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DIAGNOSTIKA BOVINNIHO CORONAVIRU POMOCI SUSPENZI
MYSICH ERYTROCYTU STABILIZOVANYCH FORMALINEM

J. Stépanek, P. Mensik, J. Men3ik, J. Franz, B. Smid, L. Vali¢ek

STEPANEK, J. — MENSIK, P. — MENSIK, J. — FRANZ, J. — SMID, B. —
VALICEK. L. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi, Brno): Diagnostika bo-
vinniho coronaviru pomoci suspenzi mys$ich erytrocyti stabilizovanych forma-
linem, Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) :1-10.

Coronavirus skotu izolovany z trusu telat nemocnych gastroenteritidou a pa-
sazovany na bezkolostralnich telatech aglutinoval mysi a krysi erytrocyty. Aglu-
tina¢ni reakce byla zavisla na teploté a probihala pouze pfi 4°C. Pri teploté
37°C se aglutinat rozpadal jiz za 15 minut. Hemaglutina¢nim testem byl co-
ronavirus detekovatelny v obsazich tenkého a tlustého strfeva i v trusu ex-
perimentalné a prirozené infikovanych telat. Setrna fixace mySich erytrocytu
formalinem ani nasledna lyofilizace neovlivnily jejich aglutinabilitu, ktera se
neménila ani po 52 tydnech skladovani pri teploté 4 °C. Srovnavacim vySetre-
nim 182 vzorku trusu telat s prijmem bylo prokazano, ze hemaglutinaéni test je
stejné citlivy jako elektronova mikroskopie.

telata; gastroenteritida; coronavirus; diagnostika: hemaglutinaéni test

V poslednich letech bylo prokézano, Ze zastupci virové celedi Coro-
navirideae mohou zpasobovat gastroenteralni onemocnéni mladat
hospodarskych zvifat — selat (Tajima, 1970), jehifiat (Tzipori
aj., 1978), sténat (Schnagl a Holmes, 1978) i novorozencl
(Caul a Egglestone, 1977).

Klinicky se tyto infekce manifestuji jednotnym obrazem; prijmem,
slabosti, rozvojem priznaki dehydratace a kachexie a v nékterych pfi-
padech, pfedevSim u selat, i vysokou mortalitou postiZenych zvirat.

Mebus aj. (1973) a Stair aj. (1972) identifikovali v trusu telat
nemocnych enteritidou virové cdastice morfologicky totoZné s corona-
virem a prokazali, Ze tento virus je patogenni pro gnotobiotickd telata,
u kterych zptlisobuje ostrou, Casto i letalné probihajici gastroenteritidu.
Charakterizovali jeho zdkladni ristové, morfologické a fyzikdln& che-
mické vlastnosti, na jejichZ zakladé byl virus zaclen&n do c¢eledi Coro-
navirideae. Incidence tohoto viru a jeho role v etiologii gastroenteritid
byla dale potvrzena i v Anglii a Dansku (Bridger aj., 1978), Belgii
(Wellemans aj, 1977), Holandsku (Van Balken aj., 1978), Ka-
nadé (Dea aj., 1979), Bulharsku (Charlambiev aj., 1978) a v dal-
Sich zemich.

Salajka aj. (1979) prokéazali, Ze bovinni coronavirus se vysky-
tuje i v naSich velkochovech. Z celkového poctu 156 vySetfovanych te-
lat nemocnych enteritidou byl prokazan v trusu 17 zviFat bud samostat-
né, nebo v kombinaci s rotavirem.
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Diagnostika coronavirovych infekci skotu zistdvala dlouhou dobu
omezena pouze na elektronové mikroskopicky prikaz virovych Ccastic
charakteristického, nepravidelné sférického tvaru s cetnymi perifer-
nimi vybéZky (Stair aj., 1972; Mebus aj, 1973; Sharpee aj.,
1976; Bridger aj., 1978; Valicek aj., 1981) v trusu telat nemoc-
nych enteritidou.

Pro b&Znou laboratorni diagnostiku etiologie gastroenteritid je v3ak
tento zplsob detekce coronaviru prakticky nepouZitelny vzhledem k to-
mu, Ze potFebné pristrojové vybaveni je k dispozici jen v omezeném
poctu laboratofi. Ani imunofluorescen¢ni prlikaz viru v Kkryostatovych
Fezech traviciho traktu utracenych telat (Mebus aj., 1975, Welle-
mans aj., 1977) nebo pfimo v trusu telat protismérovou imunoelektro-
forézou (Dea aj., 1979) a imunoprecipitaci (Hajer a Storz, 1978)
nebo imunofluorescenci (Peterson aj., 1976) se v praktické diagnosti-
ce neosveédcil vzhledem k nedostatecné citlivosti a specifité a znacné
pracnosti.

Také uplatnéni klasickych virologickych diagnostickych metod za-
loZenych na vyuZiti bunécnych kultur nepfichdzi v pripadé bovinniho
coronaviru v tvahu. Virus se sice podafilo izolovat in vitro, ale k jeho
zachytu bylo nutné udélat nékolik slepych pasdaZi, specidlné upravit kul-
tivacni podminky a pouZivat buné¢tné (Mebus aj., 1973; Dea aj.,
1980) nebo organove (Stott aj., 1976; Bridger aj, 1978; Char -
lambiev aj., 1978) kultury.

Z toho diivodu jsme se zamérili na vyvoj jednoduchého, snadno pro-
veditelného testu umoZiiujiciho rychlou diagnostiku coronaviru skotu.
Vychéazeli jsme ze zji§téni, Ze bovinni coronavirus pomnoZeny in vitro
v orgdnovych nebo bunécnych kulturdch (Sharpee aj, 1976; Stott
aj., 1976; Sato aj., 1977; Bridger aj, 1978; Charlambiev aj,
1978), nebo pfitomny v trusu telat nemocnych enteritidou (Van Bal-
ken aj., 1978; Hajer a Storz, 1978) aglutinuje mysi, krysi a kfec-
¢1 erytrocyty.

MATERIAL A METODY

PRIPRAVA NATIVNICH ERYTROCYTARNICH SUSPENZI

Krev odebrana v poméru 1:1 do 3,8, roztoku citratu sodného byla pomoci
nizkoobratkové centrifugace (2000 ot/'min 5 minut) alespon Sestkrat proplachnuta
pufrovanym fyziologickym roztokem pH 7,2 (PFR, 25,5 g NaCl, 8,1 g NazHPO4.
.12 H20, 1,2 g NaH2PO4.H20 do 3000 ml redestilované vody). Po poslednim pro-
plachnuti byly erytrocyty naredény na 50°, zasobni suspenzi a ulozeny pri teploté
4°C. Pred vlastnim pouzitim v testu bhyly dale fedény na 1Y, pracovni koncentraci.

FIXACE MYSICH KRVINEK FORMALINEM

K sedimentu ziskanému odstifedénim nativnich mysich krvinek, tj. ke kon-
centrované, témeér 100"/, suspenzi erytrocytl, bylo za stalého michani pridano stejné
mnozstvi 5%, formalinu natedéného v PFR. Ziskana smés byla za obcasného pro-
trepavani ponechana pri laboratorni teploté po dobu 96 hodin. Potom byly formali-
nované erytrocyty dukladné proplachnuty desetkrat opakovanou nizkoobratkovou
centrifugaci, naredény v PFR obsahujicim 0,1 %, formalinu na 50°, zasobni suspenzi
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a ulozeny pri teploté 4 °C nebo rozplnény do ampuli po 2 ml a lyofilizovany. Pred
pouzitim v testech byly formalinované i formalinované a lyofilizované my$i erytro-
cyty naredéeny v PFR na 2%, pracovni koncentraci.

SKLADOVATELNOST FORMALINOVANYCH A LYOFILIZOVANYCH
MYSICH ERYTROCYTU

Zasobni suspenze a ampule s lyofilizovanymi a formalinovanymi myS8imi erytro-
cyty byly ulozeny v lednici pri teploté 4°C. Jejich aglutinabilita byla pravidelné
kontrolovana a srovnavana s aglutinabilitou nativnich, éerstvé pripravenych mysich
erytrocytt. V jednotlivych ¢asovych intervalech byly vysSetrovany ¢tyri rozdilné
elektronové mikroskopicky oveérené vzorky trusu, ziskané bud z telat experimen-
talné infikovanych, nebo z telat, ktera onemocnéla po prirozené infekci.

ODBER A ZPRACOVANI VZORKU TRUSU

Trus od telat do 21 dne véku, klinicky nemocnych akutni gastroenteritidou,
byl odebiran do vychlazeného PFR v poméru 1 :1 a okamzité zmrazen. Po rozmra-
zeni byl trus homogenizovan v pétinasobném mnozstvi PFR a odstredén pri 6000
ot/min 30 minut pri teploté 4 °C. Supernatant byl aZz do vySetreni ulozen pri teploté
—60 °C. Celkem byly odebrany 182 vzorky trusu od telat z osmi chovi, ve kterych
byla predchozim vys$etfenim prokazana incidence coronaviru.

VIROVE KMENY

Kmen TM-92 bovinniho coronaviru byl izolovan z trusu telete nemocného
gastroenteritidou a udrZovan pasazovanim na vnimavych bezkolostrialnich telatech.
Obsah strev experimentalné peroralné infikovanych bezkolostralnich telat utrace-
nych bezprostredné po prvnich ptriznacich prajmu, tj. za 24 az 36 hodin po infekci,
byl zpracovan a uloZen stejné jako vzorky trusu odebrané od nemocnych telat.

HEMAGLUTINACNI TEST

Pri orienta¢nim vySetreni byly vzorky trusu nebo kontrolni suspenze virovych
kment, predredéné v procesu zpracovani jiz na pomeér 1 :10, v mnozstvi 0.5 ml pie-
neseny na hodinova skla, smiseny se stejnym mnozstvi 1/, nativnich nebo 2%, for-
malinovanych erytrocyti a ulozeny v lednici pri teploté 4°C. Test byl odeéitan
poprvé po 30 minutach a definitivné po 90 az 120 minutach.- Rozpad aglutinatu byl
hodnocen po premisténi hodinovych skel do termostatu a inkubaci pfi teploté 37 °C.

Vzorky pozitivni pri orientaé¢nim vySetfeni byly naredény v PFR v poméru
1:2 az 1:2048. Ke kazdému fedéni bylo ptfidano stejné mnozstvi 19/, nativnich nebo
20/, formalinovych a lyofilizovanych mySich erytrocyt. Test byl hodnocen po 120
minutach inkubace pri teploté 4 °C. Za titr viru bylo povazovano to redéni testova-
ného vzorku, ve kterém byla jesté zaznamenana pozitivni hemaglutinace.

ELEKTRONOVE MIKROSKOPICKE VYSETRENI

Pritomnost a orienta¢né i koncentrace coronaviru ve vySetifovanych vzorcich
frusu i ve strfevnim obsahu experimentalné infikovanych telat byly stanoveny elektro-
nové mikroskopickym vySetrenim (Valicé¢ek aj., 1981).
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VYSLEDKY

HEMAGLUTINACNI VLASTNOSTI BOVINNIHO CORONAVIRU

Coronavirus izolovany na vnimavych bezkolostralnich telatech (kmen
TM-92) aglutinoval pouze mySsi a krysi erytrocyty. Pfi pouZiti jinych zvi-
Fecich erytrocytarnich suspenzi, a sice morcecich, prasecich, bovinnich,
berannich, kurecich a slepiCich, nebyla hemagiutina¢ni aktivita proka-
zana.

Prvni ndznaky hemaglutinace se v 0,5% suspenzich mysich erytro-
cyti zacaly objevovat za 30 minut po smiseni s bovinnim coronavirem.
Byly charakteristické utvdfenim drobnych shlukli erytrocytli, které se
postupné zvétSovaly a b&hem dalSich 30 aZ 45 minut sedimentovaly plos-
né na celém povrchu dna testacnich zkumavek, jamek nebo hodinovych
skel.

Vlastni aglutinacni reakce probihala pouze pfFi teploté 4 °C. PTfi po-
kojové teploté ani p¥i teploté 37 °C k formovani aglutindtu nedochéazelo.
Naopak aglutinaty vytvorené prti teploté 4°C se po zahfati na teplotu
37°C velmi rychle, jiZ béhem 7 aZ 15 minut, rozpadaly. Tento proces
byl doprovéazen i postupnym uvoliiovdnim viru s povrchu erytrocytt, kte-
ré bylo tplné za 15 aZ 20 minut.

I. Vliv formalinu a lyofilizace na aglutinabilitu mysSich erytroeyttt bovinnim coro-
navirem — The effect of formalin and lyophilization on the liability of mouse
erythrocytes to agglutination by the bovine coronavirus

' Titr coronaviru prokézgny hemaglu.tinaénim testem i
| S vyuzmm eryn'ocytu ‘
Cislo vzorku trusu :
; . nativnich formalinovanych gofxglﬁggziﬁggﬁ ‘
|

- S SR —

! TM-92/1* 2048 1024 1024

L TM—92/2 1024 1024 512 ;

: 1** 256 128 256 1

f 2 256 256 256 |

‘I 3 neg. neg. neg. j
4 neg. neg. i neg. }

; 5 128 64 128 |

| 6 1yza 32 16 ?

! 7 1024 512 512 |

' 8 256 256 256 .

f 9 Iyza 64 64 ‘

' 10 256 128 128 ;

l 11 8 8 4

! 12 lyza 16 8 f

i 13 Iyza 32 32 !

* — prvni a druhd pasaz coronaviru TM — 92 na bezkolostralnich telatech
** — vzorky trusu odebrané od telat nemocnych gastroenteritidou
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VLIV FIXACE FORMALINEM A NASLEDNE LYOFILIZACE
NA AGLUTINABILITU MYSICH ERYTROCYTU

Z tab. I je zifejmé, Ze citlivost myS$ich erytrocytti k aglutinacni akti-
vité coronaviru nebyla viibec ovlivnhéna procesem jejich fixace forma-
linem ani néaslednou lyofilizaci. Formalinovanymi i formalinovanymi
a lyofilizovanymi erytrocytdrnimi suspenzemi byl coronavirus prokdzan
pouze ve vzorcich, které byly pozitivni i p¥i pouZiti nativnich mySich
krvinek. Také koncentrace coronaviru, prokazovand nativnimi, fixova-
nymi i lyofilizovanymi erytrocytadrnimi suspenzemi, byla téméf iden-
ticka.

ZjiSténé odchylky se pohybovaly v rdmci b&Zné laboratorni chyby
a nepresahly rozsah jednoho fedéni.

Suspenzemi erytrocyti, které byly fixovdny formalinem, byl coro-
navirus prokazatelny i v téch vzorcich, které byly pro nativni erytro-
cyty toxické, zplisobovaly jejich hemolyzu, a tak znemoZiiovaly hodno-
ceni aglutinéatu.

Vlastni aglutinace formalinovanych erytrocytii probihala pomaleji
a byla, na rozdil od erytrocytii nativnich, hodnotitelna az za 120 minut.
Jasné, zreteln& zformované aglutindty se tvofily pouze pfi pouZiti dvoj-
nasobného mnozstvi, tj. 20 suspenzi formalinovanych erytrocytt. Sta-
bilni aglutinace byla zaznamendna pouze pfi teploté 4°C. Pri vysSich
teplotach dochézelo k rozpadu aglutinatu, uvolnéni coronaviri s povrchu
erytrocytd a k jejich nasledné sedimentaci stejné rychle, jako pfi pouZiti
erytrocytd nativnich.

Charakter aglutinacni reakce formalinovanych erytrocytd nebyl na-
ruSen ani lyofilizaci. Ani dlouhodobé uloZeni formalinovanych a lyofili-
zovanych erytrocytli pfi teploté 4 °C neovlivnilo jejich aglutinabilitu. Ve
CtyFech standardnich vzorcich byly pomoci formalinovanych i formali-
novanych a lyofilizovanych erytrocytii uloZenych v lednici prokazany
témer stejné titry coronaviru jako pri pouZiti erytrocytl nativnich
(tab. II). ‘

PRUKAZ CORONAVIRU V TRUSU TELAT NEMOCNYCH GASTROENTERITIDOU

Primym elektronové mikroskopickym vySetfenim byly coronavirové
Castice prokazany ve 127 vzorcich trusu z celkového poctu 182. Prevaz-
na vétSina pozitivnich vzorktt pochéazela od telat, kterd onemocnéla
prijmem ve veéku 5 aZz 21 den. V trusu mlad$ich telat byl coronavirus
prokazovéan jen ojedinéle.

Témeér ve vSech vzorcich pozitivnich elektronové mikroskopickym
vySetfenim byl coronavirus prokazan i hemaglutinacnim testem. Titry
zjisténé pomoci nativnich i formalinovanych erytrocytdrnich suspenzi
byly témeér stejné a kolisaly od 1:8 do 1:1024. V trusu, ve kterém byl
elektronové mikroskopicky prokazan velky pocet coronavirovych c¢éstic
nahlou¢enych ¢asto v komplexech, byly hemaglutina¢nim testem zjitény
vy$8i koncentrace coronaviru neZ v téch vzorcich, ve kterych byly co-
ronavirové cdstice nachédzeny jen ojedinéle nebo v menSim poctu
(tab. II1).

Pomoci suspenzi pipravenych z formalinovanych a lyofilizova-
nych erytrocytii, resuspendovanych v PFR, bylo vySetfeno jen 48 vzor-
kii. V pozitivnich vzorcich byl coronavirus zjiStén i ostatnimi metodami,
a to v titrech odpovidajicich koncentraci detekované pomoci nativnich
a formalinovanych erytrocytt.

VETERINARNI MEDICINA — 1982 5



86T — VNIDIQIW INUYNIYILIA

II. Vliv dlouhodobého skladovani pti teploté 4 °C na aglutinabilitu formalinovanych a formalinovanych a lyofilizovanych my-
Sich erytrocytt bovinnim coronavirem — The effect of long-continued storage at 4°C upon the liability of formalin-treated
and lyophilized mouse erythrocytes to agglutination by bovine coronavirus

Zpusob opracovani

Hemaglutinacni titr

doba skladovani erytrocytarnich suspenzi (tydny)

| 1024
1024
1024

512
256
256

| 128
‘ 64
| 32

16
| 16
16

3 ‘ 6 I 9 l 12 ‘ 15 | 18 ‘ 21 ‘
' | T " a T !
256 | 128 | 128 | 128 | 16 | 128 | 64 |
256 64 128 | 64 | 8 | 128 ’ 32 |
128 | 32 | 64 ' 128 | 16 | 128 | 32 :

o| o2 | 512|128 32[ o]

o 0 25 256 o | 16 |

0 0 25 25 128 16
s12 | 32 | 256 | 128 | 512 | 128 52
512 | 32 | 128 | 128 | 256 | 128 | 256 )
256 | 32| 64| 64 | 256 | 128 ’ 256 |

32 | 32| 128 | 512 | 64 ’ 64 | 128 |

16 | 16 64| 256 | 64 | 32 | 128 |

32 16 64 | 64 | 256 |

| | |

256 } 32

24 ‘ 30 ’
256 ‘ 0
128 | 0
64 ) 0
0 ; 128
0 64
0 J 128
256 | 512
256 | 256
256 ; 128
|
128 | 32
64 i 16
64 | 64

512
256
128

4 | 52 |
128 | 256
64 | 256
64 | 128
512 | 128
256 | 128
256 | 128
64 | 0
64| o
2| o
256 | 64
128 | 32
256 | 64

Oznaceni vzorku viru erytrocytl
NAT
1 F
FL
‘ 1 NAT
2 E
FL
NAT
3 F
FL
NAT
\ 4 | F-
t | FL
| !
NAT - suspenze nativnich erytrocyta
F — suspenze formalinovanych erytrocyt
FL - suspenze formalinovanych a lyofilizovanych erytrocytu



III. VySetreni trusu selat nemocnych gastroenteritidou na pritomnost coronaviru;
srovnani vysledku elektronové mikroskopie a hemaglutinaé¢niho testu — Examination
of the faeces of calves suffering from diarrhoea for the coronavirus; comparison
of the results of electron microscopy and the haemagglutination test

l Pocet vzorku trusu
Elektronové Titry coronaviru stanovené hemaglutina¢nim testem

mikroskopické
vySetieni

1:16—
1:32

1:64 -
1:128

negativni 1:8 : 122?,,7 1:512 Celkem ’

Negativni I 8 — ‘ — — 55

Ojedinélé ‘

Castice ‘

podobné [ | | [

‘ coronaviru 5 ‘ | ) ‘
[

| Ojedinélé ‘ \ ;

| gastice ‘ [

| coronaviru | — 3 ‘ 1 21 29 ‘ 7 61

N
[}
(S8
—
|
o
N

Cetné
coronavirové ‘

Castice
| Cetné | ! [ [
coronavirové [
Castice : \ ‘ ‘
ve shlucich [ ‘ —~ - | 1 ‘ - 7 8
| | | !
|

Celkem o2 |18 9 % | 4 | 20 | 18

DISKUSE

Bovinni coronavirus izolovany po vzplanuti gastroenteritid telat
v CSSR a pomnoZeny na bezkolostralnich telatech ma stejny hemagluti-
nacni vlastnosti jako jiné dosud izolované a provérfené coronavirove
kmeny. V souladu s udaji jinych autort (Sharpee aj, 1976; Sato
aj., 1977, Hajer a Storz 1978) jsme prokazali, Ze aglutinuje mysi
a krysi, nikoliv vSak krali¢i, morceci, teleci, praseci, beranni, kufeci
a slepiCi erytrocyty. Aglutinabilitu krfeccich erytrocytd, o které se zmi-
nuji Sharpee aj. (1976) a Charlambiev aj. (1978), jsme ne-
overovali.

Stejné jako Van Balken aj. (1978) a Hajer a Storz (1978)
jsme pozitivni aglutinaci myS$ich erytrocytli zaznamenali pouze pfi teplo-
té 4°C, kdy se kompletni aglutinat formoval jiZ za 45 aZ 60 minut. Za-
hfati na teplotu 37 °C bylo doprovédzeno rozpadem vazby mezi virem
a povrchovymi receptory erytrocyti a rychlym rozpadem vytvofeného
aglutinatu. Van Balken aj. (1978) vyuZivali reverzibility hemaglu-
tinacni reakce k pripravé Cc¢istych prepardati bovinniho coronaviru.
Sharpee aj. (1976) a Sato aj. (1977), ktefi pouZili coronavirus
dlouhodobé adaptovany na bunécnych kulturdch a pomnoZeny in vitro,
zaznamenali pozitivni aglutinacni reakci nejen pri teploté 4 °C, ale i pti
teplotdach 25°C a 37°C. Stott aj. (1976) a Bridger aj. (1978) uva-
déji, Ze krysi erytrocyty jsou bovinnim coronavirem pomnoZenym v or-
génovych kulturach aglutinovany pri teploté 25°C a 37 °C. Ze vzajemné
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konfrontace téchto vysledkti se zda, Ze hemaglutinacni aktivita coro-
naviru prestava byt po jeho adaptaci na bun&c¢né nebo organové kultury
na teploté zavisla.

Priikazu hemaglutinacnich vlastnosti coronaviru vyuzili k jeho de-
tekci v trusu dvou experimentdlné infikovanych telat Van Balken
aj. (1978). Jiz v trusu odebraném za 24 hodiny po infekci prokazali vy-
soké titry coronaviru., Stott aj. (1976) a Bridger aj. (1978) kon-
trolovali hemaglutinaénim testem proces riistu coronaviru v organovych
kulturach.

