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TERMOREZISTENTNI TEST SPERMII A PLODNOST BYKU

J. Kozumplik, J. Sosnova

KOZUMPLIK, J. — SOSNOVA, J. (Vysoka §kola veterinarni, Brno; OKkresni
veterinarni zarizeni, Plzen): Termorezistentni test spermii a plodnost byki.
Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 385-392.

Sledovali jsme spermiogram 17 byku a u 160 ejakulatd jsme hodnotili prezi-
telnost spermii po rozmrazeni pomoci termorezistentniho testu (38°C). Po
prvni inseminaci 10682 plemenic byly zjistény statisticky vyznamné rozdily
mezi fertilizaéni schopnosti ejakulati s riznou hodnotou termorezistentniho
testu. Nejlepsi fertiliza¢ni schopnost spermii byla zaznamenana u ejakulatu,
v nichz se udrzel progresivni pohyb po dvou hodinach termorezistentniho
testu u 409, spermii. Z 1496 inseminovanych plemenic zabfezlo 971 kusu, tj.
64,9 9, zatimco po inseminaci 4216 plemenic pri pouziti semene s progresiv-
nim pohybem, zji§ténym u 30 %, 'spermii na konci testu, jich zabrezlo 2403, tj.
56,98 9, coz je statisticky vvznamny rozdil (pe,es). Se snizujici se aktivitou
spermii byla plodnost po prvni inseminaci jesté niz$i. I kdyZz byl uréity rozdil
v individualni plodnosti plemeniku (54 az 67 "), byl kladny vztah mezi vy-
sledky termorezistentniho testu a dosahovanou plodnosti zjisfovan u vsech
plemeniku.

byk: zmrazené semeno; prezitelnost spermii; fertilizaéni schopnost

Vyznamnou metodou reprodukce, kterd umoziuje zavadét riizné bio-
technické metody v chovech hospodéafskych zvifat, je uméla inseminace.
VyuZiti prednosti této metody v chovu skotu se jeSté zvySilo, kdyZ byla
uspésSné vyreSena dlouhodobd konzervace spermii. V souvislosti s moz-
nosti uchovavat mrazené sperma byka nékolik let se zvySily poZadavky
nejen na hygienu odbéru a zpracovani semene, ale i na dalsi kvalitativni
ukazatele, podminujici dobrou fertilizacni schopnost spermatu po roz-
mrazeni. Za tim Gcelem je ejakulat bykd posuzovan fadou laboratornich
testli tak, aby vysledné hodnoceni odpovidalo poZadavkiim uvedenvm
v CSN 46 7111. Obdobné normy jsou vypracovany i v jinych statech
(napf. TGL-22264-82), coz vede k tomu, Ze v ramci inseminace jsou
k dlouhodobému uchovavani pouzivany ejakuldaty s relativné stejnymi
vlastnostmi. V posledni dobé se vSak stdle vic zduraziuje rozdilna
okamzita nebo celoZivotni plodnost jednotlivych plemenik{i, a to nejen
u skotu, ale i u dalSich zvifat. Odpovidajici vysledky testi s nativnim
semenem jsou urcCitou zarukou ptredpokladané fertilizaCni schopnosti
ejakulatu, ale nevyjadruji rozdily v mife oplozovaci schopnosti spermii.
Tyto rozdily je mozné do velké miry zjiStovat penetracnim testem (M a -
jerciak aj., 1982; Babus§ik, 1982 a jini) nebo hodnocenim zmén
proakrozinu a akrozinu (Sramek, 1981; Petelikova aj., 1983;
Sramek aj., 1984), popfipadé daldimi testy, které citlivéji zazname-
navaji biochemické zmeény semenné plazmy, a tim vyjadrujf poruSeni
povrchovych membran spermii (Kozumplik, 1977; Smutnd, 1980
a jini). Mnohé z uvedenych metod jsou naroCné na pfistrojové vybaveni
a na cas, coZ brani $irSimu a rutinnimu vyuZziti v praxi. Vzhledem k tomu,
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Ze u kaZdého plemenika je moZné pocitat se zmeénou kvality ejakulatu,
nelze vysledky jednoho vySetfeni semene vztahovat na ejakuldt druhy,
a to ani tehdy, kdyZ byl ziskdn v relativné kratkém cCasovém odstupu.
Proto se stale hledaji jednoduché metody laboratorniho vyS$etfeni, které
by bylo moZné zafadit jako soucast pravidelného hodnoceni spermatu
pfed rozmrazenim nebo po ném (Mudra aj., 1975; Linford aj.,
1976 a jini). V této souvislosti se relativné cCasto dava do vztahu ferti-
lizacni schopnost s funk¢ni potencialitou hodnocenou rtiznymi — nej-
Castéji teplotnimi — testy (VéZnik a Hrus$ka, 1974; Jondet
aj., 1978; Vinkler, 1980).

V této praci jsme si dali za kol posoudit vysledky termorezistent-
niho testu spermii po rozmrazeni pelet ve vztahu k dosahované plod-
nosti bykd. Pokusy byly provedeny ve spoluprdci s Krajskym plemenaft-
skym podnikem u bykd testanti, u nichZ je moZné presné zjistit plod-
nost dosahovanou z jednotlivé evidovanych ejakuléatu.

MATERIAL A METODA

Do pokusu bylo zarazeno 17 plemennych byka ve véku 12 az 13 meésicG, urce-
nych k testovacimu pripafovani v ramci péti okrest jednoho kraje. V prubéhu
t*i mésict bylo podle CSN 46 7111 vyhodnoceno celkem 178 ejakulatt, z nichz po-
zadavkiim normy odpovidalo 160 ejakulata. Ze 160 ejakulata bylo po rozmrazeni
pouzito 156, ¢imz byla vytvorena dostate¢na zasoba inseminac¢nich davek (v pru-
méru 1500 na jednoho plemenika) urcenych k testaci. Kromé predepsaného hod-
noceni spermatu byla po rozmrazeni kontrolnich pelet mikroskopicky sledovana
aktivita spermii v ramci termorezistentniho testu. Pri tomto testu bylo rozmra-
zené semeno ponechano v tobolce z PVC v termostatu (38°C) a aktivita spermii
byla posuzovana jesté za 30, 60 a 120 minut stejnym zpusobem, jaky je predepsan
pro hodnoceni aktivity spermii po rozmrazeni. Plodnost plemeniku byla sledovana
nejen celkove, ale i vzhledem k jednotlivym ejakulatim, aby bylo mozné posoudit
vztah termorezistentniho testu k dosahované plodnosti. Procento brezosti po prvni
inseminaci bylo celkem vyhodnoceno u 10153 plemenic ustajenych ve 101 zemeé-
deélském zavodé. Gravidita byla zjisfovana ve tretim mésici po inseminaci.

VYSLEDKY A DISKUSE

V ramci naseho Setreni bylo hodnoceno 156 ejakulati, tj. v pri-
méru 9,35 ejakuldtu na jednoho plemenika (7—12]). Hodnoty ukazatel
cerstvého ejakulatu plné odpovidaly normé a nejsou zvlast posuzovany.
Ihned po rozmrazeni kontrolnich pelet z kazdého spermatu bylo zjisténo,
7e v 55,8 % ejakulati (87) je zjisStovan u 30 % spermii progresivni po-
hyb, zatimco u 69 ejakulatii (44,2 %) je zjistovana aktivita u 40 %
spermii. Ani u jednoho plemenika nebyl zjiStén ihned po rozmrazeni
kontrolnich pelet progresivni pohyb spermii jen v hodnotdch 30 % nebo
jen v hodnotach 40 %. V rdmci daného souboru vSak existovali pleme-
nici s trvale vys$si aktivitou (prevaha 40% aktivity) spermii, stejné jako
s trvale nizs8i aktivitou (prevaha 30% aktivity). Tato skutec¢nost vS§ak mA
jen maly vliv na dosahovanou plodnost, coz je patrné z tab. I. Rozdé-
lime-li vysledky v této tabulce na dvé Casti podle primeérné zjiStované
aktivity spermii, pak plemenici s aktivitou nad 35 % dosahuji v pri-
meéru vyssi plodnosti (62,2 %) neZ byci s aktivitou pod 35 % (59,8 %).
Kolisani krajnich hodnot je v8ak relativné velké, coZ je patrné z toho,
Ze plemenny byk BO 742 s priamérnou aktivitou 32,0 % ma po prvni
inseminaci nejvy38i plodnost z celého souboru. Rozdily mezi dosaho-
vanou plodnosti obou skupin nejsou proto statisticky vyznamné. Pri-
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1. Aktivita spermii bezprostfedné po rozmrazeni a plodnost byku po prvni inse-
minaci — Sperm activity immediately after thawing and the fertility of bulls after
the first insemination

1 Statni Pocet Primérné procento Priumérné procento ‘

| registrace byka vysetfenych ejakulata aktivity spermii plodnosti byku i

% FZ 91 ' 9 31,11 59.4

| RAK 179 : 8 31,25 59,4

| BJR43 7 31,42 61,9 ’

i BO 740 | 12 31,66 61,1

| BO 743 11 31,81 57,4

' BO742 '; 10 32,00 67,2

| BJR44 11 32,72 55,0

| BJRI5 7 32,85 58,7

i BJR 16 - 7 34,28 58,2

| REZ90 : 11 35,45 54,3 i

. FZ86 | 11 35,45 59,6 l

FZ 80 ‘ 9 35,55 63,5 {

| REZ103 . 10 37,00 63,7 1

| REZ69 ‘ 11 37,00 64,5 {

' REZ89 8 38,75 63,2 3
REZ 75 g 8 38,75 62,8 1
REZ 70 ' 38,88 65,7

merna vyssi plodnost plemenikid s lepsSi aktivitou spermii bezprostfedné
po rozmrazeni ma proto jen orientaéni charakter, ktery vSak nazna-
Cuje, Ze by dané hledisko mohlo mit vétsi platnost a hodnotu po objek-
tivneéjSim posouzeni, coz se stalo ve spojitosti s termorezistentnim testem.
Z rozboru udaju termorezistentniho testu a vysledkl plodnosti jednotli-
vych ejakulatii posuzovaného souboru plemenik vyplyva, Ze mezi po-
suzovanymi hledisky existuji pozitivni vztahy. Z tab. II, kterd predsta-
vuje protokolarni zpracovani udajii od kazdého plemenika, je patrné,
ze mezi vysledkem termorezistentniho testu a dosahovanou plodnosti je
v Krajnich hodnotdch primy vztah. Nejlep$i procento biezosti bylo za-
znamendno v pripadech, kdy aktivita spermii na konci termorezistent-
niho testu neklesla pod 40 %, a nejhor$i vysledky byly zjiS§tény v pfi-
padé, kdy aktivita spermii jiz za hodinu klesla na 20 %. Z uvedeného
<jisténi je patrné, Ze fertilizacni schopnost jednotlivych ejakulatd jed-
noho a téhoZ plemenika neni zcela vyrovnand. Charakter kolisani mo-
tility spermii v ramci termorezistentniho testu je vyrazem funkcnich
vlastnosti spermii a odpovida i vyslednému kolisani plodnosti. Sperma
plemenika REZ 90, ktery je uvadén jako priklad v tab. II, bylo pouZito
ve dvou okresech v nékolika zemeédélskych zdavodech, coZ vyluCuje jed-
nostranné ovliviiovani dosaZzenych vysledkli. Stejny systém byl pouZivan
i v pripadech, kdy byly hodnoceny schopnosti ejakuldti dalSich ple-
meniki.

V pribéhu testovani plemennych byka bylo zjiSténo, Ze nejlepSich
vysledkii bylo dosahovano v okrese RO (68,55 %) z 1352 prvnich in-
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II. Protokolarni zaznam hodnocenych ukazateli u byka REZ 90 — Protocolar record of the studied parameters in the REZ 90

bull

|
|

Cislo skoku

28 04 82

05 05 82
12 05 82
19 05 82
2705 82
02 06 82
16 06 82
23 06 82
30 06 82
07 07 82

I
|

|

Hodnoty &erstvého ejakuldtu l Aktivita

(%) | spermie
aktivita i 1012/1
70 | 1,3
80 1,1
80 1,4
80 1,4
70 1,1
80 | 19
70 1,1
80 1,0
80 1;3
80 1,3

objem
ml

|
|

L I T I

spermii
ihned po

aktivita spermu v proccntech za:

Termorezistentni test —

rozmrazeni ' 30 min

30
40
30
40
30
40
30
40
40
40

30
40
30

40
30
40
40
40
40
40

60 min

120 min |

30
30
30
30
20
40
30
30
40
30

|
—
|

Procento
‘abnormalnich
spermii
v ¢erstvém

ejakuldtu

8,5
10,0
8,5
8,5
8,0
6,0
8,0
9,0
6,0
11,0

Prvni
inseminace
plemenic
n/zabrezlo

Procento
brezosti




seminaci a nejhorSich v okrese Pl.-s. (51,4 %) 2z 2204 prvnich inse-
minaci. Mezi uvedenymi okresy jsou podobné rozdily zjistovany jiZ po
nékolik let, coz svédCi o trvaleji pasobicich faktorech. Ze statistického
vyhodnoceni sledovanych ukazateli vS8ak v obou okresech také vyply-
vaji uzké vztahy mezi prezitelnosti spermii a plodnosti. Tak v okrese
RO byla zaznamenana po ejakuldtech s 40% aktivitou spermii na konci
rezistentniho testu v praméru 69,57 = 7,2% brezost, s 30% aktivitou
66,46 = 4,11% bfezost, s 20% aktivitou 63,33 = 4,51% bFezost a s 10%
aktivitou spermii 56,18 = 1,90% brezost. Statisticky vyznamny rozdil
(po,s) byl zjiStén mezi brezosti, které bylo dosaZeno s ejakulaty se 40
a 30% aktivitou spermii, a biezosti, které bylo dosaZeno s ejakulaty
s 10% aktivitou. V okrese Pl.-s. byla zji§téna po ejakulatech se 40%
aktivitou spermii bfezost v primeéru u 62,81 = 10,64 % plemenic, s 30%
aktivitou u 55,75 = 5,69 %, s 20% aktivitou u 53,49 = 1242 % a s 10%
aktivitou u 38,55 = 14,74 % plemenic. Srovnanim vysledki ve stejnych
kategoriich byly zjiStény rozdily jeSté vyraznéjsi (py. ). V obou okresech
nebyl k inseminaci pouZit ejakulat s nulovou aktivitou spermii na konci
termorezistentniho testu.

Z rozboru uvedenych vysledkl vyplyva, Ze i kdyZz plodnost po prvni
inseminaci muze byt ovlivnéna dlouhodobé rozdilné ptisobicimi faktory
(aroven péce o plemenice a reprodukcéni proces atd.), je vZdy patrny
primy vztah mezi dobou prezitelnosti spermii zjiStovanou dvouhodino-
vym termorezistentnim testem a mezi plodnosti. Ejakulaty s malym
poctem {0—10 %) progresivne se pohybujicich spermii na konci termo-
rezistentniho testu by nemély byt k inseminaci pouZivany.

Zpracovanim vysledki celého souboru posuzovanych plemeniki vy-
nikly jesté zretelnéji sledované vztahy mezi preZitelnosti spermii po

ITI. Vztah aktivity spermii v rameci termorezistentniho testu po rozmrazeni k do-
sahované plodnosti — The relation between sperm activity in thermoresistance test
after thawing and fertility

Hodnoty ¢erstvého spermatu Aktivita Procento ' Prvm(gl:ée::)mace
‘;é‘, i % psr%il::tl::ch abnormadlnich Procento
873 i s ; .| Cerstvych bfezosti
9 & aktivita | spermie objem |po rozmrazeni = e ..
& % 0/ 10'2/] sl | . ' spermii plemenic | brezich
| B o - D
| 78,50 1,37 5,30 6,47 | [
20 | + 3,66 . 0.42 + 2,61 40 L 1.68 ‘ 1496 971 64,90
= -—L——'_Hii — | |
76,60 1,43 4,44 8,53 ‘
65 . 15:61 : 0;26 : lj29 30 43,09 | 4216 2403 | 56,98
f—— f—— | ——— |- ——
76,66 | 1,59 | 4,95 8,82 |
42 i 4’7’7 : 0:16 | 4 1:16 20 0.77 ‘ 2752 1483 53,87
- 75,18 1,49 | 4,81 7,27 |
27 500 | 0:32 . 1.98 10 3,56 “ 1552 ‘ 813 . 52,38
- \ SRS, |- ) ‘ ‘
80,00 | 1,70 5,00 10,75 | i F
2 000 |+ 014 | 1 282 0 + 3,18 137 | 63 | 45,98

|22 ) ¥ \ |
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%/ brezosti { 1. Vyznamnost vlivu
65 - aktivity spermii za 120
/ i minut po rozmrazeni
na zabrezavani pleme-
60 nic, vyjadrené horni a
1 spodni mezi spolehli-
? vosti na urovni po,s —
55 1 The significance of the
1 . L7 - effect of sperm activity
/_[ 120 minutes after thaw-
50 ‘ ing on the conception
/ of dams, expressed by
the upper and lower
confidence limits  at

45 A // / the level of pe.os

/ i
40 A /’(/ /
/
/// |

NI,
/ / 1/ '
40 30 20 10 0
°% aktnity spermii za 120 minut

30 4

rozmrazeni, hodnocenou testem termorezistence, a dosahovanou plod-
nosti. V tah. IIl jsou serazeny udaje podle vysledné hodnoty termore-
zistentniho testu, bez ohledu na plemenika. V obr. 1 jsou ziskané vy-
sledky vyjadreny pomoci horni a spodni meze spolehlivosti a t-testem,
z CehoZ jasné vyplyva, Ze je statisticky vyznamny rozdil (po,5) v gra-
vidité plemenic po prvni inseminaci mezi semenem, v némZ se na konci
termorezistentniho testu pohybovalo nejméné 40 % spermii, a semenem
s niZ8i pohyblivosti spermii. Statisticky nevyznamny rozdil v8ak byl
zjiStovdn mezi plodnosti dosaZenou inseminacnimi davkami z ejakulatd,
u nichz byl progresivni pohyb zjiStovdn na konci termorezistentniho
testu u 20 % a 10 % spermii. Statisticky vyznamny (po,05) je i rozdil
v plodnosti dosahované ejakulaty s 30% aktivitou spermii a 0% akti-
vitou spermii, zjiStovanou na konci termorezistentniho testu. Nulové
zjiSténi progresivniho pohybu spermii v pribéhu dvouhodinového termo-
rezistentniho testu zcela jasné poukazuje na nevyrovnané funkc¢ni vlast-
nosti ejakulatii, které jsou i podle CSN 46 7111 pouZitelné k inseminaci.
Z vysledki naSich pokusti zcela jasné vyplyva, Ze vyrazeni ejakulati
s nejhor$i ¢i Zadnou pohyblivosti spermii na konci termorezistentniho
testu by nutné zvySovalo primérné procento zabrezavani, protoZe ka-
tegorie plemenic osemeiiovanych timto semenem meéla o vice nez 5 %
nizsi zabrezavani po prvni inseminaci.

Procento bfezosti po prvni inseminaci je ovliviiovano mnoha faktory.
Za nejCastéjsi priinu kolisavé a mensi plodnosti se povaZuje riznd
urovenl prace inseminacniho technika, nestejnda organizace procesu re-
produkce a péCe o zvirfata v zemeédeélskych zavodech, rtiznd uZitkovost
a zdravotni stav plemenic, vCetné skutec¢nosti, Ze neni vyuZivano jen
optimalni doby k inseminaci (Vinkler, 1980; Brahmstaedt
a Schonmuth, 1983 a jini).

Vychéazime-li ze skuteCnosti, Ze organizaci inseminace v zemeédél-
skych zavodech ani péci o plemenice nelze jednoduchym zplisobem zmé-
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nit, pak urcité procento plemenic je inseminovano v neprili§ vhodné dobé
Fije. NejCastéji se jedna o inseminaci v prvni poloviné fije, a to bez
ohledu na puasobeni dalSich faktord, které ovliviiuji vitalitu spermii
i v pohlavnich orgdnech plemenic. PouZije-li se v tomto pfipadé k inse-
minaci semene s delSi preZitelnosti dostateCného poctu spermii v inse-
minaéni davce, je pravdépodobné, ze dojde k oplozeni ,pozd&ji“ sestu-
pujictho vajicka ve vice pripadech, neZ pri pouziti spermatu s niZsi
prezitelnosti spermii. Termorezistentnim testem se v3ak provéruji
i funk€ni vlastnosti spermii. Tyto vlastnosti jsou nezbytné pfi pasazi
cestami pohlavnich orgdni plemenic, které vZzdy nepredstavuji optim&lni
prostfedi pro preziti spermii do té doby, neZ projdou do mist, ve kterych
dochazi k procesu oplozeni.

Z vysledki naSeho pozorovani vyplyva, Ze dvouhodinovy termore-
zistentni test (38 °C) je snadno proveditelnou zkouSkou, kterd vhodné
dopliiuje dosavadni jednorazové hodnoceni aktivity spermii byka po
rozmrazeni semene. Na zakladé srovnani naSich vysledkli s vysledky,
které udavaji Vinkler (1980) a Larsson a Darenius (1980),
je moZné vyslovit nazor, Ze doba preZitelnosti spermii po rozmrazeni
by méla byt limitujici pro jejich pouZitelnost k inseminaci.

ObjektivnéjSi posuzovani funkcnich vlastnosti spermii pomoci ter-
morezistentniho testu, a tim i prisnéjsi vybér ejakulati bykd po rozmra-
zeni semene (vyrazeni ejakulati s nulovou a 10% aktivitou spermii na
konci termorezistentniho testu), by na zdkladé naSeho pozorovani vedly
k zvySeni bfezosti po prvni inseminaci asi o pét i vice procent. Snaha
zlepSovat vysledky na tseku reprodukce v8ak nemiZe byt chdpédna jen
tak, Ze se budou zdokonalovat technologické postupy pfi zpracovani
a posuzovani semene, ale musi byt zaloZena i na zlep$ené praci pra-
covniki zemédélskych zavodi.
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TEST FAGOCYTARNI AKTIVITY KREVNICH LEUKOCYTU TELAT

M. Toman, 1. Psikal

TOMAN, M. — PSIKAL, I. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi, Brno):
Test fagocytarni aktivity krevnich leukocytu telat. Veter. Med. (Praha), 30,
1985 (7) :393-400.

Metodu fagocytozy 2-hydroxyetylmetakrylatovveh castic (HEMA) v cele krvi
jsme upravili pro hodnoceni fagocytarni aktivity leukocytt telat. Na zaklade
srovnani vysledka nékolika variant testu jsme stanovili nejvhodnéjsi postup,
pro ktery plati zasady: dodrzeni maximalni koncentrace 10 m. j. heparinu
v 1 ml Kkrve, zpracovani cerstvych vzorkua, inkubace 0,5 az 1 hodinu pri teplo-
te 37°C, dukladné roztrepani po skonc¢ené inkubaci s pripadnym pridanim
EDTA. Navrzenym postupem jsme vyS$etrili fagocytarni aktivitu deviti 2,5 az
3 mesice starych telat. Zjistili jsme 18.6 9, fagocytujicich leukoeyta s indexem
fagocytarni aktivity 7,07.

fagocytoza: krev; tele

Fagocytoza se z pavodni funkce potravy u prvokl stala v pribéhu

fylogenetického vyvoje dlleZitym mechanismem nespecifické obrany
vyS§Sich zivocicht. Jejim ukolem je vychytdvat a destruovat cizorodé
antigeny, nebo je predavat dalSim regulacnim strukturdm imunitniho
systému. Od prvni prdace uverejnéné Mec¢nikovem (1892), ktery
popsal funkci fagocyti v obrané organismu, je fagocytoza stdle predme-
tem zajmu mikrobiologlh a imunologl a sporadicky nasla uplatnéni i ve
veterinarni medicing (Men3ik a Cerny 1954).
. Intenzita fagocytozy je hodnocena riznymi metodami, které k in-
gesci vyuZivaji baktérii Escherichia coli, Staphylococcus sp., kvasinek
Candida albicans (Guidry aj., 1974, Paape a Pearson, 1979;
Roth a Kaeberle, 1980, 1981) nebo intaktnich latexovych nebo
kadmiovych c¢astic (Palisa, 1978; Bjerknes a Bassge, 1983).
V nékterych metodach je fagocytarni aktivita (FA) meéfena nepfimo
metabolickymi testy (Lombardo aj., 1979; Roth a Kaeberle,
1980) nebo radiologickou technikou (Neumann aj., 1984). Fago-
cytoza je sledovana bud v krvi, nebo jsou separacnimi metodami pfi-
pravovany suspenze bunék z krve nebo lymfoidnich orgdant.

