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PRODUKCE TESTOSTERONU PO STIMULACI VARLETNICH
BUNEK BYKU GONADOTROPINEM i vitro

L. Faldikov4, A. Kozdera, Z. Véznik, J. Bendovi

FALDIKOVA, L. — KOZDERA, A. — VEZNIK, Z. — BENDOVA, ]. (Vyzkumny ustav
veterindrniho Iékarstw, Brno): Produkce testosteronu po stimulaci varletnich bunek byku gonado-
tropinem in vitro. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 385 —389.

Schopnost odpovédi bycich varletnich bunék na stimulaci Sérovym gonadotropinem ad us.
vet. (Bioveta, Ivanovice na Hané) byla zjisfovédna in vitro. Tkan varlat byla rozfezina, $tépena
kolagenizou a uvolnéné buriky byly stimulovany gonadotropinem v koncentracich 7,8 az 250
m. j..1"1 a srovndny s kontrolnimi vzorky bez pouziti gonadotropinu. Varletni buriky byku
reagovaly na zvySujici se stimulaci stoupajici produkci testosteronu.

byk; varletni bunky; stimulace in vitro; produkce testosteronu

Odpovédi mysich varlat na gonadotropin iz vitro poprvé popsali Van Damme aj.
(1973). K ziskani suspenze buné¢k mysich varlat pouZili Van Damme aj. (1974) mecha-
nické $tépeni a vysledné mnozstvi bunék na varle bylo 3,0 4 1,0. 104 Mamode aj.
(1982, 1983) pouzili k uvolnéni bunék mysich varlat kolagendzu a ziskali 10,3 . 106
bunék na varle. V homogenizovanych alikvétech stanovili tito autofi aktivitu gonado-
tropini méfenim koncentrace testosteronu produkovaného iz witro. McCarthy aj.
'(1979) a D’Occhio aj. (1984) inkubovali fragmentovanou varletni tkaii byka a zjistili
vzestup testosteronu pfi stimulaci gonadotropinem.

V této préci jsme zjisfovali, zda lze kolagenazou uvolnit buiiky z by¢ich varlat
a stimulovat je gonadotropinem ke zvy$ené produkci testosteronu in vitro.

MATERIAL A METODA

K pokusim byla pouzita varlata péti byka Ceského strakatého plemene ve véku 18 mésict
o hmotnosti asi 600 kg (A, B, C, D, E). Varlata byla vypreparovana ihned po poriZce a prenesena
do Krebs-Ringerova roztoku. Z kazdého varlete ze tfi fez( z riznych mist bylo navdzeno 10 g
tkdné, nafezdno na malé kousky a vloZeno do Erlenmayerovych banék. Do kazdé bariky byly na-
pipetovany 4 ml 0,1%, roztoku kolagenizy v médiu M 199 (Ustav sér a otkovacich litek, Praha)
opH 7,2 obsahujiciho 2 % hovéziho séra a §tépeni tkané probihalo za stdlého tfepéni ve vodm lazni
pfi teploté 34 °C po dobu 10 minut. Nasledovalo odséati média s enzymem, pfiddni 4 ml roztoku
kolagenazy k nastépené tkdni a §tépeni dal$ich 20 minut za stejnych podminek. Na§tépena tkan byla
promyvéana médiem bez kolagendzy, které pak bylo rovnéz odsito. Nakonec byla tkén protfepavéna
v médiu na vibra¢ni tfepacce po dobu péti minut a zfiltrovdna pres étyfi vrstvy hydrofilni gazy.
Meédium obsahujici uvolnéné burnky bylo odstfedovano v chlazené odstfedivce pét minut pri
140 G a sedimenty byly resuspendovany v médiu. Koncentrace bunéénych suspenzi byla stanovena
hemocytometricky a suspenze byly nafedény tak, aby vyslednid koncentrace v inkubované smési
byla pfiblizné 2.106.ml-!

Alikvéty bunééné suspenze byly rozdéleny do niadobek po 1 ml, u pokusnych vzorkd bylo
médium doplnéno Sérovym gonadotropinem ad us. vet. (Bioveta, Ivanovice na Hané) tak, aby
v objemu 1 ml byla vysledna koncentrace gonadotropinu 0; 7,5; 31,2; 62,5; 125; resp. 250 m. j..1-!
pro byky C, D, E. Viechny experimenty byly provedeny v triplikdtech.
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Inkubace probihala za stdlého tfepdni ve vodni lazni pfi teploté 34 °C po dobu tfi hodin
a 95 9% kysliku a 5 9% oxidu uhli¢itého v plynné fazi. Po skondeni inkubace byl obsah nddobek
prelit do zkumavek a odstfedovdn po dobu péti minut pri 1 600 G. Supernatant byl odsat a uchovan
pri teploté —20 °C do analyzy. Stanoveni testosteronu bylo provedeno radioimunoanalyzou podle
metody, kterou popsal Mamode (1984) a produkce testosteronu byla prepo¢tena na 1.10¢ bunék.

VYSLEDKY

Hladina testosteronu u péti byka v zdvislosti na zvySujici se koncentraci gonado-
tropinu pouZitého ke stimulaci je patrné z obr. 1. Zatimco produkce testosteronu u bykd
C, D a E se zvySovala se stoupajici koncentraci gonadotropinu, u byka A doslo pfi kon-
centracich 31,2 a 62,5 m. j..1"! k setrvani hladiny testosteronu na urovni produkce pfi
koncentraci gonadotropinu 7,8 m. j..1"1 a pak k nislednému vzestupu hladiny testo-
steronu pfi stimulaénim mnozstvi 125,0 m. j..1-1. Pon&kud odli§ny charakter odpovédi
ukézal byk B, u kterého jsme zjistili vyrazné sniZeni tvorby testosteronu v pfipadé nej-
vyssi pouzité ddvky gonadotropinu, tj. v tomto pfipadé 125,0 m. j..1-1.

Relativni zmény v tvorbé testosteronu za stejnych experimentilnich podminek
jsou vyjadfeny na obr. 2. Je zfejmé, Ze u byka C, D a E doslo k trojnidsobnému az Ctyi-
nasobnému zvyseni tvorby testosteronu (300 az 400 %,), pfi¢emZ odpovéd u byki A a B
méla odli$ny charakter.

Nejvys§i produkci testosteronu vykazal byk E, pfi nejvys$i pouZité koncentraci
gonadotropinu 250 m. j..1-! to bylo 99,99 -4 2,49 nmol.l-1. U tohoto byka také doslo
k jednomu z nejvysSich relativnich zvy$eni produkce testosteronu. U varletnich bunék
byka C byla zji§téna nejniZ8i Grovefi vyprodukovaného testosteronu (maximélni kon-
centrace 10,25 + 2,02 nmol.l-1), aviak relativné doSlo k né&kolikanidsobnému zvy3eni
produkce testosteronu ve srovndni s vychozi hodnotou.

Zisk bunék na 10 g tkdn& varlat byl v pofadi byka A, B, C, D, E: 103 131 000,
96 548 500, 154 360 000, 186 624 000 a 182 784 000. Varia¢ni koeficient analyzy mél
prumérnou hodnotu 13,4 9, a pohyboval se v rozmezi 2,0 az 26,1 %.

DISKUSE

Bylo prokézino, Ze varlata mysi a krys ddvaji citlivou a specifickou odpovéd po
stimulaci gonadotropiny, pfi¢emZ tato odpovéd mi charakter linedrni zévislosti na
mnoZstvi podaného gonadotropinu (Schumacher aj., 1979; Dufau aj., 1974; Men-
delson aj., 1975). Podobné McCarthy aj. (1979) a D’Occhio aj. (1984) zjistili vzestup
produkce testosteronu iz vitro v zavislosti na koncentraci stimula¢niho hormonu, kdyz
inkubovali varletni tkafi byki nafezanou na malé kousky. Vysledky, prezentované
v tomto sdéleni, jsou v souladu s nilezy, které publikovali McCarthy aj. (1979) a
D’Occhio aj. (1984).

Z nalich vysledkd vyplyvé, Ze odpovéd varletnich bunék jednotlivych bykd na
stimulaci gonadotropinem je individu4lni. Bazilni produkce testosteronu vykazuje
riiznou vroveri a také po stimulaci dochazi k rozdilnému zvy3eni produkce. U jednoho
ze sledovanych bykd nereagovaly varletni buriky na stimulaci 125 m. j..1~! dal$im zvy-
Senim produkce testosteronu, ale naopak doslo k jejimu poklesu. Tento pokles mohl byt
zpisoben obsazenim receptorovych mist v Leydigovych buiikich varlat tohoto byka,
¢emuZ by mohlo nasvédcCovat i to, Ze se jedn4 o byka s nejmensim ziskem bunék z 10 g
varletni tkiné.

K uvolnéni bunék bycich varlat byla v na$i prici pouzita kolageniza, rutinné po-
uzivana v nadi laboratofi ke $tépeni mysich varlat (Mamode aj., 1982, 1983). U mysich
varlat stacila k rozitépeni doba dvakrat 10 minut, u fragmentd by¢ich varlat bylo viak
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1. Hladina testosteronu

v suspenzi by¢ich varletnich
bunék po stimulaci gonado-
tropiny in wvitro; byk A
O—O) B ._.a C o_o)
D 0-0,E ®&-® — Testo-
sterone concentrations in
the suspension of bulls’
testicular cells after in vitro
gonadotropin stimulation;
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2. Relativni nérast hladiny
testosteronu v suspenzi by-
¢ich varletnich bunék po
stimulaci gonadotropiny in
vitro (bazdlni hodnoty bez
stimulace = 100 % ; hod-
noty po jednotlivych stimu-
lacich vztaeny k témto
hodnotdm) — Relative in-
crease in testosterone con-
centrations in the suspens-
ion of bulls’ testicular cells
after in-vitro gonadotropin
stimulation (basal values
without stimulation = 100
% 5 the values from different
stimulations are related to
these values)
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nutno prodlouZit dobu $tépeni na 30 minut, protoZe varle dospélého byka je kompakt-
néj$i nez varle mysi a buriky se uvolfiuji méné snadno. Aby nedochézelo k drastictéj$imu
$tépeni varletni tkiné a poskozovani bunék, které byly jiZ uvolnény, byla zvolena delsi
doba §tépeni a ne zvySeni koncentrace kolagendzy. Mamode aj. (1982, 1983) ziskali
10,3.108% bunék z mysiho varlete, Murphy a Moger (1982) 7.10% bunék z krysiho
varlete. V naSem experimentu byl zisk bunék asi 96 az 186.108 z 10 g byciho varlete.
To je oproti mySimu i krysimu varleti nizsi zisk bunék na stejné mnozstvi tkiné vzhledem
k tomu, Ze hmotnost mysiho varlete zji§t€énd na naSem pracovisti byla v priméru asi
80krat a u krysiho varlete 20krat niZ8i neZ je mnoZstvi tkiné pouZité z kazdého byciho
varlete v této praci.

Ziavérem lze konstatovat, Ze nidmi zvolenych cili bylo dosaZeno, buiiky z bycich
varlat 1ze uvolilovat kolagendzou a tyto buiiky odpovidaji zvySenou produkci testoste-
ronu na stimulaci gonadotropinem 7 vitro. Metoda byla ovéfena za icelem prohloubeni
andrologické diagnostiky post mortem, jako ovéfeni platnosti intravitilnich testd, pouZi-
vanych na nasem pracovisti.
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Doslo dne 14. 6. 1989

DANAUKOBA, N. — KO3AEPA, A. — BEXHWK, 3. — BEHAOBA, M. (HayuHo-uccnepo-
BaTENbCKUIA MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): lpoaykuus TtecToctepoHa nocne CTUMYAUPO-
BaHWg KNETOK CEeMeHHUKOB GbIKOB C MOMOWbIO roHaAOTPonWHa B npobupke. Veter. Med.
(Praha), 35, 1990 (7) : 385-389.

B npob6upke onpegensnu Cnoco6HOCTb GblubUX CEMEHHUKOBbLIX KNETOK pearupoBaTb Ha CTU-
MyNUpOBaHWe CbIBOPOTOUHbIM TOHajOTPONMHOM AN BeTepuaHpHbix uenei (Buoserta, Usa-
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HoeMuUe-Ha-TaHe). Pa3pe3aHHYi0 TKaHb CEeMEHHWKOB pacCLienisNM C MOMOLbIO KONnareHasbl,
a BbICBOGOXAEHHbIE KNETKMW CTUMYNMpOBanW roHajOTPONMHOM B KOHUEHTpauusx 7,8 —
250 mM.ea..n—1 n cpaBHMBanM C KOHTPOMbHbIMKM o6pa3yamu 6e3 MCNoNb30BaHUS FOHaAo-
TpOnuHa. B OTBeT Ha PacTywyio CTUMYNSUMIO 3TWU KNETKU MOBbLIWANM NPOAYKUUIO TECTO-
CTepoHa.

6blK; KNETKM CEMEHHMWKOB; CTUMyNauus B Npo6GUpKe; NPOAYKLMWS TECTOCTEpPOHa

FALDIKOVA, L. — KOZDERA, A. — VEZNIK, Z. — BENDOVA, J. (Veterinary Research
Institute, Brno): Testosterone production after in-vitro gonadotropin stimulation of bulls’ testicular
cells. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 385 —389.

The response of bulls’ testicular cells to the stimulation by serum gonadotropin ad us. vet. (Bioveta,
Ivanovice in Hand) was investigated in in vitro tests. The testicular tissue was sliced, collagenase-
-split and the loosened cells were stimulated by gonadotropin concentrations of 7.8 to 250 I U
per 1; control samples without gonadotropin treatment were used for comparisons. The testicular
cells responded to the increasing stimulation by higher production of testosterone.

bull; testicular cells; in vitro stimulation; testosterone production

FALDIKOVA, L. — KOZDERA, A. — VEZNIK, Z. — BENDOVA, J. (Forschungsinstitut
fiir Veterindarmedizin, Brno): Testosteronproduktion nach Stimulation der Hodenzellen von Bullen
durch Gonadotropin in vitro. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 385 —389.

Die Reaktionsfihigkeit von Bullenhodenzellen auf Stimulation durch Serum-Gonadotropin ad
us. vet. (Bioveta, Ivanovice na Hané) wurde in vitro ermittelt. Das Hodengewebe wurde zerschnit-
ten, mittels Kolagenase gespalten und die freigegebenen Zellen wurden durch Gonadotropin
in Konzentrationen von 7,8 bis 250 I. E. 1! stimuliert und mit Kontrollproben ohne Gonado-
tropinanwendung verglichen. Die Bullenhodenzellen reagierten auf die gesteigerte Stimulation
durch erh6hte Testosteronproduktion.

Bulle; Hodenzellen; in vitro-Stimulation; Testosteronproduktion
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VPLYV METANOLOVEHO EXTRAKTU PILIN NA TRAVENIE
CELULOZY, SENA A PSENICNYCH OTRUB in vitro

D. Jal¢, 1. Zelendk, J. Bu€ko, T. Vendrak, P. Siroka

JALC, D. — ZELENAK, I. — BUCKO, J. — VENDRAK, T. — SIROKA, P. (Ustav
fyzioldgie hospodarskych zvierat SAV, Kosice; Vysokd skola lesnicka a drevarska, Zvolen):
Vplyv metanolového extraktu pilin na trdvenie celuldzy, sena a g$niénych otrub in vitro. Veter.
Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 391 —396.

V pokuse sme sledovali vplyv extraktu upravenych bukovych pilin — UBP (ziskaného ex-
trakciou 809% metanolom) na trdvenie celul6ézy in witro a na trdvenie diéty pozostdvajicej
zo sena a pSeni¢nych otrib (80:20 %) v umelom bachore (Rusitec). Dodanim 10, 25, 50,
75 a 100 mg extraktu k 0,25 g celulézy sa vyznamne zniZila jej straviteInost z 94,5 na 92,9;
90,4; 85,2; 82,1 a 80,1 %,. Dodanim 0.6; 1,5 a 3,0 g extraktu k 14 g DM diéty v Rusitecu sa
znizila jej strdvitelnost z 49,6 na 41,8 9,. Zvysila sa produkcia plynov (COsz, Hz, CHa), cel-
kovych unikavych mastnych kyselin — UMK, kyseliny octovej, propionovej, n-maslovej
a izomaslovej, vyuzZitie glukézy a produkcia ATP. Vplyvom dodania extraktov sa tudéinnost
mikrobidlnej proteosyntézy (Yarp) vyznamne nezmenila. Metanolovy extrakt UBP obsa-
hoval okrem fenolickych litok (syringaldehyd a vanilin) aj redukujuce latky (sacharidy),
ktoré ovplyvnili fermentaciu diéty v Rusitecu.

metanolovy extrakt; upravené¢ bukové piliny; fermentdcia in vitro, Rusitec

Vo vietkych vaskuldrnych tkanivich rastlin sa nachédzaja fenolické litky, ktoré
si derivované z dvoch metabolickych ciest, Kyseliny $ikimovej a acetito-malonove;j.
Priméirnymi fenolickymi litkami u objemnych krmiv si p-kumarov a ferulova kyselina.
Okrem nich v bune¢nych stenich objemovych krmiv si pritomné kyselina p-hydroxi-
benzoovi, syringové a vanilové, p-hydroxibenzaldehyd a syringaldehyd (Jung, Fahey,
1983). Maji antimikrobidlne uCinky vO¢i baktériam a filamentéznym hubim. Tieto
fenolické latky sa nachddzaju aj v dreve (Jurd a i., 1971) a spdsobuju poskodenie mem-
bran mikroorganizmov, ich lyzu a uvolnenie buneéného obsahu.

Cielom tejto price bolo sledovat vplyv fenolickych litok obsiahnutych v metano-
lovych extraktoch drevnych pilin na trdvenie celulézy in vitro a na bachorovi ferments-
ciu diéty, pozostdvajiicej zo sena a pSeni¢nych otriib v umelom bachore (Rusitec).

MATERIAL A METODY

EXPERIMENT I

Bukové piliny upravené hydrobarotermicky pri tlaku 1,2 MPa a impregnované 1% H2SO4
sme- extrahovali $est hodin 80% metanolom. Touto extrakciou sme ziskali 32,359, vytaZok upra-
venych bukovych pilin (UBP). Analyzou metanolového extraktu UBP plynovou chromatografiou
na analyzétore Perkin-Elmer 8500 sme zistili obsah fenolickych ldtok — 0,37 mg syringaldehydu
a 0,18 mg vanilinu v 1 ml extraktu. Ostatné fenolické litky je moZné stanovit kvapalinovou chro-
matografiou.

V pokusoch i vitro sme vysuSeny metanolovy extrakt UBP dodali k &istej sulfatovej celuloze
za ui¢elom stanovenia stravitelnosti susiny. PouZili stne metédu, ktort popisali Mellenberger ai.
(1970). Bachorovy obsah pre pokusy sme ziskali od dospelych baranov plemena merino, vybave-

L 2
VETERINARNI MEDICINA, 35 (LXII), 1990, & 7 391



nych permanentnou bachorovou fistulou. Zvieratd boli kimené dobrym li¢nym senom ad libitum
a mali pristup k vode a minerdlnemu lizu pre ovce. K 35 ml zmesi bachorovej tekutiny a McDougal-~
lovho pufru (1: 1) a k 0,25 g celulézy sme pridali 10, 25, 50, 75 a 100 mg extraktu. Tieto mnozstva
zodpovedaju koncentricii 7,7; 19,4; 38,8; 58,3 a 77,7 mmol syringaldehydu. Fermentacia trvala
96 hodin. Pre lep$iu reprodukovatelnost vysledkov sme uskutoc¢nili sériu siedmich experimentov
iduieich za sebou v jedno- az dvochtyzdriovych intervaloch, priom kaZd4 vzorka bola testovani
v troch (celul6za), resp. Siestich (celuléza + extrakt) paralelkdch. Vysledky stanovenia stravitelnosti
sudiny celulézy bez a s pridavkom extraktu s priemerom 21 stanoveni (celul6za), resp. 42 stanoveni
(celuléza + extrakt). Statistické vyhodnotenie vysledkov sme uskutoénili na poéita¢i PP-01 (tab. I).

EXPERIMENT II

Fermentidcia kfmnej ddavky pozostdvajucej zo sena a pSeni¢nych otrub (80:20 9%,) bola
uskuto¢nena v umelom bachore (Rusitec), ako ho opisuje Czerkawski a Breckenridge (1977).
Pouzili sme 3tyri fermenta¢né nadoby (V), ktorych objem bol 800 ml a prietok umelych slin —
McDougallovho pufru asi 800 ml za defi. Seno a pSeni¢né otruby s pridavkom extraktu boli uzavreté
v nylonovych vrectiskach o velkosti 6k 200 mikrénov. Bachorovy obsah bol ziskany podobnym
spésobom ako v experimente I. Sledovali sme parametre bachorovej fermenticie v kontrolnej
diéte vo fermentacnej niddobe Vi a v experimentdlnych diétach vo fermentaé¢nych nddobach Vo,
V3 a V4 v Rusitecu. Kontrolna diéta pozostavala z 11,40 g DM lu¢neho sena a 2,87 g pseni¢nych
otrub. K experimentidlnym diétam vo fermentaénych niadobiach Vg2, V3 a V4 sme pridali 0,6; 1,5
a 3,0 g vysuSeného metanolového extraktu UBP ¢o zodpoved4d koncentricii 0,53; 1,34 a 2,65 mol
syringaldehydu. Jedn4 sa o adekvatne zvy$ené mnozstva 10, 25, 50 mg extraktu pouZitych v ex-
perimente I.

Experiment trval 12 dni, pri¢om prvych $est dni trvala tzv. steady state periéda pocas ktorej sa
stabilizovali podmienky fermenticie v Rusitecu. V $iesty aZ dvandsty den boli uskuto¢nené odbery
vzoriek a merania potrebné pre §tadium fermentécie jednotlivych diét. V pokuse bola zabezpeceni
izonitrogénnost jednotlivych diét a pridanim 21 mg mocoviny do 1 1 McDougallovho pufru sme
dosiahli 13 9, CP v kazdej diéte.

Inkubaéné procedura a priprava vzoriek na analyzy bola uskuto¢nend metédou, ktoru stano-
vili Czerkawski a Breckenridge (1977). Koncentricia unikavych mastnych kyselin v effluente
bola stanovena metédou plynovej chromatografie (Czerkawski, 1976) za pouzitia kyseliny krot6-
novej ako interného $tandardu na chromatografe Perkin-Elmer 8500. Objem produkovanych
plynov bol merany prietokovym plynomerom a plyny boli analyzované plynovym analyzitorom
Chrom 4 metédou, ktoru stanovili Czerkawski a Clapperton (1968). Amoniakilny dusik
v effluente bol stanoveny metédou podla autorov Convay a O’Malley (1942). Nestravené zbytky
krmiva po premyti s McDougallovym pufrom boli suSené do konstantnej hmotnosti pri 105 °C
k stanoveniu stravitelnosti susiny krmiva.

VYSLEDKY A DISKUSIA
EXPERIMENT I

Z vysledkov uvedenych v tab. I vyplyva, Ze metanolovy extrakt UBP ovplyvnil
travenie celulézy v podmienkach in vitro. Vyznamny pokles (P < 0,001) stravitelnosti
suSiny celulézy sme zistili pri dodani 25, 50, 75 a 100 mg extraktu, ¢o zodpoved4 19,4;
38,8; 58,3 a 77 mmol syringaldehydu. Pokles stravitelnosti celulézy bol zaznamenany
aj pri podani 10 mg extraktu (7,7 mmol) syringaldehydu, avsak §tatisticky sa to nepre-
javilo. Borneman a i. (1986) sledovali vplyv cistych fenolickych litok na triavenie
celulézy in vitro ako aj na Cisté kultiry bachorovych baktérii. Pridanim 10 mmol syringal-
dehydu, vanilinu a p-hydroxibenzaldehydu zistili zniZenie straviteInosti celulézy (Solka-
-floc) pocas 48 hodin fermentécie 7 63,1 %, na 38,0; 36,4, resp. 46,2 %,.

Vplyv extraktov dreva na trdvenie celulézy sledoval Britton (1978). Postupne
extrahoval zmes pilin tvrdého a mikkého dreva (80:20 9,) hydrolyzovanych 2,39,
H3S04 so 100, 95 a 809, etanolom. Jednotlivé extrakty v mnoZstve 20 az 30 mg pridal
k 300 mg celulézy a pocas 48 hodin fermentécie zistil pokles jej stravitelnosti z 76 9,
na 71,65 a 60 %,. Je teda zrejmé, Ze metanolové, resp. etanolové extrakty dreva negativne
ovplyviiuju travenie celulézy, ¢o je spdsobené pritomnostou fenolickych latok v ex-
traktoch.