V naSich pokusech jsme pomoci suspenzi nativnich mySich erytrocy-
td vySetfili 182 vzorky trusu odebrané od telat nemocnych gastroenteri-
tidou. Pozitivni hemaglutinacni aktivitu v titrech vys8ich neZ 1:8 jsme
zaznamenali pouze ve vzorcich, ve kterych byl coronavirus prokazan
i elektronovou mikroskopii. Vy$8i hemaglutinacni titry odpovidaly i vys-
81 koncentraci virovych Castic v jednotlivych vzorcich pfi jejich elektro-
nové mikroskopickém hodnoceni. Tyto vysledky dokazuji, Ze hemaglu-
tina¢ni test je stejné citlivy jako elektronové mikroskopie a umoZiiuje
spolehlivou a specifickou diagnostiku coronavirovych gastroenteritid
telat.

Jistd hemaglutinac¢ni aktivita byla nékdy zjiStovdna i v nizkych Fe-
dénich vzorkt trusu elektronové mikroskopicky negativnich. VétSinou
se jednalo o aglutindty, které byly stabilni nejen pri teploté 4 °C, ale
i pfi teploté 37°C. Z toho dfivodu jsme povaZovali za pozitivni pouze
vzorky, které aglutinovaly i v Fedénich vysSich neZ 1: 8.

Skutecnost, Ze vySetfovand telata pochdzela z osmi rtiznych lokalit,
soucasné naznacuje, Ze schopnost aglutinovat mysi erytrocyty je stabilni
vlastnosti bovinniho coronaviru, nikoli jen jeho nékterych kmend.

Priikkaz coronaviru hemaglutinacnim testem komplikuje toxicita nékte-
rych vzorkti trusu, kterd zplisobuje lyzu erytrocytii a naruSuje priibéh
aglutinace i ve vzorcich elektronové mikroskopicky pozitivnich. Také
zdlouhavost a pracnost pripravy nativnich erytrocytarnich suspenzi a je-
jich velmi kratka udrZnost, kterd nepresahuje tfi aZ Ctyfi dny, limituji
uplatnéni hemaglutina¢niho testu v praktické diagnostice.

Oba tyto nedostatky lze odstranit pouZitim formalinovanych erytro-
cytd. Srovndvacim vyS$etFenim bylo jednoznacné prokazédno, Ze piisobeni
5% formalinu 96 hodin nenaru$uje strukturu specifickych membrano-
vych receptor mysSich erytrocytdi, které jsou i po tomto opracovani
aglutinovany coronavirem ve stejném rozsahu jako erytrocyty nativni.
K podobnym zavérim doSel i Czismas (1960), Butler (1963),
Gupta a Harley (1970) a Ito a Iwasa (1976), kteii ovéFovali
hemaglutina¢ni vlastnosti formalinovanych savéich a dribeZich erytro-
cytli a moznost jejich vyuZiti v diagnostice rtiznych savcich a driibeZich
vird.

Formalinované mySi erytrocyty mohou byt bez ztraty citlivosti k pi-
sobeni virovych hemaglutinini nejméné rok uloZeny pti teploté 4 °C, ne-
bo lyofilizovany. Nejsou citlivé ani k lytickému plisobeni stfevnich sus-
penzi, takZe jejich prostrfednictvim miiZe byt bovinni coronavirus pro-
kazovan i ve vzorcich, které byly nativnimi erytrocyty nehodnotitelné.

Tyto skuteCnosti a prokdzana citlivost a spolehlivost hemaglutinac-
niho testu preferuji jeho vyuZiti v praktické diagnostice gastroenteritid
telat zptsobenych bovinnim coronavirem a jejich diferenciaci od gastro-
enteritid jiné virové a bakteridlni etiologie.
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WITEMTAHEK, f. — MEHIIUK, II. — MEHUMUK, A. — ®PAHI, U. — UIMHUI, B. —
BAJIMYEK, JI. (HayuHo-uccnenosaTenncKmii MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): /Imarnoctuka 60-
BUHHOTO KOPCHABHPYCA € NOMOINBIO CYCIIEHCHH MBIIUMHBIX SPHUTPONHTOB, CTAGMIMIHPOBAHHBIX
gopmanunom. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 1-10.

KopoHaBupyc KpymHOro poraToro cKoTa OblJi HM20JMpPOBAH W3 TOHOCA TENAT, GONBHEIX TacTpo-
SHTEPHUTOM, M 6blJ TacCa)XMpPOBaH Ha HEMOJO3HBHHIX TEJIATAX, II0CJe Yero MM arrJioTHHHPOBLIN
MBIIIMHBIE M KPBICHHbIE BSPUTPOUUTHL. ArCTAOTHHALMOHHAN peaKkLMUs 3aBHCHT OT TeMIepaTyphbl:
oHa mnporexkaer Tonbko npu 4°C, a npm 37°C arrmotHHar pacnanaercs yxe uepes 15 MUHYT.
C noMomureio TeMarriiOTHHAIIMOHHOTO TEeCcTa KOPOHABHPYC MOXHO 6O NEeTeKTHpPOBATH B CONEp-
JKMMOM TOHKOH M TOJICTOM KHIIOK, a TaKXe B IIOHOCE TeJIAT, 3apa’keHHBIX 3KCIIEPHMEHTAaIbHLIM
M ecTecTBeHHbIM myTeM. OCTOpOXHAs (QHKCAIMS MBIIMHBIX SPUTPOUUTOB QOPMATMHOM, H 110-
cnenyouias JHOQHIMBALMA He IOBJIMAJHM Ha MX arrJioTHHaGHJILHOCTb, KOTOpas He MeHsJIach
naxe cnycra 52-HemenbHoro xpadenms mnpu 4 °C. Tlyrem cparauTensHoro ucciaenosanus 182
ofpasuos InoHoca 6OJBHEIX TaCTPORHTEPHTOM TEJAT NOKA3aHO, 4TO TIeMAarrJIOTHHAIMOHHBIH TecT
TaK K€ UyBCTBHTE/IEH KaK O/eKTPOHMMKPOCKONHA.

TeNnATa; TaCTPO3HTEPHT, KOPOHABUDPYC; IHMArHOCTHKA; I‘EMaI‘IJ‘llOTHHauHOHHbH‘;l TeCcT

STEPANEK, J. — MENSIK, P. — MENSIK, J. — FRANZ, J. — SMID, B. — VA-
LICEK, L. (Veterinary Research Institute, Brno): Diagnostics of Bovine Coronavirus
by means of Mouse Erythrocyte Suspensions Stabilized with Formalin. Vet. Med.,
Praha, 27, 1982 (1) : 1-10.

Bovine coronavirus isolated from calf faeces diseased with gastroenteritis and
passaged to colostrum-free calves agglutinated mouse and rat ervthrocytes. The
agglutination reaction depended on temperature and took place only at a temperature
of 4°C. At a temperature of 37°C the agglutinate broke down within 15 minutes.
The coronavirus could be detected by the haemagglutination test in the contents of
the small and large intestines and in the faeces of experimentally and naturally
infected calves. The agglutination capacity of mouse ervthrocytes was not affected
by careful fixation of these erythrocytes with formalin and subsequent lyophilization
and remained unchanged for as long as 52 weeks of storage at a temperature of
4°C. It was demonstrated by a comparative examination of 182 samples of the
faeces of calves suffering from diarrhoea that haemagglutination test was as sen-
sitive as electron microscopy.

calves; gastroenteritis; coronavirus; diagnostics: haemagglutination test

STEPANEK, J. — MENSIK, P. — MENSIK, J. — FRANZ, J. — SMID, B. — VA-
LICEK, L. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno): Diagnostik des bovinen
Koronavirus durch die Suspension von Miduseerythrozyten, die durch Formalin sta-
bilisiert werden. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) :1-10.

Das Koronavirus von Rindvieh, das aus dem Mist von an Gastroenteritis kranken
Kilbern isoliert und auf Kilbern, denen kein Kolostrum verabreicht wurde, passa-
giert wurde, agglutinierte die Miuse- und Rattenerythrozyten. Die Agglutinations-
reaktion war von der Temperatur abhingig und verlief nur bei der Temperatur von
4°C. Bei der Temperatur von 37°C zerfiel das Agglutinin bereits in 15 Minuten.
Durch den Hemagglutinationstest war das Koronavirus in den Gehalten des Diinn-
und Dickdarmes und auch im Mist von experimentell und natiirlich infizierten
Kilbern nachweisbar. Weder eine schonende Fixation von Miauseerythrozyten durch
Formalin noch eine folgende Lyophilisation beeinflufiten ihre Agglutinabilitit, die
sich sogar nach 52 Wochen der Lagerung bei d=2r Temperatur von 4 °C nicht dnderte.
Durch eine Vergleichsuntersuchung von 182 Proben des Mistes von an Durchfall
leidenden Kilber wurde nachgewiesen, dafl der Hemagglutinationstest gleich
empfindlich wie die Elektronenmikroskopie ist.

Kilber; Gastroenteritis; Koronavirus; Diagnostik; Hemagglutinationstest
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SEKRECE IMUNOGLOBULINU V ORGANECH PRASECICH FETU
V SYSTEMU IN VITRO

J. Franz, J. Hampl, J. Stépanek, A. Holub, J. Mensik, M. Sedlacek

FRANZ, J. — HAMPL, J. — STEPANEK, J. — HOLUB, A. — MENSIK, J. —
SEDLACEK, M. (Vyzkumny uUstav veterinarniho lékafstvi, Brno): Sekrece imu-
noglobulinit v orgdnech prasecich fétu v systému in vitro. Vet. Med., Praha, 27,
1982 (1) :11-18.

Kultivaci fragmentta sleziny, thymu, trachey, plic, jater, ilea, jejuna a mezen-
terialni mizni uzliny a naslednou afinitni chromatografii byla prokazana syn-
téza IgG, IgM a IgA v prasecich fétech starych 58, 75 a 95 dna. Podil IgG.
IgA a IgM v syntetizované bilkoviné uvolnované do kultivaéniho média se od!
58. do 95. dne stari fétu zvysoval ve vSech testovanych organech s vyjimkou
organovych kultur jater, ve kterych se snizila sekrece I1gG a IgA, a organovych
kultur sleziny, ve kterych poklesla jen syntéza IgG.

prasec¢i fétus; imunoglobuliny IgG, IgM, IgA; celkova bilkovina

Otazka existence imunoglobulinti v organismu novorozenych bezko-
lostranich selat i prasecich fét byla aZ doneddvna predmétem mnoha
diskusi a védeckych praci (Sterzl aj., 1960; Franék aj., 1961;
Wellmann a Engel, 1963; Kim aj., 1966, i966a, 1967). Citlivymi
imunochemickymi metodami bylo dokéazano, Ze fetalni sérum obsahuje
imunoglobuliny vSech tfi typii (ProkeSova aj, 1969, 1970: Pro-
keSova a Rejnek, 1971, 1973; Porter, 1969; Franz aj., 1971;
Bourne aj., 1974). PonévadZ se vSak praseci fétus vyviji in utero bez
vyznamnych antigennich stimulii a matefské protilatky do néj pfes pla-
centu neprochézeji (Sterzl a Silverstein, 1967], je jeho aktivni
syntéza protilatek nepatrnd a koncentrace imunoglobulinti detekované
v jejich sérech jsou ve srovnani s dospélymi zvifaty o nekolik rada niZsi.

V organech novorozenych bezkolostralnich selat i féti byla potvr-
zena piitomnost lymfoidnich bunék, které syntetizuji imunoglobuliny,
s tim poznatkem, Ze zatimco se pocCty lymfocytidi odpovédnych za syn-
tézu jednotlivych tiid imunoglobulind od sebe vyznamné nelisi (Pro-
keSova aj., 1977), je koncentrace IgG v sérech novorozenych selat
a féth az desetkrat vysSsi neZz koncentrace IgA a IgM. Nezda se tedy,
Ze by existoval prfimy vztah mezi mnoZstvim lymfocytd sekretujicich jed-
notlivé typy imunoglobulinti a koncentracemi IgG, IgM a IgA, které cir-
kuluji v krvi féti a novorozenych selat

V souvislosti s témito fakty jsme v naSich pokusech chtéli ovérit,
jak se jednotlivé orgdny prasecich fétd podileji na proteosyntéze imu-
noglobulini, zejména pak v jakych vzajemnych pomérech sekretuji [gG,
IgM a IgA béhem druhé poloviny gestace. K témto tcCelim byla pouzita

VETERINARNI MEDICINA, 27 (LV), 1982, ¢&. 1 11



technika kultivace organovych fragmentti v médiu obohaceném o 4C
znacené aminokyseliny jako prekurzory proteosyntézy v kombinaci s afi-
nitni chromatografii.

MATERIAL A METODY

POKUSNA ZVIRATA

V pokusech, ve kterych jsme sledovali sekreci imunoglobulint, jsme pouzili
tri skupiny praseé¢ich féti odebranych hysterektomii od prasnic uslechtilého bi-
l1ého plemene v 58. dnu (9 kusa), 75. dnu (5 kus) a 95. dnu (3 kusy) jejich brezosti.

Od fétu byly odebrany tyto organy: thymus, trachea, plice, jatra, slezina, ileum,
jejunum a mezenterialni mizni uzlina.

KULTIVACE ORGANOVYCH FRAGMENTU

Organy byly rozfezany na 1—2mm fragmenty, které byly nékolikrat oplachnuty
v Trowelové médiu, nasazeny v poc¢tu 25 na mrizku z umélé hmoty umisténou
v 3ml Petriho miskdach obsahujicich 1,2 ml kultivaéniho média. Ke kultivaci bylo
pouzito Trowelovo médium doplnéné inaktivovanym [etalnim telecim sérem (1'/).
penicilinem a streptomycinem a obsahujici 185 kBq (5 uxCi) [MC] lyzinu a [MC] izo-
leucinu v 1 ml, pricemz koncentrace neznacenych aminokyselin lyzinu a izoleucinu
byla 10X snizena. Takto pripravené organové kultury byly inkubovany v atmosfére
s 95, kysliku a 5 9, kysliéniku uhli¢itého 24 hodiny pri teploté 37 °C.

PRIPRAVA ANTISER

Antiséra proti prase¢im y, u a « retézcim byla ziskdna imunizaci kraliku
izolovanymi retézci ve Freundové adjuvans. Tézké retézce byly izolovany oxidativni
sulfitolyzou prislusného Ig a gelovou chromatografii v 0,05 mol 1l kyseliné mravenci
v 6 mol/l mocoviné na Sephadexu G-100. Antiséra byla vysycena insolubilizovanymi
Ig (Avrameas a Ternynck, 1969). Vsechna antiséra reagovala pouze s od-
povidajicimi imunoglobuliny a nedavala reakci s lehkymi retézci.

SYNTEZA CELKOVYCH BILKOVIN

Po ukonc¢eni kultivace byly tkanové fragmenty oddéleny od kultivaéniho média
centrifugaci pri 2700 G po dobu 15 minut. Znacené neinkorporované aminokyseliny
byly odstranény dialyzou kultivaéniho média proti PBS po dobu 48 hodin. Objem
média byl upraven zahusténim na 1,5 ml.

Mnozstvi nové syntetizovaného proteinu hylo urcéeno v ¢asti objemu kultivac-
niho meédia srazenim 10%, trichloroctovou kyselinou. Srazenina byla rozpousténa
24 hodiny v solubilizaénim ¢inidle (NCS — Nuclear Chicago) a jeji radioaktivita
byla zmérena metodou kapalné scintilace a vztazena na 1 g tkané.

STANOVENI SEKRECE IgG, IgM A IgA

Sekrece nové syntetizovanych imunoglobulini v organovych kulturach byla
stanovena afinitni chromatografii (A xen aj., 1967). Specifické imunosorbenty pro
izolaci praseéich IgG, IgM a IgA byly pripraveny navazanim monovalentnich antisér
na CNBr-Sepharosu 4B (Pharmacia Uppsala). 4 ml antiséra byly vysrazeny siranem
amonnym a po dialyze navazany na 5 g zvlhéeného gelu CNBr-Sepharosy 4B. Pre-
byvajici reaktivni skupiny byly blokovany 1 moll etanolaminem. Takto ziskany
gel byl prenesen do malych kolon a pred pouzitim je§té ovéren na specifitu.
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Pres kolonky byly chromatografovany vzorky meédii z jednotlivych orgénovych
kultur (Svennerholm a Holmgren, 1977). Nespecifické bilkoviny byly
promyty PBS, specificky vazany material byl eluovan glycinovym pufrem pH = 28.
Podil z frakei eluovanych Ig byl smichan se solubilizaénim ¢inidlem a po dvouho-
dinové solubilizaci byla mélena radioaktivita metodou kapalné scintilace. MnoZstvi
nové syntetizovanych imunoglobulint tfidy IgG, IgM a IgA bylo vyjadreno radio-
aktivitou vztaZzenou na 1 g tkaneé. Kromeé toho byla syntéza jednotlivych imunoglo-
bulini ve druhé poloviné gestace vyjadiena dynamicky pomoci regrese jako podil
IgG, 1gM a IgA z nové syntetizované celkové bilkoviny.

VYSLEDKY

Ve vsech orgdanech byl v pribéhu sledovaného obdobi, tj. od 58. do
95. dne stafli prasecich plodd, pozorovan pokles syntézy celkové bilkoviny
v prepoCtu na 1 g tkdné (obr. 1). S vyjimkou orgdnové kultury thymu
a trachey byl pokles syntézy statisticky vyznamny (tab. I). V testovanych
organovych kulturdch byla prokdzana sekrece vSech tri typd prasecich
imunoglobulinf. V nejvétsim mnoZstvi byl detekovan IgG, ktery tvofil
pfiblizné 0,5 aZ 3,0 % celkového mnoZstvi syntetizované bilkoviny. Na-
proti tomu IgM se secernoval v porovnani s IgG s tfikrat mensi intenzi-
tou. Podil IgG, IgA a IgM v syntetizované bilkoviné uvoliiované do kul-
tivacniho média se od 58. do 95. dne stari fétl zvySoval ve vSech testo-
vanych organech s vyjimkou organovych kultur jater, ve kterych se
sniZila sekrece IgG a IgA, a organovych kultur sleziny, ve kterych po-
klesla jen syntéza IgG (obr. 2). Statisticky vyznamny nartst byl proka-
zan zejména pro hodnoty IgM, a to témér ve vSech sledovanych orga-
nech s vyjimkou sleziny. Vyznamny nartst syntézy I1gG byl pouze v tra-
chee a jejunu a IgA v trachee, ileu, jejunu a mezenterialni uzliné (tab. II).

I. Presnost uréeni celkové bilkoviny ve vySetfovanych organech — Accuracy of

determination of total protein in the organs under study

| .

\ Organ n r t 4

\ | N 1 W

‘ Thymus 7 —0,521 - 1,154 = 0,20

‘ Trachea 7 0,701 1,735 - 0,05

] Jatra 7 -0,881 2,752 0,01
Slezina 7 —0,834 2,406 0,02

| Tleum 7 0,986 4,956 0,001 |

i Jejunum 7 —0,797 2,180 0,05 |
Plice 7 ~0,838 2,430 <0,02 |

| Mezenteridlni mizni uzlina 5 ~0,908 2,044 | <005 {

| |

Legenda: n — pocet méreni
r — korela¢ni koeficient
t — vyznamnost korelace

P — hladina vyznamnosti
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II. Presnost uréeni imunoglobulini ve vyS$etfovanych organech — Accuracy of de-

termination of immunoglobulins in the organs under study

IgG
Orgin n r
Thymus 6 0,586
Trachea 6 0,837
Jatra 5 - 0,606
Slezina 5 0,763
Ileum A 0,854
Jejunum 6 0,939
Plice 5 0,623
Mezenteridlni mizni uzlina -+ 0,888

1gA
Thymus 5 0,827
Trachea 5 0,962
Jatra 6 0,657
Slezina 5 0,594
Tleum 6 0,817
Jejunum 6 0,952
Plice 6 0,661
Mezenterialni mizni uzlina 5 0,948

IgM
Thymus 6 0,988
Trachea 5 0,993
Jatra 6 0,871
Slezina 6 0,657
Ileum 6 0,969
Jejunum 6 0,865
Plice 6 0,993
Mezenterialni mizni uzlina 5 0,942

4,585
3,997
2,309
1,363
3,599
2,252
4,883
2,483

DISKUSE

K detekci imunoglobulini byla pouZita citlivd metoda afinitni chro-
matografie, ktera s pouZitim anti-y, anti-y a anti-¢ protiladtek umoZnila
specifické rozliSeni 1gG, IgM a IgA sekretovanych do média organovych
kultur. Tato metoda jiZ byla pouzita pfi jinych studiich (L ai aj., 1976;
Lee a Cantey, 1974; Svennerholm a Holmgren, 1977).
Podobné jako u novorozenych bezkolostrdlnich selat (Hampl aj.,
1980) jsme prokazali i u praseCich féti v druhé poloviné jejich intra-
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uterinniho Zivota, Ze nejsilng&ji uvolilovanym imunoglobulinem do média
kultur organovych fragmenti je 1gG. Sekreci 1gM jsme prokazali takeé,
ale ve srovnani s IgG v podstatné men$im mnoZstvi. Tento nédlez potvr-
zuji jiz dfive popsané vysledky, Ze praseCi fetdlni lymfocyty produkuji
viechny typy imunoglobulinti, ale do cirkulace je pfedevSim uvoltiovdan
IgG, zatimco IgM =zlstdvd uzavien v buiikdch, resp. fixovdn na jejich
povichu (Chapman aj., 1974; JaroSkovd, 1977; ProkeSova
aj., 1979) a uvoliiuje se aZ po vyznamné&j$§im antigennim stimulu. Tato
fakta vysvétluji také vysledky téch autord, ktefi v krevnim ob&hu prase-
Cich fétd detekovali jako pfevazujici imunoglobulin IgG, zatimco IgM
nalézali jen ve stopovych mnoZstvich nebo vibec ne (Proke3ova
aj.,, 1970; ProkeS8ova a Rejnek, 1971). Velké mnozstvi IgM vcet-
né specifickych protilatek bylo nalezeno jeding v sérech téch prasecich
fetd, kteié byly antigenné stimulovany jiZ b&hem intrauterinniho Zivo-
ta (Bourne aj., 1974). Brown a Bourne (1976) se také po-
kouSeli detekovat ve stfevech, sleziné a mezenteridlnich miznich uzli-
nach bezkolostrdalnich novorozenych selat buliky syntetizujici Ig pomoci
imunoperoxidazové techniky, ale s negativnim vysledkem. Je tedy zrej-
me, Ze mozZnost detekce je dana citlivosti pouZité metody.

Koncentrace sérovych imunoglobulinti dospélych zvifat nékolikana-
sobné prevySuje koncentraci imunoglobulinli v sérech fétli a novoroze-
nych bezkolostralnich selat. Z tohoto pohledu je do jisté miry prekvapu-
jici vysledek, ktery uvadéji ProkeSova aj. (1979), Ze pocty lymfo-
cytl secernujici Ig jsou u dospélych zvifat a novorozenych bezkolostral-
nich selat rddové stejné. Tento rozpor miiZe byt vysvétlen jediné inten-
zivnéjsi sekreci Ig a ne tedy zvétSenou proliferaci lymfoidni tkdné do-
spelych zvitat. V naSich pokusech jsme se pokusili vyhodnotit, zda do-
chazi k statisticky vyznamnému narfistu sekrece imunoglobulind fetal-
nimi orgdny béhem druhé poloviny intrauterinniho Zivota. Vyznamny na-
rist jsme prokdazali zejména v syntéze IgM, a to u vSech organtl s vy-
jimkou sleziny. I kdyZ hodnoty IgG a IgA se v priibéhu sledovaného ob-
dobi zvyS$uji, nejsou zmény ve vSech pripadech statisticky vyznamné
v disledku znac¢nych individudlnich rozdilt i mezi féty jednoho wvihu.

