop,

zvicgenie 10 X 10

(lumipan, apgchromatova  Sosovkalj,
zvicsenie 10 X 40 X 1,5
bez krycieho skielka
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zarodku a ktoré Maasen (cit. podla Borcherta, 1974) povazuje za Spirilla
apis. Dalej udava. Ze obdobné formy mozu tvorif aj iné druhy zarodkov. Otazka
vyskytu utvarov opisanych Borchertom (1966, 1974) zaujala aj nas a chceli sme
si overif udaje vyssie uvedenych autorov.

MATERIAL A METODA

Na izolaciu a udrzbu kultur B. 1. sa nam lepsie osved¢il krvny agar ako kla-
sicka a pritom zlozita Whitteho zltkova poda.

Krvny agar sa pripravoval z Blood agar base Oxoid No. 2, alebo z Brain heart
dextrose bujon (Oxoid, alebo Difco), doplneny Oxoid agarom No. 3, v 29, kon-
centracii so 7 az 10Y%, defibrovanej baranej krvi, ktory vlastne v svojom zloZeni
plne poskytuje vhodné kultiva¢né meédium pre B. . Na pasazovanie kmeniov a ich
studium sme pouzivali zelatinovy agar tohoto zloZenia: Blood agar base NO. 2 —
40 g, ayjlua dest. 100,0 mlL Pre pripravu maésopeptonovej zelatiny: midsopepténovy
bujon — 100,0 ml, zelatina — 15,0 g.

100,0 ml pripraveného agarového zakladu a 80,0 ml pripravenej méisopepto-
novej zelatiny sa za tepla zmiesa; vylieva se v tenkej vrstve na Petriho misky (aby
bolo mozZzné priamo mikroskopické odc¢itanie z platne obratenej hore dnom), alebo
sa toto médium rozplnuje do skumaviek v mnozstve asi 10,0 ml a necha stuhnuf
v Sikmej polohe. Po stuhnuti sa prevrstvuje bujonom pripravenym z peéenovej in-
fuzie o pH 7,2.

Na tychto médiach sme Studovali rastové vlastnosti a morfolégiu koldénii 34
cerstvo izolovanych kmenov, ako aj kmenov kontrolnych, pochadzajicich zo zbierky
kmenov referen¢ného laboratéria pre choroby véiel v Plzni a dva zbierkové kmene
z0 Statnej zbierky kultur CCM (5875, 5680).

Kultivacia z patologicky zmenenych lariev, ako aj subkultivacia izolovanych
kmenov sa robila za aerobnych podmienok pri teplote 37°C; inokulované Petriho
misky sa zaparafinovali.

Pri vy$etrovani rozterovych preparatov z patologicky zmenenych lariev sme po-
dobne ako Borchert (1975) zisfovali vo fazovom kontraste Lumipanu pri zvacé¢Seni
10 X 40 X 1.5 vedla typicky pohyblivych pali¢iek a nepohyblivych spéor v men$om
pocte aj Spiralovito stoéené nepohyblivé utvary., ktorych dlzka bola cca 3 az 10 u
a Sirka v strede 0.4 aZ 0,5 u a ktoré boli na oboch koncoch zahrotené.

Tieto Spiralovité utvary sa zisfovali aj v kulturach B. 1., ak sa tieto inokulovali
na Sikmy krvny, alebo na Sikmy Zelatinovy agar, na ktory sa po stuhnuti navrstvilo
5 az 8 ml maisopeptonového bujonu, alebo bujonu pripraveného z pecCenovej infuzie
o pH 7.2. Tieto utvary sa zisfovali v tekutej casti za 48 i viac hodin, a to v miestach,
kde sa vytvaral .obla¢kovity zakal“. Poclet tychto utvarov v tekutine na Sikmom
krvnom alebo Zelatinovom agare, prevrstvenom bujonom, sa zvysil s ubytkom typic-
kych pali¢iek (schematické znazornenie v tab. 1.).

V tekutej c¢asti §ikmého krvného alebo Zelatinového agaru za inkubdacie pri
teplote 37°C sa objavili v prvych 24 hodinach typicky pohyblivé palicky B. L., ale
uz za dalSich 24 az 48 hodin sa objavili kokovité Gtvary o priemere 1 az 2 u, napo-
jené bud na koniec pali¢ky, na jej stred (niekedy 2—3 gulo¢ky na jednom bakterial-
nom tele), alebo lezali volne.

Opisané $piralovité utvary (pritomné najviac v oblac¢kovitom zakale) boli ¢asto
zakondené gulo¢kou. Tieto Spiralovité utvary neprijimali ziadne farbivo, guloc¢ky sa
dali ofarbif slabo gram-negativne.

V kulttrach starych niekolko dni (az tyzdnov) boli na pevnom Zelatinovom
agare v Petriho miskach tieto utvary tiez pritomné, ale formovali sa uZ do tvaru
vretienka“ (obr. 1—4). Svoju charakteristicki formu si udrzali aj na starych, uplne
vysusenych zelatinovych agaroch (zistené mikroskopicky priamo na platniach obra-
tenych hore dnom). Tieto vretienkovité ttvary sa zisfovali v kazdej kulture B. . nami
vysetrovanych kmenov, ako aj u vsetkych kmenov kontrolnych. Boli viditeIné pria-
mo na platni, pri zvdéseni 10 X 10. Po ich objaveni a pomnoZeni zacala kultura
javif kokoidny rozpad, az sa cela zmenila na samé ,vretienkovité utvary“. Ak sa
viak na kultivaciu pouzil miesto vlhkého Zelatinového agaru vysuSeny, kedy sa pa-
licky nemohli pohybovaf po suchej platni, dochadzalo ku skorej sporulacii pali¢iek
a vyrastlo malé mnozstvo uzatvorenych kolonii. V takom pripade sa tvorilo ovela
menej vretienok.

