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ZMENY BIOCHEMICKYCH UKAZOVATELOV DOJNIC
VYVOLANE EXTREMNE NIZKYMI TEPLOTAMI

J. Broucek, K. Kovalcik, D. Gajdosik, V. Brestensky

BROUCEK, J. — KOVALCIK. K. — GAJDOSIK, D. — BRESTENSKY, V.
(Vyskumny ustav zivocisnej vyroby, Nitra): Zmeny biochemickych ukazovate-
Tov dojnic vyvolané extrémne nizkymi teplotami. Veter. Med. (Praha), 32, 1987
(8) :449-458.

Ulohou experimentu bolo zistif vplyv extrémne nizkych teplot prostredia na
biochemické ukazovatele krav. Ako pokusny material sme pouzili 21 dojnic.
Pokusna skupina (n = 12) bola ustajnenda volne v otvorenej nezateplenej
mastali a kontrolna skupina (n = 9) bola ustajnena v zateplenom objekte.
V priebehu zimy boli dve periody s nizkymi teplotami: od 3. 1. do 21. 1. 1985
bola priemerna minimalna teplota v otvorenej mastali —12,6 °C a najnizsie
teploty —19,0°C; od 8. 2. do 20. 2. 1985 predstavovala priemerna minimalna
teplota —13,1 °C a najnizSie evidované teploty tiez —19,0 °C. Na zacdiatku hypo-
termickej zafaze sa u krav pokusnej skupiny zvys$ila koncentracia neesterifiko-
vanych Kkyselin, celkovych bielkovin a znizila sa kalémia. Pri dlhotrvajucej
nizkotepelnej expozicii sa zvySila cholesterolémia a glykémia. Pri vsetkych
sledovaniach bola zvySena aktivita Stitnej zlazy.

otvorena nezateplena mastal; zateplena mastal; hypotermicka zataz; koncen-
tracia neesterifikovanych Kkyselin; koncentracia celkovych bielkovin; kalémia;
cholesterolémia; glykémia; aktivita §titnej zlazy

Cielom na$ej prace bolo zistit posobenie nizkotepelnej expozicie na
biochemické parametre krvi dojnic. Tato prdca je pokracCovanim nasho
¢lanku o vplyve extrémnych tepldt prostredia na jalovice (Broucek
a i., 1987). V obhidvoch experimentoch boli zvieratd chované v tych
istych objektoch — to znamena zvierata pokusnej skupiny v nezateplenej
mastali pokrytej vlnitym eternitom a sklolaminatom, z jednej strany
otvorenej. Pri hypotermii sme u jalovic zaznamenali vyznamné zvy-
Senie obsahu neesterifikovanych mastnych kyselin a tyroxinu. Potvrdili
sme tak poznatky, ktoré opisali Robertshaw (1981), Kriesten
(1981) a Groth (1984). Karyia a i. (1985) zistili pri kratkodobom
nizkotepelnom strese (Sest hodin pri teplote —10°C) zvySenie celko-
vych bielkovin, cholesterolu a hematokritu. Podstatné zmeny metabo-
litov st evidované pri nastupe chemickej termogenézy (Jansky
a Hart, 1963). ZvySuje se tvorba 3,5-adenosinmonofosfdtu, nastdva
lipolyza a uvolnovanie voInych mastnych kyselin z depétnych zasob
(Horwitz, 1971). Ako uvadza Bianca (1979), tvorba tepla sa zvy-
Suje uZ pri teplotach pod 0°C; Olsen (1969) a Young (1981) tito
hranicu posunuju ovela nizZsie.
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I. Priebeh teplot v 24-hodinovom cykle pred odberom Kkrvi — The course of tem-

Tepelny
Termin odberu krvi ! Otvoreny objekt ~ pokusna
7h i 14 h , 21 h ' TR ‘ priemer
21. 12. 1984 0 | 50 | 35 1 3,1
4.1.1985 - 15 58 | w70 7 6,7
15. 1. 1985 — 4,0 4,0 8,0 6 5,5
6. 2. 1985 — 30 1,0 2,0 0 1,5
15. 2. 1985 17,0 9,0 16,0 13 13,7
28. 2. 1985 ~ 30 0 ‘ 1,0 3 1,7

MATERIAL A METODA

Pouzili sme 21 dojnic, KriZeniek plemien slovenské strakaté (SS) X ¢ierno-
strakaté nizinné (CN) s 81", podielom ¢iernostrakatého plemena. ktoré boli rozde-
lené do pokusnej (n = 12) a kontrolnej skupiny (n = 9). VSetky kravy pochadzali
po jednom bykovi a boli v Stvrtom az piatom mesiaci laktacie. Pokusna skupina
bola ustajnena volne v otvorenej nezateplenej mastali s hlbokou podstielkou,
kontrolna skupina bola umiestnena v zateplenom objekte. Voda na napdjanie bola
v pokusnej skupine temperovana na 15°C. Experiment sme uskutoc¢nili v obdobi
od decembra 1984 do februara 1985. Krv sme odoberali pri extrémne nizkych teplo-
tach (4. 1., 15. 1. a 15. 2. 1985) a v obdobiach miernejsich teplot (21. 12. 1984, 6. 2
1985 a 28. 2. 1985). V Kkrvi sme stanovovali hematokrit (mikrocentrifugou TH-12),
hemoglobin a glukézu (Bio-La-test). V krvnom sére sme analyzovali obsah celko-
vych bielkovin, cholesterolu, celkovych lipidov, moc¢ovinového dusika (Bio-La-testy),
koncentraciu neesterifikovanych mastnych kyselin (Brenner a Reinhardt,
1976), tyroxin, trijédtyronin a cyklicky AMP (RIA-testy). sodik. draslik a vapnik
(plamenovou fotometriou).

VYSLEDKY

TEPLOTNY REZIM

Zimné obdobie 1984—1985 bolo mimoriadne chladné — priemer den-
nych teplot bol v otvorenej mastali v januari a februari —4,6 °C a —5,5°
priemer dennych minimélnych teplét —7,8°C a —8,2°C. V zateplenom
objekte to bolo v janudari a vo februari 2,2 °C a 3,9 °C a priemer dennych
minimdalnych teplot 0,5 a 1,7°C. V rdamci zimy sa evidovali dve periody
s nizkymi teplotami. V prvej (od 3. 1. do 21. 1. 1985) bola priemerné
denna teplota —9,2 °C, priemerna minimdalna teplota v otvorenej mastali
—12,6 °C a najnizsie teploty boli —19,0 °C. V druhej periode (od 8. 2. do
20. 2. 1985) bol priemer dennych a minimdlnych teplot —10,2°C
a —13,1°C.

BIOCHEMICKE UKAZOVATELE

Pocas zimného obdobia sme uskutocCnili Sest odberov krvi (tab. I).
Odber zo dnia 21. 12. 1984 povaZujeme za konirolny. V prvom obdobi
s nizkymi teplotami sme krv odoberali dvakrat — 4. 1. a 15. 1. 1985.
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peratures within the 24-hour cycle before blood sampling

rezim

skupina Zatepleny objekt — kontrolné skupina

| max } min | 7h l l 21 h I | priemer ' max | min

Rl L |

' 50 | 1 6,5 8,5 g8 | 5 7,0 9 5

‘ 4,5 | 9 0 2,0 2 ! 0 1,0 2 —1

| 40 | 9 0 2,0 1 2 1,2 2 1
0 4 3,0 6,0 6 5 5,0 7 3
9,0 17 | o 20 | 3 2 1,7 4 —2
1,0 -3 5,0 8,0 8 6 6,7 9 5

Dal3ie sledovania boli 6. 2. 1985, 15. 2. 1985 (druhé obdobie s nizkymi
teplotami) a 28. 2. 1985.

V Cervenom krvnom obraze (tab. II) sme vplyvom nizkych teplot
zistili len minimalne zmeny, Statisticky nepreukazné. Glykémia reago-
vala vyraznejSie v obidvoch sledovanych skupinach aZz po dlhotrvajucej
hypotermickej zatazi. Vyrazné vysoko signifikantné zvySenie oproti kon-
trolnému odberu 21. 12. 1984 a odberu na zacCiatku prvej periody mra-
zov sme zaznamenali az 15. 1. 1985 (3,26 mmol .1 ! v pokusnej skupine
a 3,25 mmol .1 ! v skupine kontrolnej). V dalSom obdobi nastal pokles
a v strede druhého obdobia s nizkymi teplotami sme evidovali opdtovné
zvySenie na 3,92 mmol .1 ! u zvierat z otvorenej maStale a 3,54 mmol .
.171 u dojnic zo zatepleného objektu, pricom rozdiel medzi skupinami
bol preukazny.

Na rozdiel od glukozy reagovala koncentracia NEMK (tab. II)
u zvierat pokusnej skupiny vzostupom uZz v zacCiatku posobenia nizkych
teplot — 400 umol .1-! (4. 1. 1985) a tdato hodnota sa mierne zvySila pri
druhom odbere v ramci tejto periody (15. 1. 1985) — 430 umol .1-1 Di-
ferencie v tychto odberoch medzi pokusnou a Kkontrolnou skupinou st
vysoko Statisticky preukazné, podobne ako rozdiely s kludovym odberom
(21. 12. 1984) u krav z otvorenej masStale. V druhom obdobi nizkych
teplét sa uz hladina neesterifikovanych mastnych Kkyselin tak vyrazne
nezvysila.

V koncentracii nebielkovinného dusika (tab. III) sa medzi skupinami
neprejavili vyrazné rozdiely. U vSetkych sledovanych dojnic sa hladina
znizila po dlhSej expozicii nizkych teplot (15. 1. 1985) a tento trend
ca udrzal az do konca sledovania. Obsah celkovych bielkovin sa zvysil
u zvierat obidvoch skupin na zaciatku hypotermickej zataze, ale v prie-
behu 11 dni nastal u zvierat kontrolnej skupiny vyraznejsi pokles, nasled-
kom coho je diferenciacia medzi skupinami preukazna. V druhej periode
nizkych teplot (15. 2. 1985) sme opit evidovali elevaciu u zvierat obi-
dvoch skupin. Cholesterolémia sa vplyvom hypotermickej expozicie vy-
razne zvySovala, najméd u zvierat z otvorenej mastale (tab. III).

V natrémii u zvierat chovanych v objekte s extrémne nizkou teplo-
tou sa neprejavili vyraznejSie zmeny (tab. IV). U dojnic kontrolnej
skupiny bol zaznamenany vyraznej$i pokles pri odbere 15. 2. 1985. V obi-
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II. Hematologické ukazovatele a koncentracia glukézy a neesterifikovanych mastnych
of glucose and non-esterified fatty acids in the cows under study

Ukazovatel 21. 12. 1984 4. 1. 1985
e , | —
] s I s [ X ] s
Hematokrit1.1 ! P 0,208 | 0,001 0293 | 0031
K 0,302 0,027 0318 | 0,021
d -0,004 0,025 k
|
Hemoglobin g.1-1 P 106,8 5,920 1041 | 7,030
K | 1064 6,230 105,2 6,980
d | 04 - 1,1
| .
Glukéza mmol.1-1 | P 2210 0,240 2,060 0,250
K | 2120 | 0260 2,190 0,290
d ‘ 0,09 | 0,130 |
NEMK pmol.1-! P 2540 | 52,160 400,3 66,800
K ’ 238,7 51,190 275,5 53,280
] d | 15,3 124,8 ¢
|
Pokusna skupina: n = 12
Kontrolna skupina: n = 9

III. Ukazovatele tukového a

dairy cows

proteinového

metabolizmu u

sledovanych skupin

Ukazovatel } 21. 12. 1984 4. 1. 1985
\ - -
l X s X s
Celkové lipidy g.1-! P 2,92 0,46 318 | 043
K | 286 0,39 3,04 0,50
| d 1 0,06 0,14
| | o
Mocovinovy dusik [ P ' 2,11 0,23 2,19 0,32
mmol/1-1 K | 216 021 | 230 0,24
4| —005 0,11
|
Celkové biclkoviny g/l 1| P | 57,9 3,10 62,6 3,06
| &k ' 585 | 263 61,0 | 362
4| -0 15 |
| s = |
Cholesterol mmol.1-'1 | P ' 4,60 0,72 4,81 1 0,85
; K | 453 0,83 452 | 056
a4 | oo 029 |

Pokusné skupina: =z
Kontroln4 skupina: n

i
Y



kyselin u sledovanych dojnic — Haematological parameters and the concentrations

Diatum odberu odberu krvi

15. 1. 1985 6. 2. 1985 15. 2. 1985 28. 2. 1985
P | s F: ! s P s P s
0,297 0,029 0,300 0,023 0,311 0,029 0,303 0,021
0,301 0,018 0,302 0,024 0,319 0,029 0,305 0,025
—0,004 —-0,002 —0,007 — 0,002
103,8 5,810 104,5 6,900 108,5 6,880 102,9 7,120
104,2 6,120 104,3 7,030 109,6 7,090 | 102,2 7,400
0,4 0,2 -1,1 0,7
3,260 0,260 2,780 0,300 3,920 0,380 2,630 0,310
3,250 0,340 2,650 0,250 3,540 0,390 2,540 0,330
0,010 0,130 0,38+ 0,090
430,0 82,110 301,7 87,420 372,8 80,530 293,7 69,310
322,6 71,200 284,3 68,510 307,4 71,380 267,5 74,800
107,4++ 17,4 65,4+ 26,2
Preukaznost: + — P < 0,05

++ — P <001

dojnic — Parameters of fat and protein metabolism in the studied groups of
. Dédtum odberu krvi
15. 1. 1985 6. 2. 1985 15. 2. 1985 28. 2. 1985
X :’ s l X | s X s X Ii s
3,25 0,42 3,18 0,41 3,29 0,39 3,20 0,39
3,00 0,39 3,23 0,47 3,05 0,41 3,17 0,36
0,25 —0,05 0,24 0,23
1,72 0,25 1,68 0,39 2,02 0,30 1,84 0,33
1,75 0,16 1,70 0,40 1,87 0,28 1,70 0,39
—0,03 ' —0,02 0,15 0,14
58,8 2,66 57,9 3,23 61,4 2,93 60,4 3,42
563 | 2,34 566 | 348 58,3 | 342 59,7 3,82
2,5+ —0,4 3,1+ 0,7
5,35 1,18 5,32 0,89 5,46 1,04 5,00 0,92
5,06 0,86 | 5,15 0,68 4,53 0,71 4,83 0,79
0,29 | 0,17 0,93+ 0,17
Preukaznost: ' — P < 0,05




IV. Ukazovatele mineralneho metabolizmu u sledovanych skupin dojnic — Para-

Ukazovate! 21. 12. 1984 4.1.1985
-—774 7 4 l )
A R R S
Sodik mmol.1 ! P | 1402 | 228 1396 | 1,78
| K | 1408 | 2,03 140,5 2,21
| ’
a | 06 | 0,9
Draslik mmol.l-! P | a3 | 031 4,06 0,43
S °¢ l 4,44 | 0,28 4,76 0,25
' d | —0,13 0,70
'mer sodika a draslika | P | 30,6 3,18 | 347 | 3,71
| kK . 2090 | 24 ) 2096 | 129
| 4 |07 | 5,1
| m—— | - —
Vépnik mmol/l ! ! P 2,62 0,16 | 29t 0,18 |
| K| 262 0,20 ‘ 2,83 0,09 |
‘i d ; 0,0 ‘ 0,06 i
Pokusna skupina: n = 12
Kontrolna skupina: n 9
V. Ukazovatele hormonalneho metabolizmu u sledovanych skupin dojnic — Para-
Ukazovatel 21. 12. 1984 \ 4.1.1985
e e ) (O e T
X E s | X s
| I o
Tyroxin nmol. -} P | 698 18,22 79,2 33,13
| K 63,2 16,48 56,3 15,46
I 4 6,6 22,90 | 22,9
A g IR T
Trijédtyronin nmol.1-1 | P 1,11 0,27 1,18 ; 0,33
K 1,08 0,29 1,19 | 0,39
| 1
S 0,03 0,01
Cyklicky AMP nmol.1* P 820 2,72 8oo | 302 |
K 8,11 2,90 8,87 241 |
d 4 0,09 0,78* l

12
9

Pokusné skupina: n -
Kontrolna skupina: n =

454
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meters of mineral metabolism in the studied groups of dairy cows

Datum odberu krvi
e o . ] =
15. 1. 1985 6. 2. 1985 | 15. 2. 1985 28. 2. 1985
% s x | s X K x i s
140,7 1,21 138,9 1,96 138,6 2,63 138,3 2,07
139,5 1,62 138,0 1,81 136,0 2,65 137,4 2,40
1,2 0,9 2,6+ 0,9
4,59 0,57 4,40 0,36 4,41 0,44 4,39 0,38
4,59 0,38 4,40 0,31 4,30 0,26 4,32 0,42
0,00 0,00 0,11 0,07*
31,0 3,42 30,3 2,78 31,7 3,0é 30,0 2,96
305 | 252 300 | 312 31,7 1,79 30,7 | 2,80
0,5 0,3 0,0 —0,7
2,54 0,11 2,70 2,81 2,68 0,13 2,64 2,43 '
2,56 0,14 2,65 2,69 2,69 0,09 2,66 2,61
0,02 0,05 0,01 0,02
Preukaznost: * P < 0,05
t+ P 0,01
meters of hormonal metabolism in the studied groups of dairy cows
Dédtum odberu krvi
15. 1. 1985 6. 2. 1985 ' 15. 2. 1985 l 28. 2. 1985
x } s | X ‘ s X s ; x s
70,1 13,19 62,1 16,28 1 64,8 27,23 | 61,8 22,81
64,9 9,83 56,8 13,81 ‘ 58,5 15,36 ‘ 57,3 21,17
5,2 |53 6,3 4,5
1,39 0,74 1,06 0,19 1,21 0,42 1,07 0,23
1,27 0,37 1,12 0,22 1,14 0,26 1,04 0,19
0,12 0,06 0,07 0,03
8,77 2,42 8,48 2,18 9,25 2,05 8,80 2,93
8,53 l 2,58 8,40 2,34 8,65 2,48 8,59 ' 2,33
0,24 ‘ 0,08 ! 0,60 0,21
Preukaznost: - P < 0,05
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dvoch skupindch bol v priebehu sledovani mierne zostupny trend. Na
prudké zniZenie tepldt prostredia na zacCiatku prvého obdobia mrazov
reagovali obidve skupiny dojnic v kalémii rozdielnym spésobom. Zviera-
ta ustajnené v otvorenej maStali pod vplyvom teplét —9 °C zniZili obsah
draslika z 4,31 mmol .11 na 4,06 mmol .1"! a zvieratd umiestnené v za-
teplenom objekte posobenim teploty okolo 0°C zvySili koncentraciu sé-
rového draslika z 4,44 mmol .1"! na 4,76 mmol .1 1. Na zaklade toho
bol aj rozdiel medzi skupinami v pomere sodika k drasliku preukazny
(tab. IV).

Obsah horménu Stitnej Zlazy (tab. V) bol u krav chovanych v pod-
mienkach s nizkymi teplotami po celé zimné obdobie vyS$8i ako u krav
zo zatepleného objektu. NajvyS$8i rozdiel sme stanovili na zaCiatku nizko-
tepelnej expozicie 4. 1. 1985 — 79,2 nmol .1 ! u zvierat pokusnej skupiny
a 56,3 nmol . 17 1 u zvierat kontlolne) skupiny. Koncentracia trijodty-
roninu, druhého hlavného .horménu tyroidey, sa vyraznejSie nemenila.
Za pozornost stoji len zvySenie v obdobi po pésobeni najvy$sich mrazov
—19°C pri odbere krvi 15. 1. 1985. Cyklicky adenosinmonofosfat reago-
val na zaciatku prvého obdobia nizkych teplét miernym zniZenim kon-
cenirgcie u krav z otvorenej mastale (8,09 nmol.1 ! a naopak vyraz-
nym zvySenim u krav druhej skupiny (8,87 nmol .1 1), nasledkom coho
bol rozdiel medzi skupinami signifikantny. AZ v druhom odbere tohto
obdobia (15. 1. 1985) do$lo u zvierat pokusnej skupiny Kk zvySeniu na
8,77 nmol .1-1 a pri sledovani v druhej periéde k dalSej elevacii aZ na
9,25 nmol . 171

DISKUSIA

Sledovanie biochemickych ukazovatelov dokéazalo, ze v organizme
zvierat chovanych v podmienkach s extrémne nizkymi teplotami prebie-
hal adaptacny proces, ktory sa prejavil zvySenim chladovej rezistencie
(Jansky a Hart, 1963). Reagovala os hypofyza-tyreoidea (Kries-
ten, 1981; Robertshaw, 1981; Groth, 1984), ¢o dokazuje vyraz-
né zvysSenie hladiny tyroxinu u zvierat pokusnej skupiny ihned na za-
Ciatku prvého obdobia. Je to obdoba nasho zistenia u jalovic (Brou-
tek ai., 1987), ktoré boli tiez odchovavané v otvorenej maStali. Naproti
tomu dojnice kontrolnej skupiny reagovali v niektorych ukazovateloch
(glukoza, neesterifikované mastné kyseliny, cyklicky adenosinmonofos-
fat) takmer rovnako ako pokusna skupina a to by sa dalo charakte-
rizovat vzhladom na teploty v ich objekte skor ako zataz. S tymto tzko
koreSponduji naSe vysledky zo sledovania vplyvu extrémne nizkych
teplét na dojivost krav (Broucek a Kovalcik, 1987): u dojnic
zo zatepleného objektu doSlo pri teplotach v interiéri bliziacich sa k 0 °C
tieZ k deficitu nadoja, ale ten sa na rozdiel od pokusnej skupiny expo-
novanej teplotou aZz —19 °C pomalS$ie vyrovnaval.
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Doslo dna 5. 12. 1986

BPOYYEK fl. — KOBANMYMUK K. — FANMAOWMWUK, A. — BPECTEHCKMWI, B (HayuHo:
-ACCNEAOBATENbCKUIN WHCTUTYT XWUBOTHOBOACTBaA, Hutpa): N3MeHeHus 6GMOXMMUUECKUX noO-
Ka3aTenen AOWHbLIX KOPOB, Bbi3BanHble KPaliHe HU3KUMK TeMmnepatypamu. Veter. Med.
(Praha), 32, 1387 (8) : 449-458.

LUenb akcnepumeHTa — ONPeAENUTb BAUSHWE KPaWHE HU3KMX TemnepaTtyp cpeabl Ha 6uo-
Xxumuueckue nokaszatenu kopos. [ns onbita 6panace 21 kopoBa gonHas. OnbiTHas rpynna
(n = 12) kopos copepxanacb 6€3 NPUBA3U B OTKPLITOM HEOTONNAEMOM KOPOBHUKE U KOH-
TponbHas rpynna (n =9) — B yTenneHHoM nomeweHuu. B 2uMHUK nepuoa OGbinu aBa
MOMEHTa C HU3KMMKU Temnepatypamu: ¢ 3.1 no 21. 1. 1985 r. cpeaHass MUHUManbHas Temne-
patypa B OTKPbITOM KOpOBHWUKE 6bina — 12,6 “C, camMbiMU HU3KUMKU TemnepaTtypamu Gbinun
—19°C; ¢ 82 no 20. 2. 1985 r. cpeaHas MWHMManbHas Temnepartypa pasHsnacb —13 1°C,
Takxe C CaMOW HWU3KOoW Temnepatypoi —19°C. B Hauane runoTepMUUECKOl Harpys3ku y Ko-
POB OMNbITHOW TPYNNbI MOBLICUNACH KOHUEHTPAUUS HEITEPUMULUPOBAHHDBIX KUCNOT, 06WMUX
€€NKoB M NOHU3UNaCb Kanemua. MNpuU ANUTENBHOM COAEPXAaHUU XUBQTHBIX NMPU HU3KOU TEM-
nepatype pocnu xonectepuHemus u ramkemus. Bo BCex u3lyuaeMbix Cnyuasx Habnwoganaco
nosbiteHHas akKTUBHOCTL UJMTOBMAHO“ xeneibl.