MnozZstvi celkové bilkoviny syntetizované v 1 g orgdnu praszCich
fétd se od 58. do 95. dne gestace vyznamné sniZovalo s vyjimkou trachey
a thymu. Je v8ak nutno brat v tvahu, Ze se ve sledovaném obdobi hmot-
nost prasecich plodd zvysi asi 6—7nasobng, takZe absolutni mnoZstvi
celkové bilkoviny, kterd se v organismu vytvoii, se zvysuje.
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®PAH3, A. — [AMIUI, fA. — WTEIAHEK, 4. -- TOJYhH, A. — MEHIIHUK, A —
CEIJIAYEK, M. (Hayuso-uccienosaTenbCKuii MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): Cekpenmua mummy-
Horno6ynMHOB B opraHax CBHHEIX QeroB B cucreme in vitro. Vet. Med., Praha, 27, 1982
(1) : 11-18.

C noMoOmIbI0 KyJbTHBMPOBAaHHHA (PParMeHTOB CeJe3eHKH, 300HOH jKesnessl, Tpaxew, JEIKUX, IedyeHH,
IIONB3NOIIHON JKeJNe3bl, TOIIeH KHMIIKM M Me3eHTepalbHOH JuM{aTHUecKoi jkKese3sl, a TaKke
NOCPeLCTBOM mocaeldyouleli apduHuTeTHOU xpomarorpaduu 6uin nokasan cuntes IgG, IgM u IgA
e cBuHblx derax B Bospacte 58, 75 u 95 mumeir. Hoans IgG, IgM u IgA B CHHTE3HpOBAHHOM
Genke, BBHICBOGO)KHAaeMOM B KyJbTHBAI[MOHHYI0 cpely, HauuHag c 58—95-ro nHeit BospacTa
$eToB yBenMUYMBANACh BO BCEX TECTHPYEMBIX OpraHax, 3a MCKJOYeHHeM KyJbTyp H3 IedeHH,
1 Koropeix cekpeuus IgG u IgA 6niia NOHIKeHa, M M3 CeJie3eHKH, B KOTOPBIX OBl IOHHKeH
aumb cuuTes 1gG.

cBuHOM Qer; mmMmyHornobyaunm 1gG, IgM, IgA; ofmuit nporenn

FRANZ, J. — HAMPL, J. — STEPANEK, J. — HOLUB, A. — MENSIK, J. —
SEDLACEK, M. (Veterinary Research Institute, Brno): Immunoglobulin Secretion
in Pig Foetus Organs Cultivated in vitro. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) :11-18.

By cultivation of the spleen, thymus, trachea, lung, liver, ileum, jejunum and me-
senterial lymphatic node fragments and by subsequent affinity chromatography IgG,
IgM and IgA synthesis was proved in 58-day, 75-day and 95-day old pig foetuses.
In 58-day to 95-day old foetuses, the IgG, IgA and IgM proportion in synthetised
protein released into the culture medium increased in all tested organs, except of
the liver organ cultures where the IgG and IgA secretion decreased and spleen
organ cultures where only IgG synthesis decreased.

pig foetus; I1gG, I1gM and IgA immunoglobulins; total protein content

FRANZ, J. — HAMPL, J. — STEPANEK, J. — HOLUB, A. — MENSIK, J. —
SEDLACEK, M. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno): Sekretion wvon
Immunoglobulinen in Organen von Schweinefetussen im System in vitro. Vet. Med..
Praha, 27, 1982 (1) :11-18.

Durch die Kultivation der Fragmente von Milz, Thymus, Tracheen, Lungen, Leber,
Ileum, Jejun und lymphatischem Mesentriumganglion und durch die darauf folgende
Affinitdtschromatographie wurde die Synthese von IgG, IgM und IgA in Schweine-
fetussen nachgewiesen, die 58, 75 und 95 Tage alt sind. Es erhohte sich der Anteil
an IgG, IgA und IgM im synthetisierten Eiweiflstoff, der ins Kultivationsmedium
gelangte, (Alter von Fetussen — 58 bis 95 Tage) in allen getesteten Organen mit
Ausnahme von Organkulturen der Leber, in denen die Sekretion von IgG und IgA
sank, und in Organkulturen von Milz, in denen nur die Synthese von IgG sank.

Schweinefetus; Immunoglobuline IgG, IgM, IgA; Gesamteiweilistoff
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VLIV PRIDAVKU RUMENSINU V DIETE BYCKU NA KVALITU
JEJICH MASA

A. Mikulik, R. Dvorak, L. Knesel, M. Vavrova, 1. ZoldoSova

MIKULIK, A. — DVORAK, R. — KNESEL, L. — VAVROVA, M. — ZOLDO-
SOVA, 1. (Vysoka §kola veterinarni, Brno): Vliv pFfidavku Rumensinu v dieté
byéki na kvalitu jejich masa. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 19-24.

V poloprovoznim pokuse byl by¢kum pridavan do krmné davky monensinat
sodny v preparatu Rumensin v davce 125 mg na kus a den po dobu 14 mé-
sici. U pokusnych bycku se zvétsil denni prirtstek hmotnosti o 3,859, a sni-
zila spotfeba krmiva o 7,12", V mase deseti vySetfenych pokusnych byéku
(m. longissimus dorsi) nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily v zaklad-
nim chemickém sloZzeni proti deseti by¢kim kontrolnim. U pokusné skupiny
poklesl v mase obsah hydroxyprolinu o 35,14 Y, (z hodnoty 0,12 na 0,08 g na
100 g syrové tkané — P < 0,05), glycinu o 8,829 (z hodnoty 3,63 na 3,31 g na
100 g su$iny — P < 0,01) a alaninu o 5,86 %/, (z hodnoty 5,12 na 4,82 g na 100 g
susiny — P < 0,05). Z esencialnich aminokyselin vzrostl obsah valinu v mase
pokusné skupiny byc¢kt o 4,76 9, (z hodnoty 3,99 na 4,18 g na 100 g suSiny —
P < 0,05). Monensinat sodny priznivé ovlivnil prirustky hmotnosti a konverzi
zivin u by¢ku, nemél vliv na zakladni chemické slozeni, ani vyrazny vliv na
obsah aminokyselin, s vyjimkou hydroxyprolinu a zejména esencialnich amino-
kyselin v jejich mase. Pokles obsahu hydroxyprolinu signalizuje plnohodnot-
neéjsi bilkoviny.

spotfeba krmiva; zakladni slozeni masa; aminokyseliny v mase; monensinat
sodny (Rumensin); vykrm bycku

V souladu s poZzadavky racionalni vyZivy obyvatelstva je vyvijen tlak
na zemedeélskou velkovyrobu, aby dodavala jatecna zvifata nejen v pla-
novaném a stale se zvy$Sujicim mnoZstvi, ale také v urcité jakosti. Zivo-
¢iSn& vyroba proto hleda nové cesty, jak zvySit uZitkovost zvitat pfi sou-
Casném vyuZiti tradicnich zdrojii krmiv. Jednou z moZnosti je zvySit
konverzi Zivin biologicky u¢innymi krmnymi aditivy. Takovou latkou je
napf. monensinat sodny (preparat Rumensin), ktery se jiZ béZné po-
uziva.

Podle udajii DvoFfaka aj. (1977) se monensin fadi mezi fermen-
tacni produkt plisné, ktery ptisobi pozitivné na konverzi Zivin. Aktivni
substanci prepardtu Rumensin je monensin, ktery ma vlastnosti slabé
kyseliny. Patfi do skupiny latek, které se ziskdvaji fermenta¢nimi pro-
cesy plisné kmene Streptomyces cinamonensis. Monensinat sodny je ve
vodé slabé rozpustny, dobfe rozpustny je v organickych rozpoustédlech.
Empiricky vzorec monensindtu sodného CssHs1012Na, molekulovd hmot-
nost je 692, bod tani 267—269 °C. Z préace, kterou publikovali Jagos§
aj. (1977), je zfejmé, Ze monensindt sodny obsaZeny v krmnych ddavkach
ma specificky vliv na tvorbu tékavych mastnych kyselin v bachorové
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tekutingé. Celkové mnoZstvi kyselin se neméni, ale ke zménadm dochazi
v zastoupeni jednotlivych kyselin. Vyrazné Kklesd mnozstvi Kkyseliny
octové a n-méaselné, na druhé strané se aZz o 70 % zvySuje obsah Kkyse-
liny propionové; obsah kyseliny izomdselné se neméni. Tyto zmény po-
meérd tékavych mastnych kyselin v bachorové tekutiné sniZuji energetic-
ké ztraty, protoZe vyuZiti kyseliny propionové je efektivné€jsi nez vyuZi-
ti kyseliny octové a maselné.

Pro praxi je dileZité, Ze po aplikaci Rumensinu se zvyS$uji hmotnost-
ni prirGstky zvifat aZ o 18 % a vyuZiti krmiva se zvySuje pri davce
200 mg na kus a den asi 0 14 %.

Podle tidaji Diniuse aj. (1976) nemélo poddvani 33 mg monen-
sinu na kus a den volklim vliv na celkové mnoZstvi tékavych mastnych
kyselin v bachorové tekuting, ale sniZil se obsah kyseliny octové (z 66,7
na 61,3 %) a zvysil se obsah kyseliny propionové (z 20,1 na 26,1 %).
V bachorové tekuting nebyly pozorovany zmény v poctu protozoi, mikro-
organismi celkem a proteolytickych mikroorganismt. Perry aj. (1976)
uvddéji, Ze po aplikaci monensinu se dosdhlo dspory krmiva o 10 %,
ale prirtistky pokusné i kontrolni skupiny byly stejné.

Potter aj. (1976) u volkd a jalovic prokézali, Ze davka 200 mg
na kus a den zvysila prirGistek o 17 %. PFi jatecném hodnoceni pokus-
nych a kontrolnich zvifat nepozorovali tito autoli statisticky vyznamné
rozdily ve vytéZnosti, v jakosti masa, ploSe musc. longissimus dorsi,
tloustce loje na nizkém rostenci, ve vytéZnosti ledvinového, panevniho
a osrdecnikového loje. Nezjistili ani vétSi vyskyt jaternich 1ézi u pokus-
nych zvirat.

Ve vétSing praci nebyly popsdny negativni GCinky prepardtu na
zdravotni stav zvifat a jejich jatecnou jakost. Pouze jednou byl u pokus-
nych zvifat pozorovan vyrazné vétsi vyskyt nekrotickych loZisek, popii-
padé abscestl na jatrech, a to v praci Perryho aj. (1976).

MATERIAL A METODY

Pokus s aplikaci Rumensinu do krmné davky skotu probihal od 20. 12. 1976
v JZD Tisova, okres Usti nad Orlici, ve spolupraci s katedrou diagnostiky, terapie
a prevence VSV Brno. Do pokusu bylo zafazeno 251 kontrolnich a 252 pokusnych
byékt s pocateéni prumeérnou hmotnosti 200 kg. Jednalo se o bycky plemene ceské
strakaté. Pokusné skupiné byl podavan monensinat sodny v preparatu Rumensin
v davee 125 mg na kus a den. Po dosazeni zivé hmotnosti 550 az 600 kg bylo 26. 2.
1978 porazeno na jatkach ve Vysokém Myté deset kontrolnich a deset pokusnych
byéku.

Tento prispévek navazuje na drive publikované prace (Dvortrak aj., 1980,
1980a, b).

Pro laboratorni vys$etifeni byly do 30 minut po porazce odebrany vzorky masa
(m. longissimus dorsi) a jater. Ve vzorcich masa byly stanoveny susina, popel, tuk,
celkovy dusik, byl vypoc¢ten obsah celkovych bilkovin, spektrum aminokyselin a hyd-
roxyprolin. V jatrech byl stanoven obsah tuku.

Su$ina byla stanovena vazkovou metodou pri teploté 105°C po dobu 48 hodin.
Popel byl stanoven spalovanim pri teploté 550 °C po dobu 48 hodin. Tuk ze svaloviny
a jater byl extrahovan na Soxhletové piistroji smési chloroform : metanol (2 :1).

Celkovy dusik byl stanoven mikrokjeldahlizaci podle Joslyna (1970) v Mark-
hamoveé destila¢nim pristroji.

Aminokyseliny po kyselé hydrolyze byly stanoveny na automatickém analyza-
toru aminokyselin AAA 881 (Mikrotechna Praha).

Pro stanoveni hydroxyprolinu byl pouzit stejny hydrolyzat jako pro stano-
veni aminokyselin. K vlastnimu stanoveni bylo pouzito metody podle Arnetha
a Hamma (1971).
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Vysledky byly statisticky vyhodnoceny metodou podle Reisenauera (1970).
V tabulkach jsou uvedeny aritmetické prumeéry, smérodatné odchylky a statisticka
vyznamnost podle Studentova t-testu P < 0,05+, P < 0,01++ P < 0,001+++,

VYSLEDKY A DISKUSE

Vysledky uvedené v tab. I a II dokumentuji pokus, v némZ bycci
o pocCatecni hmotnosti 200 kg dostavali zhruba 14 meésicti 125 mg mo-
nensinatu sodného na kus a den. V prlibéhu pokusu bylo na katedfe
diagnostiky, terapie a prevence VSV zjisténo, Ze se denni pFirfistek hmot-
nosti u pokusnych bycka zvysil proti by¢ktim kontrolnim o 3,85 % a Ze
spotfeba krmiva se sniZila o 7,12 % (Dvoifak aj., 1980b). PfestoZe
v tomto pokuse nebylo provedeno jatecné a bourdrenské hodnoceni, lze
povaZovat vysledky dosaZené pri vykrmu u pokusné skupiny byckd za
velmi prizniveé.

Jak je zFejmé z tab. I, nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily
v zédkladnim sloZeni masa. Pouze pokles hydroxyprolinu u pokusné sku-
piny o 35,1 % byl statisticky vyznamny (P < 0,05).

Jak vyplyva z tab. II, v zastoupeni aminokyselin se projevily pouze
ojedinélé statisticky vyznamné rozdily. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
u pokusné skupiny v absolutnich ¢islech o mirny pokles glycinu (P <
< 0,01) a alaninu (P < 0,05), tj. aminokyselin neesencidlnich, a o mirny
vzestup valinu (P < 0,05), coZ je aminokyselina esencidlni, 1ze fici, Ze
zkrmovani monensinu meélo nepatrny vliv na kvantitativni vztahy ve
spektru aminokyselin v mase.

K obdobnym vysledkim z hlediska zakladniho chemického sloZeni
masa byckl dospél i Vrchlabsky (1980), ktery hodnotil pokus,
v némZ byl monensinat sodny zkrmovan byckim v ddvce 200 mg na kus
a den po dobu 6 aZ 11 mésici.

Souhrnné lze Fici, Ze zkrmovani monensindtu sodného v davce
125 mg na kus a den meélo priznivy vliv na pFirlstek, sniZilo spotfebu
Krmiva, nemé&lo vyrazny vliv ani na zakladni sloZeni masa, ani na kvan-

1. Zakladni slozeni masa by¢kt pii aplikaci monensinatu sodného v davce 125 mg
na kus pro die — The basic composition of the meat of bullocks fed a ration with
125 mg sodium monensinate per head/day

Kontrolni skupina Pokusnd skupina
o n = 10 n =10
X s X s
Susina °, 24,21 0,73 23,62 1,43
Popel °, 1,40 0,94 1,03 0,27
Bilkoviny (N = 6,25) ° 21,12 0,66 20,71 1,31
Tuk v mase “, 4,06 0,46 4,24 1,17
Hydroxyprolin °;, 0,12 0,05 0,08+ 0,03
Tuk v jatrech 7,19 0,52 7,23 0,65
P < 0,05* P < 0,01+ P < 0,001+++
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II. Obsah aminokyselin v mase byc¢kt (procent v sus$iné) pri aplikaci monensinatu
sodného v davce 125 mg na kus pro die — Amino acid content (percentage in dry
matter) in the meat of bullocks fed a ration with 125 mg sodium monensinate
per head/day

Kontrolni skupina ‘ Pokusna skupina

‘ . n =10 n =10

1 % s % s

! Lysin x 9,54 0,60 9,36 0,38 ‘\

i Histidin 4,85 0,33 4,75 0,30 ‘

| Arginin 4,73 0,36 5,22 0,68
Kyselina asparagova 7,66 0,42 7,82 0,14
Threonin x 3,78 0,23 3,78 0,10
Serin 3,19 0,22 3,20 0,13 ‘
Kyselina glutamova 13,06 1,21 12,52 067 |
Prolin 2,75 0,46 2,70 0,43 ‘
Glycin 3,63 0,23 3,31+% 0,17
Alanin 5,12 0,34 4,824 0,14
Valin x 3,99 0,21 4,18 0,18 |
Methionin x 2,09 0,13 3,22 2,33 |
Izoleucin x 3,40 0,45 3,61 0,14
Leucin x 6,71 0,30 6,62 0,54 .
Thyrosin 3,10 0,60 3,33 0,68
Fenylalanin x 2,87 0,23 2,87 0,17 w

P < 0,05 P < 0,011 P < 0,001+ X — esencialni aminokyseliny

titativni obsah aminokyselin v mase, vyjma hydroxyprolinu. Vyrazny po-
kles hydroxyprolinu v mase pokusné skupiny byckli svédCi pro niZsi
obsah pojivové tkdné a pro plnohodnotné&jsi bilkoviny v jejich mase.
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MUKYJIHK, A. — IBOPXAK, P. — KHECEJ, Jl. — BABPOBA, M. — OJIJIOIIOBA, H.
(HMucturyr Berepunapuu, Bpuo): Bansanue nobaskm Pymescuna s amere 6piukoB Ha KadecTBO
ux maca. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) :19-24.

B xome nonynpousBoncTBeHHOro ombiTa GblYKaM I0GaBIANM B PAIMOH HATPHeBBIl MOHEHCHHAT
s npenapate Pymencun B mose 125 mMr xa rososy B cyrku B TedeHue 12 mecaues. Mx cy-
TOuHBle TpHMBech 6bunM  yBennuenn: Ha 3,85Y)), a pacxom kopma 6bur cokpamen Ha 7,129/
E mace 10 nomonsitHeix Gerukos (m. longissimus dorsi) He ycTaHOBIEHO CTATHCTHYECKH BHA-
UMMBIX Pa3JMuMil B OCHOBHOM XHMHYECKOM COCTaBe 710 CpaBHeHHI0 ¢ 10 KOHTPOJbHBIMM OhlYKaMH.
B nonomsiTHOI Tpynne colepikaHue THAPOKCHNpPOJMHA B Msce 6buio cokpameno xa 35,149
(¢ peanunust 0,12 10 0,08 v wa 100 r cwipoit Tkasu — P < 0,05), rauuuna — ua 8,829,
(c pesmumnnt 3,63 no 3,31 r na 100 r cyxoro semecrsa — P < 0,01) u anauuna — wa 586",
(¢ Bennumusr 512 no 4,82 r na 100 r cyxoro semecrsa — P < 0,05). M3 acceHumanbHbIx
AMMHOKHMCJIOT COIep)KaHWe BaJWHA B Msce NONONBITHhIX 6blakon Bospocao wa 4,76 9, (¢ senn-
vunel 3,99 no 4,18 r wa 100 r cyxoro Bemecrsa — P < 0,05). Harpuessii MOHeHCHHAT CTH-
MyJHMpYeT TpHBECHl M IpeBpallleHHe KOPMOB, HE OKasbiBad BIMAHME HM Ha OCHOBHOH XHMH-
“ecKHil COCTaB, HM Ha COJIepKaHMe aMHHOKHMCJIOT (3a MCKJIOueHWeM THAPOKCHNPOJMHA M, TJaBHOE,
JCCeHIIMAIBHBIX aMUHOKMCJIOT) B MX Msce. YOblIb THIPOKCHIIPOJIHMHA CBHIETENLCTBYeT 06 yiydie-
HUH Kaudecrsa Oesika.

KopMornoTpebeHne; OCHOBHOI COCTAB Msica; AMMHOKMCJIOTHI B Msce; MoHeHcuHat Hatpus (Py-
MEHCHH); OTKOpM ObIuKOB

MIKULIK, A. — DVORAK, R. — KNESEL, L. — VAVROVA, M. — ZOLDOSO-
VA, 1. (University of Veterinary Medicine, Brno): The Effect of Rumensin Supple-
ment to Bullock Diet on the Meat Quality. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 19-24.

In a pilot experiment, bullocks were given diet with a sodium monensinate supple-
ment as the Rumensin preparation. The dose of the supplement was 125 mg per
head/day and the medicated feed was given to the bullocks for 14 months. The
daily weight gain of the tested bullocks increased by 3.859, and feed consumption
decreased by 7.12",. The meat of the ten bullocks examined (m. longissimus dorsi)
showed no statistically significant changes in the basic chemical composition as
compared with the meat of ten control bullocks. In the tested group the content
of hydroxyproline in meat decreased by 35.14", (from 0.12 to 0.08 g per 100 g
of fresh tissue — P < 0.05). The content of glycine decreased by 8.82 9, (from 3.63
to 3.31 g per 100 g of dry matter — P < 0.01). The content of alanine decreased
by 5.86 %, (from 5.12 to 4.82 g per 100 g of dry matter — P < 0.05). As to essential
amino acids, the content of valine in the meat of the tested bullocks increased by
4.76 %, (from 3.99 to 4.18 g per 100 g of dry matter — P < 0.05). Sodium monensinate
exerted a favourable influence on weight gains and nutrient conversion in the
bullocks. It had no effect on the basic chemical composition and no marked influence
on the content of amino acids, except hydroxyproline and, particularly, essential
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an;lino acids in the meat of the tested bullocks. A reduction in the content of
hydroxyproline signalizes higher-value proteins.

feed consumption; basic meat composition; amino acids in meat; sodium monensinate
(Rumensin) ; bullock fattening

MIKULIK, A. — DVORAK, R. — KNESEL, L. — VAVROVA, M. — ZOLDOSO-
VA, 1. (Veterinirmedizinische Hochschule, Brno): Einfluf der Zugabe von Rumensin
in der Didt von Jungbullen auf die Giite ihres Fleisches. Vet. Med., Praha, 27, 1982
(1) : 19-24,

In einem halbtechnischen Versuch wurde den Jungbullen in die Futtergabe Natrium-
monensinat im Prédparat Rumensin in der Gabe von 125 mg je Stlick und Tag im
Laufe von 14 Monaten zugegeben. Bei den Versuchsjungbullen erhohte sich die
Tagesmassenzunahme um 3,859Y, und sank der Futtermittelverbrauch um 7,12 %,.
Im Fleisch von zehn untersuchten Versuchsjungbullen (m. longissimus dorsi) wurden
keine statistisch signifikanten Unterschiede in der grundlegenden chemischen Zu-
sammensetzung gegeniiber zehn Kontrolljungbullen festgestellt. Bei der Versuchs-
gruppe sank im Fleisch der Gehalt an Hydroxyprolin um 35,14 Y%, (vom Wert 0,12
auf 0,08 g auf 100 g Rohgewebe — P < 0,05), an Glyzin um 8,82 ", (vom Wert 3,63
auf 3,31 g auf 100 g Trockenmasse — P < 0,01) und an Alanin um 5,86 ", (vom
Wert 5,12 auf 4,82 g auf 100 g Trockenmasse — P < 0,05). Von den essentiellen
Aminosduren erhohte sich der Gehalt an Valin im Fleisch der Versuchsgruppe von
Jungbullen um 4,76 ", (vom Wert 3,99 auf 4,18 g auf 100 g Trockenmasse — P < 0,05).
Das Natriummonensinat beeinflulte giinstig die Massenzunahmen und die Kon-
version von Nihrstoften bei Jungbullen, hatte keinen Einflu3 auf die grundle-
gende chemische Zusammensetzung und keinen deutlichen EinfluB3 auf den Gehalt
an Aminosduren und vor allem an essentiellen Aminosduren in ihrem Fleisch (Aus-
nahme — Hydroxyprolin). Die Senkung des Gehaltes an Hydroxyprolin signalisiert
vollwertigere Eiweif3stoffe.

