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KVALITA A STADIUM VYVOJE EMBRYI SKOTU VE VZTAHU
K JEJICH PREZIVANI IN VIVO PO IPSILATERALNIM NEKRVAVEM
PRENOSU

L. Holy, M. Lopatafova, P. Krontorad

HOLY, L. — LOPATAROVA, M. — KRONTORAD, P. (Vysoka $kola veteri-
narni, Brno; Okresni veterinarni zarizeni, Usti nad Orlici): Kwvalita a stadium
vyvoje embryi skotu ve vztahu k jejich prezivdni in wvivo po ipsilaterdlnim
nekrvavém prenosu. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 577-588.

1761 ipsilateralnich prenost embryi skotu raznych vyvojovych a kvalitativnich
kategorii nekrvavou cestou. Na pozdni moruly (PM) pripadlo celkem 18,689/,
na velmi ¢asné blastocysty (VCB) 47,72, na ¢asné blastocysty (CB) 20,55,
na pozdni expandované blastocysty (PB) 9,48, na kontrahované a klubajici se
blastocysty (KB) 2,10 a na vyklubané blastocysty (VB) 0,519, embryi. Vy-
nikajici embrya byla zastoupena v kategorii PM 45,89 %, VCB 65,259, CB
69,53%, a PB 97,09, pfipadi. Po pfenosu vynikajicich embryi jednotlivych
vyvojovych stadii doslo ke koncepci po PM v 66,229, po VCB v 67,08 %,
po CB v 71,71 %,, po PB v 63,58 %, po KB v 64,869, a po VB v 88,9 %, pripadu.
Mirné, stfedné a tézce postizené PM prezivaly v 58,7, 578 a 56,69, a PB
v 50,0 a 66,66 7, Celkem po PM koncipovalo 62,61 9%, po VCB 65969, po CB
69,25 %, po PB 63,47Y%, po KB 64,86 a po VB 8899, prijemct. Podle kvality
embryi a bez ohledu na stadium vyvoje pfezivala embrya vynikajici v 67,58 %/,
mirné poskozena v 65,44 9, stiedné poSkozena v 57,75Y, a tézce poskozena
v 61,72, pripada. Z celkového poétu 1761 nekrvavych ipsilateralnich prenosu
embryi ruznych kvalit a vyvojovych stadii koncipovalo 1160, tj. 65,87 9, pfFi-
jemcu. Vysoké prezitelnosti postizenych embryi, a tim i zvyseného efektu
superovulace a embryonalniho transferu vubec lze dosahnout spravnou selekci
zarodkla podle charakteru a vyvoje zachované embryonilni masy v podmin-
kach kratkodobé kultivace.

embryotransfer; embryo; prezivani; zabrezavani

Obecné plati, Ze dalSi vyvoj embrya po prenosu je do znac¢né miry
zavisly na jeho kvalité (Shea aj, 1976; Shea, 1981; Seidel,
1981; Baker a Kobayashi, 1982; Linder a Wright, 1983;
Looney aj., 1984; Takeda aj, 1986; Sreenan a Diskin,
1987; Hasler aj., 1987 a dalsi), kterd& v nejobvyklej5i dobé odbéru,
tj. v D7 postsuperovulacniho cyklu, neni zdaleka uniformni ani po stran-
ce vyvojové, ani morfologické. VyplaSek po superovulac¢nim hormonél-
nim oSetreni darkyné prindsi obvykle pestrou paletu nejriiznéjSich fo-
rem, neoplozenymi vajiCky pocCinaje a vyklubanymi blastocystami, resp.
riznymi stupni degenerovanych embryi konce.

Odebiraji-li se embrya v D7 po superovulacni fiji, méla by ve vy-
pladku byt vyvojova stadia odpovidajici kompaktim, tj. pozdnim moru-
lam, aZ dobfe diferencovanym blastocystam. JestliZze se v této dobé obje-
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vi ve vyplaSku utvary o menSim pocCtu bunék, miZe jit o embrya odu-
mirajici ¢i odumfreld, nebo to jsou embrya pochazejici z ovulace opozdeé-
né o t¥i az Ctyfi dny, popfipadé je vyvoj embrya z riznych pFicin vyraz-
né retardovdn. V kaZdém pripadé byva uspéch po prfenosu takovych
embryl minimalni (Shea, 1981). Objevi-li se na druhé strané ve vy-
plaSku klubajici se a vyklubané blastocysty, mliZze naopak jit o velmi
casnou ovulaci v rdmci superovulacniho procesu nebo o urychleny vy-
voj jedince.

V ramci transferu embryi (TE, ET) byva mimo kvantitu hlavnim
problémem piredevS§im kvalita embryi, tj. existence zirodkii s menSimi
nebo vétSimi zndmkami poSkozeni nebo degenerace embryondalni masy.
Tato poSkozeni se z riznych divodd zacinaji vyvijet jiZ v ranych sta-
diich vyvoje a jsou v leh€ich ptipadech charakterizovana eliminaci po-
Skozenych bunék na povrchu embryondlniho utvaru, popf. zménou bar-
vy a vakuolizaci jednotlivych celularnich utvart. Pri vy8§im stupni de-
generace vSak miZe dojit k vét§imu odumfeni embryondlni ¢asti (30—50
i vice procent), ktera se pak rozpada a navazuje nebo riznym zplisobem
obklopuje redukovany a zachovaly embryondlni zdklad v perivitelinnim
prostoru. Vzhledem k tomu, Ze takto poSkozenych embryi byva ve vy-
plasku znaCné mnoZstvi a pfi jejich nesprdvném nosouzeni miZe doiit
k vyrazné depresi efektu superovulace a ET vibec, zameérili jsme po-
zornost na retrospektivni zhodnoceni tirovné prezivani defektnich embryi,
ktera v dobé pfenosu a po kratkodobé kultivaci byla podrobena prisné-
mu morfologickému zhodnoceni.

MATERIAL A METODY

Srovnavaci pokusy jsme delali v poslednich dvou letech, kdy jsme superovu-
laci u peélivé vybiranych darci vyvolavali vyhradné FSH-P (Folicotropin, Spofa)
podle bézné znamych metodik (Holy aj., 1987) a v celkové sestupné davce 22 az
30 mg ucéinné latky v prubéhu ¢ty dni. Spolu s patou a Sestou injekcei gonadotro-
pinu bylo podavano luteolytikum (Oestrophan, Spofa), vzdy v davece 0,5 mg. K prvni
inseminaci zmrazenym semenem do$lo kolem 56. hodiny po prvni aplikaci luteo-
Iytika a dal8i dvé nasledovaly v intervalu po 12 hodinach.

Embrva v D7 jsme odebirali nekrvavym zptsobem gravita¢ni metodou PBS
(Gibco) s 1", bovinniho fetalniho séra (FCS) a kvalitu i stadium jejich vyvoje
jsme posuzovali vyhradné morfologicky za pouziti vhodné mikroskopické techniky.
Pouzitelna embrya ruznych vyvojovvch stupni jsme klasifikovali do ¢tyr rtznych
kategorii.

Nepo$kozend, resp. intaktni embrya ruznvch stadii vyvoje, tj. pozdni moruly
(PM), velmi ¢asné blastocysty (VCB), ¢asné.blastocysty (CB), pozdni, tj. expando-
vané blastocysty (PB), kontrahované a klubajici se blastocysty (KB) a vyklubané
blastocysty (VB), byla oznacena uvedenou zkratkou a eventuidlni defekty téchto
kategorii pak vyjadroval ¢iselny index od 1 do 3 podle zavaznosti posSkozeni., Tri-
vialni vady byly oznac¢eny indexem 1, zivazné degenerativni zmeény indexem 3.

Pii posuzovani a selekei poskozenych embryi jsme soustredili pozornost nikoli
na degenerovanou masu, ale na zachovalé zbytky tkane, jejich kvalitu a poten-
cialni vitalitu. Embrya postizena i tézkymi parcialnimi defekty, ale se zachovalou
a organizovanou c¢asti embryonalni tkané, jsme izolovali, promyli v c¢istém PBS
a spolu s ostatnimi podrobili kratkodobé kultivaci v béziném vyplachovacim roz-
toku PBS s 19}, FCS pii laboratorni teploté po dobu dvou az ¢ty hodin. coz v pra-
méru odpovidalo intervalu od jejich izolace k prenosu. K transferu jsme pouzivali
jen ta embrya, u kterych se projevovaly evidentni znamky vvvoje.

Prijemkyne, prevazné jalovice, které byly predem klinicky selektovany, byly
synchronizovany Oestrophanem (0.5 mg) o den drive nez darci. Tésné pred preno-
sem, ti. iiz za podminek jejich pripravy k transferu epiduralni anestezii, bvla vhod-
nost pirijemce definitivné zhodnocena podle stavu a funkece nohlavnich organt
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I. Vyvojové a kvalifika¢ni rozdéleni embryi odebiranych a prenasenych v sedmém
dnu po superovulaéni riji (D7) — Embryos collected and transferred the seventh
day after superovulated oestrus (D7). Division according to development and quality

Diferencial } Pocet Procento !
PM | 151 | 8,57
PM (1) ‘ 92 ‘ 5,22
PM (2) | 64 3,65
PM (3) 22 1,25 .
PM celkem | 329 ! 18,68
VCB | 556 31,57
VCB (1) | 197 11,18
VCB (2) ' 87 4,94
VCB (3) . 18 1,02
| VCB celkem ‘ 858 47,72
CR ‘ 251 14,25 \
CB (1) 36 2,04
CB (2) 33 1,87
CB (3) ’ 41 2,33 1
CB celkem I 361 20,50
| E == = = == | B —= N fese e o o =
| PB ' 162 9,20
PB (1) 0,11
PB (2) l 3 0,17
PB (3) '
- [ R .
PB celkem [ 167 9,48
KB 37 2,10
VB 9 0,51

a u vhodnych recipienta byla provedena ipsilateralni a nekrvava embryonace
elastickym zarizenim (typ Brno), jehoz depozi¢ni kapilara byla po kazdém prenosu
kontrolovana, zda skuteéné doslo k evakuaci embrya ¢i nikoliv.

Prezivani embryi bylo pak zjisfovano rektalnim vysSetrenim po 35 dnech po
prenosu nebo po 42 dnech po Tiji prijemce a na zakladé téchto vysledki byla
retrospektivné srovnana prezitelnost embryi ve vztahu ke stadiu jejich vyvoje a ke
kvalité.

VYSLEDKY

V pribehu roku 1986 az do zari roku 1987 jsme provedli celkem
1761 ipsilateralnich prenosi Cerstvych embryi transcervikalni cestou.
Z tohoto mnozZstvi (tab. 1) pfipadlo na PM celkem 329 embryi (18,68 %),
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nvch v sedmém dnu
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riji — Embryos collected
and transferred the
seventh day (D7) after
superovulated oestrus.
Division by development
and quality

na VCB 858 (47,72 %), na CB (20,55 %), na PB 167 (9,48 %), na KB
37 (2,1 %) a na VB 9 (0,51 %) embryi. Toto zastoupeni jednotlivych
embryondalnich kategorii predstavovalo dispozi¢ni embryogram v D7 po
superovulacni ©{ji a kratkodobé kultivaci embryi in vitro po jejich od-
béru. Jak je patrné z tab. I, jsou v daném stadiu postsuperovula¢niho
cyklu z vyuZitelnych embryi nejcast&ji k dispozici VCB (téméF 50 %),
dale PM a CB (zhruba kolem 20 %), podstatné méné jsou zastoupeny CB
(9,48 %) a vyjimecneé KB a VB (obr. 1).

Pokud jde o celkové zastoupeni jednotlivych vyvojovych a kvalita-

tivnich kategorii, byly z celkového pocCtu embryi intaktni PM zastou-
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2. Grafické znazornéni diferenciace embryi prenasenych v sedmém dnu (D7) po
superovulaéni tiji podle vyvojovych stadii a kvality — Embryos transferred the
seventh day (D7) atfer superovulated oestrus. Graphical representation of diffe-
rentiation according to developmental stages and quality

¥
3 =

580

embrya bez morfologickych defektu. 1
s tézkymi morfologickymi defekty

VETERINARNI MEDICINA — 1988

embrya s lehkymi, 2 = se strednimi,



na stredné defektni 19,45 % (64) a na tézce poSkozena 6,69 % (22)
pripadi.

Z 852 pouzitych VCB (obr. 2b) bylo 556 (65,25 %) embryi vynika-
jicich kvalit, ve 197 pripadech (23,12 %) $lo o embrya mirné poskozena,
v 87 pripadech o VCB2 (10,21 %) a v 18 pripadech (2,11 %) o VCBs.

Casnych blastocyst (CB) bylo pifenaSeno celkem 361 (obr. 2c).
Z nich bylo 251 nepo$kozenych (69,53 %) a mirné, stfedni a tezké de-
fekty melo 9,9, 9,14 a 11,35 % embryi. Ze 167 PB (obr. 2d) bylo 162
embryi vynikajicich (97,0 %) a na PB1 a PB2 pfipadlo pouze 1,2 %, resp.
1,8 % embryi.

Posun xastoupeni vynikajicich embryi v jednotlivych vyvojovych
kategoriich, tj. od 45 % u PM na 65 % u VCB az na 97 % u PB, je dan
postupnou selekci a zanikem casti embryi, ale hlavné dalSim vyvojem
i plivodné vyraznéji postizenych embryi, ktera se dale a velmi intenzivné
vyvijeji a pFi své expanzi zatlacuji odumfelé buriky, popripadé€ bunécny
detritus k zoné pellucidé. Tim se plvodni (i zdvaznéjsi) degenerativni
zmény stavaji hiife rozlisitelné a vzniklé CB, popf. PB, dostavaji zcela
jing, témér normalni morfologicky vzhled a charakter, takZe ptivodni
defekty pfi béZném posouzeni a nedostatku zkuSenosti zcela unikaji.

Pri vybéru a hodnoceni poSkozenych embryi bezprostfedné po od-
béru jde tedy jen o to, aby byl spravné posouzen zbytek zachovalé a Zi-
vé embryonalni tkané, ktera se v novém prostfedi po odbéru vyviji vel-
mi rychle do zcela normdalnich embryonalnich utvard.

Pokud jde o efektivitu prfezivani embryi ridznych kva-
lit, zhodnotili jsmme v roce 1986 (tab. I1) celkem 934 ipsilateralni pre-
nosy embryi v riiznych vyvojovych a kvalitativnich kategoriich.

Z vynikajicich embryi koncipovalo po pfenosu 90 PM 63,3 %
pFijemcti, po transferu 325 VCB zabfezlo 64,9 % recipientdi. po pouZiti
160 CB a 108 PB preZilo 72,5 %, resp. 66,7 % embryi, po transferu 22 KB
zabfezlo 59,1 % zvifat a po pFenosu CtyF VB koncipovali v8ichni Ctyri
pFijemcu. ,

Z mirn& poskozenych embryi pfeZivaly PM: v 64,7 %, VCB: v 68,3 %
a CB1 v 90 % pripadf. U stfedné td8Zzkych defektdi byla no PM2 koncence
v 51,1 %, po VCB2 v 55,9 %, po CB2 v 90 % a po PB2 ve 100 % pfFipadu.
Embrya s téZkymi defekty, kterych bylo v hodnoceném souboru podstat-
né méné, pieZivala po PMs v 50 % p¥ipadd, po VCB3s v 71,4 % a po CBs
ve 100 % pFipadu. .

Celkem se tedy v roce 1986, ve srovnanf s vynikajicimi embryi, vy-
vijely defektni PM v poméru 63,3:56,6 %, VCB v pomé&ru 64,4 : 64,9 %,
CB v poméru 73,52 : 72,50 % a PB v pomé&ru 66,6 : 66,7 %.

S ohledem na jednotlivé vyvojové kategorie embryi vcelku preZi-
valy PM v3ech kvalit v 59,9 %, VCB v 64,8 %, CB v 72,7 % a PB v 67,7 %
pFipadd. Po v8ech 934 nekrvavych ipsilaterdlnich piFenosech zabfezlo
614, tj. 65,7 % pFijemch [tab. II).

V roce 1987 (tab. II) jsme do konce zari uskutecnili celkem 827
transferti embryi riznych kvalit a vyvojovych stupiit.

Vynikajici embrya pfenaSena ve stadiu PM pfeZivala v 70,5 %,
VCB v 70,1 %, CB v 70,3 %, PB v 57,4 %, KB v 73,3% a VB v 80,0 %
pfinadi. U noSkozenych embryi pfeZivaly PMi, PM2 a PMs v 55,2, 69.6
a 90,0 %, VCBi, VCB2 a VCBs v 67,9, 52,8 a 63,6 % a CBi1, CB2 a CBs
v 61,5, 72,7 a 53,8 % pfipadi. Po malém noctu nFenesenych pozdnich
blastocyst do8lo ke koncepci ve vSech pfipadech.
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II. Prezivani ambryi ve vztahu ke stadiu jejich vyvoje a kvalité — The survival of
embryos in relation to the stage of their development and to their quality

lPoéet prenosu Procento brezosti

Diferenciace embrya {

Zabftezlo

1987 1986

| iesiiniiiinie| P
1 | 1986 | 1987 | 1986 1987 | 1986/1987
— —_— —|
‘ PM 90 61 57 43 63,3 70,50 66,22 ’
| PM (D) 34 58 22 32 64,7 55,20 58,60 *
PM (2) 41 23 21 16 51,2 69,60 57,78 |
PM (3) 12 10 6 9 500 90,0 t 68,18 |
| PM celkem 177 152 | 106 100 59,9 65,78 62,61
. VCB | 325 | 231 | 211 | 162 64,9 70,10 67,08
. VCB (1) 60 137 41 93 68,3 67,90 68,02
| VCB(2) | 32 53 19 28 559 52,80 54,02
i VCB (3) b7 11 5 7 71,4 63,63 66,66
| VCB celkem 426 432 276 290 64,8 67,12 65,96
| CB 160 91 116 o4 72,5 70,30 71,71
CB (1) 10 26 9 16 Q0,0 61,50 09,44
CB (2) 22 11 14 8 63,6 72,70 66,66
CB (3) 2 39 2 21 100,0 53,80 56,60
| CB celkem 194 167 141 100 72,7 65,26 69,25
PB 108 54 72 3] 66,7 57,40 63,58
PB (1) 1 1 1 0 100.00 50,00
| PB(2) 2 1 0 1000 0 65.66
| PB(3)
| IR | e .
' PB celkem 111 56 | 74 32 66,7 57,14 63,47
KB 22 15 13 11 59,1 73,33 64,86 |
|
. VB 4 5 4 4 1000 80,00 88.90 |
= S S — S |
| Celkem 934 | 827 614 546 65.7 66,02 65,87 |

peny 8,57 % pripadd, nepo$kozené VCB byly prenaseny v 31,57 %, CB
ve 14,25 %, PB v 9,2 %, KB ve 2,1 % a VB v 0,51 % pFipadii.

Z mirné poSkozenych embryi byly PMi pFendSeny v
byly zastoupeny v 11,8 %, CB ve 204 % a PB jen v 0,1 % pripadd.
PM2 se prenasely ve 3,65 %, VCB ve 4,94 %, CB v 1,87 % a P8 jen
v 0,17 % pripadi. Embrya s téZkymi defekty, tj. PMs, jsme pouZili
v 1,25 %, VCB v 1,02 % a CB ve 2,33 % pripadi (tab. I).

Z celkového pocCtu 318 prenaSenych FM (obr. 2a) pripadlo na vyni-
kajici embrya 45,89 % (151), na mirng poSkozena embrya 27,96 % (92],
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II1. Procento prezivani embryi ve vztahu Kk jednotlivym vyvojovym a kvalitativnim
kategoriim (1986 1987) — Embryo survival rate in relation to the developmental
stages and quality categories (1986 /1987)

Kvalith smbiyi ' PM | VCB { CB PB | KB | VB
|

: * 66,20 67,08 | 71,71 63,58 64,86 ’ 88,9
5860 | 65,02 69,44 50,00 '
x

|
|
|
|

|
2 57,78 | 54,02 i 66,66 66,66
3 68,18 66,66 56,60 J
Celkem 62,61 65,96 ' 69,25 63,47 64,86 ‘ 88,9 |

*  embrya bez morfologickych defekta, 1~ embrya s lehkymi, 2 = se stfednimi morfologic-
kymi defekty, 3 - s tézkymi morfologickymi defekty

Celkem prezivala poSkozena embrya proti intaktnim ve stadiu PM
v pomeéru 61,3 :70,5 %, ve stadiu VCB v pomeéru 63,6 : 67,9 % a CB v po-
meéru 59,2 : 70,0 %. Po pfenosu PM koncipovalo 65,7 %, po transferu VCB
zabtezlo 67,12 %, po CB 65,26 % a po PB 57,14 % prijemc.

V pribéhu sledovanych dvou let se tedy =zlepSilo prezivani PM
a VCB v roce 1987, zhorsilo se zabfezdvani po CB a k jistému zlepSeni
doSlo po transferu PB a VB.

Celkové prezivani embryi in vivo v zavislosti na vyvojovych a kva-
litativnich Kkategoriich je v pribéhu sledovanych dvou let uvedeno v tab.
II. Z prehledu je patrné, Ze sice nejlépe prezivaji embrya vynikajicich
kvalit a z nich pFedevsim PM, VCB a CB (66,2, 67,08 a 71,7 %), ale vy-
sokého zabrezavani bylo dosaZeno i po pfenosu 22 PM vyrazné poSko-
zenych (68,18 %) nebo 197 VCB s mirnymi defekty (68,02 %). Unos-
nou preZitelnost vSak poskytla i noSkozena embrya jinych kategorii
(tab. III), u nichZ efektivita pFenosu nepoklesla pod 50 % ani v jed-
nom piripadé. DileZita byla i skutecnost, Ze vysokd pfezZitelnost embryl
byla zaznamendana jak u KB, tak i u VB. PrestoZe jde jen o skuninu

IV. Prezivani embrvi ve vztahu k jejich kvalité — The survival of embryos in
relation to their quality

| I Rok 1986 | Rok 1987 l Celkem

. e e
} pocet ’ za- | procento | podet } za- !proccnm\ pocet ‘ za- | procento
fenost biezlo | bfezosti |pfenosu|bfezlo | bfezosti |pfenosh brezlo | bfezosti

Kvalita

* 700 | 473 66,7 457 | 315 | 68,90 | 1166 I 788 | 67,58

1 105 72 68,6 | 222 | 142 | 63,96 327 | 214 | 6544

2 | 9 | 56| 566 | 88 | 52 | 59,10 | 187 | 108 | 57,75

2t w3l et | 60 | 37! 6,70 | s1 | s0| 61,72

o [ ! | 1 | )
Celkem | 934 614 | 657 | 827 | 546 | 66,02 | 1761 | 1160 | 6587 |

* — embrya bez morfologickych defektu, 1 - e¢mbrya s lzhkymi, 2 — s: stifcdnimi morfologic-
kymi defekty, 3 s tézkymi morfologickymi defekty

VETERINARNI MEDICINA — 1988 583



okrajovou a malo pocetnou, vysledky svédci o tom, Ze i tato embrya lze
v D7 tspésné prendset do vhodnych pfijemct.

Hodnotime-li pfezivani embryi podle vyvojovych stadii a bez ohle-
du na jejich kvalitu, pak po prenosu PM prijemci zabfezavali v priaméru
v 62,6 %, po VCB v 65,96 %, po CB v 69,25 %, po PB v 63,4 % a po KB
a VB v 64,86, resp. v 88,9 % pfFipada (tab. II1).

Pri komplexnim rozboru prezivani embryi prenaSenych v D7 podle
jejich kvality a bez ohledu na stadium vyvoje jsme v roce 1986 (tab.
IV) dosdhli po vynikajicich embryich 66,7% koncepce, po mirné po-
Skozenych 68,6%, po stfedné postizenych 56,6% a po téZce defektnich
61,9% zabfezavani. V roce 1987 (tab. IV) bylo po vynikajicich embryich
dosaZeno 68,9% gravidity, po mirné poskozenych 63,96%, po stfedné
defektnich 59,1% a po vyraznéjSich poskozenich 61,7% zabfezavani.
Z vysledkd dvou srovnavanych let také vyplyva, Ze acCkoliv bylo v roce
1987 pirenaseno o 20 % vynikajicich embryi méné, meéla primérna kon-
cepce mirné stoupajici tendenci (65,7 : 66,02 % ).

V prabéhu roku 1986 a 1987, kdy bylo provedeno celkem 1761 ne-
krvavych pfenosi (tab. 1V), pfezivala intaktni embrya v 67,58 %, mirne
defektni v 65,44 %, stfedné poSkozena v 57,75 % a vyrazné defektni
v 61,72 % pFipadd. Celkem tedy do stadia diagnostiky bfezosti preZilo
1160, tj. 65,87 % embryi.

DISKUSE

Morfologické hodnoceni kvality embrya je bezpochyby zavislé na
subjektivnich pFistupech a v jednotlivych laboratofich znac¢né Kkolisa
(Riha aj., 1984; Sreenan a Diskin, 1987 a dalsi). Mezi ex-
trémnimi kvalitativnimi stupni embryi mohou byt znac¢né rozdily v pfe-
Zitelnosti, coZ je i v literatufe bohaté komentovdno. Elsden aj. (1980)
napfiklad zjistili, Ze vynikajici embrya pfeZivaji in vivo v 63 %, dobra
v 58 %, mén& dobrd v 31 % a Spatna jen ve 12 % pripadi. RovnéZ Ter -
vit aj. (1980) a Schneider aj. (1980) dosli k zdvéru, Ze po pfeno-
su kvalitnich embryi se vyvijela bfezost v 64, resp. 71 % a po $patnych
embryich jen ve 27, resp. 55 % prFipadi. Tuto skute¢nost potvrdil i Shea
(1981), ktery po pfenosu vynikajicich embryi zaznamenal 71% koncepci,
zatimco po $patnych jen 44%. K pedobnym zavérim dospéli na zaklade
analyzy 2083 nekrvavych prenosit Donaldson (1982), ddle Baker
a Kobayashi (1982), Linder a Wright (1983), Looney
aj. (1984) a Markette aj. (1985), zejména pokud jde o prezZiva-
ni embryi extrémnich kvalit. Hasler aj. (1987) doSli k zavéru, Ze
sprdvné hodnoceni pieZitelnosti embryi podle kvalitativnich stuniii je
zavislé jednak na Cetnosti prenosli, jednak na turovni zabfezdvani po
ET viibec. Tam, kde je po ET koncepce nizkd a poCet pfenoslii nedosta-
te¢ny, se vliv kvality embryi na pfeZivani nemusi projevit. Autofi sami
provedli 5521 chirurgickych transferti a dosdhli po nouZiti nejlepSich
kategorii embryi 73% Kkoncence, po dobrych embrvich zahfezdvali pfi-
jemci v 60 % a po 3patnych jen ve 41 % pFipadd. Sreenan a Dis-
kin (1987) naopak zastavaji nézor, Ze uroveli preZivani embryi ied-
notlivych vyvojovych a kvalitativnich stupiifi neni vZdy zcela evidentni
ani shodna. Ackoliv se tvrdi, Ze kvalita embrvi je pro predikci jejich
pfeZivani in vivo pouZitelnd, b&Zna praxe TE i pFi nouZiti nejsynchro-
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nizovanéjsich prijemcl tuto interpretaci znacné€ omezuje. Skute€nost,
kterou praxe hézné prinasi, Zze dobrd embrya preZivaji nékdy hire nez
Spatnd, jen dokazuje, Ze embryondlni vyvoj po pfenosu neni zavisly
vyhradné na kvalité embrya, ale i na mnoha jinych faktorech.