OTKPbITHIK HEOTONNSEMbIN KOPOBHWK, OTOMASEMbIA KOPOBHUK, FMNOTEPMMUUECKAn Harpyska;
KOHUEHTPaUUs HEITEePUMDULIMPOBaHHbIX KUCNOT, KOHUEHTPauus obwux 6enkKos; kanemus, xo-
NECTEDUHEMMUA, MMUKEMUSA, aKTUBHOCTL LUMTOBUAHOW XeNnesbl

BROUCEK, J. — KOVALCIK, K. — GAJDOSIK, D. — BRESTENSKY. V. (Research
Institute of Animal Production, Nitra): Changes in the Biochemical Parameters of
Dairy Cows Induced by Extremely Low Temperatures. Veter. Med. (Praha), 32,
1987 (8) :449-458.

The objective of the experiment was to find out the effect of extremely low tem-
peratures on the biochemical characteristics of the cows. Twenty-one dairy cows
were used as the experimental material. The experimental group (n = 12) was
kept loose in an open barn without thermal insulation and the control group (n =
= 9) was kept in an insulated cow-house. The winter season included two periods
of extremely low temperatures: from the 3rd to the 21st of January 1985 the
average minimum temperature in the open barn was —12.6 °C and the lowest tem-
perature was —19°C, and in the period from the 8th to the 20th of February 1985
the average minimum temperature was —13.1°C and the lowest recorded tem-
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perature was also —19 °C. At the beginning of hypothermic stress, the concentration
of non-esterified acids and total proteins increased in the cows of the experimental
group; potassiaemia was decreased in this group. Cholesterolaemia and glycaemia
increased during the long-continued exposure to low temperatures. The activity of
the thyroid gland was increased at all measurements.

open barn without thermal insulation; barn with thermal insulation; hypothermic
stress; non-esterified acid concentration; total protein concentration; potassiaemia;
cholesterolaemia; glycaemia; activity of thyroid gland

BROUCEK, J. — KOVALCIK, K. — GAJDOSIK, D. — BRESTENSKY, V. (For-
schungsinstitut fiir Tierproduktion, Nitra): Verdnderungen biochemischer Merkmale
der Milchkiihe hervorgerufen durch extrem niedrige Temperaturen. Veter. Med.
(Praha), 32, 1987 (8) : 449-458.

Ziel des Versuches war es, den Einflu3 von extrem niedrigen Umwelttemperaturen
auf biochemische Merkmale der Kiihe zu ermitteln. Als Versuchsmaterial benutzten
wir 21 Milchkihe. Die Versuchsgruppe (n = 12) wurde in einem thermisch nur
ungenigend isolierten oder nichtisolierten Offenlaufstall, die Kontrollgruppe (n = 9)
in einem wiarmeisolierten Stall gehalten. Widhrend des Winters gab es zwei Pe-
rioden mit niedrigen Temperaturen: 3. 1.—21, 1. 1985 betrug die durchschnittliche
Mindesttemperatur im Offenlaufstall —12,6 °C und die niedrigste Temperatur —19 °C;
8. 2.—20. 2. 1985 betrug die durchschnittliche Mindesttemperatur —13,1 °C und die
niedrigste Temperatur —19 °C. Zu Beginn der hypothermischen Belastung stieg bei
den Versuchskiihen die Konzentration von nichtesterifizierten Sduren, Gesamtpro-
teinen und die Kalamie fiel hingegen ab. Bei einer andauernden Niedertemperatur-
exposition konnten wir eine Steigerung der Cholesterolimie und Glykimie beo-
bachten. Bei allen Untersuchungen verzeichneten wir auch eine erhohte AKtivitit
der Schilddriise.

nichtwarmeisolierter Offenlaufstall; warmeisolierter Stall; hypothermische Be-
lastung; Konzentration von nichtesterifizierten Sauren; Konzentration von Gesamt-
proteinen; Kalamie; Cholesterolamie; Glykdmie; Aktivitidt der Schilddrise

Adresy autorov:
Ing. Jan Brouc¢ek, CSc., ing. Kornel Kovalc¢ik, DrSc., ing. Vojtech
Brestensky, CSc., Vyskumny ustav Zivoc¢isnej vyroby, Hlohovska 2, 949 92 Nitra

MVDr. Dusan Gajdosik, Statny veterinarny ustav, ul. B. S. Timravy, 949 01
Nitra
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VPLYV BETA-KAROTENU NA KONCENTRACIE TYROXINU
A CHOLESTEROLU U TELNYCH JALOVIC PRED PORODOM
A PO PORODE

E. Bekeova, J. Elecko, V. Hendrichovsky, J. Choma, L. Lazar, M. Kraj-
nicakova

BEKEOVA, E. — ELECKO, J. — HENDRICHOVSKY, V. — CHOMA, J. —
LAZAR, L. — KRAJNICAKOVA, M. (Ustav experimentalnej veterinarnej me-
diciny, Kosice): Vplyv beta-karoténu ma koncentrdcie tyroxinu a cholesterolu
u telnych jalovic pred porodom a po poérode. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) :
459-468.

Zistovali sme koncentracie tyroxinu (T4) a cholesterolu, ich dynamické zmeny
a rozdiely u 20 telnych jalovic desaf dni pred péorodom az 56 dni po poOrode.
Desat jalovic (kontrolnych) bolo kfmenych kfmnou davkou pre telné jalovice
podla CSN 46 7070. U dalSich desiatich jalovic (pokusnych) sa uvedena kimna
davka v ¢asovom rozpiti paf mesiacov pred inseminaciou, po¢as gravidity az
do 56. dna po porode obohacovala syntetickym beta-karoténom v mnozZstve
300 mg na kus a den. Ako naznacduje regresna funkcia priamky, zjavné roz-
diely v dynamickych zmenach T4 v obdobi pred porodom a v prvych dnioch po
poérode neboli zaznamenané., Do siedmeho dna po poérode mali koncentriacie T4
u zvierat oboch skupin celkove zostupnu tendenciu s najniz§imi hodnotami
v 48. hodine u zvierat pokusnej skupiny a v 24, hodine u zvierat kontrolnych.
Vyrazny narast koncentracii T4, ktoré boli v kontrolnej skupine signifikantne
vy$Sie nez v skupine pokusnej, sme pozorovali medzi 21. a 35. diiom po po-
rode. Priemerne vys$sie koncentracie cholesterolu sme zistili u jalovic prikrmo-
vanych beta-karoténom. Signifikantné rozdiely v koncentraciach cholesterolu
medzi oboma skupinami neboli — s vynimkou 72. hodiny a siedmeho dna —
pozorované. Signifikantni korelaciu vzfahov T4 :cholesterol sme u pokusnych
zvierat zaznamenali v prvej a druhej hodine a v 42. dni (P < 0,05), ako aj
v 72. hodine (P < 0,001), u zvierat kontrolnych v siedmom dni pred pdérodom
a v Siestej hodine, 14., 21. a 56. dni (P < 0,05) po porode. Podla ziskanych vy-
sledkov usudzujeme, Ze beta-karotén zasahuje do éinnosti a produkcie hor-
monov §titnej zlazy a sekundarne cestou zvySenia (resp. zniZenia) jej ¢innosti
vplyva i na metabolizmus cholesterolu v organizme.

inseminacia; gravidita: peripartalne obdobie

Primédrny substrat syntézy steroidov — cholesterol — sa produkuje
bud priamo vajeCnikmi (Bolte a i, 1974), alebo ho tieto ziskavaju
z plazmatickych frakcii lipoproteinov nizkej a vysokej hustoty (Ander -
sen a Dietschy, 1978, Wang a Greenwald, 1984; Paavola
a i., 1985). Sucasné poznatky naznacCuji, Ze dostupnost cholesterolu
k mitochondridlnemu systému buniek produkujicich steroidy je limitu-
jucim faktorom rychlosti steroidogenézy (Mason a i, 1978). Ako
uvddza Jackson (1981), ktory v experimente so zniZenym privodom
beta-karoténu v kfmnej davke v zimnom obdobi zistil poruchy rastu fo-
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likulov i ovuldcie a pokles progesteronovych hladin, je beta-karotén jed-
nym z faktorov podielajicich sa na transporte plazmatického choleste-
rolu k Zltému teliesku. Spolo¢na vdzba cholesterolu a beta-karoténu na
obe frakcie lipoproteinov (Kurz ai., 1984; Probstfield a i, 1985)
nazory uvedeného autora podporuje.

Metabolizmus a distribliicia beta-karoténu po rezorpcii stenou ten-
kého cCreva je okrem inych faktorov ovplyviiovana Stddiom pohlavné-
ho cyklu (Sklan, 1983) a hormonmi Stitnej Zlazy (Chanda a i,
1951; GaZo a Landau, 1959; Smith a Goodman, 1971). V na-
Sej praci sme sa zamerali na zistovanie rozdielov v dynamike i kon-
centraciach tyroxinu a cholesterolu pred pérodom a po poérode medzi
prvostkami krmenymi kfmnou davkou pre gravidné jalovice podla CSN
46 7070 (1966) a zvieratami, u ktorych sme uvedenu kimnu davku obo-
hacovali syntetickym beta-karoténom v mnoZstve 300 mg na kus a deri.
Sucasne sme zistovali korelacnui zavislost medzi cholesterolom a tyro-
xinom.

MATERIAL A METODY

POKUSNE ZVIERATA

Do sledovania sme zaradili 20 telnych jalovic slovenského strakatého plemena.
Pri celorotnom viaznom ustajneni v mastaliach Tahkého typu zvierata dostavali
krmnu davku zodpovedajucu potrebam zivin podla CSN 46 7070 (1966). Tato davka
obsahovala kukuri¢nu silaz, jaémennu slamu a kimnu zmes HZB. Po podrode ob-
sahovala okrem kukuri¢nej silaze a jaémennej slamy aj repu a zmes DOP podla
denného nadoja. U desiatich (pokusnych) zvierat sme kimnu davku v ¢asovom roz-
pidti piatich mesiacov pred inseminaciou a pocas gravidity az do 56. diia po porode
obohacovali syntetickym beta-karoténom v mnozstve 300 mg na kus a den. Na do-
taciu sme pouzivali synteticky beta-karotén fy BASF Ludwigshafen, NSR, doda-
vany ako 10" stabilny antioxidans obsahujuci suchy prasok.

ODBER KRVI

Koncentraciu i dynamiku ziskanych parametrov sme zisfovali v sére z Kkrvi
odoberanej v 10., 7., 4. a 1. dni pred porodom, dalej 1, 6, 24, 48 a 72 hodin po po-
rode s dalsimi odbermi v sedemdnovych intervaloch az do 56. dna vdéitane.

LABORATORNE ANALYZY

Koncentraciu tyroxinu sme stanovili RIA testom T4+ z URVJT Kosice, cho-
lesterol sme uréovali Bio-La-testom n. p. Lachema, Brno.

STATISTICKE ZHODNOTENIE

Diferencie sledovanych parametrov a ich korela¢nu zavislost sme urcili Stu-
dentovym t-testom a vypoétom korelaéného koeficientu (r) podla Cervenku
(1975). Priebeh dynamickych zmien tyroxinu sa vyrovnal regresnou funkciou priam-
ky (Sebova, 1973)

Yi = a + bxi
kde: Y; — hladiny horménov

x; — hodnoty ¢asu od zaciatku sledovania
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1. Koncentracie tyroxinu (T4 a cholesterolu u pokusnych a kontrolnych jalovic

v obdobi pred porodom a po porode — Concentrations of thyroxine (T4) and
cholesterol in the experimental and control heifers in the period before and after
calving
o Ty-nmol.l1"! (x -+ o) I Cholesterol - nmol.1"1 (% + o)
s
odberu ' | —
pokus } kontrola ‘l pokus kontrola
Dni pred poérodom
—10 48,2 4 10,6 | 49,6 + 16,1 2,49 + 0,20 ’ 2,66 4 0,41
= 1 33,8 + 12,28 | 53,6 -+ 12,6 2,44 + 0,41 2,57 + 0,33
-4 | 47,0+ 13,0 ; 429 173 | 2,74 + 0,64 2,48 + 0,40
1 ‘ 37,8 + 16,2 ' 47,7 + 22,5 | 2,65 + 0,45 2,50 + 0,56
Hodiny po pdrode
1 39,2 + 11,4 47,3 - 8,8 ' 2,70 + 0,53 ‘ 2,62 + 0,56
6 43,5 + 13,5 36,3 - 8,2 : 2,33 + 0,61 2,12 + 0,57
12 434 + 16,0 364 + 12,9 | 2,45 & 0,42 2,38 + 0,59
24 39,5 4 9,3 22,8 4 13,3 | 2,49 + 0,39 2,21 + 0,40
48 30,3 + 9,0° 41,4 - 9,8¢ 1 2,51 + 0,53 2,32 + 0,50
72 | 413 4 15,1¢ 358 + 6,000 | 3,12  0,53! 2,65 + 0,32
| |
| Dni po porode
7 51,1 4+ 12,0¢ | 349 + 7,1¢ } 3,24 + 0,562 2,69 + 0,49%
14 39,0 -+ 6,4 43,0 ~ 10,2 ; 3,02 + 0,74 2,81 + 0,62
21 37,5 + 7,1t 70,7 + 24,3 3,40 -+ 0,63 3,11 + 0,55
28 47,6 +~ 17,3% 71,7 + 19,3¢ 3,84 + 0,93 3,62 + 0,63
35 55,4 -+ 8,5" 85,7 £ 10,2W 4,03 + 0,85 3,79 + 0,47
42 60,0 + 12,2 72,5 + 14,8 4,29 + 1,00 3,74 + 0,52
49 58,3 + 11,4 64,3 + 10,1 4,48 - 0,71 ‘ 3,82 + 0,78
56 68,8 + 17,1 67,8 + 15,6 4,17 + 0,96 1 4,10 + 0,85
Medziskupinové rozdiely v koncentricidich hodnotené Studentovym z-testom: T3 (c:c¢’;d:d” —
P < 0,05;a:a’;b:b’;e:e’;g:8 — P<0,001; f:f'5h:h” — P< 0,001 chol.)1:1";2:2" —

P < 0,05

VYSLEDKY

U zvierat s dotdciou beta-karoténu (obr. 1, 2, tab. I) sa koncentréa-
cie tyroxinu (7T'4) pred porodom a do 72. hodiny od pérodu pohybovali
v medziach 33,8 = 12,2 aZ 48,2 = 10,6 nmol.1"! séra a 30,3+ 9,0 aZ
47,3 + 15,1 nmol .1 ! séra. Podla regresnej funkcie priamKky v oboch
Casovych usekoch zostavali koncentracie T4 temer rovnaké. Vyrazny na-
rast sa zaznamenal po 72. hodine sledovania s najvy$8imi hodnotami
68,8 = 17,1 nmol .11 v 56. dni po pérode. U zvierat kontrolnej skupiny
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1. Priemerna koncentracia tyroxinu (Ts) u prvostok krmenych pridavkom beta-
-karoténu (pokusna skupina) — The average thyroxine (T4) concentration in the
first-calvers fed a diet fortified with beta-carotene (experimental group)
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2. Priemerna koncentracia tyroxinu (T4) u zvierat kontrolnej skupiny — The average
thyroxine (T4) concentration in the control group

v obdobi pred poérodom a do 72. hodiny po porode mali koncentracie
T's+ podla regresnej funkcie priamky klesajucu tendenciu; pohybovali sa
v rozpati 42,9 = 17,3 aZ 53,6 = 12,6 nmol . 1! séra a 22,8 ~ 13,3 az 47,3 «
+ 8,8 nmol .11 séra. Po 72. hodine sme zaznamenali vyrazny vzostup
koncentracie 74 s vrcholovymi hodnotami 85,7 = 10,2 nmol .1 ! séra
v 35. dni po pérode. Celkove vySSie koncentracie 7'+ so signifikantnymi
rozdielmi (tab. I) sme zistili u zvierat kontrolnych.
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3. Priemerna koncentracia cholesterolu u pokusnych (B.K. +) a kontrolnych zvie-
rat (B. K. —) — The average cholesterol concentration in the experimental (B. K. +)
and control animals (B.K. —)

Koncentracie cholesterolu (tab. I, obr. 3] v peripartalnom obdobi
se u zvierat dotovanych beta-karoténom pohybovali v medziach 2,39 +
= 0,63 az 2,66 = 0,41 nmol .l ! séra. U kontrolnych zvierat Kolisali
v medziach 2,42 = 0,39 aZ 2,74 = 0,64 nmol.1-! séra. Po porode mali
koncentracie cholesterolu u zvierat oboch skupin vzostupnii tendenciu
s hodnotami 2,33 = 0,61 aZ 4,48 = 0,71 nmol .11 séra u pokusnych zvie-
rat a 2,12 = 0,57 az 4,10 = 0,85 nmol .11 séra u zvierat kontrolnych.
Priemerne vyS3Sie koncentracie cholesterolu sa zistili u zvierat pokus-
nej skupiny so signifikantnymi rozdielmi v 72. hodine a v siedmom dni
po pérode (P < 0,05). Statisticky vyznamna koreldcia vztahu T4: cho-
lesterol sa u pokusnych zvierat zaznamenala v prvej a v druhej hodine,
v 42.dni (P < 0,05) a v 72. hodine (P < 0,001). U zvierat bez pridavku be-
ta-karoténu v siedmom dni pred pérodom, v Siestej hodine a v 14., 21.
a 56. dni po pérode (P < 0,05).

DISKUSIA

Zjavné rozdiely v dynamickych zmenach tyroxinu v obdobi pred
porodom a v prvych diioch po pérode medzi pokusnou a kontrolnou sku-
pinou sme nezaznamenali. Jeho koncentrcie mali do siedmeho dna po
porode celkove zostupni tendenciu a vyrazny narast so signifikantne
vy88imi koncentrdciami (tab. I) u zvierat kontrolnej skupiny sme pozo-
rovali medzi 21. a 35. diiom po porode. Podobné vysledky stvisiace s fy-
ziologickymi zmenami hormonov Stitnej Zlazy boli pozorované u dojnic
2 byvolic pri Stadiu zmien koncentracii tyroxinu bezprostredne pred pé6-
rodom a v prvych tyZdiioch laktdcie (Shoda a Ishii, 1976; Kes-
ler ai., 1981; Pichaicharnarong a i, 1982). U doj¢iacich Zien,
krys a oSipanych sa nizSie koncentrdacie tyroxinu udrZiavali pocas ce-
l1ého desattyZdiiového poporodného pozorovania, resp. aZz do odstavu
mladat (Strbak a i, 1978; Fukuda a i, 1980; Benjaminsen,
1981). Vysvetlenie depresivnych zmien koncentracii tyroxinu v peripar-
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tdlnom obdobi a na zacCiatku laktacie nie je zatial jednoznacné. Z vysled-
kov experimentov (Riis a Madsen, 1985), v ktorych sa zistoval
vplyv vysokoenergetickej a nizkoenergetickej diéty na dynamiku a kon-
centracie tyroxinu v priebehu niekolkych tyZdiiov pred pérodom a po
poérode kéz, moZno popérodné zniZenie koncentrdcii tyroxinu povaZovat
za homeostatickii adaptaciu organizmu na jeho ,energetické hlado-
vanie“. Na druhej strane vSak koncentracna depresia tyroxinu a trijod-
tyroninu, vzostup plazmatickych koncentracii TSH v Case laktacie krys
(Fukuda a i, 1980) a relativnhe vysoky obsah jodu v kravskom mlie-
ku (Miller a i, 1975; Larson a i., 1983) poukazuji na mliecnu
zlazu ako na miesto uniku jodu z organizmu s naslednou realizaciou ne-
gativnych spdtnovdzobnych mechanizmov humoralneho riadenia cinnosti
Stitnej Zlazy.

Z uvedenych vysledkov vyplyva, Ze celkove vySSie koncentracie ty-
roxinu, s vynimkou niekolkych dni po poérode, sa pozorovali u zvierat
bez dotacie beta-karoténu. Podobné vysledky dosiahol Lotthammer
(1978) u dojnic. Udava, Ze okrem obdobia tretieho aZ piateho popérod-
ného tyzZdiia sa koncentracie tyroxinu u zvierat s obmedzenym prijmom
beta-karoténu trvale pohybovali nad koncentrdciami tyroxinu zvierat do-
tovanych beta-karoténom. Stimulacny vplyv beta-karoténového deficitu
zaznamenal uvedeny autor taktieZ u jalovic s gynekologickymi problé-
mami. Z histologického vySetrenia Stitnej Zlazy sa usudzuje, Ze zvy3enie
systémovych koncentracii tyroxinu pri deficite beta-karoténu nastava
désledkom jej funkcnej aktivdcie (Krudopp, 1979) ako reakcia na
deficit vitaminu A, nevyhnutného pre jej normalnu Ccinnost (GaZo
a Landau, 1959; Lotthammer a Ahlswede, 1977; Ahls-
wede a Lotthammer, 1978).

Zistenia citovanych autorov i nami zaznamenané signifikantne niz-
Sie koncentracie tyroxinu popri zvySenych koncentrdaciach cholesterolu
u pokusnych zvierat naznacuji, Ze optimdalna saturdcia samicieho orga-
nizmi beta-karoténom pésobi v urcitom smere ako latka zniZujica aktivitu
Stitnej Zlazy. Vychddzajic zo skutoCnosti, Ze cholesterol je nielen za-
kladnym substratom pre syntézu ovaridlnych steroidov, ktora sa obno-
vuje uZz od desiateho difia po pérode, ale posobi aj ako nosi¢ mastnych
kyselin vo forme cholesterolesterov pri syntéze mlieka, predpoklada-
me, Ze vyznam tlmivého uCinku beta-karoténu na produkciu tyroiddlnych
hormonov spociva vo vytvarani urcitého Setriaceho mechanizmu pri me-
tabolizme a odbiravani cholesterolu z organizmu. Zmeny v koncentra-
ciach T4 po 14. dni od pérodu s jeho vyznamne nizZ§imi koncentriciami
u pokusnych zvierat naS ndzor podporuju.

Zistené koncentracie a dynamické zmeny cholesterolu v peripartal-
nom obdobi a v Case laktdcie u pokusnych a kontrolnych zvierat zodpo-
vedajui nalezom u dojnic a opic maccacus rhesus (Prakash a Tan-
don, 1979; Husvéth a i, 1982; Kessler a Rawlins, 1983).
Suhlasne s uvedenymi autormi sa u zvierat oboch skupin zaznamenal
gradudlny pokles koncentracii cholesterolu s pribliZujicim sa pérodom
s pozvoIlnym nérastom jeho koncentracii po poérode. Depresia choleste-
rolu v peripartdlnom obdobi pravdepodobne suvisi s prechodom z rela-
tivne kludového obdobia gravidity do produk¢ne i reprodukéne naroc-
ného obdobia metabolickych, ale predovSetkym hormondlnych zmien
(Riis a Madsen, 1985).
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Vychadzajuc z prezentovanych vysledkov, usudzujeme, Ze beta-ka-
rotén okrem iného zasahuje do cinnosti a produkcie hormoénov S§titnej
Zlazy a sekundarne cestou zvySenia, resp. zniZenia jej Cinnosti vplyva
na metabolizmus cholesterolu v organizme. Zda sa, Ze posobenie na me-
tabolizmus cholesterolu je jednou z moZnych ciest pozitivneho vplyvu
beta-karoténu na fyziologicky priebeh pohlavnych funkcii hovéddzieho
dobytka zisteného v poslednych rokoch.
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Doslo dna 10.12. 1986

BEKEOBA, 3. — 3/IEYKO, A. — FTEHAPUXOBCKWN, B. — XOMA, 4. — NA3AP, /.
— KPAMHMYAKOBA, M. (MHCTUTYT 3KCNEPUMEHTANbHONW BETEPUHAPHOW MeauuuHbl, Ko-
wuue): BnusHue (-kapOTMHa Ha KOHUEHTPAUWIO TUPOKCMHA W XONecTepuHa y TENnok Ao
n nocne pogos. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) : 459-468.