Verbrauch an Futtermitteln; grundlegende Fleischzusammensetzung:; Aminosiduren
im Fleisch; Natriummonensinat (Rumensin); Mast von Jungbullen
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Doc. MVDr. Antonin Mikulik, CSc.. doc. MVDr. Rudolf Dvorak, CSc., RNDr.
Lubomir Knesel, RNDr. Milada Vavrova MVDr. Iva ZoldoSova, Vy-
soka Skola veterinarni, Palackého 1-3, 612 42 Brno
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LIPOLYTICKE MIKROORGANISMY V JATROVYCH VYROBCICH

J. Lukasova, L. Némcova, M. Schanélova

LUKASOVA, J. — NEMCOVA, L. — SCHANELOVA, M. (Vysoka $kola vete-
rinarni, Brno): Lipolytické mikroorganismy v jatrovych vyrobeich. Vet. Med.,
Praha, 27, 1982 (1) : 25-29.

Sledovali jsme obsah lipolytickveh mikroorganisma v jatrovych vyrobcecich po
dobu vyroby a skladovani. Lipolyvtické mikroorganismy jsme zjistili ve vsech
vzorcich suroviny v rozsahu 104 az 107 na g. U hotovych vyrobkti a u vyrobku
skladovanych pri chladni¢kové teploté byly jejich poéty podstatné nizsi (10—101
na g), v nékterych vzorcich nebyly viubec zjistény. Izolované kolonie lipolytic-
kych mikroorganismi byly zarazeny do rodu Bacillus, Staphylococcus, Pseudo-
monas, Achromobacter. Cislo kyselosti bylo v korelaci s po¢tem lipolytd u vy-
robku pred tepelnym opracovanim a u vyrobk( skladovanych.

jatrové vyrobky; lipolytické organismy; celkovy poc¢et mikrobu; ¢islo kyselosti

Mikrobialni lipdzy predstavuji vedle protedz nejdleZitéjsi enzymy,
které snizuji kvalitu potravin. Lipolytické bakterie Stépi tuky na gly-
cerol a mastné kyseliny. Ty prochdzeji dalS§imi zménami vlivem bakte-
ridlni a nebakteridlni axidace, redukce a polymerizace (Scheibner,
1970), ¢imZ dochéazi ke Zluknuti a lojovaténi tukd.

Silnou lipolyzu vykazuji tyto mikroorganismy: Pseudomonas, Micro-
coccus, Staphyloccocus, Bacillus, Achromobacter, Proteus, Serratia,
Clostridium, plisné a kvasinky.

Lipolytickd aktivita mikroorganismi je vysledkem sloZité interakce:
riznych pochodi. Jsou to napf. mikrobidlni rist, produkce a vylucovani
lipazy, vliv teploty, pH a sloZeni prostfedi (Johnson a Snygeg,
1974).

Studiem lipolytické aktivity mikroorganismi a jejich vyskytem v po-
travindch se zabyvali Allford a Elliott (1969), Fehlhaber
a Scheibner (1974), Rapp (1978), Mourey (1979) a jini.

Cilem préce bylo sledovat vyskyt lipolytickych mikroorganismi
v jatrovych vyrobcich pfi jejich vyrobé a skladovani.

MATERIAL A METODA

Vysetiovaly jsme lahtdkové jatrovky a jatrové syry. Odebiraly jsme tyto
vzorky:
. surovina v michacce,
. surovina po rozmelnéni v dezintegratoru,
. vyrobek pred tepelnym opracovanim,
vyrobek po tepelném opracovani (75°C 30 min),
vyrobek skladovany pri chladnic¢kové teploté (4 °C) sedm dni,
. vyrobek skladovany pri pokojové teploté sedm dni.

DOt
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10 g kazdého vzorku bylo zhomogenizovano a byla piipravena redéni 10-! az
10-7. Celkovy pocet mikrobli byl stanoven na masopeptonovém agaru metodou roz-
téru (CSN 56 0100). Pro stanoveni lipolytickych mikroorganism byly pouzity tyto
pudy: agar s nilskou modfi a emulgovanym tukem (CSN 56 0100), masopeptonovy
agar s Tweenem 20, 40, 60 (Pazdiora a Serbus, 1970) a modifikovana ptda
Frazierova s zelatinou a Tweenem 80. VSechny misky byly inkubovany pfi teplo-
té 30°C 48 az 72 hodiny. Kolonie vykazujici lipolyzu byly izolovany a zarazeny do
rodit (Arpai a Bartl, 1977). Soucasné bylo sledovano ¢islo kyselosti u izolova-
ného tuku titraci 0,1N KOH (Vet. lab. vySeti. metodiky, 1975). Vysledky byly hod-
noceny statisticky (Reisenauer, 1965).

VYSLEDKY

VySetrovaly jsme celkem 198 vzorka jatrovych syri a jatrovek ve
33 vyrobnich $arZich. Lipolytické mikroorganismy jsme zjistily ve vSech
vzorcich surovin v rozsahu 104 az 107. g~1. U hotovych vyrobk{ a vyrob-

log poétu bunill/ﬂ

1. CPM a pocet lipoly-
tickych mikroorganismu o b i
v jatrovych vyrobcich M1 N
(prumérné hodnoty) —
Total number of micro-
organisms and the num-
ber of lipolytic micro-
organisms in liver pro-
ducts (average values) 5

| | CPM
I———_——| pocet lipolytl L o :,l[=

i 2 3 4 5 Y viorky

~

2. Kolisani lipolytickych mikroorganis-
mu v prabéhu vyroby jatrovych vyrobku
(prumérné hodnoty) — Fluctuation of the
rumber of lipolytic microorganisms
during the production of liver products
(average values)

——— lipolyty, — — — CPM ; ! . B & 6 viorky
1 — surovina v michacce, 2 — surovina po rozmélnéni v dezintegratoru, 3 — hotovy
vyrobek pred tepelnym opracovanim, 4 — hotovy vyrobek po tepelném opracovani,

5 — vyrobek skladovany pri chladni¢kové teploté, 6 — vyrobek skladovany pri po-
kcjové teploté
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kit skladovanych pri chladnickové teploté byly jejich poCty podstatné
niz§i (10—104.g-1), v mnoha vzorcich nebyly zjistény viibec. Sklado-
vanim pri pokojové teploté se jejich mnoZstvi zvyS§ilo na primérnou hod-
notu 1,7 .10%. g~1, Nalezy lipolytickych mikroorganism@ jsme hodnotily
soubéZné s celkovym pocCtem mikrobd (obr. 1). U suroviny tvofily pri-
mérné 4 az 6 % z celkového poctu mikrobli, u hotovych vyrobkit pouze
0,33 %. Zavislost poc¢tu lipolytd na celkovém poctu mikrobii nebyla sta-
tisticky prokdzana. Kolisani lipolyti v pribéhu technologického zpra-
covani jatrovych vyrobkl je zaznamendno v obr. 2. Kolonie vykazujici
lipolyzu jsme zafadily do téchto roda: Bacillus, Staphylococcus, Pseudo-
monas, Achromobacter. Izolované kvasinky jsme bliZe neurcovaly.

Cislo kyselosti bylo v korelaci s po¢tem lipolytii u vyrobkii pfed te-
pelnym opracovanim a u vyrobki skladovanych (tab. I).

Nejvétsi zachyt lipolytickych mikroorganismii z péti pouZitych se-
lektivnich médii jsme zjistily na modifikované ptidé s Tweenem 80, nej-
mensi pak na agaru s nilskou modii a emulgovanym tukem (obr. 3).

“
I. Pocet lipolyti a ¢islo kyselosti u jatrovych vyrobki (pramérné hodnoty) — The
number of lipolytes and the acidity number in liver products (average values)
Pocet l &k i
Vzorek lipolyta mg KOH r i
nag | nag [
r : , , —_—
| é pfed tepelnym zpracovanim 3,27 . 108 3,94 0,55+¢ i
} ‘;‘. po tepelném zpracovéni 2,9 .104 4,1 1,19 [
| @ po uskladnéni pfi chladnic¢kové teploté 1,1 .10% 4,3 0,60+ 1
o |
k= po uskladnéni pii pokojové teploté 2,7 . 107 9,82 0,68++ 1
=n i
P < 0,1
P - 0,05
g
—
1 1
]
3. Zachytnost lipolytickych mikroorga-
nisma na testovanych médiich — The
catch rate of lipolytic microorganisms on
the tested media
NM = agar se siranem nilské modri
a emulgovanym tukem
Z+Tw 80 = modifikovana Frazierova
puda s Tweenem 80 5
Tw 20, Tw 40, Tw 60 = masopeptonovy
agar s Tweenem 20, 40‘ 60 NM 1+Tw80 Tw20 Twd0 Tw 60
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DISKUSE

Lipolytické mikroorganismy se vyrazné podileji na mikrobialni kva-
lité potravin. Svoji enzymatickou ¢innosti mohou zptisobovat chemické
i smyslové zmény potravin.

V naSich pokusech jsme zaznamenaly vysoky pocet lipolytickych
mikroorganismt v suroviné a ve fazovych vzorcich a jejich znacny po-
kles po tepelném zpracovani suroviny. Ve srovnéni s proteolytickymi
mikroorganismy (LukéaSov4d, 1981) se ani po sedmidennim sklado-
vani pfi chladnickové teploté jejich pocet zvlast nezvysil. Tato skutec-
nost je s nejvétsi pravdépodobnosti ovlivnéna druhy pFitomnych mikro-
organismi.

Cislo kyselosti bylo v korelaci s po¢tem lipolytli u suroviny a skla-
dovanych vyrobkd. U vzorkdl po tepelném zpracovani bylo vy$si neZ od-
povidajici zjiStény pocet lipolyti. Jonsson a Snygg (1974) na
zékladé sledovéani lipolytické aktivity u Fady mikroorganismti na sub-
stratech z jatrové paStiky a majonézy prokazali, Ze produkce lipdzy neni
monotonni funkci buné¢ného ristu. Lipolytickd aktivita stoupd o mérFi-
telnd mnoZstvi tehdy, dosdhne-li rast kultury staciondrni faze. Vztah
mezi poCtem lipolytickych mikroorganismii a mezi hydrolyzacni schop-
nosti autofi nezjistili.

Z uvedenych poznatkli vyplyva, Ze lipazy, které jsou v fadé ptripadi
termorezistentni, pretrvavaji (na rozdil od mikrobli) po tepelném zpra-
covani ve vyrobcich a podileji se na zvySovani ¢isla kyselosti pfi jejich
skladovani. Termostabilitu extracelularnich lipaz prokéazali ve svych
pokusech Driessen a Stadhouders (1974). Podle Hrubého
a MareSové (1973) je rezistence lipolytickych enzyml vaci teplu
velmi variabilni a vétSina téchto enzymi je termolabilni.

NaSe pokusy a prdce mnoha dalSich autorii potvrzuji nutnost studia
lipolytickych mikroorganismi v surovindch i potravindch a potfebu
ziskat znalosti o aCinku lipolytickych mikrobidlnich enzymi za rtiznych

Mo

podminek vnéjsiho prostredi.
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JYKALIOBA, WM. — HEMIJOBA, JI. — CUAHEJIOBA, M. (Iactutyr Berepuxapuu, bpHo):
JlunonuTHyeckue MHKpoopraHmMaMmpl B npoayxrax w3 mnewdenu. Vet. Med., Praha, 27, 1982
(1) : 25-29.

Onpenensnu coxepaHue JTHIONTUTHIECKUX MHKPOOPTAHM3MOB B NPOAYKTAX M3 TleUeHH B TedeHMe
npousposcTBa M xpaHeHus. JIunosuTHueckue MMKPOOPraHM3Mbi OGHApY;KEHHl BO BCex ofpasuax
coipbst B o6beme 104—107 ma r. B roToBhIX M XPaHHMBIX B XOJOAKNBHUKE MDOLYKTAX MX UMCIEH-
HOCTh CcyujectBeHHO Menbwe: or 10 no 104 ma r, a B Hekoropmix ofpasuax oum eoobmie He
c6HapyxeHnl. M3onMpoBaHHBIe KOJOHMM 3THX MHKDOOPIaHM3MOB BKmouMau B cem. Bacillus
Staphylococcus, Pseudomonas, Achromobacter, KucnoTHoe umcio KOppesupyer ¢ 4HCIeH-
HOCTBIO JIMTIOJHMTOB B MNPONLYKTaX IO TepMH4YecKoi o6paboTKM ¥ B XPaHUMBIX TIPOLYKTaX.

NPOAYKTBI M3 TIeYeHM; JHUTNOJIHTHYeCKHe MHKOOPTraHHM3MbI; 0611.[35 HHUCJIECHHOCTL MHKPOGOB; KHCIOT~
HOe YHHCIO

LUKASOVA, J. — NEMCOVA, L. — SCHANELOVA, M. (University of Veterinary
Medicine, Brno): Lipolytic Microorganisms in Liver Products. Vet. Med., Praha, 27,
1982 (1) :25-29.

Products from liver were studied for the content of lipolytic microorganisms during
production and storage. Lipolytic microorganisms were found in all samples of
the produects. Their occurrence ranged from 104 to 107 organisms per g. In finished
products and in products stored at a refrigerator temperature their numbers were
much lower (10—104 per g). Some samples were free from them. The isolated co-
lonies of lipolytic microorganisms were included in the genera Bacillus, Staphylo-
coccus, Pseudomonas, Achromobacter. The acidity number was in correlation with
the number of lipolytes in products before thermal processing and in stored products.

liver products; lipolytic microorganisms; total number of microbes; acidity number

LUKASOVA, J. — NEMCOVA, L. — SCHANELOVA, M. (Veterindrmedizinische
Hochschule, Brno): Lipolytische Mikroorganismen in Leberprodukten. Vet. Med..
Praha, 27, 1982 (1) :25-29.

Es wurde der Gehalt an lipolytischen Mikroorganismen in den Leberprodukten
wihrend der Herrstellung und der Lagerung verfolgt. Die lipolytischen Mikroorga-
nismen wurden in allen Proben des Rohstoffes im Umfang von 104 bis 107 je g
festgestellt. Bei den fertigen Produkten und bei den Produkten, die bei der Kiihl-
schranktemperatur gelagert wurden, war ihre Anzahl wesentlich niedriger (10—104
je g), in einigen Proben wurden sie liberhaupt nicht festgestellt. Die isolierten Ko-
lonien der lipolytischen Mikroorganismen wurden in die Gattungen Bacillus, Sta-
phylococcus, Pseudomonas, Achromobacter eingereiht. Die Gehalt an freie Fettsduren
befand sich in der Korrelation mit der Anzahl von Lipolyten bei Produkten vor
der Wirmeverarbeitung und bei gelagerten Produkten.

Leberprodukte; lipolytische Mikroorganismen; Gesamtzahl von Mikroben; Gehalt an
freie Fettsduren
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Vybér z prirustki
Ustiedni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ

z useku veterinarni medicina

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

War on warbles. C 23.512/42/1979

Toronto (Ontario), Min. of agric. and food 1979, obr. tab. Factsheet
42/1979. (Hypoderma lineatum — cizopasnici — skot — hubeni)

HOMAN, H. W. — STOLTZ, R. L. C 17.554/538

Lice on beef cattle.

Moscow, University of Idaho 1980. 2 s., tab. Idaho current inform. series
no 538. (VSi — cizopasnici — skot — hubeni)

Fly control for the dairy herd. E 19.689/656

Edinburgh, Min. of agric. fisheries and food 1980. Nestr., obr. Leaflet 656.
(Mouchy — cizopasnici — dojnice — hubeni — metody)

Fly and louse control on dairy cattle. C 23.512/51/1978
Toronto (Ontario), Min. of agric. and food 1978. 4 s, tab. Factsheet no
78-051. (Cizopasnici vnéjsi — mouchy a vsi — dojnice — hubeni —
pesticidy)

Fly and louse control on beef cattle. €:23.512

Toronto (Ontario), Min. of agric. and food. 1978. 4 s. Factsheet 44/78;
1979. 4 s. Factsheet 39/79; 1980. Nestr. Factsheet 58/80. (Mouchy a v§i —
cizopasnici — skot jateény — hubeni — insekticidy)

KNAUS, E. C 26.264/29/14
Andrologisch-spermatologische Befunde beim Riiden und deren Bezug
auf die Fruchtbarkeit.

Wien, Universitdtsklinik f. Geburtshilfe, Gyniakologie u. Andrologie d.
Veterindrmediz. Univ. 1980. 4 s. Fachtagung Wels 1980, (Sperma — hos-
podarska zvirata — jakost — plodnost — vztahy — vyzkum — metody
— Rakousko)



NARKOZA PSA A KOCKY ALTHESINEM

L. Némecek, P. Hron, S. Roth

NEMECEK, L. — HRON, P. — ROTH, S. (Vysoka Skola veterinarni, Brno):
Narkéza psa a kocky Althesinem. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 31-36.

V predlozené praci je popsano ovérovani nového steroidniho anestetika alfadion
ve specialité Althesin. Pokusy probihaly ve trech pokusnych skupinach. Nitro-
svalové podani Althesinu psum v davce 5 az 15 mg.kg-! nevyvolava vyho-
vujici anestézii. Po nitrozilnim podani Althesinu u pst v davece 2 mg.kg-!
po premedikaci diazepamem v davce 0,25 mg.kg—-! i. m. nastupovala narkoéza
bez excitaci bezprostredné po dokonéeni aplikace. Anestézie trvala prumeérné
10 minut a v dobé probouzeni se objevily excitace a vedlejs§i uc¢inky. U kocek
byl po nitrozilnim podani Althesinu v davce 6 mg.kg-1 a premedikaci dia-
zepamu 0,25 mg.kg-! i. m. prubéh narkoézy obdobny jako u pst, pouze trvani
se prodlouzilo v pruméru na 29 minut.

celkové znecitlivéni; alfadion; diazepam; tep; dech: teplota; pes: kocka

Nejnovejsi zpravy poukazuji na moZnost, jak vyuZit nové vyvinuté
steroidni celkové anestetikum Althesin, ur¢ené pro huménni medicinu,
i ve veterindrni anesteziologii, specidlné v anestézii koCky. Dosud publi-
kované tdaje o jeho ucinku vSak nejsou jednoznacné.

Od roku 1970 se s objevenim Althesinu opét obnovuje zdjem o ste-
roidni narkézu. Vyrobcem tohoto anestetika je firma Glaxo Laborato-
ries Ltd — Anglie. Althesin je Ciry bezbarvy roztok s obsahem 9 mg
alfaxalonu a 3 mg alfadolonu v 1 ml. V huménni anesteziologii je Althe-
sin urCen pro i.v. aplikaci a jeho hlavni indikaci jsou krdatkodobé vy-
kony, pri kterych se uZivd jako monoanestetikum. Je vhodny i pro tvod
do inhala¢ni narkoézy, pritemZ prechod na inhalatni anestézii je bez
komplikaci (Haisova, 1975).

Ve veterinarni anesteziologii byl Althesin pouZit zatim v anestézii
koCky. Evans aj. (1972) jej podavali subkutdnng, intramuskuldarné
a intravenozneé. Zjistili, Ze pri s.c. aplikaci netc¢inkoval pro malou ab-
sorpci a rychlou inaktivaci latky. Intramuskularni davky Althesinu 9 aZ
18 mg.kg™! vyvoldvaly sedaci aZ povrchni narkozu. Jako nejvyhod-
néjsi se jevila intravenozni aplikace, kterd zajiStovala vyhovujici sta-
dium chirurgické narkozy pii davce 7,5 mg . kg~1l. Anestézie nastupovala
za 20 aZ 30 sekund a trvala 10 aZ 12 minut. Vedlej$i uCinky pfi nastupu
narkozy ani pfi probouzeni nepozorovali.

Podrobgjsi studii o pouZiti Althesinu u kocek publikoval Komar
(1976), ktery aplikoval pfidavek nitrosvalové. Jeho vysledky jsou vSak
odlisné od udajii zvefejnénych Evansem aj. (1972). P davce
18 mg.kg-1 i.m. nedosahoval vyhovujici anestézie, a proto zvySoval
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davku az do 30 mg.kg~l Plny aCinek pozoroval po deseti minutach,
anestézie trvala kolem 60 minut. Stejnou dobu trval i postnaikoticky
spanek. Pri téchto vyS$Sich davkach pozoroval bolestivost v misté apli-
kace. Aby se mohla sniZit ddvka Althesinu, doporucuje autor premedi-
kovat diazepam v dédvce 0,25 mg . kg~1 i. m. U vSech zviFat soucasné pre-

medikoval atropin v davce 0,05 mg . kg 1.

Rovnéz Arndt (1980) doporucuje nitrosvalové aplikovat 25 aZz
30 mg . kg~1 Althesinu. Pfi i. v. podani jsou postacujici davky 9 az 12 mg .
.kg~1. Anestézie se vyznaCuje dobrou myorelaxaci, dostacujici analge-
zii a ttlumem vé&tSiny reflexti. Uvod do narkozy je klidny, rovnéZ pro-
bouzeni je bez excitaci. Cinnost srde¢ni a dechova nejsou vyrazné ovliv-
neény.

Z domacich autori ovéfoval piipravek v anestézii kocky Svobod -
nik (1980). Althesin aplikoval nitrosvalové v davkach 5 az 20 mg.
.kg~1. Autor referuje o vyskytu konvulzi a k jejich redukci doporucuje
premedikaci libovolnym ataraktikem. S4am pouZival Combelen v dav-
celmg.kg L

MATERIAL A METODA

K pokusum byli pouziti pokusni psi, krizenci, ve véku od jednoho do deseti
roku, obojiho pohlavi, o hmotnosti 9 az 38 kg, v dobrém vyzivném stavu, bez kli-
nickych priznakii onemocnéni. Pokusné kocky obojiho pohlavi byly osm mésicu az
pét roku staré, o hmotnosti 2,0 az 3,5 kg, rovnéz bez znamek onemocnéni.

Anesteticky uc¢inek Althesinu jsme ovérovali ve trech pokusnych skupinach:

V prvni pokusné skupiné byl u jednoho psa Althesin aplikovan nitro-
svalové v davee 5 mg.kg-!, u dalSich ¢étyf psi byla davka postupné zvysSovana
025 mg.kg-! az na 15,0 mg.kg-1. Objem aplikovaného roztoku byl 6,5 az 20.0 ml.

Ve druhé pokusné skupiné byl u péti psit premedikovan diazepam
(DIAZEPAM Spofa) v davee 0,25 mg.kg-! nitrosvalové. Za 20 minut byl pomalu
nitrozilné injikovan Althesin v davce 2 mg.kg-1. =

Ve treti pokusné skupiné byl u péti kocek aplikovan nitrosvalové
diazepam 0,25 mg.kg-!; po 20 minutach byl pomalu injikovan i. v. Althesin do
v. femoralis v davece 6 mg . kgL

Ve vsech pokusech jsme sledovali reakei /vuete na aplikaci latky, dobu nastupu
a trvani uc¢inku, probouzeni zvirat z anestezie, citlivost kaze vpichy mJel\cm jehlou
na c¢enichu, usnim boltci a v meziprsti, vickovy a lohovkovy reflex a vyskyt vedlej-
§ich uéinkt. Ve druhé a treti pokusné skupiné byl méren trias tésné pred aplikaci,
po aplikaci anestetika a dale za 15, 30, 60 a 180 minut od podani Althesinu. Béhem
pokust jsme nedeélali operaéni zakroky.

Hodnoty triasu byly statisticky vyhodnoceny Studentovym t-testem a koeficien-
tem korelace (Dufek aj., 1968).