V odtla¢kovych preparatoch z mladych kultur (18—24 h), zhotovenych z vihkého
zelatinového agaru, bolo viditelné mnozstvo S$piralovitych utvarov, posplietanych
do seba spolu s palickami B. 1. (obr. 5—10).
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1. Odtlackovy preparat
(bez Kkrycieho skielka;
nefarbeny) zo zelatirfo-
vého agaru z Petriho
misky, z patdnovej kul-
tary (lumipan, apochro-
matova Sosovka 20) —
Impression preparation
(without cover slip, un-
stained) from gelatine
agar from the Petri dish,
from a five-day-old cul-
ture (lumipan, apochro-
mate lens 20)

S
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2. Petriho miska obra- 7 NN :,-,,, f B 4
tena hore dnom, pit- ;w\\\’%&%&% f}‘:g.‘
dnova kultura na Zzela- :,“-FI\L g o e T '
tinovom agare (lumipan, SR ﬂ"‘ LS
apochromatova Sosovka %

10) — Petri dish turned
upside down, five-day-
-o0ld culture on gelatine
agar (lumipan, apochro-
mate lens 10)
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3. Odtlackovy preparat
(bez krycieho skielka,
nefarbeny) z piafdnovej
kultiry zo zelatinového'
agaru (lumipan, apo-
chromatova SoSovka 40
— detail) — Impression
preparation (without co-
ver slip, unstained) from
a five-day-old culture
from gelatine agar (lu-
mipan, apochromate lens
40 — detail)
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4. QOdtlac¢kovy preparat
(bez krycieho skielka,
nefarbeny) zo zelatino-
vého agaru, 60-dnova
kultiara (lumipan, apo-
chromatova $oSovka 40,
‘detail) — Impression
preparation (without co-
ver slip, unstained) from
gelatine agar, sixty-day-
-old culture (lumipan,
apochromate lens 40,
detail)

5. Odtlackovy preparat
z mladej kultury (bez
krycieho skielka, nefar-
beny) zhotoveny zo Ze-
latinového agaru z Pet-
riho misky, po zmyti po-
vrchovej kultury maéaso-
peptonovym bujonom
(lJumipan, apochromato-
va SoSovka 40) — Im-
pression preparation
from a young culture
(without cover slip, un-
stained) from gelatine
agar from the Petri dish,
after washing off the
surface culture with
meat-peptone broth (lu-
mipan, apochromate lens
40)

6. Odtlackovy preparat
zo zelatinového agaru
z Petriho misky (bez kry-
cieho skielka, nefarbe-
ny), vretienkovité utva-
ry rozneho tvaru a uspo-
riadania (lumipan, apo-
chromatova SoSovka 20)
— Impression prepara-
tion from gelatine agar
from the Petri dish
(without cover slip, un-
stained), spindle-shaped
formations of different
shapes and arrangement
(lumipan, apochromate
lens 20)

V odtlackovych preparatoch z kultury B. l. studovaného kmena V¢ 166-70 na
pevnom Zelatinovom agare a pri kontrastnom ofarbeni podla Burriho metody sa
vretinka javili ako zavitnicovité utvary., ktoré boli na oboch koncoch zahrotené;
pripadne ak iSlo o samostatné vacsSie Spiralovité utvary, bolo viditelné, Ze sa koncia
gulockou.



7. Odtlackovy preparat
z mladej Kkultary (bez
krycieho skielka, nefar-
beny) zhotoveny zo Zze-
latinového agaru z Pet-
riho misky po zmyti po-
vrchovej Kkultiry maso-
pepténovym bujénom
(lumipan, apochromato-
va Sosovka 40) — Im-
pression preparation
from a young culture
(without cover slip, un-
stained) from gelatine
agar from the Petri dish,
after washing off the
surface culture with
meat-peptone broth (lu-
mipan, apochromate lens
40)

8. Odtlackovy preparat
z mladej kultury (bez
krycieho skielka, nefar-
beny) zhotoveny zo Ze-
latinového agaru z Pet-
riho misky po zmyti po-
vrchovej kultury maiso-
peptonovym bujonom,
Palicky B. l., vretienko-
vity utvar v stadiu de-
lenia a S3piralovité for-
my (lumipan, apochro-
matova SoSovka 40) —
Impression preparation
from a young culture
(without cover slip, un-
stained) from gelatine
agar from the Petri dish
after washing off the
surface culture with
meat-peptone broth. Rods of B. L., spindle-shaped formation at the stage of division,
and the spiral forms (lumipan, apochromate lens 40)

9. Odtla¢kovy preparat
z mladej kultury zo spo-
du Zelatinového agaru
z Petriho misky (¢ast,
ktora sa dotyka skla).
Palicky B. 1. a $piralo-
vité utvary (hrubsie, ako
z povrchovych odtla¢kov)
(lumipan, apochromato-
va Sosovka 40) — Impres-
sion preparation from
a young culture from
the bottom of gelatine
agar from the Petri dish
(the layer in contact
with glass). Rods of
B. 1. and spiral for-
mations (thicker than
from the surface im-
pressions) (lumipan, apo-
chromate lens 40)
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1U. Uqdtlackovy preparat
z mladej kultury zo spo-
du Zelatinového agaru
z Petriho misky (¢asft,
ktora sa dotyka skla).
Spiralovité utvary po-
merne zhrubnuté (lumi-
pan, apochromatova S$o-
Sovka 40) — Impression
preparation from a young
culture from the bottom
of gelatine agar from
the Petri dish (the layer
in contact with glass).
Spiral formations, appre-
ciably thick (umipan,
apochromate lens 40)

