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METABOLIC PROFILE IN THE PERIPARTAL PERIOD IN COWS
WITH AFTERBIRTH RETENTION AND WITHOUT IT

METABOLICKY PROFIL V PERIPARTALNIM OBDOBI U KRAV
BEZ RETENCE A S RETENCI SEKUNDIN

E. Kudlag, M. Sakour, J. Canderle

University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Blood samples were taken and subjected to biochemical analysis in the crossbred cows of the Red-Pied,
Black-Pied or Holstein-Friesian breed raised on a large farm under standard conditions, with the average annual milk yield
of 4,300 kg milk, and divided into two groups — cows with afterbirth retention and without it; the samples were taken in the
last period of pregnancy (since day 245), during parturition, and within the first 50 days post partum. In both groups, the
values of acid-base balance and metabolic profile mostly ranged within the interval of reference values, nevertheless there
were certain trends and differences in absolute values as well as in the dynamics of changes, but they did not always show
a doubtless character and the same significance. The cows with afterbirth retention exhibited a trend of a more expressive
decrease in partial pressure CO,, actual acid output and phosphorus level. Glucose level at the end of pregnancy was
statistically significantly lower (P < 0.01), cholesterol level also decreased (P < 0.05). On the other hand, the cows with
afterbirth retention had, at the end of pregnancy, statistically significantly higher concentrations of urea and creatinine
(P < 0.05-0.01), a higher bilirubin level and enzyme activities of acid phosphatase, and particularly of aspartate aminotrans-
ferase and lactate dehydrogenase (P < 0.05-0.01). There were insignificant differences in the concentrations of total protein,
calcium, magnesium and enzyme activity of alkaline phosphatase and gammaglutamyl transferase.

cattle; peripartal period; afterbirth retention; acid-base balance: metabolic profile

ABSTRAKT: U krav kfizenck cervenostrakatého, ¢ernostrakat¢ho nizinného, respektive holstynskofrizského plemene cho-
vanych za standardnich podminek velkochovu s primérnou rocni dojivosti 4 300 kg mléka a rozdélenych do dvou skupin —
krivy bez retence a s retenci sekundin — byla v poslednim obdobi bfezosti (od 245. dne), za porodu a prvnich 50 dni po
porodu ziskdvdna krev a podrobena biochemické analyze. V obou skupindch zjisténé hodnoty acidobazické rovnovahy a me-
tabolického profilu se vesmés pohybovaly v rozmezi §ife referenénich hodnot, nicméné byly zjiStoviny urcité tendence
a rozdilnosti jak v absolutnich hodnotich, tak i v dynamice zmén, které viak nemély vzdy jednoznacny charakter a stejnou
prikaznost. U krav s retenci sckundin byla tendence k vyraznéj§fmu poklesu parcidlniho tlaku CO,, aktudlniho kyselého
vylucku a hladiny fosforu. Hladina glukézy ke konci bfezosti byla statisticky prikazné nizsi (P < 0,01) a podobné se sniZila
i hladina cholesterolu (P < 0,05). Naopak u krav s retenci sekundin byla ke konci biezosti statisticky prikazné vyssi koncen-
trace mocoviny a kreatininu (P < 0,05-0,01). ddle hladina bilirubinu a aktivity enzymi kyselé fosfatizy, pfedeviim pak
aspartdtaminotrasferdzy a laktitdehydrogenazy (P < 0,05-0,01). Nevyznamné rozdily byly v koncentraci celkovych bilkovin,

vipniku, hoi¢iku a aktivity enzymi alkalické fosfatizy a gamaglutamyltransferizy.

skot; peripartdlni obdobi: retence sekundin; acidobazickd rovnoviha; metabolicky profil

VoD

Velmi vdznou a relativné Casto se vyskytujici porod-
ni komplikaci u skotu je zadrzeni lazka. Pfes znacny
pokrok a rozsifeni poznatkii o tomto onemocnéni, ze-
jména se zfetelem na ucinnou terapii, zUstdvaji stdle
nejasné nékteré otazky etiologie a patogeneze a tim
i spolehlivé cilené prevence. Obecné se dnes md za to,
7¢ retence sekundin neni onemocnéni sui generis nebo
morbus per se, ale klinicky symptom celkového one-
mocnéni nejednotné etiologie vznikajici pusobenim §i-
rokého komplexu rizikovych faktoria (polyfaktoridlné
zapfi¢inény syndrom).

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (7): 201-207

V ramci rozsdhlé plejady etiologickych faktort zpu-
sobujicich naru§eni mechanizmi zodpovédnych za
uvolnéni lGZka je zduraziiovdna tloha nutri¢nich defi-
cienci a metabolickych poruch. Podle Grunerta
(1983, 1986, 1993) zvlastni vyznam prislusi nizké
drovni vyzivy a jeSté¢ vice pirekrmovini bilkovinami
v poslednim obdobi biezosti, deficienci minerdlnich 14-
tek (Ca, P), stopovych prvku (Se, I) a vitamint (A, E,
beta-karoten), ptsobeni toxickych ldtek (nitrdty, aflato-
xiny a xenobiotika) a metabolickym poruchdam, zvlaste
typu aciddz a ketoz. Stejné nebo velmi podobné tdaje
o vztahu vyZivy a vznikem retence sckundin uvadéji
Morrow (1986), Kudla¢ a Elecko (1987),
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Hecuwieser (1987), Arthur aj. (1989). Joosten
a Hensen (1992), Kudlac¢ (1994) a velké mnoz-
stvi dalSich autort z diivéjSich let a zabyvajicich se
problematikou zadrZeni liZka. Tyto citace viak vesmés
maji vieobecny charakter. Podstatné méné je viak praci
pfimo studujicich metabolicky profil u krav v peripar-
talnim obdobi, u nichZ doslo k zadrzeni lazka. Dil¢i
udaje v tomto sméru uvadéji Lotthammer (1983),
Haraszti aj. (1985), Huszenica aj. (1988)
a Sakour (1992). Mineralnim profilem béhem puer-
peria avSak u ovei se zabyvali Krajni¢dkova aj.
(1993).

MATERIAL A METODY

V jednom velkochovu krav, pfevazné kiiZzenck cer-
venostrakatého a Cernostrakatého niZinného, respektive
holstynskofrizského plemene s volnym ustdjenim, vy-
rovnanou krmnou davkou a standardni oSetrovatelskou
péci, s primérnou ro¢ni mlé¢nou uZitkovosti 4 300 kg
mléka, jsme provddéli Setfeni v prabéhu roku za ne-
zménénych podminek chovu a managementu. Vyzivu
tvorily slozené krmné ddvky: v zimé na 10 kg mlc¢ka
ddvka se sestiavala z 21 kg kukufiéné sildze, 15 kg
skrojkové silaze, 3 kg krmné slamy, 2.5 kg vojtesky
a 1,5 kg dopliku pro dojnice, v Iété na 13 kg mlcka
dédvku tvofilo 18 kg zelené smési, 15 kg obilni senize,
2,5 kg jecné slamy a 4 kg smési pro dojnice na kus a den.
Minerdlni vyZiva byla dopliiovdana minerdlni smési.

V dob¢ stdni nasucho jsme odebirali krev z vena
Jugularis (terminy odbéru a velikost skupin jsou uve-
deny v tabulkdch). Vzorky krve ke stanoveni acidoba-
zické rovnovdhy jsme odebirali do heparinizovanych
stitkacek, bezprostredné po odbéru zchladili a v pre-
pravkdch se suchym ledem prevezli do laboratore. Aci-
dobazickou rovnovdhu jsme urcovali analyzitorem
BMS 2 MK firmy Radiometr (Ddnsko) metodou podle
Astrupa aj. (1960). Vzorky krve pro biochemickou
analyzu odebrané do sklenénych zkumavek byly zcen-
trifugovdny a krevni sérum uskladnéno pfi teploté —
20 °C aZ do vlastniho vySetieni. Po rozmrazeni jsme
v krevnim séru stanovovali anorganické latky (vdpnik,
fosfor, hoic¢ik a chloridy), celkovou bilkovinu, mocovi-
nu, kreatinin, glukézu, cholesterol a bilirubin, aktivitu
alkalické a kyselé fosfatazy, aspartataminotransferdzy,
gamaglutamyltransferdzy a laktatdehydrogendzy po-
moci fotometru Spekol za pouziti pfislu§nych Bio-La-
-testa (Lachema Brno). Ze stanovenych koncentraci
a aktivit jsme vypoditali primérné hodnoty a smérodat-
né odchylky pro jednotlivé soubory krav a statistické
hodnoceni jsme provedli Studentovym t-testem podle
programu STAT PLUS (VUVeL Brno).

VYSLEDKY

Setfeni o acidobazickém stavu pfed a po porodu
krav bez retence a s retenci sekundin jsou shrnuty do
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tab. I. Z ni je zfejmé. Ze hodnoty pH krve vykazovaly
relativné znacnou stabilitu, nicméné je zietelna tenden-
ce ke zvySeni v poporodnim obdobi u krav jak bez re-
tence sckundin tak 1 s retenci sekundin. V tomto obdo-
bi byla take zjiSténa nejvyssi pramérna hodnota u krav
s retenci sekundin k 50. dni post partum (7,44 + 0,03)
a rozdil je statisticky vyznamny az vysoce vyznamny
ve srovndni s kravami bez retence tak 1 pii srovndvani
hodnot ostatnich ¢asovych obdobi odbéru (P < 0,05-
0,01). Dalsi srovnani pramérnych hodnot pH u krav
s retenci a bez retence ukdzalo, ze nejsou rozdily sta-
tisticky vyznamn¢é (P > 0.1). Hodnoty pH v den porodu
byly u obou skupin krav statisticky vyznamné vyssi ve
srovndni s kravami 245-260 a 276-285 dni brezosti
(P <0,01).

Parcidlni tlak CO, (pCO,) se v podstaté ménil v ne-
piimé zavislosti k hodnotidm pH. U krav s retenci se-
kundin byl pred porodem vesmés nizsi nez u krav bez
retence. NejnizSi hodnoty pCO, byly vétSinou zjistény
v den porodu (5.64 £ 0,43 a 546 + 0,38 kPa) a rozdily
ve srovnani s hodnotami vetsiny ostatnich skupin jsou
statisticky vysoce vyznamné (P < 0,01). V poporodnim
obdobi je pak zfetelnd tendence k mirnému zvySovani
hodnot pCO, u obou skupin krav.

Zmény aktudlniho kyselého vylucku (ABE) v krvi
vysokobrezich krav byly prevazné nizsi u krav s na-
slednou retenci sckundin. Zietelné zvyseni bylo zazna-
mendno u obou skupin v poporodnim obdobi (az 5,20 +
2,11 mmol/l u krav bez retence k 20. dni p. p. a ke
stejnému dni 4,99 + 1,94 u krav s retenci sekundin).

Pramérné hodnoty koncentrace standardniho bikar-
bonitu (SBC) byly relativné velmi stabilni a rozdily
nejsou statisticky vyznamné ani se zietelem na rizna
obdobi pred a po porodu, respektive zda doslo nebo
nedoslo k retenci sekundin. Nicméne souhrnné Ize kon-
statovat, Ze hodnoty SBC mély urcitou tendenci ke zvy-
Seni v poporodnim obdobi.

Tab. II ukazuje vysledky Setfeni o obsahu vybra-
nych minerdlif a celkové bilkoviny v krevnim séru krav
bez retence a s retenci sekundin v peripartalnim obdo-
bi. Pri zietelném poklesu Ca ke dni porodu (2,27 +
0,40 mmol/l, resp. 1.95 £ 0.19 mmol/l) zjisténé rozdily
nebyly statisticky vyznamné (2 > 0,1). Nicmén¢ hladi-
na Ca v den porodu byla statisticky vyznamné nizi ve
srovndni s obsahem v terminech sledovaného poporod-
niho obdobi (P < 0,05). Se zietelem na obsah hoic¢iku
byly zjistény relativné milo rozdilné poméry, i kdyz
z nich vyplyva urcity trend k poklesu hlavné v predpo-
rodnim obdobi. Rozdily viak nejsou statisticky vy-
namné (P > 0,1). Hladiny fosforu jsou srovnatelné
u krav s retenci a bez retence sekundin, 1 kdyz v den
porodu u krav se zadrzenym luzkem byla zjiSténa hod-
nota nejnizsi (1,87 = 0,26 mmol/l), rozdily vesmés ne-
jsou statisticky vyznamné (P > 0,1).

Pokud se tyka chloridovych iontd mohli jsme kon-
statovat s postupujici biezosti snizovani jejich koncen-
trace, které s urcitym kolisanim pietrvdvalo i v dob¢
post partum. U krav se zadrzenym lazkem byly po po-
rodu koncentrace chloridii od 10. dne p. p. vyznamné

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (7): 201-207



nizsi nez v predchazejicim obdobi (P < 0,05). Obsah
celkové bilkoviny u krav pied porodem mél zretelné
klesajici tendenci k terminu porodu, avsak rozdily mezi
kravami s retenci a bez retence sekundin nebyly statis-
ticky vyznamné (P > 0,1) i kdyZ byl zjistén vysoce
vyznamny rozdil mezi hodnotami 245-260 dni a. p.
a ke dni porodu (P < 0,01).

Vysledky Setieni o energetickém a bilkovinném me-
tabolismu jsou souborné uvedeny v tab. III. Koncentra-
ce mocoviny k terminu porodu se u obou skupin
a zvlasté u krav bez retence sckundin, statisticky vy-
znamné aZ vysoce vyznamné snizovala (P < 0.05-
0.01). U krav s retenci sekundin pak byla vzdy vétsi,
avSak rozdil oproti kravim bez retence sekundin nebyl
statisticky vyznamny (P > 0.1).

Hladina kreatininu u krav pied porodem méla vylo-
v den porodu (1329 = 15,4 pmol/l versus 106,5 +
20,2 pmol/l) a zjisténé rozdily s piedporodnim obdo-
bim jsou statisticky vyznamné (P < 0,01). U krav s re-
tenci sekundin byly zjiStény vyrazné vysSi koncentrace
v obdobi 276.-285. den gravidity a rozdil se skupinou
bez retence (175,2 = 16,3 umol/l versus 153,6 =
35.9 umol/l) je statisticky vysoce vyznamny (P <
0.01). V poporodnim obdobi byly zjistovany hladiny
vesmés nizsi a rozdily mezi kravami bez retence a s re-
tenci sckundin byly statisticky vyznamné (P < 0,05).

Koncentrace glukozy vykazovala u krav bez retence
sckundin opaény trend neZ u krav s retenci. Zatim co
v prvné jmenované skupin¢ pred porodem a za porodu
byly koncentrace vyssi, v poporodnim obdobi byly vys-
$i naopak u krav s retenci sekundin. Rozdily pak byly
245-260 dni ve srovnani k 276-285 dni pred porodem
vétSinou statisticky vysoce vyznamnné (P < 0,01), po
porodu ve srovndni ke dni porodu statisticky vyznamné
(P < 0,05).