Cilem nasi prace bylo ziskat jednoduchou, rychlou a v praxi snadno
pouzitelnou metodu pro hodnoceni nespecifické obranyschopnosti mla-
dat hospodarskych zvirat. K tomu Gcelu jsme vyuZili metody fagocytozy
intaktnich ¢astic polymeru 2-hydroxyetylmetakrylatu, vyvinuté v Ustavu
makromolekuldrni chemie a v Mikrobiologickém tustavu CSAV (Vé&t-
vicka aj.,, 1982).
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MATERIAL A METODY

ZVIRATA A ODBER VZORKU

V testu FA jsme pouzili zdrava telata ve véku od sedmi_ dna do tfi mési-
cu. Jednotlivé varianty jsme ovérovali v Kkrvi trojice zvifat z jednoho odbéru.
Krev jsme odebirali do plastikovych jednorazovych stiikacek tak, aby vysledna
koncentrace heparinu neprekroc¢ila 10 m. j. (10 m. j. v 0,2 ml PBS + 0,8 ml krve).

TEST FAGOCYTARNI AKTIVITY — ZAKLADNI POSTUP (Vétvicka aj., 1982)

Vzorky krve jsme zpracovali do 15 minut po odbéru. Do plastikové zkumavky
(typ Eppendorf 1,5 ml Hardmuth, provoz Dale¢in) jsme napipetovali 0,05 ml par-
tikuli, fedénych v PBS na koncentraci 4—5X108/ml. Pridali jsme 0,1 ml krve, rad-
né rozmichali a inkubovali jednu hodinu pri teploté 37 °C za obc¢asného protrepa-
vani. V terénnich podminkach jsme k inkubaci pouzili temperovanou vodni lazen
v §Sirokohrdlé termosce. Po skonéeni inkubace jsme vzorky znovu dukladné pro-
michali, zhotovili krevni natéry a ty jsme obarvili standardni panoptickou meto-
dou MAY-GRUNWALD-GIEMSA podle PAPPENHEIMA (Wolf, 1954).

VARIANTA I (CAS OD ODBERU PO DOBU ZPRACOVANTI)

Mezi dobou odbéru a zpracovanim jsme krev nechali stat a) dvé hodiny pri
pokojové teploté, b) dvé hodiny v termostatu.

VARIANTA II (POMER KRVE A PARTIKULI)

a) Krev jsme smichali s ¢asticemi v poméru 1 :1 (0,1 ml krve a 0,1 ml ¢astic).
Pouzili jsme dvojnasobné koncentrace ¢éastic a smisili jsme 0,05 ml ¢astic s 0,2 ml
krve (pomér krve a c¢astic zustal zachovan).

VARIANTA III (DOBA INKUBACE)

Proti zakladnimu postupu jsme vzorky krve inkubovali 0,5 hodiny.

VARIANTA IV (PRIDANI EDTA)

Aby se snizilo shlukovani fagocytujicich bunék, pridali jsme pét minut pred
koncem inkubace ke vzorkum 0,05 ml roztoku Na2EDTA (Chelaton III. Lachema
Brno) v koncentraci 100 mg/ml PBS.

VYPOCET FAGOCYTARNI AKTIVITY

Stanovili jsme diferencialni pocet nejméné sta bilych krvinek a v nich jsme
sledovali pocet pohlcenych partikuli. Pro vyhodnoceni FA jsme srovnavali krevni
obraz s procentem fagocytujicich bunék a vypocitali index FA jako prumeérny po-
¢et pohlcenych ¢astic na kazdou potencialné fagocytujici bunku.

suma castic pohlcenych bunkami

index FA = B - —— R
pocet potencialnich fagocytu
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1. Neutrofilni granulo-
cvt s 25 pohlcenymi
casticemi (May Grin-
wald-Giemsa) — Neu-
trophile granulocyte
with 25 engulfed par-
ticles (May Grinwald-
~-Gilemsa)

VYSLEDKY

V testu FA fagocytovaly vyhradne neutrofilni granulocyty a mono-
cyty. Intenzivné modrofialove zbarvené metakryldatové castice jsme na-
chazeli v cytoplazmeé fagocytujicich bunék i volné roztrousené mimo
buniky (obr. 1, 2]. Hodnoty FA vykazovaly, stejné jako krevni obrazy,
znacneé individualni rozdily, blizily se vSak sobé u zvirat stejného
veku. I u jednotlivych bunék v jednom preparatu jsme pozorovali znacné
rozdily, a to od Zadné nebo jedné pohlcené castice az po 35 az 40 po-
hlcenych castic.

Prodlouzeni casu mezi odbérem a zpracovanim vzorka (varianta I)
meélo negativni vliv na hodnoty FA (tab. I). U vSech tFi testovanych
telat byly nejlepsdi vysledky s krvi zpracovavanou do 15 minut po od-
béru. Zatimco v takto zpracovan2 krvi fagocytovalo primérné 80,7 %
neutrofili @ monocytii s indexem FA 5,97, po dvouhodinovém uloZeni
vzorku do termostatu se procento sniZilo na 73,3 a index FA na 3,36.

2. Fagocyvtujici  bunky
— neutrofilni  granulo-
cyt a monocyt (May
Grinwald-Giemsa) —

Phagocyvtic cells —
neutrophile granulocyte
and monocvte (May

Grunwald-Giemsa)
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1. Vliv prodlouzeni intervalu mezi odbérem a zpracovanim vzorkt na fagocytarni
aktivitu leukocyti (varianta I) — The effect of the prolongation of the interval
between sample taking and processing on the phagocytic activity of leucocytes

(variant I)

f Procento Procento Procento

, Zpracovani neutrofilu fagocytujicich fagocytujicich Index FA |

[ a monocytu leukocyti fagocyta |

|

 — U ! 5 ’ s

| Do 15 minut 285 | 250 80,7 597

} Po dvou hodinich ‘

| pii teploté 20 °C 29,5 | 18,5 62,7 2,32 ;
Po dvou hodiniach } 1
pri teploté 37 °C 30,0 l‘ 22,0 73,3 3,36 ‘

Po dvou hodinach stani pri laboratorni teploté klesla fagocytoza do-
konce na 62,7 % a index FA na 2,32. DoSlo tedy k tutlumu fagocytozy
0 25 az 50 %.

Pri zménach poméru krve a partikuli jsme nezjistili vyznamné roz-
dily FA. Pomeér 0,2 ml krve a 0,05 ml partikuli v dvojndsobné koncentraci
je vSak vyhodny, proteZe krev je nejméné zredovana, coZ usnadiiuje
odecitani bunék v natérech.

V pokusu podle varianty I[II jsme ziskali vyS$3i hodnoty pfi hodi-
nové inkubaci. Rozdily vS8ak nejsou vyznamné. Zatimco pfi hodinové
inkubaci fagocytovalo pramérné 80,7 % neutrofili a monocytd s inde-
xem FA 5,97, po ptlhodinové inkubaci fagocytovalo 76,8 % bunék s in-
dexem FA 5,60.

Chelaton pridany ke vzorkiim na konci inkubace (varianta 1V) pod-
statné zlepSuje podminky pro prohliZzeni preparati. Neutrofilni granulo-
cyty a monocyty se pfi této modifikaci vyskytovaly po celé ploSe sklicka,
aniz by tvorily shluky. PrestoZze se nejednalo o skutecné zvyseni FA,
napocitali jsme po prFidani chelatonu vys$8i procentualni zastoupeni
neutrofild a monocyt a také procento fagocytujicich buné&k bylo vy3si.
Index FA se v3ak vyrazné nezmeénil (tab. I1).

Abychom =ziskali orientacni hodnoty FA, vySetfili jsme zakladnim
postupem devét Klinicky zdravych telat ve véku 2,5 aZ 3 mésice (tab. I1I).
V tomto véku obsahovala krev telat pramérné 27,5 9% potencidlnich

II. Vliv pridani chelatonu III (EDTA) na hodnoty krevniho obrazu a fagocytarni
aktivity leukocytu (varianta IV) — The effect of the addition of chelatone III
(EDTA) on the values of blood picture and phagocytic activity of leucocytes
(variant IV)

Procento Procento | Procento
Vzorky neutrofila fagocytujicich fagocytujicich Index FA
a monocytu leukocytu fagocyta
Bez EDTA | 14,0 9,7 69,3 4,55
S EDTA f 25,0 { 19,3 77,2 4,51
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III. Diferencialni krevni obraz a hodnoty fagocytarni aktivity u 2,5 az 3 meésice
starych telat — The differential blood picture and the values of phagocytic activity
in 2.5 to 3 months old calves

Procento bilych krvinek Leukocyty Neutrofily Monocyty [

|

~ I ]

L = LI = L -] |

b z z 2 “8a < “3‘3:’:‘. < '5‘5"’ < |

E § & g % |§5p = |83% = |E3% =

s |y & 3 & 2 |BES y IBEE ¥ 1824 ¥ |

2 £ & 1

2 $ ® & E § |gg% < |2¥3 T [8%s ¥ |

&) 2 2 g = o a0 8 .50 6 g anE & |

410 5 42 1 51 1 34 1288 | 723 1315 0 0 '

412 | 2 19 8 70 1 | 15 1731 I 66,7 10,05 ' 125 0,13 |

L3 | 2 20 6 67 5 | 15 304 500 345 667 150 |
35 | 0 23 6 67 4 14 410 565 504 167 050

707 1 14 11 74 0 23 11,84 90,3 1867 818 236

|26 2 19 13 66 0 | 26 447 66,7 524 923 323 |

25 3 6 5 8 0 14 429 444 633 400 060 |

226 2 11 5 8 0 11 68 | 692 807 400 3,60 |

727 1 9 12 78 0 | 15 88 | 800 1720 583 191 |

20 181 74 712 1,2 186 7,07 | 662 9,69 & 454 1,54 |

Pramér | —~ ——| | | 1
05 35 13 35 06 25 1,18 48 1,84 10,7 044

fagocytl, tj. neutrofilnich granulocyti a monocytid. Z tohoto mnozZstvi
fagocytovalo 60,9 % bunék, coz je 18,6 % vSech krevnich leukocyti. Prii-
meérny index FA byl 7,07. Pri intervalu spolehlivosti pro alfa = 0,05 se
pro danou populaci pohybuji stfedni hodnoty od 12,5 do 24,5 fagocy-
tujicich bunék s indexem aktivity 4,5 az 10.

DISKUSE

Z vysledki jednotlivych variant testu se jako optimalni projevuje
zakladni postup pFi pouZiti 0,05 ml partikuli koncentrace 8 — 10 X 108/
/ml X 0,2 ml krve (varianta IIb) a pri pfidani EDTA pfed Kkon-
cem inkubace (variantaIV). Vzhledem k minimdalnim rozdilim pfi
ptlhodinové a hodinové inkubaci lze doporucit i krat$i dobu inku-
bace; tato doba vSak samoziejmé musi byt dodrZena pro vSechna vy-
Setfeni. Za zadsadni podminky pro spravny pribéh fagocytozy povazZu-
jeme dodrzeni maximdlni koncentrace 10 m.j. heparinu v krvi, zpra-
covani cerstvé krve, inkubaci pri teploté 37°C a dikladné roztfepani
vzorku po skoncené inkubaci. Tyto podminky odpovidaji postupu ptivodni
metody (Veétvicka aj, 1982). Vzhledem k castému shlukovani fa-
gocytujicich bunék pfi okraji néatéru teleci krve doporucujeme pfed
koncem inkubace rozvolnit buiiky chelatonem. Tento postup byl vyuZit
jiZ dfive (Guidry aj.,, 1974). Tito autofi doporuCuji pfed vlastnim
provedenim testu predinkubaci tFi hodiny v termostatu. Tento postup
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se nam vSak zdsadné neosvédCil a znamenal téméf vidy vyrazny po-
kles fagocvtozy.

Proti pivodni metodé (Vétvicka aj., 1982) jsme upravili zptisob
vyhodnoceni vysledkid. Nepoc¢itdme fagocytujici buliky od tFi pohlce-
nych cCastic vySe, ale za fagocytujici povaZujeme kaZdou buriku, kteréd
pohltila alespori jednu c¢dstici. PocCitdme vSak index FA jako primérny
pocCet pohlcenych Céstic na jednu potencidlné fagocytujici buriku.

Prfi hodnoceni FA je nutné vzit v tvahu hodnoty bilého krevniho
obrazu. Zmeény poc¢tu leukocytli i zmény poméru jednotlivgych druht
leukocyttd ovliviiuji hodnoty FA a je trfeba rozhodnout, zda se jedna
o skuteCnou zménu FA nebo ne. PFi hodnoceni FA Kkrve jedince posu-
zujeme komplexné hodnoty bilého krevniho obrazu, procento fagocy-
tujicich bunék a index FA. Tyto hodnoty srovndvdme s primeérem po-
pulace, pricemZz za zvySenou fagocytarni aktivitu povaZujeme Kkrev, ve
které je pfi normalnim rozloZeni bilé fady procento fagocytujicich bunék
I index FA nad stfednimi hodnotami.

Ziskané hodnoty FA trimeésicnich telat odpovidaji hodnotam uda-
vanym jinymi autory. Vétvicka aj. (1982) zjistili 20,1 % fagocytu-
jicich leukocytti u deéti a 34,4 % u zdravych dospélych darci. Salwa
(1982) pouzil k fagocytoze E. coli inaktivované formalinem. ZjiStoval
17 aZz 23 % fagocytujicich leukocytll periferni krve telat v zavislosti na
vBku zvifat. Roth a Kaeberle (1980) pouzili Staphylococcus aureus
ke sledovani FA neutrofilnich granulocyti telat. V dané populaci zjistili
52,0 % fagocytujicich bunék.

Metodu fagocytozy 2-hydroxyetylmetakryldatovych Castic povazujeme
za vhodnou metodu pro sledovani nespecifické bunéc¢né obrany hospo-
datskych zvifat. Chceme ji v dalsi praci vyuZit jako soucasti komplex-
niho vySetfeni imunologického profilu jedince nebo stdda pii infek¢nich
chorobéach, pri sledovani vlivu vakcinace na imunitni systém apod. Jeji
modifikace lze vyuZit pro studie ontogeneze imunitniho systému, vztahu
matka—mladeé, nebo k detailnimu sledovani jednotlivych sloZek fago-
cytarniho systému (Forntasek aj., 1983).

Podékovini

Autori dekuji MUDr. M. Holubovi za poskvtnuti 2-hydroxyetylmetakryla-
tovych ¢astic.
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TOMAH, M. — TIHHUKAJI, U. (llayuso-uccnesosatentCKuit MHCTHUTYT BeTepuHapun, bpho).
Tect parouMTapHOM aKTHBHOCTH KpoBaHepix nenkounurtos tenar. Veter. Med. (Praha), 30, 1985
(7) :393-400.

Meroxn darounrosa 2-1itapokcHaTiuiMerakpuaaTospix yactull (HEMA) mo Bce kpoeu mnpucno-
cobuan K oueHUBaHMI GArOUMTAPHOU AKTHBHOCTH JedKoUMTOB Tenst. lla ocHoBe cpaBHeHus
HCCKOJIEKHX BADMAHTOB TECTA ONPENessiy caMblil MOAXOAAIME cnocob ¢ cofmoneddeM CAenyioux
NpaBu: Makc. KoHuentpaiwus 10 M. en. renapuHa/ma Kposu, obpasun ob6pabaThiBaTh B CBEXeM
Buae, uHkybuposars .5 —1 sac npu 57 °C, TujaTenrHo BCTPsAXHMBATL Nocse MHKybauum ¢ BO3MOXK-
o aofasroi EATA. Takum cnocobom mnccaenoBanru GarouMTapHyio akTMBHOCTH Y TeaAT B BO3-
pacre 2,5 mec. Yerazopuau 18,6 ) darountupyommx neitkouinTos ¢ uHiekcom akrusHoern 7,07

daroumnTos; KpoBb; TeJEHOK

TOMAN. M. — PSIKAL. I. (Veterinary Research Institute, Brno): The Phagocytic
Activity Test in the Blood Leucocytes of Calves. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) :
393-400.

The 2-hvdroxyethylmetacrylate-particle (HEMA) phagocytosis method in whole
blood was adapted to the evaluation of the phagocytic activity of the leuzocytes
of calves. Several test variants were compared and the best procedure was de-
termined, based on the following principles: keeping the heparin concentration at
10 i. u. in 1 ml of blood at the maximum, using fresh samples, incubating at 37 °C
for 0.5 to 1 hour, thoroughly agitating the sample after incubation, with possible
addition of EDTA. The phagocytic activity of nine calves, 2.5 to 3 months old,
was examined by the proposed procedure and 18.6 %, phagocytic leucocyvtes were
found, the phagocytic index being 7.07 0,

phagocytosis: blood; calf

TOMAN, M. — PSIKAL, 1. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin. Brno): Test
der phagozytdren Aktivitdt von Blutleukozyten der Kilber. Veter. Med. (Praha).
30, 1985 (7) : 393-400.

Die Methode der Phagozytose der 2-Hydroxyithylmethakrylatkorpuskeln (HEMA)
im Gesamtblut haben wir zur Bewertung der phagozytiren Aktivitit der Leuko-
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zyten bei Kidlbern modifiziert. Aufgrund eines Vergleichs von Ergebnissen mehrerer

Varianten des Testes bestimmten wir das vorteilhafteste Verfahren,

fur das fol-

gende Grundsiatze gelten: Einhalten der Maximalkonzentration von 10 i. E. Heparin
in 1 ml Blut, Verarbeitung frischer Proben, Inkubation 0,5 bis 1 Stunde bei einer
Temperatur von 37 °C, griindliche Verteilung nach beendeter Inkubation, mit even-
tueller Beigabe von EDTA. Mit Hilfe des beschriebenen Verfahrens untersuchten
wir die phagozytare Aktivitat von neun, 2,5 bis 3 Monate alten Kilbern. Wir
stellten 18,6 9, phagozytierender Leukozyten fest, mit einem Index der phagozy-

taren AKktivitat von 7,07.
Phagozytose; Blut; Kalb

Adresa autoru:

MVDr. Miroslav Toman, MVDr. Ivan PSikal Vyzkumny ustav

lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno

veterinarniho

400 VETERINARNI MEDICINA — 1985



FAGOCYTARNI AKTIVITA KREVNICH LEUKOCYTU TELAT
OD NAROZENI DO VEKU TRI MESICE

M. Toman, 1. Psikal, J. Mensik

TOMAN, M. — PSIKAL, I. — MENSIK, J. (Vyzkumny ustav veterinarniho lé-
kafrstvi, Brno): Fagocytdrni aktivita krevnich leukocyti od narozeni do wvéku
t7i mésice. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 401-408.

Testem fagocytozy 2-hydroxyetylmetakrylatovych (HEMA) c¢astic jsme vySetrili
43 telata rGzného véku od nultého dne do tfi mésici. Nalezli jsme signifi-
kantni rozdily fagocytarni aktivity krevnich leukocyti v zavislosti na veéku.
U novorozenych telat byla fagocytarni aktivita velmi nizka, fagocytovalo jen
16,59, leukocytu s indexem fagocytarni aktivity 0,39. V dalsich dnech akti-
vita vyrazné stoupala. Ve véku trfi dny fagocytovalo 439, leukocyti telat.
Sesty az sedmy den jsme zaznamenali pokles aktivity a teprve od tfi tydnu
az jednoho mésice véku meéla fagocytarni aktivita opét vzestupnou tendenci.
U bezkolostralnich telat jsme tuto dynamiku fagocytarni aktivity nezazna-
menali. Nizké hodnoty pretrvavaly delsi dobu po narozeni bez typického zvy-
Seni treti az paty den. Fagocytarni aktivita se zvySovala u bezkolostralnich
zvifat experimentalné infikovanych rotavirem.

fagocytoza; krev; kolostrum: tele: ontogeneze imunity

Tele se rodi agamaglobulinemické bez specifické humordlni a bu-
nécné imunity. Imunitni systém je ve stadiu dozrdvdni, mnohé z jeho
funkci, jako je aktivita komplementu nebo odpovéd lymfocytd na mito-
geny, jsou dosud sniZené (Banks, 1982). Od prvnich hodin po narozeni
se jedinec setkdvd s ohromnym mnoZstvim antigenii, které pomadhaji
imunitni systém dotvéaret, ale hrozi i napadenim organismu. Hlavnim pro-
sttedkem ochrany v tomto obdobi je kolostrum matky s mnoZstvim
protildtek a s moZnosti prfestupu pres sténu stfevni do krevniho recisté.
Soucasné se jiZz zacinaji uplatiiovat vlastni obranné reakce telete
(Welliver a Ogra, 1978; Opdebeeck, 1982; Banks, 1982).

Jednim z velmi dileZitych Clank komplexu obrannych mechanismi
je fagocytoza. Je klicovym bodem zanétlivé reakce a zdroveinl spojo-
vacim C¢lankem mezi nespecifickou a specifickou imunitou, mezi imu-
nitni odpovédi humordlni a bunécnou. Ma moZnost destruovat cizorodé
antigeny, ale také je prezentovat T lymfocytiim a dalS§im strukturam
imunitniho systému a znovu s nimi reagovat po navdzani komplementu
nebo protilatky. Funkcni stav fagocytujicich bunék, v krvi zastoupe-
nych populaci neutrofilnich granulocyti a monocyt, je tedy jednim
z ukazatell celkové imunokompetence organismu.

O fagocytarni aktivité novorozenych telat bylo doposud maélo po-
znatk{. V posledni dobé se v literature objevily tidaje o fagocytarni akti-
vité krevnich leukocyti novorozenych telat ve vztahu k véku (Salwa,
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1982), k uCinku kolostra (La Motte a Eberhart, 1976; Lom -
bardo aj., 1979) ¢i poklesu kortikosteroidi po porodu (La Motte
a Eberhart, 1976). Cilem naSi prace bylo zjistit hodnoty fagocytarni
aktivity u telat rizného vé€ku a sledovat vliv kolostra na jeji rozvoj.

MATERIAL A METODY

ZVIRATA A ODBER VZORKU

V prvnim pokuse jsme ‘vySetrili 43 telata plemene cernostrakaty nizinny skot
ruzného véku od prvniho dne po narozeni do tri meésicti. Telata byla odchovavana
v teletniku s minimalni nemocnosti, v prvnich dnech byla napajena Kkolostrem
a od tretiho dne Laktosanem. Ve druhém pokuse jsme sledovali fagocytarni akti-
vitu u bezkolostralné odchovavanych zvirat. Hned po narozeni byla telata odsta-
vena od matky, osusena a bylo jim i p. aplikovano 100 ml hovéziho IgM, izolo-
vaného od zdravych krav. VyzZivovana byla mléénou dietou, podle potreby s pfi-
davkem caje. Dvé telata jsme infikovali treti den organovym rotavirem per os.

Krev jsme odebirali do plastikovych jednorazovych strikacéek s heparinem
tak., aby vysledna koncentrace heparinu neprekroéila 10 ml.

TEST FAGOCYTOZY

Pouzili jsme modifikovanou metodu fagocytézy 2-hydroxymetakrylatovych
¢astic podle Vétvicky aj. (1982), podrobné popsanou v predchozim sdéleni (T o -
man a P3ikal, 1985). Suspenzi 0,05 ml partikuli fedénych v PBS (8—10X 108 ml)
jsme inkubovali s 0,2 ml ¢erstvé odebrané krve v plastikovych zkumavkach jednu
hodinu pri teploté 37 °C. Pét minut pred ukonc¢enim inkubace jsme ke vzorku pri-
dali 0,05 ml roztoku NazEDTA (100 mg/ml). Po skonéeni inkubace jsme vzorky
dikladné rozmichali, zhotovili krevni natéry a barvili je panoptickym barvenim
MAY-GRUNWALD GIEMSOU.

Stanovili jsme diferencialni rozpocet bilych krvinek a v nich jsme sledovali
poc¢et pohlcenych ¢astic. Pro vyhodnoceni fagocytarni aktivity jsme srovnavali
krevni obraz s procentem fagocytujicich bunék a vypoéitali index fagocytarni akti-
vity jako pramérny poc¢et pohlcenych ¢astic na jednu potencialné fagocytujici
bunku.

V kazdé vékové kategorii jsme vypocitali aritmeticky prumér ziskanych hod-
not a stfedni chybu prumeéru. Hodnoty jednotlivych skupin zvirat jsme porovna-
vali Studentovym T testem.

VYSLEDKY

V testu fagocytovaly vyhradné neutrofilni granulocyty a monocyty.
Jednotlivé fagocytujici buiiky obsahovaly rizny pocet partikuli od 1
do 40.

V prvnim pokuse jsme sledovali dynamiku fagocytarni aktivity (FA)
u telat rtizného véku. Tab. I ukazuje hodnoty leukogramu. Krev novoro-
zenych telat obsahovala vysoké procento neutrofilnich granulocytd, a to
jak tyCek, tak segmenti. Jejich obsah v zavislosti s vékem klesal, obsah
lymfocytli naopak stoupal. Rozdily téchto hodnot mezi telaty do tfi tydni
véku a tfimési¢nimi telaty jsou vysoce signifikantni. Procento monocyti
a eozinofild kolisalo nepravidelné a jejich rozdily byly u jednotlivych
kategorii zvifat nevyznamné.