V odtlackovom preparate z kultury vypestovanej na pevnom zelatinovom agare
ofarbenom podla Grama sa zistovali gram-negativne kokoidné utvary, spéry, gram-
-pozitivne pali¢ky a pri zniZzenom kondenzore, podobne ako v preparatoch ofarbe-
nych podla Giemsu-Romanovského, boli viditeIné (spolu so spérami a palickami)
len nejasné kontury vretienok s naznakom prieéneho poludnikového usporadania.
Vretienka boli velké 5—10 u.

V nativnych preparatoch zhotovenych z uvedenych kultir (u $tudovaného kme-
na V¢ 166-70) pri pouziti fazového kontrastu sa tieto pozorované utvary javili ako
vretienkovité utvary zavitnicovitého usporiadania. Sucasne sa zisfovali aj samostat-
né Spiralovité utvary, alebo Spiralovité utvary v stadiu oddelovania sa od zaklad-
ného vretienkovitého utvaru (zavitnicovitého usporiadania — obr. 1, 3, 6), ktoré sa
mohli dobre znazornif pri kontrastnom ofarbeni podla Burriho metody. Pocet ty-
pickych palic¢iek B. l. sa v takychto kulturach napadne znizil a v zornom poli
vzrastol pocet kokoidnych tutvarov. Kresba vretienkovitych utvarov vystupovala
zreteInejsie, ak sa odtlackovy preparat prezeral bez krycieho skielka v lumipane
s apochromatovou $oSovkou pri zvacseni 10 X 40 X 1.5.

Pokusili sme sa vretienka a Spiralovité utvary od typickvch pali¢iek B. 1. oddelif
v bujoéne, pripravenom z pecenovej infuzie o pH 7,2, ktory obsahoval v 1 ml 2500
m. j. penicilinu a 2500 gamma mycostatinu, a to tak, Ze sme kultiru s bohatou
tvorbou tychto utvarov inokulovali do spomenutého pecenového bujonu a ulozili do
chladni¢ky pri teplote 3 az 4 °C.

Spatna kultivacia B. 1. z takychto kultir (ovplyvnenych antibiotikami) sa uz
nedarila. Typické palicky z takto oSetrenej kultury vymizli a zostavali len nepo-
rusené vretienkovito-zavitnicovité utvary, dokazateIné v nativnom preparate vo fa-
zovom kontraste. Ak sa jedna kvapka z takejto kultury inokulovala na Zelatinovy
agar, ktory sme pouzivali aj na pozorovanie tvorby a pripadné znazornenie vre-
tienkovitych utvarov, boli tu tiez pritomné.

Zdalo sa, Ze vretienkovité utvary, ziskané z kultury oSetrenej antibiotikami ja-
via na pevnom Zelatinovom agare v Petriho miske slaby rast, volnym okom nepo-
zorovatelny, ale dobre od¢itateIny v mikroskope pri zvidcéseni 10 X 10 priamo na
platni (obratenej hore dnom) v podobe jemného malého ostrovéekovitého policka
0 priemere 1 az 2 mm.

V ramci $tudia vretienkovitych Gtvarov sme obvykle inokulovali subkultiry na
¢erstvo vyliate média (nevysuSené, vlhké, bez antibiotik); inokulované platne sa
nepriedu$ne zaparafinovali, aby sa zabranilo vysu$eniu. Inokulacia sa robila len
¢iarou (alebo agarovym blo¢kom), bez rozkluc¢kovania. Ked sme za 24 aZz 48 hodin
prezerali platne pod mikroskopom, zistili sme, Ze vretienka boli pasivne nesené pa-
lickami B. l. az na okraj kolonii. Ako sa kolonie rastom rozsirovali, resp. ako sa
pali¢cky po vlhkej platni pohybovali smerom k okrajom (¢o sme sledovali zase pod
mikroskopom, priamo na platni obratenej hore dnom), zistili sme, Ze vretienka
su naozaj plavené a pasivne roznasané po platni aktivnym pohybom palid¢iek B. L.
Preto aj rozlozenie tychto utvarov bolo nerovnomerné a pre subkultiry sa muselo
vyberaf z miest najhojnejsie pomnozenej kultury, kde vretienka vytvarali celé
whniezda“, niekedy vlnito usporiadané podla pohybu pali¢iek B. L.
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Ak sa kultura B. 1. Studovaneho kmena V¢ 166-70, vypestovana na pevnom =
Zelatinovom agare (Ktora obsahovala hore opisané utvary), inokulovala na $§ikmy
zelatinovy agar preliaty pecenovym bujénom o pH 7,2, v mnozstve asi 5 az 8 ml,
objavili sa vretienka v tekutej c¢asti média (v pecenovom bujone), kde sa vytvoril
za 48 hodin (pripadne neskor) asi 2 ecm pod povrchom (alebo v dolnych vrstvach)
»oblackovity zakal“, av8ak uz vo forme nepohyblivych $piralovitych utvarov, do kto-
rych sa vretienka rozpadali.