Koncentrace cholesterolu u krav s retenci sekundin
se s blizicim porodem statisticky vyznamné snizovaly
(v dobé 276.-285. den biezosti a v den porodu je P <
0,05). RovnéZ v poporodnim obdobi u krav s retenci
sekundin byly koncentrace cholesterolu vesmés nizsi
a kromé& obdobi 2-5 dni po porodu byly rozdily vétsi-
nou statisticky vyznamné (P < 0,05).

Koncentrace bilirubinu u krav s retenci sekundin
v dobé pred i po porodu byly vidy vyssi, pricemz
v obou skupindch pfi kolisani hlavné v dobé pied po-
rodem jsme zjidtovali u krav bez retence urcitou ten-
denci ke zvySeni a naopak v dobé po porodu ke snize-
ni. V terminech 245.-260. a 276.-285. den brezosti
byly rozdily statisticky vysoce vyznamné (P < 0,01).

Poméry v hladindch sledovanych enzymi v krevnim
séru krav bez retence a s retenci sekundin v peripartal-
nim obdobi ukazuje tab. IV.

Hladina alkalické fosfatizy (ALP) u krav s retenci
pied porodem vykazovala urCitou tendenci ke snizeni,
v dobé& pied porodem i po porodu byla zjistovina po-
mérné Sirokd variabilita (22-70 %), pficemz rozdily
mezi nékterymi terminy odbéru krve byly aZ statisticky
vyznamné (P < 0,05).)

Vet. Med. — Czech, 40, 1995 (7): 201-207

Obdobny trend byl zaznamendn v aktivité kyselé
fosfatizy (ACP) a variacni koeficient v jednotlivych
podskupindch ¢inil 30-90 %. U krav s retenci sekundin
byly zjidtoviny v dobé pfed porodem hladiny vyznam-
né vyssi s vyraznou tendenci ke snizeni k blizicimu se
porodu, které jesté pokracovalo v dobé 10-30 dni post
partum. U krav bez retence sekundin byl pokles hladi-
ny ACP v poporodnim obdobi rovnéz variabilni avSak
celkové vyraznéjsi ve srovnani s hodnotami naméfeny-
mi v den porodu.

Aktivita aspartataminotransferazy (AST) u krav pred
porodem méla v obou skupindch krav tendenci s bliZi-
cim porodem se zvySovat (u krav s ndsledné zadrZzenym
lizkem vyraznéji) a rozdily v dobé 276.-285. den bre-
zosti statisticky vyznamné (P < 0,05). V poporodnim
obdobi pii urcité variabilité¢ hlavné u krav se zadrze-
nym lizkem byla vyrazna tendence ke snizeni AST (ke
30. a 50. dni p. p. aZ na 0,39 + 0,06 pkat/l a 0,35 +
0,04 pkat/l).

Zjistené hodnoty gamaglutamyltransferazy (GMT)
vesmés pickracovaly horni hranici referencni hodnoty
(0,58 pkat/l), nicméné nepoukazuji na vyraznéjsi roz-
dily mezi kravami bez retence a s retenci sekundin,
respektive na rozdily mezi jednotlivymi terminy pied
a po porodu.

AKktivita laktiatdehydrogendzy (LD) kolisala v obou
skupindch a nejvyssi rozdily byly zjistény se stoupajici
biezosti a v dobé porodu (6,94 £ 094 — 8,05 + 1,70 :
8,02 £ 2,12 — 8,82 + 0,71 pkat/l u krav bez retence
a s retenci sekundin) a rozdily byly statisticky vyznam-
né (P < 0,05). V poporodnim obdobi se aktivita LD
u krav s retenci sckundin ve srovnini se dnem porodu
statisticky vyznamné snizila (P < 0,01).

DISKUSE

Jiz v literarnim prehledu jsme uvedli, Ze do polyfak-
toridlniho kauzdlniho komplexu vzniku retence sekun-
din u skotu jsou zafazovidny kvantitativni a kvalitativni
nutri¢éni nedostatky a poruchy vymeény latkové. Soucas-
né¢ jsme viak zduraznili, Ze jen mald pozornost byla
dosud vénovina vztahu mezi retenci sckundin a kon-
krétni acidobazickou rovnovihou a metabolickym pro-
filem v peripartalnim obdobi. Pravé tyto otazky byly
piedmétem studia v této préci.

Na zdkladé hodnoceni naSich vysledki mZzeme
konstatovat, Ze jsou urCité tendence a odlisnosti v dy-
namice zmén sledovanych ukazateli, ty viak vykazuji
znacnou variabilitu, zdaleka nemaji jednoznacny cha-
rakter a prikaznost, respektive se vesmés pohybuji
v rozpéti §ite referen¢nich hodnot jak je pro acidoba-
zickou rovnovihu uvadi Jagos§ aj. (1985). ZvySeni
hodnoty pH a naopak nejniZsi hodnoty pCO, jakoZ
1 zvySeni aktudlni base exces (ABE) pii prakticky se
neménici primérné koncentraci standardniho biokarbo-
nitu (SBC) nasvédcuji, Ze u krav k porodu dochdzi ke
vzniku respiratorni alkalozy, nicméné tento trend byl
stejny jak u krav bez zadrzeného luzka, tak i se zadr-

203



{174

10T (L) S661 "0F "U292D — PAN WA

Loc-

. Acidobazicky stav pfed a po porodu krav bez retence a s retenci sekundin — Acid-base balance before parturition and after it in the cows without afterbirth retention and with afterbirth retention

Délka gravidity (dny)!

Po porodu (dny)?

Den porodu®

245-260 261-275 276-285 2-5 10 20 30 50

podet krav® 84 86 72 17 16 17 11 11 13
Bez pH 7,38 £ 0,03 7,40 + 0,05 7,37 + 0,07 7,41 0,03 7,40 0,02 741 £ 0,02 7,42 + 0,03 7424003 7,41 £ 0,03
:Z:f::;in‘ pCO, (kPa) 6,08 + 0,54 5,88 £ 0,69 6,15+ 1,08 564 043 5,39+ 0,59 5,89 + 0,41 6,03+ 0,33 6,04 £ 0,51 5,83 0,46
ABE (mmol/l) 1,83+ 2,05 176 + 1,63 1,44 + 2,89 2,59 +2,23 098+ 1,71 348+2,12 5,20 + 2,11 4,47+ 1,49 3,63+ 2,81
SBC (mmol/l) 25,05 + 1,86 2522 + 1,44 24,79 + 2,57 25,85 + 2,04 24,67 + 1,50 26,69 + 1,87 28,10 + 1,96 2735 + 1,50 27,36 + 2,81

pocet krav® 5 5 4 14 17 18 18 16 16
S retenci pH 7,39+ 0,01 7,38 + 0,03 7,38 + 0,03 7,41 +0,03 7,40 + 0,03 7,41 0,02 7,42 40,02 7,40 + 0,03 7,44 0,03
sekundin® | pCO, (kPa) 5,84 +0.58 577+ 0,81 5,43 + 0,66 5,46 + 0,38 5,62 + 0,80 5,80 0,52 6,14 + 0,57 6,33 0,57 5,75+ 0,59
ABE (mmol/l) 1,08 + 1,56 1,90 + 0,84 0,95+ 0,77 2,44 + 1,83 1,99 + 1,98 3,78 £2.21 4,99 + 1,94 4,10 £ 1,67 4,90 £ 2,40
SBC (mmol/l) 25,18 + 1,47 26,10 + 1,18 25,27+ 0,79 25,58 + 1,58 25,20 + 1,82 27,05 + 1,97 28,12+ 1,73 27.14 + 1,50 28,00 + 2,21

'pregnancy length (days), :day of parturition, 3after parturition (days), *without afterbirth retention, *with afterbirth retention, “number of cows

1. Koncentrace vybranych minerilii a celkové bilkoviny v krevnim séru krav bez retence a s retenci sekundin v peripartdlnim obdobi —~ Concentrations of some minerals and total protein in the blood plasma of
cows without afterbirth retention and with it in the peripartal period

Délka gravidity (dny)"

276-285

Den porodu®

Po porodu (dny)3

245-260 261-275 2-5 10 20 30 50
pocet krav® 84 86 72 17 16 17 11 11 13
Ca (mmol/l) 2,66 0,39 2.50 £ 045 2,53+£0.39 2,27 £ 040 2,25+0.30 243047 2512041 2,28+ 026 227 +£0,.24
E:L;;nce Mg (mmol/l) 091 £ 0,10 0.83 + 0,09 0,93 + 0.36 1,00 £ 0,19 087 0,17 085+ 0.15 095+ 0,18 LI +£0.14 1,15+ 0.17
sckundin® P (mmol/l) 220+ 033 2.19+0,23 1.75 £ 042 2,04 £0.30 1.81 £ 0,38 1.94 + 0,30 2,11 £044 2,19 £037 2,17 £ 0.40
Cl (mmol/l) 92,65 £7.34 88,36 = 22,65 80,37 = 8.06 87.64 £ 12,1 86,94 £ 12.3 83,00 = 13,97 81,50 £ 7.36 80.85 = 8.30 83,07 £7.92
Celkové bilkoviny” (g/l) 77,04 £7,74 77.54 + 51.2 73,80+ 11.5 6248 £ 10,07 | 64,69 9,74 71,73 £ 10.5 70,90 £ 5,30 73.00 £ 691 74,61 + 11.33
pocet krav® 5 5 4 14 17 18 18 16 16
Ca (mmol/l) 248 £ 0.36 2,78 £0.36 246 £ 033 1.95 £ 0.19 238 £0.39 2,33 +£043 246 £ 039 239 £ 0,38 2,38 £0,37
;kr::;;:;ls Mg (mmol/l) 098 + 0,11 0.88 + 0,08 0,75 + 0,05 0.89 + 0,07 0,87 0,16 0,76 + 0,12 091 +0,14 0,97 + 0,21 1,06 + 0,18
P (mmol/l) 2,25 £ 0,22 205 +£0,18 248 + 0,34 1,87 £ 0,26 1,99 + 0,48 1,96 £ 0,34 2,08 £ 0,27 2,12+ 0,35 2,06 £ 0,46
Cl (mmol/l) 97,80 £ 5,06 8420+ 114 89,00 = 19,82 86,50 = 6,12 87.76 £ 18,2 81,30 £ 10.5 81.81 + 6,49 82,89 + 7,65 80.27 = 10.67
Celkové bilkoviny  (g/l) 73,00 £ 10,79 | 71,60 + 7,09 7475 £ 142 67,15 £ 6,64 6531 £10,10 | 6764%115 74,92 £ 9,47 73,78 £ 6,71 71.86 + 8,60

For 1-6 see Tab. 1. "total protein
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111, Koncentrace vybranych biochemickych ukazateld v krevnim séru krav bez retence a s retenci sckundin v peripartalnim obdobi — Concentrations of some biochemical indicators in the blood serum of cows
without afterbirth retention and with afterbirth retention in the peripartal period

Délka gravidity (dny)!

Po porodu (dny)*

Den porodu®
245-260 261-275 276-285 25 10 20 30 50
pocet krav® 84 86 72 17 16 17 11 1 13
mocovina’  (mmol/l) 4424088 4234127 4344076 3,84 091 466+ 1,64 4724291 446 + 1,86 395+ 1,51 423+ 1,64
?:l:ncc kreatinin® (umol/l) | 1645+ 178 | 1526162 | 153,6£359 | 1329+ 154 | 132,1£230 | 1187£174 | 106,01+ 146 | 1101171 | 110,5% 166
sekundin® | glukéza® (mmol/l) 3,73+ 038 348 £ 0,45 343 10,62 3,58 0,61 3,032 1,02 2,28+ 091 2,63 %093 255 + 1,09 287+ 1,07
cholesterol'®  (mmol/l) 2,95 + 0,40 3,00 £ 0.84 3314088 334 0,90 2,78 £ 0,84 402 £262 3.63%1.26 4374162 415+ 145
bilirubin!'  (mmol/l) 563+ 12,1 718 + 2,08 712 2,67 7,90 + 3.28 753 £ 475 507 +2.74 392+ 132 475+ 1,71 415+ 145
pocet krav® 5 5 4 14 17 18 18 16 16
mocovina (mmol/l) 5,04 + 0,84 474+ 145 470 + 048 4224119 4914151 4,40 + 3,08 492 +4.26 397 £ 1.82 400 + 1,39
f retenci | kreatinin (umol/l) | 160,6 £ 5.5 1584109 | 17524163 | 1065£202 | 1419203 | 1083+ 168 | 1052£146 | 1096 %182 | 1063 % 11,4
e (mmol/l) 3.42+0.21 341 £021 3,16 £ 0,32 3,11 £0.33 353+ 1,43 2,83 £ 0,56 2,57 £ 0.57 2.84 4074 3,10 + 0,81
cholesterol  (mmol/l) 3.02 £ 0,61 3,00 £ 0,79 2521072 2,10+ 032 2,96 £ 1.49 3,50 + 2,00 349 + 2,14 4044125 342 £ 0,60
bilirubin (mmol/l) | 1130 % 4,62 792+333 | 10224234 805+338 | 10952 6.05 5.56 333 5.15+3.24 486+ 1.73 492+ 086

For 1-6 see Tab, I, "urea, “creatinine, 9glucose,
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cholesterol, ''bilirubin

IV. Hladiny aktivit vybranych enzymi v krevnim séru krav bez retence a s retenci sekundin v peripartdlnim obdobi — The levels of the activities of some enzynics in the tlood serum of cows without afterbirth

retention and with 1t in the peripartal period

Délka gravidity (dny)" 5 Po porodu (dny)*
Den porodu®
245-260 261-275 276-285 2-5 10 20 30 50

pocet krav® 84 86 72 17 16 17 11 11 13

ALP (ukavl) 0.82 +0.31 0.63 +0.24 091 + 0,42 1,00 + 0,32 074 + 0,28 0.76 £ 0,18 0.84 + 0,34 0.82+0.18 0.75 £ 0.16
fl?i'nce ACP (ukavl) | 9437 £87.19 | 61.04+43.59 | 8679+ 54,16 | 77.94+ 3840 | 5637+3491 | 5588+ 5181 | 62,014+3433 | 4225+3013 | 54,78 31,15
sekundin® | AST (pkaul) 0.35 + 0,07 0,37 + 0,08 0.38 0,07 0.42 0,07 0.50 + 0,14 0,51 +0.03 049 + 0,15 041 +0,10 0,44 + 0,13

GMT (ikavl) 073 0,23 0,69 + 0,24 0,78 + 0,27 0.70 + 0,32 0,84 + 0.48 0,65 + 025 0,64+ 0,19 0,69 + 0,22 0,63 + 0,19

LD (ukat/l) 7,30 + 0,94 6,94 + 0,94 7,01 + 1,00 8,05 1.70 777 + 2,09 7.40 + 1,68 839 + 133 7,83 + 1,83 7,95 + 1.83

pocet krav® 5 5 4 14 17 18 18 16 16

ALP (uka/l) 0.83 0,11 0,73 + 0,34 0.76 + 0,22 0,63 0,30 0,90 + 0.35 0,82 +0.23 1,01 0,42 0,93 + 0,42 1,01 0,70
S retenci | ACP (ukavl) | 1260+59.6 | 1102+523 88,7 £29.9 67,4 237 68,4 + 44,2 54,7 + 45,6 542+414 60.3 + 36,9 67.2+259
sekundin | s (ukat/l) 0,37 + 0,07 040+ 0,14 0.55 0,16 0.51 + 0,05 0,46 £ 0.10 0.48 + 0,10 043 + 0,08 0,39 + 0,06 0,35 + 0,04

m
GMT (ikat/l) 0,63 + 0,07 0,65+ 0,14 0,72 0,20 0,67 + 0,13 0,71 0,22 0.69 + 0,19 0,61 0,17 0,65+ 0,15 062 +0,11
LD (ukavl) 7254078 8.02+2,12 8,05+ 2,17 8,82+ 0,71 7,65 £ 1,02 782+ 1,19 775+ 129 747+ 1,12 6,84 + 1,33

For 1-6 see Tab. |




Zenym lizkem. V poporodnim obdobi zjistény pohyb
ukazatell acidobazické rovnovihy u krav bez retence
a s retenci sekundin je rovnéZz ncjednozancny a hodno
ty se navzdjem piili§ nelisi (kromé pH k 50. dni p. p.).
Obdobny charakter zmén v acidobazické rovnovize
jsme na naSem pracovisti zjistovali jiz diive (Kud-
14¢, 1988; Dolezel, 1989).