Hodnoty fagocytarni aktivity jsou shrnuty v tab. II a dynamika je
naznacCena v obr. 1. FA krve novorozenych telat (tésné po napiti ko-

402 VETERINARN! MBDICINA — 1985



I. Krevni obraz telat ve véku 0 dnt az tfi mésice — The blood picture of calves
at the age from 0 days to 3 months

Vék telat Procentudlni zastoupeni bun&k
(po&et) | - -
tyCka*) segment monocyt lymfocyt eozinofil
0 dni (2) | 6,0 (+ 0,0) 67,5 (+ 2,5) 2,0 (+ 1,0) 24,0 (+ 4,0 0,5 (+ 0,5)
1 den (4) 3,5 (+ 0,2) 37,5 (= 13,3) 3,5 (+ 0,9) 52,3 (+ 14,6) 3,0 (+ 1,3)
2 dnY (5) 4)8 (1 1,5) 48)8 (i‘_ 8:6) 7,4 (_t 3,3) 37,2 (::. 9’6) 1’8 (_1__ 0,8)
3 dny (4) 398 ( T 2,1) 39,8 ( | 8,5) l2,0 (} 3,7) 44’3 (—*‘: 9,0) 0,3 (1: 0’3)
5 dni (2) 5,5 (++ 1,5) 36,5 (+ 3,5) 9,5 (+ 3,5) 475 (+ 0,5) 1,0 (+ 1,0)
6- 7 dni (3) 2,6 (+ 1,2) 34,7 (+ 7,4) 5,3 (- 1,5) 57,3 (4 8,9) 0,0 (+ 0,0)
3 tydny (9) 2,3 (£ 0,5) 26,0 (+ 4,1) 5,3 (+ 0,9) 66,2 (+ 4,2) 0,1 (+ 0,1)
3 mésice (9) 2,0(+ 0,5) 18,1 (- 3,6) 7,4(+ 1,3) | 71,2(+ 35 | 1,2(= 0,6)
Celkem (43) 3,8 (+ 0,5) 32,9 (+ 2,8) 7,1 (= 0,9) 552(+ 3,1) | 0,0 (+ 0,2)

*) Pramér hodnot (-} stfedni chyba primeéru)

lostra) byla velmi nizka. PrestoZe bila krevni slozka obsahovala 75,5 %
neutrofilti a monocyti, fagocytovalo jen 16,5 % krevnich leukocytl s in-
dexem aktivity 0,39. V dalSich dnech meéla FA vzestupnou tendenci. Ve
dvou azZ péti dnech véku dosdhla vysokych hodnot, srovnatelnych nebo
vyS88ich nez u telat tfimési¢nich, a to jak poc¢tem fagocytujicich bunék,
tak indexem FA. Nejvy3si hodnoty fagocytozy byly zjiStény tfeti den,
kdy fagocytovalo 43,0 % leukocytd s indexem FA 10,33. Ve véku jednoho
tydne fagocytoza leukocyti poklesla, do Ctrndctého dne setrvdvala na

nizké urovni a teprve nad jeden meésic véku se opét zvySovala.

Tab. III udava statistické porovnani rozdild hodnot jednotlivych
vékovych skupin telat. ZvySeni procenta fagocytujicich bunék druhy
%%
1001
90
80+
701
1. Dynamika fagocytar- 60+
ni aktivity Kkrevnich
leukocytu telat v zavis- 504
losti na véku — The
development of the pha- A
gocytic activity of blood )
leucocytes in calves in 30
relation to age 204
) fagocytujici leukocyty 101
celkem
@® fagocytujici neutro- — —

filni granulocyty c 1t 2 3 4 S5 7 dni 3 tydny 3 mesirne
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II. Fagocytarni aktivita u telat ve véku 0 dnG az tfi mésice — The phagocytic activity of leucocytes in calves from 0 days
to the age of 3 months

’ Fagocyty celkem*) ' Neutroﬁly Monocyty
Procento S o == —= - s B =
Veék telat . ! | {

to ’ . procento ; procento ;
(pocet) ‘m:en POYU, L hiicr SO index | index T index »
trofil fagocytujicich S5 f: t h 90 fagoc cich P

1 T REl e %ugé:l:)l | aktivity***) j ago;l};nlgimc 1 aktivity 8 buyrt:glt aktivity ;
| — — R S - S - . — MY | S S —
l 0 dni (2) 75,5 ‘ 16,5 (4= 5,5) 0,39 (+ 0,17) } 22 2 ( 6,7) 0,39 (+ 0,19) 0,0 (= 0,0) 0,0 ( + 0,0 ) ‘
1 den (4) 44,8 17,2 (1 9,0) 1,18 (+ 0,53) 36,1 (= 17,5) 1,25 (- 0,59) 8,3 (4 8,3) 0,83 (.t 0,83) !
\ 2 dny (5) 61,0 38,0 (+ 10,2) 6,60 (+ 1,56) 67,8 (+ 11,9) 7,47 (4 1,80) 14,7 (+ 9,0) 1,06 (+ 0,88) !
| 3 dny (4) 55,6 43,0 (4 4,9) | 10,33 (= 3,07) 84,0 (+ 9,7) | 12,67 (-~ 3,94) 61,9 (+ 17,0) 4,68 (- 1,93) l‘
‘ 4 dny (5) 49,6 28,8 (+ 10,2) 6,15 (+ 3,17) 59,1 (+ 12,0) 7,63 (£ 4,21) 32,2 (£ 10,2) 2,55 (- 1,80) ;
5 dni (2) 51,5 39,5 (= 11,5) 5,22 (+ 1,22) 76,0 (+ 21,5) 6,02 (+ 1,57) 79,5 (+ 12,8) 1,80 (- L,13) |
1 6—7 dni (3) 42,6 153 (4+ 7,8) 0,75 (+ 0,42) ' 37,3 (£ 15,7) 0,81 (+ 0,47) 21,9 (+ 6,1) 0,22 (+ ) {
3 tydny (9) 33,6 17,2 (4 3,2) 1,61 (+ 0,44) 50,5 (= 7,6) 1,83 (+ 0,52) 42,3 (+ 10,4) 0,72 (+ 0,17) |
| |
3 mésice (9) 27,5 18,6 (+ 2,5) } 7,07 (-+ 1,17) 66,2 (- 4,8) 9,69 (+ 1,84) 45,4 (+ 10,7) 2,94 (+ 0,44) i

*) prumér hodnot (- stfedni chyba praméru)
**) procento fagocytujicich bunék z celé populace bilych krvinek
**%) prumérny pocet partikuli na jeden fagocyt



111. Statistické srovnani rozdili hodnot vékovych skupin telat Studentovym testem
— A statistical comparison of the differences in the values for the age groups of
calves (Student’s {est)

Fagocyty celkem Neutrofily Monocyty
P —— procento procento procento
piny fagocy- index fagocy- index fagocy- index
tujicich | aktivity | tujicich | aktivity | tujicich | aktivity
bunék bunék | bunék
0 -1 dni (6) -
<« 2--5dni (16) + 3 + + et -+ gl
2—5dni (16) >
| % 6--7dni(3) o+ ++ - ++
| 6-7dni(3) x
< 3 tydny (9) - -~ - - - ‘
3 tydny (9) !
X 3 mésice (9) - + ~ t - = !
- !
0—3 tydny (34) - %
i - 3 mésice (9) J — —

statisticky nevyznamné (P -_ 0,05)

+ statisticky vyznamné (P
t -+

az paty den proti hodnotdm v nultém

- 0,05)
statisticky vysoce vyznamné (I

- 0,01)

az prvnim dnu je statisticky vy-

znamné, u hodnot indexu fagocytarni aktivity dokonce statisticky vy-
soce vyznamné. Stejné vyznamné je i sniZeni téchto hodnot 3Sesty aZ
sedmy den. Rozdily od sedmého dne do tFi tydn véku jsou nevyznamneé.
Od tfi tydnd do tFi meésich se procento fagocytujicich bunék zvyS3uje,
ale tento rozdil je nevyznamny. Zato vysoce vyznamny je vzestup indexu

fagocytarni aktivity.

Ve druhém pokuse jsme ziskali nékolik orientacnich hodnot fago-
cytarni aktivity u bezkolostralnich telat. Shodné s vysledky fagocytarni

1V. Fagocytarni aktivita u dvou telat infikovanych rotavirem experimentalné —
The phagocytic activity in two calves experimentally infected with rotavirus

| ; Fagocyty celkem Neutrofily Monocyty
Procento =
monocy- | procento procento procento
Tele PIRt ta a neu- | fagocy- index fagocy- index fagocy- index
trofili tujicich | aktivity | tujicich | aktivity | tujicich | aktivity
' | bunék bunék bunék
ROTA 5 0 i 75 45,0 2,17 47,3 2,14 50,0 2,50
24 i 38 36,0 18,86 100,0 20,37 33,3 1,33
48 34 30,0 17,64 100,0 21,00 333 2,00
ROTA 6 0 ‘ 59 39,0 3,78 70,9 4,05 0 0
24 ’ 58 56,0 14,48 100,0 14,48 83,3 14,50
PIH — hodiny po infekci
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aktivity novorozenych telat napdjenych kolostrem méla novorozend bez-
kolostralni telata nizkou fagocytarni aktivitu krevnich leukocytli, a to
jak procentem fagocytujicich bunék, tak indexem fagocytarni aktivity.
Tyto niZ8i hodnoty pietrvdvaly i v dalSim obdobi a upravily se aZ pozdéji.
Druhy aZ paty den jsme nezaznamenali vzestup fagocytozy, charak-
teristicky pro telata napdjend kolostrem. Jedté v Sesti tydnech véku mélo
tele odchovéavané bez kolostra 7 % fagocytujicich bunék s indexem fa-
gocytarni aktivity 0,73. Fagocytarni aktivita se vSak vyrazné zvySovala
za 24 az 48 hodin po experimentalni infekci rotavirem (tab. 1V]).

DISKUSE

Hodnoty diferencidlniho rozpocCtu bilych krvinek béhem fagocytar-
niho testu se u jednotlivych zvifat proti vychozim hodnotam v dané krvi
nemeénily. Procentualni zastoupeni jednotlivych druhii bilych krvinek,
vyraznd neutrofilie u novorozenych telat i jeji pokles do sedmi dnfi
véku odpovidaji hodnotdm uddvanym jinymi autory (Schalm aj.,
1975; Clover a Zarkower, 1980).

Pri sledovani dynamiky fagocytarni aktivity v zavislosti na véku
jsme nalezli nizké hladiny u telat novorozenych aZz jeden den starych.
La Motte a Eberhart (1976) zjiStovali nizké hladiny FA u no-
vorozenych bezkolostrdlnich telat a uvadéji je v cCastetné souvislosti
s vysokou hladinou kortikosteroidi. Zatimco hladina kortikosteroidd 12
hodin po narozeni vyrazné klesda, FA ma vzestupnou tendenci, a to
zejména u zvirat napajenych kolostrem. Za 36 hodin po narozeni je jiZ
rozdil ve FA kolostrem napdjenych a bezkolostralnich telat vyrazny.
Lombardo aj. (1979) tyto udaje potvrdili a dale sledovali, zda na
snizené FA ma podil bunécna sloZka nebo sérum. Zjistili, ze neutrofily
novorozenych telat po pridani séra dospélych krav fagocytuji se stej-
nou aktivitou jako buiiky telat starych 48 hodin. Vyrazné rozdily vSak
nachéazeli v opsonizacni schopnosti séra. Sérum novorozenych zviFat
opsonizacni schopnost témér nemélo, vyS3i opsonizaci vykazovala auto-
logni séra 12 az 48 hodin starych telat a nejvyssi opsonizacni schopnost
mela séra dospélych krav. K podobnému zjisténi dospéli i Renshaw
aj. (1976), kteri sledovali baktericidni schopnost leukocyti a séra no-
vorozenych telat. Zatimco baktericidni schopnost leukocyti nebyla proti
leukocytim dospélych zvirat niZ$i, sérum novorozenych zvifat bakte-
ricidni schopnost postradalo.

Od druhého dne jsme zaznamenali vyrazny vzestup FA s vrcholem
v tfetim az patém dnu s néslednym poklesem sedmy den po narozeni.
TutéZ dynamiku sledoval Salwa (1982). Tento vzestup jsme ovSem
pozorovali jen u telat, kterd byla napdjena kolostrem, zatimco u bez-
kolostralnich telat se FA udrZovala na niz$i arovni del§i dobu. Ucinek
kolostra je zFejmé podobny jako pfidani séra dospélych zvifat k bunkam
mlddat (Lombardo aj., 1979). Desiderio a Campbell (1980)
zjistili, Ze nejvyS88i opsonizacni UcCinek na fagocytozu buiikami mlécné
Zlazy meéla gama frakce kolostra. Je tedy zrfejmé, Ze kolostrum ma vy-
razny potencujici uc¢inek na fagocytozu bunék novorozenych zvirat,
zejména svymi humordlnimi faktory. Tyto faktory jiZ zfejmé neobsahuje
mléko, nebo jich obsahuje jen minimalni mnoZstvi, coZ doklada ttlum
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fagocytozy v Sestém aZ sedmém dnu. Uloha bunécné sloZky kolostra
neni v tomto sméru prozkoumdna. Weaver aj. (1981) vsak zjistili,
Ze je vztah mezi fagocytozou a lymfocyty kolostra, které b&hem fago-
cytozy uvoliiovaly zvySené mnozstvi IgA.

Dosud rozporuplné jsou vysledky pfi sledovani vlivu infekce na
fagocytarni aktivitu telat. Salwa (1982) nezjistil signifikantni rozdil
mezi skupinou zdravych a nemocnych zvifat. NaSe vysledky pfi expe-
rimentadlni infekci bezkolostralnich telat i dalSi zkuSenosti se sledova-
nim vlivu prdjmovych chorob na FA napovidaji, Ze FA periferni krve
se zvySuje i pfi lokdlnich infekcich. Tato aktivita se neprojevuje jen
zvySenym vyplavovanim neutrofill do krevniho recisté, ale i zvySenym
indexem FA. Dosavadni poznatky v tomto smeéru v3ak maji jen orien-
taCni charakter a vlivy plsobici na fagocytarni aktivitu novorozenych
telat je tfeba dale sledovat.

Podekovani

Autori dékuji F. Peckovi, promovanému matematikovi, za pomoc pri sta-
tistickém zpracovani dat.
Literatura

BANKS, K. L.: Host defense in the newborn animal. J. Amer. veter. med. Assoc.,
181, 1982, ¢. 10, s. 1053.

CLOVER, C. K. — ZARKOWER. M. S.: Immunologic responses in colostrum-fed
and colostrum-denrived calves. Amer. .J. veter. Res., 40, 1980, s. 1002-1007.
DESIDERIO, J. V. — CAMPBELL. S. G.: Bovine mammary gland macrovhage:

effects of colostral components on phagocytosis. Amer. .J. veter. Res., 41, 1980, s.
1600-1602.

LA MOTTE, G. B. — EBERHART, R. J.: Blood leucocytes, neutrophil phagocytosis,
and plasma corticosteroids in colostrum-fed and colostrum deprived calves. Amer.
J. veter. Res.. 1976.

LLOMBARDO. P. S. — EBERHART, R. J. — TODHUNTER, D. A.: Effect of c¢o-
lostrum ingestion on indices of neutrophil phagocytosis and metabolism in new-
born calves. Amer. .J. veter. Res., 40, 1979, s. 362-368.

OPDEBEECK, J. P.: Mammary gland immunity. J. Amer. veter. med. Assoc., 181,
1982, ¢. 10, s. 1061.

RENSHAW. H. W. — ECKBLAD, W. P. — THACKER, D. L. — FRANK. F. W.:
Antibacterial host defense: In vitro interaction of bacteria serum factor, and leuco-
cvtes from precolostral dairy calves and their dams. Amer. J. veter. Res., 37, 1976,
¢. 11, s. 1267.

SALWA. A.: Wstepne badania nad czvnnoscia fagocyvtarna granulocytow obojet-
chlonnveh we krwi cielat noworodkow. Med. weter., XXXVIII, 1982, s. 582-584.
SCHALM, O. W. — JAIN, N. C. — CARROL. E. J.: Veterinary hematology. Phi-
ladeinhia. Lea a Fegiber 1975. 807 s.

TOMAN, M. — PSIKAL. I.: Test fagocytarni aktivity krevnich leukocyta telat.
Veter. Med. (Praha). 30, 1985, ¢. 7. s. 393-400.

VETVICKA. V. — FORNUSEK, L. — KOPECEK, J.: Phagocytosis of human blood
leucocytes: a simple micromethod. Immun. Lett., 5, 1982, s. 97-100.

WEAVER, E. A. — GOLDBLUM. R. M. — DAVIS, C. P. — GOLDMAN, A. S.:
Enhanced immunoglobulin release from human colostral cells during phagocytosis.
Infect. Immun., 34. 1981, ¢. 2, s. 498.

WELLIVER. R. C. — OGRA., P. L.: Importance of local immunity in enteric in-
fection. J. Amer. veter. med. Assoc., 173, 1978, ¢. 5, s. 560.

Doslo dne 12, 10. 1984

VETERINARNI MEDICINA — 1985 407



TOMAH, M. — IIIIHKAJ, . — MEHUIIHUK, A. (HayuHo-uccaenoBaTensCKHiE HHCTHUTYT Be-
TepuHapuu, Bpho): ParopHTapHam aKTHBHOCTE KpPOBAHLIX NEHKOIMTOE TENAT OT POXIEHHA IO
3-mecaunoro Bo3pacra. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) :401-408.

ITo Tecry ¢arouurtosa 2-runpokcusriiMerakpunatosix (HEMA) wactun wmccacaosann 43 Te-
aeHka B Bospacte 0—3 mec. OTMeueHbl 3HaYMMEle pasnnius GarolMTApHON AKTUBHOCTH KPOBAHLIX
JIEHKOLMTOB B CBA3H C BO3PAacTOM. Y HOBOPOMIEHHBIX TeNAT OHA HHU3Kaf M OXBAThIBAET JMIIb
16,59/, neitkountos ¢ wuHnekcom ¢ar. akrueHocTH (),39. B mnocsedyiomMe IHM AKTHBHOCTbL 3a-
MeTHO BO3pacTaer, W B Bospacte 3 aus oxsartwmiBaer 43 (), neiixouuton Tenst. Ha 6—7-it mum
aKTMBHOCTb TOHMI)KAeTCsA, M JHWb HayuHas ¢ 3—4 Henens cHosa pacter. Y 6e3MOJ03MBHBIX
TeNAT NON06HOH NMHaMUKM GaroUMTApHONH AaKTHBHOCTH He oTMeueHo. Huskue pesnmumHbl coxpa-
HAIOTCA 0OJTO Tmocjae poxaeHWs 6e3 TUnuuHoro nuka Ha 3—5-u auu. ParounrapHas axTis-
HOCTh TOBBLIIIAETCA y TeX 6e3aMONO3UBBIX TEJNAT, KOTOPHIX 3apPaKkajy pPOTABUPYCOM B BKCMEPHMeH-
TaNbHOM NOPsIKE.

¢al’OLIHT03; KpOBL; KOJJOCTPYM; TeNneHOK; OHTOI€HEe3 MMMyHHTeTa

TOMAN, M. — PSIKAL, I. — MENSIK, J. (Veterinary Research Institute, Brno):
The Phagocytic |Activity of Blood Leucocytes in Calves from Birth to the Age of
Three Months. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 401-408.

Forty-three calves of various age from the day of birth to the age of three months
were subjected to the 2-hydroxyethylmetacrylate (HEMA) particle phagocytosis
test. Significant differences in the phagocytic activity of blood leucocytes were
recorded, all depending on age. New-born calves had very low phagocytic activity:
only 16.5%, of the leucocytes were found tn be phagocytic, the phagocytic index
being 0.39. A rapid increase in phagocytic activity was recorded during the sub-
sequent days. At the age of three days 43", of the leucocyvtes of the calves were
phagocytic. A decrease in phagocytic activity was found on the sixth to seventh
day, and another increase was recorded only from the age of three to four weeks
of age. No such changes in the development of phagocytic activity were observed
in the calves reared without colostrum administration. Low values were maintained
for a longer time after birth without the typical increase on the third to fifth day.
Phagocytic activity increased in the zero-colostrum calves experimentally infected
with rotavirus.

phagocytosis; blood; colostrum: calf; immunity ontogenesis

TOMAN, M. — PSIKAL, I. — MENSIK. J. (Forschungsinstitut fiir Veterinirme-
dizin, Brno): Phagozytire Aktivitdit der Blutleukozyten von Kilbern von der Ge-
burt bis zum Alter von drei Monaten. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 401-408.

Mit Hilfe des Phagozytose-Testes der 2-Hydroxyathylmethakrylatkorpuskeln (HEMA)
untersuchten wir 43 Kilber verschiedenen Alters, vom nullten Tag bis zu drei
Monaten. Wir ermittelten wesentliche Unterschiede der phagozytaren Aktivitat
der Blutleukozyten in Abhingigkeit vom Alter. Bei neugeborenen Kilbern war
die phagozytiare Aktivitiat sehr niedrig, es phagozytierten nur 16,5, der Leuko-
zyten, mit einem Index der phagozytiren Aktivitit von 0,39. In den folgenden
Tagen nahm dann die Aktivitdt betridchtlich zu. Im Alter von drei Tagen phago-
zytierten 439, der Leukozyten der Kilber. Am sechsten und siebenten Tag ver-
zeichneten wir einen AKktivitdtsrickgang und erst vom Alter von drei Wochen bis
einem Monat an wies die phagozytare Aktivitdt wiederum ansteigende Tendenz
auf. Bei ohne Kolostralmilch aufgezogenen Kilbern wurde diese Dynamik der
phagozytaren Aktivitat nicht verzeichnet. Die niedrigen Werte iiberdauerten fir
eine langere Zeit nach der Geburt, ohne die typische Erhohung am dritten bis
flinften Tag. Die phagozytire Aktivitit stieg bei den ohne Kolostrum aufgezogenen
Kialbern, die experimentell mit Rotavirus infiziert wurden.

Phagozytose: Blut; Kolostrum; Kalb: Ontogenese der Immunitit

Adresa autori:

MVDr. Miroslav Toman, MVDr, Ivan PSikal doc. MVDr, Jaromir Mens§ik,
CSec., Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno
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VYUZITI MEMBRANOVYCH FILTRU SYNPOR PRO SEPARACI
A STANOVENI POCTU SOMATICKYCH BUNEK MLEKA
DOJNIC INDOL DNA FILTR METODOU

E. Urbanova, V. Sedinova, J. Skarda, O. Skardova, A. Jukl

URBANOVA, E. — SEDINOVA, V. — SKARDA, J. — SKARDOVA, O. —
JUKL, A. (Ustav fyziologie a genetiky hospodarskych zvirat CSAV, Praha;
Ustiredni statni veterinarni ustav, Praha): VyuZiti membrdanovych filtru Synpor
pro separaci a stanoveni poctu somatickych bunék mléka dojnic indol DNA
filtr metodou. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 409-418.

Somatické bunky mléka dojnic byly separovany filtraci pres nitrocelulozoveé
membranové filtry (Synpor) o velikosti pora 2 az 5 um. K membranovym
filtram se zachycenymi bunkami bylo pridano indolové ¢inidlo, smés byla
zahrata 20 minut ve vrouci vodni lazni, zchlazena, centrifugovana (3500 X g,
15 min) a opticka denzita byla zmérena pri 490 nm. Pro prevod obsahu DNA
ve vzorku mléka na pocet bunék bylo pouzito vztahu 8 ug DNA = 1 milion
bunék. Prameérny variaéni koeficient stanoveni ¢inil 47", a Kkorelaéni koefi-
cient mezi indol DNA filtr metodou a primou mikroskopii na membranovych
filtrech byl r = 0,997. Poc¢et somatickych bunék indol DNA filtr metodou lze
stanovit ze vzorka mléka ulozenych ve zmrazeném stavu nebo ve filtrech se
zachycenymi bunkami, ulozenych pri teploté 4°C, kratkodobé (3 dny) i #ori
teploté 25°C. Stanoveni nenarusuje ani stabilizace vzorkua mléka K2Cr207
nebo smesi K2Cr207 a HgCl2, jestlize jsou ulozeny osm dni pri teploté 4 °C.

mléko; somatické bunky: stanoveni; DNA filtr metoda; membranove filtry

Filtraci pfes membranové filtry byly somatické buriky mléka dojnic
poprvé separovany za ucelem primého mikroskopického stanoveni je-
jich poctu (Merrill, 1963). Hutjens aj. (1970) stanovili pocet
bunék zachycenych na filtru podle obsahu DNA prFi pouZiti barevné
reakce s dyfenylaminem. Ward a Berman (1971) a Ward
a Schultz (1973) tuto metodu modifikovali tim, Ze misto difenyl-
aminu pouZili jako barevné reagens indol. Pouzité membranové filtry
byly z kyselinorezistentniho i tepelné rezistentniho akrylonitrilového
polymeru. Pozdéji se vSak zacCaly pouZivat celulozoacetatové membra-
nové filtry (Bremel aj., 1977).