V odtlackovych preparatoch z mladej kultury boli viditeIné suc¢asne s pali¢kami
aj Spiralovité utvary, a to bud samostatné, alebo spletené uz do formy vretienka
(obr. 6, 7, 8).

‘ V snahe objasnif, ¢i je mozné v tychto utvaroch dokazaf pritomnosf nukleo-
vych kyselin, pokusili sme sa tieto znazornif metédou uvedenou v monografii Kys -
zelyho a Posalskyho (1964).

‘Vzhladom na to, Ze ne§lo o tkanivd, ale o odtlackové preparaty z kultar, sme

si tuto metdédu primerane adaptovali.

P_otrebné roztoky podla uvedenej monografie:

A: kmenovy roztok:
0,10, vodny roztok akridinovej oranze (udrziava sa v chladnicke);

B. farbiace roztoky:
0,019, roztok akridinovej oranze, ktory sa ziska zriedenim z reagensu ,A“ s fos-
fatovym pufrom (reagens .C), pricom podla uvedenej metodiky sa moze na-
hradif pufrom podla Mc Illvaina;
C: 1/15 m fosfatovy pufer pH 6;
D: roztok chloridu vapenatého:
CaClz 11,099 g

aqua dest. 1000,0 ml
B: 1.0%, roztoky kyseliny octovej.

Podla tejto metodiky farbenia pri histologickom vySetrovani tkaniv svieti DNK
vo fluorescenénom mikroskope zeleno, kym RNK v cytoplazme a jadra cerveno.

Pouzita modifikovana metodika:

1. odtlackovy preparat z dobre vyrastenej kultury s bohatou tvorbou vretienko-
vitych utvarov (kultury staré priblizne 5—21 dni), volne usu$eny na vzduchu;

2. preparat fixovany éter alkoholom;

. na preparat sa navrstvila 19, kyselina octova;
. preparat sa oplachol setrne destilovanou vodou;
. farbenie reagensom ,B“ po dobu 3 minut;

. preparat sa prelial reagensom ,,C*;

. diferencovanie 1 az 2 minuty v reagensi ,D*;

. Setrné oplachnutie pufrovym roztokom;

9. preparat sa prikryl krycim skielkom ¢is. ,,0¢, okraje sa zaparafinovali (aby
se predi§lo vysuSeniu) a pozoroval sa vo fluorescencnom mikroskope ML-2 (filtre:
SS 15-2 a FS-1-2, pri zvdcSeni 2 X 40 a 5 X 70 — vodna imerzia).

Pri zhotovovani mikrofotografii sa pouzilo originalne zariadenie, ktoré dodava
vyrobca k uvedenej aparature. Pouzil sa objektiv 40 alebo 70, premietaci okular
zvacsuju trikrat alebo patkrat.

Nakolko autori v uvedenej monografii davaju moznosf vyberu pufrovych roz-
tokov, pouzili sme Mec Illvainov pufer, kKtory sa nam zdal pre tuto pracu vhodnejsi.

Vzhladom na to, Ze iSlo o odtlackové preparaty z kultur vypestovanych na
pevnom meédiu a nie o tkaniva, vynechali sme dehydrovanie v alkoholoch. Pri de-
hydrovani alkoholom (tak ako aj pri ostatnych prempyvaniach, dochadzalo k uvol-
novaniu vzajomnej vazby ,vretienok® od .pali¢iek® a k naslednému odplavovaniu
celej odtlackovej kultury zo skielka. Preto sa vSetky pouzité reagencie velmi opatrne
zo skielka zlievali.

Vretienkovity utvar $tudovaného kmena V¢ 166-70 za pouzitia akridinovej oranze
(preparat farbeny podla metody Kyszelyho a Podsalakyho) ma zelenkavua farbu.

0 ~1 U W
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VYSLEDRY A DISKUSIA

Pri mikroskopickom vySetrovani nativnych preparatov zhotovenych
zo vcelich lariev postihnutych morom vcelieho plodu sme podobne ako
Borchert (1966, 1974) zistili, Ze s v nich pritomné aj nepohyblivé
Spirdlovité utvary spolu s pohyblivymi paliCkami a nepohyblivymi hru-
bostennymi sporami.

Tieto Spirdlovité tutvary sa nefarbili podla Grama, Griemsu-Roma-
nowského, Ziehl-Neelsena, Wirtz-Conklina a nebolo ich mozné morit
podla Pulchera.

# Spiralovité dtvary a vretienka sa dali dobre znédzornit v odtlacko-
vom prepardte zhotovenom z kultiry vyrastenej na pevnom Zelatinovom
agare, ak sa pouzila Burriho metoda.

Aka sa kultara B. [. Studovaného kmefia V¢ 166-70 inokulovala
z pevného Zelatinového agaru na Sikmy Zelatinovy agar preliaty pece-
novym bujonem, v tekutej Casti média sa za 48 hodin (alebo neskor)
vytvoril oblackovity zakal a opisané utvary vretienok sa rozplietli do
formy nepohyblivych spualovxty(h ttvarov.

Pasazovanim sa docielilo vdcsie pomnozZenie, ak sa kultary zakla-
dali z dobre pomnozZenych miest, s bohatou tvorbou vretienok.

Netvorili sa vSak tak bohato na Sikmej vajecnej péde podla Mc Coya,
aj ked sa tato tak isto preliala peceiiovym bujonom.