Hamu onpeaensnacb koHueHTpauus TupokCuHa (T4) W xonecrepuHa, Wx xapakTepuUCTHue-
Ckue nM3MeHeHus n pasznmumsa y 20 tenok 10 cyt ao pogoB u 56 cyt nocne poaos. 10 Tenok
(KOHTPONbHBIX) COAEPXANOCb Ha KOPMOBOM PallMOHE ANA CTENbHbIX TENoK cornacHo YClocty
46 7070. AanvHenwmnm 10 ron. Tenok (NOAONbBITHbIX) CKAPMAWBANCs TOT Xe KOPMOBOW pa-
UMOH ewe naTb MeCsueB A0 MCKYCCTBEHHONO OCEMEHEHWA;, BO BpeMs GepeMeHHOCTH
gnnotb 4o 56 CyT nocne poAOB KOPMOBOW PauMOH 06Orawancs CUHTETUUECKWUM [-Kapo-
TMHOM B konuuectse 300 Mr Ha ron. B cytku. Kak nokasbiBaeT perpeccusHas dyHKUMs
NPSMOX, HE OTMEUanoCb PEe3KUX’' pa3nuuuin B AWHaAMUUECKUX M3MeHeHusx T1 B nepuoa Ao
poOAOB U B nepBbix AHAX nocne poaos. [lo 7 aHs nocne poaos koHueHTpauuu T4 y obeux
rpynn B8 o6uweM MMenu HUCXOASNUWYHK TEHAEHUMID C CaMbiMWM HWU3KUMMK 3HaueHusMKU Ha 48 u
Y NOAONBITHOW rpynnbl U Ha 24 u y kOHTpOnbHOW. Pe3koe nosbiwieHue KoHueHTpauuu T4
CO 3HAUUTENbHO BbLICOKMMM KOHUEHTpauuamu T4 y KOHTPONBHOW rPYNNbl, NO CPaBHEHUIO
C NOAONbITHOW, Hamu Habnwaanocs Mexay 21 u 35 cyr nocne poaos. Heckonbko 6onbluas
KOHUEHTPpauua xonectepuHa 6bina yCTaHOBNEHA Yy TENOK C NOAKOPMKOMW -KapOTUHOM. Peskux
pPa3nuuMi B KOHUEHTPaUMaX XONecTepuHa Mexay oO6eumu rpynnamu He Habnwoaanoch, 3a
UCKNoueHneM 72 u n 7 CyT. 3HaUMTENbHYIO KOpPpPensuuio otHoweHun T4: xonectepuH Mol
OTMEYanu y OMNbITHbIX XWBOTHbIX Ha 1 u 2 uacy u Ha 42 cyt (P < 0,05), a Takxe Ha 72 4
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(P < 0,001); Y KOHTPOAbHbIX XWBOTHbIX Ha 7 CYT A0 poaoB u Ha 6 uacy, 14, 21 u 56 cyr
(P < 005) nocne popos. Mo nonyuyeHHbIM pe3ynbTaTaM OKa3blBAaeTCA, UTO [-KapOTUH
AEUCTBYET Ha MYHKUWUIO “ NPOAYKUMIO TOPMOHOB WMWTOBUAHOM Xenesbl, B pe3ynbraTte uero
M Ha noBbllueHUe (UNU xe NoHUxeHUe) meTabonu3ma XONECTepUHa B OpraHuU3Me.

UCKYCCTBEHHOE OCEMEHEeHHe, 6GpGMeHHOCTb; nepunepTaanblﬁ nepuos

BEKEOVA, E. — ELECKO, J. — HENDRICHOVSKY, V.— CHOMA, J. — LAZAR, L.
— KRAJNICAKOVA. M. (Institute of Experimental Veterinary Medicine, Kosice):
The Effect of Beta-Carotene on Thyroxine and Cholesterol Concentrations in
Pregnant Heifers before and after Parturition. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) :
459-468.

Thyroxine (T4) and cholesterol concentrations and their dynamic changes and dif-
ferences were studied in 20 pregnant heifers 10 days before calving until 56 days
after calving. Ten control heifers were fed the feed ration for pregnant heifers
according to Czechoslovak Standard CSN 46 7070. The feed ration given to another
ten (experimental) heifers was fortified with 300 mg of synthetic beta-carotene
per head/day within the period of five months before insemination, during
pregnancy and till the 56th day after parturition. As suggested by the regression
function of straight line, no obvious differences were recorded in the dynamir
changes of T4 before parturition and during the first days after parturition. T4 con-
centrations had a generally descending tendency in both groups, the lowest values
being recorded in the 48th hour in the experimental group and the 24th hour in
the control. A marked increase of T4 concentrations with the values significantly
higher in the control group than in the experimental group was observed between
the 21st and 35th day after calving. A medium increase of cholesterol concentrations
was found in the heifers given rations fortified with beta-carotene. No significant
differences in cholesterol concentrations were observed between the two groups,
except in the 72nd hour and the seventh day. Significant T4 : cholesterol correlations
were recorded in the experimental animals in the first and second hours, on the
42nd day (P < 0.05), and in the 72nd hour (P < 0.001); in the control group these
observations were made the seventh day before calving and in the sixth hour and
on the 14th, 21st and 56th days (P < 0.05) after calving. It is inferred from the
results that beta-carotene interferes with the activity of the thyroid gland and the
production of its hormones. and that the increases or decreases of the activity of
this gland, caused by beta-carotene, influence the metabolism of cholesterol in
the body.

insemination; gravidity; peripartal period

BEKEOVA, E. — ELECKO, J.— HENDRICHOVSKY, V.— CHOMA, J. — LAZAR, L.
— KRAJNICAKOVA, M. (Institut fiir experimentelle Veterindrmedizin, KoSice):
Einflufl von Beta-Karotin auf die Konzentration von Thyroxin und Cholesterol bei
trichtigen Fdrsen vor und nach der Geburt. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) :
459-468.

Wir ermittelten die Konzentration von Thyroxin (T4) und Cholesterol, ihre dyna-
mischen Verdnderungen sowie die Unterschiede bei 20 trdchtigen Féarsen 10 Tage
vor und bis 56 Tage nach der Geburt. 10 Kontrollfirsen wurden mit einer Ration
fiir trdchtige Firsen laut CSN (staatliche Norm) 467070 gefiittert. Bei weiteren
10 Versuchsfiarsen wurde die angefiihrte Ration 5 Monate vor der Besamung, wih-
rend der Trédchtigkeit bis zum 56. Tag nach der Geburt mit synthetischem Beta-
-Karotin (300 mg Tier/Tag) angereichert. Wie die Regressionsfunktion der Kurve
zeigt, konnten keine bedeutenden Unterschiede in dynamischen Verdnderungen
von T4 vor und in den ersten Tagen nach der Geburt verzeichnet werden. Bis zum
7. Tag nach der Geburt wiesen die T4-Konzentrationen der beiden Gruppen eine
sinkende Tendenz mit den niedrigsten Werten in der 48. Stunde bei der Versuchs-
gruppe und in der 24. Stunde in der Kontrollgruppe auf. Eine bedeutende Steige-
rung der T4-Konzentrationen mit signifikant hoéheren T4-Konzentrationen bei der
Kontrollgruppe als bei der entsprechenden Versuchsgruppe konnten wir zwischen
dem 21. und 35. Tage nach der Geburt beobachten. Durchschnittlich hohere Kon-
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zentrationen von Cholesterol konnten wir bei den mit Beta-Karotin zugeflitterten
Farsen feststellen. Starke Unterschiede in den Konzentrationen von Cholesterol
zwischen den beiden Gruppen konnten mit Ausnahme der 72. Stunde und des
7. Tages nicht beobachtet werden. Eine bedeutsame Beziehungskorrelation T4 : Cho-
lesterol verzeichneten wir bei den Versuchstieren in der 1. und 2. Stunde und am
42. Tag (P < 0,05) als auch in der 72. Stunde (P < 0,001), bei den Kontrolltieren dann
am 7. Tag vor der Geburt und in der 6. Stunde und am 14., 21. und 56. Tag (P <
< 0,05) nach der Geburt. Den ermittelten Ergebnissen nach zu schliessen, greift das
Beta-Karotin in die Tridchtigkeit und die Produktion von Schilddrisenhormonen
ein und auf dem Wege der Steigerung (bzw. der Senkung) der Titigkeit der Schild-
driise beeinflullit es sekundidr auch den Metabolismus des Cholesterols im Orga-
nismus.

kiinstliche Besamung; Trichtigkeit; peripartale Periode
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PRUKAZ KMENU HAEMOPHILUS PLEUROPNEUMONIAE
KOAGLUTINACNIM TESTEM

Z. Skollova, M. Gois

SKOLLOVA, Z. — GOIS, M. (Vysoka $kola veterinarni, Brno; Vyzkumny ustav
veterinarniho lékarstvi, Brno): Prukaz kmeniu Haemophilus pleuropneumoniae
koaglutinaénim testem. Veter. Med. (Praha). 32, 1987 (8) : 469-477.

Kmeny Haemophilus pleuropneumoniae (Actinobacillus pleuropneumoniae) izo-
lované z prasat a pochazejici ze 66 lokalit, v nichz se vyskytla hemofilova
pleuropneumonie prasat, byly sérologicky typizovany pomoci tri testd. Jako
nejvhodnéjsi pro typizace se ukazal koaglutinaéni test, o néco méné citlivy byl
krouzkové precipitaéni test (KPT) a malo uspokojivé vysledky byly zazname-
nany pri rychlé sklickové aglutinaci (RSA). Ze vSech testovanych terénnich
izolata H. pleuropmeumoniae byl nejéastéji prokazovan sérovar 2 (56 /), pak
sérovar 1 (39",) a jako sérovar 7 byl identifikovian jeden kmen. Dva kmeny
zatim nebyly uréeny. Sérologicka typizace kmenu byla provedena na zakladé
jejich srovnani s osmi typovymi sérovary H. pleuropneumoniae.

hemofilova pleuropneumonie prasat: diagnostika; sérologie; koaglutinaéni test:
krouzkové precipita¢ni test; rychla sklickova aglutinace

Haemophilus pleuropneumoniae (HPP) je primarni patogen u pra-
sat, ktery vyvolava hemoragicko-nekrotizujici pneumonie casto doprovéa-
zené fibrin6znimi pleuritidami. Prvni vyskyt hemofilové pleuropneumo-
nie u prasat (HPP) byl popsan v Anglii (Matthews a Pattison,
1961), brzy nato také ve Spojenych stdtech americkych (Olander,
1963), v Argenting (Shope, 1964) a ve Svycarsku (Nicolet a Ko -
nig, 1966). '

Jiz z téchto prvnich zprav bylo ztejmé, Ze infekce H. pleuropneumo-
niae se vyskytuji na uzemich od sebe geograficky znacné vzdalenych.
V dalSim obdobi byl H. pleuropneumoniae izolovan je$té v mnoha jinych
zemich — v Australii (Mylrea aj., 1974), v Belgii (Brassine a De-
waele, 1976), Bulharsku (Sidorov a Skorodumov, 1981),
Déansku (Nielsen, 1970), Finsku (Schulman aj., 1975), ve Fran-
cii (Perrin aj., 1979), v Holandsku (Nicolet, 1971), Japonsku
([Chang aj., 1978), Kanadé (Schiefer aj., 1974), Madarsku (Sza -
zados a Kada, 1980), Mexiku (Pijoan aj., 1978), NDR (Kiupel,
1975), Norsku (@degard, 1966), Svédsku (Gunnarson, 1975)
a Taiwanu (Hsu aj., 1981). V CSSR byla HPP prok&azana teprve nedavno
(Goi§ aj., 1983).

V soutasné dobé je v CSSR HPP vaznym nakazovym problémem.
Provadi se sérologicka typizace jednotlivych izolati H. pleuropneumo-
niae, aby se ziskal prehled o incidenci a prevalenci nakazy.
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Pro tento uCel se pouZivaji rtzné sérologické metody, které jsou
vzdjemneé srovniavany a hodnoceny.

Diive byly k sérologickym typizacim vyuZivany hlavné tyto metody:
sklickova aglutinace (Mittal aj. 1982), pomala aglutinace (Gunna r-
son aj., 1977), imunodifuze (Nicolet, 1971), imunofluorescence
(Nicolet, 1971a; Rosendal a Boyd, 1982) a nepfima hemaglu-
tinace (Mittal aj., 1983a). Pri sérotypizacich v USA byly navzédjem
srovnavany skliCkova aglutinace a neprima fluorescence, pricemz se uka-
zalo, Ze sklickova aglutinace byla specifiCtéjSi a citlivéj$i nez imuno-
fluorescence (Rapp aj., 1985).

V jiné préci se pri srovndvani skliCkové aglutinace (rychlé), kvan-
titativni plotnové aglutinace (pomalé) a krouzkové precipitace (Mittal
aj., 1982) posledné jmenovana reakce ukdazala jako nejlepsi hlavné proto,
Ze pomoci ni mohly byt typizovany i kmeny, které mély v obou agluti-
nacnich testech autoaglutinacni vlastnosti.

Pred casem bylo také referovano o vyuziti koaglutinacniho testu ve
spojitosti s typizaci H. pleuropneumoniae (Mittal aj., 1983b). Bylo
konstatovano, Ze tento test je citlivejSi nez krouzkové precipitacni test.
Snadnost odecitani vysledkd a vlastniho provedeni koaglutinacniho testu
byly dalS$imi vyhodami tohoto postupu.

Principem koaglutinac¢niho testu je rtzné intenzivni aglutinace, kte-
ra vznika v dtsledku vazby specifickych antigent H. pleuropneumo-
niae zjisténych u infikovanych prasat za pomoci bakteridlni suspenze
kmene Staphylococcus aureus. Na tyto antigeny bylo navazano antihe
mofilové sérum.

V této praci uvadime postup pripravy koaglutinacniho testu, popis
jeho pouziti pfi urCovani sérovarové prislusnosti izolovanych kment
a zhodnoceni koaglutinacniho testu v porovnani s krouzkovou precipita-
ci a sklickovou aglutinaci.

MATERIAL A METODY

TYPOVE SEROVARY H. PLEUROPNEUMONIAE

Vsech osm typovych sérovart bylo ziskano z Ceskoslovenské sbirky mikro-
organismu, Univerzita J. E. Purkyné, Brno. Kmeny jsou vedeny pod ¢isly sbirky:
6252 — sérovar 1, 6253 — sérovar 2, 5871 — sérovar 3, 3647 — sérovar 4, 3648 —
sérovar 5, 6204 — sérovar 6, 3800 — sérovar 7, 3803 — sérovar 8. Vechny typové
kmeny byly po jedné az dvou pasazZich na krevnich agarech nao¢kovany do zlout-
kovych vaku slepiéich vajec. Po ¢tyriadvacetihodinové inkubaci pii teploté 37 °C
byly odebrané Zloutkové substance testovany nejprve na cistotu kultur H. pleuro-
pneumoniae, potom byly zataveny do sklenénych ampuli a dlouhodobé skladovany
ve vakuovych kontejnerech na suchém ledé. Takto uskladnéné kultury mély zivot-
nost nejméné dva roky. Kmeny pouzité ve vlastni praci nikdy nebyly pasazovany
na béznych pudach vice nez trikrat.

TERENNI KMENY H. PLEUROPNEUMONIAE

Vétsina kment uréenych k typizaci byla ziskana od pracovnika SVU a SVU,
kteri je izolovali pfi rutinnich diagnostickych vysetfenich. Cast kment byla izolo-
vana v na$i laboratori. VSechny terénni izolaty byly uchovavany stejné jako typové
kmeny. Pred vlastni sérotypizaci byla u kazdého kmene ovérena pozitivita na
uredzu a CAMP testem pozitivita na stimulaci hemolyzy v pritomnosti Staphy-
lococcus aureus.
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PRIPRAVA ANTIGENU PRO SEROLOGICKOU TYPIZACI

Pro ziskavani antigent z pevnych pud se v na$i praci na zakladé cetnych
predpokust ukazal jako nejvhodnéjsi sdéjopeptonovy agar (SPA) tohoto sloZeni:

séjovy pepton : 20,0 g
enzymaticky kaseinovy hydrolyzat 10,0 g
agar pro krevni zaklad ¢. 4 340 g
deionizovana voda 100,0 ml

uprava pH (5Y, NaOH) na 7,2
autoklavovani 25 minut pri 1,2 atm.

Po mirném zchlazeni se prida 5", kvasnicového extraktu, pripraveného z cerst-
vych pivovarskych kvasnic (1 kg na 1 litr deionizované vody). Séjopeptonovy agar
se rozléva na Petriho misky o prameéru 9 cm.

Tekuta puda (séjopeptonovy bujon SPB) meéla stejné sloZzeni jako SPA, ale
neobsahovala zaklad pro krevni agar. Stejny byl i postup pripravy, tj. uprava pH,
autoklavovani s naslednym piidanim 59, kvasnicového extraktu.

Kmeny k testaci byly inokulovany na séjopeptonovém agaru dvojim zpusobem:

1. zloutkové kultury kmenu byly po rozmrazeni zfedény (10-!) v pufrovaném
fyziologickém roztoku (PFR) o pH 7.4 a inokulovany (a 0,4 ml) na kazdou Petriho
misku se sdéjopeptonovym agarem;

2. zloutkové kultury kmenu byly po rozmrazeni nejprve predmnozeny v 10 az
20 ml séjopeptonového bujonu. Po Sestihodinové az osmnactihodinové inkubaci pak
byly inokulovany (a 0,4 ml) na agary. Po osmnactihodinové inkubaci byly kultury
smyty pufrovanym fyziologickym roztokem (o pH 7.4). Do PFR bylo pridano 0,39,
formaldehydu. Na kazdou Petriho misku bylo pouzito ke smyti kultury 3 az 5 ml
PFR. Potom byly kultury 20 minut centrifugovany pri 6000 ot min (Janetzki T 23),
dvakrat promyty v PFR a resuspendovany opét v PFR na pluvodni objem. Takto
pripraveny antigen byl uchovavan pri teplote 4 °C.

PRIPRAVA SUPERNATANTU Z BAKTERIALNICH ANTIGENU

Priblizné 2 ml suspenze bakterialnich antigent byly zahraty ve vodni lazni
30 minut pri teploté 56 “C, pak byly centrifugovany 20 minut pri 4000 ot'min. Po-
tom byly supernatanty pouzity v koaglutinaénim a precipitaénim testu.

PRIPRAVA ANTIHEMOFILOVYCH SER NA KRALICICH

Imunizaéni schéma:

a) Prvni den bylo aplikovano 5 ml antigenu s 20", olejového adjuvans i. m.
rozdélené do obou stehen.

b) 14. den bylo zapocato se sérii i. v. imunizaci provadénych ve dvoudennich
az {ridennich intervalech vzestupnymi davkami téhoz antigenu. Pocateéni davka
0,5 ml se postupné zvysSovala az na 2,0 ml. Celkem bylo v této fazi uskute¢néno
Sest az sedm aplikaci. Za osm az deset dni po posledni davce byli krdlici vykrveni.
Séra byla uchovavana ve zmrazeném stavu.

VYSYCOVANI KRALICICH ANTIHEMOFILOVYCH SER

K sedimentu ziskanému ze 2 az 3 ml suspenze jednoho nebo nékolika smiSe-
nych specifickych antigent bylo pridano 2 ml antihemofilového séra. Tato smés
byla dukladné homogenizovana (dvé hodiny na trepacce pri teploté 37°C) a pak
byla ponechana pres noc pri teploté 4°C. Dals§i den byla provedena centrifugace
20 minut (6000 ot min). Potom byl sediment odstranén. Uvedeny postup byl zopa-
kovan jes$té jednou stejnym zpusobem, tzn. ze kazdé sérum bylo vysyceno dvakrat.
Teprve takto pripravené sérum bylo pouZito pro pripravu koaglutina¢niho reagens
za predpokladu, Ze bylo znovu prezkou$eno na monospecifitu s homolognimi a he-
terolognimi antiséry.

PRIPRAVA KOAGLUTINACNICH REAGENCII
PRO KOAGLUTINACNI TEST (Kronvall 1973)

Kmen Staphylococcus aureus-Cowan 1, vedeny v Ceskoslovenské sbirce mikro-
organismu, Univerzita J. E. Purkyné, pod ¢éislem 3253, byl uchovavan zmrazeny
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(—7°C) ve zloutkové Kkulture. Pro pripravu reakce byl kmen nejprve predmnozen
v sojopeptonovém bujonu (SPB) a po $esti hodinach inkubace byl vyoékovan na
sojopeptonové agary (SPA) v davkach po 0.4 ml bakterialni suspenze na 40 Petriho
misek (¢ 9 em). Po osmnactihodinové inkubaci byly kultury smyty pufrovanym
fyziologickym roztokem (PFR) v mnozstvi 10 ml na jednu misku, o pH 7.4, obsa-
hujicim 0,15 M NaCl, 0,01 M Na:HPOs a 0,01 M KH:PO4. Tato bakterialni suspenze
byla dvakrat promyta, a to stejné jako byly promyvany antigeny, které byly izolo-
vany od infikovanych prasat. Pak byly baktérie opét resuspendovany v PFR s 05"
roztoku formaldehydu a suspenze byla ponechana hodinu pri pokojové teploté
a hodinu pfi teploté 37 “C, pak byla opét dvakrat promyta v PFR, tj. v 10Y, pu-
vodniho objemu. Suspenze pak byla zahrata ve vodni lazni na teplotu 80°C po
dobu péti minut. Na kazdy mililitr takto pripravené stafylokokové suspenze bylo
pridano 0,025 ml specifického kraliéiho antiséra proti jednotlivym sérovarum Hae-
mophilus pleuropneumoniae., Tato antiséra jsme ziskali imunizaci kralika specific-
kymi antigeny, které byly izolovany od infikovanych prasat. Po promichani byla
suspenze ponechana 30 minut pri pokojové teploté a potom byla opét dvakrat pro-
myta PFR. Po koneéném promyti byly baktérie resuspendovany opét ve 40 ml PFR
obsahujiciho 0,05, azidu sodného a 0,1",, bovinniho sérového albuminu, ktery byl
dodan Ustavem sér a oc¢kovacich latek v Praze. Takto pripravené suspenze pro
koaglutinaci jsme opakované pouzili po deviti meésicich. Vysledky potvrdily, ze
jsou stabilni.

PROVEDEN{ KOAGLUTINACNIHO TESTU

Jedna kapka (0,05) stafylokokového koaglutina¢niho reagens byla smichana na
¢istém podloznim sklicku se stejnym mnozstvim testovaného antigenu izolovaného
od prasat, nebo jeho supernatantu. Antigeny byly kultivovany na krevnich agarech
s pridavkem 10/, defibrinovanych ovéich krvinek. Na téze Petriho misce byl simul-
tanné kultivovan Staphylococcus aureus. Smés byla nejprve dakladné smichana ty-
¢inkou a pak bylo sklickem kolébano nejméné 20 sekund. Vysledek byl odeéitan
proti ¢ernému pozadi. Za negativni byla povazovana reakce, pri které se koaglu-
tinace neobjevila do dvou minut. Pozitivni reakce byla charakterizovana zretelnou
aglutinaci, ktera se podle intenzity objevila béhem nékolika sekund. Podle inten-
zity aglutinace byla reakce posuzovana jako —, +, ++ a +++. Kazda reakce
na ++ a ++ + byla posuzovana jako pozitivni. Jako kontroly slouzily pri koaglu-
tinaénim testu jednak stafylokokové suspenze bez séra, jednak stafylokokové suspen-
ze s negativnim Kkrali¢im sérem.

VYSLEDKY A DISKUSE

V letech 1983 az 1985 byla uskutecnéna sérologicka typizace 86 kme-
ni predbézné oznacCenych jako Haemophilus pleuropneumoniae. K pres-
néjSimu stanoveni jejich druhového urceni byl kazdy kmen ovéfen uredzo-
vou aktivitou a reaktivitou v CAMP testu. Byly pouzity jen kmeny, které
byly ureaza-pozitivni i CAMP-pozitivni.