.
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1. Vplyv metanolového extraktu UBP na stravitelnost suiny celulézy in witro — The effects
of the methanol extract of treated beech sawdust on the digestibility of cellulose dry matter

in vitro
Stravitelnost
sudiny SEM Statistika
[%]

Cist4 sulfatova celuléza (C) 94,55 0,65
C + 10 mg extraktu 92,89 0,70 NS
C + 25 mg extraktu 90,40 0,75 P < 0,001
C + 50 mg extraktu 85,17 1,01 P < 0,001
C + 75 mg extraktu 82,07 0,94 P < 0,001
C + 100 mg extraktu 80,11 1,23 P < 0,001

Hodnoty st priemerom 21 stanoveni (celuléza), resp. 42 stanoveni (C + extrakt).
NS = nesignifikantné, SEM = §tandardni strednd chyba

I1. Vplyv metanolového extraktu UBP na fermenticiu diét v Rusitecu — The effects of the
methanol extract of treated beech sawdust oa diet fermeatation in Rusitec

Fermenta¢na nadoba
Parameter fermenticie Statistika
Vi Ve Vs Vi
Stravitelnost krmiva [%] 49,65 48,37 46,96 41,82 |V1—-Vs P < 0,01
+1,08 +0,98 +1,56 +1,90
NH3-N v effluente 104,86 114,95 98,81 92,76 |V1—V4 P 008
[mg.den-1] +442 | +453 | +2,21 | +2,79 ?
Produkcia [mmol.den~1] 42,56 47,42 53,37 53,04 |V1—V3 P < 0.01
UMK 4249 | +1,54 | £252 | +£2,17 |Vi—Vq ’
kyseliny octovej 23,61 28,39 30,59 31,33 |V,—V: P <0,05
+1,55 +1,05 +1,62 +1,38 |[V1—V3sue P < 0,01
kyseliny propionovej 11,99 12,14 14,13 13,58 |V1i—Vs P < 0,05
+0,68 +0,39 +0,65 40,80
kyseliny n-maslovej 3,95 4,32 5,09 515 |Vi—-Vs P < 0,05
+0,42 +0,24 +0,33 +0,48
kyseliny n-valérovej 1,28 1,70 1,68 1,77 |V1—V2 5
P < 0,05
+0,08 +0,13 +0,19 +0,15 [Vi—Vy4
kyseliny izovalérovej 1,70 0,84 1,85 1,17 |V1—V2 P < 0,001
+0,18 +0,05 +0,24 +0,01 |Vi—Vs P < 0,01
Vysledky st priemerom 6 stanoveni.
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EXPERIMENT II

Parametre bachorovej fermenticie kimnej divky pozostivajiicej zo sena a pSenic-
nych otrib v Rusitecu uvadzame v tab. II. Z vysledkov tu uvedenych vyplyva, Ze vply-
vom dodania metanolovych extraktov UBP sa zniZila stravitelnost susiny kimnej davky,
aviak V)"razne sa to prejavilo len v nddobe V4. Pokles straviteInosti suSiny kimnej davky
bol spojeny s poklesom straviteInosti neutrélnej detergentnej vldkniny (NDF), kyslej
detergentnej vldkniny (ADF) a hemicelulézy. StraviteInost celulézy sa nezmenila.

Jednym z hlavnych parametrov bachorovej fermenticie v Rusitecu je produkcia
UMK a plynov. Dodanim extraktov do fermentaénych niddob Vs, V3 a V4 sa zvysila
produkcia celkovych UMK, jednotlivjch UMK — Kkyseliny octovej, propionovej,
n-maslovej a n—valérove) a znizila sa produkcia kyseliny izomaslovej. Zvy3end produkcia
UMK bola spojena so zvy$enou produkciou plynov (COz a metinu).

Analyzou UBP a UBP extrahovanych 809, metanolom sme zistili obsah redukuja-
cich latok 15 a 4 9%, To znamend, Ze 11 9, redukdjucich litok bolo extrahovanych
a okrem fenolickych l4tok sa v extraktoch nachddzaju aj redukujice latky (sacharidy).

Vicsina bachorovych mikroorganizmov ziskava energiu pre rast premenou sachari-
dovej diéty do UMK a je spojend s produkciou nadbytku Hy (Czerkawski, 1975).
Tento prebytok vodika je potom vyuZivany v procese metanogenézy. Je pravdepodobné,
Ze dodanim extraktov bola pridand do fermentaéného média v Rusitecu energia vo forme
sacharidov. Prejavilo sa to zvySenou produkciou UMK, metinu, CO: a Hz vo fermen-
taénych nidobédch Vg, V3 a V,.

V pokuse sa prejavila tendencia poklesu amoniakilneho dusika v effluente a bola
spojend so zvySenou produkciou mikrobidlnej suSiny effluentu pri fermentécii experi-

II1. Vplyv metanolového extraktu UBP na kone&né produkty fermenticie diét v Rusitecu — The
effects of the methanol extract of treated beech sawdust on diet fermentation in Rusitec

Fermenta¢n4d nddoba

Parameter fermentdcie Statistika
Vi Va Vs Va
Produkcia [mmol.defi—1] 6,78 10,75 8,98 8,56 |V1—Va: P < 0,01
CH4 . +0,54 40,79 +1,21 +0,9
CO: 24,53 27,12 31,67 28,92 |Vi—Vs P < 0,05
+ 1,55 +3,19 +3,05 +1,66
H, 78,85 91,30 100,71 102,15 |(V1i—V2: P < 0,05
+ 6,60 2,89 4,03 -3,65 |Vi—V
) Zt ] Ih i ) 1 3 P < 0’01
Vi—Va
Vyuzitie glukézy 23,02 26,28 29,12 29,37 |V1—V3 P < 001
[mmol.defi-1] +1,29 | 4+0,86 | +2,26 | +1,11 {Vi—Vs i
ATP 101,71 117,69 127,77 127,57 |V1—Vz: P < 0,05
+5,63 43,86 +5,99 +6,05 |Vi—Vs P < 0,01
Vi—Vs P < 0,05
Yare 9,19 8,83 9,07 9,30 |Vi—V2 P < 0,05
[g.mol-1] +0,42 +0,19 +0,15 +0,33

Vysledky st priemerom 6 stanoveni.
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mentilnych diét. Amoniak je klicovy metabolit dusikatého metabolizmu v bachore
a 60 az 80 %, dusika je inkorporovaného do mikrobidlneho proteinu, pasidZovaného cez
bachorovy amoniakilny pool (Nolan a Leng, 1972).

Zo znamych stoichiometrickych vztahov je moZné kalkuliciou stanovit koneéné
produkty fermenticie v Rusitecu (Czerkawski, 1986) — vyuZitie glukézy, produkciu
vodika a adenosin-trifosfitu (ATP). Ako je vidiet z vysledkov uvedenych v tab. III
dodanim extraktov k experimentélnym diétam sa zvySila produkcia vodika, ATP a vy-
uzitie glukézy oproti kontrolnej diéte. Stanovili sme aj €innost mikrobidlnej proteo-
syntézy (Y arp), ktora je uvddzana v g.mol ! a predstavuje pomer produkcie mikrobislne;
biomasy k produkcii ATP vyjadrenej na 1 kg strivenej suSiny krmiva. Czerkawski
(1986) uvadza priemernti hodnotu Yarp, t. j. 10,5 g.mol~! z pokusov uskutoénenych
v Rusitecu. My sme zistili niZz§iu hodnotu Yarp, t. j. 9,19 pri fermenticii kontrolnej
diéty, ktord sa s dodanim extraktov v experimentilnych diétach vyznamne nezmenila.
Nase vysledky st porovnatelné s vysledkami experimentu v Rusitecu, kde k senu bola
priddvané glukéza (Czerkawski a Breckenridge, 1979). Dodanim glukézy za dosta-
toéného privodu dusika vo forme NH,Cl sa zniZila strvitelnost suliny sena, stipla
produkcia plynov, UMK — kyseliny octovej, propionovej, n-maslovej a izovalérovej, pro-
dukcia mikrobidlnej susiny effluentu. Uc¢innost mikrobidlnej proteosyntézy sa nezmenila.

Zaverom modZeme kons$tatovaf, Ze metanolovy extrakt UBP zniZil striviteInost
susiny celulézy v podmienkach i vitro (experiment I), aviak v Rusitecu tento vplyv
sa tak vyrazne neprejavil (experiment II).

Hoci doslo k zniZeniu stravitelnosti susiny kimnej davky vplyvom extraktov, nepreja-
vilo sa u ostatnych ukazovatelov bachorovej fermentécie a konecnych produktov ferments-
cie v Rusitecu. Prejavil sa tu pravdepodobne vplyv redukujucich 14tok, ktoré sa okrem fe-
nolickych latok v extraktoch nachidzali. Nazdédvame sa, Ze v budicnosti bude potrebné
sledovat vplyv Cistych fenolickych litok na travenie celulézovych materidlov v Rusitecu-
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ANY, 4. — 3ENEHAK, U. — BYYKO, 4. — BEHAPAK, T. — CUPOKA, M. (HUucTtuTyT
cusronormu ckota npu CAH, Kowwue; MHCTUTYT necoBoACTBa M AepeBonepepabarbiBa-
lowen NpoMbIWNEHHOCTH, 3BoNeH): BnAusHWe MeTaHONOBOro 3KCTPakTa ONWUIOK Ha nepe-
BapMBaHWe KNeTuaTKW, CeHa M NWeEeHWUYHbix oTpyGein B npoGupke. Veter. Med. (Praha), 35,
1990 (7) : 391-396.

B onbiTe npocnexWBanu 3a BAWSHWUEM 3KCTpakTa o6paGortaHHbix GykoBbix onunok (OBO),
nonyyeHHoro B pesynbrate 3KCTpakuun 800/, MeTaHONOM, Ha nepesapuWBaHWe KNETYATKH
B NPOGMpPKE, a Takxe AMETbl W3 CeHa M NuweHnuHblx oTpy6ei (80 :20 %)) B UCKYCCTBEHHOM
py6ue (Pycurtek). B pesynbtate aobaBku 10, 25, 50, 75 u 100 mr akctpakta B 0,25 r
KNeTuaTku 3HauMTEeNbHO YMEHblWwWAacb ee nepesapuMocTb: ¢ 94,5 go 92,9; 90,4; 85,2; 82,1
n 80,19,. Mocne po6asku 0,6; 1,5 u 3,0 akcrpakta 8 11 r AAM auetbl B Pycuteke — c 49,6
Ao 41,89, Bospocna npoaykuus rasos (COgz, Hz, CH4), BCEX NeTYYMX XHMPHBIX KUCNOT
(NMKK), yKCyCHOH, NpONUOHOBOM, N-MacnsHOW W M30MacNsiHOW KUCNOT, KaKk W oTaaua rao-
Ko3bl U npoaykuus ATP. Moag snusHueM A06aBKM 3KCTPaKTOB aKTMBHOCTb MMKPOGHOro npo-
TeocuHTe3sa (YaTp) 3aMeTHo He MeHsnacb. MetaHonosblii akcTpakT OBO nomumo deHonu-
THYeCkMx BewecTs (CuMpuHranbgerung U BaHWNWH) coaepxan W peayuupylowue BewecTsa
(caxapuabl), KOTOpblE NOBNAUANKM Ha hepMeHTaLuIo AueTbl B Pycuteke.

MEeTaHONOBbIfi 3KCTPaKT; o6pa6oTaHHble 6yKOBble ONMAKM; epMeHTauus B npo6upke; Py-
CUTEK

JALC, D. — ZELENAK, I. — BUCKO, J. — VENDRAK, T. — SIROKA, P. (Institute of
Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Kosice; University of Forestry and Woodwork-
ing, Zvolen): The effects of methanol-extracted sawdust on the digestion of cellulose, hay and wheat
bran in vitro. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 391 —396.

An experiment was treated to investigate the effects of an extract of conditioned beech sawdust
(80% methanol extraction) on the in vitro digestion of cellulose and on the digestion of hay and
wheat bran diet (80 to 20 %) in a artificial rumen (Rusitec). The addition of 10, 25, 50, 75 mg of
extract to 0.25 g cellulose reduced significantly its digestibility from 94.5 to 92.9 % ; 90.4; 85.2;
82.1 and 80.1 %, respectively. The addition of 0.6, 1.5 and 3.0 g of extract to 14 g diet DM in
Rusitec decreased the digestibility from 49.6 to 41.8 %,. Gas (COz, H>, CH4) production increased
as well as the production of total volatile fatty acids: acetic, propionic, n-butyric and isobutyric,
glucose utilization and ATP production were also better. The addition of extracts did not influence
significantly the effectiveness of microbial proteosynthesis (Yarp). The methanol extract of con-
ditioned beech sawdust contained reducing sugars (saccharides), besides the phenolic substances
(syringaldehyde and vanillin); these sugars influenced diet fermentation in Rusitec.

methanol extract; conditioned beech sawdust; fermentation in vitro; Rusitec

JALC, D. — ZELENAK, I. — BUCKO, J. — VENDRAK, T. — SIROKA, P. (Institut fiir
Physiologie landwirtschaftlicher Nutztiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Ko-
Sice; Hochschule fiir Forst- und Holzwirtschaft, Zvolen): Einfluf8 von Methanolextrakt aus Sdge-
spdnen auf die Verdauung von Zellulose, Heu und Weizenkleie in vitro. Veter. Med. (Praha), 35,
1990 (7) : 391 —386.

Im Versuch untersuchten wir den Einflufl des durch Extraktion mittels 80 9%, igem Methanol aus
aufbereiteten Buchensigespinen (UBP) gewonnenen Extrakts auf die Verdauung von Zellulose
in vitro und auf die Verdauung einer aus Heu und Weizenkleie (80:20 %) bestehenden Diit
in kiinstlichem Pansen (Rusitec). Durch Beigabe von 10, 25, 50, 75 und 100 mg des Extrakts zu 0,25 g
Zellulose verminderte sich signifikant deren Verdaulichkeit von 94,5 %, auf 92,9; 90,4; 85,2; 82,1
und 80,1 %. Durch Beigabe von 0,6, 1,5 und 3,0 g des Extrakts zu 14 g der DM-Diit in Rusitec
verminderte sich deren Verdaulichkeit von 49,6 auf 41,8 9%,. Es erhohte sich die Produktion der
Gase (CO2, Hz, CHa), der fliichtigen Gesamtfettsiuren (UMK), der Essig-, Propion-, n-Butter-
und Isobuttersiure, die Glukoseverwertung sowie die ATP-Produktion. Unter dem Einflu3 der
Beigabe des Extrakts dnderte sich die Wirksamkeit der mikrobiellen Proteosynthese (Yare) un-
wesentlich. Das UBP-Methanolextrakt enthielt neben phenolischen Substanzen (Syringaldehyd
und Vanillin) auch reduzierende Stoffe (Sacharide), die die Fermentation der Didt in Rusitec
beeinflufiten.

Methanolextrakt; aufbereitete Buchensigespine ; Fermentation in vitro; Rusitec
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ELUCIA BAKTERIfI ADHEROVANYCH NA EPITEL BACHORA
OVIEC A ICH ELEKTRONOVOMIKROSKOPICKY DOKAZ

J. Legath, M. Timkovi¢ova, J. Tom4s, P. Javorsky, M. Belak

LEGATH, J. — TIMKOVICOVA, M. — TOMAS, J. — JAVORSKY, P. — BELAK, M.
(Vysoka $kola veterinarska, Kosice; Ustav fyzioldgie hospodarskych zvierat SAV, KoSice):
Eliicia baktérii adherovanych na epitel bachora oviec a ich elektrénovomikroskopicky dékaz.
Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 397 —402.

Vypracovala sa metéda umoziujuca ziskat Cisty koncentrat baktérii adherovanych na epitel
bachora oviec a preskusala sa na 24 vzorkich bachorovej steny, ziskanych po usmrteni 12
oviec. Cistota ziskaného eluitu baktérii bola overend transmisnou elektrénovou mikrosko-
piou a negativnym farbenim s nislednym elektrénovomikroskopickym vyhodnotenim.
V eluite okrem bakteridlnych buniek neboli pozorované zvysky krmiva, epitelu alebo inych
neziaducich nedistot. Percento vytaznosti nasej metddy bolo uréené rastrovacou elektrénovou
mikroskopiou a predstavovalo 93,3 9%,. Ziskal sa izolovany Cisty koncentrat zmesy bakteridl-
nych kultir predtym adherovanych na epitel bachora, ktory sa dd vyuzit pre morfologické
a biochemické §tudium tejto zaujimavej skupiny bachorovych baktérii.

adherentné baktérie; elucia; vytaZnost

Travenie exogénnych krmovinovych bielkovin u prezavavcov je spojené s vyznam-
nymi baktéridlnymi premenami v predzalidkoch. Predpoklada sa, Ze protein a dusikaté
latky ako aj celuléza kimnej dédvky sa menia v bachore preziivavcov na tinikové mastné
kyseliny, amoniak a iné metabolity (Matei a Playne, 1984; Meyer a i., 1983). Tam-
minga (1979) udava, Ze aZz 90 9, exogénnych rastlinnych bielkovin sa v bachore pre-
miefia na iné dusikaté zliceniny. Pokusy in vitro dokéazali, Ze tito premena z4visi od viace-
rych faktorov, hlavne od rozpustnosti exogénnej bielkoviny (Henderickx a Demeyer,
1967). Okrem degradicie dochddza v bachore i k mikrobidlnej syntéze aminokyselin
a bielkovin, ktoré su transportované do Crevného traktu, kde st degradované a po re-
absorbcii utilizované makroorganizmom. Pritom predstavuji podstatnu Cast prekurzorov
pre proteosyntézu v tkanivach mimo traviaceho traktu.

Stéla pasdz krmiva traviacim traktom preziivavcov vytvara dobré podmienky pre
rast mikroorganizmov. Zo 100 gramov organickej substancie krmiva sa v bachore nasyn-
tetizuje 3 aZ 3,5 g amino dusika, ¢o odpoveda 20 g Cistého proteinu (Hagemaister
a Kaufman, 1974).

Z bachorovych mikroorganizmov v procese trivenia a utilizcie maju najdélezitejsiu
tlohu baktérie. Tieto rozdelili Cheng a Costerton (1980) do troch skupin. Su to:
baktérie bachorovej tekutiny, baktérie asociované na CiastoCky krmiva a baktérie adhe-
rované na epitel bachora (epimurélne).

Baktérie adherujui na povrch krmovinovych ciastociek a na epitel bachora troma
navzijom sa kombinujucimi spdsobmi, a to adhéziou fyzikdlnou, chemickou pomocou
glykokalyxu a biologickou pomocou fimbril a flagell. Pri rozmnoZovani a raste na po-
vrchu epitelu alebo pevnych castiach krmiva v bachore vytvéaraji baktérie mikrokoldnie,
charakteristické svojou produkciou glykokalyxu. Tento, okrem adhézie, ma déleZita
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ulohu pri nepriaznivych nutriénych podmienkach ako depot Zivin, pri ochrane bakrérii
pred tudinkom antimikrobidlnych litok (Rogers, 1974), bakteriofigov (Cheng a i.,
1979), priemyselnych biocidov (Costerton a Geesey, 1979), povrchovo aktivnych
latok (Govan, 1975), antibiotik (Govan a Fyfe, 1978) a kyselin (Cheng a i., 1972).

Baktérie adherované na epitel bachora sa podielaji okrem procesu degradicie
a syntézy bielkovin aj na tvorbe anaerébneho prostredia v bachore, na produkcii ureazy
(McLean a i., 1985), na ochrane epitelu pred patogénnymi zdrodkami a na recyklizicii
epitelu bachora (Dinsdale a i., 1980). '

Cielom predloZenej price bolo: 1. vypracovat taky eluny postup, pomocou ktorého
by sme ziskali koncentrit nepos$kodenych baktérii predtym adherovanych na epitel
bachora, u ktorych by bolo moZné $tudovat ich fyziologické, biochemické alebo morfo-
logické vlastnosti; 2. dokézat Cistotu a percento elicie pomocou elektrénovej mikro-
sképie.

MATERIAL A METODY

Vzorky bachora o velkosti 200 az 300 cm? boli odobrané po usmrteni od 12 ks oviec, plemena
slovenské merino, o hmotnosti 28 aZz 38 kg. Ovce boli kfmené nasledovnou diétou: 1 kg liéneho
sena, 0,46 kg melasového krmiva, ktoré obsahovalo melasu, matkany ovos, pieni¢ni kimnu muku,
pseni¢né a razné otruby a minerdlne kfmné prisady.

Baktérie adherované na epitel bachora boli eluované izotonickym pufrovanym vodnym roz-
tokom (pH 7) o zloZeni: 5 g NaCl; 2,15 g CH3COONa; 0,35 g NaH2POj4; 1,0 g Na:HPO43a 0,1 g
MgClz v 1000 ml roztoku. Bachorovi stenu sme trikrat premyli v 500 ml izotonického roztoku
pri 20 °C, frakcionovali (postrihali na malé ¢asti) a eluovali 60 minut pri teplote 4 °C za stileho
pretrepdvania. Ziskany eludt sme prefiltrovali cez $tyrikrat zloZenu gdzu a diferencidlnou centri-
fugdciou vy¢istili. Ciastotky krmiva a epitelu sme odstranili centrifugiciou pri 200 g (10 minut)
a baktérie zo supernatantu prvej centrifugicie sme nechali sedimentovat pri 17 000 g 10 mintt.
Sediment sme trikrat premyli eluénym roztokom a po poslednej centrifugécii podrobili elektrénovo-
mikroskopickej analyze.

Cistu bakteridlnu frakciu z eludtu sme spracovali sukcesivnym postupom negativneho farbenia
za pouzitia §tandardného farbiva kyseliny fosfowolframovej (2% pri pH 7).

Pri spracovani bachorovej bakteridlnej mikrofléry z eludtu pre transmisnt elektronovu
mikrosképiu boli k bakteridlnemu sedimentu pridané 2 ml fixaéného roztoku 3%, glutaraldehydu
v 0,1 M kakodyldtovom tlmivom roztoku (pH 7,2) a nechali stdt pocas dvoch hodin pri teplote
4 °C. Potom baktérie boli dvakradt prepraté kakodyldtovym tlmivym roztokom (0,1 M pH 7,2)
a dalej postfixované 1%, oxidom osmicelym v R-K pufri (Ryter a Kellenberger, 1958) obsahu-
jacom 10 Y% tryptonu. Po preprati v R-K pufri boli baktérie zaliate do 29, agaru. Malé kocky
o objeme 1 mm? so zaliatym materidlom boli kontrastované 0,5%, octanom uranylovym v R-K
pufri a zaliate do Spurovho média. Ultratenké rezy zhotovené na ultramikrotéme LLKB III, boli
kombinovane kontrastované uranylacetitom (Watson, 1958) a citrdtom olova (Reynolds, 1963)
a vyhodnocované elektronovym mikroskopom Tesla BS 613 pri urychlovacom napiti 60 az 80 kV.

Subezne boli pripravované vzorky bachora pre rastrovaciu elektrénovu mikrosképiu. Ex-
cizie odobrané z bachorovej steny pred eliuciou — kontrola a po elucii epimurélnych baktérii boli
preprané v 0,1 M kakodylatovom tlmivom roztoku pri pH 7,2 a dalej spracované modifikovanou
metddou pre rastrovaciu elektronovi mikrosképiu (Malick a Wilson, 1975). Spracovany material
sme prehliadali na rastrovacom elektrénovom mikroskope Tesla 300 pri urychlovacom napiti
10 az 15 kV.