V predlozené praci byly pro separaci somatickych bunék v mléce
pouzity nitrocelulozové membranové filtry domdaci produkce. VyS$Si re-
produkovatelnost indolové barevné reakce s DNA byla zajiSténa prFi-
davkem siranu médnatého do indolového reagens. Nékteré piedloZené
vysledky jiz byly stru¢né uvedeny v dfiveéjsich pracich (Skardova
aj., 1978, 1979).
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MATERIAL A METODY

MATERIAL

Triton X-100 byl zakoupen od firmy Koch-Light Ltd.. England. DNA, pouzita
pro pripravu standarda, byla vysoce polvmerizovana sodna sl kyseliny desoxyri-
bonukleovée z brzliku telat (BDH Chemicals Ltd.. England). Indol byl ziskian od
firmy Lachema, Brno. Auramin, akridinova zluf a substance Giemsova barviva
GURR byly zakoupeny od firmy BDH Chemicals Ltd.., England

Nitrocelulozové membranové filtry Synpor 1 (velikost poru 3—5 w). Syvnpor 2
(velikost porua 2—3 u) a Synpor 3 (velikost poru 1.1—1.9 ») o pruméru 24 mm byvly
ziskany z n. p. Labora, Praha nebo z n. p. Zdravotnické zasobovani. Praha.

Celosklenéne filtrac¢ni zarizeni (obr. 1, 2) je modifikaci podobneéeho zarizeni
vvrabéného firmou Millipore Intertech Inc., Bedford. Mass.. USA a bylo vyrobeno
v dilnach CSAV, Praha. Spodni ¢ast zarizeni ma plochu tvorenou fritou, na kterou
se poklada membranovy filtr. Horni ¢ast tvori nalevka, jejiz spodni ¢ast je zabrou-
Senda, aby pri spojeni obou c¢asti dobre tésnila. Kovove skripce. které drzi obé ¢&iasti
filtraéniho zarizeni pohromadé. byly vyrobeny v dilnach CSAV, Praha.

MLEKO

K pokusam byly pouzity ¢étvrfove vzorky mleka od dojnic v raznem stadiu
laktace. Vzorky mléka pochazely jak od dojnic zdravyceh, tak od dojnic s masti-
tidou. Vemeno dojnic bylo omyto a vysuSeno: po oddojeni prvnich strika mleéka
byla stanovena reakce MT-NK a odebrano 10 az 200 ml mleéka z kazde ctvrte.
Pro nékteré pokusy bvlyv vzorkv mléka pripraveny takto: étvifovy vzorek mléka

1. Jednotlivé ¢asti celosklenéného filtrac- 2. Filtracni zarizeni pripravené k filtra-
niho zarizeni — The parts of the all- c¢i mléeka — The filtering apparatus
-glass filtering apparatus prepared for milk filtration
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s vysokym poc¢tem somatickych bunek (zjisténo podle reakce MT-NK) byl v raz-
nych pomérech redén c¢tvrtovym vzorkem mléka zdravé dojnice. V takto pripra-
venvch vzorcich byl pak stanoven pocet bunék primou mikroskopii na filtrech
a DNA metodou barevnou reakci s indolem nebo difenylaminem.

FILTRACE MLEKA

Pred filtraci se smicha potfebny objem mléka o teploté 37 az 45°C s 0,19,
roztokem Tritonu X-100, zahratého na teplotu 65 az 70 °C. Triton je detergent, kte-
ry redukuje velikost tukovych kulicek, a tim usnadnuje filtraci mléka. Vodni vy-
vevou je smes mléka a Tritonu filtrovana tak, ze somatické bunky zustavaji na
filtru. Filtr je jesté promyt 10 ml fyziologického roztoku, aby byl zbaven zbytkua
detergentu,.

STANOVENI DNA SOMATICKYCH BUNEK ZACHYCENYCH NA FILTRU
BAREVNOU REAKCI S INDOLEM

Stanoveni DNA somatickych bunék barevnou reakci s indolem bylo prove-
deno podle Warda a Schultze (1973) s tim rozdilem, ze do roztoku indolu
pro pripravu indolového ¢inidla bylo pridano 60 wumol.l-! siranu médnatého
(CuS04), jak doporucuji Short aj. (1968) pro stanoveni DNA ve tkanovych ex-
traktech. Podle téchto autor(i zpusobuje ruzny obsah médi v destilované vodé po-
uzivane kK myti zkumavek a k pripravé indolového ¢inidla kolisani hodnoty extinkce
DNA. Filtry se zachycenymi bunkami byly preneseny do zkumavek, do kterych
bylo pridano 5 ml c¢erstvé pripraveného indolového ¢inidla, slozeného z

1 dilu indolu (0,06 "), ktery obsahoval 60 umol.l-! CuSO4 (roztok je stabilni
60 dni pri teploté 4°C — Ward a Schultz 1973).

1 dilu 5N-HC!,

2 dilu destilované vody.

Zkumavky s filtry, prikryté konickymi sklenénymi chladi¢i (obr. 3), byly za-
hrivany po dobu 20 minut ve vrouci lazni. Po ochlazeni ve vodé a centrifugaci
pri 3500 X g po dobu 15 minut byla opticka denzita méfena na spektrofotometru
Spekol (Zeiss Jena, NDR) nebo na spektrofotometru Spektromom (MOM, Budapest.
MLR) pri 490 nm. Souc¢asné se vzorky byly vareny i filtry promyté Tritonem X-100
a fyziologickym roztokem, které¢ slouzily jako slepy pokus, a filtry promyté stej-
nym zpuUsobem, spolu s 10 az 100 ug DNA, které slouzily jako standardy.

PRIPRAVA STANDARDU

Zasobni roztok DNA pripravime rozpusténim 3 mg DNA v 10 ml destilovane
vody. Tento roztok je skladovan pri teploté —20 C. Standardy pripravime ze za-
sobniho roztoku DNA (500 wg.ml-!) rozpipetovanim do zkumavek s promytymi
filtry v mnozstvi 20 az 200 ul (10—100 ug DNA).

3. Koénické chladice na zkumavkach —
Conical coolers on test-tubes
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STANOVENI POCTU SOMATICKYCH BUNEK MLEKA PRIMOU MIKROSKOPI{
NA FILTRU

Prima mikroskopie somatickych bunék zachycenych na membranovém filtru
(Synpor 2 nebo 3) byla provedena podle Sedinové aj. (1984, 1985).

VYSLEDKY

PFi pouZiti naSeho filtracniho zafizeni je smés mléka a Tritonu X-100
filtrovdana na plochu 2,27 cm? membranového filtru. JestliZe je smés
filtrovdna po Céastech, je filtr Synpor 1 blokovan 28 miliony a filtr
Synpor 2 30 miliény somatickych bunék. Pri filtraci celého objemu smeési
mléka a Tritonu najednou se filtr Synpor 1 blokuje jiZz 14 miliony a filtr
Synpor 2 16 miliony somatickych bunék.

Béhem vareni filtrd Synpor s indolovym cCinidlem se uvolfiuji drobné
CastecCky filtru, které zptsobuji opalescenci vzorkii. Ta znemoziiuje sprav-
né odecteni hodnoty extinkce pfi fotokolorimetrickém meéFeni. Centri-
fugaci (3500 x g, 15 min) se opalescence odstrani: opticka denzita vzorku
s filtrem klesne z 0,149 = 0,016 pred centrifugaci na 0,053 = 0,001 po
centrifugaci (Spektromom, kyveta 1 cm).

Vliv doby a teploty zahfivani na optickou denzitu 100 ug DNA s in-
dolovym cinidlem ukazuje obr. 4. Maximalni extinkce je dosazeno ve
20 minutach. ProdlouZenim doby zahfivani na 30 az 40 minut se extinkce
snizuje, a to rychleji pri teploté 100 °C nez pri teploté 90 °C.

Obr. 5 ukazuje vztah mezi kalibracni kiivkou standardid DNA v pri-
tomnosti a nepfitomnosti membranovych filtri. Z obrazku je patrné, Ze
prabéh kalibracni krivky standardii DNA je pritomnosti filtrti ovlivnén

0.0

|
el DNA
ONA +F

: 5 . T T — T L4
0 10 20 30 Q0 t H 40 b ¢ (
min of ONd

4. Vliv doby a teploty zahfivani na optic- 5. Vztah mezi optickou denzitou a ruz-

kou denzitu 100 g DNA s indolovym
¢inidlem. Vzorky byly méreny pri
490 nm v Kkyveté 1 cm na pristroji
Spektromom (MOM, Madarsko) — The
relation between the warming time and
temperature and the optical density of
100 ug DNA with indole agent. The
samples were measured at 490 nm in
a lem cell on the Spektromom apparatus
(MOM, Hungary)
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nymi koncentracemi DNA v pritomnosti
a nepritomnosti membranového filtru
Synpor 1. Vzorky byly méreny na
spektrofotometru Spekol (Zeiss, NDR)
pri 490 nm v kyveté 2 cm. F = nitro-
celulézovy membranovy filtr Synpor 1
— The relation between the optical
density and various DNA concentrations
in the presence and absence of the
Synpor 1 membrane filter. The samples
were measured on the Spekol spectro-
photometer (Zeiss, GDR) at 490 nm in
a 2cm cell. F = nitrocellulose membrane
filter Synpor 1



I. Stanoveni po¢tu somatickych bunék v mléce primou mikroskopii na filtrech
a indol DNA filtr metodou — Estimation of 'somatic cells in milk by direct micro-
scopy on filters and by the indole DNA filter method

' PM DNA indol

; Vzorek ¢islo pocet variaéni filtrovany ‘ pocet variaéni

| bunék.103. koeficient objem | bunék.103. koeficient

f ' .ml-!  SD l mléka (ml) | .ml-1 + SD

| 1 55 + 2 3,6 20 534 1 1,9
2 146 + 16 10,9 20 118 + 6 5,1
3 429 | 48 11,2 5 423 + 16 3,8
4 I 512 + 32 6,3 2,5 482 + 32 6,6
5 ! 787 © 48 6,1 ! 2,5 808 + 47 5,8
6 866 ~ 35 4,0 2,5 788 4+ 22 2,8

| 7 1145 + 114 10,0 2,5 1248 + 63 5,0

| 8 1767 i 154 8,7 2,5 1950 + 108 5,5

|

| Pramér 7,6 4,6

Vysledky stanoveni poctu somatickych bunék v mléce indol DNA filtr metodou jsou pruméry tfi
az 3esti stanoveni + SD. Pfimou mikroskopii (PM) byl kazdy vzorek pocitan na tfech filtrech.
V tabulce jsou uvedeny pruméry téchto stanoveni - SD. Korela¢ni koeficient mezi vysledky pri-
mé mikroskopie na filtru a indol DNA filtr metody byl r = 0,997.

a Ze je proto nezbytné sestavovat kalibraCni krfivku DNA z extinkci
nameéfenych v pritomnosti membranovych filtra.

Pro zjednodu$eni pfevodu zjiSténych extinkci na pocCet bunék v mléce
je moZné na osu x kalibracni krFivky vynést misto ug DNA pFimo pocet
bunék na mililitr mléka. Obr. 6 uvadi pfiklad pro filtrovany objem
vzorku mléka 25 ml. JestliZe napr. nalezneme u vzorku extinkci, ktera
odpovida 20 ug DNA, znamend to, Zze v kazdém mililitru mléka je 8 ug
DNA, tedy 1 milién bunék. Na obr. 6 je tedy na ose x vyznaCen 1 milién
bunék na mililitr misto 20 ug DNA.

Pro pfevod obsahu DNA ve vzorku mléka bylo pouZito vztahu 8 ug
DNA = 1 milion somatickych bunék, protoZe tato hodnota nejlépe od-
povida poctu bunék zjiSténému pifimou mikroskopii (tab. I a II).

00
6. Vztah mezi optickou denzitou a po- "°]
¢tem somatickych bunék na ml mléka
pro filtrovany objem 2,5 ml pfi pouziti 044
indol DNA filtr metody. Pro piepocet
ug DNA na pocfet somatickych bunék
bylo pouzito vztahu 8 ug DNA = 1 mi-
lion bunék — The relation between the
optical density and the counts of somatic 021
cells per ml of milk for a 2.5ml filtered
volume — the indole DNA filter method. |

034

The relation 8 ug DNA = 1 million 43 ONA
cells was used for the conversion of 2 0 60 80 100
the wug amount of DNA to the counts of ' I 5 ?; 4 5

somatic cells
potet bunik 108, !
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II. Vysledky stanoveni po¢tu somatickych bunék v mléce pfimou mikroskopii na
filtru a indol DNA filtr metodou, ziskané dvéma operatory — Results of the
estimation of the counts of somatic cells in milk by direct microscopy on filter
and by the indole DNA filter method, as obtained by two operators

‘ Operiator 1 Operitor 11 . )
. Vzorek . | Pmméc:?y
zore | _ Soeon o varia¢ni
&ni variaéni | x
&islo PM filtry | yauac PM filtry . i koeficient
%+ SD koefjcnent %+ SD kocfjf:lcnt i o
| | 0 | (4]
i —— — e — - e - . I
: 1 146 :+ 16 10,9 149 + 29 19,5 15,2 1
429 + 48 11,2 392 t 50 12,8 12,0 .
, 3 866 + 35 4,0 805 + 56 7,0 5,5 :
| Pramér 8,7 13,1 5
v
. 2t 2 P prumérny {
DNAindol | V2™ | DNAindol | varasmi variaéni |
%+ SD oen 1en % + SD e koeficient '
O O “”‘ l
. ~ |
124 - 1 0,8 118 - 6 5,1 3,0 ‘
2 407 + 1 0,2 423 . 16 3,8 2,0 ‘
850 -+ 22 2,6 788 - 22 2,8 2,7
| - et W
Primér 12 | 3,9 '
)

MIéko urené pro stanoveni poltu somatickych bunék pfimou mikroskopii na filtru bylo barveno
kombinaci May-Griinwaldova a Giemsova barviva. Na kazdém filtru bylo pocitino v zavislosti na
po¢tu bunék 40 az 140 zornych poli. Hodnoty v tabulce, ziskané piimou mikroskopii na filtru
(PM filtry) i indol DNA filtr metodou (DNA indol), pfedstavuji pruméry tfi stanoveni poétu bu-
nék.10%.ml-1 + SD.

PFi filtrovaném objemu 2,5 ml mléka lze indolovou metodou do-
stateCné pfesné stanovit poCet bunék v téch vzorcich mléka, které
obsahuji vice neZ 400 tisic somatickych bunék v mililitru, coZz odpovida
extinkci vy33i neZz 0,040. Pfesnost stanoveni ve vzorcich mléka s niZ§im
poCtem bunék je mozZné zvys$it méfenim extinkce v kyveté o tlouStce
2 az 3 cm nebo zvétSenim objemu filtrovaného mléka.

V tab. I jsou porovndvany vysledky stanoveni poctu somatickych
bunék v rozsahu od 55000 do 1767000 v mililitru mléka pFfimou
mikroskopii na filtrech a indol DNA filtr metodou. Vysledky stanoveni
jsou vzajemné ve velmi dobré shodé; korela¢ni koeficient mezi obé&ma
metodami ¢inil 0,997. Varia¢ni koeficient stanoveni poctu bunék indol
DNA filtr metodou ¢inil pouze 4,6 %.

V tab. II jsou porovnavény vysledky dvou operatori pfi stanoveni
poctu bunék ve stejnych vzorcich mléka primou mikroskopii na filtrech
a indol DNA filtr metodou. Operator II mél ponékud vy33i variabilitu
ve stanoveni pfimou mikroskopii, ale rozdil ve vysledcich obou opera-
tort nebyl vyznamny.

Skladovani mléka pfi teploté —20°C nebo membranovych filtrd se
zachycenymi bufikami pfi teploté 4°C nebo —20°C po dobu 10 dni
neovlivnilo stanoveni poctu bunék indol DNA filtr metodou (tab. III).
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III. Vliv skladovani mléka nebo membranovych filtra se zachycenymi burnkami na
vysledek stanoveni pod¢tu somatickych bunék indol DNA filtr metodou — The effect
of the storage of milk, or membrane filters with collected cells, on the result of
the estimation of the counts of somatic cells by the indole DNA filter method

MIéko Filtry se zachycenymi burikami
Doba
SH(a::v)é ol skiadované skladované skladované
y pri teploté —20 °C pfi teploté 4 °C pri teploté —20 °C

650 - 44 679 + 35 675 + 29

T 714 + 25 | 729 + 48 668 + 50

10 661 : 33 ‘ 679 + 71 677 + 52

.

Pocet somatickych bunék v ¢erstvém mléce, stanoveny piimou mikroskopii na filtru (n = 7), ¢&inil
670 + 62.10%.ml ', indol DNA filtr metodou 738 ‘ 45.103.ml !. Hodnoty v tabulce jsou pru
méry sedmi stanoveni poétu somatickych bunék.103.ml ! + SD.

Membranové filtry se zachycenymi burikami mohou byt aZ tfi dny skla-
dovany i pfi pokojové teploté, aniZz by vysledek stanoveni byl ovliv-
nén. Ve vzorku mléka, ve kterém bylo pfimou mikroskopii na filtru
(n = 4) zjiSténo 1144 = 94 .10%. ml-! somatickych buné&k, bylo po tfech
dnech skladovani filtru se zachycenymi buiikami pfi pokojové teploté
stanoveno indol DNA filtr metodou 1219 = 92.105 bunék na mililitr.
Mléko stabilizované dvojchromanem draselnym (K2Cr207) nebo smési
dvojchromanu draselného a chloridu rtutnatého (K2Cr207 + HgClz2)
mohlo byt pouZito pro stanoveni poCtu bun&k DNA filtr metodou jesté
po osmi dnch skladovani pri teploté 4°C a v pripadé, kdy byl pouZit
samotny dvojchroman draselny, i po tfech dnech skladovéani p¥i teploté&
25°C (tabh. 1V).

DOPORUCENY POSTUP STANOVENI SOMATICKYCH BUNEK V MLECE
INDOL DNA FILTR METODOU

Zkumavky, ve kterych jsou vafeny a dale zpracovdvdny membra-
nové filtry s indolovym c¢inidlem, musi byt dokonale umyté. Je nutné
umyt je v Jaru nebo v jiném detergentu, nékolikrat vyplachnout vodou
z vodovodu a destilovanou vodou, povafit v destilované vod& a ususit.

Membréanové filtry Synpor 1 nebo 2 povafime v destilované vodé
a pak proplachneme destilovanou vodou. Pfi manipulaci s filtry po-
uzivame pinzetu.

Filtrace mléka a barevnd reakce DNA s indolem se délaji takto:

1. 0,1% roztok Tritonu X-100 (1 ml Tritonu ad 1000 ml destilo-
vané vody) zahfejeme na teplotu 65 aZ 70 °C.

2. Smisime potfebné mnoZstvi mléka zahratého na teplotu 37 aZ
45°C s teplym Tritonem v poméru nejméné 1:4. MnoZstvi mléka pro
stanoveni se odhaduje podle vysledku MT-NK. PFi negativni reakci
MT-NK je pro stanoveni pouZito vice neZz 5 ml mléka; pri reakci =, +
a ++ je pouZito 2,5 aZ 5,0 ml mléka, pfi reakci + + + méné neZ
2,5 ml mléka.

3. Na fritu spodni casti filtracniho zafFizeni poloZime pfedem smo-
Ceny membréanovy filtr, kovovym skFipcem pfripojime horni ¢ést filtrac-
niho zafizeni a zapojime vyvévu.
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1V. Vliv chemické stabilizace a skladovani mléka na stanoveni poc¢tu somatickych
bunék indol DNA filtr metodou — The effect of the chemical stabilization and
storage of milk on the estimation of the counts of somatic cells by the indole DNA
filter method

——— Teplota Doba skladovani
tabilizator sitavvdni -
3 dny | 8 dni
K2Cr207 4°C 1044 | 38 1016 + 19
25°C 1091 + 19 660 + 12
K:Cr:0; + HgCl: 4 C 1110 + 12 1063 + 14
25°C 844 + 13 l 319 + 22

K pokusium bylo pouzito mléko, ve kterém bylo pfimou mikroskopii na filtru (n = 4) zjisténo
1144 -+ 94.10%.ml ! somatickych bunék. Hodnoty v tabulce jsou pruméry Ctyf stanoveni poltu
somatickych bunék.103.ml ! + SD indol DNA filtr metodou. K2Cr207 byl pouzit v mnozstvi
52 mg na 50 ml mléka a HgCl> v mnozstvi 12 mg na 50 ml mléka.

4. Smés mléka s Tritonem zfiltrujeme pres membranovy filtr. Po
filtraci oplachneme filtra¢ni zafizeni cca 10 ml fyziologického roztoku.

5. Po sejmuti skfipce a horni ¢dasti filtracniho zafizeni pfeneseme
pinzetou membranovy filtr se zachycenymi somatickymi burikami do
zkumavky. Zkumavky s filtry je moZné skladovat aZ 10 dni pFi teploté
4 °C a tfi dny pfFi teploté 25 °C.

6. Do zkumavek pridame bezprostiedné pfed varenim 5 ml Cerstve
pripraveného indolového ¢inidla.

7. Zkumavky protrepeme, piekryjeme sklenénymi konickymi chla-
dici a povafime ve vodnf lazni po dobu 20 minut.

8. Zchladime ve vodé.

9. Obsah zkumavek prfelijeme do centrifugacnich zkumavek a cen-
trifugujeme pfi 3500 x g po dobu 15 minut.

10. Supernatant prelijeme do ¢istych zkumavek a méfime optickou
denzitu vzorku na spektrofotometru pfi 490 nm proti slepému pokusu
(Cisty membréanovy filtr zpracovany stejné jako vzorky).

11. Z Kkalibra¢ni kfivky odecteme hodnoty po&tu somatickych bunék
na mililitr mléka.

DISKUSE

Zakladnim predpokladem pro uUspéSné vyuZivani pocCtu somatic-
kych bunék v mléce ke sledovani zdravotniho stavu dojnic je pfesna
metoda jeho stanoveni. V souCasné dobé jsou ve velkych laborato-
Fich k dispozici automatické pocitace, ale tyto pristroje jsou velmi
nédkladné, takZe si je malé laboratofe nemohou koupit. V malych la-
boratofich by bylo moZné pro stanoveni poctu somatickych bunék
v mléce vyuZit DNA filtr metody, kterd nevyZaduje specidlni vybaveni
laboratofe; pro hodnoceni staci kolorimetry Spekol, popflipadé Spek-
tromom.

Na zakladé naSich vysledkl je zfejmé, Ze pro stanoveni pocCtu So-
matickych bunék v mléce indol DNA filtr metodou jsou vhodné membra-
nové filtry Synpor 1 nebo 2. Na 2,27 cm? plochy filtru je mozZné zfiltro-
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vat jednorazovym nalitim vzorek mléka s celkovym poctem bunék
zhruba do 14 miliont. Vzorky s vy38im podtem buné&k jiZ blokuji filtr,
a proto je nutné je aplikovat do filtracniho zatizeni preruSované, nebo
lépe snizit objem vzorku mléka.

Vzhledem k tomu, Ze z membréanovych filtrd Synpor se b&éhem va-
feni s indolovym Ccinidlem uvolifiuji drobné Ccastice, které zpthsobuji
opalescenci vzorkd, je nutné pred fotokolorimetrickym mérenim vzorky
centrifugovat.

Nitrocelulozové membranové filtry Synpor sniZuji extinkci barevné
reakce indolu s DNA. Proto je tifeba zahtTivat slepy pokus a standardy
DNA s indolovym Cinidlem v pritomnosti membrénovych filtri Synpor.

Ze srovnani vysledkl stanoveni poc¢tu somatickych bunék pFimou
mikroskopii na filtrech a indol DNA filtr metodou vyplynulo, Ze pro
prevod obsahu DNA ve vzorku mléka na pocet bunék je mejvhodné&jsi
vztah 8 ug DNA = 1 milién bunék.

Aby se zajistila pfesnost indol DNA filtr metody, je nutné objem
vzorku mléka zvySit aZ na 20 ml u vzorki s negativni reakci MT-NK,
zatimco objem vzorki mléka s vysoce pozitivni reakci MT-NK je tfeba
sniZit na 2,5 ml a méné.

Stanoveni poctu somatickych bunék v mléce indol DNA filtr me-
todou je jednoduché, objektivni a presné. Méreni 1ze velmi snadno stan-
dardizovat tim, Ze se pfipravi standardni roztoky DNA centralné a jed-
notlivym laboratotfim se zaSlou zkumavky s odparfenymi standardy pro
kalibraci. Vyhodou je také moZnost stanovit DNA ve vzorcich mléka
skladovanych ve zmrazeném stavu nebo ve filtrech se zachycenymi
butikami, uloZenymi pfi teploté 4°C po dobu aZ deseti dni. Filtry se
zachycenymi somatickymi butikami mohou byt skladovany po dobu
tf1 dnti i pFi pokojové teploté, aniZ by byl vysledek stanoveni ovlivnén.
K podobnym zavériim dosli i Ward a Schultz (1973). Stabilizace
mléka dvojchromanem draselnym nebo smeési dvojchromanu draselného
a chloridu rtutnatého nenarusuje stanoveni pocCtu somatickych bunék
v mléce skladovaném pri teploté 4 °C indol DNA filtr metodou, ale sta-
bilizace mléka formaldehydem neni pro nésledné stanoveni indol DNA
filtr metodou vhodnéa (nase nepublikované vysledky).