Na zakladé tuvodniho Setfeni se dalo predpoklada:, ze témer vSech-
ny pouZzité kmeny pattily k H. pleuropneumoniae.

VySetfované kmeny byly izolovany z prasat nebo ze selat v rozmezi
hmotnosti 9 az 90 kg. Ze dvou rtznych chovii byly izolovany dva kmeny
z pneumonickych plic selat pod prasnicemi. VySetfované kmeny byly
izolovany celkem ze 66 podniki pro chov prasat. Ve 37 z nich byl pro-
kazan sérvovar 2, v dalSich 26 sérovar 1, v jedné sérovar 7 a konecné
dva kmeny, izolované ve dvou lokalitach, se zatim nenodatilo sérotypové
urcit.

Frekvence sérovaru 2 jako nejcastéjSiho vyvolavatele HPP predsta-
vovala 56 % ze vSech postiZenych lokalit (tab. I). Sérovar 1 mél rovnéZ
vysokou frekvenci vyskytu — 39 % (tab. II). Z toho je zFejmé, Ze tyto
dva sérovary v CSSR pfrevladaji. V 99 % ze vSech chovii nrostiZzenych
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1. Vysledky typizaci terénnich kmenu uréenych jako sérovar 2 v koaglutinaénim
testu, krouzkové precipitaénim testu a pri rychlé sklickové aglutinaci pri pouziti
antisér proti osmi sérovarim — Results of the determination of the field strains
identified as serovar 2 by the coagglutination test, ring precipitation test and rapid
slide agglutination test using antiserums against eight serovars

? Koaglutinacéni test
5 ; ; == T
Sérotypizacnf testy bakteridlni| super- | bujénové KPT | RSA
antigeny | natanty kultury
Pocet pozitivnich reakci z 37 |
kmenu typizovanych jako sérovar 2 | 37 37 37 34 23
Pocet negativnich reakci 0 0 0 2 13
Pocet heterolognich reakci 0 0 0 ‘ 1(5)* 0
Pocet autoaglutinaci 0 0 0 i 0 1

* (sérovar) pozitivni reakce s jinym antisérem nez proti sérovaru 2

II. Vysledky typizaci terénnich kmenu urcé¢enych jako sérovar 1 v koaglutinaénim
testu. krouzkoveé precipitaénim testu a pri rychlé sklickové koaglutinaci pri pouziti
antisér proti osmi sérovarim — Results of the determination of the field strains
identified as serovar 1 by the coagglutination test, ring precipitation test and rapid
slide agglutination test using antiserums against eight serovars

Koaglutinaéni test
Sierotymzaent tesey |bakterialni| super- | bujonové KFT  BoA
! antigeny | natanty | kultury \

Pocet pozitivnich reakci z 26 ‘
kmenu typizovanych jako sérovar 1 26 26 20 20 9

|
Podlet negativnich reakci 0 0 6 : 5 16
Pocet heterolognich reakci 0 0 0 . 1(5)* 1(5)*
Pocet autoaglutinaci 0 0 0 | 0 0

+ (sérovar) pozitivni reakce s jinym antisérem neZz proti sérovaru 1

HPP byl prokazdn vzdy jeden z téchto dvou sérovart. Tato skutecnost
predurcuje jejich zastoupeni v pripadé vyroby vicevalentni vakciny. Te-
prve dalSi Setreni ukazi, jak dalece je sérovar 7 epizootologicky a vzhle-
dem k Cetnosti vyskytu vyznamny.

Antigeny testovanych kment, pouZité v koaglutina¢nim testu, ptred-
stavovaly:

A]) dvakrat promyté kultury z SPA, oznacené v tabulkach jako bakte-
ridlni antigeny,

B) supernatanty téchto antigenf,

C) kultury pomnoZené v SPB, pouZité primo bez sedimentace a pro-
myvani, oznacené jako bujonové kultury.
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V krouZkové precipitatnim testu (KPT) byly testovany supernatan-
ty kment, v rychlé sklickové aglutinaci (RSA) pak bakterialni antigeny,
tj. neopracované antigeny kmend.

VSechny tfi druhy antigent reagovaly v koaglutinacnim testu vzhle-
dem k pozitivité obdobné. Rozdily se vyskytly pouze v mife intenzity
reakci. Za:imco bakteridlni antigeny a supernatanty reagovaly témeér
vzdy koaglutina¢nimi reakcemi na + + aZ + + +, bujonové kultury da-
valy reakce slabsi, tj. na + az + +. V KPT reagovalo pozitivhe 34 ze
37 kmeni. Jedenkrat byla zaznamendna negativni reakce a jedenkrat
u dalsiho kmene byla reakce podobna jako pri pouziti antigenu s anti-
sérem proti sérovaru 1. KPT byl tedy ponékud méné spolehlivy nez
koaglutinacni test. Znac¢né nizsi diagnostickou potenci vykazala RSA, ve
které necekané reagovalo jen 62 %, tj. 23 kmeny; 12 kmeni reagovalo
regativne a jeden kmen mel autoaglutinacni vlastnosti, protoze reago-
val s vétSinou typovych antisér. Pozitivni reakce v RSA byly vétSinou
na + azZz + + a vSeobecné pri niZ8i hustoté nékterych antigenti nebylo
odecCitani reakci tak zfejmé a viditelné jako pfi koaglutinacnim testu,
v némzZ byla flokulace znacné potencovana stafylokokem.

Z uvedenych vysledkl vyplyvd, Ze koaglutinacni test pro sérologic-
kou typizaci je nejspolehlivéjsi, at jiz byly k typizacim pouzity bakte-
ridlni antigeny, nebo jejich kapsuldarni komponenty.

Koaglutinacni test déaval prlikazné lepSi vysledky nez obé dalSi me-
tody, a to jak po strance vyraznosti reakci, které usnadnuji odecitant,
tak i pokud se tyka provedeni celé reakce.

Jak vyplynulo z vysledkal sérologickych typizaci terénnich sérovarii
1 a 2, pripady heterolognich reakci se v koaglutinacnim testu témer
nevyskytly. Terénni kmeny reagovaly s prisluSnym sérovarovym koaglu-
tininem pouze homologneé.

Pfi kfiZzovych testacich typovych sérovarti se ukazalo, ze v citlivej-
gich testech, tj. v pomalé zkumavkové aglutinaci a v koaglutinacnim
testu, reagovaly nékteré sérovary i s antiséry jinych sérovart. V pomalé
zkumavkové aglutinaci reagovaly kfiZzové — heterologné — predevSim
sérovary 3, 6 a 8; kromé& nich také jiZ uvedeny sérovar 1 reagoval po-
zitivné se sérovarem oznaCenym jako sérovar 4. Obdobné ndalezy byly
zaznamenany i v koaglutinacnim testu, v némzZ vSak jiZ byla pouZita
spolu s nevysycovanymi séry i séra vysycovana. Ukdzalo se, Ze séra
opakované vysycovand témi heterolognimi antigeny, s kterymi davala
heterologni reakce (3, 6, 8), po vysyceni tuto vlastnost ztratila, ale pfi-
tom si zachovala nezménénou monospecifi¢nost.

Aplikace koaglutinacniho testu v sérologické diagnostice umoziuje:

A) kone¢nou diagnozu HPP, vCetné sérologickych typizaci:

B) zmapovani vyskytu sérovart na uzemi CSSR;

C) vybér kment pro pFipravu vakcin proti HPP.

Z vy3etfeni v&tdiho poctu terénnich kmenl Haemophilus pleuropneu-
moniae, zachycenych v rfiznych Céastech naSeho tzemi, by meéla vyply-
nout informace o vyskytu a prevalenci sérovardi u nas.

Tyto poznatky jsou nutné pro pripravu soupravy pro koaglutinacni
test; tato priprava by mé&la obsahovat sérovarové specificke koaglutinac-
ni reagencie, pomoci nichZ by bylo moZné urcovat u nas se vyskytujici
sérovary.
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WKONNOBA, 3. — TOULWI, M. (BetepuHapHbii MHCTUTYT BpHo; HayuHo-uccneposatens-
CKMIA MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): floka3atenbcTBo wrammoB Haemophilus pleuropneu-
moniae xoarrnoTMHauMoHHbIM TecToM. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) : 469-477.

Wrammbr Haemophilus pleuropneumoniae (Actinobacillus pleuropneumoniae) wu3sonu-
poBaHHble U3 CBUHEW W npoucxopswue u3 66 mect, B KOTOpbix OGblna OGHapyXeHa remo-
duUnbHan nneBpOﬂHeBMOHMﬂ CBMHE“, 6bIIlVI ceponomuecxu TUNHU3IUPpOBAHbI NPpU NOMOWMH
Tpex TectoB. Kak Hau6onee NOAXOASWMWUWA ANS TUNW3auuu Gbin KOArrMIOTUHAUWOHHbLIW TECT,
YyTb MEHbLWE UYBCTBMUTENbHbIM Gbin TecT konbuenpeuunutaumn (KNT) u Heycnokaueatowme
pesynbtatbl 6biiM OTMEUEHblI NpU GbICTpON arrnlTuHauuMu Ha ctekne (BAC). U3 Bcex Tectu-
pOBaHHbIX MeCTHbIx u3onatos H. pleuropneumoniae uawe BCEro ycraHaBNMBanCs Cepo-
sap 2 (569%), notom ceposap 1 (399%) u, kak ceposap 7 6bin WAEHTUDUUMPOBAH OAMH
wTtamm. /JlBa wtamma 3atem He Obinu onpeaeneHbr Ceponoruueckas TUNW3auus WTaMMOB
6bina NpoBeAeHa Ha OCHOBE MX CPABHEHMA C BOCLMbKD TUNoBbiMM Ceposapamu H. pleuro-
pneumoniae.

reModunbHas NNEBPONHEBMOHUSA CBWHEW, NOCTAHOBKA AMarHo3a, CEPONOrUsA; KoarrnoTUHa-
UMOHHBIA TECT; TECT KONbUENPEUUNUTALMK, arrNIOTUHALMUSN Ha CTeKNbILIKE

SKOLLOVA, Z. — GOIS, M. (University of Veterinary Medicine, Brno; Veterinary
Research Institute, Brno): Detection of the Strains of Haemophilus pleuropneu-
moniae by the Coagglutination Test. Veter. Med. (Praha). 32, 1987 (8) : 469-477.

Three tests were used for the serological identification of the strains of Haemo-
philus pleuropneumoniae (Actinobacillus pleuropneumoniae) isolated from pigs and
coming from 66 sites where pleuropneumonia, caused by Haemophilus, occurred
in pigs. The coagglutination test was found to be the best for the identification
of the causal agent; the ring precipitation test was somewhat less sensitive. and
worse results were obtained when rapid slide agglutination was used. Of all the
field isolates of H. pleuropneumoniae, serovar 2 occurred most frequently (56 ),
followed by serovar 1 (39°)); one strain was identified as serovar 7. Two strains
have remained unidentified. The serological identification of the strains was per-
formed on the basis of their comparison with eight type serovars of H. pleuro-
pneumoniae.

Haemophilus pleuropneumoniae in pigs; diagnosis:; serology: coagglutination test;
ring precipitation test; rapid slide agglutination

SKOLLOVA, Z. — GOIS, M. (Veterindrmedizinische Hochschule. Brno: Forschungs-
institut fiir Veterindrmedizin, Brno): Nachweis von Stammen Haemophilus pleuro-
pneumoniae mittels Koagglutinationstest. Veter. Med. (Praha). 32, 1987 (8) :469-477.

Die aus Schweinen und aus 66 Lokalititen wo die hidmophile Pleuropneumonie der
Schweine aufgetreten war isolierten Stamme Haemophilus pleuropneumoniae (Acti-
nobacillus pleuropneumoniae) wurden anhand von drei Tests serologisch typisiert.
Als geeignetester flir die Typisierung kann der sog. Koagglutinationstest angesehen
werden, weniger empfindlicher war der Ringprizipitationstest (KPT) und unge-
nugende Ergebnisse wurden bei einer schnellen Glasagglutination (RSA) verzeichnet.
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Von allen getesteten Isolaten von H. pleuropneumoniae wurden am haufigsten der
Serovar 2 (56 %,), dann der Serovar 1 (39Y, nachgewiesen, als Serovar 7 wurde
nur ein Stamm identifiziert. Zwei Stamme sind undefiniert. Die serologische Typi-
sierung der Stimme wurde aufgrund deren Vergleichs mit acht Typenserovaren
H. pleuropneumoniae durchgefiihrt.

hamophile Pleuropneumoniae der Schweine; Diagnostik; Serologie; Koagglutina-
tionstest: Ringprazipitationstest; schnelle Glasagglutination
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ETIOLOGIE A PATOGENEZE PAPULOZNI DERMATITIDY
VYKRMOVYCH PRASAT

J. Raszyk a kol.

RASZYK, J. a kol. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Etiologie
a patogeneze papulozni dermatitidy vykrmovych prasat. Veter. Med. (Praha),
32,1987 (8) :479-488.

Podle souc¢asnych znalosti povazujeme papuldézni dermatitidu vykrmovych
prasat za polyfaktorialni chorobu idiodispoziéniho charakteru. Projevuje se
pouze u ¢asti populace vykrmovych prasat (u tzv. rizikové ¢asti populace), a to
jen pri zvy$eném zatizeni stajového prostredi $kodlivymi latkami. Rizikovou
¢asti populace prasat chapeme disponované jedince, kteri se nedokazi prizpu-
sobit komplexni zatézi prostiredi velkochovu prasat. Pri snizovani obsahu §kod-
livyeh latek ve stajovém prostredi zac¢ina papuldozni dermatitida ustupovat a ri-
zikova c¢ast populace vykrmovych prasat je bezpriznakové (lateniné) ukryta
v populaci. Za hlavni a prvotni pri¢inu papulézni dermatitidy vykrmovych
prasat povazujeme neschopnost disponovanych jedinci rychle a uc¢inné eli-
minovat cizorodé latky (zejména zinek, olovo, aflatoxin Bi, rtuf a kadmium)
ze svého organismu. VSechny ostatni zmény, zejména mutagenni a imuno-
supresivni u¢inky i papulozni eflorescence na kuzi, vznikaji az druhotné. Pa-
puldzni eflorescence v podstaté odkryly méné odolné a disponované jedince
z dané populace prasat. Podle naseho soudu dulezitou roli v odolnosti prasat
hraji tri faktory: vykonnost detoxika¢nich mechanismu, primérena funkce
imunitniho systému a uc¢innost repara¢nich mechanismu genetického aparatu.

cizorodé latky: biotransformace; imunosupresivni a mutagenni uc¢inky; kozni
léze

Od roku 1981 se v nékterych chovech prasat v CSR vyskytovala
u vykrmovych prasat papulozni derma.itida s donosud neobjasnénou
etiologii a patogenezou.

Na zakladé zjisténych poznatki (RaszyKk aj., 1986a, c, f, 1987)
a jejich zhodnoceni na urovni soucasnych védeckych poznatkd jsme do-
spéli k predstavé o etiologii a patogenezi papulozni dermatitidy vykrmo-
vych prasat, kterou zde predkladame.

MATERIAL A METODY

Problematiku etiologie a patogeneze papuldézni dermatitidy jsme fe$ili od
¢ervna roku 1983 do ¢ervna roku 1986 ve trech chovech prasat na okrese Hodonin
v oblasti se silnou dulni ¢innosti (dobyvani lignitu): ve velkovykrmné D., kde se
papulézni dermatitida vyskytovala u vykrmovych prasat, ve vykrmné C., kde se
nanulozni dermatitida nikdy nevyskytovala a nevyskytuje se ani nyni, a v roz-
mnozovacim velkochovu prasat M., ve kterém se produkuji prasni¢ky do uzitkovych
chovli. ze kterych jsou dodavana prasata do velkovykrmny D. Ve sledovanych
chovech jsou prasata chovana ve velkovyrobnich podminkach a jsou krmena ko-
merénimi kompletnimi krmnymi smésmi. V chovu D. jsou do vykrmu zastavovani
trojplemenni kriZenci plemen bilé uSlechtilé (BU) — landrase (L) — duroc (D),
v chovu C. dvouplemenni kiizenci BU — prestické ¢ernostrakaté (Pc) a v chovu M.
jsou chovany nrasnice nlemene BU. na které jsou pripousténi kanci plemene L.

Celkové bylo klinicky vysetreno 9600 prasat.

Biologickému a patohistologickému vySetieni kuze bylo podrobeno 80 prasat.
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Pouzité metody i laboratorni postupy popsali Raszyk aj. (1986a). V chovu C.
a v chovu M. bylo vySetreni klize zaméieno pouze na stafylokoky.

Chemicky jsme vySetrili vzorky kuze, podkozniho tuku, svaloviny, ledvin, jater
a pankreatu 46 prasat. Mista odbéru vzorku jednotlivych télesnych organua, pouzité
metody i laboratorni postupy popsali Raszyk aj. (1986e, 1987).

Imunologicky bylo vySetreno 110 prasat. Metody popsali Raszyk aj. (1986f).
Pozdni bunéény typ precitlivélosti byl testovan stafylokokovym alergenem (0.2 ml
intradermalné). Fagocytarni aktivitu leukocytl jsme sledovali modifikovanym tes-
tem, ktery uvedli Vétvic¢ka aj. (1982).

Cytogeneticky byla vySetfena 32 prasata. Cytogenetické metody popsali Ru -
bes (1984) a Raszyk aj. (1986f).

Ziskané vysledky byly vyhodnoceny béznymi matematicko-statistickymi po-
stupy. Pokud jsou uvedeny odchylky od pruméru, jde o smérodatné odchylky.

VYSLEDKY

KLINICKE VYSETRENI

Klinicky pribéh papulozni dermatitidy u vykrmovych prasat v chovu
D. popsali RaszyKk aj. (1986c). V chovu M. jsme papulozni dermatitidu
s obdobnym pribéhem jako u vykrmovych prasat v chovu D. zjistili
u prasnicek (od hmotnosti 30 kg) a prasnic. Neshledali jsme ji u sajicich
a odstavenych selat ani u plemennych kanci.

V chovu D. kolisal v letech 1983 az 1984 vyskyt papulozni derma-
titidy u vykrmovych prasat od 10 % do 40 %. V roce 1985 se vyskyt sni-
Zil na 3 % az 15 %. V roce 1986 (sledovano do cCervna) se papulozni der-
matitida u vykrmovych prasat nevyskytovala. V chovu C. se v letech
1983 az 1986 (sledovano do cervna) papulozni dermatitida u vykrmovych
prasat nevyskytovala. V chovu M. byla v roce 1985 zjisténa u 4 % prasni-
¢ek a 13 % prasnic. V roce 1986 (sledovidno do cervna) se vyskyt papu-
16zni dermatitidy v chovu M. vyrazné snizil, u prasnicek na 1,0 az 1,5 %
a u prasnic na 2 az 3 %.

BIOLOGICKE A PATOHISTOLOGICKE VYSETRENI! KUZE

Vysledky biologického a patohistologického vySetteni kize u vykr-
movych prasat z chovu D. uvedli RaszyKk aj. (1986a].

V chovu C. nebyl z kiiZe klinicky zdravych vykrmovych prasat izo-
lovan Staphylococcus aureus, pouze u 25 % Kkust byl izolovan Staphylo-
coccus epidermidis. V chovu M. nebyl z kliZe prasnic a prasnicek s pa-
pulézni dermatitidou izolovan Staphylococcus aureus, ale u 50 % posti-
Zenych zvifat byl izolovan Staphylococcus epidermidis. Pouze u 10 %
prasni¢ek a prasnic bez koZnich zmén byl z klZe izolovdn Staphylo-
coccus intermedius.

Ze v8ech vzorkl kliZe byla izolovana béZzna saprofytickd bakterialni
flora: Streptococcus alfa hem., Bacillus spp., Streptomyces spp., ojedi-
néle pak Enterobacter spp., E. coli.

CHEMICKE VYSETRENI TELESNYCH ORGANU

Chemické vySetfeni télesnych orgdnt vykrmovych prasat v chovu D.
uvedli Raszyk aj. (1987). Inhibitory cholinesterazy byly zjistény
v jatrech obou skupin prasat v chovu D., a to na dva az Ctyri ktiZky.

Klinicky zdrava vykrmova prasata z chovu C a klinicky zdravé pras-
nicka z chovu M. mély ve srovnéani s prasaty z chovu D. s papulozni der-
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matitidou v kiZi, ve svaloviné, v ledvinach a jatrech aZ nékolikanasobné
niz8i obsah kadmia, rtuti, olova a aflatoxinu Bi. Pouze prasnic¢ka z chovu
M. méla v ki@iZi vySSi obsah kadmia a olova. Inhibitory cholinesterazy byly
zjistény v jatrech prasat v chovu C. na dva az t¥i kfizky, v jatrech pras-
nicky v chovu M. na jeden kfiZzek (Raszyk aj., 1986e).

IMUNOLOGICKE VYSETRENI

Imunologické vySetfeni vykrmovych prasat v chovu D. zvefejnili
Raszyk aj. (1986f).

Klinicky zdrava vykrmova prasata z chovu C. nemeéla sniZenou Kon-
centraci sérovych imunoglobulintt (1gG, IgM, IgA) a ani v dalSich sledo-
vanych imunologickych parametrech nebyly zjistény odchylky.

V chovu M. mély prasnicky a prasnice s papulozni dermatitidou ve
srovnani s prasnickami a prasnicemi bez koZnich zmén vyraznou eozino-
filii (60 % postiZenych kust meélo 8 % a vice eozinofilii v diferencidlnim
rozpoCtu bilych krvinek) a mirné sniZeny index fagocytarni aktivity
leukocyti (3,8 proti 4,1). Prasnice a prasnicky bez koZnich zmén mély
snizené sérové koncentrace IgA o 38,6 % a IgM o 17,5 %. Prasnicky
a prasnice s papulézni dermatitidou meély obé tridy imunoglobulint
sniZeny mnohem vyraznéji (IgA o 51,9 %, 1gM o 28,4 %). SniZeni sé-
rovych hladin IgG u obou skupin prasni¢ek a prasnic v chovu M. bylo
velmi mirné.

CYTOGENETICKE VYSETRENI

Cytogenetické vySetieni vykrmovych prasat v chovu D. popsali
Raszyk aj. (1986f). Klinicky zdrava vykrmova prasata z chovu C. meé-
la 3,00 = 2,02 aberantnich buné¢k. V chovu M. mély prasni¢ky a prasnice
s papulozni dermatitidou 4,40 = 1,14 aberantnich bunék a prasniCky
a prasnice bez koznich zmeén 4,00 = 1,22 aberantnich bunék.

DISKUSE

Z dostupné literatury se nam nepodarilo zjistit, Ze by obdobna pa-
pulozni dermatitida vykrmovych prasat byla zjiSténa i u prasat v za-
hrani¢i. Zaznamenali jsme vSak informaci pracovnikd z Kombinatu cho-
vu a vykrmu prasat v Eberswalde (NDR), Ze jakost veprovych kiZi ovliv-
nuji i nespecifickd kozni onemocnéni vykrmovych prasat a Ze by bylo
vhodné védecky objasnit, zda nespecificka koZni onemocnéni vykrmovych
prasat nevyvolava nevhodné stdjové Kklima, stdjovy prach, jednotlivé
slozZky krmiv ¢i podandg léciva (Moller a Pagenkopf, 1985).

V priibéhu sledovani (Cerven 1983 aZ Cerven 1986) jsme zaznamenali
vyrazné sniZzovani vyskytu papulozni dermatitidy u vykrmovych prasat
v chovu D. i u prasnicek a prasnic v chovu M. Ve stejném obdobi jsme
zjistili i trend ke sniZovani obsahu cizorodych latek v krmnych smésich
pro prasata i ve stajovém prachu ve velkochovech prasat (Raszyk
aj., 1986b). V krmnych smésich se sniZil zejména obsah olova, kadmia, rtu-
ti, DDT a aflatoxinu Bi, pouze obsah zinku se zvySoval. Obdobné se sni-
Zovala i koncentrace médi, manganu, kadmia, rtuti, DDT, aflatoxinu Bi
a polychlorovanych bifenyli ve stdjovém sedimentovaném prachu, jen
koncentrace zinku, olova a lindanu ve stdjovém prachu stoupala.