Namérené koncentrace sledovanych minerdlnich la-
tek se rovnéZ pohybuji v ramci referencnich hodnot.
Pokles vdpniku v den porodu na minimum byl zjisto-
van v obou skupindch krav a je nesporné v uzké sou-
vislosti s nastupujici laktaci. Naméfené hodnoty jsou
pak v pIném souladu s tdaji, které uverejnili Shukl
aj. (1983), Jaskowski a Lechowski (1985).
Sakour (1992) a jimi citovani autofi. Urcity pokles
sledovanych mineralii a chlorida v krevnim séru krav
v poporodnim obdobi miiZe byt disledkem jejich vyso-
ce zvy$eného prechodu do mléka nebo v souvislosti
se zménami jejich obsahu ve stén¢ déloZni a lochiich
jak je uvddéji Boitor aj. (1986) nebo Dolezel
(1989).

Zmény v obsahu celkové bilkoviny mély velmi po-
dobny charakter u krav bez retence i s retenci sekundin
a v podstaté sc ztotoZiuji s udaji autori Benyika
a Kudlac¢ (1971), Lebeda (1985)a Dolezel
(1989).

Hodnoty ukazatelt bilkovinného metabolismu ke
konci biezosti byly zjistoviany véSinou vyssi, i kdyZ ne
vzdy statisticky vysoce vyznamné, u krav se zadrZe-
nym lizkem. Tuto skutec¢nost lze povazovat za kauzailni
souvislost s pickrmovidnim bilkovin ke konci biezosti
a faktor zvySujici frekvenci zadrzencého lizka v soula-
du s ddaji autordt Lotthammer (1983), Bilck
(1987), Petac (1985) a jinych.

Podobné Ize hodnotit i ndlez statisticky vyznamn¢
nizSich hodnot glukézy u krav ke konci brezosti,
u nichZ doslo ndsledn¢ k zadrZeni lGzka. Nilez je
v souladu s obecnymi tdaji o vzniku retence sekundin
v souvislosti s tzkym glycidoproteinovym pomérem.

Naristajici hodnoty v hladindch cholesterolu v ob-
dobi pred porodem u krav bez zadrzeného lizka a na-
opak urcity pokles u krav s¢ zadrzenym lizkem mohou
souviset s ménicimi se hladinami progesteronu pred
porodem. Jeho zvySovani v poporodnim obdobi odpo-
vidd stabilizujici se inkreci steroidnich hormont v sou-
vislosti s obnovenim ovaridlniho cyklu post partum.
NaSe ndlezy jsou pak v souladu s udaji autori Ki-
mur aj. (1986), Boitor aj. (1986), Huszenica
aj. (1988)a Dolezel (1989).

Vyrazné vySSi hladiny bilirubinu hlavné v predpo-
rodnim obdobi (v terminu 245-260 a 276-285 dni bie-
zosti = P < 0,01) jsou v souladu se shora uvadénymi
vztahy zvySeného zatiZeni jater piivodem bilkovin
a vznikem retence sekundin.

[ kdyz aktivity vybranych enzymu v krevnim séru
krav bez retence a s retenci sekundin nevybocuji z raim-
ce referencnich hodnot, které uvadéji Jagos aj.
(1985), hladiny hlavné aspartataminotrasferazy a ga-
maglutamyltransferdzy a nepiimo i kyselé fosfatizy
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a laktatdehydrogendzy u krav se zadrzenym [iZzkem
mohou poukazovat na piicinnou souvislost. ZvySeni
hladin sledovanych enzymu v krvi krav s retenci se-
kundin uviadéji tak¢ Lotthammer (1983), Dutta
a Dugwekar (1982), Boitor aj. (1986) a ncjnovéji
obdobné tdaje uvidé)i Khan aj. (1995) ve vztahu
k retenci sekundin u buvolic.

Souborné hodnoceni nasich Setieni ukazuje, Ze je
tzky vztah mezi parametry hlavné energetického a bil-
kovinného metabolismu a vznikem retence sekundin.
nesporné vsak litkovy metabolismus a jeho poruchy
nejsou jedinymi kauzdlnimi faktory a spiSe lze o¢ekd-
vat jejich spoluptsobeni v ramei velmi pestrého a ne-
obycejné Sirokého pricinncho komplexu. Stejny vztah
je ticba akceptovat mezi zatéZzi jater nadmérnym piivo-
dem bilkovin a energetickym hladovénim, které klinic-
ky mohou vést az ke ketézam. Nesporné lze o¢ekdvat,
7e tyto vztahy by byly jeSté vyraznéjsi pfi experimen-
tilnich krmnych divkdch zpisobujicich vylozené me-
tabolické poruchy, hlavné typu ketéz, respektive kdy
toxicky pusobici metabolity nepfiznivé ovliviuji feto-
materndlni spojent jesté za brezosti nebo poskozuji fy-
ziologické mechanismy odpovédné za odlouceni luzka
za porodu.
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EFFICACY OF MOXIDECTIN INJECTABLE (CYDECTIN INJ.)
AGAINST MIXED PSOROPTES OVIS AND SARCOPTES OVIS MANGE
IN SHEEP

UCINNOST MOXIDECTINU (CYDECTIN INJ.) NA ZMIESANU INFEKCIU
SVRABOVCAMI PSOROPTES OVIS A SARCOPTES OVIS U OVIEC

J. Corba', J. Prasli¢ka', M. Virady', O. Tomasovi¢ova', G. GaSparik’

]Parasimlogical Institute of Slovak Academy of Sciences, Kosice, Slovak Republic
“District Veterinary Administration, Kosice, Slovak Republic

ABSTRACT: Field efficacy of moxidectin injectable was evaluated in sheep naturally infected with both Psoroptes ovis and
Sarcoptes ovis mange. Three groups of fifteen ewes were selected from the flock based on parasitological and clinical status.
Group | remained as untreated controls. Group 2 animals received a subcutaneous injection of moxidectin at 0.2 mg/kg body
weight on Day 0; Group 3 animals received 0.2 mg/kg moxidectin twice on Day 0 and Day 7. Efficacy was assesed by taking
skin scrapings from each animal on Days -4, 0, 7, 14, 28 and 35 post treatment (P.T.) and counting viable mite stages and
species. In both treated groups the signs of itching disappeared within seven days P.T. Rapid clinical improvement was
associated with reduction in numbers of mites compared with initial score which was over 90 %. However, in skin scrapings
on Day 7 P.T. several live mites of both species were present. The second injection of moxidectin removed all living mites
and skin scrapings from group 3 animals that were negative for all mites on days 14, 28 and 35. The weight gain on average
in group 2 was 2.0 kg and in group 3 2.7 kg, during the 35 days of trial. Untreated control animals have lost on average
3.1 kg from the weight at start of trial. All untreated animals remained positive and suffered from intensive scratching,
anorexia and moist active skin lesions. Therefore they were given an emergency moxidectin treatment on days 35 and 37
each animal receiving 0.2 mg/kg b.w., subcutanoeusly. Moxidectin in both tested doses was well tolerated and no local reaction
on injection sites was observed.

ewes; Psoroptes ovis, Sarcoptes ovis; moxidectin

ABSTRAKT: Ucinnost moxidectinu (Cydectin inj. 1%, Cyanamid, USA) sme Studovali v experimente na 45 bahniciach
prirodzene infikovanych svrabovcami Psoroptes ovis a Sarcoptes ovis. Zvieratd sme selektovali na zdklade parazitologického
a klinického vy3etrenia zo stdda 500 chorych oviec. Druhej skupine patndstich bahnic sme aplikovali jednorazove po
0,2 mg/kg moxidectinu subkutdnne. Tretia skupina pétnéstich zvierat bola liecend opakovane v 0. a 7. defi rovnakymi davkami
moxidectinu. Prvé skupina patnéstich bahnic bola nelieend kontrola. Efektivnost terapie sme overovali nilezom svrabovcov
v koznych zoskraboch odobratych individudlne od jednotlivych zvierat v intervaloch —4, 0, 7, 14, 28 a 35 dni. V oboch
lic¢enych skupindch bahnic vymizlo svrbenie v priebehu siedmich dni. U tychto zvierat sme pozorovali aj vyrazné zlepSenie
klinického stavu ochorenia. Uginnost jednorazovej aplikacie 0,2 mg/kg z. h. moxidectinu bola po siedmich diioch od terapic
vy3e 90%, ale v niektorych koznych vzorkdch sme nachddzali Zivé roztoce. Opakovand aplikdcia moxidectinu v 7-difovom
intervale usmrtila vietky roztoée (i¢innost 100 %). Priemerné hmotnostné prirastky pocas 35-diiového pokusu boli v druhej
skupine 2,0 kg na bahnicu, v tretiej skupine 2,7 kg na bahnicu, kym nelieené zvierata v priemere stratili po 3,1 kg na bahnicu
z hmotnosti zo zaciatku sledovania. Moxidectin v oboch skasanych davkach bol dobre tolerovany a nepozorovali sme lokdlne
reakcie na mieste aplikdcie.

bahnice; Psoroples ovis; Sarcoptes ovis, moxidectin

UvVoD

Moxidectin je antiparazitikum druhej generdcie. Patri
medzi makrocyklické laktény a je produkovany kombina-
ciou fermentécie a chemickej syntézy z nemadectinu, kto-
ry produkuji plesne Streptomyces cyanogriseus non-cya-

nogenus. Moxidectin ma mimoriadne Siroké spektrum
ucinnosti na endoparazity (nematédy) aj na cktoparazi-
ty. Jeho ucinnost na gastrointestindlne a plicne nema-
t6dy u oviec sme opisali neddvno (Corba ai., 1994).

Ulohou nésho terajsicho experimentu bolo studovar
G&innost injekénej liekovej formy moxidectinu a bah-

* Vysledky uverejnenej price boli dosiahnuté pri rieseni projektu GAV 2/1363/94.
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nic prirodzene infikovanych svrabovcami Psoroptes
ovis a Sarcoptes ovis.

MATERIAL A METODY
Zvierata

Experiment sme urobili v mesiacoch marec-mij
1994 na polnohospoddrskom podniku, kde problémy so
svrabovitostou oviec, najmi v zimnom obdobi, pretrva-
vali uz niekolko rokov. Zo stada 500 chorych zvierat
sme do pokusu vybrali 45 bahnic s najvyraznej$imi
klinickymi priznakmi ochorenia. Zvierata sme rozdelili
do troch skupin po 15 jedincov a ustajnili ich tak, Ze
nebol moZny kontakt medzi skupinami pocas celého
experimentu.

Parazitologické vySetrenia

Od kaZdej bahnice sme v intervaloch -4, 0, 7, 14,
28 a 35 dni odoberali ostrym skalpelom vzorky koZe
z piatich vopred urcenych predilekénych miest (korefi
chvosta, chrbat, krk, hlava, brucho). Odobraté vzorky
od kazdého zvierata boli osobitne ulozené do ocislova-
nych Petriho misick, v ktorych bol kisok vlhkej vaty.
Vzorky boli drzané pri teplote +4 “C az do vySetrenia,
ktoré sa uskuto¢nilo do 48 hodin po ich odobrati. Po-
uzivali sme metodu, ktord publikoval Malency
(1982) modifikovani tym, Ze vzorky boli rozruSené v
ultrazvukovom pristroji (Dynatech) preto, aby sa uvol-
nili vietky roztoce z materidlu. Ndjdené parazity sme
poditali a identifikovali pod mikroskopom pri 100-né-
sobnom zvicseni.

Terapia

Prvej skupine 15 bahnic sme aplikovali jednorazovo
po 0,2 mg/kg moxidectinu (Cydectin inj. | %) v 0. den.
Druhej skupine bahnic sme aplikovali rovnaki ddvku
moxidectinu opakovane v diioch 0. a 7 defi. Pripravok
sme aplikovali subkutdnne na vnitorni stranu stehna,
kym zvieratd boli fixované v sediacej polohe. VSetky
bahnice sme individudlne odvazili na zaciatku a na
konci experimentu.

Klinické hodnotenie

Rozsah a intenzitu koZnych lézii sme zaznamendvali
individudlne v tyZdennych intervaloch. Na zaliatku po-
kusu u kazdej bahnice bolo chorobou postihnutych viac
ako 50 % povrchu tela (Guillot, 1981).

Hodnotenie G¢innosti

Pocet a druh Zivych roztocov sme urcovali individu-
dlne pre kazdé zviera v kazdom odberovom dni. Ucin-
nost moxidectinu sme vypocitali na ziklade redukcie
poctov Zivych svrabovcov podla vzorca
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G. P. kontroly

G. P kontroly — G. P. liecene)

% GCmnost = —— 100

Geometricky priemer (G.P.) bol vypoéitany trans-
formovanim poctov na prirodzeny log (pocet + 1).
Efektivnost terapic sme stanovili na kazdy odberovy
den.

VYSLEDKY
Ucinnost na Psoroptes ovis

Jednorazova aplikdcia 0,2 mg/kg moxidectinu mala
Gcinnost 90,2 % v skupine I a v skupine 11 81,1 % na
7. den po terapn (tab. I). U oboch lie¢enych skupin
v tomto intervale bolo pozitivnych po pitl vzorick
z pitndstich.