VYSLEDKY

Z elektronogramov vzoriek neeluovanej bachorovej steny (kontroly) zhotovenych
rastrovacou elektrénovou mikrosképiou (obr. 1) a z elektronogramov vzoriek vyeluovanej
bachorovej steny (obr. 2) zo vSetkych 12 ks odporazenych oviec je mozné konstatovat,
Ze po prepocte na jednu epitelidlnu bunku, elicia epimuralnych baktérii predstavovala
93,3 9, (pocet epitelidlnych bachorovych buniek, na ktorych boli spocitané baktérie
v kontrole i v pokuse n = 100; pocet baktérii z kontroly — pred eliciou bachorovej

398 UETERINARNI MEDICINA — 1990



1. Baktérie adherované na epitel
bachora (dorzdlny vak); epitelidlne
bunky, na ktorych si adherované
bachorové baktérie tyc¢inkovitého
a kokovitého tvaru pred eltuciou
(spracované rastrovacou clektréno-
vou mikrosképiou, zv. 3200 x) —
Epithelium-adherent bacteria in
the rumen (dorsal sac); epithelial
cells with adherent rumen bacteria
of rodlike and coccal shape before
elution (scanning electron micro-
scopy, enlarged 3200 x )

2. Epitelidlne bunky bachora po
elucii s ojedinele sa vyskytujucimi
adherovanymi bachorovymi bakté-
riami (spracované rastrovacou elek-
trénovou mikrosképiou, zv. 3700 % )
— Rumen epithelial cells, after
elution, with scarcely occurring
adherent rumen bacteria (scanning
electron microscopy, enlarged
3700 %)

3. Negativne farbenie epimurélnej
bachorovej baktérie; baktérie ty-
¢inkovitého tvaru s nevyraznou
mikrokapsulou, na povrchu ktorej
sa nachddza exopolysacharid —
glykokalyx s ojedinele vybiehaju-
cimi flagelami (zv. 42900x) —
Negative staining of epimural ru-
men bacteria; bacteria of rodlike
shape with undistinguished micro-
capsules; on their surface there
is an exopolysaccharide — glyco-
calyx with solitary flagella (enlarged
42 900 x )
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4. Negativne farbenie epimurilnej
bachorovej baktérie; baktéria oval-
neho tvaru s nezrete[nou mikro-
kapsulou, z ktorej po obvode do
periférie vybichaju husté a vyrazné
fimbrie (zv. 49 500 <) — Negative
staining of epimural rumen bacte-
ria; oval-shaped bacteria with
undistinguished microcapsules;
dense and clearly distinguished
fimbriae are radiating from the
microcapsule periphery (enlarged
49 500 x )

steny = 2527; pocet baktérii po eldcii bachorovej steny = 153 ks, ¢o €ini 6,7 9, t. j.
vytaznost = 93,3 9,).

Z vysledkov jednoznacne vyplyva, Ze popisanym postupom (eliciou) sme ziskali
Cisté a neposkodené epimurilne baktérie, Co dokazuju obr. 3, 4 a 5. Tento koncentrat
baktérii moZno nasledne pouZit pre kvalitativne, resp. kvantitativne biochemické alebo
morfologické analyzy.

DISKUSIA

Vypracovanou metédou sme ziskali Cisty eludt baktérii pred tym adherovanych
na epitel bachora, ktoré tvoria asi 1 aZ 3 9, z celkového poétu bachorovych baktérii.
Tieto baktérie patria prevazne do skupiny gram pozitivnych zarodkov, ktoré si schopné
produkovat exopolysacharid — glykokalyx, umoZiujici baktéridm sa adherovat na
epitelidlne bachorové bunky a tam vytvarat mikrokolénie (Cheng a Costerton, 1980).

Okrem iného glykokalyx zohriva velka tlohu pri latkovej vymene bakteridlnej
bunky s tym, Ze umoziiuje kumulédciu niektorych Zivin a enzymov na povrchu bakteridlnej
bunky (Costerton, 1985). .

5. Ultratenky rez koncentratu eluo-
vanych epimurilnych bachorovych
baktérii (spracované transmisnou
elektronovou mikroskopiou, zv.
23000x) — Ultra-thin section
of the concentrate of eluted epimu-
ral rumen bacteria (transmission
electron’ microscopy, enlarged
23 000 x )
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Uvedené funkcie bakteridlnej steny, ale aj celé bunky je moZné sledovat len na
neposkodenych mikroorganizmoch. Nasa prezentovani metéda na rozdiel od inych
eluénych postupov ako je uvolfiovanie natravovanim tripsinom a fenitolom (Cheng
a i,, 1979) umoziiuje podobne ako metéda Javorského a i. (1983) ziskat neposkodené
bakteridlne bunky (93,3 9%, oproti 61 9, prezentovanych v prici Javorsky a i., 1983),
ktoré je mozné dalej morfologicky alebo biochemicky analyzovat, Studovat elektrénovou
mikrosképiou.

Stadium &istej nepoSkodenej zmesy kultur epimurdlnych bachorovych baktérii
ziskanych naSou popisanou metédou umoziiuje bliZSie objasiiovat niektoré detaily zlozi-
tych procesov v bachorovom ekosystéme. Vysoka vytaznost a Cistota izolovanych epi-
murélnych baktérii umozZiiuje aj ich kvantifikaciu.
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NErFAT, 1. — TUMKOBUUYOBA, M. — TOMALI, 3. — SABOPCKWH, M. — BENAK, M.
(UHcTUTYT BeTepuHapuu, Kowwuue; WMHCTMTYT usnonorum ckota npu CAH, Kowwuue):
AnoupopaHue 6GakTepHH, agrepUpoBaHHbIX Ha 3nuTenuu pybua y oBey M KX 3NEKTPOHOBO-
MHUKpOCKonuueckoe gokasatenscrso. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 397-402.

Pa3pa6oTaHHblii MeTos4 NO3BONAET MONyuaTb UMCTbIA KOHUEHTpaT U3 6GakTepui, aarepupo-
BaHHbIX Ha ynOMsAHyYTOM anuTenuu. OH ucnbiTaH Ha 24 ob6pasuax py6uUOBOW CTEHKM oT 12
oBey. YMUCTOTy nonyueHHoro anoata GakTepUid NPOBEPAIN C NOMOWbLIO TPAHCMUCCUOHHOM
3NeKTPOHMHKPOCKONWU W HEraTMBHOro OKPalMBAHUA C NOCNeAYIOWel 3NeKTPOHOBOMMUKPO-
CKONMWUECKOW OUEHKOW. B anaTe nOMMMO GakTepuanbHbiX KNETOK HE OTMEUeHbl HU OCTaTKH
KOPMOB, HW 9NUTENWUS UNU APYrUX HExXenaTenbHblXx npumecei. MpoueHT BbiXxoAa NO Hawemy
MeTogy o6ycnosneH pacTpanekTpoHMWKpockonuei w cocrasun 93,3 %. Mbl nonyuunu uso-
NMPOBaHHbIX UWUCTbI KOHUEHTPaT CMeCH W3 OGakTepHanbHbiXx KYAbTyp, NpeaABapUTeNnbHO
aArepupoBaHHbIX Ha 3nuTenuu pydua, KOTOPbIA NOCAYXHUN AN MOPMONOrMYECKHX U GHOXH-
MHUUECKHX MCCNeaoBaHUi STOM MHTEPEeCHOW rpynnbl py6uoBbiX GaKTepui.

aArepeHTHble 68KTepMM; 3n1KWUpoBaHUe; Bbixoa

LEGATH, J. — TIMKOVICOVA, M. — JAVORSKY, P. — BELAK, M. (University of Veteri-
nary Medicine, KoSice; Institute of Farm Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Ko-
Sice): Elution of epithelium-adherent bacteria in sheép rumen and their electron-microscopic proof.
Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 397 —402.

A method of preparing the pure concentrate of epithelium-adherent bacteria in sheep rumen was
worked out and it was tested in 24 samples of the rumen wall, obtained from 12 slaughtered sheep.
The purity of the bacterial eluate was checked by transmission electron microscopy and negative
staining, followed by electron-microscopic evaluation. Besides bacterial cells no residues of feed,
epithelium and other undesirable impurities were found out in the eluate. The percent yield of this
method was determined by scanning electron microscopy and it made 93.3 %. An isolated pure
concentrate of the mixture of bacterial cultures, previously adhered to the rumen epithelium, was
prepared which can be used for morphological and biochemical studies of this interesting group
of rumen bacteria.

adherent bacteria; elution; yield

LEGATH, J. — TIMKOVICOVA, M. — TOMAS, J. — JAVORSKY, P. — BELAK, M-
(Veterinirmedizinische Hochschule, Kosice; Institut fiir Physiologie landwirtschaftlicher Nutz-
tiere der Slowakischen Akademie der Wissenschaften, Kosice): Elution von auf das Pansenepithel

von Schafen adhdrierten Bakterien und deren elektronenmikroskopischer Nachweis. Veter. Med.
(Praha), 25, 1990 (7) : 397—402.

Ausgearbeitet wurde eine Methode, die das Gewinnen eines reinen Konzentrats von auf Schaf-
pansenepithel adhidrierten Bakterien ermoglicht. Die Methode wurde an 24, nach der Té6tung
von 12 Schafen gewonnenen Proben der Pansenwand iiberpriift. Die Reinheit des gewonnenen
Bakterieneluats wurde mittels Transmission-Elektronenmikroskopie und negativer Fiarbung mit
nachfolgender elektronenmikroskopischer Bewertung iiberpriift. Im Eluat wurden aufier Bak-
terienzellen keine Futter- oder Epithelreste sowie keine anderen unerwiinschten Unreinheiten
beobachtet. Das Ausbeuteprozent unserer Methode wurde mittels Raster-Elektronenmikroskopie
bestimmt und stellte 93,3 %, dar. Es wurde ein isoliertes reines Konzentrat eines Gemisches von
Bakterienkulturen gewonnen, die vorher auf das Pansenepithel adhédriert waren. Dieses Konzentrat
kann fiir morphologische und biochemische Studien dieser interessanten Gruppe der Pansen-
bakterien angewandt werden.

adhirente Bakterien; Elution; Ausbeute
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POSTMORTALNY METABOLIZMUS GLYKOGENU SVALOV ZDRAVYCH
OSIPANYCH A OSIPANYCH POSTIHNUTYCH SYNDROMOM
MALIGNE] HYPERTERMIE

P. Uhrin

UHRIN, P. (Vyskumny ustav zZivoci$nej vyroby, Nitra): Postmortdlny metabolizmus glykogénu
svalov zdravych ofipanych a ofipanych postihnutych syndromom malignej hypertermie. Veter.
Med. (Praha), 35, 1990 (7): 403 —409.

V prici sme sledovali priebeh glykolyzy post mortem u o§ipanych zdravych a o$ipanych postih-
nutych syndrémom malignej hypertermie. Glykolyza vo svaloch ofipanych nichylnych na
tento syndrém je ¢asovo posunutd, zadina skor ako vo svaloch zvierat rezistentnych vodéi
tomuto syndrému. Sved¢ia o tom niZsie hodnoty glykogénu, vys$ie hodnoty laktitu ako aj
niz§ie pH uZ v ¢ase 15 minut po zabiti tejto skupiny zvierat. Vo svaloch o$ipanych postihnu-
tych syndrémom malignej hypertermie zataZ pred pordZkou urychluje priebeh glykolyzy.
Prejavuje sa to predov§etkym rychlej§im zvy$enim obsahu laktitu a rychlej§im poklesom pH
vo. vietkych sledovanych ¢asoch. U o$ipanych nendchylnych na tento syndrém sme vyznam-
nejsie zrychlenie priebehu glykolyzy po zédtazi nezistili. K deplécii glykogénu dochddza u oboch
skupin zvierat vo vSetkych troch typoch svalovych vliken, najvicsi ubytok sme v8ak pozorovali
v bielych vlédknach.

o$ipané; syndrom malignej hypertermie; svalové vldkna; glykolyza post mortem

Syndrém malignej hypertermie (SMH) o$ipanych je hereditirna porucha, ktord sa
prejavuje pri celkovej anestéze halotanom (2-bromo-2-chloro-1,1,1-trifluoretan) alebo
po podani depolarizacného relaxantu sukcinylcholinu. Prejavuje sa rigiditou kostrovych
svalov, predovietkym svalov koncatin, zrychlenim srdcovej ¢innosti, jeho arytmiou,
dychacimi tazkostami a kon¢i smrfou v ddsledku insuficiencie srdca, obli¢iek, pripadne
poskodenim mozgu (Sybesma a Eikelenboom, 1969; Mc Loughlin, 1977; Kalow,
1978; Harriman, 1988). Také isté priznaky moZno pozorovat aj v priebehu stresového
syndrému osipanych (PSS — porcine stres syndrom). Mitchell a Heffron (1980)
a Tarasov (1982) vo svojich stibornych pricach popisuji pri PSS ochabnutie svalstva

chvosta, dychacie taZkosti, zrychlenie dychania a srdcovej ¢innosti, najprv blednutie,
~ potom sdervenenie a nakoniec cyanézu koze. Pritom sa prudko zvy$uje teplota tela,
dostavuje sa stuhlost svalov a kolaps. Zviera hynie v Soku.

Pri 60 az 70 9%, prasiat nichylnych na stres vznikd po ich zabiti midso PSE (Tara-
sov, 1982). Podobne je tomu aj pri mése naprostej vi¢Siny zvierat postihnutych syndré-
mim malignej hypertermie.

Medzi jednotlivymi syndrémami existuje bezprostredny vztah v smere PSS —
— SMH — PSE. Syndrém malignej hypertermie i stresovy syndrém sprevidzaja
poruchy metabolizmu, centrilneho i periférneho nervového systému, zmeny hladiny
horménov a iné zmeny. Pozornost sa sustreduje najmid na svalovii sustavu, lebo len
svalstvo je schopné v krétkej dobe vyprodukovat velké mnoZstvo tepla, laktitu a sérovej
kreatinkinizy. Tento myogénny aspekt sa spéja so vzostupom koncentricie Ca2+ v sarko-
plazme.
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Glykogén v kostrovom svale predstavuje vyznamny zdroj energie, ktord sa v procese
glykolyzy uvoliiuje jeho rozkladom. Embdenovou - Meyerhofovou cestou. Uloha glyko-
génu ako ddlezitého zdroja energie je znima uz davnejSie (Hultman, 1967; Sherman,
1983). V procese glykolyzy sa vytvara laktat, tvorba ktorého mé za néasledok pokles pH.

PretoZe tieto procesy su velmi ddlezité pre vyvoj kvality médsa najmd pocas jeho
premien v postmortilnom obdobi, pristipili sme k sledovaniu priebehu glykolyzy
vo svaloch ofipanych postihnutych syndrémom malignej hypertermie a u osipanych
zdravych. TieZ sme sledovali, ako vplyva zataZ pred pordZkou na priebeh glykolyzy vo
svaloch oboch skupin zvierat.

MATERIAL A METODA

V préici sme pouzili osem os$ipanych, ktoré pri halotanovej anestéze reagovali malignou hyper-
termiou (H*). Z nich sme péit oSipanych pordzali po $etrnom zaobchadzani a oddychu (H*n) a tri
ofipané sme vystavili zatazi (H*s).

Ako kontrolu sme pouzili 11 o$ipanych rezistentnych vo¢i malignej hypertermii, ktoré pri
testovani halotanovou anestézou reagovali negativne (H~), tri z nich sme pred porazkou vystavili
z4tazi (H-s), osem sme pordzali po Setrnom zaobchddzani a oddychu (Hn).

Zitaz u oboch skupin spocivala v neSetrnom nahdnani na pordZkovu linku a v trojndsobnom
elektrickom $oku napitim 220 V v trvani 0,5 sekundy.

Vzorky pre analyzy sme odoberali z m. longissimus thoracis a analyzovali sme ich v &asoch 15,
75 minut a 6 hodin post mortem. K pokusom sme pouzili krizencov F2 generacie plemien landrase
X durok. Zvieratd sme porazali vo veku 180 dni pri priemernej zZivej hmotnosti 100 az 110 kg.
Osipané boli kfmené Standardnym krmivom.

Pre stanovenie typov svalovych vlidken sme pouzili reakciu pre dokaz sukcinatdehydrogendzy
(SDH; sukcindt: akceptor oxidoreduktdza, E.C.1.3.99.1). Princip reakcie je zaloZeny na redukcii
tetrazoliovych soli, ktoré st rozpustné vo vode a malo zafarbené. Pri ich redukcii vznikd nerozpustny
farebny formazan.

Pre dokaz glykogénu sme pouzili PAS reakciu (Vacek, 1974). Obsah glykogénu vo svaloch
sme stanovili podla metodiky, ktora vypracoval Korec (1967).

Metodika stanovenia laktdtu je zaloZend na kolorimetrickom stanoveni produktov nasledov-

nyich reakeii: laktatdehydrogenaza
L — laktit + NAD* = pyruvat + NADH + H*
alaninaminotransferaza
pyruvat + L-glutamit = L-alanin + «-oxoglutarit

Pre stanovenie sme pouzili test “Test-Combination Lactate fully enzymatic’’ fy Boehringer.

pH sme merali digitdlnym pH metrom fy Radelkis s kontaktnou kombinovanou argentchlori-
dovou a sklenou elektrédou fy Ingold. Vzorku svalu sme narezali malym rezom do hibky asi 1,5
cm a v tomto mieste sme vsunuli do reznej rany elektrédu tak, aby bola v dokonalom kontakte
s tkanivom. pH sme merali na rozdiel od vy$sie uvedenych ¢asovych intervalov Castejsie, t.j. 15,
35, 55, 75, 105 minut, 6 a 24 hodin post mortem, v kazdom ¢asovom intervale paralelne na dvoch
miestach.

Z nameranych hodnot v jednotlivych experimentoch sme vypoditali stredné hodnoty, smero-
dajni odchylku a variaény koeficient v percentich. Stredné hodnoty sme porovnivali pirovym
t-testom.

VYSLEDKY

Vysledky histochemického stanovenia typov svalovych vldken pomocou reakcie
na sukcinatdehydrogendzu v m. longissimus thoracis (MLT) uviddzame na obr. 1. Tento
sval pozostava zo vSetkych troch typov svalovych vlidken. Ich distribilicia pozorovani
na prienom reze je pravidelnd tak, Ze na periférii snopcov su vlidkna biele, v centre
snopcov su vldkna Cervené, resp. intermedidrne. Pri analyze ich zastipenia sme zistili,
Ze v naSich pokusnych skupinich sa vyrazne nelisia (tab. I). OSipané, ktoré reagovali
na halotanovii anestéziu malignou hypertermiou majui v priemere rovnako hrubé svalové
vldkna (87,8 +- 3,6 um) ako osipané s negativnou reakciou (87,0 4 6,1 um).
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I. Zastipenie poctu a podiel plochy jednotlivych typov svalovych vldken na priereze MLT osipa-
nych H- a H* — The number and the area of individual types of muscular fibres in the MLT
cross-section in H- and H* pigs

Pocet [%] Plocha [%]
Skupina
AR aR aW BR aR aW
X+ s| 17,0 + 6,4 10,6 - 3,4 72,4 - 17,8 13,5 + 6,3 9,5 4+ 4,0 77,0 4- 8,4
H,.
v 37,4 32,7 10,4 46,9 42,0 11,0
X +s| 17,6 + 3,8 9,9 + 2,6 | 72,5 4 4,6 | 15,0 + 2,8 9,1 + 2,1 | 75,9 - 3,6
H+
v 21,6 25,0 6,3 18,7 23,1 4,7

1. PrieCny prierez MLT; aW - biele, aR - inter-
100

medidrne, SR - Cervené vldkna; usecka =

pm (SDH) — MLT in cross-section; aW -
white, aR - intermediary, fR - red fibres; line
segment = 100 um (SDH)

1I. Zmeny obsahu glykogénu v umol.g-1! Eerstvého svalu oSipanych v MLT post mortem — Post
mortem changes in the glycogen content in umol per g fresh muscle of pigs — MLT

Cas
Skupina
15 min 75 min 6h
X +s| 1946 + 3,12 18,02 + 1,81 5,50 + 1,59
H~ bez zitaze
v 16,03 10,04 28,91
4+ sl 17,26 + 1,47 15,60 +4- 2,54 4,06 + 1,98
H"~ po zitazi
v 8,52 16,28 48,77
¥+ s| 14,33 + 2,71 10,87 + 2,52 5,33 + 1,17
H* bez zitaze
v 18,91 23,18 21,95
X4+ s| 14,56 4 3,42 9,58 + 2,28 3,85 + 0,76
H+* po zatazi
v 23,49 23,80 19,74

VETERINARN! MEDICINA — 1990

405




L apl/s

Ammmmmm e mm 4 2. Zmeny obsahu glykogénu a lak-
804 227, gt T S, o tRE M L2 A taitu v MLT post mortem — Post
J it _---§  mortem changes in the contents of
i W RS EeT glycogen and lactate in MLT
601 & - = :::f"“/
50 ,:,’3' A
40 gs"'/
301
20
) N
1 . - S
15 75 min 6h

Hn ® —— @ glykogén, ®——— @ laktit; H*n 4 —— A glykogén, A—-—-A laktdt; H-s O——O
glykogén, O—=~-0 laktat; H*s A——A glykogén, A———A laktit (plati i pro obr. 4)

3. Prietny prierez MLT. PAS reakcia; de-
plécia glykogénu v bielych vldknach (3ipka),
v ¢ervenych vldknach (dvojitd §ipka); usecka =
= 100 um — MLT in cross-section. PAS
reaction; glycogen depletion in white fibres
(arrow), in red fibres (double arrow); line
segment = 100 xm

4. Zmeny pH v MLT pra-

=7 i i
1 siat v priebehu 24 hodin
post mortem — Post mortem
I char_lges in MLT of pigs
CEFE A Osmn 3 0 B TN 24 houn

Vysledky stanovenia glykogénu a laktitu uviddzame v tab. II a na obr. 2. Ako vidno
v tab. II hodnoty glykogénu v ¢ase 15 minit post mortem u o$ipanych skupiny H* si
niz8ie ne# hodnoty glykogénu oboch skupin H-. Statisticky vyznamny rozdiel pozoru-
jeme medzi skupinami H+ a H~ bez zitaZe. Pocas $iestich hodin post mortem dochidza
u vietkych skupin k vyraznému poklesu hodnét glykogénu. Jeho hodnoty v tomto &ase
dosahuju asi 25 9, z hodnot, ktoré sme zistili v ¢ase 15 minut post mortem a st priblizne
rovnaké u vietkych sledovanych skupin.

K deplécii glykogénu dochddza vo vSetkych troch typoch svalovych vldken. Ako sme
to mohli pozorovat pri hodnoteni PAS reakcie (obr. 3), vicSie zdsoby glykogénu ostavaji
v Cervenych a intermedidrnych vldknach, kym z bielych vlaken sa glykogén strica uz
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III. Zmeny obsahu laktitu v gmol.g™1 &erstvého svalu ofipanych v MLT post »ortem — Post
mortem changes in the lactate content in ;zmol per g of fresh muscle of pigs — MLT

Cas
Skupina
15 min 75 min 6 h
X +s| 30,36 + 5,48 | 50,13 + 12,08 | 74,71 + 12,47
H- bez zitaze
v 18,06 24,09 16,69
x4+ s! 34,99 + 9,91 | 54,61 4+ 10,80 | 72,00 + 14,21
H- po zitazi
v 28,32 19,78 19,74
X +s| 61,96 -1 20,06 | 77,26 4 6,15 | 79,47 + 12,14
H* bez zétaze
v 32,36 7,96 15,28
¥+ s| 66,21 - 11,17 | 84,99 + 9,27 | 86,87 + 12,09
H* po z4tazi
v 16,87 10,91 13,92

za 15 minut po zabiti. Nie je to viak pravidlom, lebo vo svaloch jednotlivych zvierat
existuje pomerne velkd variabilita. Ani intenzita reakcie v jednotlivych vldknach toho
istého typu nie je rovnaki. Tak mdZeme vidiet vedla seba napr. biele vldkna, kde v jed-
nom do$lo k uplnej deplécii glykogénu a PAS reakcia je negativna, ale v susednom
vldkne je intermedidrna.

Vo svaloch zvierat senzitivnych voci halotanu sme pozorovali vo vicSine pripadov
depléciu glykogénu v bielych vldknach, potom vo vldknach intermedidrnych, kym v éer-
venych boli zasoby glykogénu vicSie. Vo svaloch zvierat rezistentnych voci halotanu sa
Castejsie vyskytovala intenzivnejsia reakcia v bielych vliknach. Zitaz pred porizkou
depléciu glykogénu v bielych a intermedidrnych vliknach zvysila.

Z vysledkov stanovenia laktitu, uvedenych v tab. III a obr. 2 vyplyva, Ze v Case
15 minit post mortem obsahuju svaly ofipanych nichylnych na syndrém malignej hyper-
termie asi dvojnisobné mnozZstvo laktitu v porovnani s ofipanymi s negativnou reakciou
na halotan.