VYSLEDKY

V prvni skupiné se po i.m. aplikaci Althesinu v davcs 4,0
a 7,5 mg.kg! anestetické ucinky neprojevily. Davky 10,0 a 12,5 mg.
.kg~1 zvifata zklidiiovaly, coZ se projevilo tim, Ze uléhala, mé&la zmen-
Senou reakci na podnéty z okoli a zmenSené obranné reakce pii ma-
nipulaci. Analgeticky ucinek byl nevyrazny. U davky 15 mg. kg~! byla
dobfe vyjadrena sedace a Castecné i analgezie, projevujici se sniZzsnou
citlivosti na vpichy injek¢ni jehlou. PFi aplikaci roztoku do svalové
tkané jsme u zvifat nepozorovali bolestivé reakce a za 24 hodiny od
aplikace nebyly zjiStovany klinické pFiznaky zanétu.
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Ve druhé skupiné& nevyvoldaval samotny diazepam v déavce
0,25 mg . kg1 i. m. pFiznaky zklidnéni. Toleran¢ni stadium chirurgickeé
anestezie nastupovalo bezprostfedné po i.v. aplikaci Althesinu. Narkoza
trvala primérné deset minut. Uvod do narkdzy byl klidny, bez vedlejSich
G¢inkt. PFi probouzeni se vyskytly plovaci pohyby konCetin a tfes
svalstva. U Gty pst jsme pozorovali defekaci, u dvou mikci.

Z triasu vykazovala nejvétsi zmény dechova frekvence, jejiZ hod-
noty se zvysily za 15 minut po aplikaci Althesinu primérné o 0,4 Hz.
RovnéZ tepova frekvence se v tomto Casovém useku zvysila o 0,2 Hz
a v méfeni za 60 minut o 0,8 Hz. Toto zvySeni je statisticky vyznamne.
Postupné se hodnoty vracely do vychoz'ho stavu. Télesna teplota se
vyraznéji neménila. Hodnoty tepové a dechové frekvence a télesné
teploty jsou znézornény na obr. 1 az 3.

Ve tfeti skupiné, ve které byl péti pokusnym kockdm po-
davan Althesin i.v. po predchozi premedikaci diazepamem, byl priibéh
narkozy obdobny jako ve druhé pokusné skupiné u psti. Samotny dia-
zepam v davce 0,25 mg.kg~1 i. m. neovliviioval chovéni zvifat. Po po-
malé nitroZilni aplikaci Althesinu nastupovala narkoza jiZz béhem apli-
kace pfipravku a trvala 17 aZ 40 minut, primérné 29 minut. Uvod do
narkozy byl klidny, vedlej§i Gcinky se nevyskytly. Po nadstupu narkozy
vymizela citlivost v krajiné Cenichu, v uSnim boltci i v meziprsti a byl
rovnéz potlacen vickovy reflex. Rohovkovy reflex zlstal béhem narkozy
zachovan. U v8ech zvifat bylo probouzeni z narkézy spojeno s excita-
cemi, které se projevovaly plovacimi pohyby, kratkymi kfeCovitymi za-
S§kuby svalli a opistotonem. Navic u jednoho zvirfete doSlo k vomitu,
u 6tyt zvirat k defekaci a u dvou k mikci. Excitace a vedlejSi ucCinky
byly kratkodobé, opakované a po nich nastalo zklidnéni — nastupoval
postnarkoticky spanek, trvajici v priméru 60 minut. Zvifata byla schopna
se postavit v praméru za 100 minut od zaCatku narkoézy. Z triasu vy-
kazovala vyraznéj$i pokles dechovéd frekvence v méfeni za 15 a 30
minut od aplikace a télesna teplota v téZe dobé. Rozdily vSak nebyly
statisticky vyznamné. V méfeni za 180 minut od zaCdtku narkozy se
hodnoty obou ukazatelli vracely k vychozimu stavu pred aplikaci
Althesinu.

DISKUSE

Pfi anestézii kocky jsme zvolili davkovani, které je doporucovano
v literarnich udajich (Evans aj., 1972; Komar, 1976; Arndt,
1980). Souhlasné s tudaji téchto autord byl tvod do anestezie klidny.
Ve vdech piripadech jsme v8ak v protikladu s vysledky téchto autort
zjistovali v dob& probouzeni excitace a vedlejsi uCinky. V tomto sméru
koresponduji naSe néalezy s vysledky uvddénymi Svobodnikem
(1980), ktery pozoroval pravidelny vyskyt kieCi po nitrosvalovém po-
dani Althesinu.

Zatimco Gyermek a Soyka (1975) a Haisova (1975) pri
pouziti Althesinu u lidi a Arndt (1980) pfi anestezii Althesinem
u kocek referuji o minimdalnim ovlivnéni ¢innosti srde¢ni a dechové,
zaznamenali jsme v naSich pokusech zvy3eni tepové a dechové frekvence
u pst. U koCek naopak oba ukazatele proti vychozimu stavu poklesly.
Rovnéz u télesné teploty byl zaznamendn pokles, ktery byl vyraznéjsi
pri narkoze kocek.
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2. Hodnoty dechové fre-
kvence pred pokusem,
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(——) a ¢ 3 (———)
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Jako urcitd nevyhoda této narkozy se nam jevi nutnost nitroZilni
aplikace Althesinu, zejména u kocek, a vyskyt kifec¢i s rtiznymi vedlej-
Simi ucinky pfi probouzeni z narkozy. V naSich pokusech tyto vedlejsi
projevy diazepam neodstramoval.
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Doslo dne 11. 5. 1981

HEMEYEK, J. — TPOH, II. — POT, C. (Mucruryr serepunapun, Bpuo): Hapxos cobaxu
n komku Aarxecunom., Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 31-36.

b pa6ore onuceiBaercs rposepKa NEHCTBMA HOBOTO CTEPOMIHOIO aHECTE3MPYIOLIEro CPencTea asbdpa-
amon B dopme Anrxecnu. OKCIEPUMEHTH TPOXOAMJIM B TONONBITHBIX Trpynnax. BHyTpHMbI-
ueyHoe BpeneHue AaTxecuHa cobakam B 103e 5—15 mr.kr—l He pniapiBaer TpefyeMoil aHecTe3uH,
4 BHYTPHMIKMJIBHOE B 1o3e 2 Mmr . kr—1 mocrne npeMeaMKaiuy IHa3ernaMoM B 103e 0,25 m™r.xr—f1
BHYTPUMBILIEYHO BLISbIBAET HApKO3 6e3 SKCUTALMM HEMOCPENCTBEHHO II0CJe BBENeHHs. AHECTeaus
nponoskaercs B cpenHeMm 10 MUHYT, BO BpeMs NpPOGYKIEHHS NPOSBJAAIOTCA OKCUTAIMA M II0-
6ounvie peakunu. Hapkos komlek mnporekaer TIpM BHYTPIDKMJIBHON gade AsTxecnHa B Iode
6 Mr.kr—1 ¢ npemenukaumeii nmasenama 0,25 Mr.kr—1 pHyTpuMblmeyHo aHanorMuHbIM ofpa-
30M, HO nosbme — B cpenHeM 29 MHHYT.

obugas aHecTe3Mns,; ans(ba:mon; IuasenaM; nyJbCc; AbiXaHHe; TeMrepaTtypa

NEMECEK, L. — HRON. P. — ROTH. S. (University of Veterinary Medicine, Brno):
Althesin Anaesthesia in Dog and Cat. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 31-36.

Tests of the effect of the new steroid anaesthetic alfadion in the drug Althesin are
described. Experiments were carried out in three experimental groups. Intramuscular
administration of Althesin to dogs at doses 5 to 15 mg. kg—! does not induce required
anaesthesia. After intravenous administration of Althesin to dogs at a dose of
2 mg.kg-! after diazepam pre-medication at a dose of 025 mg.kg-1 i. m.,
anaesthesia started without excitations immediately after completed application.
Anaesthesia lasted on the average 10 minutes and at the time of recovery excitations
and side effects occurred. After intravenous administration of Althesin at a dose of
6 mg.kg-! with diazepam pre-medication 0.25 mg.kg-! i. m., the course of narcosis
in cats was similar to that in dogs, only its duration was on the average 29 minutes.

general anaesthesia: alfadion; diazepam; pulse: breathing: temperature
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NEMECEK, L. — HRON, P. — ROTH, S. (Veterinirmedizinische Hochschule, Brno):
Narkose von Hund und Katze durch Althesin. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 31-36.

In der vorgelegten Arbeit wird die Untersuchung der Wirkung eines neuen Anéisthe-
tikums Alfadion in der Spezialitit Althesin beschrieben. Versuche wurden in drei
Versuchsgruppen durchgefiihrt. Die Intramuskelanwendung von Althesin in der Gabe
von 5 bis 15 mg.kg-! ruft bei Hunden keine zusagende Anisthesie hervor. Nach
der intraventsen Anwendung von Althesin in der Gabe von 2 mg.kg-! nach der
Pramedikation durch Diazepam in der Gabe von 0,25 mg.kg-1 i. m. entstand bei
Hunden Narkose ohne Exzitationen unmittelbar nach der Beendigung der Anwen-
dung. Die Anisthesie dauerte durchschnittlich 10 Minuten und in der Zeit des
Erwachens erschienen Exzitationen und Nebenwirkungen. Bei Katzen war nach
der intravendsen Anwendung von Althesin in der Gabe von 6 mg.kg-! mit der
Pramedikation durch Diazepam in der Gabe von 0,25 mg.kg-! i. m. der Verlauf
der Narkose dhnlich wie bei Hunden. Es verldngerte sich nur die Dauer im Durch-
schnitt auf 29 Minuten.

gesamte Empfindungslosigkeit; Alfadion; Diazepam; Puls; Atem; Temperatur

Adresa autoru:

Doc. MVDr. Ladislav Némecek, CSc., MVDr. Pavel Hron, MVDr, Stanislav
Roth, Vysoka Skola veterinarni, Palackého 1-3, 612 42
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MADUROMYKOTICKY MYCETOM KONE

M. Otcenasek, J. Matl, J. Vitovec, P. Vladik, J. Wohlman

OTCENASEK, M. — MATL, J. — VITOVEC, J. — VLADIK, P. — WOHL-
MAN, J. (Parazitologicky ustav CSAV, Praha; Statni veterinarni ustav, Ceské
Budéjovice) : Maduromykoticky mycetom koné. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) :
37-43.

Je popsan pripad maduromykotického mycetomu (eumycetomu) u sedmiletého
tazného koné. Onemocnéni bylo lokalizovano v analni krajiné a zhojeno po
chirurgickém os$etfeni. Autofi upozornili na nutnost rozlisovat tri typy mykoéz
koni, charakterizovanych vznikem tumorovitych 1ézi — mycetom, hyfomykédzu
a entomoftoromykézu — a soustredili informace o jejich etiologii a geogra-
fickém vyskytu. Na zakladé morfologie houbovych elementl zastizenych v za-
nétlivé zmeénéné tkani a s prihlédnutim k dosavadnim nalezim puvodci eumy-
cetomu u zvirat usoudili, Ze popisované onemocnéni bylo pravdépodobné vy-
volano houbou Allescheria boydii Shear. Presné urceni puvodce bylo bez my-
kologické kultivace nemozné.

Allescheria boydii Shear:; mycetom; hyfomykoza; entomoftoromykoza

Mycetomy, pseudotumorozni onemocnéni postihujici podkoZi, svaly
a kosti, jsou charakterizovany mistnim zdufenim tkané, vznikem pistéli
a predev8im tvorbou typickych driz. Drazy jsou tvoreny mikrokoloniemi
plivodce a jsou prokazatelné prfimou mikroskopii hnisu nebo histolo-
gicky. Podle systematického zatazeni plavodcl se rozliSuji mycetomy
dvou typl: maduromykoticky mycetom (eumycetom) pésobeny houbami
a aktinomycetarni mycetom vyvolavany aktinomycetami, tj. organismy
razenymi k bakteriim. Zatimco madurvomykoticky mycetom je pravou
mykozou, aktinomycetdarni mycetom je uvadén mezi pseudomykézami
(napF. Vanbreuseghem, 1967).

Mycetomy obou typl patfi ve veterindrni medicing k vzdcnym one-
mocnénim. O eumycetomech zvifat bylo do sedmdesatych let publiko-
vano jen asi dvacet zprav, aktinomycetdrni mycetomy nebyly do té
doby hlaSeny vibec (Ainsworth a Austwick, 1973). Predlo-
zené Kazuistické sdéleni podava informace o zcela ojedin&lém pozo-
rovani maduromykotického mycetomu u koné.

MATERIAL A METODY

Sedmilety kun, valach, pracujici v lese pri pribliZovani dieva, byl odeslan do
veterinarni nemocnice k chirurgickému odstranéni tumoru podobného utvaru v anal-
ni krajiné. Utvar byl u zvirete pozorovan déle nez rok, v poslednich tydnech lo-
ziskovité exulceroval a opakované krvacel.
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Material odebrany k histologickému vysetreni Jsme fixovali v 10", formolu
a zpracovali standardni parafinovou technikou. Tkanové rezy jsme barvili v hema-
toxylin eozinu, v modrém trichromu a podle Grama. K prukazu vlaken houby jsme
pouzili metodu impregnace podle Grocotta. Zelezo jsme ploka7ovah v Perlsove
reakci a v Turnbullové modri.

VYSLEDKY

PTi chirurgickém oSetfeni léze bylo zjiSténo, Ze jde o nepravidelne
ovoidni, tumoriformni utvar o velikosti 10 X 8 X 8 cm, plisedajici Si-
rokou stopkou k ventralnim partiim kozZni casti fitniho svérace. Tumoru
podobnou 1ézi kryla z vétsi Casti neporuSend kliZze. Pouze v partiich pri
Fitnim otvoru bylo na ploSe zhruba 4 X 4 cm loZisko relativné hluboké
ulcerace zcCasti kryté krvavymi krustami. Léze tuhoelastické konzistence
byla na Tezné ploSe prevazné homogenni, méla napadné pestry vzhled
dany kombinaci neostie ohraniCenych loZisek rezavé a Sedobilé barvy
(obr. 1).

Histologické vySetleni ukazuje, Ze podstatou atvaru jsou
hnisavé granulomatozni zanétliva loZiska vytvorena kolem centralne
uloZenych drazovitych struktur, které se hematoxylinem eozinem, Gra-
mem a modrym trichromem nebarvi (obr. 2]. Drazovité struktury obklo-
puje souvisla vrstva polynukledrniho exsuddtu (obr. 3). Ve stfedni
vrstvé jsou prevazneé histiocyty se svétlymi jadry a s rozmérnou — casto
jemné granuldrni nebo pénitou — plazmon, smiSené s raznym podilem
obrovskych, vicejadeinych elementti typu bunék z cizich téles a eozi-
nofii. V perifein! zoné gianulomi pirevazuje fibrotizujici kolagenni

m1 2,34 .5

1. Cast maduromykotického mycetomu.
Pestry vzhled tkané na rezné ploSe je
dany lozisky rezavé hnédé a Sedobileé
barvy — Part of maduromycotic my-
cetoma. Variegated appearance of the
tissue on section area is caused by
lesions of rusty brown and grey-white
colour
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2. Bezbarvé druzy ma-
duromykotického myce-
tomu v hnisavé granu-
lomatoéznich strukturach.
Hematoxylin-eozin, 180 X
— Colourless druses of
maduromycotic myceto-
ma in pussy granulo-
matous structures. Hae-
matoxylin-eosine, 18(
times

vazivo prostoupené smiSenym zanetlivym niuliratem s uevelkym po-
dilem lymfocytii a plazmatickych bunék. Granulomatozni struktury
stiedni a periferni vrstvy prostupuji hojné krevni extravazaty i fago-
cyty obsahujici pigment, v hematoxylin eozinu rezavé hnédé nebo ze-
lenavé barvy. Pozitivni reakce na Zelezo prokazaly, Ze jde o hemosiderin
ulozeny intracelularné v diftazni nebo zrnéckové formé. Neobarvené
histologické Tiezy byly bezbarvé nebo lehce naZloutlé. V impregnaci
vodle Grocotta byly drazovité struktury tvofeny portznu propletenymi
a vetvenymi mycelialnimi vlakny. Velikost struktur se pohybovala v roz-
sahu 20 aZ 160 wm, nejCastéji byly zastiZeny struktury ovalné o priméru
kolem 80 um. Vlakna houby byla jen ridce uloZena v centralnich par-
tiich struktur, zatimco pti periferii se koncentrovala v hustou mycelidlni
masu, tvorenou vzajemné splyvajicimi elementy. Mycelium bylo nevy-
razné septované, Siroké 2,5 aZ 4,0 um, na mnoha mistech vSak pre-
chéazelo v nepravidelnd zdutfeni, dosahujici v priméru aZz 8,0 ym. Sou-
deCkovité interkalarni rozSiteniny pripominaly arthroaleurie, kulovita
nebo eliptickd zduteni lokalizovana jak terminalné, tak interkalarné
bylo moZno povaZovat za chlamydospory (obr. 4). Diferenciace zcela
ojedinéle pritomnych kulovitych a eliptickych elementii pfipominajicich

3. Drazy ulozené v pyo-
gennim exudatu. Hema-
toxylin-eozin, 250X —
Druses deposited in pyo-
genic exudation. Hae-
matoxylin-eosine, 250
times
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4. Husté nakupena my-
celialni vlakna puvodce,
tvoriei vlastni druzu.
Grocott, 600X — Den-
sely accumulated myce-
lium fibres of the cau-
sative agent, forming
a druse. Grocott, 600
times

konidie (aleurie) houby nebyla moZna: zplisob jejich vzniku nebyl
v piepardtech patrny. Kromé vlastnich druzovitych struktur byla ojedi-
néla vlakna houby uloZena také v plazmatu obrovskych bunék.

OperaCni rana se u koné dobfe zhojila, pfi kontrole tfi meésice po
vykonu bylo konstatovano, Ze onemocnéni nerecidivuje.

DISKUSE

Tumorovité 1éze na kiiZi, v podkoZi nebo na sliznicich koni mohou
byt projevem nékolika rtznych onemocnéni mykotické etiologie. Kli-
nicky relativné stejnorody syndrom miiZe byt etiologicky a zCasti i pa-
togeneticky kategorizovan do tri samostatnych nosologickych jednotek.

Kromé maduromykotického nebo aktinomycetarniho mycetomu maji
klinicky charakter tumortim podobnych 1ézi také hyfomykoza a ento-
moftoromykoza. SpoleGnym znakem vSech tFi onemocnéni jsou chronické
granulomatozné zanétlivé zmény s vyraznou fibrotizaci, ktera ma hlavni
podil na vzniku tumortim podobnych ttvari.

Za plvodce maduromykotického mycetomu koni byly dosud ozna-
¢eny druhy Curvularia geniculata (Bridges a Beasley, 1960;
Boomker aj., 1977), Allescheria boydii (Schiefer a Mehnert,
1965; Johnson aj., 1975) a Helminthosporium spiciferum (Schauf.-
fler, 1972). U jiné izolace Helminthosporia z uzlovitych koznich lézi
hiibéte nebyl druh bliZze uren (Hall, 1965). Kromé téchto hub se
septovanym myceliem byly ze subkutdnnich tumorovitych 1ézi koni kul-
tivovany také mikromycety se septami neclenénymi hyfami: Mucor pu-
sillus, M. racemosus a Rhizopus arrhizus (Ainsworth a Aust-
wick, 1973; Gonzales a Ruiz, 1975). Tito pavodci onemocnéni,
piisludejici do skupiny fykomycet (Phycomycetes), jsou svym taxono-
mickym zarazenim blizci spiSe plivodci hyfomykozy, nikoliv plivodcim
klasickych mycetomi. U dalSich piipadi onemocnéni koni (AKkin,
1953; Bridges, 1957) nebyl plvodce izolovan a diagnodza eumyce-
tomu byla stanovena jen na zékladé ptritomnosti driaz s relativne sil-
nymi (2—5 wpm) hyfami, zretelné odliSujicimi tento typ mycetomi od
mycetom@ aktinomycetainich, v jejichZz diuzach Sitka vldken plvodci
neplesahuje 1 um.
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Druhé& nosologickd jednotka, hyfomykoza, vyznacujici se vznikem
v podkoZi lokalizovanych granulomatoznich loZisek obsahujicich nekro-
tické masy s vldkny ptvodce, je vyvoldvdna houbou Hyphomyces de-
struens equi. Tento organismus je dnes Fazen mezi fykomycety, do
rodu Pythium (Austwick, 1977). Tumorovité léze v tomto prFipadé
vznikaji na nohdch, na krku nebo na bfichu koni a jsou znamy prede-
vS§im z tropl a subtropti. Na evropském kontinenté se onemocnéni vy-
skytlo ve Francii a v Némecku (Dawsonova, 1972).

Konec¢né treti jednotka, rhinoentomoftoromykoéza (syn. Phycomyco-
sis entomophthorae), je vyvoldvana houbou Entomophthora coronata.
Onemocnéni, znamé u koni a muli z Australie, USA a Brazilie, po-
stihuje nosni sliznici, kZi nozder a jejich okoli (Jungerman
a Schwartzman, 1972; Connole, 1977). Vzhledem k typické
lokalizaci by nemeélo byt zameénovdno s dvéma predchozimi; starSi li-
terarni udaje, podle kterych byl napf. slizni¢ni novotvar na nosni pfe-
pazZce koné povazovan za maduromykoticky mycetom (A kiin, 1953;
Schiefer a Mehnert, 1965), vSak dokazuji, Ze k zaménam obou
onemocnéni ziejmé dochéazelo.

Z uvedenych charakteristik tfi klinicky podobnych mykoz vyplyva,
Ze v jejich diferencidalni diagnostice je rozhodujici histopatologické
a mykologické vySetfeni. ProtoZe mame sami k dispozici jen histopato-
logicky nalez, mohli jsme pri posouzeni naseho pfipadu dojit jen k ram-
covému — a pokud jde o druhovou etiologii onemocnéni vlastné jen hy-
potetickému — zavéru.

Morfologicky jde v nami popisovaném pripadé o chronicky, ale
progredujici granulomatézni zanétlivy proces s vyraznou pyogenni sloz-
kou, ktery povSechné charakterem zmén odpovidd popisim maduromy-
kotického mycetomu lidi i zvifat. Nalezena loZiska s centralné uloZe-
nymi mikrokoloniemi houby svédc¢i jednoznacné pro diagnozu mycetomu
tohoto typu. Pokud jde o jeho plvodce, je moZné na zdakladé pozorovani
septace hyf a utvareni mycelia usuzovat, Ze nepatfi mezi fykomycety.
Mnozi ptvodei maduromykotickych mycetomi, zndmi z huménni pato-
logie (napf. Lavalle, 1962), nepfichdzeji v naSem prFipadé v tvahu
bud pro omezenou geografickou distribuci (Neotestudina, Pyrenochae-
ta), nebo navic i pro odliSnost barvy, velikosti a morfologie driz (Py-
renochaeta, Madurella). Ani jedno z téchto agens také nebylo popsdno
ze zvirat. Vyjdeme-li z dosavadnich nélezii veterindrnich patologt, do-
chazime k zavéru, Ze nejpravdépodobnéjSim phvodcem pozorovaného
onemocnéni koné byla Allescheria boydii Shear. Srovnani vysledki na-
Sich pozorovani s popisem a fotodokumentaci pfFipadu uvedeného
Schieferem a Mehnertem (1965), ktefi vySetfovali tumoro-
vitou 1ézi plsobenou touto houbou na kofeni ocasu studenokrevnika,
potvrzuje znacnou podobnost obou pripadii. Zvlasté ndpadna je pritom-
nost kulovitych roz$ifenin hyf ptivodce, zastiZenych predev§im na okra-
jich houbovych mikrokolonii. DlileZité je také zjiSténi, Ze houba v naSem
pripadé nevytvarela pigment. Zvlastni narezavélé zabarveni tkaneé, o kte-
rém se zmiliujeme v popise makroskopickych zmeén, je zplisobeno velkym
mnoZstvim vypadlého Zeleza (zde zfejmé z krevnich extravazatli) a neni
pigmentem houby. Depozita hemosiderinu byla jiZ u pfipadi maduromy-
kotickych mycetomi zvitat pozorovédna: zmifiuje se o nich napt. Brid -
ges (1957), popisujici onemocnéni koncetiny psa.
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Nazor o uplatnéni A. boydii jako pavodce popisovaného mycetomu
je prijatelny i s ohledem na zemépisné roz8ifeni jmenované houby. Jde
o geopolitné rozSifené agens, jehoZz primarnim existen¢nim substratem
je plda a tlejici organické substraty (Emmons aj., 1970). K nakaze
lidi i zvifat dochézi vétSinou transkutdnni inokulaci p¥i drobném trau-
matu (bodnuti hmyzem, poranéni trnem, triskou apod.). Lokalizace 18zi
zvitat nemaji — snad i pro maly pocCet dosud popsanych ptipadi —
zjevnou predilekci.
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Doslo dne 20. 7. 1981

OTYEHAIIEK, M. — MATJI, . — BMTOBEL, WM. — BJIAHUK, [I. — BOJMAH, H.
(ITapasuronornueckuit uHcrutryr AH UCCP, Tlpara; TocymapcTBeHHBIN MHCTUTYT BeTEpHHApHIL,
Uecke Byuneitosuue): Manypomukoruueckuit mumerom nomann. Vet. Med., Praha, 27, 1982
(1) :37-43.