Po 14 dioch od terapie sa acinnost jednorazovej
aplikdcie moxidectinu zvySila na 99.3 % a len v troch
z patnastich vySetrenych vzoriek sme nasli Zivé roztoce
(1, 1 a 2 exemplare). Podobnu uéinnost sme zistovali
aj na konci pokusu.

Opakovand aplikdcia 0,2 mg/kg moxidectinu mala
100% ucinok uz na 14. den, ked' v Ziadnej z vySetrenych
vzoriek sme nenash Zivé svrabovee az do konca pokusu.

Ucinnost na Sarcoptes ovis

Jednorazova aplikdcia 0,2 mg/kg moxidectinu mala
90,1% dcinnost v skupine [ a 82,4% v skupine II
(tab. II). V tejto skupine prezila cast roztocov terapiu,
lebo na 35. deii od aplikacie bolo z 1S vySetrenych
vzoriek pozitivnych sedem. Druhd aplikdcia moxide-
ctinu usmrtila vSetky svrabovce, ked vietky vysetrené
vzorky boli negativne az do konca pokusu.

Klinické priznaky

U lieCenych zvierat sme pozorovali signifikantné
zlepSenie zdravotného stavu. Zvieratd sa prestali otiera(
o okolité predmety, boli kf'udné a prijimali potravu. Na
postihnutych miestach sme pozorovali postupné odpa-
ddvanie chrdst, hojenie sa jaziev, zniZend citlivos(
a zvySenu elasticitu koZe a pomalé narastanie viny.
U neliecenych zvierat sa zdravotny stav prudko zhorsil
a vyvinula sa u nich rozsiahla pyodermatitida. Zvierata
neprijimali potravu a polihovali. Z tejto skupiny zvie-
rat v pricbehu 35 dni uhynuli tri bahnice. Preto sme
zostdvajlicim zvieratdm aplikovali dvakrdt v intervale
48 h po 0,2 mg/kg moxidectinu. Ich klinicky stav sa po
terapii postupne zlepSoval.

Hmotnostné prirastky

U neliecenych zvierat sme zistili v priemere o 3,1 kg
nizs§iu hmotnost ako na zaciatku pokusu. U liecenych
bahnic sme za 35-diiové obdobie zistili hmotnostné pri-
rastky v priemere o 2,0 a 2,7 kg na bahnicu.
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. Ucinnost moxidectinu (Cydectin inj.) proti Psoroptes ovis u oviec - Efficacy of moxidectin (Cydectin inj.) against Psoroptes ovis in sheep

) Pocet Zivych svrabovcov v ditoch po lietbe?

Skupina!

-4 0. 7 14. 2. 28. 35.
Neliccend kontrola' GM. + S.D 2344255|205+31,9  239+252( 308+ 188 293+ 135| 158+98 | 148+ 159
Moxidectin 0,2 mg/kg — 0. den? AT " = ” "
GM. % SD. 21,7+ 172 225+ 184 23+47 0,1 £0.2 0,1+0.2 0,1 +0.7 04+ 18
Moxidectin 0,2 mg/kg - 0. a 7. deq® ;
GM. +SD. 274+294 [ 199+ 169 2] #3717 0 0 0 0

G.M. = geometricky priemer — geometric mean
$.D. = standardnd odchylka - standard deviation

[group‘ number of living mites in days after treatments, Yuntreated control, "’day 0, sdzxy 0and 7

11. Ucinnost moxidectinu (Cydectin inj.) proti Sarcoptes ovis u oviec - Efficacy of moxidectin (Cydectin inj.) against Sarcoptes ovis in sheep

Pocet Zivych svrabovcov v diioch po lie¢be?
Skupina'
4. 0. % 14. 21. 28. 35.
Neliegend kontrola® G.M. £ S.D. 189+83 [ 21,7+123| 184+ 154 249+ 13.1| 269+89 | 19.1£77 | 13,5+73
g o 4
Mt ik malkr < sded 257+154) 2474164 18432 | 17£31 | 06+13 | 08%168 1835
Moxidectin 0,2 mg/kg — 0. a 7. der® | - 5
GM. +SD 24,1 £ 18,1 224+ 152 33+47 0,1 £0.5 0 0 0
G.M. = geometricky priemer — geometric mean
S.D. = standardnd odchylka - standard deviation
For 1-5 see Tab. |
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svrabovce Celade Psoroptidae u hovidzieho dobytka
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com Psoroptes ovis a Sarcoptes ovis u oviec st prioritné.
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opakovani v intervale siedmich dni. Tdto schéma terapie
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USTREDNI ZEMEDELSKA A LESNICKA KNIHOVNA,
PRAHA 2, SLEZSKA 7

Ustiedni zemédélska a lesnickd knihovna v Praze (ddle jen UZLK). kterd je jednou 7z nejvétsich zemédélskych
knihoven na svété, byla zaloZena v roce 1926. Jiz od pocitku §lo o knithovnu vefejnou. Knithovna v soucasné dobé
obsahuje vice nez jeden milion svazkl knih, cestovnich zpriv, dizertaci, literatury FAQ, svdzanych rocnikli casopisi
z oblasti zemédélstvi, lesnictvi, veterindrni mediciny, ckologic a dalSich obori. V letosnim roce knihovna odebird
750 titul domdcich a zahrani¢nich Casopisti. Informacni prameny ziskané do fondu jsou v UZLK zpracovaviny do
systému katalogi — je budovédn jmenny katalog a predmctovy katalog jako zikladni katalogy knihovny a ddle rizné
specidlni katalogy a kartotéky. Po&itkem roku 1994 pristoupila UZLK k automatizovanému zpracovani knihovniho
fondu v systému CDS/ISIS.

Pro informaci uzivatelir o novych informacnich pramenech ve fondech UZLK zpracovivi a vyddva knihovna nasle-
dujici publikace: Prehled novinek ve fondu UZLK, Seznam Gasopisti objednanych UZLK, Prehled resersi a tematickych
bibliografii z oboru zemédélstvi, lesnictvi a potravindistvi, AGROFIRM — zpravodaj o piirasteich firemni literatury (je
distribuovdn na disketdch).

V oblasti mezindrodni vymény publikaci knihovna spolupracuje s 1 200 partnery ze 60 zemi svéta. Knthovna je
¢lenem IAALD - mezindrodni asociace zemédélskych knihovniki. Od zdii 1991 je ¢lenem mezindrodni sité¢ zemédél-
skych knihoven AGLINET a od 1. 1. 1994 je depozitni knihovnou materidld FAO pro Ceskou republiku.

Knihovna poskytuje svym uzivatelim ndsledujici sluzby:

Vyptijéni sluzby

Vyptjéni sluzby jsou poskytoviny viem uzivatelim po zaplaceni roéniho registracniho poplatku. Mimoprazsti
uzivatelé mohou vyuzit moznosti meziknihovni vypujéni sluzby. Vzicné publikace a Casopisy se viak pujcuji pouze
prezenéné.

Reprografické sluzby

Knihovna zabezpecuje pro své uzivatele zhotovovani kopii obsahti casopisti a ndsledné kopie vybranych ¢linki. Na
pockdni jsou zhotovovdny kopie na pidni uZivateld. Pro prazské a mimoprazské uzivatele jsou zabezpecoviny (zv
individualni reprosluzby.

Sluzby z automatizovaného systému firemni literatury

Jsou poskytoviny z databdze firemni literatury, kterd obsahuje téméf 13 000 ziznami | 700 firem.

Referencni sluzby

Knihovna poskytuje referencni sluzby vlastnich databdzi kniznich novinek. odebiranych ¢asopisd, resersi a tematic-
kych bibliografif, védeckotechnickych akcf, firemnf literatury. videotéky. ddle z databizi pfevzatych — Celostdtni evi-
dence zahraniCnich Casopisd, bibliografickych databdazi CAB a Current Contents. Cilem je podat informace nejen
o informacnich pramenech ve fondech UZLK, ale i jiné informace zajimajici zemédélskou veiejnost.

Pujcovani videokazet

V AGROVIDEU UZLK Jjsou k dispozici videokazety s tematikou zemédélstvi, ochrany zivotniho prostiedi a pFi-
buznych obori. Videokazety zasili AGROVIDEO mimoprazskym zdjemciim postou.

UZivateliim knihovny slouZi dvé studovny — vieobecnd studovna a studovna Casopisti. Obé studovny jsou vybaveny
prituckovou literaturou. Ctendfi zde maji volny piistup k novinkam piiristkii knihovniho fondu UZLK.

Adresa knihovny:
Ustiedni zemédélskd a lesnickd knihovna
Slezskd 7
120 56 Praha 2

Vypujéni doba:

pondéli, tdtery, ¢tvrtek: 9.00-16.30
stieda 9.00-18.00
pitek 9.00-13.00
Telefonické informace:
vedoucf: 252392
referencni sluzby: 2590 96, 25 75 41/linka 520
casopisy: 253225
vypujéni sluzby: 2575 41/linka 415
meziknihovni vypujéni sluzby: 25 75 41/linka 304
Fax: 2570 90

E-mail: IHOCH @uzpi.agric.cz
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RESULTS OF SURGICAL TREATMENT
OF THE THORACOLUMBAR DISC DISEASE IN THE DOG

VYSLEDKY CHIRURGICKE LECBY ONEMOCNENI
TORAKOLUMBALNICH DISKU U PSU

A. Necas

University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: The clinical records of 90 dogs with thoracolumbar disc disease treated by fenestration or decompressive
surgery on Surgical Department of the University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences in Brno between September
1992 and March 1994 were reviewed. The breed, age and sex predisposition, rate of disc protrusion or extrusion and number
of multiple disc extrusions were recorded. The frequency of disc protrusion/extrusion at each intervertebral space in thora-
columbar region of spine was also observed. Dogs were grouped by clinical signs of disease in four groups. Recovery rates
depending on the pre-operative neurological grade of spinal injury and duration of clinical signs were compared. Patients
were observed at least 6 months after surgery and the results of therapy were classified as good (complete recovery of motor
and urinary function), fair (some remaining dysfunction, either motor or urinary, but animal retained independent function
and usefulness) and poor (not enough improvement to be returned to the owner as an independent animal). Eight breeds and
mixed-breed dogs were represented in the 90 cases of thoracolumbar disc disease. Shorthaired Dachshunds predominated
(58.9%). The age range of dogs was 3-12 years; 52% were males and 48% females. Incidence of disc protrusion was 13.3%
and disc extrusion 86.6% of the cases, with the frequency 3.3% of multiple disc extrusions. The most common site of lesion
was the T12-T13 interspace. Twelve dogs in group Il were treated by fenestration with good results of therapy in all cases.
There was no recurrence of clinical signs during period of observation. Hemilaminectomy (without concomitant disc fenes-
tration) was performed in six dogs in group III and sixty-six dogs in group IV A. Recovery rate in group Il cases was 100%.
In the group IV A, when decompression was performed during 48 hours, there were recorded good results in 83.3%, fair in
6.7% and poor in 10% of the cases. Recurrence rate in this group was 1,5%. A hemilaminectomy and durotomy were
performed in six dogs with severe neurological dysfunction (group IV B) during 48 hours. Outcome of the surgery was poor
in all six cases.

dog; disc; protrusion; extrusion; hemilaminectomy; fenestration

ABSTRAKT: V souboru 90 psi byl sledovdn vyskyt protruze nebo extruze torakolumbdlnich meziobratlovych plotének
v souvislosti s plemennou piislusnosti, vékem a pohlavim pacientd. Operace se uskutecnily v dobé od zaii 1992 do biezna
1994 na klinice chirurgie a ortopedie Veterinarni a farmaceutické univerzity v Brné. Byla sledovidna rovnéZ frekvence vyskytu
protruze (13,3 %) a extruze (86,6 %) torakolumbdlnich diski, frekvence postizeni jednotlivych diskii v torakolumbalnim
tiscku patefe a Cetnost piipadi, kdy vyhiezlo vice diskd soucasné (3,3 %). Usp&nost dekompresni hemilamincktomie (bez
fenestrace okolnich meziobratlovych plotének) a prognéza zdvisely na stupni postizeni a na dobé trvan{ pfiznakil pred chi-
rurgickym zdkrokem. U paraplegickych psi se zachovalou hlubokou bolestivosti (stupen IV A), operovanych do 48 hodin,
byl vysledek operace vyborny u 83,3 %, dobry u 6,7 % a $patny u 10 % piipadi. Pacienti byli po-dobu minimdlné $esti
mésicli po operaci opakované neurologicky vySetfovini, pfi¢emz byla vyhodnocena nédvratnost paraparézy nebo paraplegie
po provedené hemilaminektomii.

pes; disk: protruze; extruze; hemilaminektomie: fenestrace

UvVoD mické sile komprese. Nejcastéjsi je bolestivost zad, pa-
raparéza bez schopnosti chize a hyperreflexie panev-
nich koncetin. Pfiznaky na pdnevnich koncetindch by-

Léze torakolumbdlnich diskt u pst predstavuji 84—  vaji Casto bilaterdlné symetrické, i kdyz se muze

86 % problémi s meziobratlovymi ploténkami (To-  objevit jejich lateralizace. NejzdvaZzn&jsim stupném po-

ombs a Bauer, 1993). Neurologické pfiznaky, stiZeni je paraplegie. U pst s paraparézou bez schop-

spojené s Iézemi torakolumbdlnich diskt, se li$i v zd-  nosti chize nebo paraplegii je béZné poruseni funkce

vislosti na anatomické lokalizaci, dobé trvani a dyna-  mocového méchyfe (Oliver, 1987).
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I. Klasifikace psi s 1ézemi torakolumbdlnich diski podle zivaznosti Khnickych priznaki

disease according to severity of clinical signs

Classification of dogs with thoracolumbar disc

Sg;:’(;if Klinické projevy — Clinical signs };:l;‘ll)l\ka":;;’ |
1 E:’v::::r;:)xll‘;)gdl.: Z(eﬂf:,:ll: zad a Zidny neurologicky deficit — first episode of pain in the back and N nicho B :j
1l opakujici se bolestivost a/nebo lehki paraparéza — recurrent pain and/or mild paraparesis M,F,D,D+F ‘

i stiedni a tézkd paraparéza — medium and heavy paraparesis D ncho D + F
paraplegic — paraplegia “
v A se zachovalou hlubokou bolestivosti — with remaining deep pains D nebo D + F H
B hluboki bolestivost chybi < 48 hodin — deep pain is absent < 48 hours | D+d Jj

Vysvétlivky — Explanatory notes:

M = medikamentézni terapic - medicamentous therapy, F = fenestrace disku — disc fenestration, D) — dekompresni operace s odstranénim

vyhiezlych mas — decompressive surgery with removal of prolapsed masses, d - durotomie

Psy s lézemi torakolumbadlnich diski je mozZno
7 hlediska stanoveni postupu terapie rozdelit (To-
ombs a Bauer, 1993) do Ctyi zdikladnich skupin
(tab. I).