Prostupnost kiiZze prasat pro cizorodé latky se velmi podoba prostup-
nosti lidské kiZe, obvykle je vSak o néco vyS§i (Bartek aj., 1972).

VETERINARNI MEDICINA — 1987 481



Perkutanné se do organismu mohou vstrebavat organické sloucCeniny
olova — tetraetylolovo (Gerhardson aj, 1986), rtuti — fenylmer-
kurichlorid (Fuska, 1984), chrom — zvlasté Sestimocny Cr8* (David,
198Ca), lindan (Surgeoner a Flannigan, 1986), DDT (Haw -
kins a Reifenrath, 1984), polychlorované bifenyly (Goldstein,
1979) a aflatoxin B1 (Riley aj., 1985). Naopak potem se mohou z téla
vylucovat olovo (Gerhardson aj., 1986), rtut (David, 1980b) a ar-
zén (Piskac aj., 1985).

V etiologii koznich 1ézi u prasa: rtzného véku se cCasto uplatnuji
stafylokokové intekce zastoupené druhy Staphylococcus aureus, S. hyicus
a S. epidermidis (Devriese, 1977). Zavaznéjsi stafylokokovou infekci
onemocni prasata s alterovanymi obrannymi mechanismy, vcetné stavi
precitliveélosti. Za hlavni priciny vzniku chronickych stafylokokovych
onemocnéni se v souCasnosti povazuji (Vymola, 1983): 1. poruchy ne-
specifické imunity; 2. deticience imunoglobulin{, a to predevSim tfidy
IgM; 3. nevyvazena nebo kolisava celularni a humoralni imunita; 4. per-
zistence téch patogennich kment stafylokokd na kuzi, které vyvolaly
ctatylokokovou infekci; 5. kozni precitlivélost hosti.ele k nékterym kom-
ponentam stafylokokl, projevujici se kozni precitlivélosti casného nebo
oddéaleného typu. Z péti hlavnich pricin statylokokovych infekci jsme
v chovu s nejvy$sim vyskytem papulozni dermatitidy (chov D.) dolozili
existenci tr'i, a to deficienci IgM, perzistenci patogennich stafylokoki
(S. aureus) na zménéné kazi prasat a kozni precitlivélost oddaleného
typu u prasat s papulozni dermatitidou.

U lidi je pomeérné casté chronické zanetlivé papulozni kozni one-
mocneéni, nazvané lichen ruber. Etiologie tohoto onemocneni je doposud
neznama. Vzhledem Kk objastiovani etiologie a patogeneze papulozni der-
matitidy vykrmovych prasat je pro nas cenna informace, ze lichenu ruber
podobné papulozni eflorescence se casto objevuji u délnik pracujicich
s téZkymi kovy (Horakova, 1985).

Nékteré Skodliviny, které jsme zjistili ve stajovém prostredi vykrmo-
vych prasat (Raszyk aj., 1986d), maji i dermatotoxické ucinky. K nej-
CastéjSim kontaktnim alergentm u lidi patfi chrom a rtut. Fenylmerku-
richlorid pri plsobeni na kizZi vyvolava toxické dermatitidy (David,
1980b). Olovo, rtut a kadmium phsobi inhibi¢né na aktivitu enzymi v hlub-
Sich vrstvach epidermis (Musil, 1981). Olovo navic jeSté vyvolava
spasmus koZnich kapilar a arteviol (Svestka, 1978). Nedostatek zinku
ptisobi u prasat parakeiatéozu (Cernohous, 1966). Pasobenim lin-
danu na kazi maze vznikat urtika nebo kontaktni dermatitida (Fili-
pova, 1982). Pri otraveé lidi hexachlorbenzenem vznika porfyria cuta-
nea tarda (na kizi se tvori Cervené papuly a hyperpigmentace) (Wolf
aj., 1985). Polychlorované bifenyly vykazuji dermatotoxické ucinky
u kralikd, opic a lidi (Wassermann aj., 1979), ne vSak u prasat.
Aflatoxin B: aplikovany na kazi krAlikG vyvolava v nizkych davkach
tvorbu intraepidermadlnich vezikul a ve vysokych davkach nekrozu epi-
dermis a chlupovych folikuld (Joffe a Ungar, 1969). Také vdecho-
vani spor plisni mZze navozovat alergické dermatitidy (Piskac¢ aj.,
1985). Profesionalni poSkozeni klize u pracovnikii v zemedelské velkovy-
robé monograficky zpracoval Kalensky (1985).

Vykrmova prasata s papulozni dermatitidou (chov D.) mela v téles-
nych organech koncentrace zinku, olova a aflatoxinu Bi vySSi nez pra-
sata bez koZnich zmeén z téhoZ chovu. Klinicky zdrava vykrmova prasata
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(chov C.) mela ve srovnani s prasaty s papulozni dermatitidou z chovu
D. v kizZi, svaloving, ledvindach a jatrech azZz nékolikanasobné nizZsi obsah
kadmia, olova, rtuti a atlatoxinu Bi. PFitom ve stdjovém sedimentova-
ném prachu odebiraném v chovu C. byly ve srovnani s prachem z chovu
D. zjiStény vys$Si primérné koncentrace olova, kadmia, zinku, manganu,
nolychlorovanych bitenyli, DDT a lindanu. Pouze Kkoncentrace rtuti
a aflatoxinu Bi byly niz8i nez v chovu D. (Raszyk aj., 1986e).

Pro celkovou biotransformaci cizorodych latek maji nejvétsi vyznam
jatra. Detoxikacni reakce prevazné probihaji ve fosfolipidovych membra-
nach endoplazmatického retikula jaternich bunék (Saudek, 1984).

Paulik (1983) vySetril deset vykrmovych prasat s papulézni der-
matitidou z chovu D. a dvé zdrava kontrolni prasata z jiné lokality.
U prasat s papulozni dermatitidou nalezl vy$Si koncentraci rtuti a olo-
va (ve svalech, jatrech a ledvinach), zvySeni gama-glutamyltransfe-
razy (v jatrech a ledvinach) a zvySeni lipoperoxidacni aktivity (v jatrech)
nez u prasat kontirolnich. Usoudil, Ze u vykrmovych prasat s papul6zni
dermatitidou dochazi k poSkozeni membranovych a enzymatickych systé-
mi jater a ledvin.

Domnivame se, ze vykrmova prasata postiZzend papulozni dermati-
tidou maji snizenou aktivitu biotransformacnich enzymi podilejicich se
na eliminaci cizorodych latek z organismu. Tim se opoZduje vyluCovani
a dochazi k zadrzovani cizorodych latek ve vnitfnim télnim prostredi pra-
sat. Zadrzené Skodliviny pak navozuji v organismu prasat cetné patofy-
ziologickeé stavy.

Inhibitory cholinesterazy, zjiSténé v jatrech, nebyly identifikovany
jako rezidua organofosforovych pesticidd a insekticidi na bazi N-me-
tylkarbamatt. Ze Skodlivin prokazanych v jatrech prasat inhibuji cholin-
esterazu rtut (Wolf aj., 1985) a zinek (PiskacC aj., 1985).

V chovech prasat s vyskytem papulozni dermatitidy byly v Krev-
nim séru prasat zjiStény sniZené koncentrace imunoglobulind tfid IgM
a IGA. U prasat s papulozni dermatitidou se vSak projevoval vyraznéjsi
vokles imunoglobulinti v krvi. Dale byla u téchto prasat zjiStovdna leuko-
cytoza, eozinofilie a sniZeny index fagocytarni aktivity leukocytd. Pro-
jevoval se u nich také pozdni (bunécny) typ precitlivélosti na stafylo-
kokovy alergen. Prasata s papulozni dermatitidou tedy mréla nizsi stu-
penn vykonnosti imunitnich mechanismia. Imunodeficitni terén je pak
predispozici pro cetné kozni choroby.

Ze Skodlivin, které jsme zjistili ve stajovém prostredi prasat (Ras -
zy Kk aj., 1986d), byly imunosupresivni ucinky dolozeny u téchto latek:
olovo {Luster aj., 1978, Cibulka aj., 1985), kadmium (Bozelka
aj., 1978), herbicidy triazinové rady (Giurgea aj.,, 1981), polychloro-
vané bifenyly (Wassermann aj., 1979) a alla‘oxiny (Vere§, 1986).

ZvysSeny pocet leukocytii v perilerni krvi se zjiStuje také u otrav
tezkymi kovy (Hrubisko aj., 1931). U prasat je eozinofilie zjiStovana
pri alergickych a anafylaktickych stavech, mykotoxikozach, chronickych
infek¢nich chorobach a parazitarnich nemocech (Jago$§ aj., 1981).

Olovo a kadmium ovliviiuji nespecifickou imunitu tim, Ze inhibuji fa-
gocytarni aktivitu lidskych polymorfonuklearnich leukocytdi (Bagin -
s ki, 1985). Také velké koncentrace zinku sniZuji motilitu, fagocytozu
a antibakteirialni kapacitu polymorfonukleardt (Chandra a Tejpar,
1983). Doposud jsou vSak lépe prostudovany poruchy bunécné imunity
pii deficienci zinku (MatusSka, 1986).
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Sach aj. (1979) prokazali vysoky stupeil alergizace u o3etiovateli
prasat ve velkochovech. Casto u nich zjistovali chronickou Koprivku
(u 25 %), kontaktni ekzém (u 8 %) a zvySené hladiny protilatek proti
antigennim frakcim Candida albicans i proti plisnim Aspergillus fumi-
gatus a Aspergillus niger (u 15 az 40 %). Alergicka kontaktni dermatiti-
da byla zjiSténa i u prasat (Bilski a Thomson, 1984).

U prasat s papulozni dermatitidou by bylo vysoce ucelné sledovat
sérové reaginy (imunoglobuliny typu IgE), které jsou u lidi pfi atopic-
kych alergiich (zdédéné alergie casného typu) zvySené. Bohuzel, v sou-
¢asné dob& nam neni znamo (ani v CSSR ani v zahrani¢i) imunologické
pracovisté, které by IgE u prasat stanovovalo.

Wéadgner a Wadgnerova (1981) predpokladaji, Ze deficit urci-
tého (nebo urcitych) obranného faktoru se projevi jistym vlivem prostie-
di jen u téch prisludnikti populace, ktefi pro to maji genetické dispozice.

U prasat s papuldzni dermatitidou byl zjistén zvySeny vyskyt abe-
rantnich bunék v perifernich lymfocytech. Dokladd to zdsah Skodlivin
az do jadra buriky, kde vyvoldvaji strukturdlni poruchy chromozomi.

V klinicky zdravém chovu vykrmovych prasat (C.) byly zjiStény t¥i
aberantni buiilky na 100 vySetfenych perifernich lymfocyti. V chovu
s vyskytem papulozni dermatitidy (D.) méla vykrmovéa prasata bez koz-
nich zmeén 3,60 aberantnich bunék, ale prasata postiZzend papuliozni der-
matitidou 9,40 aberantnich bunék. Prasnice z Klinicky zdravého chovu
mely 3,58 aberantnich bunék (Rubes§, 1984). V chovu s vyskytem pa-
pulozni dermatitidy (M.) mély prasnice i prasnicky bez koZnich zmén
Ctyri aberantni burnky, ale prasnice i prasnicky s papulozni dermati-
tidou 4,40 aberantnich bunék.

Ze Skodlivin, které jsme zjistili ve stajovém prostredi prasat (Ras -
zy k aj., 1986d), byly mutagenni ucinky doloZzeny u téchto latek: orga-
nické slouceniny rtuti (Rosival, 1983), olovo (Cibulka, 1982;
Fuska, 1984), kadmium (Degraeve, 1981), chrom (Fuska, 1984),
lindan, DDT a triaziny (Veleminsky, 1975; Wolf aj., 1985), po-
lychlorované bifenyly (Hola a Reznicek, 1985) a aflatoxiny
(Woodhead, 1982).

Podle naSeho soudu hraji v odolnosti prasat dialezitou roli tfi fakto-
ry: vykonnost detoxikaCnich mechanismi, priméfend funkce imunitni-
ho systému a ucinnost repara¢nich mechanismii genetického aparatu.

Podle soucasnych znalosti povaZujeme papulézni dermatitidu vykr-
movych prasat za polyfaktoridlni chorobu idiodispozi¢niho charakteru
(v etiologii se uplatnuji zevni vlivy na zdédéném dispozicnim podkladé).
Papulozni dermatitida se projevuje pouze u Casti populace vykrmovych
prasat (tzv. rizikové Céasti populace), a to jen pri zvySeném zatiZeni sta-
jového prostredi Skodlivymi latkami. Rizikovou c¢dasti populace chapeme
disponované jedince, ktefi se nedokaZzi prizplisobit komplexni zatéZi vel-
kochovi prasat. Pri sniZovani obsahu Skodlivych latek ve stdajovém pro-
stfedi zacCind papulozni dermatitida ustupovat [(mizet) a rizikova Cast
populace vykrmovych prasat je bezpfiznakové (latentné) ukryta v po-
pulaci. Za hlavni a prvotni pfi¢inu papulézni dermatitidy vykrmovych
prasat povazujeme neschopnost disponovanych jedincl rychle a uc¢inné
eliminovat cizorodé latky z jejich vnitFniho télniho prostredi (zejména
zinek, olovo, aflatoxin Bi, rtut a kadmium). VSechny ostatni zmény
(zejména imunosupresivni a mutagenni ucinky), ndlezy stafylokoki na
klZi, vCetné koZnich papuléznich eflorescenci, povaZujeme za druhotné
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a nasledné. Papulozni eflorescence ndm v podstaté odkryly méné odolné
a disponované jedince z dané populace prasat. Kvalita dané populace
prasat (jeji odolnost) je vyznamné ovliviiovdna vy3i procentudlniho za-
stoupeni tzv. rizikové Casti populace prasat.

Perspektivni moZnosti prevence dermatitid (vCetné papulozni derma-
titidy) v podstaté zahrnuji cesty, jimiZ lze zvySovat odolnost populaci
prasat ve velkochovech: 1. posilovat adaptacni a obranné mechanismy
prasat indikovanou a zameérnou aplikaci specificky uc¢innych latek (bio-
faktori), imunostimulac¢nich pfripravkd (napr. Impulsin, imunostimuléa-
tory typu peptidoglykanii) ¢i imunomodulacnich ptipravkl (napf. leva-
misol, ktery normalizuje defektni specifickou imunitu zprostfedkovanou
bufikami; metisoprinol, ktery ma imunostimulacni a antivirové acinky;
dializovany extrakt homogenatu leukocytd periferni krve); 2. odkryvat
a postupné eliminovat rizikovou Cast populace prasat (tj. jedince, kteri
se nedokazi prizptsobit komplexni zatéZi prostfedi velkochovi prasat)
pomoci vybranych biochemickych metod (vybaveni a aktivita detoxi-
kac¢nich enzymi), imunologickych metod (pokryvajicich oblast nespe-
cifické, bunécné a humoralni imunity ), cytogenetickych metod (nestabil-
ni strukturdlni chromozomalni aberace), event. dalSich vhodnych me-
tod; 3. zamérit Slechténi prasat i na jejich odolnost a pfizpisobivost pod-
minkdam velkochovii; 4. prohloubit studium problematiky dédi¢né pre-
dispozice k poSkozeni kliZe noxami zevniho prostredi, které se Ffadi mezi
nejvyznamneéjsi perspektivni tkoly dermatologie; 5. zvyS$it uroven zna-
losti o biochemii, fyziologii a patofyziologii ktiZe prasat.

Ekonomické ztraty zplisobené papulézni dermatitidou prasat masné-
mu a koZedélnému primyslu byly podrobné vyhodnoceny v roce 1983
(v dobe maximdalniho vyskytu papulozni dermatitidy). V tomto roce bylo
v Ceské socialistické republice zpracovdno 726 tun vepfovych kiiZi ziska-
nych z prasat postiZzenych papul6ézni dermatitidou. Pri primérné ztraté
7,66 KCs na jeden kilogram postiZzenych k@Zi Cini celkova roc¢ni ztrata
5561 160 KcCs.

KoZni zmény jsme ve sledovanych chovech zaznamenali i u C4sti
oSetfovatelli prasat. Pracovnici Vyzkumného ustavu veterindrniho 1ékafr-
stvi v Brné seznamili lékarskou sluZbu (Krajskd hygienickd stanice
v Brneé, klinika chorob z povolani lékarské fakulty Univerzity J. E. Pur-
kyné v Brné) s poznatky o obsahu Skodlivych latek ve stdjovém prostiedi
velkochovi prasat (stdjovy prach, krmné smési, napéajeci voda). V sou-
casné dobé uskuteciiuje 1ékatrska sluzba komplexni vySetieni zdravotniho
stavu o$etfovatelli prasat v téchto chovech.
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PAWKMK, W. n xon (HayuHo-uccneaoeatenbCkuu WHCTUTYT BETEPUHAPHOW MEAWULMHDI,
BpHo): 3TvMonorus M natoreHes nanynesHoro /AepmaTuta OTKOPMOUHbIX CBuHen. Veter.
Med. (Praha), 32, 1987 (8) :479-488.

CornacHo COBPEMEHHDIM AAdHHBLIM Mbl CUMTAEM nanyneaHmﬁ AepMatuT OTKOpM'Ol-IHbIX CBU-
Heln nNonudakTopuanbHOU O0NE3HbID MAMOAUCNO3MUMOHHOro xapaktepa. OH npossnseTcs
TONLKO Yy YaCTW NONYASUMM OTKOPMOUHBIX CBMHEW (y Tak Ha3. ONaCHOW 4acTU nonynsuuu),
M TONbKO NPWM NOBbIWEHHOW Harpy3ke CTOMNOBOW Cpeabl BpeAHbiMW BeuwecTBamu. OnaCHbiM
akTOpPOM MONYNSIUMM CBUHEH Mbl cCuuTaem ocobu xopowen dOPMbl, KOTOPbie He MoryT
NPUCNOCOBUTBCA K KOMNNEKCHOW Harpy3ke Cpeabl ANS NPOMbILINEHHOTO pPa3BeAeHUs CBM-
Heu. Mpu NOHUXEHUU COAEpKAHMS BDEAHbIX BEWeCTB B CBMHapHWUKE nanynesHblii aepma-
TWT yCTynaet u OnacHas uaCTb NONYNAUMM OTKOPMOUHbIX CBUHEW CKPbITHO (6€e3 Npu3Hakos)
Tepaetrcs 8 nonynsyun. OAHOW W3 NEPBLIX NPUUMH NanyNe3HOro AepMatuTa OTKOPMOUHbIX
CBMHEI Mbl CuMTaeM HeCnoCoGHOCTb 340pOBbiX ocobei ObICTPO U NONE3HO WUCKNuYaTb uy-
XEPOAHbIC BEwecTea (rnasHbIM 00pa3oM UMHK, CBUHEU, adnaToKCuH By, pTyTb M kaagMuw)
M3 CBOEro opraHu3ma. BCe OCTanbHbie W3MEHEHWA, rNaBHbIM 06pPa3OM MyTareHHble U UMMY-
HOCYNPECCUBHbIE AEWCTBUA W NanynNe3Hoe nNpOsBNEHWE Ha KOXe, NOSBAAITCA NWWwb BTO-
puuHo. Manyne3Hoe NposBNeHWEe NO CywecCTBY BbISBNSET MeHee CTOMKMX M 340pOBbIX OCO-
6ei u3 aaHHOW nonynsuuu ceuHen. [llo-HaweMy MHEHUIO BaXHYK POMb B YCTOWUMBOCTH
CBUHEW MWrpatT Tpu akTopa: 3MPEKTUBHOCTL AETOKCHMKAUMOHHDLIX MEeXaHW3MoB, COOTBeT-
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cTeyowas MYHKUMA HWMMYHWUTETHOW CUCTEMbI W IMPEKTUBHOCTL PpenapaunoHHbIX Mexa-
HW3MOB reHeTMuyeckoro annapara.

uyxepoaHble BeuwecTBa; 6MOTpaHCcDopMauMﬂ; MUMMYHOCYNpPeCCHUBHbBIE W MyTareHHble Be-
uwecTBa; KOXHoe noBpexaeHue

RASZYK, J. et al. (Veterinary Research Institute, Brno): Etiology and Pathogenesis
of Papular Dermatitis in Fattened Pigs. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) :479-488.
Judging from hitherto knowledge, papular dermatitis of fattened pigs is a poly-
factorial disease of idiodisposition nature. It affects only a part of the population
of fattened pigs (the so-called susceptible part of population), in the cases of
increased contamination of the stable environment with contaminants. The suscept-
ible part of the population includes predisposed individuals unable to cope with the
complex contamination stress of large-scale premises for pig fattening. As the con-
centrations of contaminants in the stable microclimate decrease, pajular derma.itis
starts declining and the susceptible part of the population of fattened pigs remains
latently (free of symptoms) hidden in the population. The main and primary cause
of the papular dermatitis of fattened pigs is seen in the predisposed individuals’
inability to eliminate quickly and effectively the contaminants (particularly zinc,
lead, aflatoxin Bi. mercury and cadmium) from their bodies. All the remaining
changes, particularly the mutagenic and immunosuppressive effects as well as
papular efflorescences on the skin, arise only as secondary phenomena. The papular
efflorescences in fact revealed the less resistant and predisposed individuals in the
given pig population. In our view there are three factors which play an important
role in the resistance of the pigs: the performance of the detoxicating mechanisms,
adequate function of the immunity system, and effectiveness of the reparation
mechanisms of the genetic apparatus.

contaminants: biciransformation: immunosunpressive and mutagenic effeci:: dermal
1@s.oNns

RASZYK, J. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno): Atiologiec und Patho-
genese der papulosen Dermatitis bei Mastschweinen., Veter. Med. (Praha), 32, 1987
(8) :479-488.

In bezug auf unsere bisherigen aktuellen Kentnisse halten wir die papulose Der-
matitis der Mastschweine fiir eine polyfaktorielle Krankheit mit Idiodispositions-
charakter. Sie kommt nur bei einem beschridnkten Teil der Mastschweinepopulation
(bei dem sog. Risikoteil der Population) und dies nur bei einer erhohten Belastung
der Stallumwelt mit Schadstoffen vor. Unter dem Begriff , Risikoteil der Schweine-
population® verstehen wir solche Tiere, die nicht imstande sind sich der Komplex-
belastung des Milieus der Grof3zuchten anzupassen. Hand in Hand mit der Senkung
des Gehaltes der Stallumwelt an Schadstoffen geht auch die papulose Dermatitis
zurlick und der Risikoteil der Mastschweinepopulation ist in der Population latent
(ohne Symptome) versteckt. Fir die primidre und wichtigste Ursache der papulo-
sen Dermatitis der Mastschweine halten wir die Unfahigkeit der anfélligen, dispo-
nierten Einzeltiere schnell und wirksam alle fremdartigen Stoffe (Zn. Pb. Afla-
toxin Bi. Quecksilber und Kadmium) aus ihrem Organismus zu eliminieren. Alle
anderen Verinderungen, insbesondere alle mutagenen und immunodepressiven Wir-
kungen und die papulosen Effloreszenzen auf der Haut. entstehen sekundar. Die
papulosen .Effloreszenzen entdeckten weniger resistente und disponierte Einzeltiere
in der gegebenen Schweinepopulation. Nach unserer Meinung spielen in der Re-
sistenz der Schweine drei Faktoren eine sehr wichtige Rolle: die Leistung der
Detoxikationsmechanismen, eine entsprechende Funktion des Immunitiatssystems
und die Wirksamkeit der Reparationsmechanismen des genetischen Apparates.

fremdartige Stoffe: Biotransformation: immunosuppressive und mutagene Wirkun-
gen; Hautldsion
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MORFOLOGIA A VYSKYT SUPRAEPENDYMOVYCH STRUKTUR
V KOMOROVOM SYSTEME MOZGU OVIEC

V. Rajtova

RAJTOVA, V. (Vysoka S$kola veterinarska, Kosice): Morfolégia a vyskyi
supreependymovych Struktur v komorovom systéme mozgu oviec. Veter. Med.
(Praha), 32, 1987 (8) :489-495.