Ohodnoceni ziskanych embryi, zejména pak embryi nizSich kvalit,
neni vzdy snadné a zcela jednoznacCné. Je subjektivni, vyZaduje zkuSe-
nosti i znalosti. Predstavuje velmi zdvaznou soucast ET vzhledem Kk to-
mu, Ze zdaleka ne v8echna ziskana embrya maji optimalni kvalitu. Podle
nasSich zkuSenosti (Lopatarova a Holy, 1988) byva z celkového
pocCtu vyuzitelnych embryi postizeno vice nez 33 %. Zbavovat se tako-
vych embryi realizaci ET na ,jistotu” znamena nejen znacnou redukci
superovulacniho efektu, ale i zvySovani ndkladd na ET. Jde totiz o to, Ze
u znacneho pocCtu postiZzenych a na prvni pohled aZ Spatnych embryi mi-
ze ve vhodném prostrfedi probihat embryondlni vyvoj velmi rychle, pro-
toZe zbytek aktivnich blastomer si zachovdva schopnost intenzivni re-
kuperace podobné, jako je tomu napriklad u semiembryi ziskanych po
mikrochirurgickém zasahu nebo u kryokonzervovanych embryi po roz-
mrazeni (Hahn, 1987 — osobni sdéleni). Spravné ohodnoceni a se-
lekce takovych embrvi vSak vyZaduje nejen odbornou zku$enost a pro-
fesionalni prisnost a kazen, ale i dobrou mikroskopickou techniku
a zejména kratkodobou kultivaci promytych embryi ve vhodném a ste-
rilnim prostredi.

Shea (1981) zaznamenal v embryogramu D7 zastoupeni PM v 36 %,
CBv57%, PBv7%aVBv04%. Naproti tomu Linder a Wright
(1983) udavaji frekvenci PM 27 %, CB 30 %, KB 31 %, PB 9% a VB 2 %.
V naSich sledovanich jsme v D7 méli k dispozici 18,68 % PM, 47,7 %
VCB, 20,55 % CB, 9,48 % PM, 2,1 % KB a 0,51 % VB. Rozdily ve vyvo-
jové embryondlni diferenciaci jsou zfejmé& vyvoldany individualni katego-
rizaci jednotlivych vyvojovych stadii, zejména pokud jde o exaktnost
rozliSovani pozdnich morul a rtznych vyvojovych forem blastocyst
v riiznych laboratorich. V kazdém pfipadé jsme v D7 méli k pFenosu pod-
statné méne kompaktnich morul, neZ vyplyva z citovanych praci.

[ v naSich pokusech se ukéazalo, Ze nejlépe pfeZivala embrya vynika-
jicich kvalit (tab. III a IV) a z nich zejména VCB a CB, ale rozdily mezi
nejlepS§imi a nejhorS§imi kategoriemi (tab. IV) nebyly tak evidentni, jak
udavaji napf. Elsden aj. (1980), Shea (1981), Hasler aj.
(1987) a dalsi, vzhledem k tomu, Ze nami pouZita intaktni a mirné po-
S§kozena embrya preZivala in vivo v priméru v 67,5 a 65,44 %, stfedng&
podkozena v 57,7 % a embrya se zavaznymi defekty v 61,7 % pFipadd.
Svédc¢i to o prisnosti selek¢énich Kritérii, kterych v naS$i laborato¥i pro
vybér kratkodobé kultivovanych embryi pouZivame.
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Doslo dne 25. 1. 1988

ronbl, Nn. — NONATAPXOBA, M. — KPOHTOPAA, N. (WUHcTutyT BeTepuHapuu, BpHo;
PanoHHbin BeTnyHKT, YCTn H. O.): Kayectso u CcTaaus pa3suTus 3MGPUMOHOB KOPOB C TOUKM
3peHUs WUx BbIKMBAHUA in vivo NOCne MNCuNaTepanbHOU GECKpPOBHOW nepecajgkun. Veter.
Med. (Praha), 33, 1988 (10) :577-588.

B 1986 u 1987 rr. Ha 7-# (A7) nocne cynepoBynsuMOHHOW OxOTbl nposenu 1761 muncunate-
panbHyl TpaHCNNaHTauWilo 3MOPUOHOB KOPOB B Pa3HbIX KaTEropusax pa3BuTUS M KaueCTBa
BeckpoBHbIM nyTeMm. Ha no3gHue mopynbi (PM) npuxoaunoch 8 uenom 18,68", Ha oueHb
paHHue 6nactokuctel (VCB) 47,42°, Ha panHue (CB) 20,55, Ha no3aHWe pacliupeHHble
(PB) 9,48",, Ha BbiTaHyTble M Bbiaynasiowuecs (KB) 210", w  Ha sbinynnen-
Hble 6nactokuctsl (VB) 0519, amGpuoHoe [IpepocxoAHble 3MOPUOHBI NpeaCTasneHbl
B kateropum PM — 45899, VCB — 6525", CB — 6953", u PB — 970",
cnyyaes. lMocne nepecagkn NPEBOCXOAHbIX IMOGPUOHOB OTAENbHLIX CTaAWi NPOM3OLINO 3a-
uaTue nocne PM B 66,229, nocne VCB 8 67,08", nocrne CB s 71,71",, nocne PB
B 63,580, nocne KB 8 64,869, u nocne VB 8 889" cnyuaee. Cna6o, cpeaHe U TaxeNo
nospexaeHHblie PM sbixuBanu B 58,7, 8 578 u B 566", a PB 8 50,0 u 66,66 0/y cnyuaes.
Bcero nocne PM 3auatus coctasunu 62,617, nocne VCB 6596 ", nocne CB 69,25%,
u nocne PB 63,479, nocne KB 64, 86", u nocne VB 889" peuunuentos. B 3asucu-
MOCTM OT KauecTsa OMOEPMOHOB W HE3aBUCWUMO OT CTAAMM Pa3BUTUS NPEBOCXOAHbIC IMOPU-
oMbl BbixMBanu B 67,58 Y/, cnaboroBpexaeHHbie 8 65,44 U, cpeaHenospexaeHHbie B 57,759

586 VETERINARNI MEDICINA — 1988



u TaxenonospexaeHHole 8 61,72", cnyyaes. M3 obwero konuuectBa 1761 nepecaaku yno-
MAHYTbIX 3mMGpuoHoB 3auanu 1160, T.e. 6587 Y%, peuunueHToB. BbICOKOH BHIXMBAEMOCTH
noBpexXAE€HHbIX 3M6pMOH08 U, CnepoBatenbHo, 3MMEKTUBHOro 3M6puoTpchcpepa MOXHO
AOOBMTLCS MpPaBUbHOW CENEKUMEH B 3aBMCUMOCTM OT XapakTepa U Pa3BUTUS 3IMEPUOMAacChbi
B YCNOBUAX KPAaTKOCPOUHOW KYNbTUBAUMWU.

ambpuoTpaHcdep; 3M6PUOH; BbIXUBaAHUE, 3auaTue

HOLY. L. — LOPATAROVA, M. — KRONTORAD. P. (University School of Ve-
terinary Medicine, Brno; District Veterinary Station, Usti nad Orlici): The Quality
and Developmental Stage of Bovine Embryos in Relation to their in-vivo Survival
after Ipsilateral Non-surgical Transfer. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 577-588.

During 1986 and 1987, a total of 1761 ipsilateral transfers of embryos in different
developmental stages of bovine and of different quality categories were performed
by the non-surgical method the seventh day (D7) after superovulation oestrus. The
proportions of the different developmental stages of embryos were as follows: late
morula (PM) 18.68 9, very early blastocysts (VCB) 47.72 9, early blastocysts (CB)
20.55 9/, late expanded blastocysts (PB) 9.48 %, contracted and hatching blastocysts
(KB) 2.10",. and hatched blastocysts (VB) 0.51 9/,. Excellent embryos were repre-
sented as follows: 45.89 Y/, in the PM category, 65.25 %, in the VCB category, 69.53 %,
in the CB category, and 97.0%, in the PB category. The transfer of the excellent
embryos of the different categories resulted in the following conception rates:
PM 66.22 9, VCB 67.08 %, CB 71.71Y%,. PB 63.58 9/,, KB 64.86 9, VB 88.9 ",. Slightly,
medium- and heavily affected PM survived at the rates of 58.7°9, 57.89%, and
56.6 Y. respectively, and PB survived at the rates of 50.09%, and 66.66", On the
whole, the conception rates were 62.61 %, with PM, 65.969%, with VCB, 69.25",
with CB, 63479, with PB, 64.86 %, with KB, and 88.9Y, with VB. As for embryo
quality irrespective or embryvo development stages, the following survival rates
were obtained: excellent embryos 67.58 9, slightly damaged embryos 65.44 9/,
medium-damaged embryos 55.75%,, and heavily damaged embryos 61.729, The
number of successful conceptions was 1160 out of the total number of non-surgical
ipsilateral embryo transfers (65.87%). A high survival of the damaged embryos,
and thereby an increased effect of superovulation and embryonal transfer in general,
can be achieved through correct selection according to the nature and development
of the conserved embryonal mass under the conditions of short-time cultivation.

embryvo transfer; embryo; survival; conception

HOLY, 1. — LOPATAROVA, M. — KRONTORAD, P. (Veterinidrmedizinische Hoch-
schule, Brno; Kreis-Veterinireinrichtung, Usti nad Orlici): Qualitit und Entwick-
lungsstadien von Rinderembryonen in bezug auf deren Uberleben in vivoe nach
ipsilateralem unblutigen Transfer. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 577-588.

In den Jahren 1986 und 1987 fiihrten wir am siebenten Tag (D7) nach Superovu-
lationsbrunst 1761 ipsilateraler Transfers von Rinderembryonen verschiedener Ent-
wicklungs- und Qualitdtskategorien auf unblutigem Wege durch. Auf spiate Morula
(PM) entfielen insgesamt 18,68 9, auf sehr friihe Blastozysten (VCB) 47,729, auf
friihe Blastozysten (CB) 20,559, auf spidte expandierte Blastozysten (PB) 9,48 9/,
auf kontrahierte und schliipfende Blastozysten (KB) 2,109, und auf geschlipfte
Blastozysten (VB) 0.519%, der Embryonen. Hervorragende Embryonen waren in
der Kategorie PM in 4589, in VCB in 65259, in CB in 69,53", und in PB
in 97,0, der Fille vertreten. Nach dem Transfer der hervorrangenden Embryonen
der einzelnen Entwicklungsstadien kam es zur Konzeption nach PM in 66.22 9/,
nach VCB in 67.089,, nach CB in 71,719, nach PB in 63,58 9, nach geschidigte
PM lberlebten in 58,7, 57.8 und 56.6", und PB in 50,0 und 66,66 ", der Fille.
Insgesamt Konzipierten nach PM 62,619, nach VCB 6596 %, nach CB 69,259,
nach PB 6347, nach KB 64,869, und nach VB 88979, der Empfingerinnen.
Der Qualitit der Embryonen nach und ungeachtet des Entwicklungsstadiums iiber-
lebten hervorragende Embryonen in 67,58 9, die méaBig geschidigten in 6544 9/,
die mittelschwer geschadigten in 57,759, und die schwer defekten in 61,729/, der
Falle. Von der Gesamtzahl der 1761 nichtchirurgischer ipsilateraler Transfers von
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Embryonen unterschiedlicher Qualitidt und verschiedener Entwicklungsstadien kon-
zipierten 1160, d. h. 65,879, der Empfingerinnen. Eine hohe Uberlebensrate der
geschadigten Embryonen und somit ein erhohter Effekt der Superovulation und
des Embryotransfers im allgemeinen ist durch eine richtige Selektion, dem Cha-
rakter und der Entwicklung der gut erhaltenen Embryonalmasse nach, unter Be-
dingungen einer Kurzzeitkultivierung, zu erzielen.

Embryotransfer; Embryo; Uberlebensrate; Konzeption
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DYNAMIKA HLADIN IMUNOGLOBULINU V KREVNIM
SERU TELAT OD NAROZENI DO VEKU SESTI MESICU

P. Jagos, M. Dostalova, J. Zajac, J. Bouda

JAGOS, P. — DOSTALOVA, M. — ZAJAC, J. — BOUDA, J. (Vysoka 3kola
veterinarni, Brno: Bioveta, n. p., Nitra): Dynamikae hladin imunoglobulinu
v krevnim séru telat od marozeni do veéku Sesti mésici. Veter. Med. (Praha),
33, 1988 (10) : 589-592.

Dlouhodobym sledovanim dynamiky imunoglobulini Ig a IgG v krevnim séru
telat jsme zjistili, ze vyskyt hypogamaglobulinémii dosahuje v naSich chovech
70 az 90Y,. U skupiny normoglobulinemickych telat doS§lo k maximalnimu
poklesu hladin IgG v sedmém tydnu zivota a k rychlejsi syntéze vlastnich
imunoglobulinu. U hypogamaglobulinemickych telat za¢ina aktivni tvorba imu-
noglobulinti sice uz ve tretim tydnu po narozeni, ale je pozvolnéjsi, nedosahuje
optimdalnich hodnot ani ve dvacatém tydnu zivota. Hypogamaglobulinemicka
telata jsou znac¢né vnimavejsi k infekcim, a proto by meéla zustavat v turnu-
sovyvch provozech do tri meésicu véku.

tele; krevni sérum; hladiny Ig; IgG; ELISA; hypogamaglobulinémie

Zvysovani hladin imunoglobulind (Ig) v krevnim séru telat ma roz-
hodujici vyznam pro posouzeni jejich imunitniho stavu a obranyschop-
nosti organismu. Optimalni hladiny Ig jsou vyznamnym ukazatelem zdra-
votniho stavu i predpokladu dalSiho vyvoje a jejich znalost je nezastu-
pitelna pri reSeni nemocnosti a ztrat telat ve velkochovech. Tele se rodi
s fyziologickou agamaglobulinémii, protoZze prostup imunoglobulini
z krve matefského organismu do plodu je blokovan placentarni bariérou.
Optimalni hladiny imunoglobulin@ v krvi telat 1ze dosdhnout predevsim
tim, Ze tele vcas prijme dostatecné mnozstvi kvalitniho mleziva. Vysoka
absorpce kotostralnich imunoglobulind z prvnich nadoji po porodu je
dana pritomnosti kolostralniho inhibitoru trypsinu, ktery inhibuje trypsin
v duodenn, a timto mechanismem jsou kolostralni imunoglobuliny chra-
nény pred proteolyzou (Pineiro aj., 1978). Prostupnost stfeva telete
pro imunoglobuliny je omezena na 24 aZ 36 hodin post partum. Bylo
zjiSténo, Ze absorpce kolostralnich imunoglobulinl je nejvétsi po vypiti
kolostra v prvnich ¢tyfech hodindch po porodu. Imunoglobuliny se obje-
vuji v krvi novorozeného telete jiz za 60 aZz 120 minut po vypiti mlezi-
va (Kaeckenbeeck aj, 1961; Aeikens, 1976), jejich maximalni
hladiny se zjiStuji za 24 aZ 48 hodin po narozeni.

Z hlediska odolnosti a aktivni imunizace ma zna¢ny vyznam dalsi
osud kolostralnich imunoglobulint v krvi telat. Jejich hladiny klesaji na
minimum druhy aZ paty tyden po narozeni (Logan aj., 1973). Sla-
nina aj. (1978) zjiStovali nejniz8§i hladiny imunoglobulini v krevnim
séru telat ve vEku Ctyf az péti tydnl, kdy primérna hladina imunoglo-
bulint byla 11,8 j., zatimco v prvnich dnech po porodu ¢inila 15,4 j.

V souCasné dobé se v praxi setkdvame s Castym a velmi vysoKym
vyskytem hypogamaglobulinemii, resp. agamaglobulinemii. Podle naSich
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priizkumi realizovanych v poslednich dvou’letech se tyto stavy vyskytuji
u 70 az 90 % telat. Jejich pficinou je predevdim pozdni poddni dosta-
tecného mnoZstvi kvalitniho kolostra.

V této praci jsme se proto zamerili na sledovani zdravotniho stavu
telat ve vztahu k dynamice hladin kolostralnich protilatek v krevnim
séru telat a na stanoveni inicidlniho bodu aktivni tvorby imunoglobulinti
tFidy G.

MATERIAL A METODA

Pro stanoveni Ig v krevnim séru se nejcastéji pouziva rychlé, jednoducheé
zinksulfatové turbidimetrické metody, popripadé radialni imunodifuzni metody
v agarovém gelu ke stanoveni jednotlivych trid Ig podle Manciniové (1963).
Vzhledem k tomu, ze moderni veterinarni diagnostika se stale vice orientuje na
metody ELISA, pristoupili jsme i na nasem pracovisti kK vypracovani a ovéreni této
metody pri stanoveni IgG. Hladiny IgG stanovené v krevnim séru telat testem
ELISA jsme srovnavali s hladinami IgG urcenvmi radialni imunodifiazi s Ig sta-
novenymi zinksulfatovou metodou.

Nejdrive byly v krevnim séru 50 telat dva dny starych stanoveny zinksulfa-
tovou metodou hladiny Ig. Na zakladé tohoto vysSetreni jsme vytvorili skupinu
normoglobulinemickych (n = 9) a hypogamaglobulinemickych (n = 11) telat. U tak-
to vybranych dvoudennich telat byly metodami ELISA a radialni imunodifuzi sta-
noveny IgG. Hladiny protilatek pak byly stejnymi metodami pravidelné v tyvden-
nich intervalech sledovany do véku ¢étyr meésicu a pak jesSté v péti a Sesti mésicich
veéku telat. Zoohygienické podminky v profylaktoriu byly dobré, ve VKT — a to
v pavilonech jak mlé¢né, tak rostlinné vyzivy — byly nevyhovujici, navic zde byly
nedostatky ve vyzive.

VYSLEDKY A DISKUSE

Zjistili jsme, Ze u obou skupin telat bylo dosazeno nejvyssich hladin
IgG a Ig za 48 hodin po porodu. U telat starSich nez tyden jsme zazna-
menali pokles Ig, IgG v duisledku katabolismu kolostralnich protilatek.
Nejnizsi hladiny 1gG a Ig, jak je vidét z obr. 1, byly zjiStény u skupiny
hypogymaglobulinemickych (HG) telat jiz ve tfetim tydnu, zatimco
u normoglobulinemickych telat (NG) az v sedmém tydnu po narozeni.
Z dynamiky sledovanych hladin IgG, Ig vyplyvd, ze hladina imunoglobu-
linG v krvi telat musi pravdépodobné nejdrive klesnout na urcitou spod-
ni hranici, v naSem pripadé u prvni HG skupiny na 4,8 mg 1gG na mili-
litr, u druhé NG skupiny na 6,2 mg.ml !, aby mohla — jako nasledek
tohoto impulsu — nastoupit aktivni tvorba protilatek. U hypogamaglo
bulinemickych telat v disledku pocatecnich nizkych hladin Ig bylo
dosaZeno této spodni hranice podstatné drive, a tedy také syntéza vlast-
nich imunoglobulin nastala dfive. U druhé skupiny (NG) telat na-
stoupila aktivni tvorba Ig vozdéji, ale s vetdi intenzitou. Optimdlni (re-
ferencni) hladiny Ig dosdahla NG skupina v rozmezi 12 aZ 13 tydni, ma-
xima ve véku 14 tydni, zatimco HG skupina telat optimalni hodnoty Ig
vlibec nedosdhla. Kfivka hladin IgG u HG skupiny telat vykazovala dvou-
vrcholovy pribéh, pricemZ prvni vrchol byl zjis§tén uz ve Ctvrtém tydnu,
byl v8ak niZ8i neZz vrchol druhy ve 13. tydnu.

Ve veku 18 tydni bhylo ptiblizné 80 % telat postiZeno broncho-
pneumonii. V d@isledku onemocnéni se vyrazné snizily prirtstky hmot-
nosti a ve skupiné hypogamaglobulinemickych telat musela byt tFi
zvitata nutné odporaZena. Ve skupiné normogamaglobulinemickych telat
Kk nutnym pordaZkam na hronchopneumonii nedoSlo.
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1. Dynamika hladin 1gG v krevnim séru telat — Changes in 1gG concentrations
in the blood serum of calves
@ ———® normoglobulinemicka telata '— — — ) hypogamaglobulinemicka telata

Z vyvoje hladin Ig a IgG v krevnim séru telat je patrné, Ze nejvyssi
hladiny byly zjiStény za 24 aZ 48 hodin po vypiti prvni davky mleziva.
Pozdéeji se sniZovaly, protoze biologicky polocCas u I1gG, které tvori z cel-
kovych Ig témér 90 %, je priblizné 15 az 20 dni. Z uvedenych divodi
je nutné pfi posuzovani urovné Kolostralni imunity u telat odebirat krev
pro stanoveni Ig u telat ve véku dva az Sest dni, nebot pozdéji dochéazi
k vyznamnému poklesu. Hodnoty IgG stanovené v krevnim séru telat
metodou ELISA velmi dobfe korelovaly s hodnotami IgG urCenymi jed-
noduchou radialni imunodifizi na agaru. Pozitivni korelace byla zjiSténa
i mezi hladinami IgG a celkovymi Ig urCenymi turbidimetrickou Zn-sul-
fatovou metodou. ;

Nejniz8i hladiny Ig, resp. IgG v krvi normoglobulinemickych (NG)
telat byly zjiStény ve véku sedm tydni, u hypogamaglobulinemickych
(HGp diive. Ve vétsiné naSich chovil, ve kterych se v obdobi kolostralni
vyZivy vyskytuji hypogamaglobulinemie u vice nez 50 % telat, zjistu-
jeme zpravidla niZ8i hladiny Ig ve véku tfi aZ Sest tydnli. SniZené hod-
noty Ig obvykle pretrvdvaji az do véku osm tydna i déle. Tento pokles
hladin Ig je vétSinou provédzen sniZenou odolnosti telat, protoZe kolo-
strdlni imunita je vyznamné sniZena a aktivni tvorba protilatek dosud
nedosdhla potfebné tirovné. 7 téchto dfivodi by telata nemeéla byt ani pFi
Casném (v Sesti tydnech), ani pFi zkriaceném odstavu (v osmi tydnech)
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presouvdna z turnusového provozu do jinych objekt. PFi presunu telat
do kontinudlniho provozu pred dosaZenim deseti tydnl véku se zvySuje
vyskyt respiracnich onemocnéni. Z naSich vysledkd rovnéz vyplyva, Ze
normoglobulinemicka telata podstatné lépe prekondvaji respiracni one-
mocnéni a také antibiotickd 1écba je u nich vyznamné efektivnéjsi nez
u telat hypogamaglobulinemickych.
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MMMYHOrno6ynMHOB. Y runoraMmarnoby/iMHEMUUYECKUX TENaT HAUMHAGTCH aKTMBHbLIM CHHTE3
UMMYHOrN106Y/TMHOB yX€ Ha TPETb HEAENI0 NOCNE POXACHUA, HO AOBONLHO MEANEHHEW UMM
HEAOCTHUras ONTUManbHbIX 3HAYEHWW AaXe Ha ABajuaTyld HEeAeNo XWu3HW. [unorammarno-
6yNMHeMHUUeCkMe TensTa Ha MHOro 6onee UYBCTBUTENbHBIE K WHMEKUUAM, M no3tomy 6ol
CREA0BaN0 MX OCTaBNATb B TYPOBbIX Pa3BeAEHUSX A0 TPEX Mecsaues Bo3pacTta.
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terinary Medicine, Brno; Bioveta, National Corporation, Nitra): Changes in Immuno-
globulin Concentrations in the Blood Serum of Calves from Birth to the Age of
Six Months. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 589-592.

The changes in immunoglobulin (Ig and IgG) concentrations were studied in the
blood serum of calves. Hypogammaglobulinaemia was found to occur at the rate
of 70 to 909%, in the calf stocks in Czechoslovakia. In the group of normoglo-
bulinaemic calves, the maximum decline of IgG concentrations occurred in the
seventh week of life; an increase in the rate of synthesis of the true immuno-
globulins was recorded at the same time. In the hypogammaglobulinaemic calves
the active formation of immunoglobulins starts already in the third week after
birth but it is slow, and remains below the optimum even in the twentieth® week
of age. The hypogammaglobulinaemic calves are very susceptible to infections, so
they should be left in the stocks with the all-in all-out system until they are three
months old.
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IMUNITNI ODPOVED BOVINNICH FETU NA INTRAUTERINNI
IMUNIZACI ROTAVIREM

M. Toman, Z. Zraly, J. Franz, J. Canderle, J. Stépanek

TOMAN, M. — ZRALY, Z. — FRANZ, J. — CANDERLE, J. — STEPANEK, J.
(Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Imunitni odpovéd bovinnich
fétu ma intrauterinni imunizaci rotavirem. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) :
593-598.

Dvéma metodami aplikace viru do amniové tekutiny jsme imunizovali féty
skotu rotavirem v posledni ¢tvrtiné gravidity. Po intrauterinni imunizaci jsme
zaznamenali casnéjsi nastup porodu, a pokud byly féty imunizovany po 250.
dnu graviditly, rodila se telata mrtva nebo malo Zivotna. Telata imunizovana
vice nez 45 dni pred predpokladanym porodem se rodila zdrava, zivotaschop-
na. U telat narozenych za 9 az 14 dni po imunizaci jsme prokazovali rotavi-
rovy antigen v trusu. Telata imunizovana v intervalu delS$im nez 14 dni pred
porodem se rodila s hladinou specifickych protilatek v trusu a séru.

bovinni fétus; intrauterinni imunizace; rotavirus; imunitni odpoveéd

Jiz v prvnich letech po objeveni virové etiologie novorozeneckych
prajmi se nektefi pracovnici pokouSeli navodit aktivni imunitu vakci-
naci novorozenych telat. Mebus aj. (1973) vakcinovali telata do 24
hodin po naiozeni Zivym atenuovanym rotavirem a zjiStovali v experi-
mentdlnich podminkach ndstup imunity od druhého do cCtvrtého dne,
ale v terénnich podminkdch byly vysledky vakcinace rtizné (Twie-
haus aj., 1975; Blackmer, 1976). Woode aj. (1978) po vakci-
naci gnotobiotickych telat Zivym atenuovanym kmenem rotaviru proka-
zovali imunitu za 7 az 21 dni, kdy telata celenZovali virulentnim kme-
nem, zatimco telata celenzZovana za tfi az pét dni po vakcinaci chra-
néna nebyla.