Hodnoty pH, ktoré uvddzame na obr. 4 v ase 15 mintt post mortem su najvyssie
u skupiny H~ bez zitaZe, potom Kklesaju v poradi H- po zatazi, H* bez zitaZe a H* po
zataZzi, Zataz nevplyva §tatisticky vyznamne na hodnoty pH v rdmci skupin s negativnou
reakciou na halotan. K S$tatisticky vyznamnému poklesu vSak dochiddza vo svaloch
zvierat H+ po zéfaZi v porovnani so zvieratami H* bez zéifaZe. Statisticky vyznamny .
pokles pozorujeme aj pri porovnani zvierat H- bez zitaze a H* bez zitaZe.

Vo svaloch osipanych nichylnych na syndrém malignej hypertermie dochiddza teda
k rychlej$iemu poklesu hodnot pH. ZataZ rychlost poklesu este zvysuje.

pH vsetkych skupin dosahuje v ¢ase 24 hodin posz mortem priblizne rovnaké hodnoty.

DISKUSIA

Z vysledkov price vyplyva, Ze glykolyza prebieha rychlejsie u osipanych nachylnych
na syndrém malignej hypertermie neZz u zdravych oSipanych. Pozorujeme tu rychle;jsi
pokles hodnot glykogénu, rychlej$i ndrast hodnot laktitu a tiez s tym suvisiaci rychlejsi
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pokles hodnot pH. K podobnym ziverom dospeli Kastenschmidt a i. (1968), ktori
napr. uz v ¢ase tri minuty post mortem stanovili vo svale ofipanych zdravych 30 aZ 40
umol laktitu v grame Cerstvého svalu, kdeZto u oSipanych nichylnych na syndrém
malignej hypertermie hodnoty laktitu v tomto ¢ase dosahovali 60 xmol v grame svalu.
Rychlejsie pokles u ofipanych postihnutych syndrémom malignej hypertermie popisuju
aj Bendall a i. (1963), ktori zistili aZ dvojndsobne vysSiu rychlost poklesu pH u oSipa-
nych postihnutych tymto syndrémom.

Z4taz, ktorej boli vystavené osipané bezprostredne pred porazkou, urychluje priebeh
glykolyzy u ofipanych postihnutych syndréomom malignej hypertermie, u o$ipanych
zdravych sme zrychlenie priebehu glykolyzy nepozorovali. K aktivacii procesu glykolyzy
u oipanych postihnutych syndrémom malignej hypertermie dochddza v désledku zvyse-
ného uvolfiovania iénov Ca?t zo sarkoplazmatického retikula, v désledku ¢oho dochidza
ku kontrakcidm svalov, tvorbe tepla za sucasnej aktivicie fosforylazy b kindzy (Mitchel
a Heffron, 1980), ktora stimuluje proces glykolyzy.

V poslednom obdobi bola vypracovana teéria (Cheah, 1984; Cheah a i., 1986),
podla ktorej mozno zvySenu hladinu Ca2* pripocitat vysSej aktivite fosfolipazy As.
Tento enzym v mitochondridch zodpoveda za zvySené uvolfiovanie mitochondridlneho
Ca?+, ZvySené vyluCovanie Ca%* z mitochondrii a zvy$end tvorba a vyluCovanie mast-
nych Kkyselin tvoriacich sa z mitochondridlnych fosfolipidov vyvolavaju vyplavenie
sarkoplazmatického Ca2+ do cytoplazmy. Tieto iény sa uvoliiuji bud v désledku Ca2+
indukovaného uvolfiovania, alebo indukciou mastnymi kyselinami, ktoré inhibuja
schopnost sarkoplazmatického retikula viazat Ca2+ zo sarkoplazmy. Za zvySenie aktivity
fosfolipdzy As zodpoveda vysSia tvorba kalmodulinu, ktori moZno pozorovat v mito-
chondriich svalov postihnutych jedincov.
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YIrPWUH, M. (HayuyHo-uccneposaTenbCkUii MHCTUTYT XMBOTHOBOACTBa, Hutpa): lMocnecmepr-
Hblii MeTaGONU3M FMIOKOreHa Mbll Yy 340POBbIX M NMOPaXEHHbLIX CHHAPOMOM 3M10KayeCTBEeH-
HOW runeptepmuu cauHein. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 403-409.

Mpocnexusanu 3a XOAOM rNIOKONU3a NOCNE CMEPTU CBMHEH KaK 340POBbIX, TaK U MOPaxXeH-
HbIX 3TUM CHHAPOMOM. [NIOKO3 y NOCNeAHWX CMEUeH BO BPEMEHW U HauuHaeTCs paHbuie,
YemM B Mblllax YCTOWMUMBBIX XWBOTHbIX. O6 3TOM CBHMAETENbCTBYIOT MOHWXEHHbIE YPOBHHM
rnloKoreHa U pH, noBbllieHHble 3HaueHWs naktaTa uepes. 15 MWUH. nocne 3a6os 3TOW rpynnbl.
B Mblwiyax nopaxeHHbIX CMHAPOMOM CBMHEW Harpyska nepej 3a60eM YCKOpPSeT X0A riio-
KOnu3a, 3To npoOABASeTCs, rNaBHbIM 00pa3oM, YCKOPEHHbIM pOCTOM COAEpXaHHs nakTaTa
M YCKOPEHHbIM MOHUXEHHMEM PH BO BCe npocnexuBaeMmble OTPE3KW BpeMeHW. Y yCTonuu-
BblX CBMHEH 3aMETHOro YCKOPEHWs TNI0KoNu3a He oTMeueHo. Jenneuus ralokoreHa Hab6nio-
AaeTCs B 06eux rpynnax BO BCEX TPEX TUNax MbIWEUHbIX BONOKOH, a HauGonbuwas yG6binb
— B 6Genbix BONOKHAaX.

CBUHbA;, CHHAPOM 3/10KaYeCTBEHHOMN TUNEepTepMUHU; MbllLUEeUYHble BO/NOKHA; MNOCNECMEPTHbIKN
rnKonun3

UHRIN, P. (Research Institute of Animal Production, Nitra): Post-mortal metabolism of glycogen
in the muscles of healthy pigs and pigs with malignant hyperthermia syndrome. Veter. Med. (Praha),
35, 1990 (7): 403 —409.

Post mortem glycolysis patterns were investigated in healthy pigs and in pigs with malignant hyper-
thermia syndrome (MHS). The beginning of glycolysis in the muscles of MHS-sensitive pigs is
shifted, it is earlier than in the muscles of MHS-resistant animals. This earlier beginning is docu-
mented by lower glycogen values, higher lactate values, and also by the lower pH value as soon as
15 minutes after the slaughter of animals in this group. In the muscles of pigs with malignant hyper-
thermia syndrome the process of glycolysis is accelerated by the pre-slaughter stress. This is de-
monstrated first of all by a faster increase in the lactate content and by a faster decrease in the pH
value in all periods of investigation. No discernible acceleration in the glycolysis pattern following
the stress was observed in the MHS-resistant pigs. Glycogen depletion occurred in both groups of
animals in all three types of muscles, the highest loss was recorded in white fibres.

pigs; malignant hyperthermia syndrome ; muscular fibres; post mortem glycolysis

UHRIN, P. (Forschungsinstitut fiir Tierproduktion, Nitra): Postmortaler Glykogenstoffwechsel
der Muskeln gesunder und durch das Syndrom der malignen Hyperthermie betroffener Schweine. Veter.
Med. (Praha), 35, 1990 (7): 403 —409.

In der Arbeit untersuchten wir den Verlauf der post mortem-Glykolyse bei gesunden und durch das
Syndrom der malignen Hyperthermie betroffenen Schweinen. Die Glykolyse ist in Muskeln der zu
diesem Syndrom anfilligen Schweine zeitlich verschoben, d.h. sie beginnt frither als in Muskeln
der gegeniiber diesem Syndrom resistenten Tiere. Dies bezeugen die niedrigeren Glykogenwerte,
hohere Laktatwerte sowie ein niedrigerer pH-Wert bereits binnen 15 Minuten nach der Schlacht-
ung in der Gruppe dieser Tiere. In Muskeln der durch das Syndrom der malignen Hyperthermie
betroffenen Schweine beschleunigt eine Belastung vor dem Schlachten den Verlauf der Glykolyse.
Dies kommt vor allem durch eine raschere Erh6hung des Laktatgehalts und rascheren Riickgang des
pH zu allen untersuchten Zeitpunkten zum Ausdruck. Bei den zu diesem Syndrom nicht anfilligen
Schweinen konnten wir eine markantere Beschleunigung des Glykolyseverlaufs nach einer Belastung
nicht verzeichnen. Zu einer Glykogendepletion kommt es bei den beiden Tiergruppen in allen drei
Typen der Muskelfasern, die hochste Abnahme war jedoch in den weiflen Muskelfasern zu beo-
bachten.

Schweine; Syndrom der malignen Hyperthermie; Muskelfasern; Glykolyse post mortem

Adresa autora:

Ing. Pavel Uhrin, Vyskumny ustav zivoc¢i$nej vyroby, Hlohovska 2, 949 92 Nitra
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REZIDUA INHIBICNICH LATEK VE TKANICH JATECNYCH ZVIRAT —
POROVNANI MIKROBIOLOGICKYCH METOD AGAROVE DIFUGZE

J. Hrdlitka

HRDLICKA, J. (Statni veterinirni tstav, Jihlava): Rezidua inhibicnich ldtek ve tkdnich
jateénych zvifat — porovndni mikrobiologickych metod agarové difiize. Veter. Med. (Praha),
35, 1990 (7) : 411—418.

Byly porovniny tii mikrobiologické metody agarové diftize pro zji$tovéni rezidui inhibi¢nich
latek: Metoda s kmenem Bacillus subtilis ATCC 6633 (B. s. 6633), metoda s kmenem Bacillus
stearothermophillus v. calidolactis C 953 (B. s. v. c. 953) a ¢tyfplotnovd metoda. Srovndvanymi
metodami byly stanoveny minimalni inhibi¢ni koncentrace pro standardni roztoky antibiotik
a sulfadimidinu. Ve vzorcich tkédni lé¢enych a nutné porazenych jate¢nych zvirat byly deteko-
vany inhibi¢ni l4tky soubé&Zné tfemi srovndvanymi metodami. V indikovanych piipadech byla
provedena identifikace inhibi¢ni ldtky elektroforézou a chemickymi metodami. Ze zjiiténych
vysledkti vyplyva: 1. Metoda s B.s. 6633 je nejméné citlivd na rezidua inhibi¢nich l4tek.
2. K detekci rezidui vétsiny sledovanych antibiotik jsou metody s B. s. v. ¢. 953 a ¢étyfplotnova
metoda zastupitelné. V pripadé rezidui penicilinu je vhodnéj$i metoda s B. s. v. ¢. 953, pro
tetracyklinova antibiotika je to ¢tyfplotnovd metoda. 3. Rezidua sulfadiridinu detekuje
pouze étyfplotnova metoda. 4. Ctyfplotnovd metoda umozZiuje orientaéni skupinovou identi-
fikaci antibiotik a sulfonamidt. 5. Pro zjiStovani rezidui chloramphenicolu je detekéni limit
mikrobiologickych metod nedostaujici a je nutno pouzit fyzikdlné chemické metody.

rezidua inhibi¢nich ldtek; srovnani mikrobiologickych metod

Ve veterinidrni mediciné jsou Siroce pouziviny latky s antimikrobidlnim ucinkem.
Vzhledem ke zdravotnim rizikim u konzumenta, negativoimu dopadu na Zivotni pro-
stfedi i technologickym problémim ve vyrobé je stile nutné zvySovat ucinnost kontroly
surovin a potravin ZivociSného ptivodu na pfitomnost téchto litek.

Prehled fyzikilné chemickych a biologickych metod zjiSfovani antibiotik uvadi
Ploczekovi (1983). Z biologickych metod se v laboratorni praxi nejcastéji uplatiiuji
mikrobiologické metody agarové diftize, pouZivaji se rizné testalni bakteridlni kmeny
pfi ruznych podminkich a postupech. Udaje o citlivosti jednotlivych metod k reziduim
antibakteridlnich litek publikovali Pi¢manova4 aj. (1974), Fabiansson a Rutegard
(1979), Nouws (1981), Acs a Simonffy (1984), De Zutter aj. (1985), Tritschler
aj. (1987), Nouws ajg(1988) a dali.

Cilem price bylo srovnéni tfi mikrobiologickych metod:

1. metoda s testaénim kmenem Bacillus subtilis ATCC 6633,
2. metoda s testaénim kmenem Bacillus stearothermopillus v. calidolactis C 953,
3. ¢tyfplotnova metoda.

Dile to bylo zjiSténi detekéni citlivosti metod ke standardim antibakteridlnich
latek i k reziduim téchto litek ve tkénich jateCnych zvifat. Na zédklad€ ziskanych vy-
sledkii byly vyvozeny zavéry pro pouZiti jednotlivych metod v laboratorni praxi.

MATERIAL A METGDY

Pro stanoveni minim4lnich inhibi¢nich koncentraci MIC byly pouzity standardni roztoky anti-
mikrobidlnich latek: :
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Benzylpenicilan draselny (PNC) Chloramphenicol (CHL)

Streptomycin sulfat (STM) Chlortetracyklin chlorid (CTC)
Dihydrostreptomycin sulfait (DH-STM) Oxytetracyklin base (OTC)
Erythromycin (ERY) Monensin (M)

Tylosin base (TYL) Sulfadimidin (SU)

Neomycin sulfit (NEO)

PNC — n. p. Spofa, TYL — VUBVL Jilové u Prahy, SU — USKVBL Brno, CHL — fy Sigma
USA, M — El Lilly and comp. USA, ostatni antibiotika — ndrodni referen¢ni standardy IHE
Praha. Redéni standardnich roztoki ve fosfatovych pufrech, popt. v destilované vodé uvadi Fugate
(1974) a Urbé4skova aj. (1985).

Testa¢ni bakteridlni kmeny:

Bacillus subtilis ATCC 6633 (B.s. 6633) Bacillus subtilis BGA (B.s. BGA)
Bacillus stearothermophillus v. calidolactis Micrococcus luteus ATCC 9341 (M. 1. 9341)
C 953 (B.s.v.c. 953) Bakteridlni kmeny byly ziskdny z IHE Praha.

Mikrobiologické metody agarové diftize:

Metoda s kmenem B. s. 6633 a metoda s kmenem B. s. v. ¢. 953 byla pouzita podle publikace Proza-
timni dopliiky veterindrnich laboratornich vysetfovacich metodik, 1982. Ctyfplotnovou metodu
popisuji Bogaerts a Wolf (1970).

POSTUP STANOVENI MIC

Pro kazdou antibakteridlni latku byla sestavena rada Sesti az osmi fedéni, aby alespon dvé
nejnizsi byly pod predpoklddanou hodnotou MIC. Do Cerstvé pfipravenych testa¢nich ploten bylo
umisténo pét kovovych vélecku (nerez ocel, vnéjsi prumér 9 mm), do kazdého bylo napipetovano
0,1 ml roztoku. Pro jedno fedéni bylo pouzito 20 véale¢kt. Po odpovidajici inkubaci byly zméreny
inhibi¢ni zény. Z takto ziskanych 20 hodnot pro kazdé redéni byly vypocteny aritmetické pruméry.
Za MIC byla vzata takova koncentrace, kterd vytvorila inhibi¢ni zénu 2 mm a vice. Pro kazdé sta-
noveni byla provedena negativni kontrola s rozpoustédlem.

K praktickému ovéfeni citlivosti metod na antibakteridlni litky byly pouzity vybrané vzorky
tkani lé¢enych a nutné porazenych jate¢nych zvifat — svalovina a ledvina, pripadné jatra. Vzorky
byly vySetifeny soubézné srovndvanymi metodami. )

Pfi pozitivnim ndlezu byla inhibi¢ni latka identifikovdna metodou elektroforézy v gelu (Tao
a Poumeyrol, 1985), k autobiografické detekci byl pouzit nejcitlivéjsi testa¢ni kmen s odpovida-
jicim pH Zivné pudy.

V pfipadné anamnestickych tidaja signalizujicich vyskyt rezidui chloramphenicolu byla k jeho
prukazu pouzita spektrofotometrickd metoda (Nouws, 1978).

Rezidua sulfonamidi byla potvrzena chromatografickou metodou HPLC (Honzlova,
1987), tato metoda soucasné stanovila také rezidua chloramphenicolu.

VYSLEDKY

Vysledky stanoveni MIC standardnich roztoki antibakteridlnich latek obsahuje
tab. I. Tab. II srovnava vysledky vySetfeni vzorkt tkdni lé¢enych a nutné porazenych
jateénych zvifat. V tab. III jsou uvedeny vysledky vySetfeni gybranych pozitivnich
vzorkii mikrobiologickymi metodami a elektroforeticka identifikace antibakteridlni
latky. Vysledky vySetieni pfi deklarovaném pouZiti CHL mikrobiologickymi metodami,
elektroforézou a chemickymi metodami shrnuje tab. IV.

DISKUSE

Srovnidvanymi metodami byly stanoveny MIC sledovanych antibakteridlnich litek
(tab. I). Z tabulky vyplyva mala detekéni citlivost metody s kmenem B. s. 6633 ke viem
sledovanym antibiotikiim, metoda nedetekuje sulfadimidin.

Srovnatelné literarni udaje pro metodu s B. s. 6633 nejsou k dispozici. Orientani
citlivost tohoto kmene uvadi Kas$ova (1973), MIC pfi detekci inhibi¢nich litek, tzv.
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I. Minimdlni inhibi¢ni koncentrace (v pg.ml-1), u PNC v m. j..ml"1!) — Minimum inhibitory
concentrations (in #g.ml~1, in PNC in i. u. per ml)

B. subrilis B. stearothermo- Ctyiplotnova metoda
6633 phillus v. calidolactis
C 953 P, P2 P P4
PNC + 1,0 0,007 0,03 0,060 0,015 0,030
STM 4,0 1,000 4,00 1,000 | + 8,000 1,000
DH-STM 8,0 0,500 4,00 1,000 + 8,000 1,000
ERY 2,0 0,250 0,50 0,125 0,015 0,125
TYL + 8,0 1,000 8,00 4,000 0,500 4,000
NEO + 8,0 0,500 8,00 2,000 8,000 4,000
CHL + 10,0 -+ 10,000 10,00 5,000 10,000 5,000
CTC ‘ 0,5 2,000 0,03 0,060 0,500 0,060
oTC 2,0 4,000 0,25 0,500 2,000 0,250
M + 8,0 2,000 4,00 1,000 |+ 8,000 4,000
SU +200,0 +200,000 100,000 |100,000 | 200,000 1,000
P, — B.s. BGA, pH 6 Ps — B.s. BGA, pH 7,2 + trimethoprim
P> — B.s. BGA, pH 8 - MIC je vétsi nez hodnota uvedend

P3 — M. 1. 9341, pH 8

»Arla microtestem* (metodiky IDF, 1984), jsou uvedeny pro mléko. Vysoka citlivost
tohoto kmene metodami STOP a LAST testd (Tritschler aj., 1987) je vysledkem
odli¥né metodiky i zptisobu vySetfovani tkini jate¢nych zvifat.

Z tab. I je zfejmé extrémni detekéni citlivost metody s B. s. v. ¢. 953 k reziduim
penicilinu, sulfadimidin neni detekovdn. Relativné men3i citlivost k tetracyklinovym
antibiotikiim, ve srovnéni s &tyiplotnovou metodou, je patrné vlivem pH Zivné pidy
(Fabiansson a Rutegard, 1979; Haapoja aj., 1984). Pro testa¢ni kmen B. s. v. ¢. 953
uvadéji MIC Fabiansson a Rutegard (1979), piehled vysledkd z rtznych pramend
uvadi Piémanova4 aj. (1974) — v tomto piipadé se jedné o vysledky stanovené fedénim
antibiotika v mléku:

Fabiansson a Rutegard Pi¢manovi
pH 6 pH 7,4
PNC 0,001 0,002 0,006 0,1 0,002 0,002
STM — — 2,5 0,15 1,0 4,0
DH-STM 6,0 0,6 - - — —
ERY - - 2,0 - — —
TYL 0,06 0,06 — - - -
NEO 1,0 0,1 +5,0 0,5 30,0 3,0
CHL 1-10 4,0 +5,0 0,15 10,0 5,0
CTC 0,06 2,0 5,0 0,15 0,3 0,2
OTC 6,0 6,0 +5,0 0,15 0,3 0,2
SU 10—100 10—-100 — — — —

Hodnoty MIC uvedeny v ug.ml-1, u PNC v m. j. . ml-1
+ MIC je vétdi neZ hodnota uvedend
— 1udaj neuveden
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Vzhledem k odliSnym metod4m stanoveni MIC je srovnini s citovanymi udaji pouze
orientacni.

Tab. I uvidi dile hodnoty MIC stanovené ¢tyiplotnovou metodou. Na PNC je
nejcitlivéj$i testaéni kmen M. 1. 9341 (Ps) a B. s. BGA pii pH Zivné ptdy 6,0 (P1). Pro
skupinu aminoglykosidovych antibiotik je to B. s. BGA s pH 8,0 (P2), makrolidovéa
antibiotika vyrazn& inhibuji testovany kmen M. . 9341 (P3). Na skupinu tetracyklino-
vych antibiotik je nejvhodnéjsi kmen B. s. BGA s pH 6,0. Zjist¢né hodnoty pH pro
optimélni aktivitu antibiotik odpovidaji idajiim, které publikoval De Zutter aj. (1985).
Testatni plotna s B. s. BGA pii pH Zivné pidy 7,2 s obsahem trimethoprimu (Py)
jako jedini detekuje sulfadimidin. Pf¥idavek trimethoprimu neméni nebo zvySuje de-
tekéni citlivost testaéniho kmene k antibiotikim (Bogaerts aj., 1981).

Srovnatelné vysledky stanoveni MIC ¢tyfplotnovou metodou uvadi Acs a Simonfy
(1984), De Zutter aj. (1985) a Nouws (1981):

Acs a Simonfy De Zutter aj. Nouws

PNC 0,03 P2, P3 0,1 Py, Ps 0,006
STM 0,3 P2 1,5 P2 0,25
DH-STM - — 0,4 P2 0,25
ERY — — 0,03 P3 0,2
TYL 0,07 Ps3 0,5 P3 0,1
NEO 1,25 Po, Py 0,3 Pa 0,1
CHL - — ’ 12,5 Py, P2, Py 5,0
CTC — — — — 0,05
OTC 0,3 P1, Py 1,0 P, 0,25
M 0,07 Py - - —_
SU 0,3—-1,2 Py — — 0,3

Hodnoty MIC uvedeny v zg.ml-1, u PNC v m. j..ml"1

Nouws uddvéd v pug.g=1, u PNC v m. j..g"1; za hodnotami uvedena nejcitlivéjsi plotna, Nouws
neuvadi
— udaj neuveden

MIC pro sulfadimidin &tyfplotnovou metodou uvadéji Van Schothorst aj. (1978) —
0,5 ug.g™1 (Pa).

PrestoZe metodika ctyfplotnové metody je standardizovana, jsou rozdilné vysledky
MIC ve srovnani s literdrnimi tdaji. Pfi¢inu je mozZno spatfovat v odlisné biologické
aktivité standardd antibakteridlnich latek, v rozdilném zptsobu pfipravy jejich roztok,
v riznych metodach vlastniho stanoveni MIC i v jiném zptisobu interpretace vysledki.
I pfes rozdilnost hodnot MIC vzhledem k citovanym tidajiim, dochézi ke shodé v druhu
testacni plotny nejcitlivéj§i na jednotlivé antibakteridlni latky. Tohoto faktu je mozné
vyuzit pro orientaéni skupinovou identifikaci antibiotik a sulfonamidd (kromé piipada
pouZiti kombinace nékolika antibakteridlnich litek).

Z tab. I vyplyv4, Ze mikrobiologické metody nejsou vhodné pro detekci rezidui
chloramphenicolu. Pro zvySeni detekéni citlivosti je moZné pouZit mikrobiologickou
metodu s u¢inkem beta-glukuroniddzy (Bogaerts aj., 1984; Korkeala a MiKki-
-Petidys, 1984) nebo nékterou z fyzikilné chemickych metod.