Studovali sme morfologiu a distribuciu supraependymovych $truktur v komo-
rovom systéme oviec obidvocnh pohlavi beznymi histologickymi metédami.
Podlfa .varu sme rozliSili sedem foriem supraependymovych Siruktar. Naj-
castejSie a najvariabilnejsie su v infundibularnej oblasti tretej mozgovej ko-
mory. Ich vyskyt v tejto oblasti zavisi u bahnic od stavu ovarialneho cyklu,
u baranov od ro¢ného obdobia. NajhojnejSie su polgulovité az sférické svetlé
protruzie a tzv. blebs u bahnic poéas estru, v nepatrnom pocéte aj pocas
proestru, a u baranov v ,kludovom® obdobi. Barani v zimnom (kIudovom)
obdobi maju na povrchu ependymu v infundibuldrnej oblasti utvary podobné
butéonom. v letnom obdobi su tu pritomné prstovité vyrastky. U bahnic sa
tieio Struktury nevyskytuju. Domnievame sa, Ze viic¢Sia ¢asf supraependymo-
vych struktur predstavuje produkt ependymosekrécie, ktory v infundibularnej
oblasti, nie vsak inde, suvisi s pohlavim — u bahnic s ovarialnym cyklom
a u baranov s ro¢nym obdobim,

cerebroneuralny systém: ependym: bhahnica; baran

Medzi regiondlne zvlaStnosti v stavbe ependymovej vystielky ventri-
kularneho systému mozgu CNS u vertebrat patria aj Struktuiry, ktoré su
na jej povrchu a prominuji do cerebrospindlneho moku. Ide o tzv. supra-
ependymové Struktiry (SES), za ktoré sa okrem cilii a mikroklkov po-
vazuju aj vybeZky ependymovych a nervovych buniek, rézne bunecné
protrizie a pod. U niektorych cicavcov pritomnost SES opisali napr.
Leonhardt (1977) u krédlika, Schwanitz (1969), Booz (1975)
u potkana, Hannah a Geber (1972) u Skrecka, Coates (1973,
1975, 1977) u cloveka a makaka, Clementi a Marini (1972)
u macky. Z hospodarskych zvierat sa o pritomnosti mechtrikovitych
Struktur (blebs) v infundibule oviec zmiefiuji Kozlowski ai. (1973),
ktori vSak neuvadzaji, ¢i su tieto Struktiry pritomné u bahnic alebo
u baranov, ani neuvadzaju stav ich sexudlneho cyklu.

SES tvoria sucast ependymovej vystielky a stvisia s jej funkciou,
aj ked doteraz nie je zndme, akého si charakteru.

V tejto praci sa chceme zaoberat za pomoci beZznych his:ologickych
metod morfologiou a distribiciou SES u merinovych oviec v zavislosti
od pohlavia, stavu ovaridlneho cyklu a ro¢ného obdobia.
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MATERIAL A METODA

Pouzili sme spolu 68 dospelych oviec plemena merino obidvoch pohlavi. U bah-
nic sme stav cyklu uréovali na zaklade nalezu na ovariach, samcov sme usmrcovali
v zimnom obdobi (december—januar), v mesiacoch jun a jul, v obdobi pripustania
(september—oktober), po kastracii a po transpozicii semennikov do brusnej dutiny
(experimentalni kryptorchidi). Fixaciu mozgov sme vykonali perfuziou pufrova-
nym 3“,, formalinom alebo Bouinovym roztokom po predchadzajucom preplachnuti
krvného rie¢ista 0,2 M fosfatovym pufrom (pH 74). Parafinové rezy (7T—8 um) sme
farbili hematoxilin-eozinom, zelezitym hematoxilinom, chrom-hematoxylinom-floxi-
nom, aldehyd-fuchsinom a PAS metodou na mukopolysacharidy.

VYSLEDKY

Obidve metody na stanovenie neurosekiétu (chrom-hematoxylin-tlo-
xin a aldehyd-fuchsin) boli v pripade SES negativne, podobne aj reakcia
PAS na mukopolysacharidy. SES sa zretelne farbili len hematoxylin-
-eozinom a Zelezitym hematoxylinom.

U bahnic a baranov sme v komorovom systéme pozorovali tieto for-
my SES:

1. Rozsiahle Struktury multicelularneho charvakteru, kioré tizkou stop-
kou suvisia s povrchom ependymovych buniek (obr. 1, 2). Nachadzaju sa
len v recessus infundibuli (r.i.) a na povrchu eminentia mediana (EM)
a pozorovali sme ich u bahnic na zaCiatku gravidity a u baranov v letnom
obdobi (jun — jul).

2. Polgulovité aZz mechuarkovité Struktary roznej velkosti, Kktoré
Sirokou bdzou sivisia s ependymom (obr. 3, 4). Maju amorfny obsah,
ktory v réznom stupni vakuolizuje. BeZne sa oznacuju ako ,blebs”. Pri-

1. Velka supraependymova Struktura multicelularneho charakteru v urovn: recessus
infundibuli (baran. jun) — A large supraependymal structure of multicellular nature
at the level of recessus infundibuli (ram, June)

2. Supraependymova S§Stiruktura multicelularneho charakteru v Grovni eminentia
mediana (baran. jun) — Multicellular supraependymal struciure at the level of
eminentia mediana (ram, June)

3. Polgulovita supraependymova Struktura z oblasti recessus infundibuli (bahnica.
anestrus) — Hemispherical supraependymal structure in the region of recessus
infundibuli (ewe, anoestrus)

4. Mechurikovita supraependymova struktura z oblasti recessus infundibuli (bahni-
ca, anestrus) — A vesicular supraependymal structure in the region ol recessus
infundibuli (ewe, anoestrus)
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5. VoIna, bunke podobna suprazpendy-
mova Struktura s tmavym jadrom —
A loose. cell-like supraependymal struc-
ture with a dark nucleus

6, 7, 8. Svetlé polgulovité a sférické
protriuzie z hornej polovice infundibu-
larnej oblasti (bahnica, anestrus) —
Light-coloured hemi-spherical and sphe-
rical protrusions from the upper half of
the infundibular region (ewe, anoestrus)

tomné su na povrchu r.i. a EM. Tie, ktoré maju polguiovity tvar, sme
nasli aj v oblas!i foramen intraventriculare a nad nucleus caudatus.
Blebs st pocetné u bahnic v obdobi anestru, ojedinele aj v proestre. Na-
padne nizke a Siroké su u barvanov v Case sexualneho kiudu (janudr,
februar). Nalez polgulovitych Struktar mimo oblast tanycytového epen-
dymu je fakultativny a bez zavislosti od pohlavia.

3. Volné vicsie alebo mensSie bunkam podobné SES s okrihlym az
pretiahnutym tmavym jadrom (obr. 5). Vyskytuji sa na povrchu recessus
infundibuli, v malom pocte aj v aquaeductus mesencephali, na dne Stvrtej
mozgovej komory, v cornu rostrale a v spojovacom kanaliku k bulbus
olfactorius (ventriculus lateralis). Ich vyskyt nie je zavisly od pohlavia
ani stavu sexualneho cyklu.

4. Polgulovité svetlé (obr. 6—9) a tmavé (obr. 10, 11) sférické
Struktiry, ktoré suvisia s povrchom ependymovych buniek alebo si vol-
né. Niekedy su védcSie ako bunky leZiace pod nimi. Vnitorna stavba
svetlych Struktar je amorfnd, stavba tmavych Struktidr nie je zrete!na pre
ich syte sfarbenie. Vyskyt svetlych SES je Castej§i. Pritomné su v cornu

9. Svetlé sférické protruzie nad organum
subcommissurale — Light-coloured sphe-
rical protrusions above the organum
subcommissurale

10, 11. Tmavé sférické protruzie z in-
fundibularnej oblasti — Dark spherical
protrusions from the infundibular region
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12.  Buténu podobna
supraependymova Struk-
tira z hornej polovice
infundibularnej oblasti
(baran, zimné obdobie)
— Button-like supra-
ependymal structure in
the upper half of the
infundibular region
(ram, winter season)

13. Prstovity vyrastok
ependymu z hornej po-
lovice  infundibularnej
oblasti (baran, zimné
obdobie) — Finger-like
protrusion of ependyma
from the upper half of
the infundibular region
(ram, winter season)
14, 15. Butonom podobné Struktury v urovni eminentia mediena (bahnica dva me-
siace po n6rode) — Button-like structures at the level of eminentia mediana (ewe.
two months after parturition)

occipitale lateralnej komory, v celej tretej mozgovej komore s vynimkou
r.i. Ich najcastejSi vyskyt sme zaznamenali u bahnic v Case anestru,
v malom pocte aj v proestri.

5. Malé okruhle alebo ovalne Struktiry, ktoré tenkou stopkou suvisia
s prisluSnou ependymovou bunkou. Maji amorfny alebo slabo granulo-
vany obsah. Sporadicky sa vyskytuju v r.i. obidvoch pohlavi.

6. Prstovité vyrastky (obr. 13) sa objavuji len v strednej tretine
infundibularnej oblasti u baranov v letnom obdobi.

7. SES podobné buténom su pritomné v strednej tretine infundibu-
larnej oblasti baranov v zimnom obdobi (obr. 12); na povrchu eminentia
mediana sme ich na$li u bahnic dva mesiace po porode [obr. 14, 15).

DISKUSIA

Na povrchu ependymu oviec, podobne ako u mnohych inych cicav-
cov, sa vyskytuju Struktary roézneho tvaru, velkosti a s:avby. LeZia bud
volne na povrchu ependymovych buniek, alebo s nimi v 16znom stupni
stvisia, a prominuju do ventrikuldrneho limenu.

Zo Studia protrazii sférického tvaru v elektronovom mikroskope vy-
plyva, Ze u potkana tieto Struktiry obsahuja viac alebo menej zahuste-
ni jemnozrnni zdkladnd plazmu a velky pocet polyribozomov (B oo z,
1975). Histochemické $tudium na polysacharidy a kaiecholaminy v SES
ventrikuldrneho systému potkana bolo negativne (Booz, 1975). Potvr-
dilo to tieZz naSe Stidium u oviec, pri ktorom PAS-reakcia na nolysacha-
ridy a farbenie na neurosekrét boli vzdy negativne.

Viaceri autori (Anand Kumar, 19638; Schwanitz, 1969;
Hannah a Geber, 1972; Booz 1975 Shioda a i, 1977) na
zaklade Stidia vo svetelnom, ale aj elektronovom mikroskope sa zhoduju
v tom, Ze SES predstavuju produkt apikdlnej sekrécie ependymovych
buniek. Dierickx a de Waele (1975) naSli sekretné granuly na
dne tretej mozgovej komory amfiibii aj po aplikacii katecholaminov, ho-
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ci ich vébec neobsahuji. Booz (1975) pozoroval sekreCné granuly
u potkanov aj pocas fetalneho Zivota, ich funkciu vSak nemohol objas-
nit a predpokladd, Ze ide pravdepodobne len o prechodny stav.

SES rézneho tvaru a stavby sa vyskytovali na povrchu temer celého
ventrikularneho systému oviec obidvoch pohlavi. Frekvencia ich vyskytu
v mozgovych komorach je najCastejSia a najhojnej$ia v regio infundibu-
laris, kde ich ndlez mozno dat do suvislosti s pohlavim a so stavom ova-
ridlneho cyklu bahnic, ¢iastoCne aj so sezéonnostou baranov. Napr. v hor-
nych dvoch tretindch infundibuldrnej oblasti sa najCastejSie vyskytuji
polgulovité aZ sférické Struktiry so svetlym obsahom, pritomnost kto-
rych je zvlaSt charakteristickd pre bahnice v anestre, v malej miere
aj v proestre, nie vSak v inych Staddidch ovaridlneho cyklu, alebo u ba-
ranov. Na rozdiel od naSich pozorovani u bahnic naSiel Anand Ku-
mar (1968) SES u samic makaka v strede ovaridlneho cyklu; postupne
sa zmen$ovali a zanikli poCas menstrudcie. Ndpadné zmnoZenie SES
v hornej polovici infundibularnej oblasti bolo pozorované po celotelovom
kontinualnom oZiareni anestrickych bahnic (Rajtova a i, 1983).

PoCas anestrického Stddia ovaridlneho cyklu v infundibuldrnom
recese bahnic st hojné SES, ktoré sa oznacuju ako blebs (2. skupina);
nizke a ojedinelé su tiez pocas proestru a u baranov v ,kludovom“ zim-
nom obdobi. U ostatngch bahnic a baranov chybaji. Dalej napr. v hornej
polovici r.i. st u baranov v letnom obdobi pritomné prstovité vyrastky,
v ,kludovom“ zimnom obdobi zasa S$truktiry podobné buténom.

Pritomnost mechuarikovitych uatvarov (blebs) — ide o tzv. blebing
phenomenon (Knowles a Anand Kumar, 1969; Coates, 1973)
— déava sa do vztahu s estrom samic makaka alebo so zmenami gona-
dalnych steroidov. Ako uvadzaju Scott a i. (1975), tieto utvary pred-
stavuja sekrecny produkt ependymovych buniek so S$pecifickym cielo-
vym ucinkom. MéZu vSak predstavovat aj odpadovy produkt metaboliz-
mu, pretoZe CNS nemd vytvorenu pravu lymfaticki drendZ tak, ako ju
maju iné organy.

Tie volné SES u oviec, ktoré maji podobnid histologicki stavbu ako
ependymové bunky leziace pod nimi, predstavuju bunky ,vypadnuté*
zo suvislého radu. Po ich zvdc¢Seni a nabobtnani sa rozpadni a stani sa
sucastou cerebrospindlneho moku. Tym, Ze sa na sekrét ,obetuje“ cela
bunka, ependym na niektorych miestach pripomina holokrinny typ
sekrécie.

Obrovské SES multicelularneho charakteru, ktoré sme nasli u oviec
v r.i. a na povrchu eminentia mediana, sa u doteraz Studovanych cicav-
cov neopisuji. Ani ich funkcia ndm nie je znama, pravdepodobne aj tie
predstavuju urcity druh sekrécie ependymovych buniek.

Nie v8etky SES cicavcov stvisia s apikalnou ependymosekréciou.
Ide najmé o bulb6zne rozSsirenia dendritov tzv. likvor-kontaktnych neuro-
nov (Shioda ai., 1977, Korf a i., 1983), alebo o makrofagy (Kolme-
rove bunky) u nizSich vertebrat (Bleier a i, 1975; Shioda a i,
1977). Tieto Struktdry tvoria sucast fagocytdarneho systému mozgu;
u oviec sme ich nepozorovali ani v riadkovacom elektréonovom mikrosko-
pe (Rajtova, v tlaci).

Domnievame sa, Ze vicsia Cast SES, ktoré sme na3li u oboch pohlavi
oviec, predstavuje sekrec¢ny produkt, ktorého pritomnost alebo mnoZstvo,
podobne ako napr. u makaka (Anand Kumar, 1968), zavisi u bahnic
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od stavu ovaridlneho cyklu a u baranov od rocného obdobia. Plati to vSak
len pre infundibuldrnu oblast tretej mozgovej komory, nie pre cely ventri-
kularny systém.
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PAUTOBA, B. (BetepuHapHbin UHCTUTYT, Kowwuye): Mopdonorus u nossneHue cynpasneH-
AMMaNbHLIX CTPYKTYp B KaMepHOi cucteme Mosra oseu. Veter Med. (Praha). 32, 1987
(8) : 489495,

Mel uiyuanu MOpPMONOrUI0 U AUMCTPUOYLUIO CYynpasaneHAMManbHbix CTPYKTYP B KaMEPHOM
CUCTEME OBeU ABYX NOMNOB C NOMOULbIO OObIUHbBIX rUCTONOTMUECKUX MeToaos. (Mo obuemy
BUAY Mbl PasnuuunuM CeMb (OPM CynpasneHAuMManbHbix CTPYKTYP; HauWuaCTenlMe M Hau-
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6onee MiMEHUMBbBIE HAXOAATCH B WMHADYHAMOYNspHOW 06naCTu TpeTben MO3roBOW Kamepbl.
Mx noseneHue B 3TOW 06NACTWU Yy NNEMEHHbIX OBEL 3aBUCUT OT COCTOAHMA LMUKNA AUUYHWUKOB,
y 6GapaHoe OT BpeMeHu roaa. Haubonee OOGUNLHBIMU ABNSIOTCA NONYLIAPOBbie NOUTH Cde-
pUUECKUE CBETNble NPOTPY3MKM K Tak Ha3. blebs y oseu Bo Bpems aHecTpa u B HeGONbLIOM
KONUuUecT3e BO Bpems npoectepa, a y 6apaHoB B «CnoKoWHoOM» nepuoa®. Y GapaHos
2 3UMHEM «CNOKOWHOM» MNepuoge MMEKTCS Ha NOBEPXHOCTU 3NEHAUMbLI B MHMYHAWIynsp-
HOW obGnactu obpa3oBaHus NOXoxue Ha OYTOHbl, B NETHWW NEepuoae 34eCb HaXOAATCH
nanbyesuaHble BbIPOCTKU. Y OBEUEK 3TW CTPYKTYpPbl He nosieasoTcs. [lymaem, uTo uacTb
CynpasneHaumManbHbix CTPYKTYp npeactanser coBoW NPOAYKT 3NEHAUMOCEKPEUMU, KOTO-
pblt & WHAYHAMOYNAPHOW 06NacTu, a He B APYroM MecTe, 3aBUCUT OT nona — y OBey OT
UMKN2 SMUHMKOB, a y HapaHOB OT BPEMEHW roaa.

yepeipoHeBpanbHas CUCTEMa; 3NCHAWM, oBua; GapaH

RAJTOVA, V. (University of Veterinary Medicine, KoSice): The Morphology and
Occurrence of the Supraependymal Structures in the Ventricular System of the
Brain of Sheep. Veter. Med. (Praha). 32, 1987 (8) : 489-495.

The morphology and distribution of supraependymal structures in the ventricular
system of sheep of both sexes were studied by common histological methods. Seven
forms of supraenendymal structures were distinguished according to shape: they
are most frequent and most variable in the infundibular region of the third
cerebral ventricle. In the ewes their occurrence in this region depends on the
status of the ovarial cycle and in the rams it depends on the year season. The
most frequent forms are hemi-spherical to spherical light-coloured protrusions and
the so-called blebs: in the ewes they occur during anoestrus and, to a minor
extent, during proestrus, and in rams in the “rest” period. In the winter reason
(the rest period) the rams have button-like formations on ependyma surface in the
infundibular region, and in summer there are finger-like protrusions. No such
structures occur in the ewes. A larger part of the supraependymal structures arve
believed to be products of ependymosecretion which. in the infundibular region
but nowhere else, is associated with sex: with the ovarial cycle in the ewes and
with the year season in the rams.

cerebroneural system: ependyma: ewe; ram

RAJTOVA, V. (Veterinirmedizinische Hochschule, Kosice): Morphologie und Vor-
kommen von Supraependymstrukturen im Hirnkammernsystem des Schafes. Veter.
Med. (FPraha). 32. 1987 (8) : 489-495.

Mit Hilfe geldufiger histologischer Methoden studierten wir die Morphologie und
Distribution von Supraependymstrukturen im Hirnkammernsystem von Schafen
beider Geschlechter. Der Form nach waren sieben Formen der Supraependym-
strukturen auseinanderzuhalten; am hiiufigsten und variabelsten sind sie im Infun-
dibularbereich der dritten Hirnkammer. Ihr Vorkommen in dieser Region hingt
bei den Mutterschatfen vom Stand des Ovarialzyklus, bei den Bocken von der
Jahreszeit, ab. Am hiufigsten sind halbkugelige bis sphérische helle Protrusionen
und sog. ..Blebs* (Blischen) bei Mutterschafen wihrend des Anoestrus, in geringer
Zahl auch wihrend des Proestrus und bei den Bicken in der .Ruheperiode® zu
beobachten. Die Bocke haben im Winter (in der Ruheperiode) an der Ependym-
oberfliche in der infundibularen Region buttonidhnliche Gebilde, in der Sommer-
periode sind fingerartige Auswilichse vorhanden. Bei Mutterschafen kommen diese
Gebilde nicht vor. Wir vertreten die Ansicht, da3 der liberwiegende Teil der Supra-
ependymstrukturen ein Produkt der Ependymsekretion darstellt, das in der infun-
dibularen Region — anderswo jedoch nicht — mit dem Geschlecht in Zusammen-
hang steht: bei den Mutterschafen mit dem Ovarialzyklus und bei den Bdécken mit
der Jahreszeit.

Cerebroneuralsystem:; Ependym: Mutterschaf; Schafbock

Adresa autorky:

MVDr. Viera Rajtova, CSc., Vysoka $kola veteriniarska, Komenského 73. 041 81
Kosice
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LYOFILIZACE DERMATOFYTU

A. Rybnikar, J. Schmied, J. Strossa

RYBNIKAR, A. — SCHMIED, J. — STROSSA, J. (Bioveta, n. p., Ivanovice
na Hané): Lyofilizace dermatofytu. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) :497-508.

Pri lyofilizaci 16 kmentu dermatofytt bylo dosaZeno nejlepSich vysledku pre-
zivani u kultur slozenych prevazné z mikrokonidii. Viabilita kmenu tvoricich
hlavné makrokonidie, chlamydospory a hyfy byla vlivem lyofilizace vyrazné
snizena. Jako u¢inné protekéni lyofiliza¢ni médium pii lyofilizaci a dvouletém
udrzovani kultury Trichophyton mentagrophytes a T. verrucosum se osvédéil
2.5", roztok zelatiny + 3.75", roztok sacharozy. Velmi dobrych vysledka bylo
dosazeno také pri pouziti roztokt sacharézy (3,75; 7.5 a 15";), u nékterych
vzorkla vsak byla zjisténa zvysSena relativni zbytkova vlhkost lyofilizata. Skla-
dovani lyofilizovanych kultur dermatofytt bylo uspésné pri chladni¢kové teplo-
té. Pri udrzovani lyofilizati v laboratorni teploté se podstatné snizila zivoia-
schopnost kment nezavisle na tom. zda byly uchovavany na svétle nebo
v temnu, Zivnou pudu pri rekonstituci lyofilizovanych kmenu je nutné vybirat
na zakladeé rustovych pozadavkt jednotlivych kultur. V nasich pokusech se
osveédcéily zejména sladinkové pldy a Sabouraudtv agar, ze zahraniénich médii
Mycological agar a Mycobiotic agar.

ochranna lyofilizaéni média; viabilita lyofilizovanych vzorkl: udrzovani lyofi-
lizata; rekonstituce lyofilizovanych kultur

Konzervace mikroorganismi lyofilizaci je jiZ po nékolik desitek let
uspésné vyuZivana pri mikrobiologické praci. Vyznamné uplatnéni nasla
také v mykologii. Kultury mikroskopickych hub uchovédvané v lyofilizo-
vaném stavu si po dlouhé obdobi udrZuji charakteristické vlastnosti a ne-
doché&zi u nich k pleomorfnim ani jinym zméndm. Pokusy vSak ukézaly,
Ze pro nékteré druhy hub je tento zplisob udrZovani malo vhodny. Jde
pfedevSim o houbové Kkultury s nizkou sporulaéni schopnosti. Do této
skupiny patfi i nesporulujici kmeny dermatofyt.

V naSem podniku — Bioveta, Ivanovice na Hané — se zabyvame
otazkami lyofilizace koZnich patogennich hub vice neZ deset let. ZkuSe-
nosti ziskané pri lyofilizaci vakcina¢nich a sbirkovych kmend a kultur
dermatofytdi izolovanych z koZnich mykotickych 1ézi zvifat uvddime
v pfedloZené praci.

MATERIAL A METODA

VYBER OCHRANNYCH LYOFILIZACNICH MEDI!