MoZnost prodlouzit interval mezi vakcinaci a infekci a odstranit
inhibiéni ucinek kolostra skytd metoda intrauterinni imunizace fét
v poslednim obdobi jejich vyvoje. Conner s Kolektivem pracovnikill
(Conner aj., 1973; Wamukoya a Conner, 1976) a také O1-
son a Waxler (1976, 1977) na modelu antigenu E. coli prokazali, Ze
ovéi a bovinni fétus odpovida v posledni ctvrtiné intrauterinniho vy-
voje na pervordlné podany antigen tvorbou protildtek s naslednou odol-
nosti po narozeni. Redman aj. (1978) navodili tvorbu protilatek
a odolnost proti viru TGE u selat infekei Zivym virem ve fetalnim obdo-
bi. Odolnost po intrauterinni imunizaci bovinnich féti rotavirem nonsa-
li Wyatt aj. (1979). Vzhledem k pracnosti a naroc¢nosti zlistava do-
posud metoda intrauterinni imunizace na urovni experimentdlnich
studii..

Ucelem na$i prace bylo ovéfit metodu intrauterinni imunizace bo-
vinnich fétl a jeji vliv na imunitni odezvu ve stfeveé.

VETERINARNI MEDICINA 33 (LXID), 1988, ¢ 10 593



MATERIAL A METODY

VIRY

K imunizaci bovinnich fétt jsme pouzili rotavirus izolovany z trusu nemoc-
nych telat v bunéénych kulturach telecich ledvin, ulozeny ve Sbirce zoopatogen-
nich mikroorganismu pod c¢islem CAPM-V-279, s titrem 10-35 TKIDs. Virus jsme
aplikovali zivy, nebo jsme jej pred imunizaci inaktivovali 0,05% betapropiolakto-
nem jednu hodinu pfi teploté 37 °C.

POKUSNA ZVIRATA

Do pokust s intrauterinni imunizaci jsme zaradili 14 vysokobrezich krav éer-
nostrakatého nizinného plemene, jejichz plody jsme imunizovali rotavirem do
amniové tekutiny. Po imunizaci jsme kravy drzeli pét dni pod antibiotickou clonou.
Po porodu jsme novorozena telata premistili do samostatné izolacni staje a po béz-
ném osetfeni jsme jim aplikovali i. p. 50 ml hovéziho IgM a i. m. Celaskon, Axetocal
a Penstrepten. Telata jsme drzeli pod antibiotickou clonou tri dny.

INTRAUTERINNI IMUNIZACE

K imunizaci jsme pouzili dve metody amniocentézy: nekrvavou cestou pres
sténu brisni nebo po laparotomii vpichem pres delozni sténu. Zakroky jsme delali
na stojicich zviratech v lokalni, resp. svodné paravertebralni anestezii 20, pro-
kainem po predchozi premedikaci 1,5 ml 2", xvlazinu (Rompun).

K transabdominalni amniocentéze jsme vvuzili metody, kterou popsali Olson
a Waxler (1976). Vpich pres sténu brisni jsme vedli 10 az 15 em pod pravou
predkolenni rasou, 5 az 8 em pred prednim okrajem mlécéné zlazy., K aplikaci jsme
pouzili 15 az 25 em dlouhou jehlu, po kontakiu s plodem jsme injekéni stiikaékou
aspirovali amniovou tekutinu a pak aplikovali virovou suspenzi.

Pri laparotomii jsme rez vedli z levé strany v kaudalni tfetiné brisni krajiny
pred tuber coxae smérem Kkranioventralnim. Po vypalpovani téla plodu jsme za-
vedli pres sténu délohy injekéni jehlu s nasazenou PVC hadickou a po kontrolni
aspiraci amniové tekutiny aplikovali virovou suspenzi.

Féty jsme imunizovali 20 ml tkanové suspenze zivého nebo inaktivovaného
rotaviru s vychozim titrem 103 TKIDso v 0,1 ml podle imunizaéniho schematu uve-
deného v tab. I.

ENZYMOIMUNOANALYZA (ELISA)

Rotavirovy antigen, imunni komplexy rotavirus — protilatka a antirotavirové
protilatky jsme prokazovali v trusu a protilatky i v séru novorozenych telat testem
ELISA v mikrometodé podrobné popsané v jiném nasem sdéleni (Toman aj.,
1988).

VYSLEDKY

PRUBEH GRAVIDITY PO INTRAUTERINNI IMUNIZACI

Po intrauterinni imunizaci pFi pouziti obou metod aplikace antige-
nu jsme pozorovali Casnéj$i ndstup porodu (tab. 1), porody samy v3ak
byly ztiZené a meély protrahovany prab&h. Primérna doba gravidity
u krav, jejichZ plody byly imunizovdny transabdominalni cestou, byla
276,4 dne, u krav po laparotomii 263,5 dne. Doba gravidity byla zkra-
cend i u krav, jejichZz plodim byl aplikovan transabdominalni cestou do
amnia fyziologicky roztok (259,3 dne). Zvlast wyrazny vliv na priabéh
gravidity mé&la imunizace po 250. dnu gravidity, kdy se do 14 dni rodila
mrtvd nebo madlo Zivotaschopnd telata (tfi telata po transabdominalni
aplikaci, jedno tele po imunizaci v laparotomii].
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I. Schéma intrauterinni imunizace bovinnich féta rotavirem — A diagram of the
intrauterine rotavirus immunization of bovine foetuses

Imunizace Délka gravidity (dny) ‘ Zivotnost telat
Krdva ——m & — o — o e ——— ——
Cislo | snetoda | TS v d(_)bé | od imunizace } celkeri te'le | narozeno
] imunizace | do porodu ¢ | (dny preziti)
| Ki Rota 7ivy 259 14 278 || % mrtvé
K2 Rota inakt. | 271 9 280 T2 | mrtvé
| K3 E Rota inakt. 258 19 277 T3 zivé (+)
| _c“f T3a mrtvé
| Ka g Rota inak. 258 24 282 T4 ve(6)
‘ K6 E Rota inakt. 257 14 271 T6 | zivé (3)
l K14 ; PBS 238 12 250 | T1i4 zivé (+)
KI5 PBS 254 10 264 | TI5 | zivé (+)
| K16 PBS 238 27 265 | TI16 | zive (1)
— S g B ) TR A
i K5 Rota Zivy 253 9 | 262 T5 zivé (1)
. K8 E Rota zivy 245 36 281 | T8 | zivé(+)
i K11 ‘;‘ Rota zivy 228 37 265 TI11 zivé (+)
| K10 & | Rota inake. 234 43 277 T10  Zivé ()
| K13 P Rota inakt. 235 15 250 | TI3 = zivé (+)
| K2 Rowimakt 237 9 246 | T12 | zivé (1) :
Vysvétlivky: Rota zivy tkanova suspenze atenuovaného rotaviru, Rota inakt. tyZ virus in-

aktivovany betapropiolaktonem, T3, T3a - dvojcata, ( i ) - telata pfezivala po celou
dobu pokusu

Telata imunizovana alesporn 45 dni pred predpokldadanym porodem
se rodila zdrava, Zivotaschopna.

IMUNITNI ODPOVED PO INTRAUTERINN{ IMUNIZACI

Po narozeni jsme v trusu telat imunizovanych Zivym i inaktivova-
nym rotavirem prokdazali rotavirovy antigen, pokud se telata narodila
za 6 aZ 14 dnlt od imunizace. U telat narozenych v intervalu delSim nez
14 dni od imunizace jsme rotavirovy antigen neprokézali, zjistovali jsme
v8ak nizké hladiny antivirovych protilatek a tato hladina se s prodluzZu-
jici se délkou intervalu mirné zvySovala (tab. II). Mezi odpovédi telat
imunizovanych in utero Zivym nebo inaktivovanym virem nebyl vyznam-
ny rozdil.

DISKUSE

Jednim z dilé¢ich ukolg naSi prace bylo vypracovat metodu intra-
uterinni imunizace. Transabdominalni amniocentéza se ukdazala jako
technicky pomérné jednoduchy zakrok, takZe vétSinou jiZ po prvnim
vpichu bylo dosaZeno amnia. V mnoha pfipadech se v8ak po tomto zpt-
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1I. Vyskyt rotavirt, imunnich komplexta a protilatek u intrauterinné imunizovanych
telat prvni den po narozeni — The occurence of rotaviruses, immune complexes
and antibodies determined the first day after birth in calves which underwent
intrauterine immunization as embryos

‘ Imunizace ‘ ‘ Trus ! Sérum ‘
Cislo T . .. |Narozeno ; ; . 1 2 |
telete virus dna prgd ‘ rqtai imunni proti- p’r\')t.l-
{ \narozenim| virus | komplexy latky I b Y
T2 ‘ Rota inakt. 9 mrtvé 4 0 ‘ 0 0 f
T6 Rota inakt. 14 Zive 8 0 0 0 ‘
T13 Rota inakt. 15 Zive 0 0 18 36
T3a Rota inakt. 19 mrtyvé 0 0 0 4
T3 Rota inakt. 19 Zive 4 4 [ 12 8 |
T4 Rorta inakr. 24 zivé 0 ‘ 0 U
T10 Rota inakt. 43 Zive 0 1 108 |
T5 Rota 7§ 9 zivé 32 0 0 0|
T12 Rota zivy 9 zivé 16 0 0 0
T7 Rota Zivy 14 mrivé 16 0 ; o |
T8 Rota zivy 36 Zive 0 0 12 |
T11 Rota zivy ‘ 37 zive 0 0 18 270
Vysvétlivky: Rota zivy tkanova suspenze atenuo.ancho rotaviru, Fota inakt. = tvZ virus in-
aktivoy ar_u" bctapropiolaktongm. Hodnoty uvedeny jazo titry v testu ELISA, 0
ncg:m\‘m, netestovano

sobu imunizace rodila mrtva nebo malo Zivotascho)na telata. Nizka Zzi-
votnost telat i zkracena gravidita a prolongovany pribéeh porodu na-
svédCuji domnénce, Ze pri metodé transabdominalni amniocentézy mo-
hou byt zasaZeny veétsi cévy alantochoria nebo karunkuldl, coz spolu
s podrazdénim délozni svaloviny a plsobenim virQ navodi predcasny
porod. Virus je v tomto pfipadé jen jednim z puasobicich faktord, pro-
toZe zkraceni gravidity jsme pozorovali i u krav, jejichz plodiim isme po
transabdominalni amniocentéze aplikovali fyziologicky roztok. [ini au-
tol'i, kteri intrauterinné imunizovali bovinni féty transabdominalné (O1 -
son a Waxler, 1976; Wamukoya a Conner, 1976, podobné
komnlikace nepopisuji. Je pravdépodobné, Ze bfezivani nlodl a novoro-
zenych telat by se zvySilo, kdyby se prodlouZil interval od imunizace
do porodu. Pokud jsme totiZ plody imunizovali alespoil Sest tydnt pfed
pfedpokldadanym porodem {vétSinou vSak metodou po lararotomii),
interval do porodu se sice také zkratil, ale telata se rodila zdrava, Zi-
votaschopnda. Za soucasného stavu znalosti neni mozZné doporucit meto-
du transabdominalni aplikace antigenu do amniové tekutiny pro S$irsi
terénni pokusy.

Aplikace viru do amniové tekutiny navodila specifickou imunitni
odezvu fétd. Virus se po imunizaci dostal z amniové tekutiny do zaZiva-
ciho tstroji fétt a zde pretrvaval delSi dobu,.takZe byl prokazan v trusu
telat narozenych za 9 aZ 14 dnit po imunizaci. U telat v delSim caso-
vém intervalu od imunizace jsme virovy antigen v trusu nezjistili, pro-
kazovali jsme v8ak lokalni i celkové nrotildtky. Podohné vysledky jsme
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ziskali po aplikaci Zivého i inaktivovaného viru. Tato fakta jsou v sou-
ladu s obecné prijatym nazorem o plné imunokompetenci savéich plo-
di v posledni tFetiné gravidity, ale u lokalnich virovych infekci byla
tato problematika studovdna jen v menSi mife. Redman aj. (1978)
prokazovali u prasecich fétti za 15 dni po infekci virem TGE atrofii
klkd. Selata se rodila odolnd proti CelenZi homolognim virem a méla
specifické protilatky v séru. Wyatt aj. (1983) prokazovali u telat
infikovanych in wiero bovinnim rotavirem po narozeni v séru protilatky,
které meély neutralizacni ucCinek jak na homologni virus, tak i na he-
terologni humanni rotavirus. V naSem pokuse jsme prokazovali vyskyt
lokdlnich i celkovych protilatek. Presto, Ze tato hladina byla relativné
nizka, zvifata byla imunni k rotaviru, coZ jsme prokdzali naslednou ce-
lenZi (Toman aj.,, 1988). Nizké hladiny byly zfejmé podminény i zpi-
sobem detekce protilatek z trusu. V dalSich pokusech by bylo vhodné
imunoglobuliny z trusu izolovat a koncentrovat, popfipadé prokazovat
jednotlivé izotypové tiidy antirotavirovych protilatek.
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TOMAH, M. — 3PANbI, 3. — QPAHL, A. — YAHAEPNE, N. —LWUTENAHEK, A. (HayuHo-
-MCCnepoBaTeNbCKMA MHCTUTYT BeTepuHapuun, BpHo): MMMyHuTeTHas peaxuns GOBMHHbBIX
nNoJOB Ha BHYTPUMaTOuHYl WMMyHMW3auuio poTasupycom. Veter. Med. (Praha), 33, 1988
(10) :593-598.

C nomowbio ABYX METOAOB BBEAEHWUS BUPYCa B aMHUOBYID XUAKOCTb MMMYHW3UPOBaNM
nnoabl KOPOB POTaBMPYCOM B NOCAEAHIO YeTBEPTb rpaBuAHOCTU. locne BHyTpWMMaTOUHOM
MMMYHM3aLUMK OTMeueHo 6Gonee paHHEe Hauano OTena, a Korga nnoA WMMYHU3UpPOBanu
nocne 250 agHen rpaBMAHOCTH, TO TENATa POXAANMCbH MEPTBLIMM MAKM CO Cnaboi XKU3HEecno-
co6HoCTbIO, TensTa, MMMYHU3UPOBaHHble 3a 45 AHEeN A0 POXAEHUS, NMPUXOAUNU Ha CBET
340POBbIMU M XWM3IHECNOCOOHbLIMU. Y POXAEHHbIX uepe3 9—14 gHeh Nocne UMMYHM3aUUK
Tenst OoGHapyXeH POTaBUPYCHbI aHTUreH B Hapo3e. Tensta, UMMYHU3UMPOBaAHHbIE AONbLUE,
ueMm 3a 14 pHeW A0 poaoB, obnaganu npu poOXAEHWU Cneund. aHTUTENa B HABO3E U Cbl-
BOpOTKE.

NNOA KOPOB; BHYTPUMATOUHAS UMMYHU3aUUs; POTAaBUPYC; UMMYHUTETHAA peakuun

TOMAN, M. — ZRALY, Z. — FRANZ, J. — CANDERLE, J. — STEPANEK, J.
(Veterinary Research Institute, Brno): Immune Response of Bovine Foetuses to
Intrauterine I'mmunization with Rotavirus. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 593-
-598.

Bovine foetuses were immunized in the last quarter of gravidity by two methods
of the introduction of the rotavirus in the amnion fluid. The parturition started
earlier after intrauterine immunization, and if the foetuses had been immunized
after the 250th day of gravidity the calves were either born dead or their viability
was poor. Calves immunized more than 45 days before the expected parturition
were born healthy and viable. Calves born 9 to 14 days after immunization had
rotavirus antigen in their faeces. Calves immunized within an interval longer than
14 days before parturition had specific antibodies in their faeces and blood serum.

bovine foetus: intrauterine immunization; rotavirus; irnmune response

TOMAN, M. — ZRALY, Z. — FRANZ, J. — CANDERLE, J. — STEPANEK, J.
(Forschungsinstitut filir Veterindrmedizin, Brno): Immunreaktion von Rinderfeten
auf intrauterine Immunisierung durch Rotavirus. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) :
593-598.

Mit Hilfe zweier Methoden der Virusapplikation in die Amnioflussigkeit immu-
nisierten wir Rinderfeten durch Rotaviren im letzten Gravidititsviertel. Nach der
intrauterinen Immunisierung verzeichneten wir ein fritheres Einsetzen der Geburt
und falls die Feten nach dem 250. Gravidititstag immunisiert wurden, wurden
tote oder wenig lebensfiahige Kilber geboren., Die mehr als 45 Tage vor dem vor-
ausgesetzten Geburtstermin immunisierten Kidlber kamen gesund und lebenskraftig
zur Welt. Bei den in 9 bis 14 Tagen nach der Immunisierung geborenen Kilbern
konnten wir das Rotavirus-Antigen im Kot nachweisen. Die in einem Intervall
von mehr als 14 Tagen vor der Geburt immunisierten Kilber wiesen zum Zeitpunkt
der Geburt ein Niveau spezifischer Antikorper im Kot und im Serum auf.

Rinderfetus; intrauterine Immunisierung; Rotavirus; Immunreaktion
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VLIV ZKRMOVANI SLAMY OSETRENE LOUHEM SODNYM
BYKUM VE VYKRMU NA METABOLICKY PROFIL BACHOROVE
TEKUTINY, ZDRAVI A PRIRUSTKY HMOTNOSTI

R. Dvorak, P. Jagos, J. Jizdny, J. Pfikrylova, M. Hradilovél

DVORAK, R. — JAGOS, P. — JIZDNY, J. — PRIKRYLOVA, J. — HRADI-
LOVA, M. (Vysoka $kola veterinarni, Brno; Zemédélska oblastni laboratof,
Trebic¢): Vliiv zkrmovdni slaimy odetiené louhem sodnym bykum ve vykrmu
na metabolicky profil bachorové tekutiny, zdravi a pfiristky hmotnosti. Veter.
Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 599-606.

U byku ve vykrmu jsme studovali vliv zkrmovani slamy oSetfené louhem
sodnym na zdravi, rast a metabolicky profil bachorové tekutiny. Do expe-
rimentu bylo zarazeno 16 zvirat, ktera byla rozdélena na pokusnou a kontrolni
skupinu (n = 8 Kks). Pokusné skupiné byla po dobu jednoho roku zkrmovana
louhovana slama, kontrolni skupina dostavala obvyklé krmivo. U zvirat byly
sledovany vybrané ukazatele metabolického profilu bachorové tekutiny, pri-
rustky hmotnosti a orientaé¢né zdravotni stav. Zkrmovani louhované slamy
nemélo po dobu experimentu negativni dopad na zdravi zvirat. V metabolic-
kém profilu bachorové tekutiny byly zjistény mirné vykyvy a v jednotlivych
pripadech signifikantni rozdily hodnot pH, celkové acidity a amoniaku i u cel-
kového mnozstvi a v zastoupeni jednotlivych tékavych mastnych Kkyselin. Pri
zkrmovani louhované slamy bylo dosazeno vys$siho, ne vsak signifikantniho
prirastku hmotnosti o 2,04 "),. Lze konstatovat, ze zkrmovani louhované slamy
zvysuje prirastky hmotnosti a nema negativni vliv na metabolické procesy
v predzaludecich ani na zdravi zvirat. Technologii uUpravy slamy oS$etifenim
louhem sodnym lze doporuéit k SirSimu pouziti.

louh sodny:; metabolicky profil; bachorova tekutina; prirtstky hmotnosti

V poslednich letech je znatna pozornost u nas i v zahranici véno-
vana zvySovani stravitelnosti a vyzivné hodnoty slamy s cilem rozsifit
jeji vyuziti ke krmnym ucCelim pro pfeZvykavce. K jeji upravé byly vy-
vinuty rtzné mechanické, fyzikalné chemické a biologické postupy.
Slama obilovin méa znaCnou potenciadlni hodnotu, ale pro vysoky podil
inkrustujicich latek, zejména ligninu, je obsah jeji energie zvifaty ob-
tiZzné vyuzitelny (Piatkowski aj, 1972; Flachovsky, 1979).
Pokud by se podarilo vétSinu energiec obsaZené ve slameé uvolnit, mohla
by nabyt charakteru témér jadrného krmiva (Kosaf aj., 1974). Pro
fyzikalni, chemickou a biotechnologickou tpravu lze vyuZit slamu vSech
druh@ obilovin. Za optimalni délku slamy upravené ke krmnym uceltim
se povazuje 5 cm. Z hlediska vytvoreni vhodné fyzikalni struktury v za-
Zitiné bachoru by castice nemély byt krat$i nez 2 cm. Latky pouZivané
k tdpravé stravitelnosti by nemeély naruSovat metabolické procesy v or-
ganismu. Vzhledem k tomu, Ze se pouZiti louhu sodného k tipravé krmné
slamy povaZuje za perspektivni, pFistoupili jsme k experimentdlnimu
ovéfeni vlivu dlouhodobého zkrmovani sldmy oSetfené louhem sodnym
bykiim ve vykrmu na celkovy zdravotni stav a na metabolické procesy
v bachoru.
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MATERIAL A METODY

V prubéhu jednoho roku jsme sledovali vliv dlouhodobého zkrmovani slamy
oSetrené louhem sodnym na metabolicky profil bachorové tekutiny, vvbrané uka-
zatele vnitfniho prostfedi a hmotnostni prirastky bykt ve vykrmu. Do pokusu
bylo zarazeno 16 byku, krizencii plemen ceskeé strakaté a ayrshirské, s pocateéni
hmotnosti 190 az 225 kg. Zvirata byla rozdélena systémem analogli na pokusnou
a kontrolni skupinu po osmi kusech. Pro obé skupiny byla sestavena energeticky
srovnatelna krmna davka podle CSN 46 7070. K vypoétu obsahu zivin v krmnych
davkach byly pouzity laboratorni rozbory krmiv. U zakladnich krmnyvch davek bylo
pripo¢teno 10 %, potfeby na ztraty pri krmeni. Vyzivna hodnota krmnych davek

je uvedena v tab. I.

Technologie louhovani krmné slamy byla provedena podle

tohoto postupu:

nastipana slama (p$eni¢na a jec¢na) prochazela pres cyklon na $nekovy dopravnik,
na jehoz zac¢atku bylo instalovano c¢erpadlo s tryskou pro nastrik louhu sodného.

I. Vyzivna hodnota krmnych davek — Nutritive value of the feed rations

Celoro¢ni krmnd divka u pokusné skupiny s louhovanou slamou

Seno 1,0 kg S SNL §J Vi Ca P Na Mg
Tvarované krmivo s NaOH 9,2 kg 7,93 533 3,31 2,15 44,6 282 0981 11,9
Prumérny denni prirastek 0,749 kg, do 472 kg zivé hmotnosti
Krmna ddvka v zimnim obdobi — kontrolni skupina
Seno 2,00 kg
Sildz kukufi¢na 14,00 kg i 5 " -
Krmna slama 2,00 kg IS SNL. §J Vi Ca P Na Mg |
Smés MDB 0,70 kg 16,36 492 2,92 1,9 27,6 151 10,6 9.1
Je¢ny S$rot 0,60 kg
Mocovina 0,07 kg
Pramérny denni pfirtstek 0,734, do 350 kg Zivé hmotnosti
Krmna davka v letnim obdobi kontrolni skupina
Seno 1>O kg v & N . !
Jetelotrava 27,0 kg S SNL §] Vi Ca P Na Mg |
Krmné sldma 1,0 kg 6,02 668 3,79 1,33 79,9 16,7 109 14,8
Jecny srot 1,2 kg |
Priamérny denni prirtstek 0,734, do 472 kg zivé hmotnosti
Norma pro pramérny prirtstek 0,734 kg do zivé hmotnosti 350 kg
S SNL S| ! ca | P | Na Mg
6,42 i 541 | 3,39 ' 1,28 32,1 I 23,8 53 5:5
Norma pro prumérny prirustek 0,734 kg do zivé hmotnosti 472 kg
S SNL 57 Vi Ca P Na Mg
————p—— || ————————— —— ‘ - - — - —
8,17 625 4,33 1,63 35,6 { 255 6.3 6,3
Norma pro prumérny prirtstek 0,749 kg do zivé hmotnosti 472 kg
[
8 SNL | Vi Ca | P Na Mg
— SYSUT NOR . : L. PRSI, e
8,34 | 638 [ 442 | 1,67 26,3 27,5 | 6,9 6,9
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Ve vzdalenosti 1 m od trysky bylo do slamy davkovano jadrné krmivo. Smeés byla
snekovym dopravnikem dopravena do granulatoru, odtud na vuz, kde byla skla-
dovana 24 hodiny a potom zkrmovana. Vlastni louhovani se délalo nastirikem 257,
roztoku louhu sodného s pridavkem mocoviny v davce 10 az 15 | roztoku na 100 kg
slamy. V hotové tvarované smési bylo obsazeno 679, slamy, 309, smési HZG,
3V, louhu a mocoviny (z toho mocoviny maximalné 19,). pH granuli se pohybo-
valo mezi 8,5 az 9,5. V prubéhu pokusu byly biologické tekutiny k laboratornimu
vySetieni odebiriany dvakrat. Prvni odbér byl realizovan pred zahajenim zkrmovani
lvarovane smesi s obsahem slamy osetrené louhem sodnym, druhy odbér pred
ukonc¢enim experimentu. Pokus probihal 351 dnu.

Ve vzorcich bachorové tekutiny byly stanoveny: pH pristrojem fy Seibold,
typ GKA, celkova titraéni acidita (CA) metodou podle Jonova aj. (1957), amo-
niak mikrodifuzni metodou v Conwayovych nadobkach (Conway a Byrne,
1933) v modifikaci podle Zapletala (1967). Tékavé mastné kyseliny jsme zjis-
fovali metodou, Kterou vypracovali Cottyn a Boucque (1968) ve vlastni
modifikaci s upravenymi chromatografickymi podminkami (Jagos§ aj., 1977).
Poc¢et nalevniku byl urcovan v komurce podle Fuchs-Rosenthala (Jagos aj.,
1975). Molarni pomeér kyseliny octové ku kyseliné propionové (Cz2:Cs) byl vypo-
¢itan na zakladé podilu molarniho zastoupeni kyseliny octové a kyseliny propio-
nové. Pomeér neglukogennich kyselin ku glukogennim (NG/GR) byl stanoven vy-
poctem podle Orskova aj. (1968). Ziskané hodnoty byly statisticky hodnoceny
t-testem.

VYSLEDKY

Z tab. 1l je patrné, Ze pH bachorové tekutiny se pohybovalo jak
v prvnim, tak ve druhém odbéru v mezich referenc¢nich hodnot. U po-
kusné skupiny byly hodnoty nizsi a rozdily dosdhly statistické vyznam-
nosti. Celkova titracni acidita (CA) se zvySila u pokusné skupiny proti
skupiné kontrolni a rozdil dosahl statistické vyznamnosti. ZvySena
titracni acidita odpovida niZs$im hodnotam pH. Jak pri vychozim, tak pFi
koneiném odbéru v3ak hodnoty celkové titracni acidity nepfekrocily
ramec referencnich hodnot. U pokusné skupiny ve druhém odbéru pred
ukoncenim pokusu zjiStujeme proti kontrole niz$i hladinu amoniaku.
Rozdil hodnot vS8ak nedosédhl signifikance.