Zistili sme skutocCnost, Ze tieto Spiralovité alebo vretienkovité utva-
ry sa objavuja v kultarach B. [. a zretelnejSie vystupuji, ak sa pouZiva
vlhké, nevysuSené médium a ak sa platne ihned po inokuldcii nepriedus-
ne zaparfinuju. K ich pomnozeniu dochadza priamo v kultarach B. [. a zda
sa, ako by ich pomnoZenie bolo priamo zavislé od pritomnosti pahuek
B. [. Natiska sa preto otdzka, ¢i nie si Stddiom ich regresie.

V Studovanych Kkultarach po objaveni sa kokoidnych tutvarov pa-
licky B. l. postupne mizli, pripadne na pevnej pode stipal pocet vretie-
nok, co budilo dojem, Ze su involutnymi formami B. /. Nemohli by byt
povodcami rozpadu kultury? Ak typické palicky B. [. vymizli, nemnoZili
sa ani vretienkovité tutvary.

V starych vysuSenych kultarach si vretienka udrziavali svoju cha-
rakteristicka formu.

Na odtlackovom preparate zhotovenom z kultiry vypestovanej na
pevinom Zelatinovom agare s bohatou tvorbou pozorovanych utvarov
ofarbenych podla nami modifikovanej metodiky Kyszelyho a Po-
salakyho (1964) sa za pouzitia akridinovej oranze javili vretienko-
vité utvary vo fluorescencnom mikroskope zelené.

Natiska sa otazka, ¢i s pozorované utvary podla Borcherta siucas-
tou B. [, alebo ich urc¢itou vyvojovou formou. DalSou otazkou ostava,
preco ich nemozno zafarbit beznymi farbiciami metédami.

Taktiez ostava nevyjasnenym, preco sa vretienka na Sikmom Zela-
tinovom agare preliatom peceiiovym bujonom v tekutej Casti rozplietaji
do formy Spiralovitych ttvarov a tvoria neurcita sietovinu, z ktorej tieto
Spiralovité utvary vychéadzaji, ako aj preCo sa na pevnej pode (inoku-
lovanej z tekutej Casti, kde sa nachadzali Spirdlovité Utvary) opdtovne
tvoria vretienka. Pripadne sa zistuje aj ich ,Stiepenie“ a ,oddelovanie
a“ od prvotného vretienka. Skor sa zdé, Ze ,vretienka“ su vlastne ko-
lonie Spiralovitych ttvarov.
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Dokaz, Ci je tento Spirdlovity atvar V¢ 166-70 samostatnym tdtvarom,
alebo ¢i on sdm nemd podiel na vzniku americkej hniloby wvcelieho
plodu, ocakdvame od zacatych experimentov.

Zatial netvrdime, Ze ide o utvary samostatné, ktorych existencia je
odkdzana na pritomnost pali¢iek B. [., hoci sa ndm podla predbeznych
Stadii zdd ich vzdjomnd existencna zdavislost skutocnostou.

Technicka spolupraca: T. Sedlackova, R. Brecelyova.
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KPUJKAHOBA, I. — KOIIEJ, 3. — [OPBAT, . — BECENA, M. — TAJIAIIIA, M.
(LlenTpasbHbIil rOCYIapCTBEHHLIM MHCTUTYT BeTepuHapuy, bparmciapa; BerepunapHbli HHCTHTYT,
Kommuue): Hayuennme cnupansHbix ¥ BepeTeHoO6pa3Hmix o00pa3oBaHMit B Kyasrypax Bacillus
larvae (White, 1906), Bosbyaurens uymsl muenmuoit nerxu. Vet. Med. Praha, 23, 1978
(5) : 305-315.

ABTOpHI yXe NaBHO 3aHMMAIOTCA WH3yueHHeM OGakTepuaNsHEIX 3a00JeBaHHMIl TYENMHON IeTKH,
Tpe)KIe BCEro THHJbLAa aMEPHKAHCKOr0 M THMJbNA esponeickoro. Ilpu mayuyeHMu KyJasTyp BO36y-
AuTeNs THMJAbLA aMmepukaHckoro — Bacillus larvae (White, 1906), a umenno kak y cse-
JKEeM30JMPOBAHHEIX, TaK I y COOPHBIX MITAMMOB 3TOr0 MUKDOOPTaHM3Ma YCTAHOBUIHM, HTO TpHU
aMepHKAHCKOM THHJbIE B IIaTOJOIM4YeCKOM MaTepuaje, KpOMe THIMYHuix mnajtouek B. larvae
BCTPEUYAITCA TaKiKe HeIONBMIKHbIE CIUpajeBHAHbIC (GOPMBI, KOTOphle B JHTepaType OOBIYHO OIM-
CHIBAIOTCH KaK (parMeHTHl MM KakK craamiiHsie dopmbt B. larvae. [danee ycraHoBMIM, dYTO
3TH CchnMpaJeBHIHBle OPMBI B KyJubsType B. larvae opraHusyioTcs B BHIe «<BepeTeH», DPa3MHO-
KeHHe KOTOpPBIX 3aBHCHT OT HAJHYUA Iajoqex B. larvae u ux «pa3sBHTHE M PpPA3MHOKEHHE»
MOXHO Habli0aTh Ha BJIRXKHOM >KeJAaTHHHOM arape B uamke IleTpu, NOBepHYTOIl BBEpX IHOM
B 0GpIgHOM MHKpockome npu ysenudeHuu 10 X 10. B npuMeHeHHOH »XMIKOH KOMOWHHPOBAHHOI
cpere 9TH QopMalMM pacnanaloTCAL Ha CHHpajeBHIHbIE HermonsMxHbIe QGOPMbI, mpHYeM mpA
o6paTHOM KyJLTHBAIM HAa IUIOTHOH Cpele OHM CHOBa mpuofperaior BepereHoobpasunie ¢OpmMar
C TONepevyHBIM MEpDHIMAaHHBLIM pasMeljeHueM (B pasHoM koaudecrBe). OKpaumsaHue A 10~
KasaTeJbCTBA HaJHM4HA HYKJEMHOBBIX KHCJIOT He MCKJIoYaeT BO3MOMKHOCTb, YTO pedh HIeT O ca-
MOCTOATEJBHBIX MHKDPOOpraHM3Max, KOTOphle XOTH M Heslb3s OKPaCHThH OOLIYHLIMM MeTOIaMu
OKpalIMBaHUsA, HO KOTOphle MOKHO KOHTPACTHO H300pasuTs’ 1o Mmerony Dyppwm, uam ke mo-
cepebpuTh mo Merony KneiiHa. DT MHUKPOOPraHH3Mbl XOTA M yIajoCh OTIENUTh, HO 0e3 majousk
B. larvae KyabTypbl 3THX MHKPOOPraHHM3MOB ciabuie