I pFi pouZiti pouze jednoho filtra¢niho zarizeni v laboratofich, které
nejsou vybaveny automatickymi davkovaci, event. priatokovymi Kky-
vetami, mGZe jeden pracovnik analyzovat indol DNA filtr metodou 200
vzorkl za tfi dny, vCetné pfipravy reagencii apod.
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YPBAHOBA, 3. — WEAUWHOBA, B. — IIKAPOA, M. -- HIKAPIOBA, O. — IOKJ, A
(UHeTHTYT GM3BMONOrMM M IE€HETHKM CelabCKOXo3aicTBeHHbix kusBoTHhix Al YUCCP, Ilpara; Ien-
TPaJbHBIH TOCY1apCTBEHHBIH BeTCPHMHAPHBIA MHCTHUTYT, [lpara): Ilpumenenne meM6panubix UABTPOB
CHHnop B cenapauMu M ONpeleneHHH KOAHYECTBA COMATHYECKMX KJE€TOK B MOJIOKE KODPOB MO Mi-
noapuastpmereny JAHA. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 409-418.

CoMaTHyecKHe KJACTKH MOJIOKA CenapupoBajid nyTeM ¢QUIBTPALIMH epe3 HHTPOLENTIOI03HbIe
mMeMbpantble Guantpel (Cuunop) pasmepamu sueek 2 -5 pm. K duuvrpam ¢ sanepkanubiMu
KJeTKaM¥ 106auw/igjgn MHIOJpearent, d cMech Harpesasn 20 MM, B KANALled BOLe, OXAaKIajM,
nenrpudyruposann (3500 xg, 15 mMuu.), ontuueckywo niaorHocts uaMmepanu upu 490 nm. Has
nepesona conepkanus JHA B monousHon npobe Ha umHCAO KJAETOK MCNOAB3OBaJM OTHOWICHUC
8 um IHA =1 man knerok. CpeiHuii BapualMoHHbI xo3ppuimeHr onpenenenns = 4,79,
a kosppuument Koppenauwu mexay unnon JAHA no dunntpmerony u npsMo MHUKPOCKONMeid
Ha MemOpanHbX ¢unpTpax r = 0,997. Uncao coMaTHUeCKH® KJIETOK MOKHO ONpPENeNATL 110 3TOMY
METONy M3 MOJO4HBIX 1POH B 3aMOPOKCHHOM COCTOAHMM MM Xe B (UIBTPAX C 3aleprKaHbiMu
Knerkamu, xpauumeix npu 4 °C, xoporkuit cpok (3 ava) u upu 25°C. Onpeuenenie He napymaer
naxe crabuausauusn npo6u nocpencrsom K2Cr207 uan emecwio ero ¢ HaCls, ecnu oHa xpanurtes 8
aueit npu 4 °C.

MOJIOKO; coMmaTHueckue kaerku: oupenenenue; [JAHA ¢uanrpmeron; memBGpansbie duiastphi

URBANOVA, E. — SEDINOVA, V. — SKARDA. J. — SKARDOVA, O. — JUKL, A.
(Institute of Animal Physiology and Genetics. Czechoslovak Academy of Sciences,
Praha; Central State Veterinary Institute, Praha): The Use of the Synpor Membrane
Filters for Separation and Estimation of Milk Somatic Cells of Dairy Cows by the
Indole DNA Filter Method. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 409-418.

The somatic cells of cow’s milk were separated by filtering through nitrocellulose
membrane filters (Synpor), pore size 2 to 5 um. An indole reagent was added to
the membrane filters with trapped cells, the mixture was warmed in boiling water
bath for 20 min., then cooled, centrifuged (3500 X g. 15 min.). and optical density
was measured at 490 nm. The relation 8 ug = 1 million cells was used for the
conversion of DNA content in sample to the counts of cells. The average variation
coefficient of the determination was 4.79%, and the coefficient of correlation be-
tween the indole DNA filter method and direct microscopy on membrane filters
was 7 = 0.997. Using the indole DNA filter method, the counts of somatic cells
can be estimated from milk samples kept frozen or from filters with retained
cells kept at 4°C, or '(for a short time — 3 days) at 25°C. The estimation is not
distorted when the milk samples are stabilized with K2Crz0; or a mixture of
K2Cr207 and HgClz, if they are kept at 4 °C for eight days.

milk; somatic cells; estimation: DNA filter method; membrane filters

Adresy autoru:

Eva Urbanova, ing. Véra Sedinova, MVDr. Josef Skarda, CSc, ing.
Alexandr Jukl. CSc., Ustav fyziologie a genetiky hospodarskych zvirat CSAV.
Pratelstvi 560, 251 61 Praha-Uhrinéves

MVDr. Olga Skardova, Ustredni statni veterinarni ustav. Sidlistni 156, 16503
Praha-Lysolaje

418 VETERINARNI MEDICINA — 1985



PREZIVANI VIRU AUJESZKYHO CHOROBY (ACH) V INFIKOVANE
PRASECI KEJDE

B. Smid, L. Valiéek, L. Rodak, E. Jurak, I. Herzig, L. Dvoracek

SMID, B. — VALICEK, L. — RODAK, L. — JURAK, E. — HERZIG, 1. —
DVORACEK, L. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno; Okresni ve-
terinarni zarizeni, Louny): PfeZivani viru Aujeszkyho choroby (ACH) v infi-
kované prasec¢i kejdé. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 419-424.

Bylo prokazano, ze virus Aujeszkyho choroby (ACH) po experimentalni in-
fekci prase¢i kejdy z podrostovych prostor v infekéni davce 108PFU.ml-!
prezival pri teploté 15°C a pH 6,5 po dobu 72 hodin, ale inaktivoval se za
96 hodin. V technologicky upravené zvodnéné praseé¢i kejdé z retenénich na-
drzi po experimentalni infekci davkou viru ACH 105PFU.ml-! virus prezival
pri teploté +15°C i +4°C a pH 6,8 po dobu 23 dnu, ale inaktivoval se za
stejnych podminek za 30 dna. Pri snizeni infekéni davky viru ACH v tech-
nologicky upravené prase¢i kejdé z retenénich nadrzi na 104PFU.ml-! a pri
teploté +4°C a pH 7,0 i 8,0 virus prezival 16 dnt, ale inaktivoval se za 23 dny
po infekeci.

virus Aujeszkvho choroby; prezivani viru; prase¢i kejda: velkovyrobni tech-
nologie

Prezivani viru Aujeszkyho choroby (ACH) v praseCich exkrementech,
tj. v moci, moclvce a trusu, za rtiznych teplot sledoval Kretzschmar
(1970). Zjistil, Ze pfFi teploté +20°C preZiva virus v mocCi az 20 dnd,
v arteficidlné pripravené mocivce az 14 dni a v trusu az 60 dnud. PFi
sniZzeni teploty na +4 °C pozoroval, Ze virus prezivd v moc¢i aZz 90 dni,
v arteficidlné pripravené moctvce az 28 dna a v trusu az 93 dny. Pfi
teploté —20 az —28 °C preZival virus v mocCi aZz 6 dni, v arteficialné
pfipravené moclvce az 15 dni a v trusu aZz 60 dnd. Naproti tomu
Thawley aj. (1982) s odkazem na disertatni praci Freundovu
(1981) uvadeéji, ze v materidlu kontaminovaném trusem a mocCi preZije
virus ACH neékolik hodin, v odpadnich jimkéach preZivd méné neZ 48 hodin
a na Cistém betonu, zelenych rostlindch a na dobrfe usuSeném senu je
rychle inaktivovan. Prezivani viru na sené&, dfevénych prfedmeétech, otru-
bach nebo zrni vénovali pozornost Solomkin a Tutus$Sin (1956)
a zjistili, zZe virus prezil pri teploté —8 °C 46 dni, pri teploté +14 aZ
+18°C 30 dnt a pfFi teplotée +25°C 10 aZ 30 dni. Podle Ustenka
(1957) si virus udrZuje virulenci na difevénych nastrojich v z4vislosti -
na teploté a vlhkosti po dobu 14 aZz 18 dnl. PreZivani viru ve fermen-
tovaném odpadu z jidelen uvadéji ve své praci Wooley aj. (1981).
Zjistili, Ze virus ACH se inaktivuje pri teploté +20 a +30°C béhem 24
hodin, ale preziva 48 hodin pri teploté +10°C a 96 hodin pfi teploté
+5°. Davies a Beran (1981) sledovali preZivani viru ACH ve
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vneéjsim prostredi a zjistili zavislost na pH a na teploté. Inaktivace viru
probihala od hodnot 0,04 logio za den pfi teploté +4 C° do hodnoty
0,6 logio za den pri teploté +37°C a pfi optimalnim pH 6,0 az 8,0. Pfi
stdlé teploté —13°C se virus rychle inaktivoval pfi vSech testovanych
hodnotach pH.

Pfi ozdravovani chovil prasat od Aujeszkyho choroby (ACH) jsou
epizootologické a ekologické aspekty kolob&éhu viru ACH ve velkocho-
vech a v oblastech s vysokou koncentraci zvifat znacné sloZité. V ta-
kovych oblastech a pfFedevSim tam, kde v minulosti byla vysoka inci-
dence a prevalence této ndkazy, nelze vyloucit moZnost recidiv. Kromeé
prasat, kterd jsou hlavnim zdrojem S$ifeni ndkazy, existuji i dalsi faktory,
které zatim nebyly zcela odhaleny a docenény nebo unikaji pozornosti,
¢i naopak je mnoho potencidlnich moZnosti Sifeni viru pfecefiovano.
Pri ozdravovani jednoho velkochovu, klidového ohniska ACH, jsme byli
postaveni pred otdzku, za jakych podminek je moZné pouZit upravenou
kejdu k zavlahdam.' Proto bylo cilem nasi prace zjistit dobu pfeZivani
a samovolné inaktivace viru ACH v technologicky upravené praseci
kejde.

MATERIAL A METODY
ODBER VZORKU

Vzorky prase¢i kejdy byly odebirany z klidového ohniska ACH v SZP Lisany
na okrese Louny ve tfech ¢asovych intervalech. V prvnim c¢asovém intervalu byl
odebran vzorek kejdy z podro$tovych prostor (vzorek 1). ve druhém z retenéni
nadrze I (vzorek 2) a ve tretim jak z retenéni nadrze I (vzorek 3), tak i z retenéni
nadrze II (vzorek 4). Do reten¢nich nadrzi prichazi kejda, ktera prosla separato-
rem pevnych ¢astic. Ve vsech pripadech bylo odebirano po 1000 ml do NTS lahvi.

CHEMICKY ROZBOR VZORKU

Ve smésném vzorku zvodnéne prasec¢i kejdy byly stanoveny dusikaté latky,
tuk, vlaknina a popel podle CSN 46 7007 (1967).

INFEKCE A ODBER VZORKU

Vzorek kejdy z podrostovych prostor (vzorek 1) byl infikovan virem ACH
virulentniho kmene DK-M, pomnozeného na bunééné linii krali¢ich ledvinovych
bunék RK 13. Koneéna koncentrace viru byla 108PFU . ml-! kejdy pri pH 6.5. In-
fikovana kejda byla udrzovana pti teploté +15°C a za 1, 2, 20, 44, 72, 96 a 120 ho-
din byly vzdy zpracovany 3 ml kejdy a pouzity k infekei kraliku.

K infekci vzorku z retenéni nadrze I (vzorek 2) byl pouzit virulentni kmen
B 3 viru ACH v kone¢né koncentraci 10°PFU . ml-! kejdy pri pH 6,8. Cast vzorku
byla udrzovana pri teploté +15°C, druha ¢ast pri teploté +4°C. Za 1, 5. 9, 16, 23,
30 a 37 dnu po infekci virem ACH byly odebirany 3 ml kejdy a po zpracovani
byly pouzity k infekei kraliku.

K infekci vzorku 3 a 4 byl pouzit kmen B 3 viru ACH v koneéné koncentraci
104PFU na mililitr kejdy. Dva stejné objemy vzorku 3 byly pred infekci viru upra-
veny 0,1M NaOH na pH 7,0 a 8,0 a vzorek 4 byl upraven na pH 7,0. Vzorky byly
udrzovany pri teploté +4°C a za 3, 9, 16, 23 a 30 dnt z nich byly odebirany 3 ml
kejdy a po zpracovani byly pouzity k infekeci kraliku.

ZPRACOVAN{ ODEBRANYCH INFIKOVANYCH VZORKU
V uvedenych c¢asovych intervalech byly odebirany 3 ml objemu vzorku, kte-
ré byly ihned odstredény na chlazené centrifuze pri teploté +4°C a otac¢kach

12000 X g po dobu péti minut. Supernatant byl doplnén antibiotiky (10000 j. pe-
nicilinu G a 20 mg streptomycinu na 3 ml) a ponechan jednu hodinu pri teploté
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+4°C. Potom bylo aplikovano po 1 ml kazdého vzorku i. m. jednomu kralikovi
(vzorek 1) nebo dvéma kralikum '(vzorek 2, 3 a 4). Bylo pouzito plemene stribrné-
ho kralika o hmotnosti 1,5 kg.

PRUKAZ VIRU U KRALIKU

Z uhynulych kraliki byl odebran bud jen mozek s prodlouzenou michou
(vzorek 1 a 2), nebo mozek s prodlouzenou a bederni michou (vzorek 3 a 4). Z ode-
braného materialu byla zhotovena 10%, suspenze v Earlové médiu bez séra, z niz
byl po mirném odstiedéni ziskan supernatant k infekci bunéénych kultur (kureci
embryonalni bunky nebo linie krali¢ich ledvinovych bunék RK 13). Specifita po-
zitivniho cytopatického efektu byla ovérovana virusneutralizaénim testem.

VYSLEDKY

CHEMICKY ROZBOR VZORKU

Vzorek 1 z podroStovych prostorti obsahoval v susiné (g . kg~1): 109,3
dusikatych latek, 14,0 tuku, 276,0 vldkniny, 115,3 popela. Plvodni su-
Sina byla 44,2 g . kgL

Vzorky 2 a 3 z retencni nadrze I v prameéru obsahovaly v suSiné
(g.kg™1): 112,5 dusikatych latek, 10,0 vlakniny, 15,0 popela. Pivodni
su$ina téchto vzorkl byla 2,5 g . kgL .

Vzorek 4 z retenc¢ni nadrze 11 obsahoval v suSiné (g.kg™1): 1125
dusikatych latek, 7,8 tuku, 13,0 vlakniny, 71,0 popela. Plvodni suSina
vzorku byla 25,3 g . kg~ L.

IZOLACE VIRU NA KRALICICH A JEHO PRUKAZ (tab. I, II)

Po aplikaci infikovaného vzorku 1, inkubovaného 1, 2, 20, 44 a 72
hodiny pri teplote +15°C, kralici uhynuli. Kralici infikovani stejnym
vzorkem, ale inkubovanym 96 a 120 hodin, pokus preZili. Z mozkl uhy-
nulych kralikd byl izolovdn virus ACH na bunécnych kulturdch kure-
cich embryondlnich bunék. Specifita cytopatického efektu byla potvrzena

I. Prezivani viru Aujeszkyho choroby v prasec¢i kejdé — Survival of Aujeszky's
disease virus in pig slurry
Infekéni
Vzorek . Teplota : Doba Doba
" Druh kejdy 3 pH davka viru e . 4
&islo C PFU.ml | | PfeZitiviru inaktivace
1 z podrostovych
prostor 15 6,5 108 72 hodiny 96 hodin
2 zvodnéna z retenéni
nadrze I 15 6,8 10° 23dny | 30dna
2 zvodnéna z retencni '
| nadrze I 4 6,8 105 23dny | 30dnu
3 ' zvodnén4 z retenéni ‘ ;
| nadrie I 4 | 70 104 16dnd | 23dny
| 3 | zvodnéni z retenéni ‘ '
I | nadrze I 4 | 80 104 16 dnii 23 dny
|
4 ' zvodnéna z retenéni J ,
| nddrze II 4 7,0 104 16 dnu } 23 dny
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1I. Prukaz viru Aujeszkyho choroby na kralicich po aplikaci infikované praseéi
kejdy ze vzorku 2 — Detection of the Aujeszky's disease virus on rabbits after the
application of infected pig slurry from sample 2

Druh Teplota Infeképi okosny Dny po infekci kejdy {
kejdy C pH davka viru kralik o
PFU.ml ! 1}5]9\16 23'30‘373
5 ! {
[
| . 1. kralik . I : : - |
; 15 6,8 103 )
Zvodnéna 2. kralik a f :
z reten¢ni - L T | S| S S
nadrze 1 1. kralik i ) |
4 6,8 103 |
2. kralik a a a a a i
— = kralik prezil

+ == kralik uhynul a virus byl izolovan z mozku a prodlouZené michy na buné¢nych kulturach
a == kralik uhynul a virus se nepodafilo izolovat z mozku a prodlouzené michy na bunéénych
kulturach

virusneutralizacnim testem. Virus ACH tedy v infekc¢ni ddvce 106PFU .
.ml "1 kejdy prezival 72 hodiny pti teploté +15°C a pri pH 6,5, ale byl
inaktivovan za stejnych podminek za 96 hodin.

U vzorku 2 uhynuli v8ichni kralici infikovani kejdou z retencni na-
drze I od 1. do 23. dne po jeji arteficialni infekci. Kralici infikovani
stejnou kejdou, ale inkubovanou s virem 30 a 37 dni, pokus prezili. PFi
vySetfovani tohoto vzorku se u nékterych uhynulych kraliki nepodafilo
izolovat virus z mozku na bunéCnych kulturach RK 13, a proto byla
v pokusech v dalSich dvou vzorcich (vzorek 3 a 4) odebirdana také be-
derni micha. Specifita cytopatického efektu byla prokdzana virusneutra-
liza¢nim testem. Pii infek¢ni ddvce 105PFU na mililitr kejdy preZzival tedy
virus 23 dny pri teploté +15°C a pri teploté +4°C a pH 6,8, ale nikoliv
30 dnut za stejnych podminek.

Po infekci kralikd vzorky 3 a 4 uhynuli vSichni kralici po aplikaci
kejdy z retenc¢ni nadrze I i IT od 3. do 16. dne po jeji arteficialni infekci.
Kralici infikovani stejnou kejdou, ale inkubovanou s virem 23 a 30 dng,
pokus prezili. V suspenzi mozku a michy vSech uhynulych kralikd byl
virus prokdzan kultivaci na bunécnych kulturdach RK 13 a specifita byla
potvrzena virusneutralizaCnim testem. Virus tedy v infekCni davce
104PFU na mililitr preZival v kejdé 16 dnd pri teploté +4°C a pfi pH
7,0, ale nikoliv 23 dny za stejnych podminek. Stejnych vysledkd bylo
dosaZeno pfi zvySeni pH kejdy z reten¢ni nadrZe II na pH 8,0.

DISKUSE

Nase vysledky ziskané s kejdou z podroStovych prostor, ve kterych
se da predpokladat dost silnd koncentrace mocCe a vykall, ukazuji, Ze
se virus i pFi jeho vysoké koncentraci 10°PFU na mililitr kejdy pomérné
rychle inaktivuje (tj. za 96 hodin po arteficidlni infekci). Je to v sou-
hlase i s udaji, které uvefejnili Thawley aj. (1982) s odkazem na
disertacni praci Freundovu (1981). V této praci se uvadi, Ze virus
ACH v materidlu kontaminovaném trusem a mocCi preZije jen nékolik
hodin a v odpadnich jimkdach méné nez 48 hodin. Je nutné vzit v uvahu,
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Ze v naSem pokuse bylo pouZito znacné vysoké koncentrace viru, ktera
se v pPirozenych podminkach nikdy nemiZe vyskytnout. Na rozdil od
vysledkii uvedenych autorti a od naSich vysledkl zjistil -Kretzsch-
mar (1970) v prase¢i moci, v arteficidln& pripravené prase¢i mocivce
a trusu znacné dlouhé prezivani viru, a to v extrémnim pfipadé v pra-
seCim trusu pfi teploi€é +4°C aZz 93 dny. Pro tyto rozdilné vysledky je
velice obtiZzné najit spolehlivé vysvétleni. Jedno z moZnych vysvétleni
se v8ak nabizi ve vysoké koncentraci viru pri arteficidlni infekci v po-
kusech Kretzschmarovych (1970). Tato koncentrace se vétsSi-
nou pohybovala v rozmezi 106 aZz 107 TCIDs0/0,1 ml. Déale pfichazi v tvahu
i druh exkrementtl, ovlivnény krmivem, a vlastnosti pouZitého virového
kmene. Ostatni naSe vysledky ziskané s preZivanim viru v retenc¢nich
nadrzich, tj. v technologicky upravené praseci kejdé, nemohou byt kon-
frontovany s uadaji v literatufe, protoZe tyto udaje chybéji. V pokuse
jsme vychazeli z udaji o vhodném prostfedi viru pro jeho udrZovani
v podminkach pH 6,0 az 8,0 pri teploté +4°C. Teplota +4°C je uva-
déna i pri uchovani viru z tkanovych kultur v b&Znych laboratornich
podminkach jako vyhovujici, protoZe virus zde ztraci infek¢ni titr velmi
pomalu (Sabo, 1981). Rovnéz pH 7,0 aZz 8,0 podstatné neovliviiuje
preZivani viru. Predpokladame, Ze i nejniZsi koncentrace viru, kterou jsme
zvolili pro infekci kejdy z retenc¢nich nadrZi, je dostatec¢na a Ze se v pro-
voznich podminkach nemiZe nikdy vyskytnout. Proto také doba potiebna
pro inaktivaci viru — 23 dny — je bezpefnd a meéla by byt dodrZena
pfed pouZitim ke hnojeni. Inaktivace viru v podroStovych prostorech je
rychlejsi i pfi vysoké koncentraci viru, ale z hlediska provozu ve velko-
vyrobni technologii neni vyuZitelnd. Kejda v podroStovych prostorach
dlouho nezlstava, ale postupuje dalsi cestou aZz do reten¢nich nadrZi.
VyuzZiti samovolné inaktivace viru v retenc¢nich nadrZich odbourdva po-
uZiti jakychkoliv dezinfek¢nich prostfedkl, jejichZz aplikace by byla
neumeérneé ndkladna a navic by negativné zasahovala do Zivotniho pro-
stredi.
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IIMU, B. — BAJIMYEK, JI. — POJAK, JI. — OPAK, E. — TLPUUI, U. — OBOPKA-
YEK, JI. (HayuHo-HccrenoBaTelECKHII MHCTUTYT BeTepwHapuiu, bpuo; Paiionioe peTepunaprioc
ynpasnenne, JloyHn): BepkuBaume pupyca Gonesum Ayeckn (BA) ¢ mupuuuposanmoi camiuond
keiine. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 419-424.

Kak nokasaxo, Bupyc Goneaun Ayecku (BA) mnocie skcrepuMeHTaNbHOTO 3apa)KeHHs CBHHOW KeM i
M3 nNolpewmeTOYHBIX Mect B WHekuuonnoit nose 10SPFU .ma-! seokusaer npu 15°C u npn
pH 6,5 B Teuenne 72 uac., HO mMHaKTHBUpyeTcs uepe3 96 uac. B TexHoNOrMueCcKM YNOPALOYEHHOM
pa3baBiieHHOH Keille H3 OTCTOMHHKOB I10CJe BKCIIEPHMEHTaJbHOH MHPeKIMM 103051 BHpyca BA
10°PFU . ma—1 supyc sbokusan npu +15°C u +4°C, npy pH 6,8 B reueune 23 nueir, o
MHaKTUBMPOBAACA B Tex ke ycnousax 4epes 30 aueit. Ilpu monmxkenun atoit noam a0 10APFU .
.ma~! nmpn +4°C u pH 7,0 u 8,0 Bupyc srokuBan 16 nHeit, uHakTHBIpoBancs ueped 23 aus
rocsie 3apa’keHus.

BHDpYC Goneann AyeCKH; BbIDKMBAHHC BMpycCa; CBUHas Kcﬁna; TIPOMBINIJIEHHAA TeXHOJ0rus

SMID, B. — VALICEK, L. — RODAK, L. — JURAK, E. — HERZIG, I. — DVO-
RACEK, L. (Veterinary Research Institute, Brno; District Veterinary Station, Lou-
ny): The Survival of the Aujeszky’s Disease Virus (ADV) in Infected Pig Slurry.
Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 419-424.