K lyofilizaci byl pouzit homogenizat sporulujici kultury Trichophyton verru-
cosum Bodin 1902 CCM F-650, obsahujici
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a) 2,5, roztok zelatiny + 3,75 roztok sacharozy;
b) 2,5 roztok Zelatiny;

c) 3,75, roztok sacharozy;

d) 50%, hovézi sérum inaktivované;

e) 08", fyziologicky roztok — kontrolni vzorek.

V dalsim pokusu byla lyofilizovana sporulujici kultura Trichophyton menta-
grophytes (Robin 1853) Blanchard 1896 ¢. AB-80. Jako ochranné lyofilizaéni médium
byl pouzit 2,5, roztok zelatiny + 3.75%, roztok sacharozy a dale roztoky sacharozy
o ruzné koncentraci (3,75%,; 7,5%,: 15%,). Kontrolni vzorky byly lyofilizovany bez
ochranného média ve fyziologickém roztoku.

Zmrazeni vzorku v obou pokusech probéhlo pri teploté —50°C po dobu 24 ho-
din, suSeni v lyofiliza¢nim zarizeni LZ-9 (Frigera, n. p.. Kolin) po dobu 40 az
45 hodin. Lékovky s lyofilizovanymi vzorky byly uzavieny lyofilizaénimi zatkami
ve vakuu.

U pokusnych vzorku (tri lékovky z kazdé pokusné varianty) bylo pred lyofili-
zaci, ihned po lyofilizaci a po jednom a dvou letech udrzovani v lyofilizovaném
stavu pri chladnickové teploté plotnovou dilu¢ni metodou zjisténo mnozstvi zivota-
schopnych jednotek tvoricich kolonie (CFU). Vysev redénych vzorka byl proveden
na Petriho misky se Sabouraudovym agarem. Narostlé kolonie byly poc¢itany po
sedmi dnech inkubace pri teploté 28 °C.

PREZIVANI DERMATOFYTU PRI LYOFILIZACI

Kultury 16 kment dermatofyti byly pomnozeny po dobu 7 az 16 dnu na sla-
dinkovém agaru pri teploté 28 °C a homogenizovany ve fyziologickém roztoku. Jako
ochranné lyofilizaéni médium byl pouzit roztok zelatiny (2.5",) a sacharozy (3,75").
Pred rozplnénim a lyofilizaci houbovych suspenzi bylo mikroskopicky vysetreno
mikromorfologické slozeni kultur. Mnozstvi viabilnich CFU pred lyofilizaci a po ni
bylo zjisténo opét plotnovou diluéni metodou vysevem redényveh vzorkt na Sabou-
raudav agar. Také zpusob lyofilizace kultur by! stejny jako v predchozim prikladu.

VLIV ZPUSOBU UDRZOVANI LYOFILIZOVANYCH VZORKU
NA ZIVOTASCHOPNOST DERMATOFYTU

Homogenni suspenze 11 kmenl dermatofytu byly lyofilizovany s pouzitim roz-
toku 2,5", zelatiny + 3,75", sacharézy jako ochranného lyofilizaéniho média. Ihned
po ukoncéeni lyofilizace byl zjistén u kazdého kmene plotnovou diluéni metodou
na Sabouraudové agaru pocet zivotaschopnych jednotek CFU. Zbyvajici lyofilizo-
vané vzorky byly umistény

a) do chladni¢kové teploty 2 az 6 “C;

b) do laboratorni teploty (18 az 26 “C) na sveétle;

¢) do laboratorni teploty (18 az 26 “C) v temnu.

Po jednom roce udrzovani v uvedenych pomérech byla uskuieénéna zkou$ka
zivotaschopnosti kultur opét plotnovou diluéni metodou. Relativni zbytkova vlhkost
lyofilizata byla zjisfovana ihned po lyofilizaci a ani u jednoho vzorku nepre-
sahla 3%,

VYBER VHODNE ZIVNE PUDY PRI REKONSTITUCI
LYOFILIZOVANYCH KULTUR

Lyofilizované vzorky ¢étyr kultur dermatofyta (Trichophyton equinum, T. men-
tagrophytes, T. terrestre a T. verrucosum) byly po jednom roce uchovavani v chlad-
ni¢ce redény fyziologickym roztokem a vysety standardnim zpuUsobem na 12 druhu
¢erstvé pripravenych zivnych pud: Bacto Trichophyton agar 1 az 7 (Difco), Bacto
Mycological agar (Difco), Bacto Mycobiotic agar (Difco). Sabouraudav agar (Imuna,
n. p.. Sari§ské Michalany), agar se sladinkovym extraktem (Imuna) a sladinkovy
agar s peptonem (5 g.l1-!), pripraveny z ¢erstvé pivovarské sladinky. pH viech pud
bylo upraveno na 6,2 az 6.6.

Po sedmi az deviti dnech kultivace pri teploté 28 "C byly u vSech kmenu spo-
¢itiny narostlé kolonie. Ziskané hodnoty byly pouzity k vypoétu mnozstvi zivota-
schopnych jednotek CFU v 1 em? fedéného lyofilizatu (kultivaéni zachytnost), zjis-
téného na jednotlivych zivnych meédiich.
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VYSLEDKY

VYBER OCHRANNYCH LYOFILIZACNICH MEDII

Nejvyssi protekcni vliv pri lyofilizaci a jednoro¢nim udrZovani kul-
tury T. verrucosum v chladni¢ce byl zjist€n u roztoku 2,5% Zelatiny +'
+ 3,75% sacharézy (obr. 1 a 2). Pfi porovnani se stavem po lyofilizaci
byl vSak relativni pokles Zivotaschopnosti kultury po dvou letech udrZo-
vani ve vSech pokusnych variantach pribliZné stejny.

1. Prezivani kultury Trichophyton wver-
rucosum pri lyofilizaci za pouziti néko-
lika ochrannych lyofilizaénich médii

osa x: gouiité ochranné lyofilizaéni mé- 1
dium: + S = 259, roztok zelatiny +

+ 3,759, roztok sacharézy; Z = 259,
roztok zelatiny; S = 3,759, roztok sa- % 662
char6zy; SE = 509, hovézi sérum inakti- —
vované; F = 0,89, fyziologicky roztok;
osa Y: procentudlni mnozstvi jednotek 501
tvoricich kolonie (CFU) po lyofilizaci 3%

337
proti poétu pred lyofilizaci (pocet pred 2%
lyofilizaci = 100 %) —
The survival of Trichophyton wverru-

SE F

cosum culture lyophilized with several
protective lyophilization media o
xr-axis: the protective lyophilization »s 7 s
media: Z + S = 259, solution of ge-
latine + 3.75%, solution of saccharose;

= 25", solution of gelatine; S = 3.75%, solution of saccharose; SE = 509,
inactivated bovine serum; F = 089, saline. y-axis: percentual amount of colony-
-forming units (CFU) after lyophilization vs. the number before lyophilization
(number before lyophilization = 1009 )

2, Vliv ochrannych lyo-
filizaénich médii na pre- |
zivani kultury T. verru- A
cosum po roce a po 400 993
dvou letech udrzovani i
v lyofilizovaném stavu
v chladni¢kové teploté g
osa x: pouzité ochran- 1.
né lyofilizaéni médium s

(stejné symboly jako G 921 20 563
u obr. 1); doba udrzo- 50
vani. osa y: procentual- T
ni mnozstvi CFU po
roce a po dvou letech
udrzovani proti pocétu
ihned po lyofilizaci (po-

¢et ihned po lyofiliza-

ci = 1009, — 0
The effect of protective
lyophilization media on
the survival of T. ver-
rucosum culture after one and two years of storage in lyophilized state at refri-
gerator temperature

x-axis: protective lyophilized medium (symbols the same as in Fig. 1); time of
storage. y-axis: percentual amount of CFU after one and two years of storage vs.
the number just after lyophilization (number just after lyophilization = 100 %)

616 614

112 112 112 4] 2 112 ROK

s z 5 SE E
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3. Prezivani kultury Trichophyton men-
tagrophytes pii lyofilizaci za pouziti né-
400 kolika ochrannych lyofilizaénich meédii
osa x: pouzZité ochranné lyofilizaé¢ni mé-
dium: Z + S = 259, roztok zelatiny +
+ 3,759, roztok sacharézy; 3,75; 17,5;
Gﬂ 600 Gjé 15 = 3,75%; 7,5%:; 15°, roztok sacha-
rézy; F = 08%, fyziologicky roztok;
50 osa y: stejné jako u obr. 1 —
The survival of Trichophyton mentagro-
320 phytes culture lyophilized with several
protective lyophilization media
x-axis: the protective lyophilization
media: Z + S = 2.59, gelatine solution +
s + 3.759, soluﬂtion of saccharose; 3.75,
= 75, 15 = 3.715%,, 7.5, 15", saccharose
25 35 5 45 F solution; F = 0.8, saline: y-axis: the
same as in Fig. 1

e

4. Vliv ochrannych lyo-
filizacnich médii na pre-
7 zivani kultury T. men-
' 9592 q tagrophytes po roce a po
A00T a7 &7 920 dvou letech udrzovani
i 'T—- 650 v lyofilizovaném stavu

e 810 B 2t v chladni¢kové teploté
! osa x: pouzité ochran-
—16‘:,6 né lyofilizaéni médium
] (stejné symboly jako

O
~

F

u obr. 3); doba udrzo-
501 vani; osa y: stejné jako
u obr. 2 —
The effect of protective
lyophilization media on
the survival of T. men-
1]z 12 42 1]2 112 ROK tagrophytes culture after
1) one and two years of
7+S 375 75 45 E storage in lyophilized
f ! state at refrigerator
temperature
x-axis: the protective lyophilization media (symbols the same as in Fig 3): time
of storage. y-axis: the same as in Fig. 2

Zkoumané roztoky sacharozy v 3,75 az 15% koncentraci prokdazaly
protekéni ucCinek pri lyofilizaci a dvouletém udrZovani kultury 7. men-
tagrophytes stejné dobry jako roztok 2,5% Zelatiny + 3,75% sacharozy
(obr. 3 a 4) nebo i vy$8i. U vzorkl se 7,5% a 15% sacharozou byla zjiste-
na zvySena zbytkova vlhkost lyofilizattd (3 az 4 %), ktera u ostatnich
vzorkl nepresahla 2,5 %.

PREZIVANI DERMATOFYTU PRI LYOFILIZACI

NejlepSich vysledkii prezivani pri lyofilizaci bylo dosazeno u kultur
sloZzenych prevdaZzné z mikrokonidii (obr. 5). MnozZstvi Zivotaschopnych
CFU po lyofilizaci bylo u téchto Kkultur v porovnani se stavem pred
lyofilizaci 30 aZ 88 %. Relativni sniZeni Zivotaschopnosti u kment slo-
Zenych hlavné z hyf, makrokonidii a chlamydospor bylo vlivem lyofili-

Pyl

zace vyrazné vyssi (obr. 6).
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5. Prezivani kultur der- ‘
matofytl, slozenych pre-
vazné 2z mikrokonidii, °|
pri lyofilizaci 100
osa x: pouzita kultu- 1
ra; MG = Microsporum T ]
gypseum; TE1 = Tri-
chophyton equinum ¢&. i 559 618 M
4036; TE2 = T. equinum _. | 5& !
¢. 4043; TM = T. men- 1

tagrophytes var. menta- !

grophytes; TQ = T. ;

mentagrophytes var. |

quinckeanum; TR1 = |

il rt’;‘brumbé. 37;6'1‘12425;—- sl 7 % (5 —
TT =.T.T:‘er:1;stre;;I‘V1 = MG TE, TE, TM TQ TRy TR, TT TV TV

= T. verrucosum ¢. 47,

TV2 = T. verrucosum ¢, 52; osa y: stejné jako u obr. 1 —

The survival of dermatophyte cultures, consisting mostly of conidia, when sub-
jected to lyophilization

x-axis: the culture used; MG = Microsporum gypseum; TE1 = Trichophyton equi-
num no. 4036; TE2 = T. equinum no. 4043; TM = T. mentagrophytes var. mentagro-
phytes; TQ = T. mentagrophytes var. quinckeanum; TR1 = T. rubrum no. 197;
TR2 = T. rubrum no. 454; TT = T. terrestre; TV1 = T. verrucosum no. 47; TV2 =
= T. verrucosum no. 52: y-axis: the same as in Fig. 1

373

6. Prezivani kultur dermatofytd, sloze-
nych prevazné z chlamydospér (E. floc-
cosum), hyf (M. canis, T. violaceum) a o
makrokonidii (M. cookei, T. ajelloi), pii '°
lyofilizaci

osa r: pouZitd kultura: EF = Epider- ‘@
mophyton floccosum; MCi = Micro-
sporum canis ¢ 4063; MC2 = M. canis

¢. 6602; MCO = M. cookei; TA = Tri-
chophyton ajelloi; TVI = T. violaceum;
osa y: stejné jako u obr. 1 —

The survival of dermatophyte cultures 50T
with a predominance of chlamydospores
(E. floccosum), hyphae (M. canis, T. vio-
laceum) and macroconidia (M. cookei,
T. ajelloi) during lyophilization

x-axis: the culture used: EF = Epi- 36 S°
dermophyton floccosum; MCi1 = Micro- b 91 T . | .2—'51
sporum canis no. 4063; MCz = M. canis

no. 6602; MCO = M. cookei; TA = Tri- EF MG, MG, MO TA TV

chophyton ajelloi; TVI = T. violaceum;
y-axis: the same as in Fig. 1

VLIV ZPUSOBU UDRZOVANI! LYOFILIZOVANYCH VZORKU
NA ZIVOTASCHOPNOST DERMATOFYTU

Relativni sniZeni viability kultur po jednom roce udrZovani bylo
nejnizsi u vzorkG uchovavanych v chladni¢ce. Relativni pokles Zivota-
schopnosti u vzorkdl udrZovanych pri laboratorni teploté byl vyrazné
vy38i. Viabilita kultur nebyla vyznamné ovlivnéna podminkou, zda byly
vzorky udrzovany na svétle nebo v temnu (obr. 7 a 8).
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7. Prezivani lyofilizova-

5 nych Kkultur dermatofy-
3 %30 ti, slozenych prevazne
. ! &0 z mikrokonidii, po roé¢-

] T%G 6 nim uchovavani v chlad-

? o1 - o2 e e ] ni¢kové teploté (CH) a
| 3 3 ; pri pokojové teploté na
0,5 506 svétle (S) a v temnu (T)
osa x: pouzita kultu-
ra: MG = Microsporum
ﬁ 202 gypseum; TE = Tri-

fo chophyton equinum:
cH| T|'S Tls| Jer|T|s| v T|s| feHlTls| kM T|S TMi1 = T. mentagrophy-
Ll -l L tes €. 506; TM:2 = T.
MG TE ™y ™, Ta TV mentagrophytes &. 509;
TQ = T. mentagrophy-
tes var. quinckeanum; TV = T. verrucosum; osa y: procentualni mnozstvi CFU
po ro¢nim udrzovani proti stavu ihned po lyofilizaci (poéet ihned po lyofili-
zaci = 1009%,) —
The survival of the lyophilized cultures of dermatophytes with a predominance
of microconidia after a year of exposure to refrigerator temperature (CH) and
to room temperature in light (S) and in the dark (T)
x-axis: the culture used: MG = Microsporum gypseum; TE = Trichophyton equi-
num; TM1 = T. mentagrophytes no. 506; TM2 = T. mentagrophytes no. 509; TQ =
= T. mentagrophytes var. quinckeanum; TV = T. verrucosum; y-axis: percentual
amount of CFU after a yvear of storage vs. the statius immediately after lyophi-
lization (number just after lyophilization = 100 %)

&
F

504 47

. 8. Prezivani lyofilizova-
/ nych kultur dermatofy-
957 T8 th, sloZzenych pievazné
Ay ] z chlamydospor (E. floc-
— cosum), hyf (M. canis)
a makrokonidii (M.
560 cookei, T. ajelloi), po roc-
nim uchovavani v chlad-
ni¢kové teploté (CH) a
pri pokojové teploté na
svétle (S) a v temnu (T)
osa x: pouzitd kultura
(symboly stejné jako
u obr. 6); osa y: stejné
jako u obr. 7 —
The survival of lyo-
philized  cultures of
dermatophytes with a predominance of chlamydospores (E. floccosum), hyphae
(M. canis) and macroconidia (M. cookei, T. ajelloi), after a year of exposure to
refrigerator temperature (CH) and to room temperature in the light (S) and in the
dark (T)
x-axis: the culture used (symbols the same as in Fig. 6); y-axis: the same as in
Fig. 7
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VYBER VHODNE ZIVNE PUDY PRI REKONSTITUCI
LYOFILIZOVANYCH KULTUR

Nejvys88i hodnoty kultivacni zachytnosti u kmene 7. mentagrophy-
tes jsme zjistili na Mycological agaru a Trichophyton agaru 5 (obr. 10),
u kultury 7. terrestre na Trichophyton agaru 1, 4 a 5 (obr. 11). Po vy-
sevu Fedéné suspenze T. equinum byl zjiStén nejvétsi pocCet Zivotaschop-
nych jednotek na sladinkovych pldach a na Sabouraudové agaru, zatim-
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9. Kultivaéni zachytnost lyofilizované kultury Trichophyton equinum ¢. 4043 na
agarovych médiich (osa x: zivné médium: Ti az T7 = Trichophyton agar ¢. 1 az 7;
MA = Mycological agar; MB = Mpycobiotic agar: SL = sladinkovy agar; AE =
= agar se sladinkovym extraktem: SA = Sabourauduv agar; osa y: kultiva¢ni za-
chytnost = mnozstvi CFU v 1 cm’ standardni suspenze kultury) — Cultivation
recovery of Trichophyton equinum no. 4043 lyophilized culture on agar media
(x-axis: the nutrient media: T1 to T7 = Trichophyton agar no. 1 to 7; MA = Myco-
logical agar; MB = Mycobiotic agar; SL = sweet wort agar; AE = agar with
sweet wort extract; SA = Sabouraud’s agar; y-axis: cultivation recovery = amount
of CFU per 1 em’ of standard culture suspension)
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10. Kultivaéni zachytnost lyofilizované kultury Trichophyton mentagrophytes ¢. 506
na agarovych meédiich (osa x i osa y: stejné jako u obr. 9) — Cultivation recovery
of lyophilized culture of Trichophyton mentagrophytes no. 506 on agar media
(x- and y-axes: the same as in Fig. 9)

co na Trichophyton agarech (s vyjimkou Trich. agaru 5) nebyl rist této
kultury v pouzitém redéni viibec pozorovan (obr. 9).

Také Kkultivacni zdchytnost kmene T. verrucosum byla nejvySsi na
"Sabouraudové agaru a sladinkovych plidach a dale na Mycobiotic agaru
a Mycological agaru (obr. 12).
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11. Kultivaéni zachytnost lyofilizované kultury Trichophyton terrestre ¢. 1187 na
agarovych médiich (osa x i osa y: stejné jako u obr. 9) — Cultivation recovery of
lyophilized culture of Trichophyton terrestre no. 1187 on agar media (x- and y-axes:
the same as in Fig. 9)
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12. Kultivaéni zachytnost lyofilizované kultury Trichophyton verrucosum ¢. 036 na
agarovych meédiich (osa x i osa y: stejné jako u obr. 99 — Cultivation recovery of
lyophilized culture of Trichophyton verrucosum no. 036 on agar media (r- and
y-axes: the same as in Fig. 9)

DISKUSE

Dobré vysledky pfi lyofilizaci biologickych systémi jsou zavislé
na dodrZzeni mnoha podminek v jednotlivych fazich lyofilizacniho pro-
cesu. Vedle zplsobu pripravy, parametri zmrazovani a dehydratace
produktu mohou dfiileZitou tlohu hrat i podminky uskladnéni a rekon-
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stituce lyofilizovaného materidalu. Vysledek lyofilizace mikroorganismi
je Casto rozhodujici mérou ovlivnén kvalitou pripravené mikrobialni kul-
tury a vybérem vhodného ochranného lyofilizacniho média.

Nékteré tyto otdzky byly studovadny také u mikroskopickych hub.
Obecnou zkuSenosti je, Ze Zivotaschopnost mikromycet je pfi lyofilizaci
nejméné snizena pfi pouZiti sporulujicich kultur. Nikiforov (1976)
uvadi, ze zatimco hyfy dermatofyta Trichophyton verrucosum vlivem lyo-
filizace hynuly, spory (mikrokonidie) lyofilizacni proces pFevainé pre-
Zivaly. Podobné vysledky jsme ziskali i v naSi praci. Viabilita kmena
dermatofytli sloZzenych hlavné z hyf vlivem lyofilizace prudce poklesla.
Zivotaschopnost se vyrazné snizila také pti lyofilizaci kmeni, u kterych
byl pri mikromorfologickém vySetfeni zjiStén nejvétsi podil makrokonidii
a chlamydospor. NejvySsi preZivani pri lyofilizaci bylo zji§t€no u kul-
tur tvoficich velké mnozstvi mikrokonidii. Schopnost jednotlivych atvart
dermatofytli preZivat lyofilizaci je zfejmé zavisld na jejich velikosti a na
sile bunécné stény. VeétSi houbové elementy (hyfy, makrokonidie, chla-
mydospory) jsou vyrazné poSkozeny pravdépodobné jiZ v prvni etapé
lyofilizace — pfi zmrazeni, kdy krystalky ledu mohou zplisobit irreverzi-
bilni zmény bunék.

Spravny vybér ochranného lyofilizacniho média je dalS$im rozho-
dujicim faktorem uspé&Sné lyofilizace. Pri lyofilizaci mikroskopickych
hub je bézné pouZivano normadalni inaktivované hovézi sérum (Raper
a Alexander, 1945; Fennell, 1960; Wawrzkiewicz, 1976).
Smith a Onions (1983) udrZovali lyofilizované kultury mikromy-
cet v Zivotaschopném stavu po dobu 15 let pFi pouZiti 10% sbiraného
mléka (skim milk) nebo 10% sbiraného mléka + 5% inositolu jako
ochrannych médii. Nikiforov (1981) dosahl pfi lyofilizaci mikro-
konidit T. verrucosum nejlepSich vysledkti s roztokem Zelatiny (4%)
a sacharozy (20%) nebo s roztokem Zelatiny (4%) a sorbitu (20%).

Podobneé i v naS8i praci prokazalo ochranné médium slozené ze Zela-
tiny a sacharozy velmi dobry protek¢ni tcinek, i kdyZ jsme pouZili niZsi
koncentrace obou latek (2,5 resp. 3,75%]). Jako a¢inné a zcela srov-
natelné prostfedi k ochrané zkoumanych dermatofytickych kultur pfi
lyofilizaci a dvouletém udrZovani se ukézal roztok sacharézy v 3,75, 7,5
a 15% koncentraci, tfebaze u nékterych vzorka byla zjisténa zvySena re-
lativni zbytkova vlhkost lyofilizata.

P¥i pouziti inaktivovaného hovéziho séra k lyofilizaci T. verrucosum
jsme dosahli hodnot prezivani kultur nizSich (asi 40 % zivotaschopnych
jednotek) neZ u uvedenych ochrannych lyofilizanich agens. Pomeérné
velké mnozstvi mikrokonidii T. verrucosum a T. mentagrophytes (asi
30 %) prezivalo lyofiliza¢ni procedury i bez ochranného média ve fyzio-
logickém roztoku.

Zivotaschopnost houbovych elementi se sniZuje jednak v priib&hu
lyofilizace, jednak pri jejich dlouhodobém udrzZovani v lyofilizovaném
stavu. Pfi skladovani lyofilizatd jsou vyznamné zejména teplotni pomé-
ry. Bosmans (1974) sice uvedl, Ze lyofilizované kultury patogennich
hub byly viabilni i po deseti letech uchovavani pfi pokojové teplot&, ne-
porovnaval vSak kvantitativné pokles Zivotaschopnosti s vychozim sta-
vem ihned po lyofilizaci. NasSe pokusy ukazuji, Ze pfi jednoro¢nim udrZo-
vani lyofilizovanych kmenit dermatofytd v chladniCce se jejich viabilita
sniZila vétSinou jen nepatrné. U lyofilizovanych vzork umisténych jeden
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rok v laboratorni teploté vyrazné poklesla Zivotaschopnost kultur. Uve-
dené vysledky jsou kvantitativnim potvrzenim udaji, které uvedl Rhoa -
des (1970). Tento autor dlouhodobé udrzZoval lyofilizované kultury
baktérii, plisni a kvasinek.