Pestis apium americana; Bacillus larvae (White. 1906); crnupanesnaHsie i BepeTeHooGpas-
Hble ofpasoBarus B KyasTypax Bacillus larvae (White, 1906) '

KRIZANOVA, H. — KOPPEL, Z. — HORVATH, J. — BESEDA, M. — HALASA, M.
(Central State Veterinary Institute, Bratislava; University of Veterinary Medicine,
Kosice): Study on the Spiral and Spindle-shaped Formations in Cultures of Bacillus
larvae (White, 1906), Causing Foul Brood in Bees. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) : 305-
-315.

The authors have been studying the bacterial diseases of the brood for a fairly long
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time. American and European foul brood has been studied with the highest attention.
Cultures of Bacillus larvae (White, 1906) were examined both in freshly isolated
strains and in collection strains of this micro-organism. In cases of foul brood, the
pathological material was found to contain not only the typical rods of B. larvae
but also immobile spiral forms which are usually referred to in literature as
fragments or developmental forms of B. larvae. These spiral forms were found to
constitute spindle-shaped formations in the culture of B. larvae; the multiplication of
these spindles depends on the presence of the rods of B. larvae and their develop-
ment and reproduction can be observed on wet gelatine agar in a Petri dish turned
upside down under a normal microscope (10 X 10 magnification). In the combined
liquid medium, used in the experiments, these formations disintegrate into immobile
spirals; if re-cultivated on a solid medium they re-assume their spindle shape with
iransverse meridian arrangement (in different amounts). Staining for proving the
presence of nucleic acids does not eliminate the possibility of these formations
being separate micro-organisms which cannot be stained by current staining methods
but can be represented by the contrast method according to Burri, or by silvering
according to Klein. The authors succeeded to separate these micro-organisms, but
without the rods of B. larvae the colonies of these formations are feeble.

Pestis apium americana; Bacillus larvae (White, 1906); spiral and spindle formations
in cultures of Bacillus larvae (White, 1906)

KRIZANOVA, H. — KOPPEL, Z. — HORVATH, J. — BESEDA, M. — HALASA, M.
(Staatliche Veterinarzentralanstalt, Bratislava; Veterindrmedizinische Hochschule, Ko-
Sice): Studium der spiralformigen und spindelformigen Gebilde in Kulturen des
Bacillus larvae (White, 1906) — des Urhebers der Bienenfaulbrut. Vet. Med., Praha,
23, 1978 (5) : 305-315.

Die Autoren befassen sich bereits lidngere Zeit mit dem Studium bakterieller Er-
krankungen der Bienenbrut, vor allem der bosartigen (amerikanischen) und der
gutartigen (europdischen) Faulbrut. Bei den Untersuchungen der Kulturen des Urhe-
bers der bosartigen Faulbrut — des Bacillus larvae (White, 1906), und zwar sowohl
bei frisch isolierten, als auch bei Sammlungsstimmen dieses Mikroorganismus, wurde
festgestellt, dal bei dieser Erkrankung der Bienenbrut im pathologischen Material
auller den typischen Bacillus-larvae-Stibchen auch unbewegliche spiralférmige For-
men, die in der Literatur in der Regel als Fragmente oder Entwicklungsformen von
B. larvae beschrieben werden, auftreten. Die Verfasser stellten ferner fest, dal sich
diese Spiralformen in der B.-larvae-Kultur in spindelférmige Gibelde organisieren,
deren Vermehrung von der Anwesenheit der Bacillus-larvae-Stibchen abhingig ist.
Die Entwicklung und Vermehrung dieser Gebilde kann man in einem gewohnlichen
Mikroskop mit 10 X 10 VergroBerung auf feuchten Gelatineagar in der mit dem
Boden nach oben umgedrehten Petri-Schale beobachten. In dem benutzten fliissigen
kombinierten Medium zerfallen diese Gebilde in spiralformige unbewegliche Formen,
wobei sie bei Rekultivierung auf festem Medium wiederum spindelférmige Formen
mit Quermeridiananordnung (in verschiedener Menge) erlangen. Die Farbung zum
Nachweis der Anwesenheit von Nukleinsduren schliet die Moglichkeit nicht aus,
dafl es sich um selbststindige Mikroorganismen handelt, die sich zwar mit den
laufenden Farbmethoden nicht farben lassen, die jedoch mit der Burrischen Kon-
trastmethode oder durch Versilbern nach Klein dargestellt werden konnen. Diese
Mikroorganismen gelang es zwar zu trennen, jedoch ohne die Bacillus-larvae-Stib-
chen sind diese Gebilde schwichlich.