OnuceiBaercs ciaydail MalypOMHKOTHHYeCKOro Muueroma (ayMmuileroma) y 7-ieTHeit pafoueit 10-
manu. 3aboseBaHue JIOKaJIM3WPOBAHO B aHaJbHOM o6nacTH, OHO GBIJIO YCTPAaHEHO MOCke XHPYp-
I'HYECKOTO BMEUATeJNbCTBA. ABTOPHI TIPHBOLAT HeOOXONMMOCTb pPasinuaTh 3 BHUIA MUKOTHYECKHX
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6osie3Hei y JOMAanM, XapakTepU3YIUINXCA TYyMODHBIMH TOBPEKIEHHAMH, — MuULEeTOM, THPOMHUKO3
n auromodpropomukos. [aHa uHopMauus 06 MX ITHOJOTHH M TeorpaguUyeckoM PpaclIpoCTPAHEHMH.
Ha ocuose Mopdosoruu rpubHBIX 3J1€MEHTOB, NPUCYTCTBYIOLIMX B BOCHAJMTENBHOH TKaHH, a TaKKe
Mardo3oB Bo3bynuTesell SyMMLETOMa YCTAHOBJIEHO, uTo 9TO 3abojeBaHde IO BCeH BEPOATHOCTH
seiapiBaercs rpubom Allescheria boydii Shear. Bes MuKoJOTH4YECKOTO KyJsTHBHPOBAHHA He-
PO3MOKHO TOYHO onpenennTs Boabynurens GojesHn.

Allescheria boydii Shear; muuerom; ruGOMAKO3; IHTOMOPTOPOMEKO3

OTCENASEK, M. — MATL, J. — VITOVEC, J. — VLADIK, P. — WOHLMAN, J.
(Institute of Parasitology of the Czechoslovak Academy of Sciences, Praha; State
Veterinary Institute, Ceské Budéjovice): Maduromycotic Mycetoma in Horse. Vet.
Med., Praha, 27, 1982 (1) : 37-43.

A case of maduromycotic mycetoma (eumycetoma) in seven years old draught horse
is described. The disease was localised in anal region and healed after surgical
treatment. Attention is drawn to the necessity of distinguishing three types of my-
cosis in horses. characterized by the origin of tumor lesions — mycetomas, hypho-
mycosis and entomophthoromycosis — and information was gathered on their etio-
logy and geographical occurrence. On the basis of the morphology of fungal elements
traced in inflammated changed tissues and with regard to the existing findings
on the origin of eumycetoma in animals, it was concluded that the disease described
was probably caused by fungus Allescheria boydii Shear. Exact definition of the
causative agent was impossible without mycological cultivation.

Allescheria boydii Shear; mycetoma:; hyphomycosis; entomophthoromycosis

OTCENASEK, M. — MATL, J. — VITOVEC, J. — VLADIK, P. — WOHLMAN, J.
(Parasitologisches Institut der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften,
Praha; Staatsinstitut fiir Veterinirmedizin, Ceské Budéjovice): Maduromykotischer
Myzetom des Pferdes. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 37-43.

Es wird ein Fall des maduromykotischen Myzetoms (Eumyzetoms) bei einem sieben-
jihrigen Zugpferd beschrieben. Die Erkrankung wurde in der analen Gegend lokali-
siert und nach einer chirurgischen Behandlung geheilt. Die Autoren machten auf
die Notwendigkeit aufmerksam, drei Typen der Mpykosen des Pferde zu unter-
scheiden, die durch die Entstehung der Tumorerkrankungen — Myzetom, Hypho-
mykose und Entomophtoromykose — charakterisiert werden und sammelten Infor-
mationen iiber ihre Atiologie und ihr geographisches Vorkommen. Auf der Basis
der Morphologie von Pilzelementen, die sich im durch die Entziindung veridnderten
Gewebe befinden, und mit Riicksicht auf bisherige Funde der Erreger des Eumy-
zetoms bei Tieren gelangten die Autoren zu der SchluBfolgerung, dafl die beschrie-
bene Erkrankung wahrscheinlich durch den Pilz Allescheria boydii Shear hervor-
gerufen wird. Eine genaue Bestimmung des Erregers wire ohne eine mykologische
Kultivierung unmaoglich.

Allescheria boydii Shear; Myzetom: Hyphomykose; Entomophtoromykose

Adresa autorii:

RNDr. Milos§ Otéenasek, DrSc, MVDr. Jiti Vitovec, CSec., Parazitologicky
ustav CSAV, Flemingovo nam. 2, 166 32 Praha 6

MVDr. Josef Matl, MVDr. Petr Vliadik, MVDr. Josef Wohlman, Statni
veterinarni ustav, tifida Miru 79, 371 39 Ceské Budéjovice
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UTILIZACIA BIELKOVIN U POTKANOV PRI ROZNOM PRIJME
TUKOV A SACHARIDOV

M. Krajéovicova, O. Dibak

KRAJCOVICOVA, M. — DIBAK, O. (Vyskumny ustav vyzivy Iudu, Bratisla-
va): Utilizacia bielkovin u potkanov pri réznom prijme tukov a sacharidov.
Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 45-56.

Tridsatdnovym a devifdesiatdnovym potkanom-samcom sme v c¢asovej nadviz-
nosti vzdy pocas 14 dni podavali ad libitum diéty s konstantnym obsahom biel-
kovin (kazeinu) 10Y, a so stupajicim obsahom tukov (margarinu) 10, 20, 30,
40 a 50", (prvy experiment) a dalej diéty s konstantnym obsahom bielkovin
(kazeinu) 109, a tukov (margarinu) 30 %, (pre 30-dnové potkany) a 119, (pre
90-dnové potkany) a so stupajucim obsahom sacharidov 31, 36, 41, 46, 519
(u 90-dnovych dalej 56, 61 a 66 Y,) o skladbe ryzovy Skrob :cukor : zemlakovy
Skrob = 64:12:1 (druhy experiment). Na zaklade obsahu telového dusika
a prijmu bielkovin bol uréeny utilizaény parameter biologickej hodnoty biel-
kovin (NPU). Dalej bol v pecéeni zvierat sledovany proces glukoneogenézy
meranim Specifickej aktivity fosfoenolpyruvatkarboxykiniazy (PEPCK). Z hla-
diska najvy$sej hodnoty parametra NPU je pre 30-dnové zvierata optimdalny
obsah tukov v potrave 30Y), sacharidov 36Y,; u 90-dhovych zvierat sa prijaté
bielkoviny najleps$ie utilizuju pri obsahu 10',(, tukov a 51 9, sacharidov v potra-
ve. U oboch vekovych skupin sa v optimalnych nutriénych podmienkach utili-
zuju prijimané bielkoviny rovnako. Prave odstavené zvierata toleruju extrémne
nutriéné podmienky lepSie nez 90-dnové. Vysledky biologickej metody potvrdil
aj priebeh procesu glukoneogenézy (aktivovany pri diétnom obsahu 409, a 50 %,
tukov a pri obsahu 319, sacharidov v diéte 30-dnovych zvierat a u stariej
vekovej skupiny od 20", tukov v potrave vysSie a pri obsahu 31 az 469, sa-
charidov. Praca je prispevkom k urcéovaniu optimalnych fyziologickych davok
zivin pouzitim biologickej a biochemickej metddy.

¢ista proteinova utilizacia; proces glukoneogenézy; urcenie optimalnych hodnoét
tukov a sacharidov v potrave potkanov; ontogenéza

Z hladiska optimélnosti priebehu fyziologickych procesov v orga-
nizme treba prijimat vSetky Ziviny navzdjom v urcitom pomere (FAO
a WHO, 1973), ktory méa zabezpecit, aby sa bielkoviny potravy, resp.
ich aminokyseliny pouZili predovSetkym na proteosyntézu, na obnovu
tkaniv a organov a na zabezpecenie telesnych funkcii (Robson a i,
1972) a tuky a sacharidy na priebeh energetickych procesov. Z tejto
poziadavky vyplyva nutnost hladat optimalne hodnoty Zivin v réznych
podmienkach a vypracovat exaktné metody ich urCovania (Krajco-
victova, 1980; KI&]COVICOVd a Dibak, 1980a).

Pmca je prispevkom k rieSeniu tohto problému. Na 30- dﬁovych
a 90-dnovych potkanoch sme v priebehu 14 dni sledovali vplyv rézneho
prijmu tukov (pri optimdlnom prijme bielkovin) a rézneho prijmu sa-
charidov (pri optimalnom prijme bielkovin a tukov) na utilizaciu biel-
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kovin a na priebeh procesu glukoneogenézy (aktivita fosfoenolpyruvat-
karboxykindzy) v peceni zvierat. Na zaklade vysledkov biologickej meto-
dy (utilizaCny parameter biologickej hodnoty bielkovin NPU) v spojitosti
s biochemickou metédou (proces glukoneogenézy) sme urcili optimdlny
obsah tukov a sacharidov v potrave oboch sledovanych vekovych skupin
zvierat.

MATERIAL A METODY

Pokusy sme robili na dvoch vekovych skupinach potkanov-samcov (kmen
Wistar, chovna stanica Velaz Praha);

a) 30-dnové, hned po odstaveni, hmotnosf 60,0 g,

b) 90-dnové, hmotnost 250—260 g, po odstaveni do zahajenia experimentov
drzané na Standardnej Larsenovej diéte.

Obom vekovym skupinam potkanov sme v priebehu 14 dni podavali tieto ex-
perimentalne diéty:

1. EXPERIMENT — STUPAJUCI OBSAH TUKOV

a) Bezdusikova diéta (Henry. 1965); ryzovy skrob 64 Y, cukor 129, zemia-
kovy §krob 10 Y, margarinovy tuk 10 %, Osborneho solna zmes 4 "/,

b) Diéty so stupajucim obsahom tukov: podla obsahu bielkovin v Standardnej
diéte pouzivanej na biologické testovanie bielkovin (Miller a Bender, 1955)
a v suhlase s vysledkami naSej predchadzajucej prace (Krajc¢ovicova a Di-
bak, 1980c) sme na ukor ryzového Skrobu pridali do bezdusikovej diéty 109, ka-
zeinu. Obsah margarinového tuku sme zvysili na 20, 30, 40 a 50, tiez na ukor
sacharidov. Energeticka hodnota diét bola 1,9 az 2,7 MJ.

II. EXPERIMENT — STUPAJUCI OBSAH SACHARIDOV

A — 30-dnové zvierata

a) Bezdusikova diéta: zaklad tvorila bezdusikova diéta vSeobecne pouzivana
pri urc¢ovani biologickej hodnoty bielkovin (Henry, 1965), ktori sme na zaklade
vysledkov prvého experimentu upravili z 10 %, obsahu tukov (margarinu) na 309/,
a to na ukor sacharidov: tie sme znizili z 86", na 66", umerne vo vSetkych troch
zlozkach.

b) Diéty so stupajicim obsahom sacharidov: obsah bielkovin (kazeinu) 109,
(pozri prvy experiment b). obsah tukov (margarinu) 309, (podla vysledkov prvého
experimentu). obsah sacharidov 31, 36, 41, 46 a 51", (pomer ryzovy S$krob :cukor :
: zemiakovy Skrob = 6,4 :1,2 :1, tak ako v povodnej bezdusikovej diéte), Osborneho
solna zmes 4',. Hmotnostna vyvazenost diét bola docielena pridavkom agaru, a to
25, 20 .15, 10 a 5Y,. Energeticka hodnota diét bola 1,9 az 2,2 MJ.

B — 90-dnové zvierata

a) Bezdusikova diéta: obsah margarinového tuku 119 (podla vysledkov prvého
experimentu; bliz§ie bolo uré¢ené v experimente s hustejSim ¢lenenim obsahu tukov
— 9, 10, 11, 12 a 13", Krajcéovi¢dova a Dibak, 1981a), obsah sacharidov
66 Y, (ako v bezdusikovej diéte u odstavenych zvierat — pozri druhy experiment
Aa), Osborneho solna zmes 4 %), agar 19 .

b) Diéty so stupajucim obsahom sacharidov: obsah bielkovin (kazeinu) 109,
(pozri prvy experiment b), obsah tukov (margarinu) 11 %, (pozri druhy experiment
Ba), obsah sacharidov 31, 36, 41, 46, 51, 56, 61 a 66 %, (pomer ryzovy S§krob :cukor :
: zemiakovy Skrob = 6,4 :1,2 :1), Osborneho solna zmes 4 "),. Diéty boli hmotnostne
vyvazené pridavkom agaru, a to 44, 39, 34, 29, 24, 19, 14 a 99, Energetickd hodnota
diét bola 1,1 az 1,7 MJ.

Ku vsetkym diétam bola pridavana vitaminova zmes (mnozstvo na 1 kg diéty):
tiamin 3,3 mg; riboflavin 5,5 mg; pyridoxin hydrochlorid 3,3 mg; kalciumpantotenat
11.0 mg: kyselina folova 0,6 mg; biotin 0,6 mg; kyselina p-aminobenzoova 11,0 mg;
kyselina nikotinova 11,0 mg; inozitol 110,0 mg; cholinhydrochlorid 1900,0 mg; me-
naphton 2,2 mg; cvanokobalamin 20,0 mg.

Zvierata (Sest kusov v kazdej skupine) boli umiestnené individualne v Kkliet-
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kach s mriezkovou podlahou. Potravu a pitnu vodu dostavali ad libitum, okrem
posledného experimentalneho dna, kedy sme im 16 hodin pred usmrtenim éterovou
narkozou stravu odobrali. Denne sme zaznamenavali hmotnosf zvierat a spotrebu
diét. Po usmrteni a vycisteni gastrointestinalneho traktu sme zvierata suSili pri
teplote 105°C do konstantnej hmotnosti a po zhomogenizovani analyzovali na obsah
dusika Dumasovou metédou (Vondenhof a Schulte, 1979). Hodnoty telo-
vého dusika spolu s prijmom dusika za experimentilny ¢as sme pouzili na vypocet
utilizacného parametra biologickej hodnoty bielkovin (NPU — net protein utilization
— Miller a Bender, 1955):

telovy dusik zvierat _ telovy dusik zvierat

NP e e testovanej diéte v g na bezdusikovej diéte v g 2 il
prijem dusika v g

Pre vypocet Specifickej aktivity fosfoenolpyruvatkarboxykinazy PEPCK (E.C.
4.1.1.32) sme biuretovou reakciou uréili bielkoviny v homogenate pe¢ene (Toma-
Sek, 1959). Aktivitu enzymu sme stanovili UV-mikrometédou podla Floresa
a Alleyneho (1971).

Obsah bielkovin v kazeine a v diétach bol ur¢eny Dumasovou metédou (Von -
denhof a Schulte, 1979). Obsah tukov v margarine i v diétach sme stanovili
extrakénou metodou Soxhletovou. Obsah sacharidov v cukre, Skroboch, kazeine
a v diétach bol stanoveny metodou podla Schoorla (Pribela, 1978). Obsah Zivin
v diétach kolisal v pripustnych hraniciach od pozadovaného percentualneho obsahu.

5 B o _ | |TH x
v ] "TW 1 hH
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E 04 M 40 * P<0,05
.‘I: «» P<0,01
2 E T «*x P<0,001
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L 22} 4l Ll J ] leel
07 56 20 30 80 50 / tukov 0% 317 36 a1 86 51 / sacharidov
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10 20 30 40 50 /tukov 31 36 41 46 51 56 61 66 /

sacharidov

1. Utilizaény parameter biologickej hodnoty bielkovin (kazeinu) NPU u 30-dno-
vych a 90-dnovych potkanov, kioré 14 dni prijimali ad libitum diéty so stupajucim
obsahom tukov (margarinu) — 10, 20, 30, 40, 50", a diéty so stupajucim obsahom
sacharidov — 31, 36, 41, 46, 51, 56, 61 a 66",. Statisticka vyznamnosf vzhladom na
diétu s obsahom 10", tukov (obe vekové skupiny), 36 "/, sacharidov (30-dnové), 51,
sacharidov (90-dnové) — Net protein (casein) utilization (NPU) in 30-day and 90-day
rats fed for 14 days ad libitum diets with the increasing fat content (margarine) —
10, 20, 30, 40, 50 p. c. and with the increasing saccharide content — 31, 36, 41, 46,
51, 56, 61 and 66 p. c. Statistical significance of the diet with 10 p. c¢. fat content
(both age groups), 36 p. c. saccharide content (30-day animals) and 51 p. c¢. saccha-
ride content (90-day animals)
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VYSLEDKY

V tab. I a na obr. 1 a 2 st vysledky experimentu o vplyve stupaju-
ceho prijmu tukov na utilizdciu bielkovin u 30-diiovych a 90-driovych
zvierat. Ako vyplyva z prijmu bielkovin (konStantny diétny obsah]), cel-
kovy prijem potravy u odstavenych potkanov sa v zavislosti od stupa-
juceho obsahu tukov zniZuje, takZe pomerne S§irSi rozsah energetického
obsahu diét 1,9 az 2,7 MJ sa v prepocCte na celkovy energeticky prijem
za 14 dni z0Zi na 4,5 az 5,3 MJ (ak sa nebera do avahy diéty s vysokym
obsahom tukov 40 a 50 %, v opacnom pripade je rozsah energetického
prijmu 3,7 az 5,3 MJ). U 90-diiovych zvierat je pokles prijmu potravy
v zavislosti od stipajiceho prijmu tukov eSte vyraznejSi (hlavne od
diéty s obsahom 30 % tukov), takZe energeticky obsah diét je vo vy-
jadreni energetického prijmu len 7,1 aZ 8,4 M]. Ak nebervieme do uvahy
diéty s vysokym obsahom tukov, je energeticky prijem vyrovnany.

Utilizacny parameter biologickej hodnoty bielkovin NPU (tab. I,
obr. 1) je najvy$si u mladych zvierat pri obsahu 30 % tukov v diéte.
Ostatné mnoZstvd tuku vyznamne zniZuju utilizaciu bielkovin (pokles
NPU o 27 aZ 35 %). Telovy dusik je oproti $tandardnej diéte (10 % biel-

kovin, 10 % tukov) vyznamne niz3i pri prijme diét s obsahom 40 a 50 %
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sacharidov

2. Specificka aktivita fosfoenolpyruvatkarboxykinazy PEPCK (umol fosfoenolpyru-
vatu/min) v peceni 30-dnovych a 90-dnovych potkanov, ktoré 14 dni prijimali ad
libitum diéty so stupajucim obsahom tukov (margarinu) — 10, 20, 30, 40, 509,
a diéty so stupajticim obsahom sacharidov — 31, 36, 41, 46, 51, 56, 61 a 66 Y. Sta-
tisticka vyznamnosf ako na obr. 1 — Specific activity of the phosphoenolpyruvate
carboxykinase PEPCK (umol of phosphoenolpyruvate/min) in liver of 30-day and
90-day rats fed for 14 days ad libitum diets with an increasing fat content (mar-
garine) — 10, 20, 30, 40 and 50 p. ¢. and by diets with an increasing saccharide
content — 31, 36, 41, 46, 51, 56, 61 and 66 p. c. Statistical significance like in Fig. 1
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6¥

1. Obsah zivin v diétach, prijem zivin, hodnoty telového dusika, utiliza¢ny parameter biologickej hodnoty bielkovin NPU a Spe-
cificka aktivita fosfoenolpyruvatkarboxykinizy PEPCK (umol fosfoenolpyruvatu/min) v peceni 30-dnovych a 90-drnovych potka-
nov, ktoré 14 dni prijimali ad libitum diéty so stupajucim obsahom tukov (n =
body nitrogen values, net protein utilization (NPU) and specific activity of phosphoenolpyruvate carboxykinase PEPCK (umol of
phosphoenolpyruvate/min) in liver of 30-day and 90-day rats fed for 14 days ad libitum diets with an increasing fat content

6) — Nutrient content in diets, nutrient intake,

(n = 86)
Obsah bielkovin (%) 10 10 10 10 10
Obsah tukov (%) : 10 20 30 40 50
Obsah sacharidov (%) ] 76 66 56 46 36
30-dnové
Prijem bielkovin (g/14 dni) 28,7 + 1,6 24,2 - 1,0 19,5 4 0,6 15,7 4+ 0,5 13,6 |-
Prijem tukov (g/14 dni) 28,9 + 1,5 48,0 + 2,1 56,9 + 1,8 63,4 + 2,1 67,0
Prijem sacharidov (g/14 dni) 220,0 + 11,6 157,7 + 6,9 109,5 + 3,4 73,2 -+ 2,4 49,1 +
Telovy dusik (g/s. h.) 3,9 + 0,2 3,8+ 0,1 4,0 + 0,1 3,2 4+ 0,2¢ 3,0 =
NPU 42,0 + 0,9 46,1 - 2,6 65,2 + 3,7+ | 47,7 + 3,0 45,5 +
PEPCK 10,2 + 1,2 13,1 + 1,7 11,9 + 0,7 16,2 + 1,0+ 19,4 -
90-dnové
Prijem bielkovin (g/14 dni) 434 + 1,9 40,4 + 1,9 31,6 + 1,0 28,2 + 1,5 25,3 +
Prijem tukov (g/14 dni) 45,0 + 2,0 81,2 + 3,9 93,1 4 3,2 113,1 4 6,7 127,3 +
Prijem sacharidov (g/14 dni) 342,5 + 15,4 268,0 -+ 12,9 173,8 + 6,1 141,5 + 7,8 92,0 -+
| Telovy dusik (g/s. h.) 12,2 + 0,5 10,7 + 0,1++ 9,9 £ 0,4+ 9,3 + 0,3+ 8,9
: NPU 69,6 + 3,3 49,9 4 3,2f' 48,0 4 3,2*+++ 40,8 + 3,7+++ 37,2 4
i PEPCK 12,0 + 0,6 16,0 + 0,7++ | 21,2 4+ 1,2*+++ | 23,6 4 1,8+++ [ 24,7 +

0,5
2,3

O,l +4
2:2

2,9+++

1,1
5,6
4,0

L 0,2+

2,8+44
1,4+++

14,6 -
126,1

2,0 4

32,4 -

278,6

7,4

10
86

1,5
4 13,1

Q5+t

+ — Sz — stredné chyba z priemeru;

+ — P < 0,05; +t+— P < 0,01;

P oproti diéte s obsahom 10
+H+ — P < 0,001

9% bielkovin, 1

9% tukov, 76 9, sacharidov;
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II. Obsah #zivin v diétach, prijem zivin, hodnoty telového dusika, utilizaény parameter biologickej hodnoty bielkovin NPU
a Epecificka aktivita fosfoenolpyruvatkarboxykinazy PEPCK (umol fosfoenolpyruvatu/min) v peceni 30-dnovych potkanov, kto-

ré 14 dni prijimali ad libitum diéty so stupajucim obsahom sacharidov (n = 6) — Nutrient content in diets, nutrient intake,

body nitrogen values, net protein utilization (NPU) and specific activity of phosphoenolpyruvate carboxykinase (umol of phos-

phoenolpyruvate/min) in liver of 30-day rats fed for 14 days ad libitum diets with an increasing saccharide content (n = 6)

| Obsah bielkovin (%) 10 10 10 10 10 0 |
Obsah tukov (%) 30 30 30 30 30 30
Obsah sacharidov (%) 31 36 41 46 51 66 |
Prijem bielkovin (g/14 dni) 244 |- 0,7 23,7 + 1,6 22,3 + 1,2 21,4 + 0,5 20,9 + 0,9 0
Prijem tukov (g/14 dni) 73,2 + 2,2 71,2 + 4,8 67,0 - 3,7 64,4 -~ 1,5 62,9 4 2,7 34,8 - 0,9 ’
Prijem sacharidov (g/14 dni) 75,7 + 2,3 86,2 + 5,8 91,5 4+ 5,1 98,7 + 2,3 106,9 -+ 4,7 76,7 + 2,1
Telovy dusik (g/s. h.) 3,7 +£ 0,24 4,2 4+ 0,2 3,9 4 0,1 3,4 + 0,1+ 3,3 + 0,2+ 1,6 + 0,0+++
NPU 54,2 + 3,5 68,8 1 3,0 64,3 + 4,5 53,3 4 5,0* 51,8 + 3,0+ - }
PEPCK 13;1 4 0,3++ 10,5 + 0,3 11,0 + 0,6 10,0 -f- 0,7 11,2 4+ 0,9 - \

+ — Ss stredna chyba z priemeru; P oproti diéte s obsahom 10 %, bielkovin, 30 %, tukov a 36 °, sacharidov;

+ — P <0,05; *++—P<0,01; ** — P <0,001



tukov (tab. I). 90-diiové zvierata najlepSie utilizuju prijaté bielkoviny pri
prijme toho istého mnoZstva bielkovin aj tukov (teda pri diétnom ob-
sahu 10 % tukov). Vys$§i prijem tukov vyznamne zniZuje parameter
NPU — o 29 az 47 %. Priebehu NPU odpovedaju aj hodnoty telového du-
sika (tab. I). Proces glukoneogenézy v pecCeni odstavenych zvierat, pred-
stavovany aktivitou fosfoenolpyruvatkarboxykinazy PEPCK (tab. I, obr.
2), je aktivovany u diét s obsahom 40 a 50 % tukov, u 90-diiovych zvierat
uZz od diéty s obsahom 20 % tukov a vy38ie (porovnania vzhladom na
Standardnu diétu).