Na zakladé naSich pokusii nelze rici, Ze pri skladovani lyofilizat
v laboratorni teploté byla viabilita kultur negativné ovlivnéna svétlem.
Tyto vysledky jsou prekvapivé, nebot inhibi¢ni vliv svétla na Zivota-
schopnost kultur dermatofytli je obecné znam (Buchnicek, 1974).
Vysvétlenim mize byt nepropustnost UV-zareni sténami lékovek, svétel-
na expozice pouze povrchovych vrstev lyofilizatli, popripadé zvySena
odolnost lyofilizovanych spor udrzZovanych ve vakuu vici svétlu.

Vybér kultivacniho média pri rekonstrukci lyofilizovanych kultur
miZe vyznamné ovlivnit vysledky jejich kultivacni zachytnosti. Z na-
Sich pokusl je patrné, Ze pocet narostlych kolonii po vysevu standard-
niho mnoZstvi Fedénych lyofilizovanych kmenl dermatofytd byl na rz-
nych Zivnych plidach rozdilny. Dobrych vysledkii jsme dosahli zejména
na sladinkovych agarovych plidach a na Sabouraudové agaru. Kultivacni
zachytnost dermatofyti na téchto Zivnych pldach byla pIné srovnatelna
se specialnimi zahrani¢nimi médii (Mycological agar, Mycobiotic agar).

Pouziti Trichophyton agart (Difco) pro zpétnou kultivaci lyofilizo-
vanych kultur dermatofytii se ve vétSiné pripadli ukdazalo jako malo
vhodné. Dosazené vysledky jsou v souladu s ndvodem k pouZiti té€chto
Zivhych pld, nebot se jednd o média urCend predeviim k diferenciaci
kultur dermatofyti.

Z na8ich pokusil i z Gdaja dalSich autord je zfejmé, Ze konzervace
patogennich hub lyofilizaci prFedstavuje vhodny zplsob dlouhodobého
udrZovani v Zivotaschopném stavu zejména u téch kultur, které tvoFi
dostatec¢né mnozstvi mikrokonidii. Uspésné vysledky lyofilizace jsou da-
le podminény spravnym vyb&rem ucinného protekcéniho lyofilizacniho
média a dodrZenim optimalnich parametrd jednotlivych fazi lyofilizac-
nich procedur. Zanedbatelné nejsou ani podminky skladovani a zptsob
rekonstituce lyofilizovanych kultur.
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PbIBHUKAPX, A. — WMUA, U. — CTPOCCA, 1. (Buoserta, Hauy. npeanp., UsaHosuue
Ha laHe): Nuocdunuzauns aepmaroduros. Veter. Med. (Praha), 32, 1987 (8) :497-508.

MNpu nuodunuzaumru 16 twTaMMOB AEPMaTOMUTOBR HAMNYULWIMX PE3YNbTAaTOB BbIXUBaHUA 6bino
AOCTHUIHYTO Yy KYNbTYp, NPEUMYLLECTBEHHO COCTOAWMUX M3 MUKPOKOHUAUHA. XU3HECNOCOGHOCTD
WTAaMMOB, 06pa3yloMX rMaBHbIM 00Pa30M MaKpPOKOHWAWM, XNaMUAOCNOPbI U TUdbl, NNODMK-
nM3ayMen pesko NoHuxanacb. B kauectse nNpoTeKUMOHHOW NMOMDUNM3AUUOHHOW Cpeabl BO
BpEMS MOMUNU3AUMKU WU ABYXNeTHeM ncaaepxusaHum kynstyp Trichophyton mentagro-
phytes w T. verrucosum onpasaan cebs 259, pacrsop xenaturol + 3,759, pacteop
caxapo3bl. OueHb xopowwWe pe3ynbTatbl GblAW NONYUEHbI Takxe NPU NPUMEHEHWU pacTeo-
pos caxapoabl (3,75; 7,5 u 15%;), oaHako y HekoTopbix Gbina ycTaHOBNEeHa NOBbIWEHHAsA
OTHOCHUTENbHasi OCTaTOuHas BAA@XHOCTb NMOMUNAU3aTOB. XpaHEeHWe NUOMUNU3UPOBAHHbDIX
KYnbTyp A€pMaTomUTOB ObINO YCNewHbIM U B XONOAMNbHUKE. [lpU XpaHeHUn nuoduUnu-
3aToB B8 NaboOpPaTOpPHOU TemnepaType pPe3Ko NOHW3UNACb XW3HECMOCOGHOCTL WTaMMOB He-
3aBMCMMO OT TOrO, XPaHWUNUCb N1 OHU Ha CBETYy MAM B TeMHoTe. luTatenbHylo cpeay npu
PEKOHCTUTYUMU NMOMDUNU3ZUPOBAHHBLIX ITAMMOB HEOOXOAMMO BblOMpaTb Ha OCHoBe Tpebo-
BaHMW POCTa OTAENbHbIX KynbTyp. B Hawux onbitax onpasaanu cebs rnasHbiM o6pa3om
cpeabl M3 nueHoro cycna v arap Cadypo, u3 3arpaHuuyHbix — Mycological agar v Myco-
biotic agar.

OXpaHHas NMOMUNN3AUUOHHAA CPEAd;, M3MEHUWBOCTb NMOMUNU3UPOBaHHLIX 0Opa3uoB; nNoA-
AepxuBaHune (XxpaHeHue) NModPUNU3aTOB; PEKOHCTUTYLMUS NUODUNUIUPOBAHHBIX KYNbTYp

RYBNIKAR, A. — SCHMIED, J. — STROSSA, J. (Bioveta, National Corp., Ivano-
vice na Hané): The Lyophilization of Dermatophytes. Veter. Med. (Praha), 32, 1987
(8) :497-508.

When 16 dermatophyte strains were lyophilized, the highest survival was recorded
in cultures where microconidia constituted a prevalent part. The viability was
considerably reduced by lyophilization in the strains producing mainly macro-
conidia, chlamydospores and hyphae. A 2.5, solution of gelatine + 3.759, solution
of saccharose proved to be an effective protecting lyophilization medium for the
cultures of Trichophyton mentagrophytes and T. verrucosum to be lyophilized and
maintained for two years. Very good results were also obtained when saccharose
solutions (3.75, 7.5 and 15") were used alone; however, an increased relative
residual moisture content of the lyophilizates was recorded in some samples.
Lyophilized cultures of dermatophytes were stored with success at refrigerator
temperatures. When the loyphilizates were kept at laboratory temperature, the
viability of the strains was reduced substantially irrespective of their being kept
in the dark or exposed to light. The nutrient medium for the reconstitution of the
lyophilized strains should be chosen on the basis of the growth requirements of
individual cultures. In our trials the best results were obtained with the sweet
wort media and the Sabouraud agar; the best media imported from foreign countries
were the Mycological agar and Mycobiotic agar.

protective lyophilization media; viability of lyophilized samples; maintenance of
lyophilizates: reconstitution of lyophilized cultures

RYBNIKAR, A. — SCHMIED, J. — STROSSA, J. (Bioveta, Ivanovice na Hané):
Lyophilisierung der Dermatophyten. Veter. Med. (Praha). 32, 1987 (8) :497-508.

Bei der Lyophilisierung der 16 Stimme der Dermatophyten wurden die besten
Ergebnisse auf dem Gebiet des Uberlebens bei den vorwiegend aus Mikrokonidien
bestehenden Kulturen erzielt. Die Vitalitit der Stimme., die vor allem Makroko-
nidien, Chlamydosporen und Hyphen bilden., wurde unter dem Einflul der Lyophi-
lisierung bedeutend vermindert. Als ein sehr wirksames schiitzendes Lyophilisie-
rungsmedium bei der Lyophilisierung und bei einem zweijahrigen Aufrechter-
halten der Kultur Trichophyton mentagrophytes und T. verrucosum bewihrten sich
die 2,5 -ige Gellésung + 3,75%,-ige Saccharoselosung. Sehr gute Ergebnisse wurden
auch bei der Appilikation der Saccharoselésungen (3,75; 7.5 und 159, ermittelt,
bei einigen Proben wurde eine erhohte relative Restfeuchtigkeit der Lyophilisate
beobachtet. Die Lagerung der lyophilisierten Kulturen von Dermatophyten war bei
Kiihlschranktemperatur erfolgreich. Bei der Lagerung der Lyophilisate bei Labor-
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temperatur wurde die Vitalitdt der Stimme wesentlich vermindert und zwar un-
abhéngig davon ob sie im Finstern oder bei Licht aufbewahrt worden waren. Der
Nidhrboden bei der Rekonstitution der lyophilisierten Stimme mufl aufgrund der
Wachstumsanforderungen der einzelnen Kulturen ausgewihlt werden. Bei unseren
Versuchen bewihrten sich vor allem die sog. Wiirzebéden und der Sabouraud-Agar,
von den ausldandischen Medien der Mycological Agar und der Mycobiotic Agar.

lyophilisierende Schutzmedien; Vitalitdat der lyophilisierten Proben; Lagerung der
Lyophilisate; Rekonstitution der lyophilisierten Kulturen

Adresa autoru:

RNDr. Alois Rybnikar, Jiri Schmied., PhMr. Jan Strossa, Bioveta, n. p.,
Komenského 212, 683 23 Ivanovice na Hané

508 vVETERINARNI MEDICINA — 1987



K_RATKA SDELENI

Rychla metoda detekce vocyst kokcidii rodu Cryptosporidium u kurat

Kryptosporidiozni infekce u driibeZe za Ziva se doposud diagnostikuji
metodou prikazu oocyst vyluCovanych vykaly infikovanych hostitell
riznymi koprologickymi, flotacné-centritugacnimi nebo barvicimi meto-
dami roztéirl trusu. VSechna dosud znama vyvojova stadia kokcidii rodu
Cryptosporidium u pitvanych hostitelli se diagnostikuji rtznymi zptisoby
barveni roztérd z povrchovych slizni¢nich epitelli, histologickymi meto-
dami nebo néarocnéjsimi metodami elektronové mikroskopie. PouZivané
koprologicke metody diagnostiky jsou Casové pomérné narocné, a to jak
pri ziskavani identického materidlu — trusu, tak i pri jeho pFipravé
a zpracovani k parazitologickému vySetfeni. U vétSiny metodik je zapo-
tiebi, kromé odbéru trusu, minimalné 7 az 10 minut k pripravé jednoho
vzorku k vySetfeni; vyzaduji pouZziti centrifugy, laboratorniho skla, kte-
ré musi byt pri pripravé kazdého dalSiho vzorku cisté, a riznych chemi-
kalii k pripravée flotacnich nebo specidlnich barvicich roztok.

Uvedené nedostatky odstranuje metoda rychlé detekce oocyst krypto-
sporidii rodu Cryptosporidium u dribeze, ktera vychdazi z vysledkl na-
Sich studii o vyvoji a prubéhu kryptosporidioznich infekci kufat. Z nich
je zrejme, Ze maximalni produkce oocyst, podle kterych lze urcit pritom-
nost parazita v organismu hostitele za Ziva, je soustfedéna v burse Fabri-
cii a v kloace.

Podstatou metody rychlé detekce oocyst kryptosporidii u kufat je
vyplach kloaky. K vyplachu se pouZiva fyziologicky roztok nebo voda.
Injekcni stfikaCkou (bez jehly) se do kloaky vpravi dva aZ pét milimetrd
tekutiny (podle objemu a véku kufat), ktera se opét nasaje zpét do in-
jek¢ni stFikacky.

METODIKA

1. Injekcni stfikaCky o objemu 2 az5 ml (podle objemu kloaky) se
pred odbérem naplni fyziologickym roztokem nebo vodou, temperova-
nymi na 37 az 40 °C.

2. Prislusné mnozstvi tekutiny se pomalu vstrikne do kloaky.

3. Po dvou az tfech sekundach se tekutina opét nasava zpét do
injekcni strikacky.

4. Obsah strikacky se mirneé protfepe a dve aZ tii kapky tekutiny
z vyplachu se nanesou na podlozni sklicko.

5. Po priloZzeni kryciho sklicka se tekutina okamzité prohlizi pod
mikroskopem pri zvétdeni 400 aZz 1000 X. Oocysty kryptosporidii se pro-
jevuji jako ovoidni, bezbarvé nebo Zluté opaleskujici organismy.

V zavislosti na vyvoji a pribéhu kryptosporidiozni infekce, a to jiZ
v obdobi prepatentni periody, je moZné touto metodou pfi nékterych vy-
Setfenich nalézt volné se pohybujici merozoity. Velmi Casto se objevuji
i rizna vyvojova stadia pevné prichycena a obklopend parazitoformni
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vakuolou v odloupnutém sliznicnim epitelu, ktera jsou jeSte zretelnéjsi
po dobarveni roztéru metodou podle Giemsy.

Ze zjiStovani experimentalnich infekci kurat vyplynulo, Zze metodou
vyplachi kloaky lze pritomnost oocyst prokazat o jeden az dva dny dri-
ve nez pri béZné pouzivanych koprologickych vySetfovanich vzorkl tru-
su. Metoda je velmi jednoduchd, nevyZaduje narocCné pristrojové vyba-
veni, vyznacCuje se vysokym stupném zachytnosti oocyst, zorné pole
mikroskopu je ve vetSiné pripadd velmi Cisté a prehledné. Umozinuje
rychly odbér parazitologického materidlu a kromé naneseni nékolika
kapek tekutiny z vyplachu kloaky na podlozni sklicko neni tfeba vyko-
ndvat jinou pfipravu a manipulaci se vzorkem urcenym Kk vySetfeni.

V pripade, ze vysledek vySetfeni je negativni, je mozné tekutinu z vy-
plachu kloaky centrifugovat a po odstranéni supernatantu zjiStovat pri-
tomnost oocyst kryptosporidii v sedimentu, nebo sediment vy3Setfovat né-
kterou z flotacné centrifugacnich koprologickych metod.

Ing. Ivan Pavlasek, CSc.
Parazitologicky ustav CSAV, Ceské Budéjovice
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RECENZE

ANAEROBNI BAKTERIE A ANAEROBNI INFEKCE
M. Zavadova

Avicenum, Zdravotnickeé nakladatelstvi, Praha 1986

V roku 1987 sa na knizny trh dostala tato velmi cenna a oc¢akavana publi-
kacia. Kniha ma 212 stran a je spracovana do 14 kapitol, 30 tabuliek a ma 51 obraz-
kov fotogralickej dokumentacie.

V uvodaych kapitolach (Co jsou anaeroby, Taxonomie anaerobi) popisuje
vyznam a postavenie anaerobov v klinickej bakteriolégii. Konstatuje, Ze diagnosti-
ka anaerobnych infekcii sa v minulosti povazovala za zalezitosf prilezitosinyca
kazuistik z pohladu mnohych klinickych disciplin. Suc¢asné poznatky a poziadavky
z klinickej praxe vsak ukazuju, Ze je potrebné budovaf S$pecializované pracoviska
ore anaeroby., ktoré by mali metodicky usmernovaf rutinnu diagnostiku anaerobov
v oblasti Klinickej mikrobiologie. Dokladom toho su pracoviska vo Francuzku —
Pasteurov ustav, v USA — Virginsky polytechnicky ustav a podobné ustavy v ZSSR,
Anglicku. Japonsku a inde.

Poznatky u nas i v zahrani¢i uz SivSie zdovodnuju diagnostiku anaerobov ako
jedau z klucovych uloh Kklinickej mikrobiologie i napriek tomu, Ze tato ¢innosf
je casove i pracovne dos{ naroc¢ni. Historické retrospektivy o dokaze tetano-botulo-
texinu, aktinomykozy. toxickych Klostridioz a infekeii vyvolanych anaerobnymi
nesporulujucimi baktériami tiez podporuju vyznam rozvoja rutinnej diagnostiky
anaerobnych infekeii.

V taxonomii nesporulujucich baxktérii sa poukazuje na niektoré zmeny u zviast
sledovanych rodov, ako su rod Bacteroides a rod Fusobacterium,

V taxonomii sjorulujucich anaerobnych baktérii autorka vychadza z prace,
ktoru uverejnila Sebaldova (1981), ako i z prac inych autorov, ktori obohatili taxo-
nomiu novymi druhmi (napr. Cl. cocleatum, Cl. spiroforme, Cl. clostridiiformis
a iné). Tieto druhy sa od grampozitivnych. rovnych, pohyblivych sporulujucich
paliciek lisia aj morfologicky.

Jednou z rozsiahlejSich kapitol je usek Lékarsky vyznamné anaeroby. Su to
rody: Veillonella, Acidaminococcus, Megasphaera (gramnegativne anaerobne koky),
Peptococcus, Peptostreptococcus (gramvozitivne anaerobne koky). Bacteroides, Fuso-
bacterium, Campylobacter (gramnegativne nesporulujuce palicky), Propionibacte-
rium, Eubacterium, Actinomyces, Bifidobacterium (gram»ozitivne anaerobne nespo-
rulujuce palicky).

Navokon je obsiahly a diagnosticky Siroko vyznamny rod Clostridium pre-
zentevany grampozitivnymi anaerobnymi sporulujucimi paliéckami, jeho jednotlivé
druhy sa vyznacuju roznorodosfou a pestrosfou po stranke morfologickej a bio-
chemickej. ¢o je casto zlozitym problémom ich taxonomického zatriedenia.

Z dalsich dolezitych usekov publikacie je kapitola Toxiny klostridii. V tejto
c¢asti autorka najprv demonstruje prehlad o klostridiovyca toxinoch a ich dokaze
(tab. 24). potom podava informacie o toxinoch jednotlivych druhov (Cl. botulinum,
Cl. tetani, Cl. perfringens a iné). Okrem toho podrobne »nodava prehlad o ddkaze
toxinov Cl. perfringens (tab. 27. 28). ¢o je zvlasf vyznamné pre rutinnu diagnostiku
humannej a veterinarnej mikrobiologie z hladiska epidemioldgie a epizootologie.

Podobne vyznamné su informacie o ostatnych klostridiovych toxinoch (Cl. oede-
matiens, Cl. chauvoei, Cl. septicum, Cl. histolyticum, CI. sordelli, Cl. fallax, Cl. diffi-
cile) ako i o dokaze enterotoxinu Cl. perfringens typ A na segmentoch tenkého
¢reva kralika. Ktory nopisali Duncan a i. (1972).

V kapitole Diagnostika anaerobnich infekci su zdoraznené poziadavky na za-
sielany material. a to hlavne na jeho volbu a odber a na transport pevnych a te-
kutych materialov (krv. hnis. exsudaty a iné), aby sa zachovali optimalne anaerdb-
ne podmienky.

Osobitny »arinos tejto knihy — na rozdiel od mnohych zahraniénych publi-
kacil — spoc¢iva v tom, ze v kapitole Technika prace s anaeroby pomerne podrob-

1e oboznamuje odbornu verejnosf s rutinnou diagnostikou anaerdobnych infekeii.
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pokial jej to umoznuje priestor ¢iastoéne limitovany vydavatelom. Predmetom iejto
kapitoly su zakladné pracovné postupy, ako je spracovanie materialu, mikroskopia,
kultivacia, zasady anaerobiozy, hodnotenie primokultur, zakladanie subkultur a hod-
notenie identifika¢nych postupov.

Prevazne naroénejsie pracovné postupy su rozpracované v kapitole Zvlastni
techniky. V tejto Casti popisuje autorka postupy pri dokaze klostridiovych toxinov,
enterotoxinu Cl. perfringens typ A. dalej popisuje semikvantitativne (difuzne)
a kvantitativne testy pri zisfovani citlivosti anaerobov voéi antibiotikam ako i me-
todu pre kvantitativne stanovenie anaerobov vo vySetrovanom materiali. Osobitne
poukazuje na pouzitie plynovej chromatografie pre stanovenie nizSich neunika-
vych mastnych kyselin v biologickom materiali a v kultivaénych meédiach. V t{ejto
suvislosti uvadza prace autorov Base (1986) a Holdemanova (1981).

Na predchadzajucu ¢ast nadvizuje Kkapitola Testy a pudy, v Kktorej su popi-
sané receptury a ich pouzitie pre zakladné 1 $pecialne (seiektivne) pody a testy.

Dalsie kapitoly informuju o anaerdbnej flore dutiny ustnej. zazivacieho iraktu
¢loveka, ako i vaginalnej a cervikalnej anaerobnej mikroflory.

Vyznamnou kapitolou je Charakteristika a obecné poznatky o anaerobnich in-
fekcich. V tejto casti sa poukazuje na exogénne a endogénne faktory vzniku
anaerobnych infekcii, na rozvoj anaerobnych infekcii a ich vzajomny synergizmus
tak medzi anaerobmi samotnymi. ako aj medzi aerobnou a anaerobnou mikro-
florou.

Zaverecné kapitoly Obrana proti anaerobitm a Prehled hlavnich druhuw anaerob-
nich infekei podavaju prehlad — so zretelom na Specificki problematiku — o pre-
vencii, terapii a imunoprofylaxii anaerobnych infekcii u ¢loveka.

Keby sme chceli celkove hodnotif publikiaciu MUDr. M. Zavadovej. CSc.. treba
spomenuf, ze autorka v tomto zZivotnom diele hmatatelne transformovala do pri-
tomnosti svoju ¢innost v bakteriologii — od ¢ias svojich zaéiatkov s anaerobmi
pod vedenim prof. MUDr. F. Pato¢ku. DrSc.. na lekarskej fakulte Univerzity Kar-
lovej, cez stazovy pobyt v Pasteurovom ustave v Parizi az po svoju dlhodobu ¢éin-
nost ako vedica NRL pre anaeréby v CSSR. rutinne napojeného na klinicku dia-
gnostiku v Thomayerovej nemocnici v Prahe-Kréi. Za tychto pedmienok sa z po-
zicie bakteriologa a Kklinika dopracovala k ucelenému pohladu na problematiku
anaerobnych infekcii u ¢loveka. ¢o je aj spoloénym menovatelom uvedenej pu-
blikace.

V tejto suvislosti treba uviesf, Zze NRL pre anaeroby v Prahe pod vedenim
MUDr. M. Zavadovej, CSc., v nedavnej minulosti pomohlo doriesif v niektorych
prinadoch aj naliehavi anaerdobnu diagnostiku veterinarnej problematiky. napr.
botulizmus u divych kaéic na Slovensku, kozuSinovych zvierat v CSSR ako i nie-
ktorych hromadnych klostridiovych infekcii Cl. perfringens u hospodarskych zvierat.

Prinos publikacie pre veterinarnu bakterioldogiu a epizootologiu spoc¢iva v tom,
ze je zdrojom metodickych informacii pri inoviacii metodik v bakteriologickej dia-
gnostike anaerdbnych klostridiovych infekecii hospodarskych zvierat. V oblasti dia-
gnostiky anaerobnych nesporulujucich baktérii bude podnetom pre analyzu ekolo-
gickej mikroflory. hlavne pre soravne hodnotenie fyziologickej i potencialne pato-
génnej anaerobnej i aerdbnej mikrofléry v jednotlivych organovych systémoch
(dychaci, zazivaci i urogenitalny trakt a iné) a nielen v reprodukcii hospodarskych
zvierat, ale i pri formovani Kkoncepcie so zameranim na biotechnologiu v oblasti
rozvoja zivocisnej vyroby.

V tomto smere je uvedena publikacia velmi uzito¢na a vitana nielen pre
epizootologiu a rutinnu bakteriologicku diagnostiku, ale je aj in$piraciou pre $pe-
cializované pracoviska bakteriologickej diagnostiky anaerobiontov vo veterinarnej
praxi i vyskumu.

MVDr. Jozef Sabo, CSc.
Statny veterindrny ustav, Nitra
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