Dile bylo provedeno vySetfeni rezidui inhibi¢nich latek ve vzorcich tkéni 1é¢enych
a nutné poraZenych zvifat soubézné tfemi porovnivanymi metodami. Z tab. II je zfejma
nejmensi zdchytnost metodou s B. s. 6633, nejvyssi pocet pozitivnich nélezli vykazovala
¢tyfplotnova metoda.

Vysledky uvedené v tab. III potvrzuji pfedpoklady ziskané stanovenim MIC
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II. Vysledky vySetfeni vzorka tkdni 1é¢enych a nutné poraZenych jateénych zvifat — The results
of examination of tissue samples of medicated and emergency-slaughtered animals

Vysetfeno Pozitivni Negativni
celkem vzorku vysledek vysledek
B. subtilis 6633 93 (100 %) 25 (23,2 %) 68 (76,8 %
B. stearothermophillus
v. calidolactis 953 93 (100 %) 58 (62,3 %) | 35 (37,7 %)
Ctyfplotnova metoda 93 (100 %) 63 (67,7 %) 30 (32,3 %)

antibakteridlnich latek. Metoda s kmenem B. s. 6633 nedostatecné detekuje vSechny
sledované antibakteridlni latky, nejlépe detekuje rezidua PNC, popf. kombinaci PNC
a STM. Pro zjistovani rezidui tetracyklinovych antibiotik je vhodnéjsi ¢tyfplotnovd me-
toda. K detekci ostatnich sledovanych antibiotik jsou metody s kmenem B. s. v. ¢. 953
a Ctyfplotnovd metoda zastupitelné. Z 12 vzorkl pozitivnich pouze metodou s B.s. v. c.
953 bylo devét vzorku elektroforeticky negativnich, tzn. nebyla prokazana rezidua anti-
biotik. Tento vysledek potvrzuje citlivost kmene B. s. v. ¢. 953 na neantibiotické inhi-
bi¢ni latky (Van Os aj., 1975; Haapoja a Korkeala, 1984; Tritschler aj., 1987).

Tab. IV dokumentuje vysledky ziskané vySetfenim vzorkd, kde byl podle anamnézy
pouzity chloramphenicol. Z vysledkt vyplyva pouze relativni citlivost metody s B. s. v. ¢.
953 i Ctyfplotnové metody na rezidua chloramphenicolu, metoda s kmenem B. s. 6633
je nevhodné. Znovu byla potvrzena znaCni citlivost metody s kmenem B. s. v. ¢. 953
na PNC, popf. v kombinaci se STM. Dva pfipady stanoveni rezidui sulfadimidinu
chemickymi metodami doklddaji schopnost Ctyfplotnové metody detekovat rezidua
sulfonamida.

III. Vysledky vySetieni vybranych pozitivnich vzorki — velikosti inhibi¢nich zén [mm]
a elektroforeticka identifikace — The results of examination of selected positive samples — the
sizes of inhibitory zones [mm] and electrophoretic identification

Cilo | B subttis | e e e bt
953 P P: P3 Py
1 + 9 3 4 5 10 PNC
2 B 14 10 9 15 4 PNC
3 + 22 16 15 | 20 15 PNC
4 - 8 5 5 8 4 PNC
> . 8 STM
6 — 8—12 5 6 2 5 STM
7 - 6—8 5 11 5 9 STM
8 = 20 12 13 17 13 | PNC + STM
9 - 6 10 | 20 8 ERY
10 — 8 3—-7 0 8 tetracykliny
11 1 18 11 9 14 8 TYL
12 < 3-5 8 4 0 8 CHL

+ pozitivni vysledek vySetieni
— negativni vysledek vySetfeni
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IV. Vysledky vySetfeni vzorku tkdni pfi deklarovaném pouziti chloramphenicolu — velikosti inhibi¢nich z6n [mm], vysledek elektroforézy a stanove-
ni chemickymi metodami [mg.kg~!] — The results of examination of tissue samples at the declared use of chloramphenicol — the sizes of inhibitory
zones [mm], the result of electrophoresis and detections by chemical methods [mg per kg]

v(z‘jéill? ) B‘g gg gilix B, stazzggé‘zzzgﬁézllm Crtyiplotnové metoda filEbiecirie CSI_I;L . SUHFI‘CCHL
P, P Py P,
1 - 15 4 0 10 7 PNC — /
2 + 12 10 10 20 13 PNC + STM . = /
3 — 6 0 7 0 3 / — /
4 + 20 9 15 10 15 PNC + STM 15,0 /
5 — 3 1 2 0 2 — 2,5 /
6 — 3 5 3 0 PNC + STM 15,5 /
7 - — 4 3 3 4 / 5,2 /
8 — 10 8 15 7 12 / 7,1 /
9 - 5 0 0 0 0 / 1,7 /
10 -— 4 4 3 3 2 — 6,8 /
11 — 3 3 3 0 3 / - /
12 — 3 8 4 0 8 CHL 4,9 /
13 — 0 3 0 7 18 / — 2,15 0,19
14 — 0 0 0 0 5 / — 1,09 0,00
15 — / 0 9 0 / 20,0 /

SP CHL — spektrofotometrické stanoveni CHL

HPLC SU + CHL — chromatografickd metoda stanoveni SU a CHL
| vySetfeni nebylo provedeno

— negativni vysledek vySetfeni

+ pozitivni vysledek vy3etfeni
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FPANNUKA, WM. (FocyaapcTBeHHOe BeTepuHapHOe ynpasneHwe, Murnasa): OcTaTku WHru-
GKPYIOI.I.IMX BewecTe B TKaHAaX 60€HCKHUX MXUBOTHbBIX — CpaBHeHHe MMKPOGHOI’IOI‘HHQOKMX
MeTog0B arapoBoi guddysuu. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 411-418.

Tpu ynomsHyTbIX METOAa CPaBHWUBaNW B LENsXx OOHapyXeHWs OCTAaTKOB WHrMOUPYIOWUX Be-
uecre: metog co wrammom Bacillus subtilis ATCC 6633 (B. s. 6633); co wraMmmom Ba-
cillus stearothermophillus v. calidolactis C 953 (B. s. v. ¢. 953); ueTbipexnAUTOUHbIH
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mMeTog. C Mx nNOMOWbID ONPEeAenuIn MUHUMaNnbHble WHIUMGUUMOHHbIE KOHUEHTpauWuu Ans
CTaHAapTHbIX pacTBOPOB aHTMOGMOTUKOB W CynbaauMuauHa. B ob6pa3uax TKaHW neums-
WHXC WM BbIHYXAEHHO 3a6UTbiX XWBOTHbIX AETEKTUPOBaNU WHrUGUTOPbI BCEMWU TpeMs Me-
ToaaMW. B onpegeneHHbIx Cnyuasx UHrMOUTOPbI MAEHTUMUUMPOBANM C MOMOLLbIO 31EKTPO-
dopesa M xMMHueCkux metoaos. M3 pesynbtaToB BbiTekaeT: |. Metoa ¢ B. s. 6633 Haume-
Hee YyyBCTBUTENEH K OCTaTkaM WMHrMOUTOpoB. 2. [lna AETEKTUPOBaAHUA OCTaTkOB GONbLIWHCTBA
npocnexusaemblx aHTMOMOTUKOB MeToabl B. S. v. c. 953 M 4-NnNUTOUHbIN 38MeHUMbI. B cny-
uae OCTaTKOB NeHWUUNNMHa 6onee noaxoasuw MeTtosa ¢ B. s. v. c. 953, ans TeTpauuKnUHO-
BblX aHTUMOGMOTUKOB — 4-nauTouHblii MeToh. 3. OcTtaTku CynbdaguMuauHa AETEKTUPYET
TONbKO 4-NNWTOUHbIK METOoA, KOTOPbli 4. NO3BONSAET NPOBOAUTL U OPUEHTUPOBOYHYIO Tpyn-
NOBYI MAEHTU(MUKAUUIO aHTUOMOTUKOB M CynbdoHamugoe. 5. [Ans onpeaeneHus OCTaTKOB
xnopaMdeHUKona AETEKUUOHHbLIH NTUMUT MUKPOGUOMETOAOB HEAOCTAaTOUEH, BBUAY UEro Haao
NoNb30BaTbCA (OU3UKO-XMMHUUECKMMHU METOAAMMU.

OCTaTkKH MHrMﬁMleOu.lMX BewecTs; CpaBHeHUe MMKpOﬁMOMeTOAOB

HRDLICKA, J. (State Veterinary Institute, Jihlava): The residues of inhibitory substances in the
tissues of slaughter animals — comparison of microbiological methods of agar diffusion. Veter. Med.
(Praha), 35, 1990 (7) : 411 —418.

Three microbiological methods of agar diffusion were compared which are used to detect the re-
sidues of inhibitory substances: method using the strain Bacillus subtilis ATCC 6633 (B.s. 6633),
method using the strain Bacillus stearothermophilus v. calidolactis C 953 (B. s. v. c¢. 953), and four-
plate method. Using the compared methods, minimum inhibitory concentrations were determined
for standard solutions of antibiotics and sulphadimidine. Inhibitory substances were detected pa-
rallelly in the samples of the tissues of medicated and emergency-slaughtered animals, applying
the three compared methods. In indicated cases inhibitory substances were identified by electro-
phoresis and chemical methods. The results indicate the following: 1) The B.s. 6633 method is the
least sensitive of all to the residues of inhibitory substances. 2) For the purposes of detection of
most antibiotics under investigation, the B.s.v.c. 953 method and the four-plate method are repla-
ceable. The B. 5. v.c. 953 method is more suitable for the detection of penicillin residues, in the case
of tetracycline antibiotics it is the four-plate method. 3) Sulphadimidine residues can be detected
only by the four-plate method. 4) The four-plate method enables to make the preliminary group
identification of antibiotics and sulphonamides. 5) The detection limit of microbiological methods
is not sufficiently sensitive to determine chloramphenicol residues; that is why the physico-chemical
methods must be used.

residues of inhibitory substances; comparison of microbiological methods

HRDLICKA. J. (Staatliches Veterinirinirinstitut, Jihlava): Residuen won Inhibitionsstoffen in
Geweben der Schlachttiere — Vergleich mikrobiologischer Methoden der Agar-Diffusion. Veter. Med.
(Praha), 35, 1990 (7): 411 —418.

Es wurden drei mikrobiologische Methoden der Agar-Diffusion zur Ermittlung von Inhibitions-
stoffresiduen verglichen: die Methode mit dem Stamm Bacillus subtilis ATCC 6633 (B.s. 6633),
die Methode mit dem Stamm Bacillus staerothermophillus v. calidolactis C 953 (B.s.v. ¢. 953) und
die Vier-Platten-Methode. Anhand von Vergleichsmethoden wurden die minimalen Inhibitions-
konzentrationen fiir Standardlésungen der Antibiotika und des Sulfadimidins bestimmt. In Gewe-
beproben von behandelten und notgeschlachteten Tieren wurden die Inhibitionsstoffe parallel
durch drei Vergleichsmethoden erfait. In den indizierten Fillen wurde die Identifikation des In-
hibitionsstoffs mittels Elektrophorese und chemischer Methoden durchgefiihrt. Aus den ermittelten
Ergebnissen geht folgendes hervor: 1. Die Methode mit B.s. 6633 ist zu den Residuen der Inhibi-
tionsstoffe am wenigsten sensibel. 2. Zur Detektion von Residuen der meisten der getesteten Anti-
biotika sind die Methode mit B.s.v.c. 953 und die Vier-Platten-Methode vertretbar. Im Falle von
Penizillin-Residuen ist die Methode mit B.s.v.c. 953 besser geeignet, fiir Antibiotika der Tetrazy-
klinreihe ist es die Vier-Platten-Methode. 3. Sulfadimidin-Residuen vermag nur die Vier-Platten-
Methode zu erfassen. 4. Die Vier-Platten-Methode macht eine orientierende Gruppen-Identifika-
tion der Antibiotika und Sulfonamide méglich. 5. Zur Ermittlung von Chloramphenicol-Residuen
ist das Detektionslimit der mikrobiologischen Methoden unzureichend, und es miissen physika-
lisch-chemische Methoden angewandt werden.

Residuen von Inhibitionsstoffen; Vergleich mikrobiologischer Methoden

Adresa autora:
MVDr. Josef Hrdli¢ka, Stitni veterindrni ustav, Rantifovska 93, 586 05 Jihlava
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HISTOLOGICKY A SUBMIKROSKOPICKY OBRAZ DIFERENCIACIE
SEMENNIKOV (Ouis aries) Z VYVOJOVEHO ASPEKTU

V. Cigankova

CIGANKOVA, V. (Vysoka $kola veterinarska, Kogice): Histologicky a submikroskopicky obraz
diferencidcie semennikov (Ovis aries) z vyvojového aspektu. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) :
419—425.

Nase $tidium sme zamerali na ranné vyvojové Stadium sexualnej diferencidcie u embrya
ovce. Sledovali sme vyvoj a diferenciaciu indiferentnej gonady na semenniky. Doterajie
poznatky v tejto oblasti si neuplné a tykaju sa prevazne laboratérnych zvierat a Cloveka.
Embrya umele inseminovanych oviec plemena slovenské merino sme ziskavali laparotémiou
na 26., 28., 30., 35., 37., 40. a 45. den intrauterinného vyvoja. Materidl sme spracovali pre
svetelni a transmisnu elektréonova mikroskopiu. Opisali sme morfologicky obraz jednotlivych
zloziek fetidlnych semennikov v studovanom obdobi intrauterinniho vyvoja s osobitnym za-
meranim na tie morfologické zlozky, ktoré tizko stivisia s ich funkénou aktivitou pocas vyvoja.
Vysledky nasej prace prispeju k rozdireniu teoretickych zdkladov z veterindrnej embryologie,
fyziol6gie, endokrinolégie a androlégie.

indiferentnd gonada; vyvoj a diferencidcia semennikov ; morfolégia

Stidiu morfolégie semennikov z vyvojového aspektu sa u hospodarskych zvierat
zatial nevenovala vicSia pozornost. K ispesnému zvlddnutiu problémov reprodukcie je
potrebné dokonale poznat Struktiru a vyvoj pohlavnych Zliaz za fyziologickych pod-
mienok. Poznatky v tejto oblasti st neuplné a tykaji sa prevazne laboratérnych zvierat
a Cloveka. Objektom pozorovania testikuldrnej organogenézy boli mysi (Russoa De Ro-
sas, 1971), potkany (Merchant, 1976; Marge a Jost, 1980; Jost a i., 1981), morcatd
(Black a Christensen, 1969; Pelliniemi a Lauteala, 1981), kraliky (Gondos
a Conner, 1973), oSipané (Bielafiska-Osuchowska, 1965, 1966) a Iudia (Pelli-
niemi a Niemi, 1969). Vyvojom gondd u embrya sa zaoberali Zambonia Upadhyay
(1982) len okrajovo v stuvislosti s ulohou mezonefros na vyvoj fetdlnych semennikov.
JantoSovic¢ovad a Hajovska (1975) a ]antosovxcova (1978) Studovali vyvoj uro-
gemtélneho aparatu embrya ovce na urovni svetelnej mikroskopie. Takmer sto rokov
je zname, Ze semenniky sa diferencujt z indiferentnej gonady ovela skor ako vajecniky.
U embryi oviec k premene indiferentnej gonady na semenniky dochddza na 28. az 29.
deii intrauterinného vyvoja (Zambonia Upadhyay, 1982).

Nase $tidium sme zamerali na ranné vyvojové $tadia sexuilnej diferencicie u em-
brya ovce.

MATERIAL A METODA

Embrya umele inseminovanych oviec plemena slovenské merino sme ziskavali laparotémiou
na 26., 28., 30., 35., 37., 40. a 45. den intrauterinného vyvoja. Celkove sme vySetrili 16 embryi. Ma-
teridl sme spracovali pre svetelnu a transmisnu elektrénovu mikroskopiu.
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Pre svetelnii mikroskopiu sme pouzili celé embryd, ktoré sme fixovali v Buinovom roztoku
a spracovali beznou histologickou technikou. Sériové rezy z embryi zaliatych do parafinu sme zhoto-
vili na rotatnom mikrotéme a ofarbili hematoxylin-eozinom.

Pre elektronovomikroskopické vysetrenie sme odoberali celé gonddy, ktoré sa nachddzali na
strope telovej dutiny. Vzorky sme fixovali v 25 g.1-1 glutaraldehyde a postfixovali v 10 g.171 OsO4
v 0,15 mol.]l-! fosfitovom tlmivom roztoku (pH 7,3 aZ 7,6). Doba fixicie v kaZdom roztoku byla
dve hodiny. Fixované vzorky sa premyli v 0,15 mol.1-1 fosfitovom tlmivom roztoku (pH 7,3 az 7,6),
odvodnili v acetone a propylénoxide a zaliali do Durcupanu ACM (Fluka). Ultratenké rezy sme rezali
na ultramikrotéme TESLA BS 490 a kontrastovali dvojfdzovo uranylacetitom a citrdtom olovna-
tym (Reynolds, 1963). Ofarbené rezy sme vysetrovali a fotografovali na elektrénovom mikroskope
JEM 1 200 EX na negativny materiadl ORWO EU 2.

VYSLEDKY

Na 26. defi intrauterinného vyvoja indiferentné gonddy nevykazuju morfologické
znamky diferencidcie.

K diferenciécii indiferentnej goniddy na semenniky dochiddza na 28. deri intra-
uterinného vyvoja (obr. 1). Zdklad gonady se nachidza v blizkosti mezonefros, ktoré
pozostivaji z glomerulov, sekretorickych kanélikov a Wolffovych vyvodov. Mezonefros
u embrya ovce dosahujii znaéné rozmery. Vyvod mezonefrosu, ize Wolffov vyvod,
sa nachiddza na lateromedialnej strane mezonefrosu. Diferencujica sa gondda (obr. 2)
pozostava z buniek tzv. gonadalneho blastému, ktory je eSte pred sexuédlnou diferencié-
ciou osidlovany migrujiicimi bunkami extragonadilneho pdvodu, ktoré sa mitoticky
delia. Na povrchu gonady sa nachddza zdrodocny epitel.

Na 35. aZ 40. deii intrauterinného vyvoja su gonddy diferencované na semenniky
(obr. 3), alebo vaje¢niky. Mezonefros podliehajii postupnej regresii, sti¢asne sa vytvaraja
metanefros, ktoré st uloZené dorzilde nad zanikajiicimi mezonefros. V semennikoch sa
daju dobre rozoznat semenotvorné povrazce (obr. 4). Vytviranie semenotvornych
povrazcov vSak neprebieha v celej gondde naraz. Tieto sa najprv zacinaji utvirat v tej
Casti semennika, ktord susedi s mezonefros. Mezenchymalne bunky gonadilneho blas-
tému sa diferencujii na bunky spojovacieho tkaniva, ktoré je uloZené medzi semeno-
tvornymi povrazcami a povrchovo uloZenej sdvislej vrstvy tunica albuginea. V inter-
sticiu medzi semenotvornymi povrazcami sa nachidzaju diferencujice sa Leydigove
bunky, krvné a lymfatické kapilary. Nase elektrénovomikroskopické stidium gonid na

1. Prierez en.bryom ovce na 28. dei intraute- 2. P’rierez ¢astou gonddy na 28. den intraute-
rinného vyvoja; 1 - gonada, 2 - mezonefros, rinného vyvoja (zv.: objektiv 10, okuldr 3,2) —
Sinka — Wolffov vyvod (zv.: objettiv 4, okuldar . A part of gonad in cross-section on day 28 of
3,2) — Ovine embryo in cross-section on day 28  intrauterine development (enlarged: lens 10,
of intrauterine devclopment; 1 - gonad, 2 - me-  eyepiece 3.2)

sonephros, arrow — Wolffian duct (enlarged:

lens 4, eyepiece 3.2)
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3. Prierez embryom ovce na 40. ded intraute-
rinného vyvoja; 1 - semennik, 2 - mezonefros
s obrovskym glomerulom, ktory podlicha re-
gresii, 3 - metanefros (zv.: objektiv 4, okular
3,2) — Ovine embryo on day 40 of intrauterine
development; 1 - testicle, 2 - mesonephros
with a big glomerule which undergoes regres-

4. Prierez semennikom na 35. den intrauterin-
ného vyvoja; 1 - tunica albiginea, Sipka - seme-
notvorny provazec (zv.: objektiv 10, okuldr
3,2) — Testicle in cross-section on day 35 of
intrauterine development; 1 - tunica albiginea,
arrow — spermatic cord (enlarged: lens 10,
eyepiece 3.2)

sion, 3 - metanephros (enlarged: lens 4, cye-
piece 3.2)

30. den intrauterinného vyvoja ndim umozZnili ziskat detailnejSie’ poznatky o bunkovom
zloZeni diferencujucich sa semennikov (obr. 5). Gonddy pozostivaju z buniek gonadil-
neho blastému a buniek extragonadilneho pdvodu. Mezenchymové bunky vSeobecne
patria medzi znatne peiomorfné bunky s vyraznou schopnostou metamorfézy. Tieto
bunky sa diferencuji na Leydigove bunky, vizivové bunky intersticia, bunky vytvarajiice
bunkové zlozky steny semenotvornych povrazcov a na bunky rumica albuginea. Extra-
gonadalneho pdvodu su zdrodocné bunky — gonocyty a Sertoliho bunky, ktoré osidluji
gonddu este pred sexuédlnou diferencidciou. Bunky gonadilneho blastému, ako aj bunky
extragonadilneho pdvodu sa intenzivne mitoticky delia. Nie su eSte zoskupené do po-

.

intra-

5. Elektrénogram zhotoveny na 30. denl
uterinného vyvoja; 1 - mezenchymovéd bunka,
2 - prekurzor Sertoliho bunky, 3 - bazilna
membréna (zv. 5000 x) — Electronmierograph
made on day 30 of intrauterine development;
1 - mesenchymal cell, 2 - Sertoli’s cell precursor,
3 - basal membrane (enlarged 5000 x )

6. Elektronogram semenotvorného povrazca
zhotoveny na 37. den intrauterinného vyvoja;
1 - zarode¢nd bunka (gonocyt), 2 - Sertoliho
bunka, 3 - bazdlna membréna, 4 - intersticium
(zv. 4200 x ) — Electronmierograph of spermatic
cord made on day 37 of intrauterine develop-
ment; 1 - germ cell (gonocyte), 2 - Sertoli’s
cell, 3 - basal membrane, 4 - interstitium (en-
larged 4200 x) ;
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7. Semenotvorné povrazce na prie¢nom priereze
na 45. den intrauterinného vyvoja; 1 - zarodo¢né
bunky, 2 - Sertoliho bunky, 3 - intersticium (zv.:
objektiv 40, okuldr 8) — Spermatic cords in
¥ cross-section on day 45 of intrauterine develop-

" ment; 1 - germ cells, 2 - Sertoli cells, 3 - inter-
stitium (enlarged : lens 40, eyepiece 8)

vrazcov, aj ked uZ su tu urcité ndznaky vytvirania bazilnej membrany. Tato je Casto
kritka a nekompletnd. PovaZujeme ju vSak za prvy ndznak gonadélnej povrazcovej
formidcie.

Na elektrénograme zhotovenom na 37. deii intrauterinného vyvoja mdZeme pozoro-
vat detailnejSie Struktiru semenotvorného povrazca na prienom priereze (obr. 6).
Pozostéva z dvoch typov buniek. Prvym typom su zdrodo¢né bunky — gonocyty, ktoré
sa nachddzaji uloZené v strede semenotvornych povrazcov. St pomerne velké, sférického
tvaru s velkym okruhlym jadrom a jadierkom retikulirneho typu. Vykazuju vysoky
nukleocytoplazmaticky pomer. Bunkovych organel je mdilo a si uloZené prevazne
v blizkosti jadra. St to ojedinelé mitochondrie, cisterny agranulovaného endoplazmatic-
kého retikula, polyribozémy a mikrotubuly. Druhym typom st Sertoliho bunky, ktoré
obklopuji gonocyt zo vSetkych stran. Tieto bunky leZia na bazilnej membrine a su
pretiahleho alebo hviezdicovitého tvaru. Ich jadro je ovilne, jadierko je retikuldrneho
typu. Cytoplazma obsahuje cisterny granulovaného endoplazmatického retikula, mito-
chondrie, ribozémy a mikrotubuly. Bazilna membrana, ktora je glykoproteinovej povahy
tvori okolo semenotvorného povrazca suvisld vrstvu. Ziroveii s vytvorenim komplet-
nych semenotvornych povrazcov sme pozorovali utviranie pevnych medzibunkovych
spojeni — spojovacich komplexov. V obdobi, ked dochddzalo k preskupovaniu buniek
sme tieto nepozorovali.