Pokud se tykd hladiny celkovych tékavych mastnych Kkyselin, pFi
druhém odbéru netekané poklesly koncentrace jak u pokusné, tak
u kontrolni skupiny. Hodnoty poklesly aZ pod hranici referencnich hod-
not. I pres tento pokles je hladina celkovych tékavych mastnych kyselin
(TMK) v pokusné skupiné vy$8i neZz ve skupiné kontrolni a rozdil do-
sdhl signifikance. V molarnim zastoupeni jednotlivych tékavych mast-
nych Kkyselin v bachorové tekuting zjiStujeme u pokusné skupiny vySSi
hodnoty kyseliny octové a niz81 hodnoty kyseliny méaselné a kyseliny
valerové. Molarni zastoupeni kyseliny propionové se po aplikaci lou-
hované sldmy neménilo. Pomér kyseliny octové (C2) ku kyseliné pro-
pionové (C3) byl u pokusné skupiny vy38i neZ u skupiny kontrolni,
prestoZe u obou skupin doSlo pfi druhém odbéru k celkovému poklesu
proti vychozim hodnotdm. Pomér neglukogennich (NG) kyselin ku ky-
selindm glukogennim (GR) byl nepatrné niz8§i u pokusné skupiny neZ
u skupiny kontrolni.

Celkovy pocet ndalevnikli se u pokusné i kontrolni skupiny signifi-
kantn& nezménil. V kontrolni skupiné jsme zaznamenali nizZSi pocCet
nélevnikii neZ ve skupiné pokusné. Na zdkladé posouzeni ostatnich pa-
rametrit v bachorové tekutiné lze piedpokladat, Ze pro infuzoria hyly

vytvofeny i pri zkrmovani louhované slamy dobré podminky.
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II. Vliv dlouhodobého zkrmovani slamy oSetfené louhem sodnym na vybrané ukazatele vnitfniho prostfedi — Effect of long-
-continued administration of straw treated with caustic soda lye on selected parameters of environment inside the proventri-

culi

| %l
1 H Celkova acidita NH; ’ Teklz(nséelin:la:tné Kyselina octova
‘ o KJ ; mmol.l ! ¥y 1 l-] mol/“.,
l Ukazatelé i J mmol.
| P | K | P | x | P | K { P | K P | K
| |
! . . | X 6,78 1 0,54 | 21,64 18,58 4,81 I 4,66 \ 112,55 89,64 | 65,89 62,22
i Vychozi hodnoty | [ !
s 0,10* | 1,09 | 4,43 3,98 | 1,22 i 1,78 12,41** ‘ 8,45 6,44 2,49
| | |
T e — s e e Y e vyt N e o= f=r St e :‘ T — o e —
x ‘ 6,41 | 6,02 27,24 20,51 5,80 0,24 60 59 ‘ 47,32 60,15 53,49
Koneéné hodnoty 4 |
s 0,0G6%* | 0,15 | 2,58%% 1.52 0.63 ; 0,85 5,65%* l 5,12 3,86* 4,49
\
kyselina kyselina ‘ kyselina :
propionovia madselnd ‘ valerova Ca2:Cs ‘ NG: GR
mol/”, mol/" mol/°,
r | K P | K p | x | p K P | K
\
S 14,67 14,41 17,33 21,24 1,69 1,30 | 458 | 434 | 635 | 68]
s 1,85 1,07 { 4,77 3,14 0,65 0,56 } 0,81 ‘ 0,33 ‘ 0,84 ‘ 0,82
S ; | N /i e i o A
X 20,15 2() 33 \ 19,17 25,30 0,28 | 0,51 | 3513 ! 2,17 | 5,07 ,18
s | 38 | 343 .‘ 3,48 | 4,05 0,004 | 0,17 l 000 | 0,61 l 1,47 1,17
1 ‘ Pocet infuzorii/ml
P K
P pokusna skupina & 563 250 449 657
K kontrolai skupina § [ 150 262 557 018
Ca2:Cs kyselina octova : kyselina propionovia (N - R
NG:GR  kyselina neglukogenni : kyselina glukogenni z ’ 225 666 135 142
* =005 s | 120 839 45 252
** _ P 0,01 l
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1. Prirastky hmotnosti 500 1
2 . b——
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— Weight gains in the
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P — pokusna skupina
K — kontrolni skupina 300 ]
—
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| N
~|lo ~s
= |= N~ g
ol|lo
P K P K P K
kone¢na celkovy prumérny
cista prirustek denni 4

hmotnost hmotnost priraste’

Hmotnostni prirdstky jsou uvedeny v obr. 1. U pokusné skupiny
bylo dosaZeno ponékud vy35iho hmotnostniho pfirGistku nez u skupiny
kontrolni. Rozdil v3ak ¢ini pouze 2,04 % a nedosahl signifikance.

DISKUSE

U experimentalni skupiny byl v pribéhu zkrmovani louhované
slamy zaznamendan mirny pokles pH, ktery by mohl byt zpisoben zvy-
Senou produkci tékavych mastnych kyselin v désledku naruSeni ligno-
celulozovych vazeb a zvySené stravitelnosti hemicelul6z. V naSem poku-
se jsme vSak narfist tékavych mastnych kyselin nezaznamenali. Naopak
poklesla hladina tékavych mastnych Kkyselin pod referencni rozmezi
u obou sledovanych skupin. Niz8i koncentrace té€kavych mastnych kyse-
lin pfi tomto odbéru by mohla byt vysvétlena dfivéjSim odb&rem bacho-
rové tekutiny po nakrmeni neZ pfi zahdjeni pokusu. Pfesto vSak u po-
kusné skupiny byla hladina celkovych tékavych mastnych Kkyselin
signifikantné vy$8i neZ u skupiny kontrolni.

Vys8i hodnoty celkové acidity a niZ8i hodnoty pH u pokusné
skupiny, i kdyZ se pohybovaly v referen¢nim rozmezi, pfi sniZené hla-
ding tskavych mastnych kyselin, mohly byt také zpiasobeny zvySenou
koncentraci kyseliny mlécné. JelikoZ jsme vSak s acidogennim piisobe-
nim pouZitych krmnych davek nepocitali, nebyla hladina kyseliny mléc-
né stanovovana.

Literarni tdaje vztahujici se k hodnotdm pH v bachorové tekutiné
pfi zkrmovani louhované slamy nejsou zcela jednotné. Napfiklad Ta -
wash aj. (1982) a Kung aj. (1983) nezjistili zm&ny v pH bachorové
tekutiny pFi zkrmovani krmiv oSetfenych louhem sodnym. Naopak An -
derson aj. (1981) udavaji zvySeni hodnot pH bachorové tekutiny a fe-
ces po oSetifeni krmiv louhem sodnym.

U amoniaku nebyl ve srovnani s kontrolou zjistén signifikantni roz-
dil, byl zaznamenan pouze mirny pokles u skupiny pokusné. Signifi-
kantni pokles amoniaku v bachorové tekuting p¥i zkrmovani louhované
slamy uvadéji Ololage a Mowat (1975). Pokles hladin amoniaku
a7 pod hranici optima obdobné uvadéji Tawash aj. (1982). Vysvétlu-
ji tuto skutec¢nost dalS§im uvoliiovdnim energie plsobenim louhu, coZ ve-
de k utilizaci amoniaku pro tvorbu bakteridlni biomasy. Tuto interpre-
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taci miZe podporit nalez, ktery popsali Bass aj. (1980). Tito autofi
zjistili v prvnich hodinach po nakrmeni zvySeny obsah celkového dusi-
ku v bachorové tekuting. Naopak Anderson aj. (1981) zmeény v hla-
dinach amoniaku po zkrmovani louhované slamy nezjistili.

Literarni udaje tykajici se zastoupeni jednotlivych tékavych mast-
nych kyselin v bachorové tekutiné pri zkrmovani krmiv oSetfenych lou-
hem nejsou jednotné. Napf. Ali aj. (1977) nezjistili vyznamné zmeény
ve sloZeni jednotlivych tékavych mastnych kyselin. Zmeény v zastoupeni
kyseliny octové a propionové pozorovali Bass aj. (1980). Tito auiofi
zjistili po aplikaci krmiva oSetfeného louhem zvySené hladiny kyseliny
méaselné. V naSem pokuse vSak byly hodnoty Kkyseliny maselné niZzsi
u pokusnych zvifat, coz je v souladu s poznatky, které uverejnili T a -
wash aj. (1982): zjistili, Ze molarni procento se sniZuje jak u Kkyse-
liny maéselné, tak u kyseliny valerové. ZvySeni hladin kyseliny propio-
nové a maselné za soucasného poklesu kyseliny octové uvadéji Olo -
lage a Mowat (1975), coZz jsou vSak vysledky prave opacCné, nez
k jakym jsme dospéli my. Uvedeni autofi vSak sledovali molarni zastou-
peni jednotlivych tékavych mastnych kyselin v casové dynamice po na-
krmeni, zatimco naSe vysledky vychazeji z jednoho odbéru za dvé hodi-
ny po pfijmu krmiva. Lze v8ak konstatovat, Ze zastoupeni jednotlivych
tékavych mastnych kyselin se pohybovalo v ramci referencnich hodnot.

Na zdakladé naSich vysledkii muZeme Kkonstatovat, Ze louh sodny
pfichazejici do bachoru s krmivem neovlivnil Zivotni prostfedi nalevniki
ani jejich absolutni pocCty. Infuzoria jsou citlivéjsi na acidogenni pro-
stfedi neZ na prisun bazi.

Pokud se tyka zvySeni hmotnostnich prirtistkdi pri zkrmovani lou-
hované slamy, jsou nase zjiSténi v souladu s nalezy dalSich autort (Pi -
rie a Greehalge, 1978; Drennan aj., 1982). VétSina praci za-
mérenych na vyzkum slamy oSetrené louhem sodnym se zabyvala pre-
dev8im stravitelnosti, kterd se v prevazné vétSiné experimenti zvySo-
vala. Energie zpfFistupnénd pro bachorovou mikrofléru se zakonité
odréaZela na zvySeni hmotnostnich prirtstki.

Z naS8i prace vyplyva, Ze zkrmovani slamy oSetfené louhem sodnym
se projevilo urCitymi zménami v metabolickém profilu bachorové teku-
tiny. V nékterych ukazatelich bylo dosaZeno signifikantniho rozdilu —
pH, celkova acidita, amoniak, celkové mnoZstvi a procentualni zastou-
peni jednotlivych tékavych mastnych kyselin. Sledované ukazatele vSak
pouze v ojedinélych pfipadech prekrocily referenc¢ni rozmezi. Pfi zkrmo-
vani slamy oSetfené louhem sodnym bylo dosaZeno vy35iho hmotnost-
niho priristku, i kdyZ rozdil proti kontrole nedosahl signifikance. Za-
kladnim klinickym vySetfenim v prib&hu pokusu nebyly zjiStény zmény
zdravotniho stavu. Rovn&Z patologicko-anatomickym vySetfenim zvirat
po porédZce nebyly zji§tény zmény zpfisobené aplikaci krmiva oSetfené-
ho louhem sodnym. Na z&kladé téchto zjiSténi 1ze pouZiti louhu sodného
k oSetfeni slamy pro krmné tGcely doporucit.
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Doslo dne 9. 12, 1987

ABOPXAK, P. — Arowl, n. — M1M3aHbl, 1 — MPXUKPLINOBA, 8. — TPAAUNOBA,
M. (Mucruryr serepuuapuun, bpHo; OGnarponaGopatopus, TpxeGuu): Bananue ckapmnu-
BaHUA OTKOPMOUHbIM GblKamM CONOMbI, O6PaGOTaHHOW €/4KWM HATPOM, Ha MeTaboNuuecKun’
npouns, pyGuOBOW XMAKOCTH, 3a0poBLe M npusecbl. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) :
: 599-606.

Y 6biKoB Ha OTKOPME ONPEAensNu BAMSHWE CKApMNUBaHWUS 06pabOTaHHOK €AKUM HaTpoM
CONOMbI Ha 340pOBbE, POCT W MeTaboanueckuin npouns pybuoBon xMaKocTU. B akcnepwu-
MEHT BKNOUMAKM 16 XUBOTHbLIX, PA34€NUB WX Ha MNOAONbLITHYID W KOHTPO/LHYI rpynnbl
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(n = 8 ron.). MoACNbITHOW CKapMAWBANW B TEUEHME rOAa LL4ENOUHYK CONOMY, a KOHTPOANb-
HOW — OObiuHbIA KOopM. lpocnexuBanu 3a ONpEAENncH'{bIMU NOKAZGTENAMU MeTaBoNMUECKOro
npopnas pybuoBon XWAKOCTH, 3a NPUBECAMM, OPUCHTUPOBOUHO — 3a COCTOSIHMEM 3[0-
poBbA. CkapMnuMBaHMe WENOUHOW CONOMbl HE BbI3BANO Ha NPOTAXKEHUE IKCNEpUMEHTa
OTpHUuaTeNbHbIX NOCNEACTBUIA Y 3A0POBbS XMBOTHbIX. B MeTaGonuueckom npomune pybduo-
BOW XWMAKOCTW YCTaHOBNEHbL! cnaBble OTKACHCHMUSA, a B OTAENbHbIX CAyuasx — 3HauUUMble
pa3nnumMs 8 pH, 06uieit KUCNOTHOCTM M B aMMMHake, B oOWeEM COAEPXaHUU W yuaCTUW ne-
TYHHX )KMprIX KHUCNOT, Flpu CKkapMNnuBaHuu WEenouHoOn COonomsi ﬂOﬁHHHCb noBsbILEeHHOro,
HO He 3Hauyumoro npuseca Ha 2,04 %,. MoxHO KOHCTaTMpPOBaTb, UTO CKapMAWBaAHWE we-
NOUHOK COAOMbI CNaGo YBENUUMBAET MNPUBECHI M HE OKA3bIBACT HOSraTUBHOMO BAWUSHUS Ha
meTabonvueckmMe NpPOUECCH NPEAXENYAKOB WM Ha 340PCBLE XKMUBOTHbIX. TEXHONOrUK obpa-
60TKHn CONOMblI €KUM HaTpoM MOXHO pekoMeHAO0Balb An9 UIUMPOKOro NPpUMEHEHUA.

eAKUIK HaTp; MeTaboNuueckuin Nnpoduib; pyGLOBas XUAKOCTL; NPUBECH

DVORAK, R. — JAGOS, P. — JIZDNY, J. — PRIKRYLOVA, J. — HRADI-
LOVA, M. (University School of Veterinary Medicine, Brno; Regional Agricultural
Laboratory, Trebi¢): Effect of the Administration of Straw Treated with Caustic
Soda Lye upon the Metabolic Profile of Rumen Liquor, Health. and Weight Gains
in Fattened Bulls. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 599-606.

Fattened bulls were studied for the effect of the administration of straw treated
with caustic soda lye upon the health, growth and metabolic profile of the rumen
liquor, Sixteen animals were included in the trial, eight of them being left for
control and the other weight being used as the experimental gioup. The control
group were given ordinary feeds and the experimental group werce given lecach-
-treated straw for a year. The animals were studied for the selected parameters of
the metabolic profile of rumen liquor. for weight gains and, tentatively, for the
state of health. The administration of lye-treated straw had no adverse effect on
the health of the animals during the trial. Some slight fluctuation was recorded
in the metabolic profile of the rumen liquor, and in individual cases significant
differences were found in the pH values, in (otal acidity, in ammonia content, in
the total amount of volatile fatty acids, and in the proportions of individual volatile
fatty acids. The weight gain of animals fed with lye-treated siraw was higher,
though the difference (2.04 %) was not significant. It can be concluded that admi-
nistration of lye-treated straw slightly increases the weight gains and has no
adverse influence on the metabolic processes in the proventriculi and on the health
of the animals. The technology of straw treatment with caustic soda lye can be
recommended for use on a larger scale.

caustic soda lye; metabolic profile; rumen liquor; weight gains
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IZOLACE KMENU STAPHYLOCOCCUS HYICUS ZE ZDRAVYCH
HOSTITELU A DIAGNOSTICKA STUDIE KMENU

B. Skalka

SKALKA, B. (Vysoka §kola veterinarni, Brno): Izolace kmenu Staphylococcus
hyicus ze zdravych hostitelu a diagnostickd studie kmeni. Veter. Med. (Pra-
ha), 33, 1988 (10) : 607-616.

Na nosiéstvi S. hyicus jsme vysetrili nékteré organy 140 prasat, 148 dojnic
a 80 jedinct kura domaiciho. VySetrovana zvifata byla prosta symptomua one-
mocneéni, Thned po pordzece jsme kultivovali odbéry organi téchto zvirat do
bujonoveho meédia s kyselinou nalidixovou a kolistinem s naslednou subkul-
tivaci na aggrové médium obsahujici Tween 80 a diagnostikou tweenaza pozi-
tivnich kmenu. Izolace S. hyicus se zdarila z plic prasat, skotu a kura doma-
ciho, z tonzil prasat a skotu i z parenchymu bovinni mléé¢né zlazy. Nejcastejsi
byly zachyty z tonzil prasat, nejmensi pocet izolaci byl z parenchymu mlé¢né
zlazy skotu. Soubor 84 kmenu se rozsitil o osm kmenu z epidermitid prasat
a 16 kment uréenvch jinvmi autory. U vSech kmenu jsme zjisfovali bioche-
mickou aktivitu, senzitivitu Kk nékterym antibiotikim a produkci bakteriocino-
vych exolatek. S vyjimkou variabilni proteolytické aktivity a malé senzitivity
k bacitracinu jsme nezjistili odchylky od vlastnosti pozadovanych pro S. hyicus.
14 kment melo bakteriocinovou aktivitu. Na podkladé dosazenych vysledka
predkladame navrh rychlé diagnostiky, spolehlivé diferencujici S. hyicus od
ostatnich stafylokokovych druht, spoéivajici v prikazu negativni hemolytické
aktivity na agarech s ov¢éimi erytrocyty, negativni produkce pigmentu, pozi-
tivni produkce hyaluronidazy a charakteristického rustu na agaru s krysta-
lovou violeti,

Staphylococcus hyicus; vyskyt u zdravych hostitela; rychla diagnostika druhu

Staphylococcus hyicus, plvodné nazvany Micrococcus hyicus
(Sompolinsky, 1953), pozdéji uvadény jako subspecies hyicus tvo-
Fici se subspecies chromogenes druh S. hyicus (Devriese aj.,, 1978),
zaujima dnes v ramci rodu Staphylococcus pozici samostatného druhu
v disledku povySeni subsp. chromogenes na kategorii druhu (Héajek
aj., 1986). S. hyicus lze izolovat z epidermitid prasat, v nichZ je plné
uzndvédna jeho etiologickéa role, vyskytuje se vSak i na zdravé kiZi pra-
sat a jingch hospodafskych zvifat (Devriese aj., 1983, 1984/85,
1985; Kloos a Schleifer, 1986), popfipadé v nékterych organech
téchto hostitellit (Gudding, 1980; Phillips a Kloos, 1981; Cox
aj., 1984; Harvey a Gilmour, 1985 Hogan aj., 1987; Shimi -
zu aj., 1987). Otazky izolace a exaktni diagnostiky S. hyicus se nelisi
od problematiky obecné charakteristické pro druhy rodu Staphylococcus
(Kloos a Schleifer, 1986). Vzdor této skutec¢nosti zaujima S. hyicus
Celnou pozici mezi témi druhy stafylokokll, u kterych autofi upozoriiu-
jI na moZnost omyll, zejména pri pouhém pouZiti mikrotestli v diagnos-
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tice, a to jak zadmény za koagulédza-pozitivni druhy (Devriese, 1977,
Gudding, 1980; Phillips a Kloos, 1981; Cox aj., 1984; Watts
aj., 1986), tak i za koaguldaza-negativni stafylokoky (Devriese,
1977, 1979; Devriese a Keyser, 1980; Watts aj., 1984, 1986;
Langlois aj., 1984; Harvey a Gilmour, 1985). Souhrnné po-
pisy S. hyicus lze nalézt v mnoha studiich (Devriese, 1977; De -
vriese aj.,, 1978, 1985; Kloos a Schleifer, 1986; Hajek
aj., 1986; Skalka, 1987) a na moznou produkci bakteriocini néktery-
mi kmeny upozormiuji, rovnez recentni, studie (Balusek a Hajek,
1985; Miiller a Blobel, 1987). Respektovani zmén, které prineslo
nové vydani Bergeyova manudlu (Sneath aj, 1986), uvadi S. hyicus
do diagnostické rutiny. V predloZené studii jsme se proto zameérili na
zjisténi frekvence vyskytu tohoto druhu v organismech klinicky zdra-
vych hospodarskych zvifat a na vypracovdni ndvrhu exaktni, rychlé
a ekonomicky mél.o nakladné diagnostiky S. hyicus.

MATERIAL A METODY

BAKTERIALNI KMENY

V piediozené praci je popsano studium 108 kment S. hyicus. Tento soubor
tvorilo 84 kmenu izolovanych v laboratofi autoroveé, 8 kmenu izolovanych SVU
Jihlava z epidermitid prasat a postoupenych nam na identifikaci a 15 kmenu laska-
vé poskytnutych dr. Hajkem (lékaiska fakulta Palackého univerzity, Olomouc).
Kontrolné byl pouzit i sbirkovy kmen CCM 2368. Dale se pouzily kmeny S. aureus
CCM 6188, Streptococcus agalactiae CCM 6187 a S. equi.

ZDROJ KMENU IZOLOVANYCH V NASI LABORATORI

Pro studii jsme zvolili prasata, dojnice a kur domiici. Kultivovalo se z mak-
roskopicky nezménénych organu téchto klinicky zdravych zvifat, bezprostifedné po
jejich porazeni na jatkach. U prasat se kultivovalo z tonzil a plic, u skotu z tonzil,
plic a parenchymu mlééné zlazy, u kura domaciho pouze z plic.

_MEDIA

Jako zaklad pro zivné puady jsme pouzivali zivny bujon ¢ 1 a zaklad pro
krevni agar ¢. 4, oboji z n. p. IMUNA. Tyto zaklady se doplnily prislusnymi ingre-
diencemi a vychozi pH médii odpovidalo hodnoté 7.4.

IZOLACE KMENU S. HYICUS

Pro kultivace z uvedenych zdroji jsme pouzivali bujonové médium obsahujici
15 ug kyseliny nalidixové a 10 ug kolistinu na mililitr. Z tekutého meédia se po
24 hodinach inkubace pti teploté 37 °C kultivovalo na agarové médium obsahujici
Tween 80. Po daldi 24hodinové inkubaci pri teploté¢ 37°C se pro dalsi vysetreni
pouzily predeviim tweenaza-pozitivni kolonie, diagnostikovany vsak byly vSechny
izolované stafylokoky.

ORIENTACNI DIFERENCIACE STAFYLOKOKOVYCH KMENU

U tweendaza-pozitivnich kment se dale hodnotila jejich senzitivita k novobio-
cinu, produkce hemolyzin na agaru s 59, propranych ovéich erytroeytu, produkce
pigmentu (Skalka, 1980) a hyaluronidiazy (Skalka, 1985a). Kmeny senzitivni
k novobiocinu, s pozitivni produkeci hyaluronidazy, s negativni pigmentaci a hemo-
lyzou, se podrobily dal§im diagnostickym testim. Ostatni izolované stafylokolky
byly rovnéz druhové uréeny diive popsanymi diagnostickymi postupy (Skalka.
1984).

608 VETERINARN! MEDICINA -- 1988



DIAGNOSTICKE TESTY

Mimo jiz uvedené testy se u selektovanych kmenu zjisfovala koagulazova akti-
vita v krali¢i plazmé, rastovy typ na agaru s Kkrystalovou violeti a proteolyticka
aktivita, vSechny tri testy podle drivéjsiho popisu (Skalka, 1980). Fermentaéni
aktivita se testovala jak pomoci Staphy-testu LACHEMA, o. p. tak i konvenéni
metodou, ve které byly pouzity stejné substraty, jaké obsahuje Staphy-test, ale je-
jich soubor byl rozsiren o maltézu, mannézu a arginin. Pro tvorbu acetoinu se po-
uzilo médium s pyrohroznanem sodnym (Devriese aj., 1985).

VZTAH K ANTIBIOTIKUM

Kmeny byly testovany s antibiotickymi disky, které obsahovaly novobiocin
30 wg (Oxoid ltd), dale vsechny disky Lachema, o. p.,, a to bacitracin 10 m. j.,
furadantin 100 ug, penicilin 10 m. j., erytromycin 10 ug, oxytetracyklin 30 ug,
chloramfenikol 30 ug a streptomycin 30 ug.

TESTACE BAKTERIOCINOVE AKTIVITY

Pro zjisténi produkce , bacteriocin-like“ substanci jsme pouzili techniku pfed-
kultivace vySetfovanych kment (Skalka, 1985b) a naslednou aplikaci kmenu
indikatorového souboru, ktery zahrnoval kmen Corynebacterium renale, kmeny
S. aureus Oxford, CB 27, CB 66, CB 54, S. intermedius OP 41, P 274, S. haemoly-
ticus K 33 a S. epidermidis S-2 z nasi laboratorni sbirky.

VYSLEDKY

Mimo ramec predlozene studie je vycet vSech zachycenych druhi
rodu Slaphylococcus. Vzhledem k zaméreni prace uvadime pouze izo-
lace S. hyicus a zdliraziiujeme skutecnost, Ze z tweendza-negativnich
stafylokokt nebyl ani jeden dodatecneé diagnostikovdn jako ndleZejici
do sledovaného druhu.

Nejvyssi zachyt S. hyicus byl z tonzil prasat a pomérné casty byl
i z plic tohoto hostitele. Izolace S. hyicus z organt skotu a kura do-

maciho byly méné casté, jejich nejvyssi frekvence byla z plic skotu, za-
timco izolace z parenchymu mlécné Zlazy byly vyjimecné (tab. I).