MATERIAL A METODA

V dobé od zafi 1992 do biezna 1994 bylo na klinice
chirurgie a ortopedie VFU v Brné¢ operovino celkem
90 psii s onemocnénim torakolumbalnich meziobratlo-
vych ploténck.

Pacienti byli na zdkladé klinického ndlezu zafazeni
do jednoho ze Ctyf stupnt, které uvadi tab. 1.

Diagnostika vychazela vzdy z naciondle, anamnézy
neurologického vySetieni a lokalizace 1éze (Oliver
a Lorenz, 1993). Byla potvrzena nativnim rtg snim-
kem, ncbo myeclografickym vySetfenim (lopamiro)
v laterolateralni, ventrodorzalni, pfipadn¢ Sikmé pro-
jekei. Pied operaci byly pacientim intravenézné apli-
koviny kortikosteroidy (dexametazon 2 mg/kg). Rent-
genologické vySetfeni a vlastni operacni zakrok jsme
provadéli v celkové inhala¢ni anestézii. Po premedika-
ci atropinem (0,05 mg/kg i. m.) a sedaci xylazinem
(2 mg/kg i. m.) byl pomalu i. v. aplikovan 1% roztok
ketaminu (2 mg/kg). Po endotrachedlni intubaci a pfi-
pojeni k narkotiza¢nimu pfistroji jsme udrzovali anes-
tézii smési kysliku, oxidu dusného a halotanu v zavfe-
ném dvojcestném systému. V piipad¢é poticby jsme
pouzili fizenou ventilaci.

Z 90 pacienti s onemocnénim torakolumbdlnich
meziobratlovych plotének jsme u 12 z nich, se stupném
postizeni II (tab. I), provedli fenestraci diskd metodou
separace dorzolaterdlnich sval a u 78 psi, se stupném
postizeni III, IV A, IV B (tab. I), jsme jako mectodu
dekomprese pouzili hemilaminektomii bez soucasné fe-
nestrace okolnich diski.

Pooperacni péce spocivala v intramuskularni aplika-
ci kortikosteroidii v priib&hu dvou dnii po operaci (de-
xametazon 0,2 mg/kg dvakrdt denné) a vitamint skupi-
ny B. Soucasné bylo monitorovino moceni. V piipadé
retence moce jsme tii- az Ctyfikrat denné manudlné ne-
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durotomy

bo katetrizaci vyprazdinovali mocovy méchyf a pii in-
feker mocoveho astroji jsme podavali antibiotika. Ope-
rované psy jsme z divodu prevence vzniku dekubitl
umistili na mékkém a suchém lazku. Velmi dalezitou
soucdsti pooperacni péce byla rehabilitaéni cviceni (pa-
sivni pohyby pdnevnich koncetin v pIném rozsahu po-
hyblivosti kloubt, masdze svali panevnich Koncetin,
chiize s oporou atd.). Za (fi az deset dn jsme pacienty
propoustéli do domaciho oSetfovdni, pricemz v provd-
dénf rehabilitace — chize s dopomoci, masdze svall pd-
nevnich koncetin, plavani (Godde a Jaggy, 1993),
pokracovali majitele. Kozni stehy jsme vyjimali za
10-12 dnt po operact.

Pacienty jsme znovu neurologicky vysetrovali za (i
az Sest tydnt a poté za Sest mésict po operaci. Diive
operované piipady byly sledoviny i dcle nez Sest mé-
sicti. Vysledek ziakroku byl hodnocen pii kompletnim
obnoveni motorickych funkeri a ¢innosti mocového
ustroji jako vyborny, pfi ur¢itém motorickém deficitu
nebo mocové dysfunkei jako dobry a pokud nedoslo
k obnové motorickych funkei a Cinnosti mocového
ustroji jako Spatny — zvire nebylo schopno samostatné-
ho, na pomoci majitele nezdvislého zivota.

VYSLEDKY

Z hlediska zastoupeni plemen v nami sledovaném
souboru bylo protruzi a extruzi torakolumbdlnich diska
postizeno 53 (58.9 %) kratkosrstych, Sest (6.7 %) dlou-
hosrstych a sedm (7.8 %) hrubosrstych jezevdik,
11 (12,2 %) kiizenct, sedm (7,8 %) pckinéza, tii
(3.3 %) francouzst buldocci, jeden (1,1 %) americky
kokrSpan¢l, jeden (1,1 %) stiedni knira¢ a jeden
(1,1 %) srnCi ratlik.

Veék pacienti se pohyboval v rozmezi (ii az 12 let.
V souboru pacientii bylo 52 % samc¢iho a 48 % sami-
¢tho pohlavi.

7 90 operovanych piipadi se u 12 psi (13,3 %) jed-
nalo o protruzi a u 78 psu (86,6 %) o extruzi disku,
pficemz ve tfech pfipadech (3,3 %) doslo k extruzi
dvou diska soucasné.
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Nejcastéji postizen byl disk v meziobratlovém pros-
toru T12-T13 (38,7 %), nasledovaly disky T11-TI12
(32,3 %), T13-L1 (17,2 %), T10-T11 (5.4 %), L1-L2
(5,4 %) a L2-L3 (1 %).

Samotnou fenestraci (metodou separace dorzolate-
rdlnich svali) bylo z celkového poctu 90 psi s l1ézi
v torakolumbdlnim tscku pdtefe oSetfeno 12. Jednalo
se 0 pacienty se stupném postizent 1, s pfiznaky lehké
paraparézy a bolestivosti zad trvajicimi pét az 14 dni.
U viech 12 pst odetienych fenestraci, doslo k aplnému
uzdraveni v prubéhu dvou az Sesti tydnli po operaci.
U zddného z nich nedoslo dosud k recidivé.

Hemilaminektomice byla jako metoda chirurgické
lécby pouzita celkem u 78 psu (86,7 %). Z toho Sest
pst (7,7 %) vykazovalo klinické piiznaky stupné IiI,
66 psu (84,6 %) patfilo klinicky do stupné IV A a Sest
pst (7,7 %) do stupné IV B.

U vSech Sesti pacientd stupné III, u kterych doba
priznakl pred operaci byla dva az tii tydny, byl vysle-
dek hemilaminektomie vyborny. K obnové motoric-
kych funkei doslo v priabéhu tii az deviti tydna.

Vysledky oSetieni hemilaminektomii bez fenestrace
okolnich torakolumbdlnich diskd u pacientd se stup-
ném IV A jsou v tab. II.

Z tab. 11 je ziejmé, Zg do 48 hodin po vzniku para-
plegie bylo z celkového poctu 66 psi se stupném
IV A operovdno 30 psa (45,5 %). Ze souboru t&chto
30 psu lze pfitom hodnotit vysledek chirurgického zd-
kroku jako vyborny u 25 psa (83,3 %), jako dobry
u dvou psu (6,7 %) a Spatny u tii pst (10 %). To zna-
mend, ze 90 % (27 psu) bylo po operaci, provedené do
48 hodin po vzniku priznaka, schopno chodit.

Z 21 pst operovanych tieti az ¢tvrty den po vzniku
pfiznakd byl u osmi (38,1 %) hodnocen vysledek ope-
race jako vyborny, u osmi (38.1 %) jako dobry a u péu
(23,8 %) jako Spatny. Po operaci bylo tedy schopno
chlize 16 psi (76.2 %).

Z 15 psu, u kterych paraplegie trvala pét az 10 dna,
jsme zaznamenali vyborny vysledek operace u dvou
pst (13,3 %), dobry vysledek u ¢tyf (26,7 %) a $patny
u deviti psti (60 %). Schopno chiize tedy bylo jen 40 %
*psu. Z deviti piipadi se §patnym vysledkem &tyfi krat-
ce po operaci uhynuli (selhani ledvin).

Na pidni majitele bylo rovnéZ operovdno Sest psi,
zafazenych podle klinického vy3etieni do stupné IV B
(psi paraplegicti se ztratou hluboké bolestivosti), u kte-
rych pfiznaky netrvaly déle nez 48 hodin. Ve viech
piipadech byl vysledek operace Spatny (z toho v péti
pripadech byla po durotomii zji§téna myelomaldcie).

K recidivé paraplegie (stupefi IV A) doslo pouze
v jednom pfipadé vSech operovanych torakolumbadlnich
diskt (1,5 %), a to za ¢tyfi mésice po lspé¥né operaci
prvni extruze. Pacient se i po opakované operaci (he-
milaminektomie) plné zotavil.

DISKUSE

Incidence onemocnéni z hlediska plemene, véku
a pohlavi a pravdépodobnost vyhfezu vice disku sou-
¢asné se nijak vyrazné neli8i od literdrnich Gdajh
(Hoerlein, 1971).

Stejné tak frekvence postizeni jednotlivych torako-
lumbilnich diskd je podobnd (Walker a Betts,
1985) s tim, Ze nejcastéji byva postizen disk v meziob-
ratlovém prostoru T12-T13.

Na nejvhodnéjsi terapii jednotlivych stadii onemoc-
néni torakolumbadlnich diskt, existuji dosud rozdilné
ndzory. U psi s prvni epizodou bolestivosti zad a zad-
nymi neurologickymi deficity (stupen I) je dspéSna
konzervativni (medikamentdzni) terapie. Béznd je aZz
48% ndvratnost téchto stavii (Funkquist, 1978)
s tim, Ze pfiznaky jsou pfi opakujicich se epizodach
Casto zdvazné€jsi. U psu s klinickymi projevy stupné II
jsme v pfipadé, kdy se klinicky stav pacienta v prib&hu
prvnich ¢tyf dnti konzervativni 1é¢by nelepsil, provadé-
li samotnou fenestraci bez dekomprese. U Zadného
z takto dosud oSetieného pacienta nedoslo, po ndami sle-
dované obdobi, k recidivé.

Vcasnd a spravnd indikace daného chirurgického za-
kroku je vedle neurologického vySetieni a lokalizace
1éze nejdileZitéjsi souddsti tispésného ofetieni pacienta
s onemocnénim meziobratlovych plotének. To dokazu-
je 1 stoprocentni uspésnost po provedeni hemilaminek-
tomie u pacient se stupném postiZzeni III. Zv14sté u pa-
cienti paraplegickych pfi extruzi torakolumbailnich

1. Vysledky po provedeni hemilaminektomie v torakolumbdlnim tiseku pétefe u psii se stupném postizeni IV A - The results of hemilami-
nectomy in the thoracolumbar region of the spinal cord in dogs with IV A affection

~Doba trvini paraplegie pfed operaci (dny)!
1 2 3 4 S 6 7 8 9 10

Pocet pacientii® 14 16 9 12 2 | 9 - | 2
Celkem? 30 21 15
Z toho vysledek po operaci?

vyborny® 13 12 5 3 1 - - - - 1

dobry® - 2 3 5 = 4 = o _

§patny’ | ) 1 4 1 | 5 - | 1

1 . . . . 2 3 4 2 s s i
paraplegia duration before intervention (days), “number of patients, “total, *out of this: result after intervention, “good, “fair, 7poor
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diskt (stupen IV A a IV B) je dileZité zahdjit operaci
do 48 hodin. Zachovini hluboké bolestivosti pinevnich
koncetin nebo doba trvani jeji absence je nejdilezitéj-
§im faktorem pro stanoveni prognézy. Psi, u nichZ je
hlubok4 bolestivost po extruzi torakolumbdlniho disku
zachovéna, obvykle dobfe odpovidaji na dekompresni
operaci. Tento fakt potvrzuji i naSe klinické zkusenos-
i (vyborny vysledek u 83,3 % a dobry u 6,7 % pst
skupiny IV A, ktefi byli pfivedeni k operaci do 48 ho-
din). Uspéﬁnosl naSich operaci se pfiblizuje vysledkiim
uvdadénym uzndvanymi autory, jako je Lineberger
a Kornegay (citt Wheeler a Sharp, 1994).
ktefi po provedené hemilaminektomii zaznamenali
u stupné IV A 90% uspésnost, pokud pfistoupili k de-
kompresi do 48 hodin po vzniku paraplegie. Hoer-
lein (cit. Walker a Betts, 1985) uvddi tplnou
obnovu motorickych funkei u 87 % psu paraplegickych
a u 90,5 % psu paraparetickych. Jako nejvhodnéjsi me-
toda dekomprese v torakolumbdlnim dscku patefe se
ndm jevi hemilaminektomie. Dostatecné otevird patern{
kanal, lze pfi ni Setrné odstranit ventrdlné a ventrolate-
rilné od michy extrudované masy disku (McKee,
1992), obratle jsou po operaci stabilnéjsi a nevyvstava
pfi ni nebezpedi fibrotizace tkdni, které by pisobily
kompresi michy. V porovndni s laminektomii je jeji
provedeni ndroén&jsi a vyZzaduje piesnou diagnostiku
a lokalizaci léze. Na naSem pracovisti provddime,
vzhledem k velmi nizké (1,5 %) pravdépodobnosti vy-
hiczu dalsiho disku v jiném meziobratlovém prostoru
a vzhledem k mnoZstvi hmot nukleu, které se pfi fenes-
traci podafi odstranit, pouze samotnou hemilaminekto-
mii bez soucasné fenestrace okolnich torakolumbalnich
disk@. Prata (cit.t Walker a Betts, 1985) za-
znamenal recidivu po samotné laminektomii pouze
u 2,7 % piipadi. Ne&ktefi autofi doporucuji provadét
hemilaminektomii soucasné s profylaktickou fenestraci
diski (Bojrab, 1983; McKee, 1992).