V tab. II a na obr. 1 a 2 st vysledky vplyvu stapajtceho prijmu
sacharidov na utilizdciu bielkovin u 30-diiovych potkanov: Ako vyplyva
z prijmu bielkovin a tukov (konStantny diétny obsah), celkovy prijem
potravy sa v zavislosti od stupajiceho obsahu sacharidov v diéte ne-
patrne znizuje. Tato skutoCnost spdsobila uplné vyrovnanie energetic-
kého prijmu jednotlivych diét (4,56—4,61 M]) v porovnani s energe-
tickym obsahom 1,9 aZz 2,2 M]. V podmienkach optimalneho prijmu
bielkovin a tukov je parameter NPU najvy38i pri obsahu 36 % sachari-
dov, nevyznamne zniZeny pri 41% diétnom obsahu. Ostatné mnoZstva
sacharidov zniZili hodnotu NPU v porovnani s 36% diétnym obsahom o 21
az 25 %. Priebehu NPU odpovedaji v rade stdpajiceho prijmu sacha-
ridov aj hodnoty telového dusika (tab. II). Aktivita PEPCK (tab. II, obr.
2) je zvySena pri najniZzSom diétnom obsahu sacharidov 31 %.

Podla tab. III sa celkovy prijem potravy u 90-diiovych zvierat v za-
vislosti od stapajuceho obsahu sacharidov nepatrne zniZuje do 56 %
vyraznejSie u dalSich dvoch diét. Energeticky obsah diét 1,1 aZ 1,7 MJ
sa tym vzhladom na energeticky prijem zaZil na 5,6 az 7,1 M]
namiesto hornej hodnoty 8,4 M]. Optimadlne mnoZstvo prijatych biel-
kovin sa v podmienkach optimédlneho prijmu tukov a stupajaceho prijmu
sacharidov najlep8ie utilizuje pri obsahu 51 % sacharidov (tab. III,
obr. 1). Obsah 56 % sacharidov spdsobil nevyznamné zniZenie NPU.
NiZsi i vy88i obsah sacharidov (neZ optimdalny) zniZuje hodnotu para-
metra NPU o 21 azZ 47 %. Hodnoty telového dusika odpovedaji priebehu
NPU (tab. IIT). Aktivita PEPCK v pecCeni 90-diiovych potkanov je zvySena
pri obsahu 31 az 46 % sacharidov v diéte (oproti 51 % — tab. III, obr. 2).

DISKUSIA

Utilizacia bielkovin, vyjadrena bilan¢nymi hodnotami dusika, ako
vysledok prijmu bielkovin za urcity Cas zavisi okrem kvality bielkovin
(Krajcovitova a i, 1979) od podmienok, v ktorych su bielkoviny
organizmom prijimané. Z tychto podmienok maji osobitni dbleZitost
nutricné podmienky (FAO a WHO, 1973). Tato strucnéa definicia vedie
k pouzitiu hodndt utilizdcie bielkovin na urCovanie optimalnych davok
Zivin v roznych podmienkach (Hegsted, 1973; KrajcoviCova
a Dibak,1980b, c, 1981c).

Ako vyplyva z nami zistenych hodnot Cistej proteinovej utilizédcie
NPU, optimdlny obsah tukov pre 30-diiové zvierata je 30 %, sacharidov
36 % (resp. 41 %). Prijimané optimdlne mnoZstvo bielkovin sa v orga-
nizme 90-diiovych zvierat najlepSie utilizuje pri obsahu 10 % tukov
a 51 % sacharidov v potrave. PouZitie biologickej metody urcovania
optimalnych hodnot potvrdilo, Ze za optimalnych nutricnych podmienok,

VETERINARNI MEDICINA — 1982 51



III. Obsah zivin v diétach, prijem zivin, hodnoty telového dusika, utilizaény para-
meter biologickej hodnoty bielkovin NPU a S$pecificka aktivita fosfoenolpyruvat-
karboxykinazy PEPCK (umol fosfoenolpyruvitu/min) v peceni 90-dnovych potka-
nov, ktoré 14 dni prijimali aed libitum diéty so stupajicim obsahom sacharidov
(n = 6) — Nutrient content in diets, nutrient intake, body nitrogen values, net
protein utilization (NPU) and specific activity of phosphoenolpyruvate carboxykinase
PEPCK (umol phosphoenolpyruvate/min) in liver of 90-day rats fed for 14 days
ad libitum diets with an increasing saccharide content (n = 6)

| Obsah (%) ‘ Prijem (g/14 dni) ! l [
bielkovin bielkovin Telovy dusik [
tukov tukov (g/s. h.) NPU PEPCK ’
sacharidov ‘ sacharidov '
| T R T R o T 0 1 —
; 10 | 49,6 + 1,8 | 8,9 4 0,3+ | 344 + 4,3+ | 21,8 & 1,6+++
| 11 545 + 2,0 | | |
[ 31 153,7 & 5,6 | | |
1 10 ; T 48,0 + 2,1 | 9,3 4+ 0,2+++ | 41,1 4 4,4*++ | 19,1 + 2,0++ |
| 11 1 52,5 & 2,3 ] ‘
1 36 ‘ 172,6 + 7,6 4 i !
i ‘
| 10 | 478+ 07 | 9302+ | 41,2 & 22+ | 20,0 & 1,94+ |
l 11 ‘ 52,0 I 0,8 1
| |
41 195,9 = 3,0
‘ |
10 | 48,5 + 2,0 l 10,1 + 0,1+ | 50,7 + 1,5+++ | 18,2 + 1,3++
11 j 53,3 + 2,2 ‘ i
46 | 22324+ 92 | ‘
|
10 \ 46,3 -~ 1,2 10,9 0,1 64,5+ 1,7 | 124+ 06 |
11 l 50,9 + 1,3 1 \
51 259 61 l ‘
; 1 1
10 ’ 453 -+ 26 | 10,4 + 03 58,1 + 3,1 143 + 09 |
‘ 11 ; 49,8 - 29 ; | l
| 56 | 25374146 | | ' |
10 ‘ 425 + 2,6 | 95 4 0,4+ | 29,6 + 2,74+ | 13,1 + 1,1
| 61 ‘ 259,5 + 11,0 i
‘ | |
| | | |
| 10 40,3 + 0,6 8,9 4 02+++ | 42,8 + 2,7+++ | 12,4 506 .
] 11 ‘ 44,4 + 0,7
4 66 i 266,2 + 4,0
| H |
| | I
0 0 | 6,2 & 0,3+ = . =
11 34,3 + 2,1 1 ' i '
\ 66 : 206,3 + 12,6 } ‘

| — 8 — strednd' chyba z priemeru; P oproti diéte s obsahom 10 9, bielkovin, 11 °; tukov
a 51 °; sacharidov; ** — P < 0,01; -+ — P < 0,001
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teda za diétneho obsahu 30 a 10 % tukov u 30-dilovych a 90-dilovych
zvierat a dalej 36—41 a 51 % sacharidov u tych istych vekovych sku-
pin, m& NPU rovnaké hodnoty pre obe vekové skupiny a oba experi-
menty, a to 65,2; 69,6; 68,8 — 64,3 a 64,5. Treba poznamenat, Ze aj ked
sa pouZzité zvieratd liSia vekom, podla nami zostavenej a opakovane
urcenej rastovej krivky potkanov na Larsenovej diéte spadaju obe ve-
kové kategoérie do prudko stipajucej linearnej Casti krivky s néarastom
hmotnosti 3 g za deil. Teda za optimalnych nutricnych podmienok sa
u zvierat s rovnakou rastovou hodnotou, aj ked vzhladom na absolitnu
hmotnost relativne odliSnou, prijimana bielkovina utilizuje rovnako.

V nerovnovaznych nutricnych podmienkach je vSak situdcia ina.
Vysoky prijem tukov i sacharidov zniZuje utilizaciu bielkovin vo vécSej
miere u 90-diiovych zvierat neZ u 30-diiovych. Pokles hodnoty NPU
pri vysokom prijme tukov (40—50% diétny obsah) je u 30-diiovych zvie-
rat o 27 az 30 %, u 90-diiovych o 42 aZ 47 %. ZniZenie NPU v podmien-
kach vys8ieho prijmu sacharidov (diétny obsah 46 % u odstavenych
a 61 % u 90-diiovych) je eSte rovnaké pre obe vekové skupiny — 23 %,
no v podmienkach vyraznejSieho zvy$enia prijmu sacharidov (51 a 66 %)
je zniZenie utilizdcie bielkovin vyraznejSie u starSich zvierat, a to o 34 %,
v porovnani s odstavenymi potkanmi, kde sa NPU zniZilo o 25 %. Teda
extrémne nutricné podmienky sa negativnejSie odrazZaja v organizme
starSich zvierat v porovnani s odstavenymi. Odstavené zvieratd majua
vdcSiu metabolickn aktivitu nez 90-dnové, takZe nerovnovaha prijmu
Zivin nie je u nich za sledovany Casovy usek (14 dni) tak nepriazniva
ako u metabolicky menej aktivneho organizmu 90-diiovych zvierat (po-
tvrdené aj matematickou metodou urcovania optimalnych davok Zivin
— vacsi rozptyl hodnét u 90-diiovych zvierat v porovnani s odstave-
nymi, niz8ie korelacné koeficienty vztahov, menSie tolerovanie zmene-
ného nutri¢ného rezimu — KrajCovicova a Dibak, 198lc).

Okrem biologickej metody sledovania utilizdcie bielkovin sme po-
uzili v prdci aj biochemicki metédu — urcovanie priebehu procesu
glukoneogenézy meranim aktivity druhého klacového enzymu fosfoenol-
pyruvatkarboxykinazy. VyuZili, resp. overili sme poznatok, Ze proces
glukoneogenézy vyrazne reaguje na prijem jednotlivych Zivin. Vysoky
prijem bielkovin vZdy sposobi aktivaciu klucovych glukoneogenetic- -
kych enzymov (Garza a i, 1977, KrajCovicovd a Dibdk,
1980c). Vysokotukova diéta poésobi rovnako (KrajCovicova a Di-
bak, 1980b; KrajCovicova a i, 1980), hoci mastné Kkyseliny
na rozdiel od aminokyselin nie si glukoplastické, no — ako uvadza
Tarnowski (1970) — su efektormi glukoneogenézy. Vysoky privod
tukov méa za néasledok zvySenu tvorbu acetyl-CoA (prebieha lipolyza —
Delorme a Harris, 1975), ktory stimuluje prvy klaCovy enzym
glukoneogenézy. Tretia Zivina je na spominany proces napojend v tom
zmysle, Ze v pripade nedostatocného privodu sacharidov potravou sa
tieto tvoria z bielkovin prave procesom glukoneogenézy (Freedland
a Harper, 1959; Krajcovicova a Dibéak, 1979).

Proces glukoneogenézy sa osvedCil ako citlivy biochemicky uka-
zovatel aj v tejto praci. ZvySend aktivita fosfoenolpyruvatkarboxykinazy
pri obsahu 40 a 50 % tukov v diéte 30-dilovych a od 20 % tukov vyssie
v diéte 90-dnovych zvierat potvrdzuje podla NPU urceni optimalnu
davku tukov. Aktivdcia glukoneogenézy pri obsahu 31 % sacharidov
u 30-diiovych a 31—46 % u 90-diiovych potkanov poukazuje na nizky
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prijem tychto mnoZstiev sacharidov, pretoZe bielkoviny vtedy neplnia
svoju primdrnu funkciu, ale ztucastiiuji sa na tvorbe glukozy.

Odstavenim a prijmom tuhej potravy prechadzaju zvieratd z vyso-
kotukovej diéty na diétu vysokosacharidovid. Tento prechod, resp.
adaptdcia na zmeneny nutri¢ny reZim, predstavuje Casove dlhS$i tsek,
ako sme ukazali aj v tejto praci. Potkanie mlieko (Hahn, 1966) obsa-
huje 44 % (v suSine) tukov a 12 % sacharidov. Postupné zniZovanie
obsahu tukov a zvySovanie obsahu sacharidov v potrave vzhladom na
ontogeneticky vyvoj trva do 90. dila veku, kedy nastava ustdlenie
hodnot davok Zivin pre dospely vek (KrajCovicova a Dibéak
1981hb).

V préaci sme okrem urCenia fyziologickych hodnét Zivin ukazali
na vhodnost pouZitia biologickej metody aj na dobri citlivost bioche-
mickej metody pre urcovanie optimalnych davok Zivin.
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KPANUOBUYORA, M. — JIUBAK, O. (HayuHo-mccnenoBaTesibCKumit HHCTHTYT NUTAHUA Ha-
cenenns, Dparucnasa): Ytunusauus GenrkoB KppicaMu B YCJIOBHAX pPa3HOIO YCBOEHHs KUPOB
u caxapunos. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 45-56.

Kpoicam-camuam B Bospacre 30 m 90 nHeil nocsiezopaTenbHO B pogoskeHue 14 nueit ckapMii-
BaJd¥ BBOJIO PALMOHBI C NOCTOAHHBIM colepkaHueM benkos (kageuna) B pasmepe 10Y, u ¢ pac-

TYIIMM cojepaHneM skupon (Maprapusa) B pasmepe 10, 20, 30, 40 u 50", (I skcnepumeHr);
KpOMe TOrO, — PALMOHLI C TOCTOSHHBIM conepxkanueM Genxos (kazenna) 109 u sxupos (map-
raputa) 309, (30-nuesnnim xpoicam), 119/ (90-auesHBIM KpBIcaM) ¥ € pacTyIIMM CONEp)KAHMEM
caxapunos — 31, 36, 41, 46, 51", (C0-nuesnmim xpnicam 56, 61 i 66 ") ® cocrape pucossit

KpaxMaJ : caxap : Kaprodenntsiit kpaxman = 6,4 : 1,2 : 1 (II skcnepiment). Ha ocHose comepkanus
(HU3NOJIOTHUECKOTO a30Ta M YCBOEGHMS GeJKOB BHIBENEH NapaMeTp yTHANH3auMi GHOJIOrHYecKoN IeH-
toctu Genkos. Kpome Toro, maywanu mpolecc TAOKCHeOreHesa B Ied4eHM SKUBOTHBIX C TOMOIIBIO
uaMepeHus creunduueckoit akTusHocty QocdoasHonnupysatkapbokeuknrass (PEPCK). C Touxu
3peHMss MaKCHMaJLHOrO 3HAa4YeHHs 5Toro napaMerpa, I 30-IHEBHBIX HKMBOTHEIX ONTHMAIEHO
30%-e conepskanue sxupa B mume u 360} caxapumos, a ana 90-mmepHmx — 100 skupa
u 510, caxapunos. OG6e poapacTHBle TPYNNbl YTHJAM3UPYIOT OENKH B ONTHMAJBHEIX yCIOBHAX
LUTAHUSA ONMHAKOBO. PaHHIE OTBEMBINM IIE€PEeHOCAT SKCTpeMaJsibHble YCJIOBHA MNHTAHMA Jydile,
yem 90-nHepHple. Pesysnbratsi 6HMOJOrHYECKOro Merona ObuIM MOITBEPKIEHLI M [IPOLECCOM TJIIO-
KoHeoreHesa (akTupupoBaHHOro mnpu comepxanun B paumcse 40 u 509/, sxupos u 319, ca-
xapnaos y 30-1HeBHBIX KMBOTHBIX, a y crapmuax — wHaumHasn ¢ 209 sxupos » paumone u 31—
—46 "), caxapunos. Pafora cnocoficTByerT OnpeneieHMIO ONTHMAJBHBIX (PHZHOIOTHUECKHX 103
[UTATENbHBIX BELIeCTB € [1IOMOIIbI0 GHMONIOrMYecKoro ¥ GHOXMMMYECKOro MEeTOLOB.

qHUCTasx TPOTCHMHHAA yTHJH3AUWA, NpPoUHece TIAIKOHCOTeHe3a; ornpelesieHHe ONTHMATLHBIX 3HAYEHU I
JKMPOB M caxapuloB B IIHIIE KPBIC; OHTOTreHe3

KRAJCOVICOVA. M. — DIBAK, O. (Research Institute for Human Nutrition, Bra-
tislava): Protein Utilization in Rats under Conditions of Different Fat and Saccha-
ride Intake. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 45-56.

For 14-day periods, 30-day-old and 90-day-old male rats were fed ad libitum the
diets with a constant protein content (casein) of 10 p. ¢. and with an increased fat
content (margarine) of 10, 20, 30. 40 and 50 p. c. (first experiment) and then the
diets with a constant protein content (casein) of 10 p. c¢. and with a constant fat
content (margarine) of 30 p. c. (30-day rats) and of 11 p. c. (90-day rats) and with
an increasing saccharide content of 31, 36, 41. 46 and 51 p. c¢. (90-day rats were
further fed by 56, 61 and 66 p. ¢.) composed of rice starch., sugar and potato starch
at a ratio of 6.4 :1.2:1 (second experiment). Net protein utilization (NPU) was de-
termined on the basis of body nitrogen content and protein' intake. The animal
liver was examined for the gluconeogenesis by measuring the specific activity of
phosphoenolpyruvate carboxykinase (PEPCK). The highest NPU value can be achieved
as follows: in 30-day animals by administration of the feeds containing 30 p. c. of
fat, 36 p. c. of saccharides: in 90-day animals by 10 p. c¢. of fat and 51 p. c. of
saccharides. Under the optimum nutrition conditions, both age groups utilize protein
in the same way. The extreme nutrition conditions are better tolerated by the just
weaned animals than by 90-day animals. The results of this biological method were
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also proved by the course of gluconeogenesis (activated at 40 and 50 p. c. fat content
and 31 p. c. saccharide content in the diet fed to 30-day animals; in 90-day animals
the activation occurred beginning 20 p. c. fat content and at 31 to 46 p. c. saccha-
ride content). This paper contributes to the determination of optimum physiological
nutrient rates by biological and biochemical methods.

net protein utilization; gluconeogenesis; determination of optimum fat and saccha-
ride values in Norway rat feeds; ontogenesis

KRAJCOVICOVA, M. — DIBAK, O. (Forschungsinstitut fiir Menschenernihrung,
Bratislava): Utilisierung von Eiweifistoffen bei Ratten wunter Bedingungen einer
unterschiedlichen Einnahme von Fetten und Sachariden. Vet. Med., Praha, 27, 1982
(1) :45-56.

30tdgigen und 90tidgigen Ratten-Midnnchen wurden in einem Zeitzusammenhang
immer im Laufe von 14 Tagen Futtergaben mit einem konstanten Gehalt an
EiweiBstoffen (Kasein) — 10", und mit einem sich erhéhenden Gehalt an Fetten
(Margarin) — 10, 20, 30, 40 und 509, (erstes Experiment) und weiter Futtergaben
mit einem konstanten Gehalt an EiweiBlstoffen (Kasein) — 109, und Fetten (Mar-
garinen) — 309, (fiir 30tdgige Ratten) und 119, (fir 90tigige Ratten) und mit
einem zunehmenden Gehalt an Sachariden — 31, 36, 41, 46, 51 9, (bei 90tigigen
Ratten weiter 36, 61 und 66Y,) mit der Struktur Reisstirke : Zucker : Kartoffel-
stirke = 6.4 :1,2:1 (zweites Experiment) ad libitum verabreicht. Aufgrund des
Gehaltes an Korperstickstoff und der Einnahme von Eiweifistoffen wurde der
ultilisierte Parameter des biologischen Wertes von Eiweillstoffen (NPU) festge-
legt., Weiter wurde in der Leber von Tieren der Prozell der Glukoneogenese durch
die Messung der spezifischen Aktivitdit der Phosphoenolpyruvatkarboxykinase
(PEPCK) verfolgt. Vom Gesichtspunkt des hochsten Wertes des Parameters NPU
ist fiir 30tidgige Tiere ein 30°iger Gehalt an Fetten im Futter, ein 36°iger Gehalt
an Sachariden optimal, bei 90tidgigen Tieren werden die eingenommenen Eiweif3-
stoffe am besten beim 10"jigen Gehalt an Fetten und beim 51%igen Gehalt an
Sachariden im Futter utilisiert. Bei beiden Altersgruppen werden unter optimalen
Nutritionsbedingungen die eingenommenen Eiweil3stoffe gleich utilisiert. Die eben
abgesetzten Tiere tolerieren extreme Nutritionsbedingungen besser als 90tdgige.
Ergebnisse der biologischen Methode bestitigte auch der Verlauf des Prozesses der
Glukoneogenese, der bei einem 40Yjigen und 509jigen Gehalt an Fetten und bei
einem 319 igen Gehalt an Sachariden im Futter von 30tigigen Tieren und bei der
dlteren Altersgruppe von 209, Fetten im Futter hoher und bei einem 31 und
46Yyigen Gehalt an Sachariden aktiviert wurde. Die Arbeit ist ein Beitrag zur
Bestimmung optimaler physiologischer Gaben von Néhrstoffen durch die biologische
und biochemische Methode.

reine Proteinutilisierung; Prozell der Glukoneogenese; Bestimmung optimaler Werte
von Fetten und Sachariden im Futter von Ratten; Ontogenese
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INTESTINALNI TRANSPORT AMINOKYSELIN

L. Itze, O. Dobsinsky, J. R. Reichl, B. Rotschild

ITZE, L. — DOBSINSKY, O. — REICHL, J. R. — ROTSCHILD, B. (Vysoka
Skola zemeédélska, Praha; Univerzita Hohenheim): Intestindlni transport ami-
nokyselin. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 57-61.