Na 40. az 45. dei intrauterinného vyvoja (obr. 7) tvorba semenotvornych povrazcov
pokracovala. Zirodocné bunky aj Sertoliho bunky sa intenzivne mitoticky delili a ich
pocet znacne vzrastol. Dochadzalo aj ku kompletizicii steny semenotvornych povrazcov
jej bunkovych a nebunkovych sucasti. Bazilna membrana bola tvorena dvomi az tromi
vrstvami — lamelami. Bunky, ktoré tvorili stenu semenotvornych povrazcov boli oplos-
tené, vretenovitého tvaru, pomerne madlo diferencované.

DISKUSIA

K premene indiferentnej gonddy na semenniky dochidza u embryi oviec na 28.
a7 29. deii intrauterinného vyvoja (Zamboni a Upadhyay, 1982). Vyvoj indiferentnej
gonady prebieha v tizkej suvislosti s mezonefros, ktoré u embrya ovce dosahuji znacné
rozmery. Tento tzky vztah spociva v tom, Ze podIa novsich udajov prekurzory Sertoliho
buniek fetdlnych semennikov su mezonefrického povodu (Wartenberg, 1981; Zam-
boni a Upadhyay, 1982). Miestom ich vzniku je tzv. obrovsky glomerulus, ktory sa
nachidza v kaudélnej polovici mezonefros. Migrujlice mezonefrické bunky kolonizuja
indiferentni gonidu. Aj zdrodo¢né bunky maji extragonadélny pévod. Vznikaju v ento-
derme Zitkového vaku, odkial migruji cez stenu primitivneho &éreva do dorzilneho
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mezentéria a osidlujii gonidu eSte pred sexudlnou diferenciiciou (Chiquoine, 1954;
Sapsford, 1962). Tieto primordidlne zirodo¢né bunky sa nazyvaju gonocyty. Leydigove
bunky st derivitmi mezenchymovych buniek.

Sexuélna diferencidcie indiferentnej gonddy prebieha pomerne rychlo. Hlavnym
procesom, ktory zasahuje do morfoldgie organogenézy semennika pri jeho sexudlnej
diferenciicii je segregicia a reasocidcia buniek (JantoSovicova, 1978). Bunky gona-
dilneho blastému, ktoré tvoria akusi drefiovi masu, ako aj bunky extragonadilneho
povodu sa intenzivne mitoticky delia. Zacinaji sa preskupovat a postupne vytviraji
semenotvorné povrazce. UrCité ndznaky tvorby tychto povrazcov sme sledovali uZ na
30. deni intrauterinného vyvoja. Na organizicii buniek gonadélneho blastému do testi-
kularnych povrazcov sa podiela tzv. H-Y antigén (Wachtel ai., 1975; Ohno ai., 1979).
Imunologicky dokaz tohoto antigénu otvoril novi éru v oblasti gonadalnej embryoldgie.
Vyznamnu udlohu na vzdjomnom presKupovani buniek vo vyvijajicich sa goniddach
zohravaji mikrotubuly, ktoré boli pritomné v gonocytoch aj Sertoliho bunkich. Tieto
obsahujui aktinu podobny meromysin, ktory tvori kontraktilny aparit (Toyama a i.,
1979), vdaka ktorému si moZno lepsie vysvetlit ich schopnost aktivne sa pohybovat.

Sertoliho bunky zohravaji délezitd lohu vo vyvoji semennikov. Syntetizuju latku,
ktora inhibuje vyvoj Miillerovho kanilika, tzv. anti-Miillerian hormone (Picard a i.,
1978). Medzi Sertoliho bunkami a zirodonymi bunkami je tzky vzijomny vztah.
Podla poznatkov, ktoré uverejnili French a Ritzen (1973) Sertoliho bunky produkuju
tzv. Androgen binding protein. T4to bielkovina je schopnd viazat testosterdn a prenasat
ho ku zirodoénym bunkdm, bez ktorého by ich dal$i vyvoj a diferencidcia nemohla
prebichat. NaSe elektrénovomikroskopické pozorovania Sertoliho buniek potvrdzuju
proteosyntetickl aktivitu tychto buniek. Sved¢i o tom hojny vyskyt polyribozémov
a cisterien granulovaného endoplazmatického retikula v cytoplazme' tychto buniek.
Je pozoruhodné, Ze Sertoliho bunky plodov oviec podas intrauterinného vyvoja sa
aktivne mitoticky delia. Ako ukdzali naSe predchiddzajuce $tudie, mitotickd aktivita je
najintenzivnej$ia v Sertoliho bunkach jahniat prvych dvadsat dni po narodeni (Cigén-
kova, 1983). Mitozy Sertoliho buniek pohlavne dospelych baranov zatial pozorované
neboli.

V naSej prici sme venovali pozornost aj vyvoju steny semenotvornych povrazcov.
Prvy ndznak formovania semenotvornych povrazcov sme pozorovali uz na 30. deii intra-
uterinného vyvoja. Aj ked bunky eSte neboli zoskupené do povrazcov, elektrénovo-
mikroskopické $tidie ndm umozZnili pozorovat vyskyt bazdlnej membrany, ktora vsak
bola kritka a nestivisld. Na 30. aZ 35. deii intrauterinného vyvoja bazilna membrina,
ktor4 je glykoproteinovej povahy, tvorila okolo semenotvorného povrazca suvisli vrst-
vi¢ku. Na 40. az 45. defi intrauterinného vyvoja dochddzalo k postupnému vytviraniu
dalsich lamiel, takZe bazdlna membrina bola tvorend dvomi aZ tromi vrstvami. Ziroveni
dochidzalo aj ku kompletizacii bunkovych sucasti steny semenotvornych povrazcov,
ktoré boli stihle, vretenovitého tvaru. Predpokladame, Ze prave tieto fibroblastom podob-
né bunky mezenchymalneho povodu sa podielajui na tvorbe lamiel bazilnej membrany.
U vi&iny zivoi§nych druhov za fyziologickych podmienok je bazilna membréna
tvorend jedinou suvislou vrstvickou. Vrstevnatost bazilnej membrany je typickd len
u baranov a bykov (Vrzgulova, 1979; Wrobel a i., 1988).
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UMFAHKOBA, B. (MHcTuTyT BeTepuHapuu, Kowwuue): FMcTonormueckas u CyGMHMKPOCKO-
nuueckas kapTuHa AuddepeHuvaumu cemeHHukoB (Ovis aries) B acnexTe SBONIOLUMK.
Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 419-425.

Mbi Hanpasuiu pa3pa6OTKM Ha paHHWe CTaAuWu npouecca AguddepeHuUauun nona y 3apo-
Ablwein osel, Npocnexwsas ee y MHAMMDMEPEHTHON roHagbl Ha CeMeHHuKax. Mmelowmuecs
B AaHHOW 06MacTW CBEAEHUS HEenoNHble W KacaloTCs, rnaBHoe, nabopaTOPHbIX XUBOTHBIX
Man uenoseka. Mbl nonyyanu 3MOGPMOHbI WUCKYCCTBEHHO OCEMEHEHHbIX OBEel CNoBauKMil
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MEpPWHOC C MOMoOuWblo nanapoTtoMuu Ha 26-n, 28-w, 30-i, 35-h, 37-i, 40-h v 45-4 AHU BHYTPHU-
MaToyHOro pa3BuTUa. Martepuan o6pabaTbiBancs ANs CBETOBOW W TPaHCMMCCHOW 3NEKTPOH-
-MUKpOCKOnuK, Mbl onucanu MoOpONOrMUEeCKyld KapTUHY KOMMOHEHTOB (EeTaNbHbIX CEMEH-
HUKOB B M3yyaeMblii NeprMoa C OCO6bIM yueToM TeX KOMMNOHEHTOB, KOTOpble TECHO CBA3aHbl
C WX (MYHKUMOHaNbHOW aKTMBHOCTbIO B npouecce pa3suTUs. Hawm pesynbraThl nomoryT
pPacWwMUpUTL TEOPETMUECKUE OCHOBbI B BETEPUHApPHON 3MOGPUONOruu, (OU3UONOrUU, 3HAOKPMU-
HOMOTMK U aHAPONOTUM.

MHAUDdEPEHTHas roHaja; pa3BuTUe WM AuUddEepeHuMauuu CEMeHHUKOB; Mopdonorus

CIGANKOVA, V. (University of Veterinary Medicine, KoSice): A histological and submicroscopic
picture of testicle differzntiation in rams (Ovis aries) from developmental aspects. Veter. Med. (Praha),
35, 1990 (7) : 419 —425.

Our studies were focused at an early developmental stage of sexual differentiation in the ovine
embryo. The development and differentiation of indifferent gonad into testicles was investigated.
The comprehensive knowledge in this sphere is lacking and applies mainly to laboratory animals
and man. The embryos of artificially inseminated ewes of the Slovak Merino breed were recovered
by laparotomy on days 26, 28, 30, 35, 37, 40 and 45 of intrautcrine development. The material was
prepared for an examination by light and transmission electron microscopy. The morphological
picture of individual components of foetal testicles was described in the investigated period of in-
trauterine development; special attention was paid to those morphological components which are
closely related with their functional activity in the course of development. The results of this study
will contribute to the enrichment of theoretical principles of veterinary embryology, physiology,
endocrinology and andrology.

indifferent gonad; development and differentiation of testicles; morphology

CIGANKOVA, V. (Veterinirmedizinische Hochschule, Kosice): Histologisches und submikrosko-
pisches Bild der Samendrilsendifferenzierung bei Schafen (Ovis aries) vom Aspekt der Entwicklung.
Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7): 419 —425.

Unser Studium war auf das zeitige Entwicklungsstadium der sexuellen Differenzierung bex Scha-
fembryonen orientiert. Wir studierten die Entwicklung und die Differenzierung der indifferenten
Gonade zu Samendriisen. Die bisherigen Erkenntnisse auf diesem Gebiet sind unvollstindig und
betreffen vorwiegend Labortiere und den Menschen. Embryonen kiinstlich besamter Mutter-
schafe der Rasse Slowakisches Merino-Schaf wurden mittels Laparotomie am 26., 28., 30., 35., 37.,
40. und 440. und 45. Tag der intrauterinen Entwicklung gewonnen. Das Material wurde fﬁr Licht—
und Transmissions-Elektronen-mikroskopie verarbeitet. Beschrieben wurde das morphologische
Bild der einzelnen Komponenten der fetalen Samendriisen wihrend der studierten Periode der
intrauterinen Entwicklung, mit besonderer Orientierung auf jene morphologischen Komponenten,
die mit ihrer Funktionsaktivitit wihrend der Entwicklung zusammenhingen. Die Ergebnisse un-
serer Arbeit tragen zur Erweiterung der theoretischen Grundlagen der Veterinidrembryologie,
-physiologie, ~endokrinologie und -andrologie bei.

indifferente Gonade; Entwicklung und Differenzierung der Samendriisen; Morphologie
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Od cervence letosniho roku vychazi
NOVY CTRNACTIDENIK
pod ndzvem
BULLETIN EHS
(zemédélstvi, vyziva)

Cilem Bulletinu EHS je pribézné poskytovat informace z literdrnich
zdroji (Casopist, periodik i neperiodik) v oblasti zemédélstvi a potravi-
nafstvi. Rozsah informaci je podavin v podobé vybranych prekladda ¢i
vytaht z ¢lankd a ustanoveni zékladniho vyznamu a formou anotaci z li-
teratury o EHS dostupné ve fondu Usttedni zem&d&lské a lesnické knihovny
UVTIZ.

Buletin EHS operativné informuje o zdkladnim ekonomicko-politickém
i technickém déni v Clenskych zemich EHS i v centrile v Bruselu.

Podstatnou ¢asti bulletinu je téZ pravidelny oddil Z obsahu deniku EHS,
ktery obsahuje pieklad obsahu deniku Journal officiel des Communautés
européennes, jak jeho fady L (Leglslanon), tak fady C (Communications
et informations).

Casopis vychézi 1 X za 14 dni, v roce 1990 vyjde 12 &sel.
Cena jednoho ¢&isla je 14 Kés.

Prostifednictvim Bulletinu EHS chceme pfispét k vétsi informovanosti
pracovniki vSech sfér nirodniho hospodéfstvi zabyvajicich se problema-
tikou vztahii mezi CSFR a zemémi EHS.

Objednavky zasilejte na adresu:

Ustav védeckotechnickych informaci pro zemé&délstvi
Slezska 7, 120 56 Praha - oddéleni odbytu a propagace




METABOLISMUS MINERALII U PSU V PRUBEHU VYCVIKOVE
A PRACOVNI ZATEZE

J. Konrid, M. Cupik, J. HruSovsky, S. Hus4k, K. Smid

KONRAD, J. — CUPAK, M. — HRUSOVSKY, J. — HUSAK, S. — SMID, K. (Vysoké
Skola veterinarni, Brno: Metabolismus minerdlii u psi v priubéhu vycvikové a pracovni zdtéZe.
Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 427 —435.

Byly studovany hladiny zdkladnich minerilnich prvki (Na, K, Mg, Ca, P, Cl) u sluzebnich pst
v prubéhu dlouhodobého zdkladniho vycviku, dvou vékovych kategorii a vliv rizné pracovni
zatéze (psi hlidkovi, provérovaci, strazni) na dynamiku hladin téchto prvka. V pribéhu
dlouhodobého vycviku vysledky prokazaly vyrazné zmény v dynamice jednotlivych mineralii,
signalizujici ndstup svalové insuficience a Unavy v prubéhu vycviku, stejné jako adaptacnich
procest na psychickou a fyzickou zitéz (Na, K, Mg). ZvySené hladiny Ca a P na pocitku
a v dobé intenzivniho vycviku s nebezpe¢im demineralizace kosti, signalizuji nastup osteo-
patii, poruch v drdzdivosti svalové a nervové buriky a nevyvazenost krmné déavky. Dlouho-
doba i kvalitativné odli$nd pracovni zatéz doklidd u sluZebniho psa uspokojivy adaptaéni
proces se stabilizaci vnitfniho prostiedi v oblasti metabolismu minerilii. Dosazené vysledky
je mozno zaradit do testi vycvikové a pracovni zdtéZe sluZzebniho psa.

klinickd biochemie; metabolismus minerdlii; fyziologie vycviku; pracovni zdtéZ; kynologie

Metabolismus minerdlii patfi mezi zikladni slozky, charakterizujici urcity obraz
biochemismu vnitiniho prostfedi organismu. Ve veterindrni mediciné je mu vénovéina
znacné pozornost predev§im ve vztahu k poruchidm litkového metabolismu, v nivaznosti
na vyzivu a s ni spojené urcité deficience jednotlivych mineralnich sloZek.

V dostupné literatufe jsme se nesetkali se zkuSenostmi, které by se zabyvaly meta-
bolismem minerélii v prab&hu vycvikové nebo pracovni zitéZe psi. U sportovci je
znamo, Ze dlouhodobé z4téZ vykazuje nejmarkantnéjsi zmény v hladiné drasliku. S jeho
pocatecni elevaci a pozdéjsi depresi, ve vazb& na glykolyzu a pozdéjsi fosforylacni déje
(Handzo aj., 1980). Pfitom soucasny niZs$i obsah chléru je vysledkem jeho presunu
mezi erytrocytem a plazmou a sodiku jeho pfesunem do svalovych bunék (Macek
a Vavra, 1980).

Této problematice je vénovana pozornost pfedev§im u sportovnich koni. V literature
se v§ak nachdzeji znatné rozdily v hodnotich minerilnich prvka v krvi a v potu Kkoni,
kdy jsou zjiStoviany po intenzivni z4téZi mnohonisobné zvySené hodnoty elektrolyti
vapniku, sodiku a drasliku v potu (Soliman a Nadim, 1967). Odli$né hodnoty viak
uvadi u dostihovych koni Tschen (1973). Rozdily jsou rovnéZ zjiStoviny mezi vékem
zvifat, kdy u mladsich jedincti jsou vy$si a s postupem véku a tréninkové adaptace se
snizuji (Jeffcott, 1974; Ekman a j., 1977; Hanak, 1983).

MATERIAL A METODY

Vyzkumu se podrobilo 30 pst ve véku do dvou let (osm jedincii) a od dvou do péti let (22
jedinci). Tyto dvé skupiny pst prodéldvaly dlouhodoby vycvik v délce trvani 130 dni, v obdobi od
13. kvétna do 20. zéfi. Celkem bylo odebrino osm krevnich vzorku, vZdy v intervalu 14 dnt, prvni
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pfed zahdjenim vycviku slouzil jako kontrola. Na obr. 1 az 6, které zachycuji vysledky této skupiny
pst, &isla uvedend na spodni ose graft (20, 40, ... 120) znadi dny vycviku.

Pro studium pracovni zdtéze bylo vybrdano 29 psa s primérnou vékovou hranici 5,4 roku (2 az
10). Jako psi hlidkovi pracovalo 16 pst (skupina 1), devét psu jako psi provérovaci (skupina 2) a ¢tyri
psi jako strazni (skupina 3). Jako kontrola bylo 30 psi bez jakékoliv pracovni zdtéZe a trénovanosti
(skupina 0).

Pro dlouhodobé sledovéni, v trvdni sedmi mésici v obdobi od 13. dubna do 18. listopadu, byli
vybrani ze skupiny 29 psu tfi, vykonavajici provérovaci sluzbu (skupina B;) a ¢tyfi hlidkovi psi
(skupina C;). Také u téchto psu byly 14denni intervaly mezi odbéry krevnich vzorku.

Vyziva psu zafazenych do vyzkumu byla zajistovana podle receptury krmné dévky pro sluZebni
psy plemene NO ve sloZeni (v gramech): krmné odpadové maso 1000, pfikrm (téstoviny, ovesné
vlo&ky, $roty, suchary) 400, brambory 200, zelenina 100, vitaminézni a minerdlni smés 10, sul 15.

Makroklimatické podminky v prostoru, kde se provadél vycvik psu, byly charakterizovany
teplotou mezi 16 az 18 °C s prevahou de$tivého pocasi, u skupiny psii s pracovni zatézi se denni te-
plota pohybovala v rozmezi 20 az 24 °C s prevahou slunného pocasi.

Charakteristika vycvikové a riznych druhi pracovni zitéZe je podrobné rozvedena v prede-
$lych pracich (Konrad aj., 1988a, b).

Hladiny minerdlnich litek sodiku, drasliku, védpniku, hoféiku a chloridy v plazmé byly uréo-
vdny metodou atomové absorpéni spektrofotometrie na pfistroji Atomspek fy Hilger-Watts. Anor-
ganicky fosfor a chloridy byly uréovdny pomoci souprav Biotestu Lachema.

Vysledky jsou zpracoviny v tabulkové a grafické upravé u téch ukazateli, u nichZ se statistické
vyhodnoceni ukdazalo jako priukazné (P < 0,05 nebo vysoce prukazné P < 0,01).

VYSLEDKY

Ve vysledcich uvddime hodnoty sodiku, drasliku, hof¢iku, vépniku, anorganického
fosforu a chloridd v prib&hu dlouhodobého vycviku a za riznych forem pracovni zatéze
sluZebnich pst.

DLOUHODOBY VYCVIK

Sodik (Na) vykazuje v pribéhu 120 dnt sniZené hodnoty v prvnich 14 dnech aZ
jednoho mésice, u star§ich pst statisticky priikazné (P << 0,01 aZ 0,05). Nesignifikantni
pokles vykazuji i psi mlad$i kategorie. Vzestup hladiny Na se zjistuje od 30. dne vycviku,
pfitom u skupiny mladSich pst dosahuje kfivka v 50. dnu vycviku viibec maxima (150,71
mmol.1-1). V dal$im obdobi jsou hladiny nesignifikantni kolem normélu (obr. 1).

Draslik (K) podavé zna¢né charakteristickou kfivku. Po poklesu hladiny signifikant-
né u starsich psi, nasleduje u obou vékovych kategorii prudky vzestup (skupina do dvou
let véku P << 0,05, psi star$i P < 0,01). Od 40. dne vycviku se hladina K trvale sniZuje
tak, Ze 50. den se bliZi normélnim hodnotidm a od 70. dne je u obou skupin zaznamenéno

fmmol.t'] =

1501 A

1484 '

146

X,

1424

1401

Y% ' 4 ' 6 ' 8 ' 10 ' 120y

1. Hladiny sodiku v prubéhu dlouhodobého vycviku psii; psi ve véku: — — — — do2let, .... 2az
5let, ——— vice nez 5 let, + = P < 0,01, * = P < 0,05 (plati pro obr. 1 az 6) — Sodium
contents during the long-term training of dogs; dogs at the age of: — — — — less than 2 years,
..... 2 to 5 years, more than 5 years, + = P < 0.01, * = P < 0.05 (applies to Figs. 1 to 6)
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2. Hladiny drasliku v pribéhu dlouhodobého vycviku psi — Potassium contents during the long-

term training of dogs
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3. Hladiny hof¢iku v pribéhu dlouhodobého vycviku psi — Magnesium contents during the long-
term training of dogs
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4. Hladiny vépniku v priibéhu dlouhodobého vycviku psi — Calcium contents during the long-term

training of dogs
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5. Hladiny anorganického fosforu v pribéhu dlouhodobého vycviku psii — Inorganic phosphorus
contents durirg the long-term training of dogs
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I. Hodnoty minerdlniho metabolismu za riizné pracovni zdtéZe psi — jednordzové vySetfeni;
after different work stress of dogs — single examination; 1 — sentry, 2 — tracker, 3 — watch dogs,

Skupina psu
Hodnota 0 1 2
x s x s x

Na 146,16 6,73 147,25 8,07 150,50

Mineralni K i 4,73 0,41 5,86 0,53 5,96
metabolismus Mg 0,74 0,20 0,82 0,07 0,77
Ca 2,54 0,35 2,82 0,04 2,69

P 1,63 0,47 1,31 0,20 1,35

+=P< 001 * =P<0,05

prukazné sniZeni (prakticky az do konce vycviku), jesté vyraznéjdi u starSich psu (obr. 2).

Hoicik (Mg) zaznamendva velmi typickou kfivku pribéhu béhem celého vycviku.
Po pocatecnim signifikantnim poklesu v prvnich 14 dnech vycviku dochézi k vyrovnéani
na vychozi hodnoty ve 30. dnu s postupnou tendenci trvalého signifikantniho vzestupu
u obou v&kovych kategorii (P < 0,05 a P < 0,01). Nejvyssi hodnoty viibec byly zazna-
menany u mladsich pst pfi odbéru krve v 70. a pak 120. dnu vycviku (1,03 a 1,02 mmol.
1-1) — (obr. 3).

Vapnik (Ca) vykazuje az do 70. dne vycviku znacné kolisdni s nipadnym poklesem
v prvnich 14 dnech a u mladSich psi s vysoce priikaznym sniZenim jeho hladiny. Nasle-
duje vraceni k vychozim hodnotim, s opétovnym statisticky vysoce prikaznym poklesem
v 50. dnu s maximem deprese v 70. dnu vycviku, a to u obou vékovych kategorii. Nasle-
duje névrat prakticky k vychozim hodnotim (obr. 4).