Mira Gsp&$nosti operace 5 % se uvddi u psu paraple-
gickych bez zachovani hluboké bolestivosti (Walker
a Betts, 1985). Gambardella (cit. Toombs
a Bauer, 1993) uvddi 25% uspéSnost. Lincber-
ger a Kornegay (cit. Wheeler a Sharp,
1994) zaznamenali u psd skupiny IV B, dekomprimo-

vanych do 48 hodin hemilamincktomii, dokonce 50%
Uspésnost. V nasem piipadé byla uspésnost dekom-
presni operace nulova (v péti piipadech byla peroperac-
né zjiSténa myelomaldcie). Pro stanoveni prognézy
u pst s dubiézni hlubokou bolestivosti doporucujeme
durotomii, protoze makroskopickd neporusenost michy
nemiZze byt pfesné urcena bez otevieni dury. V piipadé
myelomaldcie je progndza infaustni.
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APPLICATION OF NEFERM-TEST TO IDENTIFICATION
OF PSYCHROTROPHIC BACTERIA ISOLATED FROM MILK
AND DAIRY PRODUCTS

UPLATNENI NEFERM-TESTU V IDENTIFIKACI PSYCHROTROFNICH
BAKTERII IZOLOVANYCH Z MLEKA A MLECNYCH VYROBKU

> i s b
7. Pacova ', E. Urbanova

T ; i s ; . 5 5
Czech Collection of Microorganisms, Masaryk University, Brno, Czech Republic
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“Veterinary Research Institute, Brno, Czech Republic

ABSTRACT: Sanitary and nutriti on quality of foods from animal sources, that means also of milk and dairy products,
are significantly influenced by the presence of psychrotrophic bacteria, the lipolytic and proteolytic activity of which contri-
butes to their nutritive and sensory changes. This applies particularly to psychrotrophic bacteria of the genus Pseudomonas,
Shewanella, Alcaligenes and Flavobacterium (Muir and Phillips, 1984; Piton and Richard, 1985; Craven and
Macauley, 1990). These bacteria cause raw and pasteurized milk to turn bitter and gelatinize, and/or technological
problems during processing. In the present paper the possible use of NEFERM-test and numerical identification system TNW
was verified for identification psychrotrophic, nonfermentative bacteria isolated from milk and dairy products. This research
is a continuation of our preceding work (Urbanovad and Pacovad, 1995) dealing with identification of these bacteria in
poultry. The test comprised 35 psychrotrophic, gramnegative, oxidase-positive, nonfermentative bacteria isolated from raw
milk (30 strains) and hard cheeses (5 strains). A commercial diagnostic kit NEFERM-test (Lachema a.s., Brno) and respective
conventional methods were parallelly used for identification: the conventional methods were complemented by assays of oxidase
(OXI) and B-galactosidase (ONPG) using of commercial strips Lachema a.s. Additional tests were as follows: gelatin
and Tween 80 hydrolysis, fluorescein production. The readings of yellow or orange pigment production were also applied.
A numerical identification system TNW was used to process the results (Czech Collection of Microorganisms, Faculty of
Science, Masaryk University, Brno). Correct identificaton of bacteria by means of commercial diagnostic kits depends
particularly upon the high goodness of fit of the results obtained by conventional tests in relation to those obtained by commercial
kits. Tab. I shows a comparison of the results of biochemical assays of 35 bacterial strains under investigation in NEFERM-
-test with the results of conventional methods. This table shows the 100% goodness of fit with conventional tests for four assays
(ARG, IND, ESC, MAN). The goodness of fit ranges from 82.9 to 94.3% in the other assays. Most false reactions were
determined in Simmon’s citrate and nitrates (around 20%). A low percentage of coincident results was found out in some
sugars (GLU, XYL) - 82.9%. The 100% goodness of fit for mannitol resulted from the fact that all the investigated strains
were mannitol-negative, which is true, according to literary data (Molin and Ternstrom. 1986) and our experience as
well, for most fluorescent pseudomonads of animal origin. It was proved during this investigation that the results coincident
with those of traditional tests could be obtained by prolonged cultivation of NEFERM-test lasting 72 hours at a room
temperature (22-24 °C). Further prolongation of cultivation brings about falsely positive results. As a majority of nonfer-
mentative, oxidase-positive bacteria isolated from foods from animal sources consists of fluorescent pseudomonads, succesful
identification of psychrotrophic bacteria is based on correct and expeditious determination of these pseudomonads. Using the
results of NEFERM-test only, the identification numerical program identified 18 strains successfully by the species (51.4%),
while 14 strains were not identified successfully by the species (40%). After inclusion of the results of three additional tests
(gelatin and Tween 80 hydrolysis, fluorescein production), species identification increased to 28 strains (80%) with correct
identification (Tab. II). Only 5 strains (14.3%) remained without correct species identification. These results are similar to
those obtained in the preceding paper (Urbanovd and Pdcovd, 1995). O Hara et al. (1993), who tested four
commercial diagnostic systems, report that successful identification increased after inclusion of other biochemical tests, e.g.
from 77.0 to 95.6% in API system. from 76.2 to 91.3% in Cobas ID system. The use of NEFERM-test complemented by
several additional tests does not solve this problem fully either, but it facilitates faster orientation particularly as for discri-
mination of fluorescent pseudomonads, which is probiematic when other commercial kits for nonfermentative bacteria identi-
fication are used. E.g. Kitch et al. (1992) tested a four-hour diagnostic system RapID NF Plus, in which they obtained very
good results (90.1% successful species identification), but after inclusion of additional tests this system did not discriminate
between Pseudomonas fluorescens and P. putida either. Species determination of strains isolated from milk and dairy
products (Tab. III) with prevailing counts of pseudomonads (51.5%) corresponds to literary data (Cox and MacRae,
1989; Craven and Macauley, 1990), but it is lower than in poultry, in which 89% of pseudomonads were identified
(Urbanovd and Pdacovd, 1995). Also Ternstrom et al. (1993) report on the dominant share of pseudomonads
(P. fluorescens biovar 1, P. fragi, P. lundensis and P. fluorescens biovar 3) in spoilage of raw and pasteurized milk.
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Yellow-pigmenting strains were also isolated from milk and dairy products which were determined to represent the genus
Flavobacterium (22.9%) and Brevundimonas vesicularis — tormerly Pseudomonas vesicularis (2.9%). Isolation of 6 strains
ol Psychrobbacter immobilis (17.1%) is interesting as they were earlier identified as the genus . Achromobacter™ or as Moraxel-
la-like psychrotrophic bacteria while they are often isolated from various sources such as fish, poultry and meat products
(Tiwarri and Maxcy, 1972; Lahellec etal, 1975; Juni and Heym, 1986: Hudson et al., 1987). The results
of this investigation have shown that it is possible to use NEFERM-test complemented with three selected additional tests
for identification ol psychrotrophic bacteria isolated from milk and milk products. As this is a specific group of bacteria, this
fact must be taken into account not only at their cultivation and evaluation of the NEFERM-test results (cultivation = room
temperature/72 hours was found to be usable) but also at their identification by means of TNW system.

psychrotrophic gramnegative nonfermentative bacteria; commercial diagnostic kit: numerical identitication system

ABSTRAKT: Testovdno bylo 35 gramnegativnich, oxiddza pozitivnich, psychrotrofnich bakterii izolovanych z miléka a mléc-
nych vyrobki pomoci komeréniho diagnostického setu NEFERM-test, dodatkovych testd a numerického identifikacniho
systému TNW. Spravné bylo identifikovdno 80 % kment, nespravné 14, 3 %, neidentifikovino 5.7 %. V daném souboru se
nejcetnéji vyskytovaly druhy Pseudomonas fluorescens (25,7 %), P. fragi (20,0 %), Flavobacterium indologenes (20,0 %)

a Psychrobacter immobilis (17,1 %).

psychrotrofni gramnegativni nefermentujici bakterie; komeréni diagnosticky set; numericky identifikacni systém

UvVOD

Hygienickou jakost a nutri¢ni hodnotu potravin Zi-
vodisného plvodu, tedy i mléka a mléénych vyrobki,
vyznamné ovliviiuje pfitomnost psychrotrofnich bakte-
rif, které jsou schopny normdlnich metabolickych pro-
jevu za nizkych teplot, pfi nichz se¢ suroviny a potravi-
ny uchovdvaji, zpracovivaji, distribuji a skladuji. Na
nutriénich a senzorickych zménach se podili svoji lipo-
Iytickou a proteolytickou aktivitou predeviim psych-
rotrofni bakterie rodt Pseudomonas, Shewanella, Alca-
ligenes a Flavobacterium (Muir a Phillips, 1984;
Piton a Richard, 1985; Craven a Macau-
ley, 1990). Vysledkem je horknuti a rosolovaténi sy-
rového i pasterovaného mléka, resp. technologické ob-
tize pii jeho zpracovani na mlécné vyrobky. Proto jsme
se zam¢fili na izolaci a identifikaci psychrotrofnich, ne-
fermentujicich bakterii, které jsou v této suroviné nejéet-

&j$i populaci psychrotrofni mikroflory a navizali tak na
predchozi prici (Urbanovd a Pdacovd, 1995), za-
byvajici se identifikaci téchto bakterii u driibeze.

MATERIAL A METODY

Bylo testovdno 35 psychrotrofnich, gramnegativnich,
oxiddza pozitivnich, nefermentujicich bakterii izolova-
nych ze syrového mléka (29 kment) a tvrdych syra
(Sest kmenii).

Identifikace byla soubézné provadéna komer¢nim
setem NEFERM-test (Lachema a. s., Brno), ktery ob-
sahuje 12 biochemickych testl: glukéza (GLU), arginin
(ARG), indol (IND), eskulin (ESL), Simmons’ citrdt
(SCI), fosfatdza (PHS), uredza (URE), manitol (MAN),
xyloza (XYL), maltéza (MAL), laktoza (LAC), nitraty
(NIT) a odpovidajicimi klasickymi konvenénimi meto-
dami, doplnénymi testem na oxiddzu (OXI) a B-galak-
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tosiddzu (ONPG); komeréni prouzky Lachema a. s. Ja-
ko dodatkové testy byly provedeny: hydrolyza Zelatiny
a Tweenu 80 (Pacovda a Kocur, 1984) a produkce
fluoresceinu (Kin g aj., 1954). Odecitana byla i tvorba
zlutcho nebo oranzového pigmentu. Konvenéni testy
byly kultivovdny pri pokojové teploté (22-24 °C)
a odecitany po tiech az ¢tyrech dnech. cukry po jednom
az Sesti dnech.

K vyhodnoceni vysledku byl pouzit numericky iden-
tifika¢ni systém TNW (Ceska sbirka mikroorganismi,
PiFF MU Brno).

VYSLEDKY

Porovnini vysledktu biochemickych testd 35 bakte-
riadlnich kmenu v NEFERM-testu s vysledky konven-
¢nich metod je uvedeno v tab I Z i vyplyvd, Zc u CtyF
testa (ARG, IND. ESC, MAN) se projevila 100% shoda
s konvencnimi testy. U ostatnich testa se shoda pohy-
buje v rozmezi 82,.9-94,3 %. Nejvice faleSnych reakei
(vice nez 20 %) bylo ziskano u Simmons’ citrdtu a ni-
tratd.

Vysledky identifikace testovanych kment jsou uve-
deny v tab. II. Pii pouziti pouze vysledki NEFERM-
-testu bylo identifikacnim numerickym programem
spravné druhové zarazeno 18 kment (51,4 %), nespriv-
né 14 kment (40 %). Po doplnéni vysledku tii dodat-
kovych testi (hydrolyza Zelatiny a Tweenu 80, produk-
ce fluoresceinu) se druhovi identifikace podstatné
zvysila a to na 28 kment (80 %) spravné zarazenych.
Nespravné druhové zafazeno zustalo pét kment
(14,3 %). V tab. 11l je uveden pichled identifikovanych
bakterii dle druhového zastoupeni. Nejcastéji byly iden-
tifikovany druhy Pseudomonas fluorescens (25.7 %),
P. fragi (20,0 %), Flavobacterium indologenes (20,0 %)
a Psychrobacter immobilis (17,1 %).
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1. Srovndni vysledki NEFERM-testu a konvencnich testi — Compa-
rison of the results of NEFERM-test and conventional tests

NEFERM-test
Test' | shodné vysledky? | falesné pozitivni® | falesné negativni®
pocet® % pocet % pocet %
| ARG 35 100,0
| Np |35 | 1000
ESC 35 100,0
‘ PHS 33 943 2 57
Nall 28 80.0 5 143 2 539
URE 33 943 2 7
NIT 27 7.1 6 17.2 2 57 |
GLU 29 82,9 2 5.7 4 11.4 i
\ XYL 29 829 2 5.7 4 1.4
| MAN 35 100.0 |
[ MLT | 32 91.4 , 3 8o |
LAC 33 94.3 |

! 2 3 TN 5
test, “agrreement results, “false positive, “false negative, number

11 Identifikace 35 psychrotrofnich bakterti numerickym systémem
TNW — Identification of 35 psychrotrophic bacteria by the numerical
system TNW

J] Identifikace! NEFERM-test qgf)’j‘:ﬁ'{f\’"j:i:y,

| | poced | % pocet Yo
Spr.’i\'nizirr;dnvd" 31 88.5 33 94.3 |
Spravnd druhova' 18 514 28 80.0

]1 Nespravna druhova? 14 400 5 14.3

: Neidentifikovino® 3 8.6 2 57

e . 2 3 . .
'identification, “genus correctly, ‘species correctly, *species un-
5 . h o3 o3 4 2
correctly, “nonidentificd, “NEFERM-test and additional tests,

"number

DISKUSE

V prici byla ovéicna moznost vyuZiti NEFERM-tes-
tu a numerického identifikaéniho systému TNW
k identifikaci psychrotrofnich bakterii izolovanych
+ mléka a mlécnych vyrobku.

Sprdavna identifikace bakterii pomoci komerénich
setd zdvisi piedevdim na vysoké shodé vysledki kon-
venénich testd s komerénimi sety. U jednotlivych testi
(tab. I) jsme dosdhli obdobnych vysledku jako pfi tes-
tovdni psychrotrofnich baktérii izolovanych z drubeze
(Urbanovd a Pdacovd, 1995). Nejnizsi procento
shodnych vysledku bylo u nitrdtt (22,9 % fale$nych re-
akei). Vysoké procento fale§né pozitivnich reakei
(17,2 %) je mozné vysvetlit tim, ze doslo pravdépodob-
n¢ k priddni vét§siho mnozstvi zinku do jamky s nega-
tivnimi nitrdty, a tim k redukct az na volny dusik, aniz
by byla zachycena redukce nitrati na nitrity. Nizké pro-
cento shodnych vysledkl bylo ziskdno i u nékterych
cukrt (GLU, XYL). Pii srovndni s konvenénimi testy
jsme zjistili, Ze se jednd o kmeny, které zkvasuji cukry
za dva az tfi dny a v NEFERM-testu pfi kultivaci pii
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1. Druhové zastoupem v souboru 35 testovanych psychrotrofnich
bakterii izolovanych z mi¢ka a syrii — Species representation in the
set of 35 tested psychrotrophic bacteria isolated from milk and
cheeses

Druh' Pocel’ Jo
Pseudomonas fluorescens 9 25.7
Pseudomonas fragi 7 20,0
Pseudomonas putida | 29
Pseudomonas sp. | 29
Brevundimonas vesicularis 1 29
Flavobacterium mdologenes 7 20,0
Flavobacterium breve | 29
Psvchrobacter immobilis 6 17.1
2 5.6

2 S
Is»'pc«:lcs. number. “nonidentified

teplote 30 “C po dobu 48 h ziskdme negativni vysledek.
Stoprocentni shoda u manitu byla disledkem toho, Ze
vSechny nami studované kmeny byly manit negativni.
V této prdci bylo prokdzano, Ze shodné vysledky s kon-
vencnimi testy ziskdme prodlouzenim kultivace NE-
FERM-testu na 72 h pii pokojove teploté. Dalsi
prodlouZeni kultivace vede jiZ k fale$né pozitivnim vy-
sledkam.