It has been demonstrated that after experimental infection of pig slurry from the
space under the slatted floor (infection dose of 106PFU per ml), the Aujeszky’s
disease virus (ADV) survived for 72 hours at the temperature of 15°C and at
pH 6.5, but was inactivated after 96 hours. When technologically treated pig slurry
from the storage tanks was saturated with water and infected with ADV at the
dose of 105PFU per ml, the virus survived for 23 'days when kept at 15°C and
4°C and at pH 6.8, but was inactivated under the same conditions after 30 days.
When the infective ADV dose in the technologically treated pig slurry in the
storage tanks was reduced to 104PFU per ml, the virus survived 16 days at +4°C
and pH 7.0 and 8.0 but wals inactivated within 23 days after infection.

Aujeszky's disease virus; virus survival; pig slurry; large-scale production tech-
nology

SMID, B. — VALICEK, L. — RODAK, L. — JURAK, E. — HERZIG, I. — DVO-
RACEK, L. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno: Kreis-Veterinirein-
richtung, Louny): Uberlebensfihigkeit von Viren der Aujeszkyschen Krankheit
(ACH) in infizierter Schweinegiille. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 419-424.

Es wurde nachgewiesen, dall das Virus der Aujeszkyschen Krankheit (ACH) nach
einer experimentellen Infektion der aus dem Raum unterhalb des Gitterrostes
anfallenden Schweinegiille durch eine Infektionsdosis von 106PFU.ml-! bei einer
Temperatur von 15°C und beim pH-Wert 6,5 auf die Dauer von 72 Stunden iiber-
lebt, sich jedoch nach 96 Stunden inaktiviert. In einer technologisch mit Wasser-
zusatz aufbereiteten Schweinegiille aus Retentionsbehiltern iberlebte das Virus
nach experimenteller Infektion durch eine ACH-Virusdosis von 105PFU.ml-1 bei
Temperaturen von +15°C sowie +4° und pH + 6,8 auf die Dauer von 23 Tagen,
unter denselben Bedingungen inaktivierte es sich jedoch nach 30 Tagen. Bei einer
Senkung der Infektionsdosis des ACH-Virus in der technologisch aufbereiteten
Schweinegiille aus den Retentionsbehiltern auf 104PFU.ml-! und bei +4°C und
pH = 7,0 und 8,0 liberlebte das Virus 16 Tage, inaktivierte sich jedoch 23 Tage
nach der Infektion.

Virus der Aujeszkyschen Krankheit; Uberleben des Virus; Schweinegiille; industrie-
méaBige Technologie
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SROVNANI DIAGNOSTICKYCH MOZNOSTI PALPACE BRISNI
DUTINY A USNI AKUPUNKTURY U ONEMOCNENI
GASTROINTESTINALNIHO TRAKTU U PSU

J. Still, J. Konrad

STILL, J. — KONRAD, J. (Vysoka $kola veterinarni, Brno): Srovnani dia-
gnostickych moznosti palpace bfisni dutiny a u$ni akupunktury u onemocnéni
gastrointestinalniho traktu u psi. Vetler. Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 425-431.
Prace se zabyva porovnavaci studii diagnostickych moznosti vyuziti palpace
a aurikulodiagnostiky u 89 a 78 psu s klinickymi projevy gastritis acuta, gastro-
enteritis acuta, gastroenteritis acuta haemorrhagica. Statistické vyhodnoceni
dosazenych vysledku potvrdilo vyznamny rozdil v diagnostické uspésnosti ve
prospéch aurikulodiagnostiky. Nejvyznamnéjsich vysledka bylo dosazeno pri
posuzovani gastritis acuta, pii némz aurikulodiagnostika vykazovala 1009,
uspésnost proti 33,3%, u palpa¢niho vysetreni. Objektivita detekéni bolestivosti
a pokles hodnoty relativniho kozniho odporu v prislusném aktivnim bodu
byly dany pouzitim atraumatické odpruzené elektrody. Dosazené vysledky,
které jsou ve veterinarni mediciné prioritni, jsou v souladu s obdobnymi po-
znatky v humanni klinické akupunkture.

pes: klinicka propedeutika; akupunktura; diagnostika; vnitini nemoci

Pfi klinickém vySetFovani orgdnti dutiny bridni u psi pouZivame
kromeé dalSich postupli béZné i palpaci, kterd& ndm poskytuje uzZitecné
informace o moZnych probihajicich patologickych procesech. Podle
Hansena a Schliaka (1962) miZeme pri této palpaci rozliSit
tfi druhy bolesti:

1. pfimou bolest — zahrnuje palpacni bolestivost patologicky
pozménéného organu (napriklad zaniceného useku stfeva),

2. neprfrimou bolest — vznikd rozSifenim primarni bolesti-
vosti z loziska na peritoneum,

3. pfenesenou bolest — reflexni pfenos bolestivosti na ji-
nou Cast téla, kterda ma stejnou segmentalni inervaci jako orgédn (zony
podle Heada a Mackenzieho).

Rizné projekce palpacni bolestivosti pFi zdnétlivych procesech v du-
tiné brisni do jisté miry znesnadiiuje spravnou interpretaci pozitivniho
nalezu. Proto dnes chdpeme palpacni vySetrfovaci metodu jako doplii-
kovou, kterd vSak po celkovém zhodnoceni v kontextu dalSich vySetfeni
pomdahda stanovit diagnozu probihajiciho patologického procesu.

V poslednich letech se v odborné literatute stdle Castéji setkdvame
s klinickymi a experimentdlnimi ddaji o diagnostickém vyuZiti koZné-
-svalovych bodi k diagnostice nékterych vnitFnich onemocnéni. Tak
napfiklad Kothbauer (1982) uvadi celou radu diagnostickych, tla-
kové citlivych bodl na téle skotu a koni, které maji vztah k probihaji-
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cim patologickym procestm organt dutiny pdnevni, bfiSni a hrudni.
Neékteré z nich byly potvrzeny experimentdlné (Kothbauer, 1966).
Brunner (1978) popisuje obdobné body pro psa. Uvedené body se
vyskytuji prevazné v koznich a svalovych segmentech odpovidajicich
inervaci prisluSného vnitfniho organu (nebo v sousednich segmentech],
jsou tedy lokalizovany v prislusné Headové a Mackenzieho zoné. PFi
zpétném porovndni téchto bodd s nakresy tzv. akupunkturnich bodt
zjistil autor napadnou shodu. UcCebnice huméanni (Vogralik a Vo-
gralik, 1978 a jini) a veterinarni akupunktury (Kung a Klide,
1977; Brunner, 1980) vSak popisuji i jiné body, které maji mit dia-
gnosticky a léCebny vyznam pri chorobach vnitfnich organt. Tyto body
velmi Casto nemaji zfetelny segmentalni vztah k pfisluSnym organim.
Jak vSak ukazuji riizné klinické i experimentalni studie (napf. Vogra -
lik a Vogralik, 1978 a jini), je mozné téchto vybranych bodi sku-
teCné s uspéchem vyuZit jak k diagnostice, tak i k léc¢bé nékterych
vnitfnich onemocnéni.

V poslednich nékolika desetiletich se v klinické praxi prevazne
huméanni akupunktury vyuZivd diagnosticky a I1éCebné tzv. uSni aku-
punktury (Kropej, 1977 a dalsi). Princip této zajimavé metody neni
dosud jednoznacné vedecky objasnen, klinicky projev (Koénig, 1975)
i experimentalni vysledky (Anon. 197S; Still, 1984) v3ak sveédci pro
neurdlni mechanismus.

V predchozich studiich jsme klinicky i experimentdlné (Still
a Konrad, 1985; Still, 1985) ovérili existenci elektricky deteko-
vatelnych a tlakové citlivych bodii na uSnim boltci ps. Body se zde
vyskytovaly mistné specificky pri mnoha onemocnénich lokalizovanych
v dutiné panevni, bFiSni, hrudni a na kazi. V klinické studii jsme zde
zjistili u 295 pst pozitivni ndlez na korespondujicim u$nim bodu v 85,8 %
u akutnich zanétlivych onemocnéni. U téchto onemocnéni byly tedy tyto
body diagnosticky vyznamné.

Cilem tohoto prispévku je porovnat na prikladu tri akutnich one-
mocnéni gastrointestindalniho traktu jejich diagnostickou prikaznost
pomoci tradi¢né pouzivané palpace dutiny bfiSni na jedné strané a de-
tekci prisluSnych uSnich bodl (aurikulodiagnostiky) na strané druhé.

MATERIAL A METODA

K hodnoceni palpaéni citlivosti (obr. 1) jsme pouzili 89 psu (45 psu, 44 feny)
osmi plemen, vykazujicich priznaky gastritis acuta, gastroenteritis acuta a gastro-
enteritis acuta haemorrhagica. Obdobné k aurikulodiagnostickému hodnoceni (obr. 2)
jsme pouzili 78 pst (35 pst, 43 feny) Sesti plemen se stejnymi onemocnénimi
(tab. I).

Aurikulodiagnostické vySetreni vnitrni strany u$niho boltce psa jsme délali
stejné jako v predchozich citovanych experimentalnich a klinickych pracich, tedy
za pomoci pristroje Akudiast I c¢eskoslovenské vyroby, ktery je uréen k detekci
mist se snizenym koznim odporem. Abychom =zajistili potfebnou objektivitu auri-
kulodiagnostického vySetieni, pouzili jsme i zde k detekci atraumatickou odpru-
zenou elektrodu o detekénim tlaku 80 az 120 g'mm2, tj. 8156 az 12232 Pa.

Pri detekci jsme hrotem detekéni elektrody postupné otestovali cely vnitrni
povrch us$niho boltce — nalez aktivniho u$niho bodu se projevil poklesem kozni-
ho odporu a nahlou reflexni reakci zvirete, charakterizovanou prudkym zaskubem
téla, nékdy i vystéknutim.

Pro objektivnost vySetfeni byly z obou soubort vylouéeni pacienti (tii, resp.
dva), ktefi reagovali celkové ustrasené a nervozné na jakoukoliv manipulaci.
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1. Palpace dutiny bris-
ni psa — Palpation of
the abdominal cavity of
a dog

2. Detekce  aktivnich
usnich bodG psa — De-
tection of the active ear
points of a dog

o
100 A .
1 m

3. Srovnani pozitivniho aurikulodiagnos- 1 r
tického a palpaéniho nalezu u psa — 50 4
A comparison of the positive auriculo- N
diagnostic and palpation findings in dogs
| aurikulodiagnostika; ::n::u:t pal- 1
pace dutiny brisni; A — gastritis acuta; 1
B — gastroenteritis acuta; C — gastro-
enteritis acuta haemorrhagica 1

+ 4 P 0,01
A B C
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I. Porovnavaci vysledky diagnostické uspésnosti palpace a aurikulodiagnostiky
u vybranych onemocnéni gastrointestinalniho traktu — A comparison of the results
of the diagnostic success of palpation and auriculodiagnosis in the selected diseases
of the gastrointestinal tract

Aurikulodiagnostika Palpace brisni dutiny i
pozitivni néalez pozitivni [
£l ~S— v pfisluiném palpaéni [
Klinuckd disgioes pocet u$nim bodu pocet bolestivost
psu . psa . re—
| pocet pocet
’ 2 procent 5 procent |
- N I Tl D | | ]
Gastrinis acuta 21 21 l 100,0 27 9 33,3 ,
| Gastroenteritis acuta 40 ! 36 : 90,0 50 20 40,0 |
Gastroenteritis acuta x |
haemorrhagica 17 11 i 64,8 12 5 41,7 ;

VYSLEDKY

Tab. I zaznamenava vysledky utspéSné aurikulodiagnostické detekce
a pozitivni palpacni citlivesti dutiny bfiSni u sledovanych pst.

Grafické vyjadreni vysledki zachycuje obr. 3.

Pozitivni palpac¢ni nélez byl charakterizovan podle typu a rozsahu
patologického procesu ojedinéle mistné specifickou bolestivosti (napf.
zaniceného useku stfeva), nejcastéji difizni bolestivosti v epigastriu pri
gastritis acuta nebo v celém briSe pti gastroenteritis acuta a gastro-
enteritis acuta haemorrhagica. Zvlasteé v pripadé akutni gastritidy jsme
zjiStovali zvySeny odpor svalii bricha (hlavneé m. rectus abdominis) vuaci
palpaci. Pozitivni nédlez palpacni bolestivosti se projevoval rizné rychlou
a rizné intenzivni reakci zvifete, zahrnujici bolestivé vyStéknuti, sta-
Zeni svall brisniho lisu, vyhrbeni zad; zvife se snaZilo vymanit se
z tlaku ruky.

Pozitivni aurikulodiagnosticky nalez v odpovidajicim u$nim bodé
(obr. 4) se projevil prudkym zadSkubem hlavy a téla, nékdy doprovaze-
nym bolestivym vyStéknutim.

TLUSTE STREVO

TENKE STREVO

4. Lokalizace aktivnich
usnich bodu pro zazi-
vaci aparat psa — Lo-
calization of the active
ear points for the di-
gestive tract of a dog

ZALUDEK
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Statistické Setfeni pomoci y? potvrdilo v diagnozach gastritis acuta
a gastroenteritis acuta statisticky vyznamny rozdil (na hladiné vyznam-
nosti P < 0,01) v diagnostické uspéSnosti pfi pouZiti uvedenych dvou
metod.

DISKUSE

Predlozené vysledky (tab. I, obr. 3) svédCi o tom, Ze diagnostické
potvrzeni onemocnéni aurikulodiagnostikou je pfFi gastritis acuta a gas-
troenteritis acuta statisticky vyznamné vy$$i neZ palpaci dutiny bFisni.

V souladu s citovanou literaturou (Hansen a Schliak, 1962)
miZeme konstatovat, Ze pfi palpaci dutiny bfini se setkavame s rizno-
rodym nalezem. PFimou bolest detekujeme v danych nosologickych jed-
notkach pomeérné zridka, Castéji jsme se setkali s diftiizni bolestivosti,
ktera je bud projevem neprimé a prenesené bolesti, nebo nasvédcuje
zanetlivému postiZeni vétSiho useku traviciho traktu. Pouze z pfrevazujici
lokalizace smérem kauddlnim ¢i kranidlnim miZeme usuzovat na posti-
Zeni prislu§nych tusekil traviciho traktu. Castym nalezem je kontrakce
bfiSnich svalt pfi palpaci. MiZe jit jednak o projev tzv. Mackenzieho zon
(viscerosomaticky reflex — Salansky, 1956), jednak o projev stra-
chu z palpace.

Palpace dutiny bFiSni nam u sledovanych onemocnéni poddva cenné
informace vyuZitelné k stanoveni diagnozy. Zaroveil vS$ak, jak vidime
ze ziskanych vysledkii (tab. I) i jak potvrzuje Niemand (1980),
neni palpace pozitivni u vSech zvirat vykazujicich pfiznaky onemocnéni.
Navic difazni bolestivost mnohdy znemoZiiuje bliZz§i lokalizaci patolo-
gického procesu a diferencidlni diagnostiku v bri§ni dutineé.

V pripadé pouziti aurikulodiagnistiky jsme prekvapivé nalezli vy-
razné vy$$i pozitivni korelaci mezi klinickym projevem onemocnéni
a nalezem pozitivné reagujiciho prislusného bodu na uchu pacienta. Stej-
né jako pfi této diagnostice u dalsich nosologickych jednotek (Still
a Konrad, 1985) jsme byli schopni odliSit typickou detekéni bo-
lestivost a pokles hodnoty relativniho koZniho odporu v pfisluS§ném
aktivnim bodu. Objektivita vySetfeni pritom byla zajiSténa pouZitim
atraumatické odpruZené elektrody a predchozim otestovanim detekéni
citlivosti na vét§iné povrchu boltce.

Vysledky dosazené v aurikulodiagnostice jsou v souladu s udaji
z prislusné humaénni literatury (Kropej, 1977), srovnatelné udaje
platné pro veterinarni oblast dosud chybi.

Na rozdil od Headovych a Mackenzieho zon neni dosud plné& objasnén
mechanismus vzniku usnich aktivnich bodG. V prvnim pfipadé segmen-
tadlné usporadanych zon jde zjevné o vyvojovou souvislost prislu§ného
enterotomu myotomu, dermatomu, sklerotomu, neuritomu apod. PFislusné
diagnosticky a terapeuticky vyuZitelné zony se zde vytvareji prostred-
nictvim segmentdlnich miSnich reflexti, pricemZ se uplatfiuji i mezi-
segmentalni vztahy. V téchto souvislostech je moZné vysvétlit také
existenci mnoha tzv. akupunkturnich bodii, které se vyskytuji v danych
zonach ¢i blizko nich (Brunner, 1978) a které se pfevdZné shoduji
s kozZné-svalovymi body, popisovanymi Kothbauerem (1982).

Jak ukazuji nékteré studie (Anon. 1979; Still, 1985), uplatiiuje
se v pripadé usSni akupunktury rozhodujici mérou rovnéZ nervovy systém,
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pricemz se zde musi uplatiiovat sloZitéj$§i nervovy oblouk neZ v pfi-
padé zon podle Heada a Mackenzieho. Vyzkumy na tomto poli svédci
pro skuteCnost, Ze jde o polysynapticky nervovy oblouk fungujici za
ucCasti mozkovych center, jako je retikuldrni formace a jadro nervu
trojhlavého (Vogralik a Vogralik, 1978).

Po patficném zacviku osob vykondavajicich aurikulodiagnostiku je
mozZzné — vzhledem k vysokému procentu zdchytu pozitivnich reagentd
touto metodou — doporucit tento postup k praktickému vyuZivani na
klinickych veterindrnich pracovistich jako dopliikovou diagnostickou
metodu vybranych nosologickych jednotek.
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WTHUII, . — KOHPAI f. (Mcrutyr serepunapuu, bpno): CpaBHenHne I1MarHocTHYeCKMX BOJ3-
MOXKHOCTEH Nanbnal¥u GpPOWHON MONOCTH M YIMHOW AKyNyHKTyphl NMpH 3a26071eBaHHUAX racTpOHH-
TecTHHanbHOro Tpakra cobak. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) :425-43].

B pabore cpasuuBapoTci 3Tt aBa cnocoba y 89 u 78 cobak ¢ KJIMHHYECKMMH TPOSBJIEHHAMY
gastritis acuta, gastroenteritis acuta, gastroenteritis acuta haemorrhagica. Crarncru-
yecKas OlleHKa pe3ysibTaTOB IIONTBEPIAMJA 3HAYMTENbHYIO Ppa3HMly IHArHOCTHYECKOro ycrexa
B 110Jb3y aypHKy’noauarHocTHku., CaMple 3HauNTenbHbie Pe3ayabTaThl 1NOJy4YeHbl B OLeHKe gastritis
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acutla, rie aypuKya0AMardoCcTHKa I10Ka3blBaeT 10(}0/0 ycnemHsocts nporus 33,3 %% y nansnaummn.
O6BEKTHBHOCTL  1€TEKIHOHIO  OONe3HEHHOCTH YU IIOHMIKeHHe OTHOCHTeNEHOI0 KOKHOIO COnpo-
TUBJCHIS B JAHHON aKTMBHOI TOYKe NaHLI NPHMEHEeHHBIM aTpaBMHYecKuM 3nektponoMm. [losyuen-
Hble pe3yJabTaTihl, KOTOPbE TIPHOPHUTETHbBI B BETEPHHAPHUH, COOTBETCTBYIOT aHAJNOTHUYHBLIM JIAHHBIM
B I'YMaHHTAPHOI KJIMHUYECKOH aKyIyHKType.

cobaka: KaMHUYecKas nponeiesTHka; axkylyHKTypa, IHAIHOCTHKA, BHYTpeHHMe fonesnu

STILL, J. — KONRAD, J. (University of Veterinary Medicine, Brno): A Comparison
of the Diagnostic Possibilities of Abdominal Cavity Palpation and Ear Acupuncture
in Dogs Suffering from Disorders in the Gastrointestinal Tract. Veter. Med. (Pra-
ha), 30, 1985 (7) : 425-431.

The diagnostic possibilities of the use of palpation and auriculodiagnosis were
compared in 89 and 78 dogs with clinical signs of gastritis acuta, gastroenteritis
acuta, and gastroenteritis acuta haemorrhagica. A significant difference in the
success of diagnosis in favour of auriculodiagnosis was confirmed by the statistical
evaluation of the results. The best results were obtained when gastritis acuta was
diagnosed: auriculodiagnosis was successful in 100 9%, of the cases, in contrast to
palpation which was successful in 33.3 9, of the cases. The objectivity of detection
painfulness and the decrease of relative skin resistance were secured by the use
of an atraumatic electrode. The results which are of primary importance in ve-
terinary medicine agree with similar findings in human clinical acupuncture.

dog: clinical propedeutics; acupuncture; diagnosis: internal diseases

STILL, J. — KONRAD, J. (Veterinirmedizinische Hochschule, Brno): Vergleich
der diagnostischen Maoglichkeiten von Palpation der Bauchhohle und Akupunktur
der Ohren bei Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes bei Hunden. Veter. Med.
(Praha). 30, 1985 (7) :425-431.

Die Arbeit bringt eine vergleichende Studie der diagnostischen Moglichkeiten der
Anwendung von Palpation und Aurikulodiagnostik bei 89 bzw. 78 Hunden mit
klinischen Symptomen der Gastritis acuta, Gastroenteritis acuta und Gastroenteritis
acuta haemorrhagica. Die statistische Auswertung der ermittelten Ergebnisse besta-
tigte einen bedeutenden Unterschied der diagnostischen Erfolgsrate zugunsten der
Aurikulodiagnostik. Die bedeutsamsten Ergebnisse wurden bei der Beurteilung der
Gastritis acuta erzielt, wo die Aurikulodiagnostik einen 100 %,igen Erfolg gegen-
uber den 33.3", bei der Palpation aufwies. Die Objektivitit der Detektionsschmerz-
haftigkeit und die Senkung des Wertes des relativen Hautwiderstands im ent-
sprechenden aktiven Punkt wurden durch Anwendung einer atraumatischen abge-
federten Elektrode erzielt. Die Ergebnisse, die in der Veterinarmedizin von Prio-
ritiit sind. stehen im Einklang mit analogischen Erkenntnissen in der Kklinischen
humanen Akupunktur,

Hund; klinische Propedeutik: Akupunktur; Diagnostik; innere Krankheiten
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UCINNOST BACILLUS THURINGIENSIS VAR. ISRAELENSIS
PROTI LARVAM MUCHNICEK V TERENNICH PODMINKACH
JIZNICH CECH

J. Olejniéek, V. Mafha, J. Weiser

OLEJNICEK, J. — MATHA, V. — WEISER, J. (Parazitologicky ustav CSAV;
Entomologicky ustav CSAV, Ceské Budéjovice): Uéinnost Bacillus thuringiensis
var. israelensis proti larvam muchnidek v terénnich podminkdch jiznich Cech.
Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) :433-441.

Ve dvou regulovanych potocich v okrese Ceské Budéjovice jsme testovali
uc¢innost suspenze spor Bacillus thuringiensis var. israelensis proti larvam
muchnic¢ek. Obé lokality tvorily drobné regulované potoky s lichobéznikovym
profilem, dlazdéné, s ruzné hustou vegetaci, s rychlosti proudu v rozmezi od
40 do 90 cm za sekundu. V obou pripadech bylo pouzito lyofilizovanych spoér
z produkce Roger Bellon v koneéné koncentraci 1 X 105 sp6r na mililitr. U¢i-
nek spor byl sledovan jak na umeélych a prirodnich substratech v terénu, tak
i v laboratofi na larvach prinesenych z jednotlivych kontrolnich stanovist.
V obou pripadech byla ve sledovanych usecich potoku zjisténa mortalita larev
muchnic¢ek 90 az 1009, a to jak u vzorkl donesenych do laboratore, tak i na
umélych substratech. V oblasti doznivajici pusobnosti suspenze spér bylo
v populacich larev na lokalité zjisténo vys$si procento larev posledniho instaru,
coz lze ve shodé s jinymi autory vysvétlovat vyssi vnimavosti mladsich larev
k preparatu. Vysledky testu ukazaly, Ze Bacillus thuringiensis var. israelensis
je vhodnym pripravkem k hubeni strfedoevropskych druht muchniéek, zejmé-
na pri premnozeni nékterych druhi, vyznamnych z veterinarniho hlediska,
v upravovanych tocich.