I. Izolace kment Staphylococcus hyicus z organu zdravych hospodarskych zvirat —
Isolation of the strains of Staphylococcus hyicus from the organs of healthy farm
animals

I
Pocet [
Druh Organ — R I:;c():cl:leylztlo
‘ vysetieni ! izolaci ‘ |
tonzily 140 47 33,5 ]
Prase . [
nlice 140 16 11,4 [
tonzily 148 12 8,1 |
‘ ice 4 5 2
| Skot plice 148 5 23 |
parenchym
l mlécné #lazy 148 2 i 1,3
| — e = | e =l -
| Kur doméci plice 80 2 | 2,5 ;
|
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II. Vlastnosti vySetfovanych kment Staphylococcus hyicus — Characteristics of the
strains of Staphylococcus hyicus

Pocet
|  Prope
Tegr | intenzivné ! slabé . | fI’i(x)‘?l:‘!.\']][I(\)'
| pozitivnich | pozitivnich | Pegativaich
Hemolyza na ovéim KA 0 0 103 0,0
Hyaluronidaza 108 0 0 100,0
Tweenaza 80 103 5 0 100,0
Pigment! 0 0 108 0,0
KV-agar? 108 0 0 100,0
Koaguléza (krali¢i plazma) 20 22 66 38.8
Proteolyza 30 44 34 68,5
| Glycerol 1 108 0 0 100,0
Sacharoéza 107 0 1 90,1
Trehaloza 103 4 I 99.1
Manit 0 0 108 0.0
Maltéoza ‘ 1 0 107 0.9
Mannéza [ 26 25 57 47,2
Acetoin | 0 0 108 0,0
Urea S/K 72/99 0/0 369 606,6/91,6
Nitraty 108 0 0 100,0
Fosfataza 108 0 0 100.0
Arginin 108 0 0 100,0
. Novobiocin? 20 pug 108 0 0 100,0
j Bacitracin 10 m. j. 9 28 71 34,2
| Furadantin 100 pig 107 1 0 100,0
| Penicilin 10 m. j. 1 17 90 16,6
i Erytromycin 10 ug 87 0 21 80,5
| Oxytetracyklin 30 ug 58 0 50 53,7
Chloramfenikol 30 ng 93 1 14 87,0
1 Streptomycin 30 ng 67 10 31 71,3
3 Bakteriocinova aktivita 5 9 94 12,9
1 = neni oranzovy nebo krémovy pigment, rast v bilvch koloniich
2 — na agaru s krystalovou violeti slabé namodral¢ kolonie s intenzivné modrym lemem (risto-

vy typ E)
S/K = vysledek Staphy-testu (S) a konvencni metody (K)
3 = pozitivni — senzitivni, negativni - rezistentni

Sledované kmeny S. hyicus byly nehemolytické na agaru s pranymi
ovCimi erytrocyty a nedavaly ani ndznak synergického hemolytického
efektu se stafylokokovym beta-toxinem nebo s CAMP faktorem S. aga-
lactiae. VSechny kmeny déavaly intenzivné pozitivni dekapsulacni efekt
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s kmenem S. equi a byly pozitivni na médiu obsahujicim Tween 80. Na
agaru s krystalovou violeti vyrlistaly vSechny kmeny masivné, jejich
kolonie byly lehce namodralé s intenzivné modrym okrajovym lemem
(ristovy typ E’). Pouze 42 kmeny ze sledovanych 108 koagulovaly kra-
lici plazmu, vZdy aZz po 20 az 24hodinové inkubaci, ale jen 20 kment
tvorilo pevné koagulum. Proteolytickou aktivitu mélo 74 kmeni, jen
u 30 vSak primeér pozitivnhiho efektu pfevyS$il §ifku 3 mm, méfenou od
Kraje Kkultivacni linie. VSechny kmeny vyristaly v lesklych bilych ko-
loniich, ani u jednoho z nich nebyl ndznak produkce oranZového, Kkré-
mového nebo Zlutého pigmentu (tab. IT).

VSechny testované kmeny fermentovaly glycerol, redukovaly nitraty,
hydrolyzovaly arginin a tvorily fosfatazu. S vyjimkou jediného fermen-
tovaly sledované kmeny sachar6zu a trehalozu. Ani jeden kmen nefer-
mentoval manit a neprodukoval acetoin. S vyjimkou jednoho kmene
byly vSechny negativni v maltoze, zatimco utilizace mannozy byly po-
zitivni u necelych 50 %. Jedinou diferenci mezi vysledky dosahovanymi
pfi pouZiti Staphy-testu a konven¢ni metody jsme pozorovali v hydro-
lyze mocoviny. Zatimco Staphy-testem se urcila pouze 66,6% pozitivi-
ta, v konvenéni metodé ddvalo pozitivni vysledek témét 92 % kment
(tab. IT).

PFi testaci vztahu k antibiotikiim bylo 100 % kment citlivgch na
novobiocin a furadantin, zatimco pozitivita k ostatnim pouZitym antibio-
tikiim se pohybovala od 16,6 do 80,5 % (tab. II).

Pouze 14 kmentt davalo bakteriocinovy efekt a z nich pét kmeni
plisobilo inhibi¢né na vSechny pouZité indikatorové kmeny, ostatnich
devét tcinkovalo jen na nékteré indikatory, ¢astéii na kmeny S. infer-
medius a koagulaza negativni stafylokoky, neZ na kmeny S. aureus nebo
C. renale (tab. 1I).

DosazZené vysledky, snolu s literarnimi tidaji, orodstatiinii na§ na-
vrh na rychlou diagnostiku S. hyicus. Tento diagnosticky postun je za-
loZen na negativni hemolytické aktivité na bovinnim krevnim acar.
intenzivni produkci hyalurodinazy, typu ristu na agaru s krvstalovou
violeti a negativni produkci pigmentu. V navrhu, ktery je vviddfen na

obr. 1 a na ktery se zamérime v diskusi, je zahrnuta i rvchla diagnostika
obou dalSich koagulaza-pozitivnich dluhu stafylokokii.
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DISKUSE

Postup zvoleny pro kvalitativni zjiSténi vyskytu S. hyicus u nékte-
rych druhit klinicky zdravych hospodarskych zvifat splnil na$§ pracovni
zameér. Selektivni izolace stafylokokii eliminovala rist vétSiny neZadou-
cich baktérii a predbeZzny vybér suspektnich kmen pouZitim média
s Tween 80, jiz dfive doporuceného (Devriese, 1977j, urychlil nut-
nou primarni diferenciaci. DalSi testy vylouCily moZnost zamény s tween-
aza-pozitivnimi kmeny S. aureus, jejichz vyskyt mezi animdlnimi ekova-
ry je mnohem niZ8i, neZz jak tomu je u humdanniho ekovaru A (Skal-
k a, 1980, 1984), stejné jako zameény za S. intermedius, Ktery ma vesmes
intenzivni produkci beta-toxinu, nebo s nékterymi koaguldza-negativni-
mi druhy, jen zcela vyjimecné produkujicimi tweenazu, ale nikdy v ta-
kové intenzité jako S. hyicus (Devriese aj., 1985, Kloos
a Schleifer, 1986). Udaje o tweenaze u S. hyicus a u jinych stafy-
lokokovych druh@t v predloZené studii potvrzuieme, i kdyz zde neuva-
dime vysledek diagnostiky ostatnich stafylokokovych druht, které jsme
z vySetfovanych zdroji zachytili. Z téchto kmend vSak svymi vlastnost-
mi ani jeden neodpovidal poZadavkim pro vysloveni diagnozy S. hyicus.

Jako nejcastéjSi hostitelé S. hyicus se popisujl prasata, skot a kur
domaci, zejména jejich zdrava i nemocna kiaze (Devriese, 1977;
Phillips a Kloos, 1981; Devriese aj, 1985 Kloos
a Schleifer, 1986). Mimo to se u skotu izoluje z mléka (Harvey
a Gilmour, 1985), z distdlni casti struki (Devriese a Keyser,
1980) i z mastitidniho vemene (Gudding, 1980; Hogan aj., 1987).
U koni jsou pozitivni izolace S. hyicus jen z onemocnélé kiZe (De -
vriese aj., 1983, 1984/85). Izolace ze pst a koCek jsou moZné, pova-
zuji se v8ak za vyjimecné (Biberstein aj., 1984; Cox aj., 1984).
Citované tdaje podnitily na$ vybér vysetiovanych druhlt hospodarskych
zvifat i naSe zaméfeni na vySetfeni jinych télesnych Casti, neZ dobfe
prostudované kiiZe. Tim jsme chtéli vyplnit jistou mezeru, kterd ve zna-
lostech o kolonizaci hostitele S. hyicus zatim existuje.

Pocetny zachyt sledovaného druhu z tonzil prasat i skotu nepova-
Zujeme za prekvapivy, nebot tonzily predstavuji prechodnou t&lesnou
Cast mezi povrchem téla a vnitfnimi organy. Je$té vyS$Si procento za-
chyt S. hyicus z tonzil zdravych prasat, neZ jaké jsme mohli zazname-
nat, uvadéji Shimizu aj. (1987). Vyskyt S. hyicus v plicich mtZe byt
ovlivnén kolonizaci tonzil timto druhem. Zatimco izolace S. hyicus z po-
vrchu vemene jsou Casté, je naSe zjisténi vyskytu tohoto druhu v pa-
renchymu mlécné Zlazy dosud ojedinélé. I kdyZ naSe pozitivni izolace
S. hyicus z plic skotu a kura doméciho, stejné jako z parenchymu mléc-
né 7lazy skotu, nepfedstavuii velké procento vyskytu, nepovaZzujeme je-
jich vyznam za zanedbatelny jiZ proto. Ze byly z klinicky zdravych zvi-
Fat. Nelze vyloudit, Ze p¥i stresovych vlivech se miiZze uplatnit patogenni
funkce S. hyicus, at jiZ jako sekundarniho, nebo dokonce primérniho
etiologického faktoru.

Vysledky dosaZené pfi urcovdni vlastnosti kment sledovaného sou-
boru S. hyicus lze konfrontovat jak s tudaji nejvyznamnéijSich popisl
v této tématice (Devriese, 1977, Devriese aj., 1978, 1985; Kloos
a Schleifer, 1986; Hajek aj., 19861, tak i s ponisy moZnych vza-
jemnych diagnostickych zdmén S. hyicus a S. epidermidis (Devriese,
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1979; Devriese a Keyser, 1980; Langlois aj., 1¢84; Har -
vey a Gilmour, 1985, Watts, 1985; Watts aj., 1984, 1985),
S. simulans (Watts, 1985; Watts aj., 1986), S. hominis (Lang -
lois aj., 1984), S. intermedius (Phillips a Kloos, 1981; Biber-
stein aj., 1984; Cox aj., 1984; Watts, 1985, Watts aj., 1986),
rovnez vSak S. aureus (Devriese, 1977; Gudding, 1980; Har-
vey a Gilmour, 1985). Tyto diagnostické omyly byly zplisobeny
variabilitou ve fermentaci trehalozy a maltozy, vesmés pozorovanou
v mikrotestech, stejné¢ jako slabou aZ negativni produkci fosfatazy. Za-
meny za koaguldza-pozitivni druhy byly podminény predevSim tim, Ze
nebyla respektovana hemolytickda inaktivita S. hyicus na ovcich krev-
nich agarech.

Prevaznou vétsinou svven viastnosti odpovidaly kmeny nasSeho sou-
boru poZadavkim urc¢enym pro druh S. hyicus. I kdyZ negativni fermen-
taci sacharozy a trehalozy zjiSténou u jednoho kmene a pozitivni fer-
mentaci maliézy jingm kimenem nepovaZujeme za zcela bezvyznamné,
jsou v ramci pfipustné variability (Kloos a Schleifer, 1986).
V ramci této variability je i procento uredza-negativnich kment zjisté-
nych kenvencéni metodou, zatimco zaraZejici je znacny pocet takovych
kment urCenych Staphy-testem. Lze to vysvétlit jednak pozdni nebo
slabou syntézou uredzy nékterymi kmeny S. hyicus, jednak vyrobnim
nedostatkem, nebot vétSina téchto zjiSténi byla na Staphy-testech stej-
né Sarze. Nizké procento mannoza-pozitivnich kmenti se vSak od citova-
nych charakteristik S. hyicus vyrazne odliSuje, stejné jako proteolytic-
kéd aktivita, zjiSténa pouze u 68,5 % kmenh. VétSina pozitivnich kme-
ni davala jen velmi slabou reakci, mezi nimi i shirkovy kmen CCM 2368.
Za novy doplnék charakteristiky S. hyicus povaZujeme zjiSténi typicke-
ho ristu kmeni tohoto druhu na agaru s krystalovou violeti, odli§ného
od typu ristu ekovar S. aureus i S. intermedius.

V testaci vztahl vySetfovanych kmen@ k antibiotiklim se pouze v po-
zorované nizké citlivosti k bacitracinu odliSujeme od popisu, ktery nc-
dali Kloos a Schleifer (1986), ostatni vysledky jsou shodné
s timto Gdajem. Rovnéz vysledek hakteriocinové aktivity odpovidda poni-
sim jinych autort (Balusek a Hajek, 1985 Miiller a Blo-
bel, 1987). Oba tyto soubory testli povaZujeme za vyznamné pro de-
tailnéj§i charakteristiku kment, kterou si miiZe vvZadat nutnost epi-
zootologické analyzy pFi vyskytu onemocnéni vyvolaného S. hyicus. Vy-
jimku zde predstavuje senzitivita k novobiocinu, kterd& méa diagnosticky
vyznam. '

Nejsme jedinymi autory, ktefi prfedkladaji nAvrh rychlé diagnosti-
ky S. hyicus. Devriese (1977) doporucil jako postacujici pro ru-
tinni diagnostiku negativni nigmentaci a negativni _clumping-faktor®,
pozitivni dekomnozici Tween 80 a nozitivni produkci termonukleazv.
Pozdé&iji svlij navrh rozS§ifil o pozitivni nrodukci hvalvronidazv a nega-
tivni produkci stafylokokového beta-toxinu (Devriese, 1979). Phil-
lips a Kloos (1981) povaZuji za rychlé rutinni diagnostické schéma
priikaz koaguldzy v .Coagulase-nlasma, Difco“, negativni nrodukci nig-
mentu a nezativni fermentaci maltézv, zeiména v .Purnle agar base,
Difco“. N&¥ navrh rychlého diagnostického nostupu, vvchazeifci z v¢-
sledkli predloZené studie, se bliZi Devriesové koncenci. Te zaloZen na
CtyFech snadno realizovatelnych plotnovych testech hodnotitelnych no
24 hodindch inkubace, které nevyZaduji dopliikové zpracovani a nro
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které lze pouZit snadno dostupnych médii i ingredienci. Doporucené
testy spolehlivé diferencuji S. hyicus od ostatnich koaguldza-pozitivnich
i koagulaza-negativnich druh@i. V prevazné vétSiné pripadd neni pro
vysloveni diagnozy nutné urCovat fermentacni aktivitu, ktera, at jiz for-
mou mikrotestu nebo konvencni metody, ma potom jen komplementarni
vyznam v urceni S. hyicus.
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Doslo dne 4, 1. 1988

CKANKA, B. (MHcturyt serepuHapun  bpuo): Usonupesauune wrammos Staphylococcus
hyicus wa 340pophix XQ33@R | ANATHOCTIU2CKC2 M3yuruuz wTaumos. Veter. Med. (Pra-

ha), 33, 1988 (10) : 607-616.

Ha S. hyicus mbi oficnepopann Hexkotopole opradbl 140 nopocat, 148 kopoe u 80 kyp
AomMawHUxX. O6GCneayembie  KXMBOTHbie Gbinu 6Ge3  cuMnToMoB 3aGonesaHus. Cpasy xe
nocie 3a6o8 Mbl  KYNbTUBMPOBANWM NPOCHbl W3 OPraHOB 3TUX XUBOTHLIX B OYyNbOHOBOW
NUTaTenbLHONW Cpeae € HaNWAWKCCECH KMCN0T0H W KONMCTUHOM C NCCAEAYIOWUM CyOKYyNb-
TUBUPOBAHWEM B arapoBoW nuTatensHom cpepe, cogepxawed [BuH-8) W AWATHOCTUKON
TBUHA3a NC3UTUBHLIX WTaMMoB. M3onmposamnue wWTaMmoB S. hyicus nonyuunocb M3 Nerkux
NOpPOCSHT, KOPOB W Kyp /AOMaUIHWUX, C TOH3W.1 MOPOCAT M CKOTa « C NAPEHXUMbl MNEUHOMW
XENnessi Kopop. CambiM yaCThlM HAXOAKAM NpU n3onupoBaHuu S. hyicus COCTBETCTBOBANM
TOHZWUAbI NOPOCHT HAWMEHbIIES KOMUUCCTBO WMIONUPOBAHUWA ObINO C NAaPEHXUMBLI MONOUHOW
xenesbvl ckota. Ipynna 84-x wrammMos paciuMpuiach Ha 8 WTaMMOB W3 3NUAEPMUTUA NO-
pPoCAT M 16 wTamMMoB, ONDEAENEHHbIX WHLIMW apTopaMu. Y BCEX WTaMMOB Mbl onpeaensnu
6UOXMMHUUECKYIO aKTUE iOCTb, UYBCTBUTC/ABHOCTL K HEKOTODHIM aHTUGMOTUKAM M NPOAYKUMIO
6akTepuuUMAHbIX IK30BEUWECTB. 3a WCKIUCHMEM BapuabWNbHOW NPOTEONUTUUECKON aKTUB-
HOCTH W HW3KOW UYBCTEUTENLHOCTH K OAUUTPALMHY Mbl HE HaAWAU OTKNOHEHWW OT CBOWCTB,
npucywux S. hyicus. 14 wTaMMOB umeno GakTEPUUMAHYIO aKkTUBHOCTb. Ha ocHoBaHuu no-
/IYUEHHbIX pe3yabTaToB Npeanarzem Ccnccob OLICTPOW  AMArHOCTUKMU, HAAECKXHO AMMDAEDUH-
UMPYOUWMK S, Nyicus OT OCTalbHbiX CTUPUIOKOKKOBBIX BHADB OCHOBbBIBAIOWKUXCA Ha MOKasa-
HUW HEraTMBHOM rEMO/NUTMUECKOU aKTUBHCSTM B arape C OBEUbUMU IPUTPOUMTAMHU, Hera-
TUBHOW MPOAYKUMM NUIMCHTA, MNO3UTUBHOW NPOAYKUWK TMaANypOHUAA3LI, XapakTepHOro pocTta
Ha arape C KpUCTanNMUeCcKuy UON2TOBLIM KpacuTenem.

Stenhylococcus hyicus;, nOABNCHUE Y 3A0D0B5HIX X039€B; GbICTpas AMarHOCTUKa BUAA

SKALKA, B. (University of Veterinary Medicine, Brno): Isolation of Staphylococcus
hyicus Strains from Healthy Hosts and a Diagnostic Study of the Strains. Veter.
Med. (Praha), 33. 1988 (10) : 607-616.

Some organs of 140 pigs, 148 dairy cows and 80 birds (domestic fowl) were examined
to see whether thev host S. hyicus. The animals were free from disease symptoms.
The organ samples of these animals were cultivated immediately after slaughter:
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broth medium with nalidixic acid and colistin was used as the cultivation medium,
from which the specimens were transferred to agar medium containing Tween 80
for subcultivation and for the identification of tweenase-positive strains. S. hyicus
was successfully isolated from the lungs of pigs, cattle and fowl, from the tonsils
of pigs and cattle, and from the parenchyma of the bovine mammary gland. The
isolations were most frequent from the tonsils of pigs and the lowest number of
isolations was obtained from the parenchyma of the udders of cows. The sct of
84 strains was extended by inclusion of eight strains from swine epidermis and
16 strains identified by other authors. Biochemical activity, sensitivity to some
antibiotics, and production of bacteriocin exo-substances were determined in all
the strains. No deviations from the properties required from S. hyicus were
recorded, except for the variable proteolytic activity and low sensitivity of
bacitracin. Bacteriocin activity was recorded in 14 strains. A rapid diagnostic
method is proposed on the basis of the results for reliable differentiation of
S. hyicus from other staphylococcal species. The method is based on the de-
monstration of negative haemolytic activity on agars with ovine erythrocvtes,
negative production of pigment, positive production of hyaluronidase, and cha-
racteristic growth on agar with crystal violet.

Staphylococcus hyicus: occurrence in healthy hosts; rapid diagnostic of species

SKALKA, B. (Veterindrmedizinische Hochschule. Brno): Isolierung von Staphylo-
coccus hyicus-Stimmen aus gesunden Wirten und diagnostische Studie der Stimme.
Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 607-616.

Wir untersuchten einige Organe von 140 Schweinen, 148 Milchkithen und 80 Indi-
viduen des Haushuhns in bezug auf die Eventualitidt Triger des Staphulococcus
hyicus zu sein. Die untersuchten Tiere waren jeglicher Krankheitssvmptomebar.
Unmittelbar nach dem Schlachten kultivierten wir die entnommenen Organproben
dieser Tiere in einem Bouillonmedium mit Nalidixinsaure und Kolistin, mit nach-
folgender Subkultivation auf ein Tween 80 enthaltendes Agarmedium und einer
Diagnostizierung tweenase-positiver Stimme. Fine Isolierung des S. hyicus gelang
aus den Lungen von Schweinen, Rindern und Haushiihnern, aus den Tonsillen
von Schweinen und Rindern und aus dem Parenchym der bovinen Milchdriise.
Am haufigsten wurde S. hyicus in den Schweinetonsillen erfaBt, die niedrigste
Zahl der Isolierungen kam aus dem Parenchym der bovinen Milchdriise. Die Kollek-
tion der 84 Stimme erweiterte sich um acht weitere Stimme aus Epidermitiden
von Schweinen und um 16 durch andere Autoren bestimmte Stamme. Bei samtli-
chen Stimmen ermittelten wir die biochemische Aktivitidt, die Sensitivitit zu eini-
gen Antibiotika sowie die Produktion bakierioziner Exosubstanzen. Abgesehen von
der variablen proteolytischen Aktivitit und der geringen Sensitivitit zu Bazitrazin,
stellten wir keine Abweichungen von den fiir S. hyicus verlangten Eigenschaften
fest. Aufgrund der erzielten Ergebnisse unterbreiten wir einen Vorschlag einer
raschen Diagnostik, die S. hyicus von anderen Staphylokokkenarten zuverlissig zu
differenzieren vermag und die auf den Nachweisen einer negativen himolytischen
Aktivitit auf Agar mit Schaferythrozyten, einer negativen Pigmentproduktion, einer
positiven Hyaluronidaseproduktion und dem charakteristischen Wachstum auf Agar
mit Kristallviolett, beruht.

Staphylococcus hyicus: Vorkommen auf gesunden Wirten; rasche Artendiagnostik

Adresa autora:

Doc. MVDr. Boris Skalka, CSc., Vysoka skola veterinarni, Palackého 1-3, 61242
Brno
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POSTMORTALNI TVORBA ANORGANICKEHO FOSFORU
VE SKELETALNICH SVALECH PRASAT VE VZTAHU K DETEKCI
PSE MASA

B. Novotna, Z. Dvorak

NOVOTNA, B. — DVORAK. Z. (Vyzkumny ustav masného prumyslu, Brno):
Postmortalni tvorba anorganického fosforu wve skeletdlnich svalech prasat ve
vztahu k detekci PSE masa. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 617-623.

Sledovali jsme obsah anorganického fosforu a pHi ve svalech prasat se zamé-
renim na vyskyt PSE masa a hledali jsme jejich vzajemny vztah. Zjistili jsme,
7ze obsah anorganickc¢ho fosforu se zvysuje linearné s poklesem pHi. Metabo-
lické procesy vedouci k uvolnovani anorganického fosforu vsak nejsou bez-
prostredné zavislé na rychlosti glykolyzy. Uvolnovani fosfatovych iontd neni
za jednu hodinu po porazce prasat skonc¢eno a postupné pokracuje. Tyto ionty
se pouze nespecificky podileji na zvySovani koncentrace elektrolytii ve svalech
post mortem, pricemz hlavni podil na tomto zvySeni maji vodikové ionty
a ionty laktatu. Fosfatove ionty tedy nejsou vhodnym parametrem pro detekei
PSE masa.

fosfat: glvkolvza; ATP; ADP; AMP; IMP: fosforylkreatin

Po porazZce zvirete probihaji v jeho svalové tkani reakce v podstate
stejného typu jako ve zvifeti zdravém. Sok vyvolany v okamziku poraz-
ky nebo pri omraceni zplisobuje vyplaveni hormoniéi drfené nadledvinek
do krve a postacuje k aktivaci enzyml Kkatalyzujicich glukolyzu. Vlast-
nim aktivatorem je predevsim cyklicky adenosinmonofosfat, ktery
spousti mechanismus premeény fosforylazy b na fosforylazu a, a tedy
vlastniho rozkladu glykogenu na Kyselinu mlétnou (Dvorfak, 1988).
Tvorba 2 mold laktatu z glukozové jednotky glykogenu vyzaduje vstup
celkem 4 moli anorganického fosfatu, které jsou v prubéhu glykolyzy
zhodnoceny skladovanim volné energie ve forme 4 mold ATP, tvofenych
z ptvodnich 4 moli ADP.

Vlastni proces glykolyzy se tedy bezprostfedné nepodili na zvySu-
jicI se koncepci anorganického fosfatu ve svalech post mortem. Ta se
vS8ak nutné musi zvySovat pfed nastupem rigoru mortis v duisledku roz-
kladu nukleotidii adeninu a inosinu. Bendall a Davey (1957)
sledovali zmeény téchto nukleotidli ve vztahu k uvolilovani amoniaku
v krdli¢im svalu pfed ndastupem rigoru mortis. Dvofdak (1958) ana-
lyzoval rozklad nukleotidu adeninu v hovézim svalu post mortem.
Z téchto praci vyplyva, Ze podobné jako amoniak i anorganicky fosfat
se uvoliiuje v ekvimolarnich pomérech, které lze vyjadfFit rovnicemi:

ATP - IMP + NH3 + 2P
IMP -- inosin + P
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Postupnou defosforylaci a deaminaci ATP, ADP a AMP se tedy nutné
musi uvoliiovat fosfatové ionty. K tomu pristupuji dalsi okolnosti: 1. ATP
se resyntetizuje z fosforylkreatinu az do jeho tplného vycerpani (Wil -
kie, 1986); 2. koncentrace ATP se blizi nule pfi ndastupu rigoru mortis
(Bate-Smith a Bendall, 1949).

Podle Lowensteina a Goodmana (1978) je v jednom gra-
mu sudiny svalu v klidovém stavu pritomno v priméru 28,8 umol nukleo-
tidia (ATP + ADP+ AMP + IMP]) a 84,0 umol fosforylkreatinu. Teoreticky
by se z téchto slouCenin mohlo uvoliovat 33 umol fosforu v 1 g svalu,
tj. 1,02 mg.g 1. Toto mnozZstvi odpovida pravé poloviné celkového ob-
sahu fosforu, ktery se uvadi pro cistou svalovinu prasat (Souci aj.,
1962).

Za predpokladu, Ze glykolytické procesy ve svalu in vivo probihaji
pri souCasné hydrolyze ATP, nutné se zvySuje také koncentrace anorga-
nického fosfatu (Wilkie, 1986). Probihaji-li tyto reakce podobne
i ve svalech post mortem, pak by mel existovat urcCity vztah mezi zvy-
Sujici se koncentraci vodikovych iontd, resp. pH, a zvySujici se kon-
centraci anorganického fosfatu. Tento vztah byl hledan a vysledky jsou
pfedmétem prfedkladaného sdéleni.

Studie byla orientovdna na vztah k mozZné detekci PSE masa na za-
kladé analyzy anorganického fosforu. PSE maso se vyznacCuje abnor-
malné rychlou glykolyzou a v disledku toho rychle se sniZujicim pH
masa po pordzce prasat. Konecnym disledkem této abnormality jsou
ztrita barvy masa a sniZena vaznost v disledku denaturace sarkoplaz-
matickych bilkovin (Dvoftak, 1988). PSE veprové maso je charakte-
rizovano na zakladé tii parametri [TGL, 1981; Statni plemendiské pod-
niky, 1980): pH za 45 minut po porazce rovngm nebo nizsim nez 5,8;
svétlosti masa, méfenou remisi kolorimetricky, rovnou nebo vySSi nez
25 %:; ztratou hmotnosti odkapanim, rovnou nebo vy3si nez 5 %.