Na zakladé nasich predchozich vysledka 1 literdr-
nich ddaji (Cox a MacRae, 1989; Venugo-
pal, 1990; Ternstrém aj.. 1993) je ziejmé, Ze
podstatnou ¢ast nefermentujicich, oxiddza pozitivnich
bakterii izolovanych z potravin Zivocisného pvodu
tvofi fluorescentni pseudomonady. Jejich spriavna
a rychld identifikace je zdkladem udspésné identifikace
nsychrotrofnich nefermentujicich bakterii z mlécnych
vyrobkil a masa. Proto byly k NEFERM-testu cilené
vybrdny tii dodatkové testy (hydrolyza zelatiny a Twe-
enu 80 a produkce fluoresceinu), které zvysily procento
uspesnosti z 51,4 u NEFERM-testu na 80,0 (tab. II).
Tyto vysledky jsou obdobné jaké jsme ziskali v pred-
chozi prici (Urbanovd a Pdcovd, 1995). Rov-
néz O’ Hara aj. (1993), ktefi ovéfovali ¢tyfi komerc-
ni diagnostické systémy uvadéji, ze udspésnost
identifikace se zvysila po doddni dalSich biochemic-
kych testd, napf u systému API ze 77,0 na 95,6 %,
u systému Cobas ID z 76,2 na 91,3 %. Problematika
rychlé identifikace nefermentujicich bakterii je pomér-
né slozitd, a proto 1 v zahrani¢i jsou ovéfoviny zptsoby
vyuziti komerénich diagnostickych sett (Nortje aj.,
1990; Kitch aj.. 1992). Ani pouZiti NEFERM-testu
doplnéného nékolika dodatkovymi testy tento problém
zeela nefesi, ale umoZiiuje rychlejsi orientaci zejména
v odliSeni fluorescentnich pseudomonad, které je i u ji-
nych komerénich seti pro nefermentujici bakterie prob-
lematické. Napi. Kitch aj. (1992) testovali ¢tyfhodi-
novy diagnosticky systém RapID NF Plus, kde ziskali
velmi dobré vysledky (90,1 % tdspé&Sna druhovi identi-
fikace), ale 1 po pridani dodatkovych testd tento systém
nediferencoval mezi Pseudomonas fluorescens a P. pu-
tida.

219



V nasi praci uvadél program TNW pii identifikaci
fluorescentnich pseudomondd jako atypické reakce ne-
schopnost rustu pfi teploté 37 °C a vyuzivani manitolu.
Na rozdil od fluorescentnich pseudomonad humanniho
puvodu, pro které je program TNW sestaven, jsou nami
testované pseudomonddy psychrotrofni, tzn., Ze neros-
tou pii teploté 37 °C a dle naSich vysledku i literdrnich
Gdaji (Molin a Ternstrom, 1986) je vétdina
fluorescentnich pseudomondd Zivocisného pivodu ma-
nit negativni.

Druhové zastoupeni kmenl izolovanych z micka
a mléénych vyrobka (tab. III) s pfevazujicim poctem
pseudomondd (51,5 %) odpovidd literdrnim uddajim
(Cox a MacRace, 1989; Craven a Macau-
ley, 1990), je vSak niz8i nez u drubeZe, kde jsme iden-
tifikovali 89 % pseudomondd (Urbanovd a Pa-
¢ovi, 1995). Rovnéz Ternstrém aj. (1993)
uvadéji dominantni podil psecudomondd (P. fluorescens
biovar 1, P. fragi, P. lundensis a P. fluorescens biovar
3) na zkdze syrového a pasterovaného mléka. Proto je
dulezité, aby pro bezpec¢né skladovini syrového micka
v prubéhu jeho zpracovini do 72 h byl pivodni pocet
psychrotrofnich bakterii nizsi nez 2 x 10° cfu/ml.

Dile byly z mléka a mléénych vyrobki izoloviny
zluté pigmentujici kmeny, které byly urceny jako za-
stupci rodu Flavobacterium (22,9 %) a Brevundimonas
vesicularis — dfive Pseudomonas vesicularis (2,9 %).
Zajimavd je izolace Sesti kmend Psychrobacter immo-
bilis (17,1 %), které byly dfive zafazovany do rodu
wAchromobacter* nebo identifikoviny jako Moraxella-
like psychrotrofni baktéric a jsou Casto izoloviny
z ruznych ZzivociSnych zdroju jako jsou ryby, dribe?
a masné produkty (Tiwarri a Maxcy, 1972;
Lahellec aj., 1975; Juni a Heym, 1986; Hud-
son aj., 1987). O izolaci téchto kmenti z mléka resp.
ze syra, ze kterych pochdzi nase izoldty, jsme nezjistili
literdrni udaje.

Vysledky této prace ukdzaly, Ze k identifikaci psy-
chrotrofnich bakterii izolovanych z mléka a mlécnych
vyrobki 1ze pouzit NEFERM-test doplnény tiemi vy-
branymi dodatkovymi testy. JelikoZz se v3ak jednd
o specifickou skupinu bakterii, je nutné toto vzit v dvahu
nejen pii Kultivaci a hodnoceni vysledki NEFERM-testu
(osvédcil se kultivacni rezim — pokojova teplota po dobu
72 h), ale i pri jejich identifikaci systémem TNW.
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THE OCCURRENCE OF STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN BULK
MILK SAMPLES

VYSKYT STAPHYLOCOCCUS AUREUS V BAZENOVYCH VZORCICH
MLEKA

P. Benda, M. Vyletélova

Research Institute for Cattle Breeding, Rapotin, Czech Republic

ABSTRACT: In the years 1993-1994 the occurrence of Staphylococcus aureus was investigated in bulk milk samples in the
arca where a Baby Food Factory at Ziabieh in Moravia is located, and in Bruntdl, Zlin and Polic¢ka districts. Evaluation of
the results was based on ECC Directive 92/46, while the dynamics of S. aureus presence was followed for the whole period
of observation as well as in the particular seasons. A total of 4,485 samples was processed. Out of these, 50.7% contained
less than 100 CFU/ml of S. aureus, 41.4% contained 100-500 CFU/ml, 6.73% 500-2,000 CFU/ml and 1.14% contained more
than 2,000 CFU/mI (Fig. 1). The samples were divided into three categories: private new-established farms, cooperatives and
State-owned enterprises in the area of the Zdbfeh Factory and others (Zlin, Bruntdl and Policka districts). There were highly
significant differences in the content of staphylococci (P = 0.01%) between the three categories of samples. Ninety-eight
percent of samples from private farms, 96% samples from the Zdbieh Factory arca and 85% of the other samples comply
with the regulation EEC 92/64 (Tab. I) for raw cow’s milk for the manufacture of products “made with raw milk" whose
manufacturing process does not involve any heat treatment (Fig. 2). The occurrence of S. aureus in the Zabreh Factory area
shows an expressive seasonal dynamics (P = 0.005%) with maximum values in winter months (December-March) and
minimum values in summer months (July-October) — Fig. 3. The same rclationship can be seen on more cxtensive data files
for the particular producers (Fig. 4). The issues related to culture media for S. awreus, risks of enterotoxin production and
correlations with the occurrence of staphylococcus-induced mastitis in dairy cow herds are also discussed.

milk: bulk milk samples; Staphylocccus aureus, sanitary evaluation; seasonal dynamics

ABSTRAKT: V letech 1993-1994 jsme sledovali vyskyt S. aurceus ve smésnych bazénovyeh vzorcich mléka z oblasti zivodu
Kojenecké a détské vyzivy (KDV) v Zibiehu na Moravé, z Bruntdlska, Zlinska a okoli Policky. Hodnoceni vysledkl bylo
vztazeno k direktivé ECC 92/46, byla sledovina také dynamika S. aureus v prubéhu celého obdobi i sezonni dynamika.
Celkem bylo zpracovino 4 485 vzorkl. Z nich 50,7 % obsahovalo méné nez 100 CFU/ml S. aureus, 41,4 % 100-500 CFU/ml,
6,73 % 500-2 000 CFU/ml a 1,14 % obsahovalo vice nez 2 000 CFU/ml. Vzorky byly rozdéleny do tiech kategorii: soukromé,
nové vznikajici farmy, druzstevni a stdtni podniky v oblasti KDV Zdbreh a ostatni (Zlinsko, Bruntdlsko, Poli¢sko). Mezi
uvedenymi (femi soubory vzorkl byly shlediny vysoce vyznamné rozdily v obsahu stafylokoki (P = 0,01 %). 98 % vzorki
ze soukromych farem, 96 % vzorki z oblasti KDV Zdbieh a 85 % z ostatnich vzorkd vyhovuje predpisu EEC 92/46 pro
syrové kravské mléko k technologickému zpracovani bez tepelného oSetfeni (raw cows milk for the manufacture of products
wmade with raw milk" whose manufacturing process does not involve any heat treatment). Vyskyt S. aureus v oblasti KDV
Zibreh vykazuje vyraznou (P = 0,005 %) sezonni dynamiku s maximem v zimnich mésicich (prosinec az bfezen) a minimem
v letnich (Cervenec az fijen) mésicich. Stejnou zdvislost lze pozorovat i v pfipadech rozsdhlejsich soubori dat pro jednotlivé
dodavatele. Diskutoviny jsou také problémy spojené s kultivacnimi médii pro S. aureus, riziko tvorby enterotoxinii a korelace
s vyskytem stafylokokovych mastitid ve stidech.

mléko; bazénové vzorky; Staphylococcus aureus; hygienické hodnoceni; sezonni dynamika

Uvop

Staphylococcus aureus patii kK vyznamnym human-
nim i veterindrnim patogeniim. Podstatou patogenity
S. aureus mize byt bud' invaze do makroorganismu
(sepse, abscesy, 1éze apod.), nebo pusobeni produkova-
nych toxint, zejména enterotoxinu. Stafylokokové en-
terotoxikézy patii v soucasné dobé mezi nejcastéjsi pii-
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¢iny alimentdrnich intoxikaci (Gilmour a Har-
vey, 1990). Piestoze syrové mléko jako vehikulum
uvedenych onemocnéni jiz nefiguruje na prednich mis-
tech (Bryan, 1983), je nutno vyskytu S. aureus v su-
roviné pro mlékarenské zpracovani vénovat neustalou
pozornost, nebot vyrobky typu syrii s nizko dohfivanou
syfeninou, malo kyselé syry ¢i UHT mléko jsou z hle-
diska stafylokokovych intoxikaci potencialné rizikové
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potraviny (Reiter aj., 1964; Beckers aj., 1980:
Nunez aj., 1986).

V nasi prdci jsme sledovali vyskyt S. aureus v ba-
zénovych vzorcich mléka. Pro tento typ vzorku pochdzi
S. aureus prevazné z ptipadd klinickych a subklinic-
kych stafylokokovych mastitid ve stade, s prevazujicim
bovinnim biotypem C (RGZi¢kovad, 1991). Pies sni-
Zenou frekvenci tvorby enterotoxinid u kment uvedené-
ho biotypu je S. aureus v syrovém mléce rizikovym
kontaminantem.

Hlavnim cilem na$i prace pak byl ivodni screening
vyskytu S. aureus v bazénovych vzorcich mléka v pod-
minkdch nas$i zemédélské prvovyroby a srovndni ziska-
nych dat s normativem EEC 92/46 pro syrové kravské
mléko.

MATERIAL A METODY

V prabéhu let 1993-1994 byly v oblasti zavodu
KDV Zaibieh pravidelné svdzeny bazénové vzorky mlé-
ka. Pravidelny svoz byl v roce 1993 také organizovin
v oblasti Bruntdlska, v okoli Zlina a na Poli¢sku. Kro-
mé pravidelnych svoznych oblasti se v laboratofi nase-
ho udstavu zpracovdvaly také jednoriazové bazénové
vzorky mléka slouzici ke screeningu mastitid ve sti-
dech. VSechny uvedené vzorky byly mimo fyzikdlné
chemickych analyz také vySetfovdany na piitomnost
S. aureus.

Kultivace mikroorganismi probihala po inokulaci
0,1 ml zkouSeného vzorku na povrch Mannitol Salt
Phenol-Red agaru (Merck No. 5404) 48 h pfi teploté
37 °C a ddle pak 24 h pfi teploté 20 °C (pro lepsi vyvoj
pigmentace kolonii). Suspektni kolonie S. aureus (zluté
az oranZové pigmentované, se zonou utilizace manitolu
okolo kolonii) byly dile identifikovany pomoci testl na
volnou i vdzanou koaguldzu a hemolyzy na agaru s be-
rani krvi. Pigmentované hemolytické kmeny s pozitivni
volnou i vdazanou koaguldzou nebyly jiz ddle identifi-
kovény; ve spornych pfipadech pak k detailn&j§imu za-

I. Vytah z pfedpisu 92/46 EEC ze dne 12. 6. 1992 -

fazeni kmenu slouzily doplikové testy (STAPHY -test
L.achema Brno). Soucet kolonii viech typu, identifiko-
vanych jako S. aureus, byl stanoven jako celkovy pocet
CFU S. aureus v 1 ml mléka.

Vysledky byly vyhodnoceny vzhledem k direktivé
ECC 92/46 (tab. I) a rozdéleny do tfid podle poctu
CFU S. aureus v 1 ml mléka. ZvIdst byly hodnoceny
vzorky pochazejici ze soukromych farem, ddle vzorky
ze svozné oblasti zavodu KDV Zibreh na Moravé,
s vyjimkou soukromniki, a vzorky ostatni, kam jsme
zahrnuli Bruntdlsko, Zlinsko a Poli¢sko. Spojeni bylo
provedeno z davodu nizsich pocti vzorkl v uvedenych
tiech oblastech. Vyhodnoceny byly jednak celkové roz-
déleni do uvedenych tfid za celé sledované obdobi, jed-
nak dynamika vyskytu stafylokokt v pribéhu sledova-
ného obdobi.

Statistické vyhodnoceni rozdili mezi jednotlivymi
podsoubory vzorki bylo vzhledem k vyrazné nenor-
malnimu rozdéleni souboru provedeno pomoci metody
kontingenénich tabulek. Jednotlivé dvojice podsoubort
pak byly srovndviny neparametrickym Wilcoxonovym
testem.