Simuliidae; Bacillus thuringiensis H-14; regulované toky

Nutnost omezovat populace druhti muchnicek plsobicich vdZné hos-
podarské a zdravotnické ztraty na jedné strané a stale naléhavéjsi po-
tfeba zachovat Cistotu Zivotniho prostfedi na strané druhé nés nuti uvadét
do praxe pfFipravky, které by vyhovovaly obéma témto potfebdm. Jednim
z nejslibnéjsich prostfedki v boji s larvami komdari a muchnifek je
dnes Bacillus thuringiensis sérovar H-14. Jeho Siroké uplatnéni souvisi
s asilim vyzkumnych pracovniki ve ZvlasStnim programu pro vyzkum
a vyuku boje s tropickymi nemocemi UNDP (World Bank) WHO. Tovarné
vyrabéné formulace a zkuSenosti s nimi jsou vétSninou vdzany na tro-
pické podminky, kde v urCitych situacich (vznik rezistence proti che-
mickym insekticidim) je B. thuringiensis H-14 (uvAdény také jako var.
israelensis) jedinym prostfedkem, proti kterému nemaji potirané larvy
odolnost. V Africe to plati zejména o larvach muchnicky Simulium
damnosum complex (vyhranéné antropofilni muchni¢ce s velikou migra-
ci), proti kterym jsou dnes pouZivany suspenze baktérii ve velkém roz-
sahu (vice neZ 6000 000 1 pripravku za rok). S. damnosum v Africe jako
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pFenaSeC onchocerkoz je zcela zvlastnim pripadem. VSude jinde se uplat-
fiuji vétsi skupiny riznych druht muchnicek. PFi masovém napadeni
Cloveka a doméAcich zviFat Casto pfrevazuje jejich ucinek jako trapict
s jedovatymi slinami, vyvolavajicimi otoky, nad eventudlnim pFenosem
Cervovych onemocnéni. Ztraty u dobytka vyvoldvané bodnutim muchni-
cek jsou zplsobeny predevSim reakci na toxin vstfikovany se slinou
pfed sanim. Vysledny ucinek odpovida anafylaktickému Soku. U stfed-
nich poSkozeni dochdzi k podrazdéni, slabé zvySené teploté, objevi se
zrychleny mékky puls jako pfi horecce, obtiZzné dychani, frkani a kaslani,
nékdy oteviena huba s pénou a vyplazenym jazykem. Pritom se do-
stavuje sniZeni t&lni teploty, nezdjem o potravu, polehdvdni a b&hem
Sesti aZz sedmi dni zlom — uzdraveni nebo thyn. PFi téZkém napadeni
stoji dobytek rozkroCen, mé rozsdhlé otoky, Siroce otevienou tlamu,
s vystraSenym buCenim se hrouti a hyne jiZ prvni den. O vyznamu
muchnicek referuje ve své ucebnici pomérné podrobné Martini
(1952). Z Evropy jsou znamy kaZdoro¢ni ztraty na dobytku na pastvi-
nach v dolnim toku Dunaje (Baranov, 1938).

ZjiSténé Skody na dobytku mohou byt obrovské: v Rumunsku jen
v r. 1923 za8lo na ustipani muchni¢kami 1645 koni, 10 620 kust skotu,
915 ovci, 1460 koz a 2834 prasat. Z Jugoslavie uvadi Baranov (1939)
za rok 1934: 311 koni a osld, 3629 kusa skotu, 3588 ovci, 3233 kozy
a 1240 prasat. Podobné& jsou znamy zaplavy muchnicek v boredlnich
oblastech Evropy (napf. z Némecka jsou hlaSeny uhyny skotu po po-
bodadni muchnickami z oblasti Ffeky Eder) (Stam aj., 1980) a Asie
(typickym prikladem je povodi Angary na Sibifi). Z tzemi CSSR jsou
hlaSeny kalamitnf vyskyty muchnicek, které meély ojedinéle za nasledek
az hromadny uhyn dobytka. Pomeérné recentni pfipady jsou popsany
z Tachovska a Ceskokrumlovska (podrobnéji Minaf a Kubec, 1968;
Kubec a Minaf, 1968). O veterinarnim vyznamu muchnickovitych
v CSSR referuji Olejnicek (1982a) a Jedlicka (1982a). Udaje
o prabéznych ekonomickych ztratach plisobenych muchnickami nejsou
v Zadném pripadé zanedbatelné. Jedlicka (1982b) odhaduje, Ze na
uzemi Slovenska miZeme v soucasnosti predpoklddat u pasenych ja-
lovic pokles pfFirtistku o 10 az 50 % béhem 50 aZ 100 dni, coZ znamena
sniZzenou hmotnost jednoho kusu o 4 az 35 kg. V celoslovenském me-
Fitku to predstavuje rocné 1300 az 12 600 tun nerealizované hmotnosti,
coz je ekvivalentni sniZeni stavu jalovic o 4200 az 42 000 kusi, resp.
nevyuZiti 1500 aZz 14 000 ha pastvin a spotrebu jadrného krmiva navic
o 2500 az 25000 tun. SniZend hmotnost jalovic v pFipouStécim véku
miiZe znamenat jeho nezZadouci posun o 10 aZ 50 dni. Znac¢na Cast tokl
protékajicich pastvinami pro$la nebo prochazi rtznymi melioracnimi
upravami, coZ, jak konstatuji mnozi autofi (napf. Rubcov, 1969;
Kubec a Mindar, 1968; OlejnicCek, 1962b), vede ke zlepSovani
Zivotnich podminek ptedevsim pro neZddouci druhy muchnicek.

O ucinku B. thuringiensis H-14 na larvy muchnicek poprvé referovali
Undeen a Nagel (1978) a Weiser a Vankova (1979).
Tésné pred tim zkouSeli Lacey a Mulla (1977) ac¢innost 13 ,sta-
rych“ kmenit a¢innych na housenky a doséahli ¢astecné mortality u much-
nicek 64 az 88 % v laboratornich pokusech pri 24hodinové expozici
mikroba v koncentraci 10 ppm (10 mg/l1). Ucinek B. thuringiensis H-14
byl zatim nékolikrat tspésné testovan v laboratofrich i v terénu, prede-
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v8im v tropickych oblastech. Jednim z jeho mimoradnych kladl je také
témeér nulovy ucinek na necilové organismy (Guillet a Escaffre,
1979; Guillet a Barjac, 1979; Undeen a Colbo, 1980; Un -
deen a Berl, 1979; Undeen aj, 1981; Colbo a Undeen,
1980; Molloy aj., 1981; Molloy a Jamnback, 1981; Lacey
a Federici, 1979; Olejnicek aj. (v tisku).

MATERIAL A METODA

K testovani byly vybrany dva regulované potoky v okrese Ceské Budéjovice.
Prvni z nich, Dubsky potok, protéka poli v blizkosti obce Cerny Dub, ma regulo-
vané koryto dlazdéné kameny, které je misty zariznuté az dva metry pod uroven
terénu. Prumeérna sirka koryta byla 1,5 m, prumérna hloubka vody 5 em. Rychlost
proudu byla mérena RauSerovou modifikaci Pittotovy trubice a ve sledovaném use-
ku kolisala v rozmezi 70 az 90 cm's, teplota vody, mérena 28. 4. 1983 v 10 hodin,
byla 11,4 °C. Koryto potoka bylo vétSinou jen Fidce zarostlé rtznou vodni a ba-
zinnou vegetaci. Ve sledovaném useku byly zjistény druhy Prosimulium tomosvaryi
Enderlein, 1921, Eusimulium vernum (Macquart, 1826) a Odagmia ornata (Meigen,
1818). Suspenze Bacillus thuringiensis var. israelensis byla aplikovana v mistech,
kde potok vytéka z lesa, pobliZz Zelezniéni stanice Cerny Dub. Asi jeden a puil az
dva kilometry od mista aplikace suspenze se potok vléva do Cernondubského ryb-
nika.

Druha ze sledovanych lokalit byl potok Rachacka, tekouci v blizkosti sever-
niho okraje obce Purkarec. Potok ma regulované koryto a protéka pastvinou. Pru-
mérna Sifka koryta je 1 m a hloubka 5 em. Rychlost proudu kolisala v intervalu
40 az 60 cm’'s, teplota vody 27. 7. 1983 ve 13 hodin byla 19,8 °C. Koryto potoka bylo
misty husté zarostlé travou vyrustajici ve sparach dlazdéni a ruznou vodni vege-
taci. B. t. var. israelensis byl aplikovan v misté lezicim 300 m proti proudu od usti
potoka do Vltavy. Ve sledovaném useku byly zjistény pouze larvy druhu Odagmia
ornata (Meigen, 1818).

V obou pripadech po dobu terénnich sledovani neprselo.

K testovani bylo pouzito lyofilizovanych spoér Bacillus thuringiensis var. israe-
lensis z produkce Rogere Bellon, koncentrace 1 X 10° spor na mililitr, to znamena
6 X 10% spor v prvnim experimentu (Dubsky potok) a 2,5 X 109 spér ve druhém
experimentu (potok Rachac¢ka). Pro aplikaci bylo pouzito zahradni konve a suspen-
ze spor byla lita do vody deset minut. Uéinek B. t. israelensis byl kontrolovan na
Sesti stanovistich (5 m proti proudu, 5, 50, 100, 200, 400 m po proudu od mista
aplikace suspenze) v pripadé Dubského potoka a na péti stanovidtich (5 m proti
proudu, 5, 50, 100, 300 m po proudu od mista aplikace suspenze) v piipadé potoka
Rachac¢ka. Na kazdém z kontrolnich stanovi$f byly umistény vzdy tri dny pred
aplikaci suspenze neglazované bilé keramické kachle o rozmérech 10 X 10 cm
a igelitové pentle o rozmeérech 25 X 20 cm (Lewis a Bennett, 1974; Olej-
nic¢ek, 1980). Na téchto kachlich byly zjisfovany poéty larev v terénu. Dale byly
z kazdého stanovisté prineseny zivé larvy, sebrané ptl hodiny po aplikaci suspen-
ze. Tyto larvy byly dale v laboratori chovany v plexisklovych nadobkach s 200 ml
prefiltrované poto¢ni vody pri pokojové teploté. Pohyb vody byl v nadobkach za-
ji§tén vzduchovanim kapilarou. Po dobu sledovani nebyly larvy v laboratori pri-
krmovany.

VYSLEDKY A DISKUSE

V obou experimentech byla ve sledovanych tusecich potoki zjiSténa
mortalita larev muchni¢ek vy3§i neZz 90 % — bliZila se 100 %, a to jak
u vzorki donesenych do laboratote, tak i na umélych substratech v te-
rénu (tab. I—VJ. I kdyz u laboratornich testd je nutné odecist v pri-
méru 13% mortalitu zplisobenou pro larvy muchniek stresujicimi pod-
minkami v laboratornich chovech, je vysokd ucinnost preparitu evidentni.
Navic, jak naznaCuje zaznamenand mortalita u kontrolniho vzorku larev

VETERINARN! MEDICINA — 1985 435



1. Poéty larev v prepocétu na 1 dm? substratu na jednotlivych stanovistich Dub-
ského potoka 24 hodiny pred aplikaci a 24 hodiny po aplikaci suspenze Bacillus
thuringiensis var. israelensis — The numbers of larvae in conversion per 1 dm? of
substrate at different sites of the Dubsky brook 24 hours before the application
and 24 hours after the application of the suspension of Bacillus thuringiensis var.
israelensis

i

|

Kontrola

% m +5m 50 m 100 m 200 m 400 m

Stanovisté
6,0E.v. [223E.v. [20,0E.v. | 58E.v. [182E.v. | 9.8E.v.

aplikaci B. . 1, 0,7P.t. { 0,7P.t. | 1,0P.t. | 0,2P.t. (0O,5P.t. | 0,2P. 1.

|
|
| 27.1V.,24 h pied
{
|
|
|

1,20.0. | 1,30.0. 0,2 O.o0.
29.1V.,24 h po 6, E.v. | 0,7E.v. 0 0 0 0
aplikaci B. 1. 1. 0,2P.t.
E. 'v. = Eusimulium vernum (Macq.); P. t. = Prosimulium tomosvaryi End.; O. 0. =

= Odagmia ornata (Meig)

z Dubského potoka, larvy raznych druhG mohou byt rGzné citlivé na
transport, manipulaci a laboratorni podminky. RovnéZ tak je moZné ocCe-
kavat raznou citlivost na B. t. israelensis u raznych druh@ muchnicek.
Materidl, se kterym jsme pracovali, je vSak maly na to, abychom se
mohli vyjadfovat k témto dvéma problémim, pro jejichZ zodpovézeni
bude zapotrebi dalSich experimentu.

V pripadé Dubského potoka byla 2. 5., tedy sedm dni po oSetfeni,
provedena kontrola pocetnosti larev ddle po proudu, v useku, kde jiZ
nebyly umistény umeélé substraty. AZ do vzdalenosti 500 m od mista
aplikace suspenze nepresahovala hustota larev na rGznych prFirodnich
substratech 0,1 larvy na dm2 V misté vzdidleném 700 m od mista apli-
kace suspenze B. t. i. byla zjisténa hustota v primeéru 8,3 larvy na dm?
a ve vzdalenosti 1000 m 25,7 larvy na dm? Zejména posledni hodnota
zhruba odpovidd maximalni zjiSténé hustoté larev v Kkontrolovaném

II. Mortalita kontrolnich vzorku odebranych v terénu pul hodiny po aplikaci Ba-
cillus thuringiensis var. israelensis na lokalité Dubsky potok. Kazdy vzorek obsa-
hoval 100 ndhodné vybranych Zivych larev (znac¢eni druhi jako v tab. I) — The
mortality of the control samples taken in the field half an hour after the applic-
ation of Bacillus thuringiensis var. israelensis at the Dubsky brook locality. Each
sample contained 100 random-selected living larvae (species denoted like in Tab. 1)

Kontrola 28. IV., /3 h Kontrola Osetfena stanovisté
po aplikaci B. . 1. T
~5m | ~5m | +5m ‘ 50 m ‘ 100 m ‘ 200 m ‘ 400 m
10P.t. | 8P.t. |21P.t. | 6P.¢. ' 5P.t. | 2Pt
Mortalita
za 24 h (ks) 2E.v. 4E.v. | 63E.v. | 75E.v. [100E.v. | 86 E.v. | 56 E.v.
20.0. | 150.0. | 180.0. 90.0. | 420.0.
Mortalita za 24 h (%,) 12 14 99 100 100 100 97
Zivé larvy - 86 E.v. 4P.t. !
po24h 20.0. | 82E.v. | 10.0. , - 30.o0.
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1I1. Poc¢ty larev Odagmia ornate na 1 dm? plochy na jednotlivych stanovistich po-
toka Racha¢ka — The numbers of the Odagmia ornata larvae per 1 dm? of area
at the sampling sites of the Racha¢ka brook

Stanovisté +5m | 50m ' 100 m | 300 m

1212 } 1562 ' ag2 1 28 i 160

0 0 | 0 0,02

24 h pred aplikaci B. 1. 1.
24 h po aplikaci B. 1. 1.

| -
|
K

useku pred aplikaci B. ¢. i. (tab. 1). V daném pripadé je nutné vzit rovnéZ
do uvahy fakt, Ze pro vyskyt larev muchnicek v potocich plati Poiso-
novo rozlozeni pravdépodobnosti. tzn., Ze existuji iseky potoka, v nichZ

je abundance larev vyrazné vyssi, a iseky — cCasto jen nékolik metrd
vzdalené — s misty vyrazné FidCeji osidlenymi larvami muchnicek. Ne-

rovnomeérnost vyskytu uvadéji i Undeen aj. (1981), Undeen
a Colbo (1980), Molloy a Jamnback (1981) a mnoho dalSich
autor. Rovnéz tak v naSem pfipadé se poCty larev na jednotku plochy
substrdtu znac¢né riznily i v rdmci jednotlivych vzorkli na stanovisti,
kde se vzdalenost mezi nimi pohybovala Fadové v centimetrech. TitiZ
autofi zaznamenali také pokles mortality se zvétSujici se vzdalenosti
od mista aplikace B. t. var. israelensis. Suspenze spor se pohybuje v po-
toce jako pomérné homogenni oblak, ktery je ¢im dal po proudu Fidsi,
ale umerné tomu i delSi. Jak ukazuji dosavadni vyzkumy (Molloy
aj., 1981; Lacey aj., 1978; Guillet a Barjac, 1979), jsou ridsi
suspenze ucinné predevSsim pii vySSich teplotach. Ve vzorcich larev
z Dubského potoka, ze stanovisté 700 m vzdaleného od mista vypuSténi
suspenze, bylo pozorovano ndpadné vysoké procento larev posledniho
instaru s vyvinutymi histoblasty (54 %: ve vzorcich z oSetfeného tseku
odebranych pfred aplikaci suspenze se larvy posledniho instaru vysky-
tovaly maximalné do 8 %), na stanoviSti 1000 m byla vékova struktura
populace obdobna té, ktera byla zjiSténa v useku 0 aZ 400 m (15 %
larev posledniho instaru). Tnto vykyv ve struktufe populaci by mohl
byt zpltsoben selektivni vy$S§i vnimavosti larev mlad$ich instard, uva-
dénou rlznymi autory (Mclloy a Jamnback, 1981; Molloy
aj.,, 1981; Guillet a Escaffre, 1979), v zoné doznivajici plsob-
nosti oblaku suspenze spor, popfipadé sniZenym pfijmem infikované po-
travy larev posledniho instaru pred kuklenim. Nelze predpokladat, Ze
by zjiSténé vykyvy ve struktufe populaci mohly byt zplisobeny migraci
larev, nebot rtzni autofi (napf. Patrusheva, 1972) prokéazali, Ze

IV. Mortalita kontrolnich vzorkti O. ornata odebranych v terénu pul hodiny po
aplikaci Bacillus thuringiensis var. israelensis na jednotlivych stanovistich potoka
Rachac¢ka. Kazdy vzorek obsahoval 100 ndhodné vybranych zivych larev — The
mortality of the control samples of O. ornata taken in the field half an hour after
the application of Bacillus thuringiensis var. israelensis at the sampling sites of the
Rachac¢ka brook. Each sample contained 100 random-selected living larvae

| |
Kontrolni vzorky odebrané _ ' | l
na jednotlivych stanoviitich S ! A m 20m 9ilim \ ¥
1/, h po aplikaci B. t. 1. l ‘I
Mortahta za24h (" ) } 13 i 100 ' 99 ‘ 98 ‘ 93
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druhy osidlujici malé toky migruji jen pomalu a na velmi kratké vzda-
lenosti. S podobnymi koncentracemi suspenze spor pracovali v terénu
i Undeen a Colbo (1980) a Undeen aj. (1981); prvni z praci
byla konana v potocich mirného pasma v Kanadg, druha pak ve stfedni
Americe a Guatemale. V obou pripadech autofi uvadéji ponékud mensi
ucinnost preparatu. V pripadé guatemalského experimentu to vysvétluji
mnoZstvim tiSin v testovanych potocich, které mohou zplsobit Castecné
usazovani Castic suspenze. V naSem pripadé S$lo naopak o toky s rov-
nym korytem a se znacCné podobnymi hydrologickymi podminkami po
celé délce sledovaného useku. Tento fakt by sdm o sobé mohl zvyhod-
fiovat pouZiti Bacillus thuringiensis var. israelensis v regulovanych
potocich.

Testovani uCinku B. f. i. na torentikolni organismy, jako jsou larvy
muchnicek a zZivocCichové, ktefi je doprovézeji, plisobi znacné potiZe.
Pouzivaji se zlaby pstruzich lihni (Lacey a Mulla, 1977), mecha-
nicky michané nddoby (Undeen a Nagel, 1978), vdlce s vodou
probubldavané vzduchem, nebo larvy uchovavané v tenké vrstvé vody
v Petriho miskach prfi teploté 4°C (Weiser a Vatkova, 1979).
Ani jedna z teéchto metod neni pfimo srovnatelnd s podminkami v pii-
rodé a vSechny ziskané vysledky jsou zatizeny velikou experimentalni
chybou. Pravé tak zkreslené jsou vysledky hodnoceni nezavadnosti
mikrobnich pFipravkia tzv. pstruzim testem, urCenym pro testovdni che-
mickych latek. Tento test nebere v Gvahu, Ze jde o Zivé organismy, které
vydychaji urcity podil vzduchu ve vodé. Pri oSetfenich proti muchnickam
jsou vyssi koncentrace mikroba ve vodé pritomny pouze v misté miseni
piipravku do vody, zatimco bakterijni mrak probihd nad osidlenym dnem
toku po dobu 15 minut. Je tedy tfeba stupnici hodnoceni podle che-
mického ucinku povaZovat za nevhodnou a v budoucnu jeji znéni nale-
Zité upravit.

Pri pokusech s oSetfenim vodnich tok( jsou pokusy s kompletnim
znicenim fauny muchni¢ek masivni davkou baktérii sice efektni, ale
pro taktiku pouZiti pripravku ne dosti vhodné, protoZze nepodavaji vy-
sledky nejnizsich moZnych koncentraci a vysledky rtznych zmén v prou-
du a vegetaci. Proto se v naSich pokusech jedna o takova oSetreni, pfi
nichZ jesté zlstdva Cast muchnic¢ek zachovdna a pfi nichZ je mozZné
meérit rizné anomalie a rozsah poSkozeni pritomnych spoleCenstev.

V obou sledovanych pripadech byly za pouziti suspenze o kon-
centraci 1 X 105 spor na mililitr drasticky omezeny populace muchni-
¢ek v useku zhruba do 300 aZ 500 m od mista aplikace. Vzhledem k to-
mu, Ze pripravek neni toxicky pro predatorské druhy, mohou se jedinci
téchto druhti podilet na dalSim sniZeni poceétnosti takto zdecimovanych
populaci muchnicek. Je nutné si pfi tom uvédomit, Ze naprosté vyhubeni
muchnicek na lokalité je témér nemozné, protoZe nelze pouZit ani jednu
ze znamych metod, pokud nechceme na dané lokalité vyhubit téméf
vSechny bezobratlé ZivoCichy, a Ze ucCelem podobnych oSetfeni je ome-
zeni poCetnych populaci na tnosnou miru. PFi pouziti B. thuringiensis
var. israelensis v terénu je nutné také pocitat s tim, Ze prFipravek ztraci
na ucinnosti pri nizkych teplotdch (Olejnicek aj., v tisku). Na
jafe je tedy vhodné pouZit pfipravek az kdyzZ teplota v potocich vystoupi
nad 4 °C (vSeobecné ¢im vyS$i teplota vody, tim vyS$S§i uCinnost). V pri-
béhu celého roku pak plati nutnost aplikace jiZ v obdobi vyskytu mlad-
$ich larvalnich instart.
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Doslo dne 11. 4. 1984

OJERHUYEK, 1. — MATDBIA, B. — BAWU3P, f. (Muern yy napasutonorin YCAH; Hucrnry:
antomonorusr YCAH, Uecke Byneésuue): [Hencrsue Bacillus thuringiensis var. israelensis
Ha TMYMHKM MOUIEK B nonesbix ycaosuax ouoit Uexun. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7)
: 433-441.

B iaByx pyubsx ¢ MCKYCCTBEHHO YNOPAIOYEHHBIM PyCnOM B paitorc ropoia Yecke byaeésuue nami
b0 anpofipoaHo aeiictsie cycnenanu crop Bacillus thuringiensis var. israelensis ua
anuuHKY Mowek. Ofe HecaedyeMble MECTHOCTH Ohini 06pasoBaHnl MENKMMM PydbAMM C HCKyC-
CTBEHHO YIOPANOHEHHBIM PYCJIOM C TPAlleLeBHIHBLIM NpPOQHIEeM, BHIMOUICHHDLIC, € PACTHTEABHOCTHIO
Pa3HON TJOTHOCTH, CO CKOPOCThIO TeweHus B nperenax 4090 cm/cex. B ofoux cayuasx 6blaa
npHMeHeHa AMOPMIM3MPOBAaHHas CycrieHsus npouasonctsa dupmu Roger Bellon, koneunas
KOHIIeHTpaiua KoTopoit coctaBasaa 1 X 10° cnop B ma~—1. 3a zxeficrsuem cuop seanch Habmo-
NeHUs KaK B MCKYCCTBEHHBIX ¥ NMPHPOAHLIX CyGCTpaTax B 10J€BbIX YCJAOBMNX, TAK M B J1aboparopiy
HAa JHYMHKAX, MOCTABJNEMLIX M3 OTIENbHbIX KOHTPOJBHLIX NYHKTOB. B ofioux ciayuasx B Habmxio-
laeMbBIX ydyacTKax pyubeB Oblia ycraHoBiena 90--1000/; rufens nituitHoK Mowiek, npuueM Kax
B ofpasuax, noctaBiaseMblx B J1a6OPaTOPHIO, TAK M B MCKYCCTBeHHbIX cyfcrpartax. B ofnacru yra-
calouero NeWCTBHsA CYCHeH3MH Crop Yy MOMyJAAUNi JMUMHOK B MCCAe1yeMOii MECTHOCTH olpeleneH
6onee BHICOKMI NPOUEHT JMYMHOK B IOCHCIHEN CTAIMM PAZBUTHA, 4TO COOTBCCTBCHHO € MHEHHeM
APYTHX aBTOPOB MOKHO OOBACHATL 6osiee  BLICOKOH UYBCTBUTE/IBHOCTBIO  MOJOILIX  JHUHHOK
K BO3IeHCTBMIO npernapata. B peaysnbraTe OCyUIECTBICHHHIX MCCAEI0BAHWMH OLITO yCTAHOBJEHO, 4TO
Bacillus thuringiensis var. israelensis npeacrasaser coboit addekTusioe CpelicTBO 1A MO-
NaBAeHUs 1EHTPAaJbHO-€BPONEHCKHX BMIOB MOIIEK, B OCOGCHHOCTH B C/yuae upe3MepHOro pa3-
MHOXEHUS HEKOTOPBIX C BETEPUHAPHOH TOUKH 3PEHHs 3HAUMMBIX BIIOB B BOIHBIX TEYEHUAX C MCKYC-
CTBEHHO yNOPAIOYEHHBIM DYCIOM.