Fosfor (P), jeho anorganicka slozka, nevykazuje v prvnich 14 dnech Zidné zvlastni
odchylky. Ke 30. dnu registrujeme signifikantni zvySeni hladiny u mladSich psa. Na-
sledny prudky pokles je ve 38. dnu vysoce statisticky vyznamny pro obé v&kové skupiny
pst (P < 0,01) a na téchto hodnotich se udrZuje u star$ich pst az do 93. dne vycviku.
U mladsich pst neni toto sniZeni signifikantni. Po tomto terminu odbéru dochézi k na-
padnému vzestupu a ve 120. dnu vycviku je vysoce prikazné pro ob& vékové Kategorie
pst (P < 0,01) — (obr. 5).
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6. Hladiny chlorida v pribéhu dlouhodobého vycviku psii — Chloride contents during the long-
term training of dogs
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1 — hlidkovi, 2 — provéfovaci, 3 — straZni, 0 — kontrola — The values of mineral metabolism
0 — control

Vzijemné porovnani — priukaznost
3 132 1:3 2:3
s x s r r r r r r
4,41 154,20 7,63 —3,25 - —17,00 - —3,70 —
0,28 5,20 0,29 —0,10 — 0,66 + 0,76 +-
* 0,18 0,76 0,15 0,05 - 0,06 — 0,01 -
0,24 2,47 0,02 0,13 + 0,35 * 0,22 -
0,24 1,09 |- 0,12 —0,04 — 0,22 — 0,26 -

Chloridy prezentuji v prabéhu celého vycviku nejcharakteristi¢téjsi kiivku. Jiz od
prvnich dnii vycviku dochézi k jejich podstatnému zvySeni s prikaznosti (P << 0,01)
ve 14. dnu u obou vékovych kategorii. Pfechodné sniZeni ve 30. dnu, avsak stile ve zvy-
Sené priikaznosti, nasleduje dalsi prudké zvyseni ve 38. dnu s maximem 125,04 mmol.l-1
u star§ich a 121,50 mmol.l~! u mladSich psi. Prikazné zvySené hladiny Cl zustivaji
az do posledniho odbéru krevnich vzorkd, tj. do 120. dne vycviku (obr. 6).

PRACOVNI ZATEZ

Tato ¢ast vyzkumu méla za kol vyhodnotit vliv rizné pracovni zatéze — psi hlid-
kovi (skupina 1), provéfovaci (skupina 2) a psi strazni (skupina 3), ktefi jsou na pfislusnou
pracovni napli i psychické zatizeni plné adaptovani, mezi sebou navzajem a se skupinou
kontrolni (0).

Statistické hodnoceni

Ziskané vysledky se tykaji hodnot minerdlniho metabolismu u pfislu$nych psu,
s riznym pracovnim zatiZenim, pfi jednorazovém vysetfeni (tab. I).

{mmott™1
3.5

3,09

2,51

204
151
101
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 odbér

7. Hladiny vapniku v pribéhu dlouhodobého odlisného pracovniho zatizeni; — psi provéro-
vaci (B1), — — — — psi hlidkovi (C1), + = P < 0,01, * = P < 0,05 (plati pro obr. 7 az 9) —
Calcium contents during the long-term different work stress; tracker dogs (B1), — — —
— sentry dogs (C1), + = P < 0.01, * = P < 0.05 (applied to Figs. 7 to 9)
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8. Hladiny hof¢iku v prubéhu dlouhodobého odlisného pracovniho zatizeni — Magnesium con-
tents during the long-term different work stress

Draslik vykazuje vysoce prukazné rozdily mezi psy skupiny 1 a 3 a mezi psy sku-
piny 2 a 3. VZdy se jednd o niZ$i hodnoty K u skupiny 3, kterd v priméru dosahuje
pouze 5,20 mmol.l-1. Pfitom vsak ale i tato hodnota je vy3si nez primérnd hodnota
drasliku u kontrolni skupiny 0.

Vépnik zaznamenal nejvyssi hladiny u pst skupiny 1, ktera je viéi skupiné 2 vysoce
statisticky priikazna (P << 0,01) a vici skupiné 3 pritkazna (P < 0,05). Vysoce priikazné
jsou i hladiny Ca mezi skupinou psi 2 a 3 (P < 0,01).

Hladiny sodiku, hof¢iku a anorganického fosforu neprokézaly pii vzdjemném po-
rovnani vSech tii skupin signifikantni rozdily. Hladina chlorida nebyla zji§tovana.

Dlouhodobé sledovani

Cilem sedmimési¢niho sledovani ¢tyf pst hlidkovych (C;) se stiedné tézkou fyzickou
zatéZi a tii pst provéfovacich (B;), zafazenych pracovné mezi tézké aZ velmi tézké
fyzické a psychické zatéze, bylo provéfit tento dlouhodoby vliv odli$né pracovni zitéze
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9. Hladiny anorganického fosforu v pritbéhu dlouhodobého odlisného pracovniho zatizeni — Inorga-
nic phosphorus contents during the long-term different work stress
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na minerdlni metabolismus. Pfitom se jednalo u obou skupin psi na dlouhodobé
adaptovanou zitéZz. Krevni vzorky byly odebriany devétkrat u skupiny C; a sedmkrat
u skupiny B;. Vysledky jsou zpracoviny graficky.

Sodik vykazuje nejstabilnéj$i hodnoty s tim, Ze pouze u skupiny B; pfi pitém od-
béru bylo zaznamenano signifikantni sniZeni na 140,33 mmol.1-! (P < 0,05).

Draslik zaznamenal napadné;si kolisdni pfedevsim u skupiny pst C;, zatimco sku-
pina B; vykazuje statistické sniZeni pouze u patého odbéru.

Vipnik potvrzuje u obou skupin signifikantni sniZeni, zvlast€ u skupiny C,, kde se
od sedmého odbéru hladina opét zvySuje (obr. 7).

Hoi¢ik prokazal statisticky pokles pouze pii patém a sedmém odbéru u skupiny C;
a pii sedmém odbéru u skupiny B; (obr. 8).

Fosfor potvrdil vyrazny vzestup v prvnich dvou mésicich u skupiny C;. U skupiny
B; v prvnim a pak s nejvyss$i naméfenou hodnotou pii sedmém odbéru (6,34 mmol.1-1)
— (obr. 9).

DISKUSE

Minerélni metabolismus mé vyznamnou roli pii fizeni fady fyziologickych funkci
v organismu a jeho sledovini mé proto i plné opodstatnéni pfi studiu vycvikové a pra-
covni zitéZe na organismus psa, coZz dosvéd¢uji i zjisténé zdvazné zmény v nasi studii.
Zmény koncentrace mineralii odrdZeji snahu organismu po vyrovnani osmolarity extra-
celuldrniho a intraceluldrniho prostoru.

Sodik vykazujici na pocatku vycvikového obdobi pokles, koresponduje u lidi s udaji,
které uvadi Handzo (1980), kdy se spolecné s chloridy pfesouva z plazmy do intra-
celularniho prostoru k vyrovnani osmotickych zmén. Sodik také pfi katabolické Cinnosti
vstupuje s vodou do bunék za sménu s draslikem. Tim se i vysvétluje nipadny vzestup
drasliku kolem 40. dne vycviku. Je to déno i intenzitou glykolyzy a ubytkem glykogenu
ve svalovych buiikich s nidstupem svalové slabosti a inavy. Jeho dalsi pokles je vysvétlo-
van fosforylaénimi dé&ji pfi obnovovéini glykogenu v pribéhu dlouhodobého vycviku.
Pokles hodnot vapniku v uvodni fizi aZ do poloviny vycviku se zdivodiiuje jeho
zvysenou potiebou u neadaptovaného organismu, kdy se uvoliluje z kostni tkdn& na zé-
kladé zvySené sekrece parathormonu a je éerpan i z plazmy. Také u vépniku jako u sodiku
nutno brét jeho vy3si hodnoty u pstt v porovndni s kofimi, jejich vyraznym piestupem
do potu koni (Soliman a Nadim, 1967), stejné jako u lidi (Macek a Vavra, 1980).

Podobné zkusenosti dokldd4 i metabolismus fosforu a jeho vzajemny vztah k vap-
niku. Pokud neni hrazen jeho poZadavek pfi zvy$ené fyzické nimaze z ‘potravy, dochizi
k jeho uvolilovéni z kostni tkiné, jak je patrno z jeho dynamiky v posledni fazi vycviku.
Jeho vyplavovéini spole¢né s vipnikem muZe mit negativni dopad na demineralizaci
kosti, s ndstupem patologickych procesti v kosternim svalstvu, a tim i naruseni pracov-
niho nebo vycvikového vykonu. Tyto otizky vyZaduji je$té dalSich studii, podobné
jako u lidi, kdy ukladani vipniku pfi zvy$ené koncentraci v extracelulirni tekutiné v mék-
kych tkénich zptsobuje fadu sportovnich tirazd a mikrotraumat (Macek a Vévra, 1980).

Podobnou pozornost je nutno vénovat i dynamice hof¢iku, kdy jeho trvaly vzestup
je ve shodg s udaji, které uvadéji Wittke aj. (1974), stejné jako negativni korelace mezi
draslikem a chlérem u koni, kterou cituje Roy (1974).

Chlér jako hlavni anion extraceluldrni tekutiny se piesouva pii zvySovéini kyselych
slozek v erytrocytu, jak je tomu pfi fyzické zitéZi, do plazmy. Tim se také vysvétluje
prakticky po celou dobu vycviku signifikantni zvySeni. I zde je nutno brat jeho nedosta-
te¢né ztrity potem, jak je tomu u koni (Handék, 1983).

Pfi hodnoceni tfi skupin psi s rozdilnou pracovni z4t&€Zi ve vztahu k minerdlnimu
metabolismu, pfi jejich dlouhodobé adaptaci na takovou 2z4t&Z, nezaznamenali jsme

VETERINARNI MEDICINA — 1990 433



zvl43t vyznamné odchylky. NiZ$i hodnoty byly prokiziny pouze u skupiny 3 v hlading
drasliku a vipniku. Pfitom se jedna o skupinu s nejniz8i pracovni z4t€Zi. Naproti tomu
v porovnini se skupinou psi netrénovanych (bez vycviku), vykazuji psi uvedenych tfi
rozdilnych pracovnich zatéZi zvy$ené hodnoty (kromé fosforu) u vSech sledovanych
minerilnich prvki — Na, K, Mg, Ca. Tyto poznatky koresponduji rovnéz s poznatky
u lidi (Macek a Vavra, 1980).

Dlouhodobé sledovini (sedm mésici) dvou skupin psi s odlidnou pracovni zat&zi,
vykazalo sniZeni hodnot vipniku v prvnich dvou tfetinich sledovaného obdobi a s obra-
cenym pomérem u fosforu s po¢ate¢nim vzestupem v prvni tietin€ (B;) aZ prvni poloviné
(Cy) sledovaného obdobi. Ukazuje se, Ze by se soucasné mély provadét i rozbory krmné
davky. :

Souhrnné lze konstatovat, Ze sledovani metabolismu mineralii v prib&hu dlou-
hodobého vycviku i za riznych pracovnich zatézi davd vySetfujicimu solidni obraz
o probihajicich procesech vnitfniho prostredi v této oblasti, se signalizaci nastupu svalové
insuficience a inavy v prabéhu vycviku, stejné jako normalizanich (adaptacnich) uprav

" ve svalstvu. ZvySena potfeba vipniku a anorganického fosforu na pocitku a v dobé
intenzivniho vycviku s nebezpe¢im demineralizace kosti signalizuje nastup osteopatii,
poruch v drazdivosti svalové a nervové buriky a nevyvazenost vyzivy. Dlouhodobi
pracovni zatéZ i kvalitativné odliSného charakteru dokldda u sluZebniho psa uspokojivy
adaptacni proces se stabilizaci vnitfniho prostfedi. DosaZzené vysledky je tedy mozné
zaradit do testd vycvikové a pracovni zatéZze.
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KOHPAA, 4. — UYNAK, M. — FPYLWOBCKMW, N. — TYCAK, C. — LUMUA, K. (UucTuTyT
BeTepuHapumn, BpHo): Mera60onmam MuHepanbHbIX BeWECTB Yy co6ak B X0je APECCHUPOBKH
u natacku. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 427-435.

Onpegensnu ypoBHM OCHOBHbIX MuHepanbHbix Bewecte (Na, K, Mg, Ca, P, Cl) y cnay-
XebHbIx co6ak B XOAe ANUTENbHON APECCHPOBKM, ABYX KaTEropuit Bo3pacTa, Kak M BAUSHUE
pa3Hoii HaTacku (CTOpoxeBble, NPOBEPOUHbIE, NAaTPy/lbHble) Ha AWHAMUKY YPOBHEH OTHUX
3neMeHTOB. B xoae ANUTENbHOW APECCUPOBKM OTMEUEHbI 3aMETHble M3MEHEHUS B UX AM-
HaMUKe, CUrHaNW3Wpyloulue Hauyano MblWEYHOU HeAOCTaTOYHOCTH M YCTanoCTH, Kak agan-
TUBHbIX NMPOLECCOB Ha MCUXWUUECKYI0 M hu3nueckylo Harpysky (Na, K, Mg). MosbiwieHHble
ypoeHu Ca v P B Hauane ¥ Ha NpPOTAXEHWHW MHTEHCUBHOW APECCUMPOBKM CBs3aHbl C ' je-
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MUHEpanu3auuein KOCTeW, BeAylWen Kk Hauany oCreonaTtuu, paCCTpOWCTBaM B pa3jpaxUMOCTH
MbILIEYHbIX W HEPBHbIX KNETOK, UYEeMy MOXeT cnoco6CTBoBaTb M Hec6anaHCHMpOBaHHOCTb
KOPMOBOro pauvoHa. JnutenbHas W pa3HOKONWUECTBEHHas HaTaCKa MoKa3biBaeT y CAyxe6-
HOoi cobaku YAOBNETBOPUTENbHbIW afanTUBHbLIKM NPOUECC C YNpPOUYEHWEM BHYTPEHHEW Cpeabl
B o6nacTu meTabonM3Ma MUHEPanbHbiX BEWECTB. 3TU pe3ynbTaTbl MOXHO BKNOUYWUTb B TECTbI
no APECCUPOBKE M HaTacke cnyxebGHbix cobak.

KNUHUUYeCKas GUOXMMUS; MeTaGoNU3M MUHepanbHbiXx BEwecTB; (U3MONOrUs APECCUPOBKH;
HaTacka; KHHONOrus

KONRAD, J. — CUPAK, M. — HRUSOVSKY, J. — HUSAK, S. — SMID, K. (University of
Veterinary Medicine, Brno: Minerals metabolism in dogs during their training and work stress. Ve-
ter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 427 —435.

The contents of basic mineral elements (Na, K, Mg, Ca, P, Cl) were investigated in service dogs
~ during their long-term basic training; the dogs belonged to two age categories, and the influence
of different work stress (sentry, tracker, watch dogs) on the changes in the contents of these elements
was also studied. Great changes in the dynamics of individual elements were demonstrated during
the long-term training, signalling the beginning of muscular insufficiency and fatigue in the course
of training, as well as the onset of adaptation processes to the psychic and physical stress (Na, K,
Mg). The increased contents of Ca and P at the beginning and during the intensive training with
a risk of bone demineralization, indicate the beginning of osteopathy, disorders of muscular and
nervous irritability and unbalanced feed rations. The satisfactory adaptation process with the sta-
bilized internal environment in the sphere of minerals metabolism is documented in service dogs
by the long-term and qualitatively different work stress. The results of our studies can be included
into the tests of training and work stress in service dogs.

clinical biochemistry; minerals metabolism; training physiology; work stress; cynology

KONRAD, J. — CUPAK, M. — HRUSOVSKY, J. — HUSAK, S. — SMID, K. (Veterinir-
medizinische Hochschule, Brno: Mineralienstoffwechsel bei Hunden wdihrend der Abrichtungs- und
Arbeitsbelastung. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7): 427 —435.

Wir studierten das Niveau mineralischer Grundelemente (Na, K, Mg, Ca, P, Cl) bei Dlensr.hunden
(Patrouille-, Such — und Wachhunde) im Verlauf langfristiger Grundabnchtung, bei zwei Alters-
kategorien der Hunde, sowie den Einflul verschiedener Arbeitsbelastung auf die Dynamik des
Niveaus dieser Elemente. Im Verlauf des langfristigen Abrichtungsprozesses brachten die Ergeb-
nisse markante Verdnderungen in der Dynamik der einzelnen Mineralien an den Tag, die das Auf-
kommen einer Muskelinsuffizienz und der Ermiidung wihrend der Dressur signalisierten, sowie
Verinderungen der Adaptationsprozesse auf die psychische und physische Belastung (Na, K, Mg),
Erhohte Ca- und P-Spiegel am Anfang und zur Zeit der intensiven Dressur mit der Gefahr einer
das Entstehen von Osteopathie signalisieren die Demineralisation der Knochen, Stérungen der
Reizbarkeit der Muskel- und Nervenzellen und Unausgeglichenheit der Futterration. Eine
langfristige und qualitativ unterschiedliche Arbeitsbelastung bekriftigt beim Diensthund einen
befriedigenden Adaptationsprozef3 mit einer Stabilisation des inneren Milieus auf dem Gebiet des
Mineralienstoffwechsels. Die gewonnenen Ergebnisse konnen in die Tests der Abrichtungs- und
Arbeitsbelastung des Diensthundes eingereiht werden.

klinische Biochemie; Mineralienstoffwechsel; Dressur-Physiologie; Arbeitsbelastung; Kynologie
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NALEZ Yersinia ruckeri U PSTRUHU DUHOVYCH V CESKOSLOVENSKU

P. Vladik, A. Prouza

VLADIK, P. — PROUZA, A. (Statni veterinarni ustav, Ceské Budéjovice): Ndlez Yersinia
ruckeri u pstruhii duhovych v Ceskoslovensku. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7): 437 —442.

Koncem roku 1988 jsme vysetfili osm kust Pd; a devét kust Pd» z pripada zvy$eného hynuti
pstruht v lokalitdich N a D. Patomorfologicky nédlez u uhynulych a utracenych pstruha od-
povidal zménam, které se popisuji u tzv. ERM (enteric redmouth) salmonidi. Po¢itkem roku
jsme obdobny pfipad zaznamenali v lokalité B, z které jsme vySetfili 12 kusta Pds. V témze
obdobi jsme vySetfili 15 kusii Pd» lokality M, které nevykazovaly podstatné patomorfologické
zmény. Z orgdnu a stfev pstruhu lokality N, stfev pstruhii lokality D a organt pstruht lokalit
B a M jsme izolovali celkem 16 bakteridlnich kultur, které svymi morfologickymi a biochemic-
kymi vlastnostmi odpovidaji popisu Y. ruckeri (Ross aj., 1966; Ewing aj., 1978). Patnact
kinenl nefermentujicich sorbitol pochézelo z pripadu s klinickym a patomorfologickym néle-
zem, zatimco jediny kmen fermentujici sorbitol byl izolovdn z bezsymptomniho nosice.
Z téchto nilezl vyplyvd, Ze v nadich podminkédch nelze vyloucit rozdil ve virulenci sorbitol
fermentujicich a sorbitol nefermentujicich kmena pro pstruha duhového.

ERM pstruha duhového; izolace a identifikace 16 kmenii ; virulence kment; sorbitol

Yersiniézu (enteric remouth, ERM) poprvé pozoroval v padesitych letech Rucker
(cit. Roberts, 1978) u pstruhti duhovych v Idahu. Onemocnéni zpoc¢itku omezené na
relativné malou oblast severozdpadu Spojenych stiti a jizni Kanadu se stalo zahy v Se-
verni Americe endemickym. PoCatkem osmdesitych let byl jeho vyskyt zaznamendn
téz v Evropé a Austrilii. V jihozdpadni Francii jej popisuji Lesel aj. (1983), Italii
Bush (1978 — cit. Austin a Allen-Austin, 1985), Némecku Fuhrman aj. (1983),
Velké Britdnii Roberts (1983), Dansku Dalgaard aj. (1984 — cit. Cossarini-Du-
nier, 1986) a Australii Llewelyn (1980). V Ceskoslovensku toto onemocnéni bylo
diagnostikovano v roce 1988.

Prvni podrobny popis etiologického pivodce podévaji v roce 1966 Ross aj., ktefi
zédrodek vzhledem k jeho fenotypickym vlastnostem povazuji za pfisluSnika celedé
Enterobacteriaceae. Jeho taxonomickou pozici v ramci Celedé vSak s jistotou neurili
a tak pro né&j ponechali prozatimni oznaeni RM baktérium. Ewing aj. (1978) doplnili
charakteristiku zérodku o genotypickou studii. V ni prokazali pouze vzdilenou pribuz-
nost s nékterymi druhy Celed€ Enterobacteriaceae. Domnivaji se, Ze RM baktérium je
jak fenotypicky, tak genotypicky nejblizsi rod Yersinia a tak je doporucuji zatim zaradit
do tohoto rodu jako Yersinia ruckeri.

Sami jsme mé&li moZnost studovat 16 bakteridlnich kultur odpovidajicich popisu
Y. ruckeri izolovanych z tfi pfipadi klinického onemocnéni pstruht duhovych a jednoho
pfipadu bez klinickych zmén.
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MATERIAL A METODY

Koncem listopadu a zaéatkem prosince 1988 jsme vysetfili osm kust Pd; a devét kust Pd»
z pripadu zvySeného hynuti pstruhi v lokalitich N a D. Patomorfologicky nilez byl charakterizovin
jako sepse doprovazend nipadnymi hemoragiemi v dutiné ustni, pfi bazi prsnich ploutvi, v tuku
a parenchymech. Obdobny pripad jsme zaznamenali v inoru 1989 v lokalité B, z které jsme vySetfili
12 kust Pdq. V témZe mésici jsme vySetfili 15 kust Pds lokality M, které nevykazovaly podstatnéjsi
patomorfologické zmény. Rutinni bakteriologické vySetfeni, tj. kultivaci parenchymatéznich organu
na KA, TSA a Endovu pidu, jsme doplnili kultivaci orgédni a stfev do Rappaport-Wautersova
média s vyockovdnim po 18 hodindch inkubace pfi 22 °C na Endovu pudu. -

Z orgdnt a stfev pstruhti lokality N, stfev pstruhu lokality D a orgénti pstruhi lokalit B a M
jsme izolovali celkem 16 (9, 4, 2 a 1) kultur gramnegativnich, fermentujicich, oxydéza negativnich
tyCek, které jsme se pokusili blize urdéit.

K identifikaci jsme zvolili biochemickou fadu, kterou doporucuji Farmer aj. (1985) se stan-
dardnimi testy pripravenymi podle nivodu, ktery uverejnili Cowan a Steel (1965), popf.
Mc Faddin (1976). Viechny jsme provadéli pfi inkubaéni teploté 22 °C, odecitali za 24, 48 hodin
a paty den inkubace a hodnotili béZznym zplsobem.

VYSLEDKY

Na KA jsme po 48 hodinich inkubace pozorovali nirtst drobnych hladkych,
koufové Sedych kolonii dosahujicich v priméru 0,2 mm, na Endové ptidé€ rostoucich
jako drobné, laktézo negativni kolonie.

Mikroskopicky $lo o drobné gramnegativni nesporulujici pohyblivé tycky.

Vsechny byly kataldza pozitivni, oxyddza negativni, redukovaly nitraty na nitrity
a vyuzivaly glukézu na O/F médiu fermentativné. Do 24 hodin inkubace zkvaSovaly
bez tvorby plynu glukézu, manitol, maltézu a trehalézu. Do péti dnti inkubace jsme ne-
pozorovali fermentaci laktézy, sacharézy, dulcitolu, salicinu, adonitolu, inositolu, arabi-
nézy, raffinézy, rhamnézy a xylézy. Vztah k sorbitolu byl variabilni. Z4dna z kultur
netvofila indol a HsS, nevyuZivala citrat na Simmons citrdtu ¢i Na-malonit a nehydro-
lyzovala mocovinu.

Tii z 16 kmenu tvofily acetoin. Dekarboxyldzy lysinu a ornitinu byly pozitivni
do 48 h inkubace, ADH a PDA ziistédvaji negativni i po pitém dnu inkubace. Viechny
studované kmeny zkapalfiovaly Zelatinu a tvofily beta-galaktozidizu.

Vysledky biochemickych vlastnosti shrnuje tabulka I.

DISKUSE

Némi izolované kmeny piedstavuji biochemicky homogenni skupinu baktérii,
které plné odpovidaji popisu Y. ruckeri (Ross aj., 1966; Ewing aj., 1978). Bercovier
a Mollaret (cit. Krieg a Holt Ed., 1984) v komentafi k rodu Yersinia viak zdiraziuji,
Ze tzv. Y. ruckeri je jak fenotypicky, tak genotypicky odli$nd od ostatnich yersinii a muZe
v budoucnu piedstavovat samostatny rod. To potvrzuji Farmer aj. (1985), ktefi upozor-
fuji na pouze vzdalenou piibuznost Y. ruckeri s ostatnimi druhy a rody celedé Entero-
bacteriaceae a tak otizka definitivniho postaveni zdrodkd v rdmci Celed€ zistava stile
oteviend.