Casto se k hodnoceni pouZiva pouze meéreni pH, které je provozné
nejjednodussi, vyZaduje v8ak odborné zachédzeni se sklenénou vpicho-
vaci elektrodou, jejiZ trvanlivost je omezena. MoZnosti zavést koncen-
traci anorganického fosfatu jako kritéria pro PSE maso by se ziskal
dal3i parametr, ktery lze zjistit i v provoznich podminkach s dostatec-
nou presnosti.

MATERIAL A METODA

Predmétem studie byl m. longissimus lumborum et thoracis u prasat z bdéz-
ného prihonu na brnénské jatky. pH jsme meérili a vzorky jsme odebirali jednak
u nahodné vybraného souboru 120 prasat. jednak u souboru vyvbraného podle
pH1 < 5,9, ve kterém byly 73 kusy. pHi jsme zjistovali digitalnim pH-metrem Orion,
model 221, s pripojenou vpichovaci elektrodou Orion 8163 Ross v oblasti mezi 13.
a 14. zebrem.

Meérili jsme na konci porazkové linky. coz podle bézného taktu linky v pri-
méru odpovida dobé 45 minut post mortem. Hodnoty ziskané v tomto case jsme
oznacili jako pHi. Vzorky svalu pro stanoveni anorganického fosforu jsme odebi-
rali na tomtéz misté ihned po méreni pH. Asi 250 mg vyriznuté svalové tkané jsme
polozili na filtra¢ni papir Whatman ¢. 1 a stlacenim mezi dvema kompresnimi skly
po dobu péti minut jsme ziskali otisk, vznikly vsaknutim svalové tekutiny do filtrac-
niho papiru. Otisk predstavujici kruh o pruméru 3 az 20 ecm? jsme nechali uschnout
a uschovali jsme jej k pozdéjsim analyzam anorganického fosforu v laboratori.
Zpusob zpracovani svalu do formy otisku umoznuje ziskat urcitou ¢ast sarkoplazmy,
ktera se vsakla do filtraéniho papiru. Kromé sarkoplazmatickych bilkovin obsahuje
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take prevaznou veétSinu ve vodé rozpustnych nizkomolekularnich latek, vcéetné
nukleotida, fosforylkreatinu a fosfatovych iontu. Rychlym vysuSenim otisku je zne-
moznéna dalsi ¢innost glykolytickych enzymu, nukleotidaz, nukleosidaz, popripade
kreatinfosfokinazy, které by mohly zpusobit dalsi uvolnovani anorganického fosfatu.

Jak uvadi Dvorak (1984), plocha otisku neni jednoznaé¢né zavisla na hmot-
nosti vzorku svalu, ale je zavisla na pH, na schopnosti svalu vazat pridanou vodu,
popl. uvolinovat svalovou §favu, na tlaku a dobé jeho pusobeni pfi, ziskavani otisku
a také na obsahu bilkovin pojivové tkané ve vzorku. Z téchto duvodu je zbyte¢né
svalovy vzorek vazit. Bylo zjisténo, ze ihned po porazce je obsah bilkovin s obsa-
hem Kkreatinu v linearni zavislosti, jestlize byly analyzy otisku vztazeny na plochu
1 ¢m? To znamena, ze v otisku jsou rovnomerné zastoupeny tyto slozky sarko-
plazmy bez ohledu na velikost otisku. Lze tedy ocekavat, ze i fosfatové ionty jsou
vzdy v otisku podobné zastoupeny. Tato metoda neni zcela presna. Dvorak (1984)
zjistil, ze 1 em? otisku raznych svali prasat (s vyjimkou svalu klizky a m. sterno-
mandibularis, bohatych na obsah glykogenu) obsahuje primeérné 356 ug bilkovin
s variaénim koeficientem 12,19,. Otisk z m. longissiinus thoracis obsahoval v pru-
méru 348 wug.cm-!. S podobnou variabilitou lze poc¢itat i pri analyzach fosforu.

Anorganicky fosfor v otisku jsme analyzovali extrakci rozpustnych sloucenin
do roztoku Kkyseliny trichléroctové a kolorimetrickym stanovenim pritomnych fos-
fatovych iontu reakcei s vanadi¢nanem a molybdenanem amonnym.

Z otisku jsme vyrizli prouzky tak, aby neobsahovaly jeho okraje, vlozili je
do kyvety spektrofotometru Chiratic LX a extrahovali pridavkem 3,0 ml kyseliny
trichléroctové (30 g.1-1) po dobu 30 minut. Kdyz jsme prouzek vyjmuli, pridali
jsme Kk extraktu 3,0 ml ¢inidla pripraveného smichanim stejnych dilu roztoku mo-
lybdenanu amonného (¢ = 30 mmol.l ') a vanadi¢nanu amonného (¢ = 2 mmol.
1=, Po smichani jsme za 20 minut merili intenzitu zlutého vybarveni roztoku
pri 400 nm. K ziskani kalibraéni krivky jsme pouzili Na:HPO4 . 12 H20 p. a., obsa-
hujici 20 wg P.mi~! Zjistény obsah fosfatovych iontl jsme pfepoditali na ug anor-
ganickeého fosforu v otisku o plose 1 em?

Hodnoty anorganického fosforu ziskané z otisku lze interpretovat ve vztahu
Kk drive zjisténému obsahu bilkovin v otisku (Dvorak, 1984), jenz ¢inil 348 wug
v 1 em? V pripadé, ze by veskery fosfor ve svalu (2 mg.g-1) byl pritomny v roz-
pustne formeé a stejnomérne distribuovany ve frakei sarkoplazmatickych bilkovin
(pritomnych v pramérném mnozstvi 38 mg.g~!) tvoricich otisk, pak 18 ug P.cm~2
je ekvivalentni 2 mg P v 1 g svalu. Polovina tohoto mnoZstvi, tj. 9 ug.cm 2 by
odpovidala fosforu, ktery se teoreticky muze uvolnit z fosforylkreatinu a nukleotidu
adeninu nebo inosinu.

VYSLEDKY

Vztah mezi hodnotami pHi a koncentraci anorganického fosforu
v otiscich svalové tkédné z m. longissimus lumborum et thoracis, zjiSté-
nych v ndhodné vybraném souboru prasat, je uveden na obr. 1. Vyply-
vd 2z neého také variabilita v hodnotach pHi i v obsahu fosforu. Lze po-
zorovat, Ze glykolyza indikovand hodnotami pHi probihd ve svalech na-
hodné vybraného souboru prasat zcela nestejnomérné; krome typického
priabéhu (rozmezi pH: 6,2—5,8), vyznacujiciho normdélni maso, naché-
zime i pFipady ukazujici na PSE maso (pHi -~ 5,8).

Statisticky byly hodnoty vyhodnoceny linedrni rovnici regresni
pfimky, pro niz plati: y = 6,3091 — 0,056 x, s, = +=0,011, r = —0,2805.

Z rovnice vyplyvd, Ze anorganicky fosfor se v 1 cm? otisku zvySuje
priblizné o 2 ug pfi poklesu pHi o jednu desetinu. Korelace mezi obéma
parametry je vSak statisticky nevyznamna.

Skupina hodnot pri koncentraci fosforu v rozmezi 6 az 7 ug a pHi
nizsim nez 5.8 vedla k domnénce, ze u PSE masa, charakterizovaného
prave podle 1Hi, by se mohlo uvolilovat vice anorganického fosforu nez
pfi b&Zném prabéhu glykolyzy. Z toho davodu byla vétSi pozornoest vé-
novana vybéru vzorki pro analyzy fosforu prasat, u nichZz bylo zjiSté-
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2. Zavislost pHi na Kkoncentraci anorganického fosforu v otiscich svalové tkane ze
souboru s pHi mens$im nebo rovnym 59 — Relation of pH: value to the con-
centration of inorganic phosphorus in the imprints of muscular tissue from a set
of animals with pHi lower than or equal 5.9
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no pHi = 5,9 a méne, tedy v pripadech s indikaci PSE masa. Timto zpt-
sobem byla vybirdna dalSi skupina 73 prasat, u nichZz byly zjiStény
hodnoty uvedené v obr. 2. Ziskané hodnoty probihaji zdanlivé podle
jiného vztahu neZz podle rovnice dfive uvedené. Doplnénim tohoto sou-
boru o hodnoty s pH1 - 59 (uvedené v obr. 2) bylo prokazano, Ze jde
pouze o Cast stejného souboru.

DISKUSE

pH: a anorganicky fosfor ve svalu jsme sledovali v ¢asovém tuseku
asi 45 aZ 60 minut po poraZce prasat. V této dobé nejsou jeSté ukonceny
autolytické procesy, které ve svalech post mortem probihaji. Za hodinu
po pordZce naSel Lawrie (1960) v m. longissimus lumborum et tho-
racis jesté 6,28 mg . g ! glykogenu, 8,3 % ATP-fosforu a 18,9 % fosforyl-
kreatinového fosforu (u ATP se jedna o fosfor labilni) z celkem rozpust-
ného fosforu, kterého zjistil 2,04 mg.g !. Pfi téchto hodnotdch nalezl
priamérné pH: 6,71, pfi konecném pH24 5,45.

Z experimentdlnich dat vyplyva, Ze pramérné pHi je 6,03 pfi méfeni
na ndhodné vybraném souboru prasat. Jednotlivé hodnoty pH se v3ak
pohybuji v rozmezi 6,74 aZ 5,47, tedy v hodnotach, které Lawrie
(1960) uvadi jako priimérné. NiZ81 hodnoty odpovidaji kone¢nym hod-
notam pHz. Je tedy zfejmé, Ze ve sledovaném souboru prasat byly i ku-
sy s priznaky PSE masa, tedy s ukoncCenou glykolyzou. Skutecnost, Ze
primérné pHi 6,03 je niZ8i neZ prameér, ktery uvadi Lawrie (1960),
také naznacuje na Cetnost vyskytu PSE masa.

Znac¢na variabilita pHi je doprovdzena také znacCnou variabilitou
zjisténého obsahu anorganického fosforu, jehoZ primér je 5 ug.cm™2
Analyzy fosforu z otiski maji semikvantitativni charakter, pfesto v3ak
lze z vysledkl cinit zavéry v tom smyslu, Ze hydrolyza fosfatovych
iontd neni za hodinu po pordZce prasat ukoncena a postupné uvoliiovani
anorganického fosforu by pokracovalo dédle. Konc¢ilo by pravdépodobné
a7 pri zjisténi pradm&rného obsahu 18 ug P.cm~2 (podle dvahy z me-
todiky).

Obsah anorganického fosforu se zvySuje linedrné& s poklesem pH:,
i kdyZ toto zji§t&ni neni statisticky vyznamné, jak vyplyvd z Kkorelac-
niho koeficientu rovnice regresni pfimky mezi pH1 a P (r = —0,281).
ZvySeni P o 2 ug.cm~2 pfi sniZeni pHi o jednu desetinu nesv&d¢i o pii-
mém vztahu mezi rychlosti glykolyzy a zvySuiici se koncentraci fosfo-
ru. Tak uvddi Needhamova (1942), je rychlost poklesu pH kontro-
lovana rychlosti §tépeni ATP. Tento nazor oviem nevylucuje skutecnost,
Ze ztraty ATP jsou ihned nahrazovdny resyntézou ATP z ADP, pFiCemZ
donorem fosfdtu a volné energie potfebné k resyntéze je fosforylkreatin,
kterého je ve svalu zvifete v klidovém stadiu asi 17 umol.g-! (Lo -
wenstein a Goodman, 1978). K resyntéze ATP dochézi aZ do
unlného vycerpani fosforylkreatinu, teprve pak se koncentrace ATP bli-
Zi nule — ve stadiu rigor mortis.

Rozklad ATP na ADP by poskytl 5 umol P.g~1, ¢&ili 154 ug P.g"1
na otiskn by se projevily zvySenim obsahu fosforu nfiblizné o 0,7 ug.
~cm~2 Tato reakce nepochybné probihd jiZ v prvni fazi nost mortem.
Hydrolyza vSak pokracuje pfi onétovné resyntéze ATP z fosforvlkreatinu
a konc¢i vyCerpanim fosfdtovych iontld z obou téchto l4atek, pFi uvolnéni
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dalsich 523 ug P.g~l, jeZ by se na otisku projevily zvySenim obsahu
fosforu pfFibliZzné o dalich 2,4 ug.cm~2. Pfi zji§téném primérném obsa-
hu fosforu 5 ug.cm~2 lze soudit, Ze tyto reakce v podstaté probéhly.
Lawrie (1960) zjistil, Ze ve sledované dobé existuji jeSté zbytky ATP
a fosforylkreatinu a Ze je mozZné, Ze reakce neprobthla jeSté kvantita-
tivné. Na zvySeni anorganického fosforu se vSak podileji zcela jisté
i dalsi reakce, napf. ATP -- AMP + 2P pri okamZitém ndasledném uvol-
néni amoniaku za tvorby IMP. DalSim zdrojem anorganického fosforu
jsou patrné nukleové kyseliny. Rozklddaji se cinnosti nukleotidaz. Jsou
to typické autolytické reakce, se kterymi je nutno ve svalu post mortem
pocitat, zejména pri postupné se zvySujici teploté svalové tkane (vli-
vem ziskané volné energie rozkladem makroergickych fosfatovych va-
zeb) a dostatecné vysokém pH.

Tyto zmény vedou k uvoliiovdani anorganického fosforu, nejsou vsak
bezprostfedneé zavislé na rychlosti glykolyzy. V tom také spociva vy-
svétleni, pro¢ ve svalech charakterizovanych jako PSE maso nebyla
zjiSténa koncentrace anorganického fosforu vyznamné vySSi neZ ve sva-
lech, ve kterych probiha glykolyza niZsi rychlosti.

Nezdafil se tedy plvodni zamér indikovat PSE maso jeSté na konci
porazkové linky, napf. ndhradou sklenéné pH elektrody za elektrodu
selektivni na fosfatové ionty, nebo vhodnymi selektivnimi indikacnimi
reakcemi. Z vysledkd 1ze soudit, Ze fosfatové ionty se jako celek ne-
specificky podileji na zvySovani koncentrace elektrolytd ve svalech
post mortem, pFicemZ hlavni podil na tomto zvy3eni maji vodikové ion-
ty a ionty laktatu.
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HOBOTHA, b. — ABOPXAK, 3. (HayuHo-uccnepoBaTtenbCkmMm MHCTUTYT MSICHOW MPOMbIW-
neHuocTtu, BpHo): MocTmopTansHoe o6pa3oBaHUEe HEOPraHMueckoro ocdopa B CKENeTHbIX
Mbiwyax noOpocaT 8 OTHoweHun Kk onpegenenuio PSE mMaca. Veter. Med. (Praha), 33, 1988
(10) :617-623.

Mbl M3yyanu coaepxaHue HeopraHuueckoro docdopa v pHi B Mbilyax NOPOCHT B 3ame-
pom Ha nosasnenne PSE msica u nbiTanMCb HaWTM MX B3aMMOOTHOWEHMWE. Mbi HawW, 4YTO
COAEPXaHWe HeopraHnMuyeckoro (ocdopa NORbILLAGTCE NPAMONMHEWHO CO CHUXEeHuem pHi.
Mera6onmueckue NPOLECCHI, BeAywMe Kk OCBOBOXAEHMIO HEOPraHWueckoro ocdopa, ogHa-
KO He SBNSAKTCH HENoCpeACTBEHHO 3aBUCHMMLIMKU OT CKOPOCTM rankonusa. OcsoboxaeHue
(POCMaToBbIX MOHOB HE 3aKaHuMBaeITCs uepe3d oAMH uaC nocne 3a60s NOPOCHT. a NocTe-
NEHHO NPOAOAXAETCH. DTU MOHbI TONLKO HECNEuUKUECKK NPUHUMAIOT yuaCTUe B NOBbI-
WEeHUKU KOHUEHTPauWuu INEeKTPONMTOB B Mbluiyax NOCTMOPTEM, NPHUUEM TNABHYIO AONKO HA
3TOM NOBbLILIEHUU WMEKT MOHbI BOAOpPOAa ¥ MOoHbl naktata. CnapgosatensHo. gocdartoebie
MOHbI HE SBAAIOTCH YA0OHBLIM napameTpom ans onpegenedus PSE maca

mocar; rankonns; ATQ; AAD; AMQ; UMQ; docopunkpeaTnH

NOVOTNA, B. — DVORAK, Z. (Research Institute of Meat Industry, Brno): Post-
-mortem Production of Inorganic Phosphorus in the Skeleton Muscle of Pigs in
relation to Detection of PSE Meat. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 617-623.

The content of inorganic phosphorus and pHi were studied in the muscles of pigs
with special regard to the occurrence of PSE meat and mutual relationships were
sought between the inorganic phosphorus and the pHi. The content of inorganic
phosphorus was found to grow linearly with decreasing pHi. However, the meta-
bolic processes leading to the release of inorganic phosphorus are not directly
dependent on glycolysis rate. The release of phosphate ions is not finished within
an hour after the slaughter of the pigs and the process continues. These ions
contribute only non-specifically to the increase of electrolyte concentration in
muscles post mortem, the main contribution being provided by hydrogen ions and
lactate ions. Hence, the phosphate ions are not a suitable parameter for the de-
tection of PSE meat.

phosphate; glycolysis; ATP: ADP; AMP; IMP; phosphorylcreatine

NOVOTNA. B. — DVORAK, Z. (Forschungsinstitut der Fleischindustrie, Brno):
Postmortale Bildung anorganischen Phosphors in den Skelettmusklen von Schweinen
im Hinblick auf den Nachweis von PSE-Fleisch. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) :
617-623.

Wir untersuchten den Gehalt an anorganischem Phosphor und den pHi-Wert in
den Musklen von Schweinen in bezug auf das Vorkommen von PSE-Fleisch und
suchten ihre gegenseitige Beziehung aufzuklidren. Wir stellten fest, da3 der Gehalt
des anorganischen Phosphors mit dem Rickgang des pHi linear ansteigt. Die
zur Freigabe des anorganischen Phosphors fithrenden Stoffwechselprozesse hidngen
jedoch von der Geschwindigkeit der Glykolyse nicht unmittelbar ab. Die Freigabe
von Phosphationen ist widhrend einer Stunde nach dem Schlachten der Schweine
nicht beendet und setzt schrittweise fort. Diese Ionen sind an der Erhéhung der
Elektrolytenkonzentration in den Muskeln post mortem nur unspezifisch beteiligt,
wobei den Hauptanteil an dieser Erhohung die Wasserstoff- und Laktationen bil-
den. Phosphationen sind daher kein geeigneter Parameter zum Nachweis von
PSE-Fleisch.

Phosphat; Glykolyse: ATP; ADP; AMP; IMP: Phosphorylkreatin
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VPLYV INHIBITORA TRYPSINU ZO SEMIEN VIKY SIATEJ
NA RAST BACHOROVYCH PROTOZOI ENTODINIUM SIMPLEX
IN VITRO

J. Smutny, S. Ivanko, J. Varady, F. Gyulai, I. Strapaé, Z. Dicakova,
E. Sulik

SMUTNY, J. — IVANKO, S. — VARADY, J. — GYULAI, F. — STRAPAC, 1.
— DICAKOVA, Z. — SULIK, E. (Ustav fyziologie hospodarskych zvierat SAV,
Kosice; Vysoka skola veterinarska, Kosice): Vplyv inhibitora trypsinu zo se-
mien viky siatej na rast bachorovych protozoi Entodinium simplex in vitro.
Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 625-631.

Overovali sme nepritomnosf proteolytickej aktivity trypsinového typu (trypsin-
-like) v protozoach Entodinium simplex. Zisfovali sme, ¢i inhibicia moznej
trypsin-like proteolytickej aktivity bakterialnej populacie kultivaéného meédia
ovplyvni rast protozoi. Bolo zistené, Ze: — za uvedenych kultivaé¢nych pod-
mienok nebola trypsin-like proteolyticka aktivita stanovitelna ani u protozoi
Entodinium simplex, ani v populacii baktérii v kultivacnom meédiu; — pri-
tomnos{ inhibitora trypsinu zo semien viky siatej neovplyvnuje negativne
rast protozoi za podmienok uvedenych v praci: — pridavanie hrubého biel-
kovinového preparatu inhibitora trypsinu do kultivacného meédia c¢iasto¢ne
zlepsilo rast protozoi, ale zaroven sposobilo narast populacie baktérii pri su-
¢asnom znizeni ich proteolytickej aktivity.

bachorové protozoa; inhibitor trvpsinu; vika siata

Protozoa st vyznamnou sucastou bachorového ekosystému, ale ich
tiloha v bachore eSte nie je uplne objasnena. V bachorovej tekutine bez-
ne tvoria okolo 50 % mikrobialneho proteinu (Teather a i, 1984).
Rowe a i. (1985) zistili podobny pomer celkovych objemov bakté-
rii a protozoi v bachorovej tekutine. Teather a i. (1984) zistili vy-
soko pozitivnu koreldciu medzi hladinami celkového mikrobidalneho pro-
teinu a proteinu protozoi. Zaroven potvrdili negativnu korelaciu medzi
hladinou proteinu frakcie protozoi a hladinou proteinu bakteridlnei
frakcie. Napriek tomu prezivavce mozu Zit dlhy Cas aj bez pritomnosti
protozoi v bachore (tzv. defaunované zvierata).

Ushida a Jouany (1985) pri skimani ac¢inku protozoi na de-
gradaciu proteinu v bachore potvrdili, Ze baktérie maji dominantna dlo-
hu pri degraddcii rozpustnych proteinov a naopak protozoa zvySuji
degradaciu relativne nerozpustnych proteinov v bachore. Onodera
(1986) zistil, ze pritomnost protozoi v mikrobidlnej suanenzii bachora
vzdy zvySuje syntézu lyzinu z aspartatu. Bachorovy obsah z faunova-
nych koz tvoril vyS§§ie mnozstva lyzinu neZ? 7z defaunovanych zvierat.
Protozoa maju teda pozitivnhy Gc¢inok najméd pri degradacii menej hod-

N

notnych krmiv s niZzS§im obsahom rozpustnych proteinov.
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Pri skumani proteolytickej aktivity bachorovych mikroorganizmov
sa zistilo, ze S3pecifickd aktivita bakteridlnej frakcie bola Sestkrat az
desatkrat vys$Sia nez Specitick? aktivita protozozinej Ifrakcie. Znac-
na cast proteolytickej aktivity baktérii (az do 40 %) je inhibovana in-
hibitormi trypsinu zo sOje a tiez inymi inhibitormi serinovych protedz
(Brock a i, 1982). Aj Prins a i. (1983) zistili, Ze dominantnou
proteolytickou aktivitou bachorovych baktérii je aktivita podobna trypsi-
nu (trypsin-like). Dominantnou proteolytickou aktivitou bachorovych
protozoi je aminopeptiddzova aktivita. V mensSej miere sa u oboch sku-
pin na proteolytickej aktivite podielaju karboxypeptidizy, metaiopro-
tedzy a protedzy podobné chymotrypsinu. Pri skimani protedzovej akti-
vity bachorovych protozoi dospeli aj Forsherg a i. (1984) k zaveru,
Ze hlavnou proteolytickou aktivitou protozoi je aminopeptiddzova akti-
vita a v menSom rozsahu protedzy asnaratového typu.

Z uvedenych zisteni sa zd4, Ze inhibiciou trypsin-like aktivity v ba-
chore by bolo moZné zvySit podiel protozodlnej frakcie mikroorganiz-
mov na Ukor bakteridlnej frakcie, a zvySit tak konverzin niektorych
tazkoroznustnych rastlinnych proteinov na mikrobidlnu bielkovinn TahsSie
vyuZiteIni makroorganizmom. Pritomnost inhibitora trypsinu by nemala
negativne ovplyvnit proteolyzu ani rast bachorovych protozoi.

V tejto praci sme sledovali vplyv inhibitora trypsinu pritomného
v semendch viky siatej na rast bachorovych protozoi FEntodinium
simplex, kultivovanych in vitro.

MATERIAL A METODY

Pouzité chemikailie boli od firmy Lachema (¢istota p. @) okrem krystalického
trypsinu (Léc¢iva, Praha) a azokazeinu, ktory bol pripravenv v nasom laboratdoriu
kopulaciou kazeinu s diazotovanou kyselinou sulfanilovou podla postupu, ktory po-
pisali Mahadevan ai. (1979).

Protozoa Entodinium simplexr boli kultivované anaerdbne v atmosfére oxidu
uhli¢itého v kultivaénom médiu s obsahom sterilizovanej bachorovej $favy podla
Colemana (1978).

Obsah proteinov bol stanovovany Lowrvho metédou, ktori modifikoval Pe -
terson (1977). Na kalibraciu bol pouzity trypsin.

Celkova proteolyticka aktivita bola stanovena metodou, ktord uviedli Ka -
kade ai. (1969) na azokazein vo fosfatovom tlmivom roztoku pH 7.6.

Proteolyticka aktivita trypsinového typu bola stanovena Lachema testom na
trypsin so syntetickym substratom N-a-tosyl-L-arginin-4-nitranilid (L.-TAPA) s tym
rozdielom, %e doba inkubdacie bola predlZzena na stvri hodiny pri teplote 39 °C.

Hruby preparat inhibitora trypsinu zo semien viky bol pripraveny izolaciou
s 0,01 N NaOH podla autorov Rackis a i. (1974) a Smith a i. (1980). Bielko-
vinovy extrakt bol uchovavany pri teplote —20°C az do pouzitia. Obsahoval
475 mg.ml-1 proteinu s inhibi¢nou aktivitou 14,67 IJ na 1 g proteinu (1 IJ =
= 68,16 mg proteinu).

Tnhibiéna jednotka (IJ) je definovana ako mnozstvo proteinu, ktoré inakti-
vuje 1 mg aktivneho trypsinu (Norioka a i, 1982).

Kultivované protozoa boli rozdelené na tri skupiny, v kazde] boli pouzité
tri kultivaéné nadobky s objemom 50 ml kultivaéného média.

Prva skupina bola jedenkrat denne prikrmovana 0,2 ml 6%, suspenzie p3e-
niénej muky v destilovanej vode a cca 5 mg susenej mletej travy. Druha skupina
hola jedenkrat denne prikrmovana 0,2 ml 69, suspenzie p3eni¢nej muky v roztoku
hrubého preparatu inhibitora trypsinu zo semien viky (priprava popisana vyssie)
a cca 5 mg suSenej mletej travy. Tretia skupina bola raz denne prikrmovana
0,2 ml 6%, suspenzie muky zo semien viky v destilovanej vode a cca 5 mg suienej
mletej travy.
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V jednotlivich nadobkiach z kazdej skupiny boli denne sledované pocty pro-
tozoi. Vzorky boli odoberané vzdy pred kimenim a poé¢itané pod mikroskopom
po fixacii s roztokom jodu. Po dsmich dnoch kultivacie bol pokus ukonceny.