Simuliidae; Bacillus thuringiensis H-14; soaHue TeeHHs ¢ HCKYCCTBEHHO VIIOPAIOTEHHLIM
pycaom

OLEJNICEK, J. — MATHA, V. — WEISER. J. (Institute of Parasitology and Insti-
tute of Entomology, Czechoslovak Academy of Sciences. Ceské Budéjovice): The
Effectiveness of Bacillus thuringiensis var. israelensis against Black Fly Larvae
under the Field Conditions of South Bohemia. Veter. Med. (Praha). 30. 1985 (7) :
433-441.

The effectiveness of Bacillus thuringiensis var. israelensis spore suspension against
black fly larvae was tested in two regulated brooks in the Ceské Budéjovice
district, South Bohemia. The sites under study were small, regulated, paved brooks
of trapezoidal profile, with vegetation of different density, and with stream flow
rates ranging from 40 to 90 cm'sec. Lyophilized spores (produced by Roger Belon)
at a final concentration of 1 X 105 spores per ml were used. The spore efficacy
was determined in both natural and artificial substrates in the field and under
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laboratory conditions, on the larvae collected at the control sites. A 90—1009/,
mortality of the larvae was recorded in all parts of the brooks examined both in
the natural samples studied in laboratory and in those kept on artificial substrates.
In the area of fading spore suspension action, a higher percentage of the last-
-instar larvae was found in larval population which may be ascribed, in agreement
with other authors, to an increased susceptibility of younger larvae to the pre-
paration. The results of the tests demonstrated that Bacillus thuringiensis var.
israelensis is an effective agent to control the black fly species occurring in Central
Europe and may be of wvalue mainly in the control of some species of veterinary
importance ovenpopulated in regulated brooks.

Simuliidae; Bacillus thuringiensis H-14: regulated brooks

OLEJNICEK, J. — MATHA, V. — WEISER. J. (Parasitologisches Institut der Tsche-
choslowakischen Akademie der Wissenschaften: Entomologisches Institut der Tsche-
choslowakischen Akademie der Wissenschaften, Ceské Budéjovice): Wirksamkeit
des Bacillus thuringiensis var. israelensis gegen Larven der Kriebelmiicke in Ter-
rainbedingungen Siudbohmens. Veter. Med. (Praha), 30. 1985 (7) : 433-441.

An zwei regulierten Bichen im Kreis Ceské Budéjovice testeten wir die Wirk-
samkeit der Sporensuspension von Bacillus thuringiensis var. israelensis gegen
Kriebelmickenlarven. Beide Lokalititen bestanden aus kleineren regulierten Ba-
chen von gepflastertem Trapezprofil, mit unterschiedlich dichter Vegetation und
einer Durchfluligeschwindigkeit im Bereich von 40 bis 90 c¢m.sec-!. In beiden
Fallen wurden lyophilisierte Sporen aus der Produktion Roger Bellon in einer
Endkonzentration von 1 X 10° Sporen pro Milliliter angewandt. Die Wirkung der
Sporen wurde sowohl auf nattrlichen als auch kinstlichen Substraten im Terrain
sowie im Labor an aus den einzelnen Kontrollstandorten hergebrachten Larven
untersucht. In beiden Fillen wurde in den kontrollierten Abschnitten der Biache
eine Mortalitat der Kriebelmickenlarven von 90 bis 1009, verzeichnet und dies
sowohl bei den ins Labor gebrachten Proben als auch auf den kiinstlichen Substra-
ten. Im Bereich der abklingenden Wirksamkeit der Sporensuspension wurde in
den Larvenpopulationen der Lokalitidt eine hohere Rate von Larven des letzten
Instars gefunden, was sich im Einklang mit anderen Autoren als eine hohere
Empfindlichkeit der jlngeren Larven gegeniber dem Praparat deuten ldBt. Die
Ergebnisse der Teste erwiesen, dall der Bacillus thuringiensis var. israelensis ein
geeignetes Mittel zur Vertilgung der mitteleuropiischen Arten der Kriebelmiicken
ist, insbesondere bei der Massenvermehrung mancher Arten auf regulierten, vom
Gesichtspunkt der Tiergesundheit bedeutungsvollen Flissen.

Simuliidae; Bacillus thuringiensis H-14; regulierte Fliisse

Adresy autoru:
RNDr. Jifi Olejnic¢ek, CSc., Parazitologicky ustav CSAV, Na sadkach 702.
370 05 Ceské Budéjovice

Ing. Vladimir Ma{ha, RNDr. Jaroslav Weiser, DrSc., Entomologicky ustav
CSAV, Na sadkach 702, 370 05 Ceské Budéjovice
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Vybér z prirustka
Ustredni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ

z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozné si vypujéit osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, Slezska 7, 12056 Praha 2. Pajéovni doba: pondéli,
utery a ¢tvrtek od 9.00 do 16.30 hodin, streda od 9.00 do 18.00 hodin,
patek od 9.00 do 15.30 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signa-
turu.

Klauenpflege bei Rind und Schaf. D 31.783/1983/83

Bonn, Auswertungs- u. Informationsdienst f. Erndhrung, Landw. u.
Forsten (AID) e. V. 1983. 20 s., obr. AID 83/1983. (Skot — paznehty —
oSetfovani ' Ovce — paznehty — osetrovani)

ALLOTT, D. — DAVIES, R. E 19.689 841

Footbaths for dairy cows.
Alnwick, Min. of agric., fisheries and food 1983. 4 s., obr. Leaflet 841.

(Dojnice — nemoci — paznehty — ochrana — dezinfekéni koupele —
pouziti)

SALESSE-LAVERGNE, B. J. M. D 38.168 1983 81
Contribution a I'etude de l'infertilite chez la vache apres cesarienne.
Toulouse. Ecole nationale vétérinaire 1983. 53 s., tab. (Dojnice — cisai-
sky rez — vyzkum — Francie — disertace)

BARBER, D. M. L. C 28.410 194

Infectious bovine keratoconjuctivitis (new forest disease).
Ayr, The West of Scotland agric. college 1983. 3 s. Technical note 194.
(Skot — nemoci o¢éni — keratokonjuktivitida)

C 27.494 919

An economic analysis of mastitis control measured for selected Wash-
ington dairy herds.

Washington, State Univ. Agric. res. center 1982. 13 s.. obr., tab. (Skot

mléény — nemoci — mastitida — ochrana a lééeni — ekonomicke otaz-
ky — ekonomicka analyza — USA — Washington)
HOPP, W. E 38.066 1091

Pathogenese und Klinik der Aujeszkyschen Krankheit des Rindes nach
experimenteller Infektion iiber den Atmungs-, Verdauungs- und Ge-
schlechtsapparat sowie iiber die Haut. Inaug.-Diss. d. Tieridrztl. Hoch-

schule Hannover.

Hannover, Tierdrztl. Hochschule 1983. 148 s., obr., tab. (Aujeszkého ne-
moc — skot — infekce uméla — vyzkum — NSR — disertace)



VPLYV DICHLORVOSU A METATIONU NA VYBRANE ENZYMY
PRVOKA TETRAHYMENA PYRIFORMIS

F. Nistiar, J. Hrusovsky, J. Mojzis

NISTIAR, F. — HRUSOVSKY. J. — MOJZIS, J. (Vojensky veterinarny dosko-
Tovaci a vvskumny ustav, Kosice): Vplyv dichlorvosu a metationu na vybrane
enzymy prvoka Tetrahymena pyriformis. Veter. Med. (Praha)., 30, 1985 (7) :
443-447.

Sledovali sme vplyv dichlorvosu a metationu na aktivitu acetylcholinesterazy
u prvoka Tetrahymena pyriformis. U dichlérvosu bola najvyssia inhibicia akti-
vity enzymu zistena po 30 minutach. 50, inhibicia aktivity enzymu bola za-
znamenana pri davke 1,22 mg.1-1. Najvy$siu inhibiciu aktivity enzymu u me-
tationu sme zistili po 60 minuatach. 50Y,, inhibicia aktivity enzymu bola za-
znamenana pri davke 879.2 ng.l-l. 60 minut po expozicii touto davkou bola
zaznamenana takmer 75°, inhibicia aktivity enzymu. Stanovenie aktivity
acetylcholinesterazy zvysuje citlivost bio-testu na organofosfaty za wvyuzitia
prvoka Tetrahymena pyriformis. Pri sledovani vplyvu dichlorvosu v supra-
toxickych davkach 50,0; 1000 a 150,0 mg.l1-! sme zistili, ze aktivita laktat-
dehydrogenazy bola potlacena takmer na 100 %,; u alanin aminotransferazy
bola inhibicia aktivity vyrazna. Slabsia inhibicia aktivity bola zaznamenana
u aspartat aminotransferazy, alkalickej a kyslej fosfatazy, u alfa-amylazy sa
aktivita zvysila. Davkovu zavislost sa nam nepodarilo dokazaf.

pesticidy; organofosfaty: acetylcholinesteraza; enzymy; bio-test

Z oblasti rezidui xenobiotik je v suCasnosti stredom pozornosti kon-
tamindcia poZivatin pesticidmi (Szokolay, 1982), ¢i uZz na baze
chlorovanych uhlovodikov, organofosfatov, karbamatov alebo inych her-
bicidov. V poslednom obdobi boli predloZzené rézne metodické postupy
na screening, resp. kvalitativhu a kvantitativhu analyzu tychto xeno-
biotik v biologickych materidloch a v biologickom prostredi. Doteraz
pouzivanymi metodami detekcie boli prevazne fyzikdlno-chemické ana-
lyzy, zaloZené na principe chromatografie a spektrofotometrie, ako aj
biologické metody, najméd na screening, zaloZené na vyuZiti hmyzu, ko-
rovcov, ryb a rastlin ako testovacich objektov. Uvedené metddy su eko-
nomicky nakladné, vyzadujua vysoku erudiciu pracovného personalu a pra-
coviskd vybavené Specidlnou pristrojovou technikou. To je doménou len
obmedzeného poctu pracovisk v CSSR. Zvlast neuspokojiva je situacia
v oblasti rozpracovania rychlych metodik na stanovenie xenobiotik v te-
rénnych podmienkach (t.j. v pojazdnych laboratoéridach).

V dostupnej literatire uz bola zmienka o mozZnostiach vyuZit pre
tieto uCely jednoduché biologické testovacie objekty (Zweig, 1963;
Ignatev a Sablij, 1978). Na naSom pracovisku sa zaoberdame
moznostou vyuZitia testovacieho objektu prvoka Tetrahymena pyrifor-
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mis W na stanovenie xenobiotik v biologickych materidloch a v biolo-
gickom prostredi (NiStiar a i, 1981, 1984; NiStiar a NiStia-
rova, 1983). Zistili sme, Ze tento testovaci objekt je dostato¢ne citlivy
na organofosfaty; LDso pre dichlorvos je 4,9 mg.1 ! a pre metation
8,94 ug .17l UZ pri tychto prdcach sme upozornili na to, Ze rozsirenim
stanovenia letality xenobiotik o stanovenie 50% inhibicie urcitého kla-
Cového enzymu sa citlivost testu v znaCnej miere moze zvysit.

V predloZenej praci sme sa zamerali na sledovanie vplyvu dichlor-
vosu a metationu na aktivitu enzymu acetylcholinesterazy (AChE,
E.C.3.1.1.7.) a dichlorvosu na aktivitu laktat dehydrogenazy (LD,
E.C.1.1.1.27.), aspartat aminotransferazy (AST, E.C.2.6.1.1.), alanin ami-
notransferdzy (ALT, E.C.2.6.1.2.), alkalickej fosfatazy (ALP, E.C.3.1.3.1.},
kyslej fosfatdzy (ACP, E.C.3.1.3.2.) a alfa-amylazy (AMS, E.C.3.2.1.1.).

MATERIAL A METODA

Prvok Tetrahymena pyriformis kmen W bol kultivovany v meédiu, ktoré po-
zostavalo z proteéza-peptonu (0,1 %), kvasniéného extraktu (0,02%,) a glukozy
(0,02 %)). Aktivita enzymov bola stanovena po 24-hodinovej kultivacii populacie.
Acetylcholinesterazu sme stanovili metédou podfa Tulacha (1958) vo vlastnej
modifikacii tak, ze lyzu buniek sme vykonali v roztoku 1,0, Tritonu X 100
v 0,5 mol.l-1 Tris-HCI] pufre o pH 7,6 za 30, 60 a 120 minut po expozicii organo-
fosfatmi. K 0,5 ml uvedeného lyzans sme pridali 3,5 ml vySetrovanej kultury po-
pulacie prvoka Tetrahymena pyriformis. Ostatné enzymy (laktat dehydrogenaza,
aspartat aminotransferaza, alanin aminotransferaza, alkalicka fosfataza. kyvsla fos-
fataza a alfa-amylaza) boli stanovené komeréne vyrabanymi testmi fv Lachema
Bio-La-test po lyze tak, ako sme uviedli pri stanoveni aktivity acetvlcholineste-
razy. Vsetky enzymy boli pri stanoveni aktivity inkubované pri teplote 25°C a sta-
novené 30 minut po expozicii dichlérvosom. Celkové proteiny boli stanovené biu-
retovou metoédou. Pre kazdé vySetrenie sme robili 12 paralelnych vzoriek. Aktivitu
enzymov sme vyjadrili v nmol substratu premeneného za minitu na miligram pro-
teinu buniek.

Dichlérvor (0,0-dimetyl-0-/2,2-dichlérvinyl -fosfat. vyrobeny v ZSSR. s 95,9%,
uc¢innosfou) bol pouzity v testoch na sledovanie aktivity acetylcholinesterazy v dav-
kach 76,49 ug.1-1 a 122 a 4,0 mg.1-!, u ostatnych enzymov v supratoxickych dav-
kach 50,0, 100,0 a 150,0 mg.1-! média.

Metation (0,0-dimetyl-0-/3-metyl-4-nitrofenyvl -tiofosfat, vyrobeny v CHZJD
Bratislava, s 98,0, u¢innostou) bol pouzity v davkach 879,2 ng a 198 a 297 ug.1-!
média.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Vplyv dichlérvosu a metationu na aktivitu acetylcholinesterazy
uvadzame v tab. I. Na zaklade zistenych udajov moZeme konStatovat,
Ze dichlorvos v sledovanych davkach vyrazne potlacal aktivitu acetyl-
choliesterazy. Inhibicia aktivity bola najvyraznejSia 30 minuat po expo-
zicii, kedy 50% inhibicia aktivity bola pri ddvke cca 1,22 mg .1~ ! média.
Potom sa enzym postupne reaktivoval pri vSetkych sledovanych dav-
kach. Metation vykazoval najvys8Siu inhibiciu aktivity acetylcholineste-
razy 60 minat po expozicii. Tento poznatok je v stilade s pozdej$im na-
stupom uGc¢inku tohto organofosfdtu u cicavcov. 50% inhibicia aktivity
enzymu bola zaznamenana pri davke metationu 879,2 ng.l1 ! média;
60 minidt po expozicii bola pri tejto davke zaznamenana takmer 75%
inhibicia aktivity enzymu.
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[. Vplyv dichlérvosu a metationu na aktivitu acetylcholinesterazy u prvoka Tetra-
hymena pyriformis W — The effect of dichlorvos and metathion on acetylcholin-
esterase activity in the Tetrahymena pyriformis W protozoan

! |
Cas | 30 minut 60 minut 120 minut ‘
Noxa aktivita % aktivita % aktivita ’ %
25,31 25,94 25,48
Kontrola 100,0 100,0 100,0
(24,37-25,9) (24,7-26,2) (24,4-16,0)
. DDVP 4,0 mg 5,55 21,9 8,17 31,5 9,81 38,5
| DDVP 1,22 mg 11,13 44,0 14,38 55,4 18,78 73,7
DDVP 76,49 g 22,45 88,7 22,72 87,6 22,71 89,1
Metation 28,7 ug 8,35 33,0 1,58 6,1 1,95 7,7
Metation 1,98 ;g 8,94 35,3 3,98 15,0 9,10 35,7
Metation 879,2 ng 12,78 50,5 6,68 25,7 13,30 52,2

DDVP - dichlérvos

Pri sledovani vplyvu supratoxickych davok dichlorvosu na aktivitu
vybranych enzymov (tab. II) sa ndm podarilo dokdzat len velmi nizku
aktivitu u laktat dehydrogendzy. Vyrazne bola potlacena aktivita alanin
aminotransferdzy. Aktivity aspartat aminotransferazy, alkalickej a kyslej
fosfatdzy boli tiez inhibované. Jedine alfa-amyldza vykazovala vys$Siu
aktivitu. Vyznamnu davkovu zavislost pri tychto supratoxickych davkach
sa nam nepodarilo dokazat. U vSetkych davok doSlo v uvedenom case,
t. j. 30 minut po expozicii, k poklesu poc¢tu Zivych buniek na 8 aZ 12 %
poévodnych hodnét, s vyraznou hypomotilitou, zagulatenim a so znam-
kami vakuoldrnej degeneracie.

Uvedené vysledky potvrdili naSe predpoklady o zvySeni citlivosti
metody stanovenim inhibicie aktivity acetylcholinesterdzy pri stanoveni
organofosfdtov v biologickych materidloch vyuZitim testovacieho objektu
— prvoka Tetrahymena pyriformis.

II. Vplyv dichlérvosu na vybrané enzymové aktivity u prvoka Tetrahymena pyri-
formis W — The effect of dichlorvos on selected enzyme activities in the Tetra-
hymena pyriformis W protozoan

Dévka LD AST ALT ALP ACP AMS

DDVP

mg.1"! inmol‘ % nmol‘ oL nmol % nmoll % nmol’ oL nmol %
Kontrola l 2,50 [100,0 | 19,0 100,0\ 27,9 [100,0 | 75,0 100,0\ 26,0 |100,0 | 4,80 [100,0
150 Lo 0 | 140 | 737|103 | 369 | 438 | 584 | 222 | 854 | 757 |1548

|

Kontrola | 3,00 | 1000 | 16,0 100,0] 25,0 [100,0 | 82,0 |100,0 | 26,0 | 100,0 | 5,10 |100,0
100 018 | 60| 137 856 82| 32,8 50,0 | 61,0 | 168 | 64,6 | 810 1588
Kontrola | 2,70 [100,0 | 17,1 100,0{ 28,0 |100,0 | 76,1 |100,0 | 26,0 | 100,0 | 4,80 | 100,0
50 017 | 63| 136 | 795 | 17,6 | 629 | 61,7 | 81,1 | 223 | 858 | 6,00 1250
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HUUITUAP, ®. — TPYUIOBCKHU, M. — MOMIKHIUI, A. (BoeHusli seTepuHapHbiid 0bydaonyi i
1 HayyHO-HCcAedoBaTeNkCKMit MHCTHTYT, Kownue): BaMauMe nuxnopsoca M MeTaTHOHAa Ha HeKO-
Topsie depmentsi mporcra Tetrahymena pyriformis. Veter. Med. (Praha), 30, 1985 (7) :
443-447.

Onpe:le;m.nu BJIHAHHE NHXJI0pPBOCA M METAaTHOHA Ha AKTHBHOCTL aUETHJIXOJMHICTePpasnhl y IPOTHCTA
Tetrahymena pyriformis. Y nuxnopsoca Makc. MHIHGMpylomas akTuBHOCTH (epmeHta obHa-
pyxena cnyctst 30 mun. 50 9p-q unrubuumsa akrusHocTH OoTMevueHa y a03ui 1,22 mr. !, Maxcu-
ManbHas MHTHOMINA y MeTaTHOHa ycTaHoBieHa uepes 60 Mun. 50 %y-n uHrubuuus orMeuexa
y nosbt 879,2 nur.a—l, Yepes 60-MHHYTHOH BHIEpKKH 3TOH 103b1 oTMeueHa mouti 75 0/p-n
HHI‘HSHHHH AKTHBHOCTH (bepmeﬂra. Onpene}lem!e AKTUBHOCTH aleTHJIXOJHH3CTEepasnl NoBbillaet
4yBCTBUTEJBHOCTH GHO-TecTa Ha opraHodocdarsi nocpeactsom npotcra. Ilpu onpenesenuy BAHA-
HMA IHXJOpBOca B cympaTokcmdueckux mozax 50,0; 100,0; 150,0 Mr. ! axkrusHocTs JjaKTaTic-
ruaporeHasn nonasasnaack nodty Ha 100 0; y ananamuamunorpancdepassi aKTHBHOCTL MHIHMSHPO-
BaJach 3aMETHO, a B caaboit Mepe — y acnaprap amuHoTpatcdepassl, uenouHoil ¥ Kucaoi ¢ocpa-
Ta3sel; y a.nb(pa—aMHnaam AKTHBHOCTL NoOBbImanacs. He yaanofs 10KaiaTh €€ 3aBUCHUMOCTH OT 10-
3UPOBKA. ’

necTHUuabl; opranodocdaThl; ALETHIAXONNMHACTepasa; depMeHTh; 6Ho-TecT

NISTIAR, F. — HRUSOVSKY, J. — MOJZIS, J. (Military Veterinary Extension
and Research Institute, KoSice): The Effect of Dichlorvos and Metathion on the
Selected Enzymes of the Tetrahymena pyriformis Protozoan. Veter. Med. (Praha),
30, 1985 (7) : 443-447.

The effect of dichlorvos and metathion was studied as exerted on acetylcholin-
esterase activity in the protozoan Tetrahymena pyriformis. In dichlorvos, the highest
enzyme activity inhibition was obtained after 30 minutes. A 509, inhibition of the
enzyme activity was recorded at the dose of 1.22 mg per litre. As to metathion,
the highest enzyme activity inhibition was obtained after 60 minutes. A 509, in-
hibition of the enzyme activity was recorded at the dose of 879.2 ng per litre.
One hour after exposure to this dose, almost 759, inhibition of the activity of the
enzyme was recorded. The determination of acetylcholinesterase activity increases
the sensitivity of the bioassay for organophosphates with the use of the Tetrahy-
mena pyriformis protozoan. Dichlorvos was studied for its action at supratoxic
doses (50.0, 100.0 and 150.0 mg per litre) and it was found that lactate dehydro-
genase activity was almost completely suppressed; the inhibition of alanine amino-
transferase was prenounced. A weaker activity inhibition was recorded in aspartate
aminotransferase, alkaline and acid phosphatase; the activity of alpha-amylase
increased. No dependence on dosage was demonstrated.

pesticides; organophosphates; acetylcholinesterase; enzymes; bioassay
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NISTIAR, F. — HRUSOVSKY, J. — MOJZIS, J. (Militarinstitut fir veterinidrme-
dizinische Fortbildung und Forschung, Kosice): Einfluf von Dichlorphos und Me-
tathion auf ausgewdhlte Enzyme des Urtierchens Tetrahymena pyriformis. Veter.
Med. (Praha), 30, 1985 (7) : 443-447.

Wir untersuchten den Einflu3 von Dichlorphos und Metathion auf die Aktivitit
der Azetylcholinesterase beim Urtierchen Tetrahymena pyriformis. Beim Dichlor-
phos wurde die hochste Inhibition der Enzymaktivitit nach 30 Minuten festgestellt.
Eine 50 Y,ige Inhibition der Enzymaktivitidt wurde bei der Dosis von 1,22 mg.1-!
verzeichnet. Beim Metathion stellten wir die hochste Inhibition der Enzymaktivitit
nach 60 Minuten fest. Die 50 %jige Inhibition der Enzymaktivitit wurde bei der
Dosis 879,2 ng.1-! verzeichnet. 60 Minuten nach der Exposition durch diese Dosis
wurde eine nahezu 75 "ige Inhibition der Enzymaktivitit verzeichnet. Eine Bestim-
mung der Azetylcholinesteraseaktivitit steigert die Sensibilitidt des Bio-Tests auf
Organophosphate unter Anwendung des Urtierchens Tetrahymena pyriformis. Bei
Untersuchungen tuber den Einflufl von Trichlorphos in supratoxischen Dosen von
50.0; 100,0 und 150,0 mg.1-! stellten wir fest, dal3 die Aktivitidt der Laktatdehydro-
genase nahezu 100 %,ig unterbunden wurde; bei der Alaninaminotransferase war
die Inhibition der Aktivitidt betridchtlich. Eine méiBigere Inhibition der Aktivité!
wurde bei der Aspartat-aminostransferase und der Alkali- und Saurephosphatase
verzeichnet, bei der Alpha-Amylase erhohte sich die Aktivitit. Eine dosisbedingte
Abhangigkeit konnten wir nicht nachweisen.

Pestizide; Organophosphate: Azetylcholinesterase; Enzyme: Bio-Test
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