Pestis apium americana; Bacillus larvae (White, 1906); spiral- und spindelférmige
Gebilde in B. larvae-Kulturen (White, 1906)
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Vybér z prirustka
Ustiedni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ
z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozné si vypujéit osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 12056 Praha 2, Slezska 7. VypUjéni doba: pondeli
az patek od 9 do 18 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.

GLOOR, H. F. C 7.999,Suppl. 19
Untersuchungen zur Physiologie und Pathologie der Cervix uteri des
Rindes.

Basel, Birkhauser Verlag 1973. 94 s. 22 fot., 11 tab. Experientia suppl. 19.
(Kravy — déloha — fyziologicky vyzkum / Kravy — déloha — anato-
mie — Kravy — nemoci — déloha — vyzkum — NSR)

GOLDBECK, U. E 38.066/106
Verbesserung der Erstbesamungsergebnisse bei Rindern durch Gonado-
tropin-Releasing-Hormone (Gn-Rh). Inaug.-Diss. d. Tierdrztl. Hochschule
Hannover.

Hannover, Tierarztl. Hochschule 1976. 66 s. tab. (Hormoény — gonado-
tropin — releasing — jalovice — oplodnéni — vztahy — vyzkum — NSR
— disertac¢ni prace)

MIKSCH, D. C 21.944 46
Coping with calving difficuities.
Lexington (Kentucky), U. S. Department of agric. 1976. 5 s. 4 obr. (Kravy
— porod ztizeny)

D 64.985 22
Management at lambing.
Edinburgh, College of agric. 1976. 20 s. 9 obr. Publication No 22. (Bah-
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METODA ODBERU ARTERIALNEJ KRVI U ‘HOVADZIEHO DOBYTKA

J. Vojenciak, A. Duran

VOJENCIAK, J. — DURAN, A. (Vysoka $kola veterinarska, Kosice): Metoda
odberu arteridlnej krvi u hovddzieho dobytka. Vet. Med. Praha, 23, 1978 (5) :
317-319.

Je popisana jednoducha technika odberu arterialnej krvi u hoviddzieho dobytka
punkciou arteria iliaca externa per rectum. Qjedinelé odbery nevyvolavajua
ani lokalnu reakciu ani nenarusuju celkovy stav zvierata a dojivost.

hovadzi dobytok; arteridlna krv; technika odberu; arteria iliaca externa

Odber arteridlnej krvi u hovadzieho dobytka prichddza do tvahy len
v ojedinelych pripadoch Specialneho laboratorneho rozboru. Stava sa tak
napr. pri detailnejSom vyskume syntetizujicej Cinnosti mlieCnej Zlazy
a v suvislosti s tym pri sledovani rozdielov jednotlivych zloZiek medzi
arterialnou a venoznou krvou a pod.

Okrem prac zaoberajucich sa moznosfami a technikou jednoduchého a Tah$ieho
odberu vendznej krvi v podmienkach praxe (Schaetz, 1954; Hell, 1957; Wit-
te, 1956 a dalsi) sme v dostupnej literature nenasli techniku odberu arterialnej
krvi, ktora by umoznovala odber v beznych chovatelskych podmienkach bez po-
treby chirurgického zakroku. Vzhladom na doterajsie sledovania u viiéSieho poctu
produkénych dojnic sa chirurgické vypreparovanie vhodnej artérie (artéria carotis
communis sinistra et dextra) ukazalo ako neunosné pre nepriaznivy vplyv na pro-
dukciu mlieka a pre naro¢nost takéhoto zakroku, ako aj pre mozné komplikacie
s naru$enim normalnych fyziologickych funkcii. V neposlednej miere bola pri¢inou
aj neochota a nesuhlas samotného chovatela.

Periférne a menej hlboko ulozené cievy ako arteria caudalis, arteria facialis
a dalSie sa ukazali ako nevhodné pre objektivne fazkosti spojené s odberom. Uve-
dené okolnosti nas nutili hladat iny, Setrnej$i sposob odberu, ktory nenaru$i beznu
prevadzku ziskavania mlieka. Ako vyhovujuca metoda sa ukazal odber arterialnej
krvi cez stenu konecnika, a to z kaudalnej casti bruSnej aorty pred jej rozvet-
venim na jednotlivé vetvy, resp. priamou punkciou tychto vetiev.

MATERIAL A METODA

Na predbezné overenie naértnutej metody odberu arteridlnej krvi sme pouzili
tri kravy uréené na nutni porazku priamo na bitinku. DalSie pokusné odbery
sme robili u 6smich kusov normalnych jato¢nych zvierat s vySetrenim druhy den po
zabiti. Nakolko boli vysledky slubné, nasledujuce odbery sme robili uz u vyrade-
nych dojnic v dokrme v polnohospodarskom podniku (sedem kusov), kde sme su-
¢asne sledovali klinicky stav a pripadna reakciu zvierat na zakrok po dobu 21 dni.
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Kedze sa ani v jednom pripade nevyskytli komplikacie a poruchy zdravotného
stavu, urobili sme odber s rovnakym efektom aj u dalSich piatich produkénych
dojnic,

TECHNIKA ODBERU

Po beZnej fixacii zvierata sa rovnako ako pri rektdlnom vySetreni
vyprazdni obsah ampula recti a urobi sa vyplach teplou vodou. Palpa-
ciou, okrem kaudalneho konca brudnej aorty v mieste jej rozdelenia na
jednotlivé vetvy, mozno velmi dobre vyhmatat v dutine panvovej dor-
zalne uloZenu, pulzujicu a. caudalis na zaciatku korefia chvosta. Po
stranach prebiehaju arteria iliaca externa et interna. Ako najvhodnejSia
sa ukézala a. iliaca externa pre pomerne pevny podklad ventrolateral-
nej plochy dutiny panvovej, kauddlne uloZenie a dostatoCny lumen.