V kazdej z troch skupin bola po ukonéeni pokusu stanovena trypsin-like akti-
vita @ celkova proteolvticka aktivita pri pH 7.6 zvlasf pre samotné kultivacné
médium, pre celd suspenziu, pre protozoalnu frakciu a pre suspenziu baktérii v kul-
tivaénom médiu po odstraneni protozoi. Z nameranych hodnét boli poé¢itané pro-
teolyticke aktivity protozoalnej a bakteridalnej frakcie tak, aby zodpovedali kon-
centracii protozoi a baktérii v celkovom objeme kultivaéného media.

Intracelularne proteolytické enzymy v suspenziach baktérii a protozoi boli
uvolfiované sonifikaciou ultrazvukom 23 kHz za chladenia na ultrazvukovom ge-
neratore Soniprep 150 MSE. Protozoa boli z kultivaéného meédia ziskané centrifu-
gaciou 10 minut pri 1500 g. Baktérie a zbytky buniek po sonifikacii boli odstrano-
vané centrifugaciou 60 minuat pri 20 600 g.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Priebeh rastovych kriviek protozoi kimenych pZeni¢nou mikou bez
inhibitora (krivka 1 na obr. 1) a s inhibitorom (krivka 2 na obr. 1) uka-
zuje KkratSiu adaptacni fdzu a rychleji rast poftu protozoi v pritom-
nosti inhibitora trypsinu. Na konci sledovaného obdobia sa pocCty proto-
zol oboch skupin vyrovnivaiti. Priebeh rastu protozof kfmenych len
makou o semjen viky (krivka 3 na obr. 1) ukazuje, Ze tieto podmien-
Ky st pre rast protozoi nevhodné. 7 tab. I vidiet, Ze pritomnost inhibi-
tora trypsinu nespésobuje »redpokladané zniZenie rastu bakteridlnej
frakcie. Narast bakterialnej frakcie v druhej skunine moze hyt vysvetle-
ny pridavanim bielkovinového extraktu zo semien viky. ZvySeny obsah
rozpustnych proteinov oproti nrvej skupine méZe spésobit aj zvySeny
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I. Obsah bielkovin a celkové proteolytické aktivity v kultarach in vitro protozoi

Entodinium simplex (1, 2, 3 — jednotlivé pokusné skupiny, ako si uvedené v me-
todickej ¢asti; a — obsah bielkovin v celkovom objeme kultivaéného meédia; b —
mnozstvo premeneného azokazeinu prepocitané na 1 ml vzorky: ¢ — mnozstvo pre-
meneného azokazeinu prepoc¢itané na 1 mg proteinu vzorky; P -— proteozoilna
frakcia; B — bakteridlna frakcia; E — bezbune¢na frakcia — kultivaé¢né médium
po kultivacii; C — celkova suspenzia) — Protein content and over-all proteolytic
activity in the in vitro cultures of Entodinium simplex protozoans (1, 2, 3 — indi-
vidual experimental groups as given in the methodical part; a — protein content
in over-all volume of nutrient medium; b — amount of converted azocasein con-
verted per 1 ml of sample; ¢ — amount of converted azocasein converted per 1 mg2
of protein sample; P — protozoan fraction; B — bacterial fraction; E — celless
fraction — nutrient medium after cultivation; C — suspension as a whole)
; ’ p | B | =B C
| - ) ' ' ‘
' I a | (ug.miy 49 11 325 1385
1 | b | (ug.ml l.min}) | 0,0598 | 0,1150  0,0326 = ©0.2274
|
¢ (ug.mg '.min ') 1,2204 ‘ 10.4540 0,1618 = 1,596
ISR [ SUTONUNS.| SR - -
a ! (ug.ml-1) | 55 | 40 325 120
2 b | (ug.ml '.min !, 0,0829 | 0,0574 07938 0,2761
c | (ng mg '.min *) 1,5072 | 1.4351 0.2974 10,5621
e  [—— = - —
a | (ug mi 1) 27 | 28 295 360
3 b | (rig.ml . min 1) 06,0257 01955 ¢,0430 0,1782
c | (ng.rag '.min ) 1, 1760 7678 (,1457 0.4950

rast bakterialnej populécie, pretoze — ako zistili Ushida a Jouany
(1985) a Hino a Russell (1987] — za odb.ravaiie rozpustnych
proteinov st zodpovedné prevazne baktérie.

Pritomnost inhibitora trypsinu v priddavanych bielkovinich nemala
na baktérie oCakdvany ucinok. Ani v jednom z kultivacnych medii
nebola zistend proteolyticka aktivita trypsinového typu ani ori predlze-
nej Stvorhodinovej inkubacii so $pecifickym substratom L-TAPA pri pH
8,2 a teplote 39 °C, hoci by ju bolo mozZné ocakdvatl v skunine 1, v ktorej
boli protozoa kimené len pSeniC¢nou mikou. Pri dodatocnom testovani
obsahu inhibitorov trypsinu v pouZivanej nSenitnej muke podla autorov
Smith a i. (1980) bol stanoveny inhibicny ucinok pSenicnej muky
na 30,6 90 inhibi¢ného Gcinku rovnakého mnoZstva muky viky. Inhibicny
a¢inok rovnakého mnoZstva proteinu pSenice bol az 495 % inhibi¢ného
ucinku proteinu viky. Denne pridavané mnoZzstvo pSenicnej miky v sku-
pindch 1 a 2 by teoreticky mohlo inhibovat 16,2 ug trynsinu. Denne bri-
ddavané mnoZstvo muky z viky by teoreticky mohlo inhibovat 52,9 ug
trypsinu. Denne pridavany preparat inhibitora obsahoval 0,95 mg pro-
teinu, ktory méZe inhibovat 13,9 ug trypsinu. V nrvei skunine boln teda
teoreticky denne inhibované 16,2 wg trypsinu, v druhej skunine 30,1 ug
trypsinu a v tretej skupine 52,9 ug trynsinu. Podla “daiov, které nviedli
Prins a i. (1983), sa trypsir-like aktivita beZnej ponruldcie baktérii
bachora pohybuje od 1,48 po 6.17 mU na 1 mg bakteridlneho profeinu,
Co v prepofte zodpoveda rozsahu 88,8 a7 370.3 nkat v 1 mg nroteinu.
Podla obsahu bakteridlneho proteinu v jednotlivych skunindch no ukon-
¢eni pokusu (tab. I) priddvané mnoZstvo inhibi¢nej aktivity trypsi-
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nu teoreticky staci na uplnua inhibiciu celého mnoZstva predpokladanej
proteolytickej aktivity trypsinového typu vo v3etkych skupinach pokusu
(1 nwg nami pouzivaného trypsinu mal aktivitu 42 pkat na L-TAPA). Je
pravdepodobné, Ze pocCas kultivacie protozoi in vitro sa v populacii
baktérii selektivne rozmnoZili tie druhy baktérii, ktoré nevykazuja
trypsin-like proteolyticku aktivitu uZ v kontrolnej skupine 1. Nulovd
trypsin-like aktivitu v populacii bachorovych baktérii a protozoi stano-
vili aj Iriki a i. (1983), Co je v rozpore s tym, Co zistili Brock
a i. (1982) a Prins a i. (1983). Predsa vSak v skupine 2 doSlo aj
k lepSiemu rastu protozoi, pravdepodobne prave pre zvy3eny rast takych
kmenov baktérii, ktoré nekonkuruja protozoam v potrave, ale naopak,
sliZia pre ne ako potrava pri dostatku energetickych substratov (Skrob).

Zly rast protozoi v skupine 3 pravdepodobne tieZ nie je spésobeny
pritomnostou inhibitora trypsinu, ale skér nizkym obsahom energetic-
kych substratov. MoéZe tu tiez hrat ulohu pritomnost inych ldtok, ne-
vhodnych pre Kkultivaciu protozoi, ktoré neboli extrahovateIné do roz-
toku hrubého preparatu inhibitora trypsinu pouzivaného v skupine 2.
Tieto otazky vSak neboli predmetom skimania v tomto pokuse.

Namerané hodnoty celkovej proteolytickej aktivity celej suspenzie,
samotného kultivacného média po ukonceni kultivdcie a izolovanej
protozoalnej a bakterialnej frakcie vSetkych troch pokusnych skupin su
uvedené w tab. I. Proteolyticka aktivita bakteridlnej frakcie (pocitana
na miligramy bakteridlneho proteinu) rddove zodpoveda aktivite, ktorua
namerali Brock a i. (1982) pri pH 6,8. Proteolyticka aktivita pro-
tozodlnej frakcie je aZz pédtnasobne vysSia ako td, ktori namerali
Brock a i. (1982). Tito pracovali so zmesnou populdciou protozoi,
izolovanou z bachorovej tekutiny. Viac ako desatndsobné rozdiely pro-
teolytickej aktivity jednotlivych druhov bachorovycch protozoi pozoroval
aj Coleman (1983).

Proteolyticka aktivita protozoi bola najvy3$ia v skupine 2, v Kktorej
bol pozorovany aj najrychlej$i rast, a najnizSia v skupine 3 s najslab-
Sim rastom. V prepocte na miligramy protozodlneho proteinu vS$ak roz-
diely v aktivite nie sa tak vyrazné.

Proteolyticka aktivita baktérii bola najnizZSia v skupine 2, aj ked
obsah bakterialneho proteinu bol v tejto skupine najvy$8i. Tento fakt
by bolo moZné vysvetlit pozorovanim (Moravcovéad a Chaloupka,
1984), pri ktorom sa zistilo, Ze syntéza excelularnych protedz bola zni-
Zovana so zvySovanim koncentracie aminokyselin v rastovom médiu
baktérii Bacillus megaterium. Po odstraneni aminokyselin z média sa
syntéza exocelularnych protedz obnovila. Degraddcia pridavanych roz-
pustnych bielkovin v skupine 2 by mohla mat podobny ucinok na pro-
teolyticka aktivitu mikrobialnej suspenzie.

Obsah rozpustného proteinu v skupindch 1 a 2 v kultivacnom mé-
diu bol rovnaky, hoci ku skupine 2 bolo denne priddvané navySe 152 ug
proteinu na mililiter kultivacného média. ZvySeny obsah baktérii v tej-
to skupine oproti skupine 1 mézZe potvrdzovat zistenie, Ze za odburanie
rozpustnych proteinov v bachore si zodpovedné predovSetkym baktérie
(Hino a Russel, 1987; Ushida a Jouany, 1985).

Vysledky naznacuji, Ze pritomnost inhibitorov trymsinu v kultivac-
nom médiu moZe byt jednym z faktorov nepriamo ovplyviiujicich rast
bachorovych protozoi. Pre jednoznacné zavery vSak treba tejto proble-
matike venovat viac pozornosti.
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CMVYTHbI, 1. — MIBAHKO, W. — BAPAAbI, 1. — TUNAU. ®. — CTPANAY, N. — AU-
YAKOBA, 3. — WYUK, 3. (UNHCTUTYT DOU3MONOIMK CEeNbCKOXOZSACTREHHBIX KUBOTHbBIX,
CAH — Kouwwuue; UHCTUTYT BeTepuHapuu, Kouwmue): BnusHue uuru6utopa TpuncuHa us
CeMsH BMKM NOCeBHOW Ha PpoOcT py6uosbix npovoszoes [Lntodinium simplex in wvitro.
Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 625-631.

UcnbiTbiBanu BAUSHUE OTCYTCTBMR ﬂpOTeOnMTMUeCKOﬁ AKTUBHOCTU TPUNCHUHOBOrO TUNa
(Tpuncu-naiik) e npotosoax E. simplex. Onpeaensny, nosnusieT NW MHIUOULUA BO3MOXHOM
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T,)M.‘K‘.HH'ﬂaﬁK NODOTEO IMTHUCCKOKM AkKTHUBHOCIK Y 6axrepuanm40ﬁ nonyasaumMu Ha Cpcp,e KYyNb-
TUBZUKWMKU Ha DOCT NPOTO20€EnR. Kak YCTAHCBNEHO, B [AdHHbLIX YCNOBUAX KYAbTHBauuu I3TY
aKTUBHOCTb HCI/b3d YCTaHC3Mib HU y npotosoes [ simplex, uu B nonynsuun GakTepui
B KYIbTUBAUMOHHOW Cpeje; Hanuuue MHIMGUTOpa TPUNCHMIla M3 CEMIH BUKU TOCEBHOM He
OK3LIBUET OTPULUTENbHOIO BAMIHMAZ Ha POCT NPOTO30CE B A3HHLIX YyCnoBUAX; aobGaska
rpyocio 6eAKOBOro npenapata 3100 MHIMOUTOpPa B KY/ILTUBAUMOHHYIO CPeAy YaCTUUHO
y/lyu:uaer poCT NPOTOZNER HO 3 TO K€ BDEMA BbI3LIBACT HapacCTaHue nonynsuuu GakTepui
Npu OAHOBPEMEHIHOM NOHMXEHUH UX MNPOTEONUTUUECKONW aKTUBHOCTH.

pPy6loBbIe NPOTO30U; UHTUGUTOP TPUNCHUHA, BUKA NOCEBHAnN

SMUTNY, J. — IVANKO, S. — VARADY, J. — GYULAI, F. — STRAPAC, 1.
— DICAKOVA, Z. — SULIK, E. (Institute of Farm Animal Physiology of Slovak
Academy of Sciences, KoSice; University School of Veterinary Medicine, KoSice):
The Effect of the Trypsin Inhibitor from Vetch Seeds on in vitro Growth of the
Rumen Protozoans Entodinium simplex. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 625-631.
Absence of trypsin-like proteolytic activity was studied in the protozoans Ento-
dinium simplex., The purpose was to see whether the growth of the protozoans
can be influenced by the inhibition of the possible trypsin-like proteolytic activity
of the bacterial population in the nutrient medium. The following findings were
obtained: — under the abovementioned cultivation conditions, trypsin-like proteo-
Iytic activity could be determined neither in the Entodinium simplexr protozoans
nor in the population of bacteria in the nutrient medium; — the presence of
trypsin inhibitor from vetch seeds had no adverse influence on the growth of
protozoans under the conditions of the trial; — addition of the crude protein
preparation of trypsin inhibitor to the nutrient medium partly improved the
growth of the protozoans but on the other hand it caused an increase of the
bacterial population while reducing its proteolytic activity.

rumen protozoans: trypsin inhibitor; vetch

SMUTNY, J. — IVANKO, §. — VARADY, J. — GYULAI, F. — STRAPAC, 1.
— DICAKOVA, Z. — SULIK. E. (Institut fiir Physiologie landwirtschaftlicher Nutz-
tiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Kosice; Veterindrmedizini-
sche Hochschule, Kosice): Einfluf des Trypsininhibitors aus Samen der Saatwicke
auf das Wachstum der Pansenprotozoen Entodinium simplexr in vitro. Veter. Med.
(Praha), 33, 1988 (i0) : 625-631.

Wir untersuchten das Fehlen der proteolytischen Aktivitdt vom Trypsintyp (lrypsin-
-like) in den Protozoen Entodinium simplex. Wir priften, ob die Inhibition der
Htrypsin-like® proteolytischen Aktivitdt der bakteriellen Population des Kultiva-
tionsmediums das Wachstum der Protozoen beeinfluf3t. Es wurde festgestellt, daf3:
— unter den angefiihrten Kultivierungsbedingungen eine ,trypsin-like“ proteoly-
tische Aktivitit weder bei den Protozoen Entodinium simplex, noch in der Bak-
terienpopulation im Kultivationsmedium zu ermitteln war; — das Vorhandensein
des Trypsininhibitors aus Samen der Saatwicke unter den in der Arbeit angefiihrten
Bedingungen keinen negativen Einfluf3 auf das Wachstum der Protozoen hat; — das
Hinzufligen eines Roheiweil3priaparats des Trypsininhibitors in das Kultivations-
medium das Wachstum der Protozoen zwar teilweise verbesserte, zugleich jedoch
einen Anstieg der Bakterienpopulation bei gleichzeitigem Riickgang ihrer proteo-
Iytischen Aktivitat verursachte.

Pansenprotozoen; Trypsininhibitor; Saatwicke
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VYSLEDKY STUDIA POVODCU MORU VCELIEHO PLODU

H. Krizanova, N. Halasa, L. Rosko, J. Zubaj

KRIZANOVA, H. — HALASA, M. — ROSKO, L. — ZUBAJ, J. (Ustredny
statny veterinarny ustav, Bratislava; Statny veterinarny ustav, Kosice; Statna
veterinarna sprava, Bratislava): Vysledky $tudia povodcu moru véelieho plodu.
Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 633-640.

V poslednom obdobi sa pri klinickych prehliadkach plodovych plastov podozri-
vych na mor véelieho plodu pozoruji v niektorych pripadoch uré¢ité odlisnosti.
Povrchové zmeny napadnutych buniek sa sice v podstate nelisia od zmien,
aké sa pozoruju pri more vcelieho plodu a aj postihnuté larvy mavaju hnedu
farbu, avSak larviéky byvaju niekedy ulozené akoby ,vo vrecusku®, Tieto
zmeny pripominaju ochorenie zvané vrecovitost (sack brood). Ani konzistencia
lariev nie je typicky hlienovito gumovita, skor je prevlhlo vodnata. Preto aj
vSetok plod i plast je potom ako mokvavo vodnaty. Tieto odlisnosti nas viedli
k tomu, Ze sme tieto pripady zacali podrobnejsie studovaf.

mor vcelieho plodu: bakteriialne nakazy véelieho plodu: Bacillus larvae

Bakterialne choroby vcelieho plodu st rozsirené na celom svete.
Niektoré z nich spésobuji nielen oslabenie vcelstva, ale aj ich uplny
zadnik. Medzi nebezpecné ochorenia patri aj mor vcelieho plodu. NaSe
pracovisko Studuje tato problematiku po mnoho rokov. Na zdklade
ziskanych poznatkov prichddzame k zaveru, Ze ochorenie moZe sposo-
bovat viac variantov Bacillus larvae.

MATERIAL A METODY

Podobne ako pri zisfovani inych bakterialnych ndakaz véelieho plodu sme
z kazdej postihnutej larvy robili nativnhy preparat riedeny méisopepténovym bujo-
nom (MPB). Preparat sme prezerali v mikroskope s fazovym kontrastom. Kulti-
vacia sa robila na médiach: Brain heart infusion (Oxoid CCM 225) a VF (za-
klad pre VF bujéon, Imuna, Sarisské Michalany) s agarom (Agar bacteriological
Oxoid L 11). Obe média boli obohatené o 20 9, defibrovanej baranej krvi (BHIKA
a VFKA). Naockované zivné média sme nepriedusne uzatvorili a inkubovali pri
teplote 37 °C po dobu 48 az 96 hodin. Pri izolovanych mikroorganizmoch sme sle-
dovali ich rastova naro¢nosf, morfoldgiu, tvorbu pigmentu a biochemické vlast-
nosti — Stepenie glycidov [v peptonovej vode s hovadzim extraktom (Oxoid) a 179,
cukru (Cowan a Steel, 1970) za pouzitia brémtymolovej modrej ako indika-
tora, ako aj s 0,2 az 0,59, $krobu; doba sledovania 31 dni], hydrolyzu zelatiny
(podla Clarka), pomnozenie v MPB (s 0,2—0,5 9, skrobu) a v bujonoch [priprave-
nych s 19, hovidzieho extraktu (Oxoid) a s 0,59, $krobu]. Média obohatené $kro-
bom sme pouzili preto, lebo sa u mikroorganizmov prejavovala schopnosf rast
v pritomnosti Skrobu. Dalej sme sledovali prezivanie kultur pri izbovej teplote
i pri teplotach vySsich (zahrievanie a var). K porovnaniu sme pouzili zbierkové
kmene Bacilus larvae (z vlastnych izolacii), ako aj zbierkovy kmen Bacillus pulvi-
faciens CCM 39 zo Statnej zbierky mikroorganizmov pri Vyskumnom ustave vete-
rinarneho lekarstva v Brne).
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Na pouZitom médiu BHIKA a VFKA vyrastii z vySeirovaného ma.e
ridlu za 48 hodin pri teplote 37 °C nasSedlé kolonie, neskor a” Zlichne-
do-orarizového zafarbenia, niekedy s tmavo pigmentovanyni stredcm.
Pigmentovanie bolo zretelné az po viacdnovej inkubdcii, riekedy sa
stracalo, v dalSej subkultivacii sa vSak znovu objavovalo. Po preocko-
vani na beZny krvny agar kmene niekedy vyrastali za 48 az 96 hodin
len ako praSkovité kolonie; rast bol slaby a nevyrazny, zavisly od $Sar-
Ze média. Po dalSej inkubdacii pri izbovej teplote sa za niekolko dni
kultary rozrastali do jemnych povlakovitych kolonii ¢ oranzovym stre-
dom. V nativhom preparate vo fazovom kontiaste sa pozoroval Zivy po-
hyb pali¢iek (cca 0,5—0,6 X 5—6 w« velkych), ktoré sa velkostou i tva-
rom podobali zdrodkom B. larvae. Palicky mali zaoblené konce, polivho-
vali sa bud vretenovitym pohybom okolo vlastnej osi, alebo veimi vy-
raznym natriasanim (twitching), alebo tiez beZnym spdsobom, to je
priamociarc dopredu. Pohyb bol teda odlisny od pohybu zdrodkov
B. larvae.

V mésopeptonovom bujone sa mikroorganizmy nepomuiozovali ani
za pouzitia kvalitnych pepténov, iba v itiom preZivali. Bezné cukry boli
pre ich pomnoZovanie nedostacujicim substratom; k svojmu prejavu
vyZadovali ako zdklad 1% Beef extrakt, pripadne obohaleny 0,2 aZ
0,5 % rozpustného Skrobu. Na Zelatinovom agare bol porast velmi skrom-
n¢y, na Skrobovom agare vSak bol vyraznejSi a tiez s tvorbou nigmentu.
Kmene boli kataldaza-negativne.

PreZivanie a odolnost izolovanych kultir mikroorganizmov voci vy-
suSeniu sme sledovali po dobu jedného roku; uchovdvané nri izbovej
teplote vydrZali uplné vysuSenie; stacilo prevlhéit vysuSené lunienky
média madsopeptonovym bujénom a po ndslednej rekultivicii na BHIKA
alebo VFKA vyrastli v typickej forme, so zachovanim svciich morfo
logickych i biochemickych vlastnosti. Vydrzali dokonca var po dobu
niekolkych hodin; spolahlivo ich nic¢ilo len autoklavizovanie.

Spirdlovité dtvary, ktoré mozno pozorovat epimikroskonicky v kul
tarach B. larvae na Zelatinovom agare vo forme vretienok (obr. 1, 2 —
utvar V¢ 166-70) — (KriZanovd a i, 1978), sme v pocCiatkoch na-
Sej prace u Studovanych kmetiov pozorovali len zriedka. V dalSej faze
prac sa vSak S$pirdlovité tutvary objavovali castejSie, a to v kultdrach
vyrastenych na VFKA alebo BHIKA. PretoZe porasty na Zelatinovom
agare boli skromné, nebolo moZné hladat kolonie vretienkovitého tva-
ru epimikroskopicky. Domnievame sa, Ze $piralovité ttvary sa adapto-
vali uZ aj do tychto mikroorganizmov.

Kmerni CCM 39 (N. R. Smith) rastol na BHIKA, VFKA i na beZnom
krvnom agare (KA) za 24 aZ 48 hodin pri teplote 37 °C a taktieZ tvoril
¢ervenohnedy pigment. Rast a pigment boli na Zelatinovom agare eSte
vyraznejSie ako na KA. Pri §tddiu sa pomocou Zelatinového agaru zisti-
lo, Ze tento kmeii pozostdva z dvoch farebne odliSnych mikroorganizmov.
Kolénie tohto zbierkového kmefia sa nakoniec diferencovali na dva
druhy, a to na kolénie s tvorbou intenzivneho tmavooranZovo-hnedého
pigmentu, ktoré boli za pouZitia skielkovej metody s 3%. 5% a 10%
H202 kataldza-negativne, a na kolonie velmi striedmo pigmentované,
ktoré boli kataldza-pozitivne (priCom sa pri tomto druhu mikroorga-
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I. Odtlackov: preparal
(nefarben)  z  kultury
sz zelatinového agaru:
spiraly - formovaneé  do
vretienkovitého tvaru

Offprint preparation
(unstained) from the
cultw on gelatine
agar: spirals formed
irto spindle shape

nizmov v niektorych subkultirach objavovali koldonie s tmavyrn: pigmen-
tom]).

K biochemickym reakciam postacovali bezne pripravované cukrové
roztoky. Tekuté meédia boli »o pomuiozeni (vratane MPB) rtaktiez pri-
merane pigmentované. PaliCcky kmena CCM 39 mali Zivy pohyb, ale od-
liSny od izolovanych a Studovanych kmefiov.

Kultary B. larvae rastu tiez na vyberovych mediach (BHIKA a VFKA)
za 48 aZz 96 hodin pri teplote 37 “C a st kataldaza-negativne. Pri klasic-
kom more vcCelieho plodu sa v larvach, okrem soor a pohyblivych pa-
liciek (v larve nemusia byt pohyblivé), obiavuji aj nepohyblivé Spiraly.
Na pevnej pode sa tieto Spirdly formuji do tvaru vietienka {atvar V¢
166-70), v ktorom S8pirdly presne do seba zapadaju {obr. 1 a 2). MozZno
ich velmi dobre pozorovat epimikroskopicky (po 48 a viac hodinach)
na nevysuSenom a neprieduSne uzatvaranom Zelatinovom agare. V od-
tlaCkovom preparate zo Zelatinového agaru byva kontura vretienkovitych
utvarov jasnd a S$piraly vyrazné. Z BHIKA a VFKA sa kontury Spirdl
strdcaji v malnom vretienku, ktoré je . pretucnelejSie” ako na Zelati-
novom agare. Tieto ttvary sa tvoria len na vlhkejSom médiu a len za
pritomnosti paliciek, ktoré im pravdepodobne doddvaji rastovy substrat;
netvoria sa v pritomnosti spor a v otvorenych kultiurach. Pobyb paliciek

2. Odtlackovy preparat
(nefarbeny) =z kultury
z0 zelatinového agaru
(detail): vretienkovita
forma (Gtvar V¢ 166-70),
v ktoré Spiraly pres-
ne do seba zapadaju
— Offprint preparation
(unstained) from the
culture on gelatine agar
(detail): spindle form
(formation V¢ 166-70) in
which the spirals fit
exactly into one another
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I. Charakteristické vlastnosti Studovanych kmenov v porovnani so zbierkovymi
kmenmi B. larvae a B. pulvifaciens CCM 39 — Characteristic properties of the
studied strains, as compared with the collection strains of B. larvae and B. pulvi-
faciens CCM 39

B. pulvifaciens CCM 39

Studované

Pouzity test B. larvae K
xmene

kolénie ! kolomc
\

|
!
bez zretelného "
|

s pigmentéciou | pipmenty i
1. KA bezny rastie rastie rastic slabo rastie slabo
2. BHIKA rastie rastie rastie rastie
3. VFKA rastie rastie rastie rastie
4. Skrobovy agar rastic rastie rastie rastie, vztah
! | ku $krobu
i vyrazny pigment
i 5. Zelatinovy agar rastie rastie rastie porast v mieste
inokula |
i (chudobny) |
l 6. Tvorba pigmentu &erveno-hnedy | diskrétne nasedly zlto-hnedo-
J ! nazltly -oranzovy |
| 7. Motilita pohyblivy (i solo palicky) pohyblivy, pohyblivy |
‘ vyzaduje (3 rozdielne
husty preparat | druhy pohybu) |
: ; \
l 8. Katalaza negativna | pozitivna negativna negativna ‘
‘Bea 9. glycin 1 ©, ‘ rastie l| rastie rastic | rastie
a2 (BHIKA) |
> g ’ ‘ z [ ’
% g 10. NaCl 3,5 °,, | rastie ] rastie rastic | rastic
28 (BHIKA) i ‘ |
11. MPB bezny pomnozuje sa nepomnozuje sa, iba preziva
o 12. MPB bezny | pomnozuje sa pomnozuje sa slabo, preziva {
e + 0,2 % Skrobu | ;
=) [ 4 . i |
hed 13. MPB bezny ‘ pomnozuje sa pomnozuje sa slabo, preziva i
2 4 0,5 2, skrobu |
> 14. Beef extrakt pomnozuje sa pomnozuje sa E
3 { 0,2 %, skrobu |
|
15. Beef extrakt ; pomnozuje sa pomnozuje sa dobre !
+ 0,5 °; Skrobu | \
:; 16. s peptonovou | pomnoZzuje sa, s prejavom | nepomnozuje sa, iba preziva |
> vodou | aktivity [
&5 1 . |
% ° 17. zédklad 1 2, | pomnozuje sa, s prejavom ' pomnozuje sa, s pomalym [
o g Beef extrakt | aktivity | prejavom aktivity }
> | e : | i % |
o g i 18. Beef extrakt | pomnoZuje sa, s prejavom pomnozuje sa, s prejavom
s + 0,2 9, skrobu | aktivity aktivity
% g 19. glukoza } '
i N i | ‘:
& X 21. trehaléza [ | ‘
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B. larvae je lepSie postrehnutelny, ak je nativny preparat hustejsi. Osa-
motené paliCky (v tom istom preparate) sa vSak uZ prestali pohybo-
vat, ked z hustého ,chumacika“ unikli. V8etky doposial izolované kul-
tary B. larvae boli pohyblivé (nativny preparit vSak treba zhotovovat
s MPB).