Zatimco popisy zdkladnich charakteristik Y. ruckeri izolovanych v rtznych zemich
jsou vcelku uniformni, otdzka virulence jednotlivych sérovari je Zivé diskutovéna.
Zpocitku byla fermentace sorbitolu urcitymi kmeny spojovdna s antigennimi typy a vi-
rulenci (O’Leary, 1977 — cit. Cipriano aj., 1987). Vétina izolath z tak zvanych
sspravych® epizootii ERM sorbitol nefermentovala. O nich je referovano jako o Hager-
manové typu nebo téZ sérovaru I. (O’Leary 1977 — cit. Cipriano aj., 1987) popsal
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1. Biochemické vlastnosti izolovanych kment Y. ruckeri — Biochemical characteristics of isolated

strains of Y. ruckeri strains

Lokality

D

Ewing aj., 1978

Pocet kment

4

Test

Indol
MRT

V-P
Simons citrat
H-S

Urea

PDA

LDC

ADH

ODC
Pohyb 36 °C
Pohyb 22 °C
Gelatina
Na-malonat
Glukéza
Laktéza
Sacharéza
Manitol
Dulcitol
Salicin
Adonitol
Inositol
Sorbitol
Arabinéza
Raffinéza
Rhamnéza
Maltéza
Xyléza
Trehal6za
Nitraty
Oxydaza
OMPG
KON

+ + 1+

»>

+ + |+

»

+ 4+ 1+

+

+ 4+ 1+

>

+

-
+

+
141—

+ 4+ 1+

>

-

-+
+

+
4+19—

+ pszitivni za 24 h inkubace; — negativni do 7. dne inkubace; A tvorba kyseliny
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antigenné odli$ny typ, ktery sorbitol fermentoval a oznacil jej za sérovar II. Kmeny
sérovaru II byly doneddvna povaZoviny za méné patogenni vzhledem k tomu, Ze byly
nejcastéji izolovany z bezsymptomnich nosici. Stevenson a Daley (1982) a Steven-
son a Airdrie (1984), ktefi se zabyvali antigenni strukturou sorbitol pozitivnich izoladta
z Ontaria vak zjistili, Ze sérologick4 diverzita sorbitol pozitivnich kmeni je daleko
veétsi neZ se ptivodné soudilo. Popisuji dalsi sorbitol pozitivni sérovary a to sérovar IV
a V, které sice zkfiZzené reaguji se sérovarem I, ale ne se sérovarem II.

Sérovar I je az dosud nejcastéji izolovan z pripadii epizootii ERM u pstruha duho-
vého. Bullock aj. (1982 — cit. Cipriano aj., 1987) prokazali v experimentu mensi
patogemtu sérovaru II pro lososovité. O’Leary aj. (1981 — cit. Daly aj., 1986) a Cip-
riano aj. (1987) viak popsdli eplzooue ERM u Onconrhynchus tschawytscha vyvolané
sérovatem II. Proto se Cipriano aj. (1987) pokusili porovnat virulenci obou sérovard.
K pokusu zvolili sivena amerického. Vysledek byl pfekvapujici, protoZe neprokézali
rozdil ve virulenci obou sérovart pro tento druh a tak podpofili nékteré soucasné nazory
zatim nediskriminovat sérologické diference mezi kmeny sorbitol fermentujicimi a kmeny
sorbitol nefermentujicimi.

Nase nalezy zatim spiSe podporuji zavéry Bullocka aj. (1982 — cit. Cipriano aj.,
1987). Kmeny sorbitol nefermentujici jsme izolovali vzdy z pfipadi s klinickym pribé-
hem onemocnéni, zatim co jediny izolovany kmen sorbitol fermentujici z bezsymptom-
niho nosice. Proto se domnivame, Ze virulenci nasich izolati pro pstruha duhového je
nutno v budoucnu experimentalné ovéfit.
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BNAAUK, N. — MPOY3A, A. (FocyaapCTBeHHblli BETepuHapHbiit MHCTHTYT, Yecke Byge-
nosuue): [luarvos Yersinia ruckeri y paayxHon copenu B Yexocnosakun. Veter. Med.
(Praha), 35, 1990 (7) : 437-442.

B koHue 1988 r. mbi uccneposanu Bocemb Pdi u gesatb Pd2 B xoae noBbilueHHOW rubenun
dopenu B MecTHocTax H wu [. lMatomopdonorMueckuin auarHo3 oTBeuan M3MEHEeHUaM,
onucaHHbiM y Tak Haz. ERM (enteric redmouth) canbMoHuaos. B Hauane roga nogoGHbii
Cnyuai oTMeuyancs B MectHocTu B, otkyaa Mbl o6cnegoBanu 12 ron. Pdz, a Takxe 15 ron. Pdz
U3 MECTHOCTH M, KOTOpble Henoka3bliBanu 3aMETHbIX ﬂaTOMOpCDOIIOI'Ml-IeCKMX U3MEHEHHHN.
M3 opraHoB M kuwkoe dopenu u3 M, kuwkos copenu u3 [l u opraHos copenu U3 6 u M
uM3onuposanu B obwei CyMMe 16 GakTepuanbHbiXx KYNbTyp, KOTOpble NO CBOMM Mopdono-
rMUecCKMM U 6MOXMMHUUYECKUM CBOWCTBAM COOTBETCTBOBanuW onucaHuio Y. ruckeri. 15 wram-
MOB HEe(EepMEeHTUPYIOWHUX COPGUTON NPOUCXOAWNKM U3 CNyyaeB C KNUHUUECKMM WM NaToMop-
ONOrMueckUmM AuarHo3oM, Toraa kKak | WTaMM MepMeHTUpYlwMux copbuton — wu3 Gec-
cuMnTomMHoro Hocurtens. Kak BUAHO, B HaWKUX YCNOBUAX HENb3s MCKI"OUMTb pa3nuuua B BU-
PYNEHTHOCTH COpGUTON 06OMX WITaMMOB Y pagyXHo# dopenu.

ERM paayxHoi copenu; usonsuns u uaeHTudUKauus 16 WTaMMOB; BUPYNEHTHOCTb WTaM-
MOB; COpGMTONDI

VLADIK, P. — PROUZA, A. (State Veterinary Institute, Ceské Bud&ovice): The finding of Yersi-
nia ruckeri in rainbow trout in Czechoslovakia. Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 437 —442.

At the end of 1988 eight rainbow trouts Pd; and nine rainbow trouts Pd; were investigated at locali-
ties N and D with the increased mortality of rainbow trout. The pathological finding in dead and
killed trout corresponded to the changes which are described in the so-called ERM (enteric red-
mouth) salmonids. At the beginning of the year a similar case was found at locality B where 12 rain-
bow trouts Pd: were examined. In the same period 15 trouts Pd: at locality M were examined in
which no large pathomorphological changes were observed. From the organs and intestines of
locality N trout, from the intestines of lecality D trout and the organs of locality B trout, in total
16 bacterial cultures were isolated, the morphological and biochemical characteristics of which
correspond to the description of Y. ruckeri (Ross et al., Ewing et al., 1978). Fifteen sorbitol-non-
fermenting strains came from the cases with clinical and pathomorphological findings while the
only sorbitol-fermenting strain was isolated from a symptom-free carrier. These findings demon-
strate that in the Czechoslovak conditions it is not possible to omit the difference in the virulence of
sorbitol-fermenting and sorbitol-nonfermenting strains to rainbow trout.

ERM of rainbow trout; isolation and identification of 16 strains; strain virulence; sorbitol

VLADIK, P. — PROUZA, A. (Staatliches Vetzrinirinstitut, Ceské Budé&jovice): Fund von Yersinia
ruckeri bei Regenbogenforellen in der Tschechoslcwakei.Veter. Med. (Praha), 35, 1990 (7) : 437 —442.
Gegen Ende des Jahres 1988 untersuchten wir acht Stiick einjihriger Regenbogenforellen (RF;) und
neun Stiick RFz u.zw. von Fillen vermehrter Verendungen in den Lokalititen N und D. Der
pathomorphologische Befund bei den verendeten und getéteten Fischen entsprach jenen Verén-
derungen, die bei sog. ERM (enteric redmouth) -Salmoniden beschrieben werden. Am Anfang des
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Jahres verzeichneten wir einen dhnlichen Fall in der Lokalitit B, von wo wir insgesamt 12 RFa
untersuchten. In demselbem Zeitraum untersuchten wir weitere 15 RF2 aus der Lokalitit M, die
keine markanten pathomorphologischen Verinderungen aufwiesen. Aus Organen und aus dem
Darm von Forellen der Lokalitit N, aus dem Darm von Forellen der Lokalitit D und au Organen
der Forellen der Lokalititen B und M isolierten wir insgesamt 16 Bakterienkulturen, die durch
ihre morphologischen und biochemischen Eigenschaften der Beschreibung der Yersinia ruckeri
entsprachen (Ross et al., 1966; Ewing et al., 1978). Fiinfzehn, Sorbitol nicht fermentierende
Stimme stammten aus Fillen mit klinischem und pathomorphologischem Befund, wihrend der
einzige Sorbitol fermentierende Stamm aus einem symptomfreien Triger isoliert wurde. Aus diesen
Befunden ergibt sich, dafl unter unseren Bedingungen ein Unterschied in der Virulenz der Sorbitol
fermentierenden und Sorbitol nichtfermentierenden Stimme bei der Regenbogenforelle nicht
auszuschlielen ist.

ERM der Regenbogenforelle; Isolation und Identifikation von 16 Stimmen; Virulenz der Stimme;
Sorbitol

Adresa autoru:

MVDr. Petr Vladik, RNDr. Antonin Prouza, Stitni veterinirni ustav, Dolni ul. 2, 371 39
Ceské Budéjovice
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INFORMACE

VETERINARNE BAZY DAT A MOZNOSTI ICH SPRISTUPNOVANIA

Vedecks prica predstavuje vyrazne spoloCensku aktivitu. Aj ked vedecky pracovnik
pracuje na univerzite alebo vyskumnom ustave individudlne, svojimi experimentalnymi
vysledkami reprezentuje problémy nielen vlastné, ale aj problémy predloZené celou
komunitou svojich vedeckych kolegov. Akokolvek je vyskumny program originilny, vidy
je postaveny na predchidzajicej vyskumnej prici inych vedeckych pracovnikov. Sir
Isaak Newton zdoraziioval: ,,Pokial som videl dalej, bolo to preto, Ze som stil na rame-
nich obrov”.

Zéikladnym médiom, pomocou ktorého vedecky pracovnik Studuje pricu druhych
a cez ktoré transformuje svoju vlastnu pracu, je vedecky ¢lanok publikovany v niektorom
z vedeckych casopisov.

REFERATOVE CASOPISY

V priebehu poslednych dvoch storoc¢i schopnost vedeckych pracovnikov oboznamo-
vat sa s vysledkami aktivity kolegov bola postupne naruSovana exponencidlnym rastom
dasopiseckej literattiry. Abstrahovanie Casopisov sa zrodilo uz v 19. storoci s cielom
pomdct vedeckym pracovnikom oboznamovat sa s mnozstvom publikécii z celého sveta.
Tak napr. Chemical Abstracts vznikol uZ v roku 1907 pdvodne v snahe vylepsit profil
americkej chemicke;j literatury.

V naSom storo¢i pokraCoval nirast poctu referatovych casopisov natolko, Ze ich
vyuzivanie zacalo byt problematické. Referdtové Casopisy sa rozrastli natolko, Ze obsa-
hovali viac nez 100 000 abstraktov roc¢ne, ¢o si dalej vyZziadalo indexy klucovych slov
v kazdom vytlatku v snahe pomdct vedeckym pracovnikom lokalizovat zaujimavy
abstrakt.

MEDZINARODNE BAZY DAT

V sedemdesiatych a osemdesiatych rokoch dochddza v krajinich Zapadnej Eurépy
a USA k rychlemu rozvoju informaénej technolégie a ku komputerizacii vSetkych aspek-
tov spolocenského Zivota. Informaéné produkty a sluzby sa stivajui tovarom. K rozvoju
informaéného priemyslu prispieva rozsiahle zavidzanie vypoctovej techniky telekomuni-
kacénych sieti, medzindrodnych biz dat na magnetickych paskach, do ktorych sa vstu-
puje telekomunika¢nymi linkami.

Okrem velkych medzindrodnych baz dat v rdmci jednotlivych odvetvi buduji sa
aj lokdlne bazy menej rozsiahlého charakteru, ktoré informuji o cestovnom poriadku,
pocasi, volnych miestach v hoteloch a pod.

V USA a Zipadnej Eurdpe st producentmi biz dit vlddne organizicie, vedecké
a technické spolonosti, pripadne univerzity ale aj sukromné podniky.

V siicasnych podmienkach delime bazy d4t na dve velké skupiny:

— referenéné bazy dit
— bézy dat poskytujiice konkrétne informdcie, ktoré mézu dalej byt faktografické s tpl-
nym textom a zmieSané (textové aj Ciselné) informécie.
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Zjavny je trend narastania faktografickych bdz dat ako aj biz dit s iplnym textom.
Perspektivne mozno ocakavat rozsirenie spracovdvania veterinidrnych informadcii takymto
spdsobom, ¢o by kompenzovalo nevyhovujice zabezpecenie kniZnou a casopiseckou
zahrani¢nou odbornou literatirou. Pocet baz diat v poslednom obdobi prudko stipa
o ovplyvnilo vznik tzv. bizy dit o bazach dit (USA), ktord pohotovo informuje o novo-
vzniknutych béazach dat (Horvath, 1990).

Viaceré firmy produkujiice bizy dat sa uZ v sucasnosti obmedzuju na vyuZivanie
kompaktnych diskov s jednorizovym ziznamom (CD-ROM). Neustile narastanie biz
dat, zvyseny dopyt po informéciich rozneho charakteru, ale hlavne zdokonalovanie vy-
poctovej techniky a telekomunikaénych prostriedkov malo za nisledok vznik a rychly
rozvoj interaktivnych dialégovych informacnych systémov, ktoré umoziiuji kazdému
zéujemcovi dialégovy pristup k viacerym bazam dit pomocou termindlov (Michnevi¢,
1989).

BAZY DAT A MOZNOSTI ICH SPRISTUPNOVANIA V CSFR

V Ceskoslovenskej sustave VTEI sa zacali informécie spracovivat pomocou vypoé-
tovej techniky od konca $estdesiatych rokov. Dialégové spracovanie je realizované vsak
aZ od zaciatku osemdesiatych rokov. Vyuzivanie magnetopaskovych sluzieb predstavuje
najefektivnejsi spdsob vyuZitia vypoctovej techniky a u nés sa opeira o systém UTZ
UVTEI o jej unifikované technické, programové a projektové prostriedky, ¢o si viak
vyzaduje budovanie pocitaCovej siete v uzlovych bodoch a terminalovej siete (Vontor-
¢ik, 1986).

Zaciatky automatizovaného spracovania rozsiahlych baz diat VTEI boli v CSFR
spojené s odvetvim chémie a spracovanim informadcii z tejto oblasti. Preto aj dialégové
spracovanie a spristupfiovanie informacii bolo popri strojirenstve spojené prave s od-
vetvim chémie. Okrem toho medzi najviac vyuZivané bézy patria informicie o patentoch
a vynilezoch (Srb, 1988).

Velky podiel na zaviddzani novych technoldgii do informaénych sluzieb v ramci
CSFR najmi v suvislosti so §irenim odbornych inform4cii v oblasti rddioekolégie, ale aj
polnohospodérstva a veterinirnej mediciny ma Ustav jadrovych informécii v Prahe,
vdaka ktorému m4 aj nasa tistredn4 kniZnica a $tudijné a informacné stredisko (UKaSIS)
prepojenie na velké medzindrodné systémy FAO vo Viedni (bdzy AGRIS a INIS) uz
od roku 1987.

UTZ-UVTEI vystavuje niektoré doméce aj zahrani¢né bazy dat. VyuZivanie nie-
ktorych dal§ich zahraniénych magnetopaskovych sluzieb v CSFR je viazané na spolu-
pracu Ceskoslovenského strediska automatizovanej vymeny informdcii so zahrani¢nymi
pocitaovymi sietami a bazami dit (SAVI) v Bratislave a Prahe. Spristupiiuji viacero
zahrani¢nych baz dat v reZime on-line.

Pre oblast veterinirnej mediciny a potravinérstva sa nachddzaju relevantné informa-
cie v nasledujicich domaécich a zahraniénych bazach:

AGRICOLA — (predtym CAIN) je budovanad Néarodnou polnohospodarskou knizni-
cou USA, koreSponduje tla¢enému indexu ,,Bibliography of Agriculture” a zahriiuje
veterindrnu literattiru a vlddne publikicie. Je vhodné pokial sa vyzaduje suhrnny prieskum.
Doporucuje sa vSak vyuZivat ako dodato¢ny a nie sélovy zdroj informécii. Je relativne
draha. .

AGRIS — Mezinirodnd databiza dokumentografickd, vyberove obsahuje abstrakt,
obsahuje vieobecné otdzky poInohospodarstva, ekonomiky poInohospodarstva, ochrany
prirody, potravindrstva, veterindrstva, rybarstva, zneCistovania prostredia a pod. Pro-
ducentom je Food and Agriculture Organization of the United Nation (FAO), Roma,
Italy.
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BIOSIS — baza pokryva obdobie od roku 1970 doposial a koreSponduje dvom tlace-
nym vystupom: Biological Abstracts a Reports, Reviews and Meetings (BA/RRM).
Pokryva celosvetovi | iteratiiru v biol6gii huménnej i veterindrnej mediciny, ale neobsa-
huje klinické pripady a ¢lanky tykajiice sa starostlivosti o pacientov. Pre veterinidrnych
lekarov tato baza je doporucovana v oblasti parazitoldgie, patoldgie, vyzivy a toxikoldgie.
Obsahuje Clanky z Casopisov, konferencné materidly, knihy a spravy. Je tiez relativne
draha.

CAB — producentom bazy zaloZenej v roku 1972 je Commonwealth Agriculture
Bureaux England. Signifikantne sa odliSuje od Medline, Biosis a Agricola a sice hlavne
tym, Ze inkorporuje citicie z 30 referdtovych Casopisov medzi nimi Index Veterinarius
a Veterinary Bulletin. Tieto Casopisy Casto abstrahuji rovnaké clanky takZe niektoré
vstupy v databize su duplicitné. NajvacSou vyhodou CAB databézy je, Ze obsahuje ¢lanky
tykajuce sa starostlivosti o choré zvieratd. Nevyhodou bézy je, Ze ¢ldnky su obycajne
publikované rok alebo aj viac predtym neZ s zahrnuté do databizy.

CA — SEARCH — producentom bizy je Chemical Abstracts Service. Chemical
Society Columbus, Ohio, USA. Jedn4 sa o bizu dokumentografického charakteru in-
formacne pokryvajucu oblast farmakoldgie, biotechnolégie, enzymoldgie ako aj bioché-
mie a vyzivy rastlin a zdkladné bibliografické informaécie pubhkovane v tlaCenej forme
Chemical Abstracts. Vznikla v roku 1967.

EMBASE — (predtym Excerpta Medica) vznikla v jini roku 1974. Producentom bazy
je Excerpta Medica, Amsterdam, Holandsko a predstavuje jeden z hlavnych zdrojov pre
vyhladdvanie v biomedicinskej literatire. Obsahuje abstrakty a citdcie ¢lankov z 4000
biomedicinskych ¢asopisov publikovanych po celom svete. St v nej zahrnuté viaceré
informdcie pokryvajuce problematiku aj veterinidrnej mediciny najmai z oblasti zdkladného
vyskumu.

FSTA — Food Science and Technology Abstracts, baza vznikla roku 1969, producen-
tom je International Food Information Service, Reading, Berkshire, Anglicko. Béza
poskytuje informécie v oblasti vyskumu a technolégie potravin, tiez sii informacne
poskytnuté aj dallie discipliny ako polnohospodarstvo, chémia, biochémia a ekonomika
vo vztahu k vyskumu potravin. FSTA zabezpecuje indexovanie 1200 ¢asopisov z 50
krajin, patenty z 20 krajin a knihy v rdznych jazykoch.

INIS — International Nuclear Information System, producentom je International
Atomic Energy Agency (IAEA), Wien, Rakusko. Jedn4 sa o dokumentografickii bizu so
zdznamami obsahujucimi referdt. Je zamerana na vyuZitie jadrovej energie radioizotypov
a ionizujuceho Ziarenia aj v obore bioldgie, lekarstva a pod.

MEDLINE — (MEDLARS alebo LINE) je baze produkovani National Library
of Medicine, USA, ako jedna z hlavnych zdrojov pre biomedicinsku literatiru. Kores-
ponduje trom tla¢enym indexom: Index Medicus, Index to Dental Literature a Interna-
tional Nursing Index. Vznikla roku 1966 ako prvi on-line databdza v histérii vbec
a predstavuje najlepsi zdroj pre klinické ale aj vedecké informécie. Viac neZ 2 500 publi-
Kkacii zahriiuje 64 veterindrskych Casopisov. Je relativne lacnd (Mad Neil, 1986 ; Zi-
dek a. i., 1988).

Medzi dalie bazy, které mdzu byt uZitocné pre veterindrnych lekdrov moZno zara-
dit: Toxline, Dissertation Abstracts, Biobusiness, World Patent Index, Science Citation
Index a pod.

Je treba uviest, Ze pocet databdz neustile rastie. Systém Dialog, ktory v roku 1988
odkupila firma Knight Ridder (USA) bol uvedeny do previdzky v roku 1972 s 8 bazami,
v roku 1986 poskytoval informicie z 250 databiz, v roku 1988 to bolo uz 320 baz dat.
Systém je pristupny kazdy defi 24 hodin cely tyzdefi. Je moZné vyuZit vstupy aj v sobotu
a nedelu. Podobne neustile rastie aj podet pouzivatelov.
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VYUZIVANIE DIALOGOVYCH SLUZIEB V UKaSIS NA V3V

Ustredné kniZnica a $tudijné a informac¢né stredisko na VSV ako jeden z pouZiva-
telov dialogovych sluzieb zabezpecuje vlastnym termindlom (on-line) vstup do béz
AGRIS, CA SEARCH, EMBASE, FSTA a INIS. Okrem toho na zaklade objednavky
cez Stredisko automatizovanej vymeny informacii (SAVI) zabezpeCuje vypracovanie
reSer§i v bizach AGRICOLA, BIOSIS, CAB a MEDLINE. KaZd4 reder3a je spraco-
vand v UKaSIS a st v nej vyznadené tie informaéné dokumenty, ktoré sa nachidzaji
vo fonde UKaSIS.

ZAVER

Vo vyspelych krajinich moZno pozorovat zvySeny zdujem o rozvoj informacného
priemyslu, Co sa vysoko pozitivne odriZa v prioritnych vysledkoch vedeckého vyskumu.
Neustale rastie aj pocet pouZzivatelov interaktivnych informacénych systémov. KniZnice
a informacné strediskd organizuju $kolenia a kurzy pre svojich pouZivatelov a ovladacie
prace s pocita¢mi ako aj zdklady informatiky su zaradované do osnov strednych, pripadne
vysokych $kol. Je treba zdoraznit skutoCnost, Ze absolventi naSich vysokych $§kdl nedo-
stdvaju pocas ich $tudia dostato¢né informaécie o novych moZnostiach ziskavania vedecko-
technickych informécii. Pokial vSak mame skutoény z4ujem zaradit sa medzi vyspelé
krajiny, je nutné plne reS§pektovat vyznam informaécii pre kazda oblast rozvoja a vynaloZit
vietky prostriedky na zjednodus$enie vstupu a vyuzivanie interaktivnych (dialégovych)
informacnych systémov, ktoré umoziuju dialkovy pristup k velkému poctu baz dat po-
mocou terminalov z réznych pracovisk. Netreba pritom zabudat na priebezné informova-
nie Sirokej vedeckej komunity, ale aj veterindrnych lekirov pdsobiacich v praxi o novych
metdédach ziskavania informécii, ktoré st podmienené stle sa zdokonalujicou yypocto-
vou technikou. Ttto ulohu by mal aspoii Ciastocne splnit tento prispevok.
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Omlouviame se vSem odbératelim veédeckého Casopisu Veterindrni
medicina za skluz ve vydavani. Je zptsoben reorganizaci v tiskarné, ktera
zajiStovala tisk. Pfechod do jinych tiskdren se vzhledem k vSeobecné
znamé situaci v polygrafii neobesel bez problému.

Pfedpokldddme, Ze zbyvajici ¢isla vyjdou v 1. pololeti pfiStiho roku.
Dékujeme za pochopeni.
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