Na znecitlivenie sliznice kone¢nika sme pouzili 5 az 10% vodny
roztok Procainium chloratum, ktory sme vpravili do kone¢nika hadic-
kou upevnenou na 50ml striekatke v mnozstve 100 aZz 150 ml. Kruhovym
pohybom tampénu s anestetikom po sliznici koneCnika, tieZ smerom
kranidlnym, docielime to, Ze sa stratia rusivé peristaltické viny svaloviny
koneCnika a pripadnd reakcia zvierata na vpich ihly. Cca po piatich
minttach robime vlastnd punkciu a. iliaca externa stredne hrubou in-
jekénou ihlou (rekord €. 12), pripojenou na infazna hadicku, za sucas-
ného fixovania cievy tou istou rukou. Pred punkciou vytrieme sliznice
tamponom s obsahom ajatinu.

Pri sprdvnom vpichu krv ihned postupuje infiiznou hadi¢kou a pod
rukou vytekd dostatocne rychlo von, takZe nehrozi koaguldcia. MnoZ-
stvo odobranej krvi nie je limitované.

Pri ndhlom pohybe zvierata do strany moéZe déjst k povytiahnutiu
ihly z artérie, preto treba takymto pohybom zabranit. ObyCajne postaci,
ak pomocnik pridrZi zviera rukou a sucCasne fixuje chvost z volnej strany
dojnice. Viacndsobnd punkcia artérie méZe mat za néasledok, Ze do du-
tiny panvovej sa dostane vacSie mnoZstvo krvi z poranenej cievy, Co by
mohlo vyvolat eventudlnu komplikaciu.
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BOEHUMAK, . — [IOPAH, A. (Berepmuaprmii uscTuTyr, Kommue): Merox s3srua apre-
PHATBHOM KPOBH y KpymHoro poraroro ckora. Vet, Med., Praha, 23, 1978 (5):317-319.

Onncana mpocTas TeXHHKAa B3ATHA AapTepPHaNbHON KPOBH y KPYNHOTO poraToro cxora c Io-
mompio nyHkuuu Arteria iliaca externa per rectum. OnuuuuHble B3ATHA HE BLI3HIBAIOT
HH JIOKaJBHOH peaKMM, HH PacCTpPOicTB2 O6MEro COCTOAHMSA JXMBOTHBIX MJM YIOHHOCTH.

KDPYIHBIH POTATHIH CKOT; apTepHainsHas KpOBb; TeXHHKa saartusa; Arteria iliaca externa
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VOJENCIAK, J. — DURAN, A. (University of Veterinary Medicine, Kosice):
A Method of Collecting Arterial Blood in Cattle. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (3) :
317-319.

A simple method of collecting arterial blood in cattle by puncture of the arteria
iliaca externa per rectum is described. Individual collections do not induce any
local reaction nor do they impair the overall condition and milk yield of the
animals.

cattle; arterial blood; method of collection; arteria iliaca externa

VOJENCIAK, J. — DURAN, A. (Veterindrmedizinische Hochschule, Kosice): Metho-
‘de der Entnahme des Schlagaderblutes bei Rindern. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (5) :
317-319.

Beschrieben ist die einfache Technik der Entnahme des Schlagaderblutes bei Rindern
durch Punktion von Arteria iliaca externa per rectum. Die Einzelentnahmen rufen
weder eine lokale Reaktion hervor noch storen den Zustand der Tiere und deren
Milchleistung.

Rinder; Schlagaderblut; Entnahmetechnik; Arteria iliaca externa
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Upozoriiujeme Ctenafe na publikaci

METODY STUDIA CHROMOZOMU SAVCU A PTAKU
(autofi L. Lojda a V. Srb)

kterd pravé vySla v radé Studijni informace, zdkladni védy
v zemé&délstvi, jako ¢&islo 3/77. '

Prace podava prehled metod uZivanych pfi studiu chromo-
zomi savcll a ptaki{t a uvadi i zdkladni tidaje o chromozomal-
nich aberacich. Samostatna kapitola je vénovdna chromozo-
méalni patologii skotu jako hlavnimu druhu domécich zvitat.
Dalsi cast uvadi etiologické vlivy zplisobujici chromozomadlni
uchylky a studii uzavirad kapitola o evoluc¢nich zménach v ka-
ryotypu.

Publikace je vhodné pro zdkladni orientaci ve veterinarni
a ZivocCiSné cytogenetice s prihlédnutim k problematice vete-
rinarni genetiky a kontroly dédi¢nosti zdravi. Je moZné ji vy-
uzit i jako studijni pomiicky pro prislusné vysoké Skoly.

Objednévky prijima :

Ustav védeckotechnickych informaci pro zemé&délstvi
odbyt a propagace

Slezska 7

120 56 Praha 2

Rukopis odevzdan k tisku 20. 2. 1978 — Podepsano k tisku 17. 5. 1978
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