B. larvae sa nepomnozZuje v MPB, beZne pripravované cukrové roz-
toky su preil slabym rastovym substratom, rychlo v nich dochédza
k sporulacii, a to aj v pripadoch, ked sa pouZili Ccerstvé kultary.
V cukroch sa nepomnozovali ani $Spirdlovité tutvary (chybal im rastovy
substrat paliciek B. larvae). Koloidné tutvary a ,neurcita sietovina®“, aké
mozno vidiet v nativhom preparate zhotovenom zo Zelatinového agaru,
BHIKA alebo VFKA, sa v tychto nativhych preparatoch z cukrov ne-
dokazali; aj reakcia v cukroch sa ukazuje ako nezretelna. V cukroch
zhotovenych s Beef extraktom, obzvladt po pridani 0,2 aZ 0,5 % S3krobu,
sa vSak tato aktivita prejavuje tak pri B. larvae, ako aj pri $tudovanych
kmenoch. Vysledky pozorovania biochemickych vlastnosti $tudovanych
kmeriov uvddzame v tab. I.

DISKUSIA

Pri more vcCelieho plodu sa vo vcCelich larvach zistuji okrem spor
a pohyblivych paliciek aj nepohyblivé Spirdlovité utvary. Z takychto
pripadov sa vzdy izoluje B. larvae (White, 1906), pri¢om v Kultirach
vyrastenych na pevnej pode (nepriedudne uzatvorenej) sa spolu so
sporami a paliCkami B. larvae zistuji aj vretienkovité utvary zloZené
zo Spiral, ktoré presne do seba zapadaji (KriZanova a i., 1978).
Tieto Spiralovité utvary povaZzovali mnohi autori za poprepletané biCiky
(Borchert, 1966, 1974). Bergey (1986) sa vSak o tychto bi¢ikoch
nezmiemuje.

Pri pripadoch nami Studovanych sme v pocCiatkoch naSej prace po-
zorovali v postihnutych larvach vciel S$pirdlovité tutvary len zriedka,
v dalSej taze prac sa objavovali CastejSie. Na BHIKA a VFKA sa z ta-
kychto pripadov izoluji naSedlé koldonie, ktoré aZ neskér nadobidaju
intenzivny Zlto-hnedo-oranZovy pigment, ktory B. larvae nikdy netvori.
Podla Bergeya (1986) by tvorba pigmentu poukazovala na prislus-
nost k B. pulvifaciens. B. pulvifaciens (kmeii CCM 39) vSak tvori zre-
tefnejSi pigment, ktory velmi dobre vystupuje na Zelatinovom agare,
najlepSie pri teplote 37 °C. V naSej praci sme Kkultiru tohto kmerfia po-
mocou Zelatinového agaru diferencovali na dva druhy koldnii: jedny
s tvorbou intenzivneho Cerveno-hnedého pigmentu, druhé diskrétne na-
zltlé. Na BHIKA a na VFKA nebol rozdiel pigmentov tak markantny ako
na Zelatinovom alebo Skrobovom agare. Tieto dva druhy kolonii sa ne-
1i8ili biochemickymi reakciami v cukroch, ale 1i8ili sa kataldzou. Druh
syto cCerveno-hnedych kolonii nami diferencovanych mal kataldzu (3;
5; 10% H202) na skielku negativnu, podobne ako kmene B. larvae. Ko-
lonie so striedmym pigmentom boli vyrazne kataldza-pozitivne.

Bergey (1986) pri B. pulvifaciens udava, Ze tvorba kataldzy za-
visi od média a je negativha na nutrient agare, pozitivha na [-médiu.
Podla naSich vysledkov (oba pigmentovo rozdielne druhy sa ocCkovali
na jednu platiiu) bola katalaza na tom istom médiu pri oboch dife-

VETERINARNI MEDICINA — 1988 637



rencovanych druhoch kolonii rozdielna. Tito vlastnost si kmene zacho
vali podnes.

Pohyblivos( B. larvae a mikroorganizmov druhej varianty moru vce-
lieho pledu bola odliSna. Zatial co palicky B. larvae st pohyblivé len
ked je preparat husiejsi, pri nami opisovanom type st pohyblive aj so-
lové palicky. Mozno postrehnit viac druhov pohybu v tom istom nativ-
nom prepardte, a to: bezny pohyb, rotdaciu okolo vlastnej osi, pripadne
velmi vyrazné natriasania (twitching). B. pulvifaciens (CCM 39, obe
farebne diferencované koldnie) tieto dva posledné druhy motility ne-
maju.

Kolonie Studovanych kmelov sa podobali vzhladom 1 pigmentom
na kolonie CCM 39 (tie, ktoré boli kataldza-negativne) a neskor nado-
bidali na BHIKA a na VFKA tmavy, Zlto-hnedo-oranZovy pigment. VSet-
ky Studované kmene — B. larvae z vlastnych izoldacii, zbierkovy kmern
CCM 39 a kmene izolované z druhého variantu moru vcelieho plodu —
boli navzajom odlisné farebne (pigmeniom], morfologicky, pohybom
i naro¢nostou na média.

Pri more vielieho plodu je jednym z charakteristickych klinickych
priznakov to, Ze sa obsah larvy pri tzv. zapalkovej skiaske taha vyrazne
gumovito do nitky, Ze postihnuty pldst je suchSi a Ze po vycCisteni plasto-
vych buniek vCelami zostavaji na dne buniek priSkvarky. V pripadoch
moru vielieho plodu Studovanych nami v posiednej dobe sa uz tieto cha-
rakteristické klinické priznaky do urcitej mierv pozmeiili. Uhynuié lar-
vy st uloZené v ,hnedom vrecii§ku“ a pri zdpalkovej skuske sa ich obsah
taha skor hlienoviio. Aj plasty s uhynutym rlodom s mokvavo previile.
Tato forma moru vcelieho plodu sa pozoruje len v poslednom obdobi,
a to po rozsireni klieStika vcelieho — Varroa jacobsoni — na naSom
tzemi. Pripisujeme to hlavie védc¢Sej pohyblivosti tychto zarodkov, ktoré
rychlejSie prenikaji do tela lariev i po novrchu buniek plastu, a to
sposobuje prevlhlost celych plastov.

Je pravdenodobné, Ze sa tieto formy moru vcelieho plodu vyskvtu-
ji aj v inych zemiach, v ktorych sa vyskytuje KklieStikovitost. Myslime
si v8ak, Ze kmene mikroorganizmov, ktoré sa z takychto pripadov izo-
luja, sa podrobnejsie neStuduji, ale jednoznacne sa zaradia k B. pulvi-
faciens. To notom spésobuje, Ze sa v praxi nezavadzajui ani prisinidné
epizootologické opatrenia s ohladom na mor vcéelieho plodu.

Pévodcu moru vcelieho sa ndam podarilo izolovat dokonca aj 7 klie§-
tika vCelieho — Varroa jacobsoni (zo suspenzie urobenej z klieStikov
odchytenych v bunkdach, v ktorych boli morom postihnuté vcelie larvy)
a Studovany mikroorganizmus aj z dutiny brudnej viiacky vo3tinovej
(Galleria mellnnella, Liné 1758).

PredloZend praca ma upozornit, ze sa pravdenodobne v zemiach,
v ktorych sa roz8irila klieStikovitost vciel, vyskytuji dva typy moru
vielieho plodu: ,klasicky“, aky sa opisuje po mnoho desatroti (Bor -
chert, 1966, 1974; Svoboda a i, 1958 a dalsi). a .atypicky"“, ako
o fiom piSeme v naSej praci.

Bergey (1986) pri opise B. pulvifaciens uvadza iba to, Ze sa izo-
luje z uhynutych vcelich lariev, a v stati pri opise B. larvae, Ze st si tieto
dva druhy mikroorganizmov navzajom podobné. Nami Studované mikro-
organizmy sa vSak od B. nulvifaciens odli$uji hlavne nigmentom, moti-
litou a rastovou naroc¢nostou. Tieto nami 3tudované mikroorganizmy sa
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cemohli podla dopos:ai zaamych kritérii taxonov zaradit ani K B. lar-
vae, ani k B. pulvifaciens. Od B. larvae sa liSia hlavine pigmentom ko-
tonif, mocfologiou kultar a pohybom paliciek. Podobaji sa sice na
B. pulvijaciens, ale od tyvchto mikroorganizmov sa odliSuju hlavne rasto-
vou narocnostou na izolatné a typizacné meédia a motilitou; pigmentom
sa ovSem podobaji na B. pulvifaciens. Skor by sa dalo usudzovat, Ze
ide o urCity intermediarny typ, ktory sa pre nejaka priCinu adaptoval na
veelie larvy a ukdzal sa pre ne vysoko patogénny. Je povSimnutia hod-
na skutocnost, Ze sa zacCal objavovat aZ po rozSireni klieStika vcelieho
— Varroa jacoksoni. Toto ochorenie zavieckovanych lariev vcelieho plo-
du je eSte nebezpecnejSie ako v pripadoch, kedy sa izoluje B. larnvae,
pretoze vcely robotnice nie su schopné postihnuté bunky vycistit. Trebha
preto vzdy odporacal, aby sa aj pri tomio ,atypickem® mnore vcelieho
plodu uskutociiovali tie isté epizootologické opatrenia ako pri ,klasic-
kom" more vcelieho plodu.

7

Technicekda spolupraca: ved. techn. T. Sedlackova E Gro-
va, R, Brecelyova,
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eBanng 8030y AnTeNs ruMnbua nuenudoro pacnnoga. Veter. Med. (Praha), 23, 19838 (10) :
1 632-640.

i3 nocne g neno] KnnHUueckue O"'JMOT[)I)l cotecs C |).)(.‘Il/lCAOM, nO/\O3pHTCIIthIX Ha
FHWNEY aeTed  06HAPYAMBAKT ChpejpeneHHbie padnuuna. [MOoBEDYHOSTHLIE H3MEHECHWA no-
PAMCHHBIX KACTOK XOT9 M HEe OoTNAuardTcy no CYLL',E:‘CTBY oT M3MeHeHHﬁ‘ BbI3biBaeMblX THU/b-
HOM, W NOPEKEHHDBIC AMUMHKKH Towe BYPET, HO UaCTO YNOXeHbI Kak Obl B «KAPMaHUUKE»,
YTO HoNOMMHHaer .'ﬁié(':n(-}’iilﬂ!ﬂ? HU3BECTHCE 1104 HA3IBIHWE'A MeleT4aToin pacn.’m, Tm(»(e
LOHCKE CHUMY THUMHOK HE THOIMGUHO PE3UMHMUCTO-CAM3UCTASA, @ CKOPEE MNepeyBnaxHeHHas.
n").’ETfT\‘lY'TC 4 OBECL NACNN04 BMECTe C TaiaNMy BOASHUCTO MakHyue. Arwm pazanuns HaBeNU
HAaC Ha MbILih |'2011r)0€"7H0 M3Y'—lM'xh BTU ABNCHW A,

THUNEL aMepuKarcxum, GaKTeDHaNbHble 3apaxeHns pacnaoga; Bacillus larvae
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KRIZANOVA, H. — HALASA, M. — ROSKO, I.. — ZUBAJ, J. (Central State
Veterinary Institute, Bratislava; State Veterinary Institute, KoSice; State Veterinary
Administration, Bratislava): Results of the Study of a Causative Agent of American
Foul Brood. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 633-640.

Recently, during clinical examinations of the brood combs suspected to be infected
by American foul brood, certain dissimilarities were observed in some cases. Surface
changes in the infected cells are similar to those observed in the cells with
American foul brood, the infected larvae are also of brown colour; however, the
small larvae are sometimes placed “in a sack”. These changes are similar to the
disease called sack brood. The consistency of larvae is not typically phlegmy and
gummy but rather water. Therefore, the entire brood and comb have oozy and
watery consistency. These dissimilarities have become a reason of more detailed
study.

American foul brood; bacterial infections of brood; Bacillus larvae

KRIZANOVA, H. — HALASA, M. — ROSKO, I.. — ZUBAJ, J. (Staatliches Zentral-
institut fiir Veterindrmedizin, Bratislava; Staatliches Institut flir Veterinarmedizin,
Kosice; Staatliche Veterinidrverwaltung, Bratislava): Untersuchungsergebnisse der
amerikanischen Faulbrut. Veter. Med. (Praha), 33, 1988 (10) : 633-640.

In der letzten Zeit konnen wir im Rahmen der klinischen Untersuchungen der
Brutweben, die der amerikanischen Faulbrut verdidchtig sind, in einigen Fillen
Abweichungen und Unregelmissigkeiten beobachten. Die an der Oberfliche der
befallenen Zellen aufgetretenen Umwandlungen unterscheiden sich im Grunde
genommen nicht von denjenigen, die im Falle der amerikanischen Faulbrut zu
beobachten sind und auch die befallenen Larven sind braun, die Lirvchen sind
manchmal wie in einer Tasche untergebracht. Die Umwandlungen erinnern an die
sog. Sackbrut. Die Konsistenz der Larven ist nicht typisch schleim-gummiartig,
sie ist eher wisserig. Deshalb sind auch die Brut und die Webe einigermassen
wisserig. Diese Unterschiedlichkeiten bewogen uns dazu, dass wir begannen, diese
Fille ausfiihrlicher und griindlicher zu studieren und zu untersuchen,

amerikanische Faulbrut; bakterielle Ansteckungen der Bienenbrut; Bacillus larvae
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70 LET BIOVETY

V listopadu 1988 oslavi n. p. Bioveta Ivanovice ma Hané vyznamné vyroci
— 70 let své existence,

Proni bezvysledné snahy ceské verejnosti o ztizeni pracovisté pro vyrobu
ockovacich latek a pro vyzkum a diagnostiku nemoci zvifat v ceskych zemich jsou
datovdny jiz z konce minulého stoleti. Realizace tohoto zaméru vsak byla umoz-
néna ai po rozpadu rakousko-uherské monarchie a po vzniku samostatné Ceskoslo-
venské republiky v roce 1918. Powdleéné obdebi bylo velmi pfiznivé pro §ifeni
nakazlivych chorob, zejména slintavky, snéti slezinné, vztekliny a vozhtivky. Do-
davky léku ze zahrani¢t byly znacéné mespolehlivé i pro jejich mnohdy neodpovi-
dajici kvalitu. Aby bylo moZné zvlidnout ndkazovou situaci, bylo mezbytné osa-
mostatnit se od cizich vlivi a dosahnout toho, aby protindkazovou Cd¢innost, tj.
diagnostiku nakaz, vyrobu a kontrolu oékovacich ldtek, ¥idily vyluéné stdtni organy.

Vliada CSR proto povéfila MVDr. Jana Hamra organizovdanim veterindrni sluzby
v CSR. Jeho zdsluhou bylo vynosem ministerstva zemédélstvi ¢islo 39 z 23. 11. 1918
prosazeno zrizeni provizornitho Statniho ustavu pro rozpoznavani zvirecich nakaz
a vyrobu oc¢kovacich latek v Praze. Ustav se skladal ze dvou iuzemné vzddlenych
¢asti. Cast ustavu pro rozpozndvani ndakaz byla umisténa v Praze na Krdlovskych
Vinohradech, séroterapeuticka c¢ast byla pro znacény pocet potiebniych koni — pro-
ducentu sér — umisténa v Hranicich na Moravé.

Dodavky specifickych lé¢ivych sér byly zahajeny v kvétnu roku 1919. Na jare
1920 byly obé c¢asti ustavu premistény do Prahy na Hradcéany, kde byly spojeny
ve Stdtni diagnosticky a séroterapeuticky wveterindarni ustav. Pro wvzniklé provozni
potize bylo nedlouho nato rozhodnuto tento ustav premistit do Ivanovic ma Hané,
kde zacal pusobit 15. 4. 1922. V roce 1927 byl ziskdn ivanovicky zamek s 26 hektary
orné pudy, ¢imz ustav ziskal svou vpodstatée dnesni konec¢nou rozlohu a umisténi.
Od 1. ledna 1935 byl ustav prohlasen za samostatny stdatni podnik, vedeny a admi-
nistrativné fizeny podle tehdejsich zasad samofinancovadni.

Cinnost ustavu se kazdoroéné roz§irovala. V roce 1919, v prvnim roce viyroby,
byly expedovdany c¢tyri vyrobky (¢ervenkova vakcina a kultura, sérum a wvakcina
proti cholere dribeze) v objemu 1118 litru, v roce 1924 vyrdabél ustav 40 preparatu
v objemu 9,5 tisice litru, v roce 1936 jiz 114 prepardtd v objemu 14 tisic litri. Roz-
Sifovala se rovnéZ diagnostickd ¢innost ustavu. V roce 1921 bylo provedeno 3155 vy-
Setreni, v roce 1924 jiz vice nez 21 tisic. V celém obdobt prvni republiky zajistoval
ustav v Ivanovicich celostdatni diagnostiku ndkaz zvirat a doskolovani veterinar-
nich lékaru. Vyznamné se také poedilel na veterindérnim viyzkumu. Jsou zndmy pri-
kopnické odborné prace MVDr., K. Rasina o toxoplazmoze.

Velmi mepriznive se na c¢innosti ustavu projevila okupace a druha svétovd
vdlka. Po zruSeni statoprdavnosti byl pFeménén mdzev na Veterinarni ustav v Iva-
novicich na Hané. Pfes znadéné materidlni ztrdty a surovinové potize byla ihned po
Statnim veterindrnim ustavu v Ivanovicich mna Hané. Vynosem ministerstva zdra-
votnictvi z 9. 6. 1951 byl tento ndzev zménén na Bioveta, stdtni veterindrni vy-
robni ustav — zkracené Bioveta Ivanovice na Hané. V roce 1952 byla Bioveta pre-
vedena z resortu zdravotnictvi do resortu zemeédélstvi a vyzZivy v ramci sjednoceni
veterindrni ¢innosti. Rozhodnutim vlddy s platnosti od 1. 1. 1953 byla Bioveta pie-
ménéna ze statniho zafizeni na marodni podnik s vlastnim statutem veterindrniho
vyrobniho ustavu.

Diagnostitkd ¢innost ustavu byla po vdlce postupné vyélenovana z jeho pra-
covni naplné a prevdadéna do mové vznikajicich veterindrnich vysetfovacich ustavi.
V mnaplni ivanovického pracovisté nejdéle pretrvala pouze diagnostika vztekliny,
vozh#ivky a infekéni anemie koni.

Zestdtneni veterindarni sluzby v roce 1953 prineslo nové ukoly i pro Biovetu.
Zaméveni veterindrni ¢innosti nma komplexni zabezpeceni rozrustajici se Zivociiné
velkovyroby wvcetne zavedeni bezplatného océkovani proti infekénim chorobdam se
odrazilo i v poZadavcich ma modernizaci sortimentu wvyroby podniku. Katalog
z roku 1958 wuvadi 93 wvyrobky, z toho 38 typu vakcin a antigenu k imunizaci,
28 lécivych specifickych sér, 5 typi alergeni, 17 diagnostickych prepardti a 5 ostat-
nich vyrobku. Mnohé z nich jsou dodnes tradiéni soucdsti vyrobniho sortimentu
podniku.

Novd situace vedla k diferenciaci biologické vyroby ma specializovand odvétvi.
V proni poloviné 50. let vznikly Biovety v Tereziné a v Nitfe. V roce 1952 zahdjily
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¢innost dvé odboclky ivanovické Biovety — v Opavé a v Telé¢i a v roce 1957 bylo
zfizeno vyzkumné a vyvojové stredisko ve Vyskové.

Od 1. 1. 1959 se Bioveta Ivanovice stala vedoucim ndrodnim podnikem a s obé-
ma Biovetami poboénymi vytvofila vyrobné-hospoddrskou jednotku VHJ Bioveta.
Z ni vznikl v roce 1967 oborovy podnik Bioveta Ivanovice na Hané s dvéma odstép-
nymi zdvody — v Tereziné a v Nitfe. Od 1. 1. 1968 byl tento oborovy podnik zruien
a vznikly tii nezavislé hospoddrské organizace. Od roku 1978 mese podnik svij
soucasny mdzev — mndrodni podnik Bioveta Ivanovice na Hané. Piimym nadiizenym
orgdnem je Stdtni veterindrni sprdava CSR. Toto uspordddini se » soucéasné dobé
ukazuje jako plné wvyhovujici jak z hlediska plynulého a pruiného zajistovani
potreb veterinarni sluzby, tak i z hlediska vyrobnich jistot narodniho podniku.

Posledni desetileti v historii podniku je charakterizovano intenzivnim rozvo-
jem ve vSech oblastech jeho pusobeni. Soustavné modernizovany a inovovany Sor-
timent obsahuje v soucasné dobé vice nez 200 bioprepardti. Vyroba zbozZi ve srov-
natelnych cendach vzrostla od roku 1981 wvice nez o 30", vcéetné uspésnéeho exportu.
Jejiho zvyseni pritom dosahujeme témer vyhradné rustem produktivity prdce na
zdkladé vyuziti vysledkiu védeckotechnického rozvoje a zlepsovatelského hnuti pra-
covniho kolektivu podniku. Za totéZ obdobi ¢inil mdrust zisku 45°, v objemu pfe-
sahujicim 200 milionu Kés a hodnota upravenych vlastnich vykonu se zvysdila
o 25",. Podniku se tak dati uspésné zabezpeclovat opatieni k urychlovani ekono-
mického a socidlniho rozvoje, obsazena v Zdsadach prestavby hospodarského me-
chanismu a urcéena k realizaci v 8. pétiletce.

Vyzkumna a vyvojova c¢innost je bezprostiedné spjata s vyrobou a je zamé-
fena na urychlené uplatnovani vysledki vyzkumu ve vyrobni prari. Z teseni vlast-
nich vyzkumnych ukoli resortniho plinu RVT v obdobi 7. a 8. pétiletky jsme vy-
robné realizovali 17 modernich bioprepardtit v hodnoté vyssi neZ 14 milioni Kés.
Ze spoluprace s Vyzkumnym ustavem veterinarntho lékarstvi v Brné bylo ve stej-
ném obdobi realizovano dalsich devét modernich vakein v objemu témér 30 tisic
litri @ v hodnoté 17 milionu K¢s.

V 8. pétiletce Tefime problematiku zamerenou na aktivni tvorbu zdravi zvifat,
na daldi rozvoj biotechnologii a na uspokojovani potieb veterinarni sluzby ma iuseku
efektivni prevence a profylaxe v podminkdch socialistické Zivocisné wvelkovyroby.
Prvni vysledky tohoto vyzkumu jsou jiz realizovdny (vakcina proti vztekliné inakti-
vovand tkdrnovd, vakcina proti pseudomonddovym infekcim koZesinovych zvifat,
vakcina proti trichofytéze koni, mikrobiotické prepardty pro dribe: a pro milddata
hospoddrskych zvirat, soupravy Elisa k diagnostice EBL, Aujeszkého choroby
a k prikazu rotaviru). S pracovisti CSAV, USOL, o. p., Praha a VUVeL Brno se
podilime na 7teeni a vyrobni realizaci vyzkumnych ukoli stdatniho plénu VTR.
Vyznamnym ukolem Biovety v oblasti VTR v obdobi 8. pétiletky je ucast v te-
Seni a realizaci Komplexniho programu védeckotechnického pokroku ¢lenskych
zemi RVHP.

Vyzkumné plany na obdobi 9. pétiletky jsme zaméfili na S§iroké uplatnéni
monoklonalnich protilatek, na produkci koncentrovanych vicevalentnich vakcin
uréenych ke sdruZemné wvakcinaci, na rozsireni biostimulaénich prepardti na bdzi
mikrobiotik, na intenzivni pouzivani bunécéné kultivace, véetné vyroby potiebnych
médii. ZvySovadni intenzity vyzkumné a vyvojové d¢innosti urychluje inovadéni proces,
uplatnénim novych vyrobnich technologii a zavedenim wvyroby modernich biopre-
pardti si vytvorime predpoklady pro rozsifeni odbytovych moinosti zejména v ob-
lasti exportu. Vyvijené technologie budou zaméreny nma sniZeni materidlové a ener-
getické mdroc¢nosti, cozZ priznivé ovlivni ukazatele efektivnosti védeckotechnického
rozvoje.

Smélé cile v oblasti védeckotechnického rozvoje jako hlavniho dinitele vie-
stranného hospoddfského a socidlniho rozvoje podniku odpovidaji tradici vytvorené
v celém obdobi 70 let existence mnejstarsiho stdtniho wveterindrniho pracovisté
v CSSR, ndrodniho podniku Bioveta Ivanovice na Hané, nositele stdatniho vyzna-
mendni Za zdsluhy o vystavbu a cestného ndzvu Podnik socialistické prdce. Jsou
zdrukou uspéiného plnéni viech soucasnych i budoucich ukoli podniku, vypljva-
jicich z jeho postaveni v ¢eskoslovenském ndarodnim hospoddrstvi.

MVDr. Vratislav Krupka, MVDr. Jan Snofladk,
MVDr. Richard Harnach, CSc.
Bioveta, n. p., Ivanovice na Hané
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