Na modelu kaudalni ¢asti krysiho ilea in situ jsme studovali transportni me-
chanismy vybranych aminokyselin. Metodou “everted sac” jsme sledovali pre-
stup via mucosa — serosa, resp. vlivy, které pusobi na transfer inhibi¢né. Ami-
nokyseliny leucin, arginin a alanin (LEU, ARG a ALA) -C!4, které jsme apli-
kovali v mnozstvi 100 nCi, jsme meérili za 15, 30, 45 a 60 minut. Resorpci
argininu jsme dale sledovali v médiu, ve kterém jsme chlorid sodny nahradili
chloridem litnym; u druhé a treti skupiny jsme inhibici aminokyseliny navo-
dili ouabainem v Krebs-Ringerové roztoku pri pH 7,2 a 7,9. Ve ¢tvrté skupineé
jsme medium kompletovali ouabainem s chloridem litnym. Nejintenzivnéjsi
prechod jsme zaznamenali u leucinu, nejslabsi u alaninu. Inhibi¢ni mechanismy
argininu jsme navodili u meédia, ve kteréem jsme substituovali ionty sodiku
ionty lithia, resp. lithia s ouabainem. Statisticky vyznamnou retardaci u argi-
ninu (P < 0,05) jsme zjistili také u média, které mélo vyssi koncentraci ouabainu
(0,2 mmol.1-1). Z vysledkl je zrejmé, ze ionty lithia i lithia s ouabainem
predstavuji nejsignifikantnéjsi negativni zasah do transportniho mechanismu.
Zjisténi, je-li tato deprese na urovni Na+t-K+ pumpy nebo enzymu Na+K-+
ATPazy, zustava predmétem naseho dalsiho experimentovani.

absorpce; ileum; aminokyseliny; krysy

Aminokyseliny jsou aktivné transportovany ze strevniho lumina
prostfednictvim mukozy (Johns a Bergen, 1973); systém, ktery
se na tomto mechanismu podili, vyZzaduje nosi¢. Tento nosi¢ méa sodik,
resp. draslik jako aktivni sloZku a zdroj energie udrZujici proces v po-
hybu (Cohen a Huang, 1964). Je nepochybné, Ze tento mecha-
nismus dokaze citlivé rozliSit kazdou aminokyselinu podle jeji struktury
i podle usporddani (Adib aj., 1967). Alvarado (1968) uvadi, Ze
v dobé transportu mohou aminokyseliny soupefit jak navzdjem, tak
i s jinymi vstfebavanymi komponentami.

Protoze jsme chtéli ovérit, jaké mechanismy mohou negativné pa-
sobit v priabéhu transportu, studovali jsme absorpci aminockyselin v ten-
kém streve, resp. v kaudalni casti ilea u krys metodou in situ podle
techniky “everted-sac”.

MATERIAL A METODA

K pokusu jsme pouzili krysy, samce kmene Sprague-Dawley, o zivé hmotnosti
150 g. Tenké stirevo jsme inkubovali v Krebs-Ringerové roztoku (KRR). Médium na
strané mukoézy jsme nechali probubldvat smeési z 959, kysliku a 59, kysliéniku

VETERINARNI MEDICINA, 27 (LV), 1982, ¢ 1 97



uhli¢itého. Sledované aminokyseliny — leucin, arginin a alanin (LEU, ARG, ALA),
znacené CH, jsme aplikovali v mnozstvi 100 nCi; transport via mucosa — serosa jsme
sledovali v intervalech 15, 30, 45 a 60 minut. Aktivitu, kterou jsme vyjadrovali
v nCi, jsme pocitali na Hawlett-Packardové kapalném scintilacnim spektrofoto-
metru.

Za ucelem studia transportniho systému jsme sledovali resorpci ARG z média.
ve kterém jsme chlorid sodny nahradili chloridem litnym. Inhibici prechodu amino-
kyseliny jsme dale navodili ouabainem pridanym do KRR pri pH 7.2; 7,9 na kon-
centraci 0,1, resp. 0,2 mmol.1-1. Dalsi kombinované blokady jsme dosahli tim, zZe
isme meédium doplnili ouabainem. ve kterém jsme ionty sodiku nahradili ionty
lithia.

VYSLEDKY A DISKUSE

Nejvétsi absorpci jsme zaznamenali u LEU (Y = 0,201x—1,013;
r = 0,99639), nejslabsi u ALA (Y = 0,05x—0,25; r = 0,99838).

Nejvetsi resorpci ARG jsme nameértili za 60 minut v 50 ul roztoku
serozniho média {0,340 = 0,061 nCi); rovnici regresni ptimky pro ARG
jsme vypocitali z hodnot osmi stfevnich vaki izolovanych ze Ctyf krys
(Y = 0,00651x — 0,0469; r = 0,69033). Nejvyssi priamérnou hodnotu pro-
stupnosti v souboru, ve Kkterém jsme nahradili ionty sodiku v médiu
ronty lithia, jsme zjistili za 60 minut (0,029 = 0,004 nCi). Pokles re-
sowpCni aktivity byl statisticky vysoko vyznamny (P < 0,001). Rovnici
regresni primky jsme vypocitali z podobnych pocti jako u souboru
prvniho (Y = 0,00045x + 0,00163; r = 0,78507). V souboru c¢tyr vaki,
ve kterém jsme KRR suplementovali ouabainem 0,1 mmol.1"1 pfi
pH 7,2, jsme ziskali nejvySSi resorpci po 60 miutdch v 50 ul (0,281 =
= (0,021 nCi). Rovnice regresni ptimky byla: Y = 0,00519x — 0,00688;
r = 0,8562. Pri podobné suplementaci KRR s pH 7,9 ve Ctvrtém souboru

nCi /50 ul

+ 400
1% @e ARG

2-2—— ARG (Medium NaCiestict)
3-0——= ARG (Medium OUABAIN 01mMalsi gH 7.2)
4-0——0ARG (Medium OUABAIN oH 79 )

5-B—AARG (Modium OUABAIN 0.2mMol /1) ;3

b-m— = ARG (Modium OUABAIN NaCiastiC1)

1. Casovy prubéh resorpce argininu, stu-
dovany metodou “everted sac” na Kkry-
sim ileu — The time course of arginine
resorption studied by the “everted sac”
method con rat ileum

¢As (min)
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(6 vak(l) jsme namérili nejvySSi prostupnost ARG za 60 minut 0,273 =
= 0,020 nCi (Y = 0,00527x — 0,02934; r = 0,79337). U péatého souboru
pokusnych strevnich vakt (3 kusy]), ve kterém jsme pouZili vyS8Si kon-
centrace ouabainu v médiu (0,2 mmol.1"1), byla nejvyssi aktivita se-
rozniho média za 60 minut 0,100 = 0,068 nCi (Y = 0,00195x — 0,01567;
r = 0,46222). U Sestého souboru (6 vakii), ve kterém jsme KRR suple-
mentovali ouabainem s chloridem litnym misto chloridu sodného, jsme
nameérili nejvySSi prestup, resp. inhibici za 45 minut v 50 xl média
0,030 = 0,002 nCi (Y = 0,00052x + 0,00258; r = 0,7598). Utlum prostup-
nosti byl vysoce signifikantni (P < 0,001) — (obr. 1).

Protoze vychozi koncentrace ARG byla stejna jak na strané mu-
kozy, tak i na strané serozy, je prestup nepochybné zavisly na aktivnim
transportu ve sméru koncentrace gradientu. Z dosazenych vysledk vy-
plyvd, Ze nejvetsi zasah do transportniho systému nutného pro prestup
ARG sténou stfevni, resp. do Na™-K* pumpy nebo enzymu Na*K*ATPazy,
byl v médiu suplementovaném s chloridem litnym. Kardiotonicky ste-
roid, pridany do nékterého z transportnich systémii ti¢astnicich se pro-
stupu, nedaval statisticky priikaznou inhibici v zavislosti na pH (7,2
resp. 7,9); teprve vyS8i koncentrace ouabainu priikazné zasdahla do
systému (P < 0,50), stejné jako v kombinaci s chloridem litnym.

Ucinek monovaletniho kationu lithia v naSem experimentu svédci
0o jeho jednostranném inhibi¢nim pasobeni na rozdil od interakce so-
dium-alanin v krali¢im ileu. PFi této interakci pisobi lithium v nepfitom-
nosti sodiku stimulacné (Frizzell a Schultz 1970). Na zakladée
svych vysledki nemfiZzeme vyslovit domnénku o moZné substituci so-
diku lithiem, podobné jako to nemohli ucinit Carmaliet (1964)
v souvislosti s regeneraci akcniho potencidlu u srdec¢niho svalu kocky,
nebo Zerahn (1955), ktery zjistil aktivni transport lithia v izolo-
vané Zabi kiZi.

Nage predpokusy, ve Kkterych jsme studovali ,uptake“ ARG, ILE
a PHE, meély pri substituci chloridu sodného chloridem litnym, resp.
pri KRR suplementovaném ouabainem, podobny inhibi¢ni trend.

Predkladané vysledky bude treba dale rozSitit, abychom mohli
urcCit transportni systémy v tenkém sifevé, nebot se budou u jednotli-
vych aminokyselin nepochybné liSit, pravé tak, jako jejich interakce.
RovnéZ urceni osudu aminokyselin absorbovanych epitelem mukozy
bude predpokladem pro pribliZeni modelu in vitro, resp. in situ k pod-
minkdm pokusli na Zivém zvireti, u kterych pti preméné bilkovin a re-
sorpci aminokyselin spoluptisobi nepochybné jesté dalsi faktory.
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WUT3E, J. — JOBUIMHCKHM, O. — PAUXIJI, WU. P. — POTIIUIBI, b. (CenbckoxoasiicrBeH-
Het uHcTutTyT, Ilpara; YHusepcurer Xoxenxaiim): VHTecTHHanbHOe NpOXOXIXeHHe AMHHOKHCIOT.
Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 57-61.

Ha mMomenu kaynanpHOW uactd Kpeickero ilea im Situ ornpenejsiiu TpaHCHIOPTHBIE MeXaHM3MS
HekoTopsix amMuHokucaoT. ITo Metony “everted sac” ycramasimsaan mepexon vid MUCOSA-SETOSA
(BnusHusA, MHrMGUpylomue TpaHcGepHbIH mpouecc). AMHMHOKHCJIOTHL JeHIIMH, aprHHUH ¥ aJaHuH
(LEU, ARG u ALA) -CY, npumenesnnsie B konnuecrse 100 nCi, mamepsau cnyers 15, 30,
45 u 60 mMuH. Pesopfumio apruHmMHa ONpeNeNsjH TAKKe B Cpele B KOTOPOI XJIOPMCTHIH HATPUi
Obl1 3aMeHeH XJIODHMIOM JIMTHA; BO BTOPOM M TpPEeThEeH TIpynnax HHrHOGHI[MI0O aMHHOKHCJIOTHI BBI-
3Bajgu ¢ noMomkio yaGeHa B pacrBope Kpe6e-Punrepa mpu pH 7,2 u 7,9. B uerseproit rpynmne
cpeny nomoaHann yabeHoM c xjopmaom auTHs. Haubosee MHTEHCHBHBIH [epeXol OTMeYeH y Jeii-
I'MHa, a Haubosiee cinabpiit — y asaHuHa. MIHru6upyomme MexaHW3Mhl apriUHHHA ObIAM BHI3BAHBI
B cpelle, TIe MOHbl HATPUs 3aMEHMJM HOHAMM JuTusa (Mum nutus c yabexHom), CrarucTHuecKH
sHayuMylo peraprauuio apruauHa (P < 0,05) ycrasosuam u B cpeze, rie KoHUeHTpauus yabeHa
6pina nospimeda (0,2 MMon/n—1), Kak nokasbipaloT peaysibTaThl, HOHB auTHa (autHa ¢ yabe-
HOM) — B9TO caMOe SBHOE OTPHMIATEN:HCE BMEINATEJECTBO B TPAHCIOPTHBIK MexaHuaM. J[laib-
Heilue M3ydyeHUs TOKaXkyT, ocraercs Ju ara lHenpeccua na ypoexe Nat-K+ nomner nm ke
$epmenta Na+K+ATPasur.

abcopnuus; ileum; aMHHOKHCIOTH; KPBICH

ITZE, L. — DOBSINSKY, O. — REICHL, J. R. — ROTSCHILD, B. (University of
Agriculture, Praha; Hohenheim University): The Intestinal Transport of Amino
Acids. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 57-61.,

The caudal part of rat ileum in situ was used as a model for studying the transport
mechanisms of selected amino acids. The transfer wvia mucosa — serosa, or the
effects acting inhibitively upon the transfer, were studied by the “everted sac”
method. The leucine, arginine and alanine amino acids (LEU, ARG and ALA) -CY,
which had been applied at a rate of 100 nCi were measured after 15, 30, 45 and
60 minutes. Arginine resorption was further studied in the medium in which so-
dium chloride had been replaced by lithium chloride; in the second and third group
the inhibition of the amino acid was elicited by ouabain in the Krebs-Ringer so-
lution at a pH 7.2 and 7.9. In the fourth group the medium was completed with
ouabain and lithium chloride. The most intensive transfer was recorded in leucine
and the weakest in alanine. The inhibitive mechanisms of arginine were induced
in a medium in which sodium ions had been replaced by the ions of lithium or of
lithium with ouabain. A statistically significant retardation in arginine (P < 0.05)
was also found in the medium which had a higher concentration of ouabain
(0.2 mMol per 1). The results indicate that the ions of lithium as well as those
of lithium with ouabain represent the most significant negative intervention in the
transport mechanism. Experimentation continues, aimed at f{inding whether this
depressicn is at the level of Na+t-K+ pump or the N+K-+ATPase enzyme.

absorption; ileum; amino acids: rats

ITZE, L. — DOBSINSKY, O. — REICHL, J. R. — ROTSCHILD, B. (Landwirtschaft-
liche Universitdt, Praha; Universitdt Hohenheim): Intestinaler Transport von Ami-
nosduren. Vet. Med., Praha, 27, 1982 (1) : 57-61.

Am Modell des kaudalen Teiles von ilea in situ untersuchten wir bei Ratten Trans-
portmechanismen ausgewidhlter Aminosduren. Durch die Methode “everted sac”

60  VETERINARNI MEDICINA — 1982



verfolgten wir Ubertritt von via mucosa — serosa, bzw. Einfliisse, die auf den Trans-
fer inhibitionsmidBig wirken. Die Aminosduren Leuzin, Arginin und Alanin (LEU,
ARG und ALA) -CY4, die wir in der Menge von 100 nCi verwendeten, mafBen wir
nach 15, 30, 45 und 60 Minuten. Wir verfolgten weiter die Resorption im Medium,
in dem wir Natriumchlorid durch Lithiumchlorid ersetzten; bei der zweiten und
dritten Gruppe riefen wir die Inhibition der Aminosdure durch Ouabain in der
Krebs-Ringer-Losung bei dem pH-Wert von 7,2 und 7,9 hervor. In der vierten
Gruppe komplettierten wir durch Ouabain mit Lithiumchlorid. Den intensivsten
Ubergang stellten wir bei Leuzin, den schwichsten Ubergang bei Alanin fest. Die
Inhibitionsmechanismen von Arginin riefen wir beim Medium hervor, in dem wir
die Ionen von Natrium durch die Ionen von Lithium, bzw. von Lithium mit Ouabain
substituierten. Wir stellten eine statistisch signifikante Retardation bei Arginin
(P < 0,05) auch beim Medium, das eine hohere Konzentration von Ouabain (0,2
mMol/l1-1) hatte. Die Ergebnisse weisen nach, daBl die Ionen von Lithium und auch
von Lithium mit Ouabain einen signifikanten negaliven Eingriff in den Transport-
mechanismus darstellen. Die Feststellung, ob diese Depression sich auf dem Niveau
der Na+-K+-Umsetzung oder des Enzyms der Na+tK+-Aminotransferase befindet,
bleibt ein Gegenstand unseres weiteren Experimentierens.

Absorption; Ileum; Aminosduren; Ratten
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU VETERINARNI MEDICINA

Casopis Veterinarni medicina uvefejiiuje piivodni préce,
recenze apod.

Autor je plné odpovédny za plivodnost prace a za jeji vécnou i for-
malni spravnost. K praci musi byt pfipojen souhlas vedouciho
pracoviS§té s publikaci ¢lanku a prohlaSeni autora
o tom, Ze prace nebyla publikovéana jinde.

O uverejnéni prace rozhoduje redakcni rada Casopisu, a to se zle-
telem k lektorskym posudkiim, védeckému vyznamu a pfinosu i kvalité
praci.

Je tfeba, aby autori prfesné dodrZovali tyto pokyny:

Jednotlivé prace nemaji mit vétSi-rozsah neZz 10 aZz 12 stran psa-
nych na stroji se vSemi prilohami. Autori necht se vyvaruji nadmérného
mnoZstvi tabulek a zafazuji radéji grafy.

Technicka aprava rukepisu

Uprava rukopisu méa odpovidat statni normé CSN 88 0220 (format A4,
30 radek na stranku, 60 thozi na Fadku, mezi Fadky dvojité mezery).
Ilustrace, grafy, tabulky a fotografie se dodavaji zvlast, nepodlepuji se.
Na zadni strané se vyznaCi tuZkou pofadové Cislo obrdzku a napiSe se
jméno autora Clanku. Texty k obrazkim se dodavaji na zvlaStnim listé,
umisténi obrdzkd se oznaCuje na levém okraji pFisluSné strany rukopisu
¢islici v krouZku. Tabulky se Cisluji zvlast Fimskymi Cislicemi. Na
vSechny obrazky i tabulky musi byt v textu odkazy.

Vlastni iprava prace

Néazev prace (titul) nemd presahovat 85 thozl. Je nutné se v nazvu

vyvarovat obecnych frazi jako: Studie o ... Prispévek k ... Pokus o ...
KaZdy zaslany Clanek musi byt samostatnou praci, nemohou byt publi-
kovany Clanky na pokracovani, oznacené napi.: Studie o ... I., IL., III.
atd., stejné tak jsou vylouCeny podtituly ¢lanki.

Jména autori se uvadeéji bez tituli — prijmeni a prvni pismeno
jmeéna. :
Souhrn

Vypracovéni souhrnu je nutno vénovat obzvlastni péci. Autor do
neého ma shrnout v8e, co je na jeho praci pozoruhodné a nové a co ma
byt dokumentovano. Souhrn ma byt nekritickym informacnim vybé-
rem vyznamného obsahu a zdveru, nikoliv vS8ak jeho pouhym popi-
sem. Musi vyjadrit vSechno podstatné, co je obsaZeno ve védecké
praci, nema ji vSak nahradit. Nesmi prekrocCit rozsah 170 slov. Je treba,
aby byl psdn celymi vétami, nikoliv telegrafickym zptisobem. Souhrn
zaCind jménem autord, ndzvem pracovisté a jeho sidlem (v zavorce],
titulem c¢lankt a citaci: Vet. Med., Praha, 00, 1982 (0) : 000-000. Mista
oznacCend nulami doplni na kompletni citaci pfi korekture redakce.
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Souhrn ma obsahovat:

jméno studovaného organismu €i jiného pfedmétu studie;

materidl, zplisob jeho pouZiti nebo aplikace, hlavni ndlezy a vysledky;
noveé techniky, jejich pouZiti a kvality;

nova nebo ovérenad data trvalé hodnoty (napf. absorpcCni spektra, pocCty
chromozomi, konstanty, nameérené fyziologické hodnoty atd.);

noveé teorie, interpretace vysledki a jejich pFipadné vyuZiti.

Klicova slova (Key words, index terms)

Pod souhrn je nutno po vynechédni radky pripojit klicova slova. Ta
maji slouzit:

a) k rychlé orientaci ¢tenate (jakysi ,,zkraceny referat®).
NestaCi-li pouh& jednotlivd slova, je moZné pouZit i slozitych vyrazg,
popr. i strucné vety.

b) pri zarazovani prace do kartotéky;

c¢) k rychlému uspofadani vécného rejstfiku na konci roku.

Pod timto zornym uhlem je nutné kliCova slova psat. Pojmy obsa-
Zené v titulu ¢lanku se zpravidla nezatazuji.

Klicovych slov by nemélo byt méné neZz 3 a vice nez 12. Zacinaji
malym pismenem a oddéluji se stfednikem.

Uvod

Uvod ma obsahovat hlavni dévody, pro¢ byla prace uskutecnéna,
a velmi strucnou formou stav studované otazky. Je nutné se v ném vy-
hnout rozsdahlym historickym prehlediim. Uvadi se bez nadpisu, je moZné
v ném uveést k prdaci se vztahujici citace autortt (doporucCuje se co nej-
nizsi pocet citaci — 4 az 8 autorii).

Materiil a metody

Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li ptivodni, jinak postacCuje
citovat autora metod a uvadét jen pripadné odchylky. Je v nich popsédn
pokusny materidl, vCetné tdajii o zvitatech. Popis metod by mél umoZnit,
aby kcokoliv z odbornikli mohl podle ného a prFi pouZiti uvedenych
citaci praci opakovat.

Vysledky

DoporucCuje se nepouzivat k vyjadreni kvantitativnich stavii tabulek
a dat prednost graftim, anebo tabulky shrnout ve statistickém hodnoceni
namérenych hodnot. Tato C¢ast by nemeéla obsahovat teoretické zavéry
ani dedukce, ale pouze faktické nalezy.

Diskuse

Obsahuje zhodnoceni prdce. Diskutuje se o moZnych nedostatcich
a prace se kontroluje s vysledky drive publikovanymi (poZaduje se
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poprs

publikovat jen ty autory, ktefi maji k publikované praci bliZsi vztah),
pokud maji souvislost, nebo jsou s predloZenou praci n&jak srovnatelné.

Podékovani

Je-li to nutné, uvadi se strucné podékovani (jedna aZ dveé véty),
napt.: Za technickou spolupréaci, Za pomoc pri statistickém zpracovani,
Za poskytnuti méné bézného léCiva apod.

Literatura

V textu se pri citaci uvede jméno autora a rok publikovédni. Do se-
znamu se zaradi vSechny prace citované v textu Clanku, a to podle
abecedy, bez Cislovani, kazda citace na novém Fadku. Je-li vice praci od
téhoZ autora ve stejném roce, prida se k letopoCtu oznaceni a, b, c.

Literatura musi odpovidat CSN 01 0197.

Zkratky nazvl Casopisii je tfeba bezpodminecné dodrZovat podle
publikace World Medical Periodicals WMA, New York, 1961, nebo podle
List of serial Publications regularly scanned by the Commonwealth
Bureau of Animal Health, January 1967. Soupis zkratek néazvili periodik
zpracovala u nas H. KaSpéarkova a vydal jej Vyzkumny ustav veterinér-
niho lékarstvi v Brné.

Adresa autora
Na zvlastnim listé uvede autor akademicky titul, jméno (ne jen

zkratku), prijmeni, védeckou hodnost a podrobnou adresu pracovisté
s PSC. TotéZ uvede i pro spoluautory.
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