VYSLEDKY

Celkem bylo za uvedené obdobi analyzovano 4 485
bazénovych vzorki miéka, ve kterych byl stanoven po-
cet S. aureus. Z nich v 744 pripadech nebyl S. aureus
detckovan, tj. pocet ¢inil méné nez 10 CFU/I ml. 1 530
vzorku se nalézalo v rozmezi 10-100 CFU/I ml, coz
spolu s predchozi skupinou tvoii 50,7 % odbéri, které
by vyhovély kritériim ECC pro syrové kravské mléko
k pfimému konzumu. V intervalu 100-500 CFU/ml
jsme nalezli 1 858 vzorku, tj. 41,42 % celkového poctu.
V rozmezi hodnot 500-2 000 CFU/ml, které jiz znamend
odmitnuti mléka k pfimému konzumu a pouze podmi-
néné prijeti k technologickému zpracovini, se pohybo-
valo 302 vzorki (6.73 %). Hygienicky zcela nevyho-
vujici kategorii vzorkd nad 2 000 CFU/ml tvofilo

An excerpt from Directive EEC 92/46, of 12th June 1992

Druh mléka' n m M ¢
Syrové mléko k dal§imu technologickému zpracovini bez tepelného osetieni® 5 500 2 000 2
MIéko k pfimému konzumu? 5 100 500 2

n = pocet analyzovanych podjednotek pro jeden vzorek materidlu - number of analyzed subunits for a sample of milk

m = prahovd hodnota po¢tu mikroorganismii v 1 ml; vzorek je povazovan za uspokojivy, nepiesahuji-li pocty bakterii ve viech podjednotkich
vzorku hodnotu m - threshold value of microorganism counts per 1 ml; the sample is considered as complying with the regulation if the
bacterial counts in all subunits of sample do not exceed the value m

M = maximdlni hodnota po¢tu mikroorganismi v | ml; vzorek je povaZzovin za neuspokojivy, piesahuje-li pocet bakterii v jedné ¢i vice
podjednotkdch vzorku hodnotu M — maximum value of microorganism counts per | ml; the sample is considered as not complying with the
regulation if the bacterial counts in one or more subunits of sample exceed the value M

¢ = pocet podjednotek vzorku, ve kterych pocet bakterii miZe byt mezi hodnotami m a M: vzorck je povaZzovin za jeSt¢ piijatelny,
nepfesahuji-li pocty bakterii ve zbyvajicich podjednotkdch hodnotu m — the number of sample subunits in which the bacterial counts may
range between the values m and M; the sample is still considered as acceptable if the bacterial counts in the other subunits do not exceed
the value m

1 B 3 2 . . 3 a 3
sort of milk, “raw milk for manufacturing process not involving any heat treatment, “milk for direct consumption
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pouze 1,14 % piipadi. I kdyz metodika hygienického
hodnoceni vzorku podle predpisu EEC 92/46 (tab. I)
vychazi z vice podjednotek jednoho vzorku, lze konsta-
tovat, ze 92 % analyzovanych vzorkd by vyhovélo po-
7adavkiim na mléko pro technologické zpracovini bez
tepelného oSetfeni a S1 % vzorka splnovalo kritéria
pro mléko k pitmému konzumu. Maximdlni hodnota,
nalezend béhem nasi prdce, Cinila 2.10% CFU/mI. Shr-
nuti celkovych vysledka uvadi obr. 1.

Stejnym zpusobem byly vyhodnoceny i1 podsoubory
vzorkl pro jednotlivé kategoric dodavateli. Zvlastni
pozornost byla vénovina soukromym dodavatelim
a dlouhodobé zajmové oblasti naseho dstavu — regionu
mlékdarny KDV Zibieh. Vzorky mléka ze soukromych
farem splnuji kritéria pro mléko k technologickému
zpracovani z 98 %, vzorky z oblasti zivodu KDV Zi-
bieh pak z 96 %. Podstatné horsi se jevi oblasti zbyva-
Jici, kde uvedené hodnoty klesaji na 85 %. Rozdily jsou
statisticky vysoce vyznamné jak celkové (P = 0,01 %),
tak mezi jednotlivymi skupinami (ve vSech pripadech
P = 0,005 %). Srovndni uvedenych kategorii prvovy-
robeti je zndzornéno na obr. 2.

I Celkovy prehled rozloZeni vzorku do skupin podle poctu S aureus — An overview
of milk sample distribution in the groups according to the counts of S. aureus

%
50

401 -

w
=3

soukromnici' KDV Zibieh’ ostatni’

2
S. aureus according to the producers of milk samples

1 e 3
private farmers, “Zabreh Factory, “others
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Frekvence vyskytu S. aureus podle pivodu vzorka — Frequency of occurrence of

Dalsi oblasti nascho zdjmu byla dynamika vyvoje
obsahu S. aureus ve vzorcich mléka zc sledovanych
regiont u sledovanych skupin dodavateld. Obr. 3 udava
zmény kontaminace bazénovych vzorki mléka stafylo-
koky v prabéhu roku 1993 a 1994. Pro svoznou oblast
zavodu KDV Ziabich nebyl shleddn statisticky vyznam-
ny rozdil v obsahu S. aureus mezi lety 1993 a 1994.
Také mezi odpovidajicimi mésici uvedeného souboru

jsme nenalezli vyznamnéjsi rozdily. Oproti tomu vyraz-

nd se jevila sezonni dynamika stafylokoka, kdy mezi
mési¢nimi soubory byl vysoce vyznamny rozdil (P =
0,005 %) s maximem v zimnim obdobi (12.-3. mésic)
a minimem v letnich mésicich (7.-10. mésic).

Ze souboru naméfenych dat je mozno ziskat i pie-
hledy dynamiky S. aureus pro jednotlivé dodavatele.
Pro ilustraci uvadime dva typické piiklady dodavatelu.
V prvnim piipadé (ZD Zichlinek) se jednd o pomérné
vysoké hodnoty stafylokokové kontaminace mléka,
zpusobené pravdépodobné zvySenym vyskytem laten-
tnich stafylokokovych mastitid ve stadech; druhy pod-
nik (ZD Troubelice) je typicky minimadlni kontaminaci
chovii stafylokoky (obr. 4). T v pfipadé ZD Zichlinck
se potvrdila hypotéza sezonniho kolisdni
obsahu stafylokok; rozdil mezi letnim
a zimnim obdobim je opét statisticky vy-
soce vyznamny (P = 0,01 %) a rozdil
mezi lety 1993 a 1994 nevyznamny. Data
pro ZD Troubelice nebyla hodnocena pro
maly rozsah souboru.

. 100-500 CFU/mi

DISKUSE

. > 2000 CFU/ml

Pro kultivaci a stancveni poctu S. au-
reus v potravindach je nejvice rozsiien
a doporucovdn Baird-Parker agar (B a-
ird-Parker, 1962). Neni vSak -
a zvIasté pro mléko a mlééné vyrobky —
zcela bezproblémovym médiem. Biotypy
stafylokokl vyskytujici sc¢ v mléce Casté-
ji nez ostatni vykazuji chybéjici Egg-yolk
i teluritovou aktivitu, zvlaste pfi inokula-
ci na povrch média, a ani pokusy o zlep-
§eni média zavedenim termonukledzové-
ho testu (Lachica, 1984), koagulace
. zvifeci plazmy nebo piidavku antibiotic-
kého suplementu (Beckers aj., 1984)
nevedly k prikazné lepSim vysledkiim
(Harvey a Gilmour, 1985). Exis-
tuje zde i riziko fale$né pozitivnich reak-
ci, kdy S. hyicus a S. intermedius mohou
produkovat koagulizu; nukledzu pak pro-
dukuje jeSte Sirsi spektrum stafylokoku.
Z uvedenych divodli pouZivime v nadi
praxi manitolovy agar se soli a fenoler-
veni (Chapmann, 1945), jehoz hlavni
piednosti je vy38i zdchytnost stafylokoki
(Sedlacek, osobni sdéleni; Benda,
nepublikoviano). ObtiZné¢jsi je vSak ode-
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Cet primokultur a subkultury jsou téméf nutnosti. Pro
rutinni analyzy vSak bude pravdépodobné nutné vzhle-
dem ke standardizaci metod piejit na BP agar. V do-
stupnych literdarnich pramenech se ndm doposud nepo-
dafilo najit kvantitativni posouzeni zdchytnosti
manitolového agaru vzhledem k ostatnim pouzivanym
médiim. Sledovani zdchytnosti médii v nasi laboratofi
pro kmeny stafylokokt ze syrového mléka dosud neni
uzavieno a bude publikovano pozdéji.

Podrobna biotypizace izolovanych kmeni stafyloko-
ki nebyla predmétem této prdce; probihd vsak v sou-
c¢asné dobé. Fenotypova biotypiza¢ni schémata pro
S. aureus vétsinou vychazeji z price autort Hdjek
a MarsSdalek (1971)a Devriese (1984). Kmeny
S. aureus v syrovém kravském mléce pfislusi pievazné
k biotypu C (Ruzickova, 1991) a produkuji entero-
toxiny typu C a D. Frekvence vyskytu enterotoxino-
gennich kment je u bovinnich biotypl uddvina od asi
S % v normalnim mléku (Harvey a Gilmour,
1985) az po 10-30 % v piipadech izoldth z mastitid
(Olson aj., 1969; Niskanen a Koiranen,
1977). V ovéim mléce aZz 80 % kmenl

izolovanych z klinickych piipadti masti- ~ 1og CFU/m
tid produkuje enterotoxiny (Guitier- 3,09

rcz aj., 1982). Enterotoxinogenitou

kment vzhledem k jejich pavodu se také 251 o
zabyvali Olsvik aj. (1981). s )

Pritomnost S. aureus ve vzorcich syro- Ll [
vého kravského mléka silné koreluje
s vyskytem stafylokokovych mastitid ve
stddech (Benda, dosud nepublikova- 1.0
no). V mléce z mastitidnich ¢tvrti muaze
S. aureus dosdhnout poctd az 10° 05+
CFU/ml (Neave, 1975), v bazénovém
vzorku mléka 10% a7 10} (Harvey
a Gilmour, 1985), coz odpovida i na-
§im pozorovinim. Podobné hodnoty lze
pozorovat i v kozim mléce, kde vSak sta-
fylokoky hraji mnohem vétsi roli v etio-
logii mastitid (Smith a Roguinsky,
1977, Dumoulin a Peretz, 1993).

Pokud maji stafylokoky v mléce pro-
dukovat detekovatelnd mnoZstvi entero- %
toxinl, musi se startovni koncentrace or- 50
ganismi v mléce pohybovat okolo 1
10°-10° CFU/mI (Varadaraj a Nam- 40

;O

1 2
1993

budripad, 1983; Bergdoll, 1983;

|
Freer a Arbuthnott, 1982). Je te- 301 ) ‘
dy ziejmé, Ze vzhledem k vySe uvede- ‘
nym maximadlnim koncentracim S. aureus 20+
v syrovém mléce by muselo dojit nejprve |
k pomnoZeni. Pfi nizkych startovnich 10 1
koncentracich v mléce viak stafylokoky \_

jako relativné pomaleji rostouci mikroor-
ganismy jsou inhibovany v rlstu ostatni
prirozenou mikroflérou mléka a nedosdh-
nou koncentraci, potfebnych k produkci
enterotoxini (Gilmour a Harvey,
1990; Gorner a Simkovicovd,
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3. Dynamika obsahu S. aureus v bazénovych vzorcich mléka
aureus content in bulk milk samples

soukromnici'

4. Dynamika obsahu §. aureus pro jednotlivé dodavatele
content for the particular producers

1979). Jina situace nastane, pokud stafylokoky konta-
minuji relativné sterilni substrat, napf. mléko Jiz paste-
rované, pokud jim nekonkuruji mikroorganismy tech-
nologickych startovnich kultur (Radich aj.. 1969;
Gay aj., 1993; Rajkowski aj., 1994). Obecné pla-
ti, ze syrové kravské mléko se viemi pfirozenymi inhi-
bitory je hor$im prostiedim pro rast S. aureus nez mléko
tepelné opracované (Varadaraj a Nambudri-
pad, 1983).

Hlavnim cilem nasi price bylo srovndni ziskanych
dat s normativem EEC 92/46 pro syrové kravské mlé-
ko. Tento normativ je ve srovndni se stile platnymi
veterinarnimi predpisy CR znaéné benevolentngjsi.
Piehled ustanoveni EEC. platnych pro obsah S. aureus
v mléce, uvdadime v tab. 1. V nasi prdci nejnizSich hodnot
obsahu stafylokokt dosahovaly vzorky ze soukromych
farem. Presto lze v posledni dobé v oblasti Zabfezska
pozorovat ur¢ité vyrovndavani mezi soukromniky a do-
davateli typu druzstev a statnich statki. Duvodem bude
nejspise zvySovini poctu zvifat ve stddech soukromni-
ki a postupny rozpad statnich statka s prechodem né-

"
" = = / L] -
L - L A KDV Zibie'
A A A A A A A > soukromnici’
A > 5 2] ¢
D B o < ostatni
o
<

4 7 10 1 4 7 9 10 11

1994 mésice’

The dynamics of §.

Vil B 2 3 4
Zabich Factory, “private farmers, “others, “months

|

0-10 CFU/ml

10-100 CFU/ml
100-500 CFU/ml

500-2000 CFU/ml

| _RimE B

> 2000 CFU/ml

ostatni’

KDV Zébteh'

The dynamics ol S. aureus

15 hi ~ 2 : : 3
Zichlinek Cooperative Farm, “Troubelice Cooperative Farm, “months
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kterych farem do soukromi. Tento trend v8ak bude nut-
né potvrdit dalSim sledovanim.

BohuZel se nam v literatufe nepodafilo nalézt praci,
kterd by se v podobné §ifi zabyvala analyzami syrové-
ho mléka. Proto ndm chybi srovnani s jinymi autory.
Harvey a Gilmour (1985) publikovali vysledky
pouze 36 piipadi. Hodnoty obsahu S. aureus v 1 ml
syrového mléka se pohybovaly od 35 do 980 CFU/ml.
Jednalo se v8ak o vzorky pouze ze Sesti farem. Zhod-
noceni vzhledem k normativu EEC 92/46 uvadéji pou-
7z¢ Dumoulin a Peretz (1993). V jejich prici
bylo hodnoceno 53 farem; jednalo se viak o kozi mlé-
ko. 80 % vzorki obsahovalo méné nez 500 CFU S.
aureus v 1 ml mléka, 12 % pak prekracovalo 2 000
CFU/I ml mléka. Brychta a Dvoidk (1993) na-
lezli maximadln¢ 2 000 CFU S. aureus v 1 ml syrového
kravského mléka, neuvadéji v8ak jiné neZz maximalni
hodnoty.

I kdyz vysledky srovndni s normativem EEC vyzni-
vaji pro producenty mléka v oblasti KDV Zibich pfiz-
nivé a nepotvrzuji se predpoklady ..posttransformacni-
ho* zhorSovani hygienickych podminek ziskavani
syrového mléka, nelze se také spokojit s dosaZzenou
urovni. Hygienicky vyhovujici hladina S. aureus v ba-
zénovém vzorku mléka totiz jesté neznamend uspoko-
Jivy stav v oblasti subklinickych a latentnich mastitid
(B enda, nepublikovino).

Prekvapivé vyrazné je také sezonni kolisdani obsahu
S. aureus v bazénovych vzorcich mlc¢ka, pozorované
jak u celkového souboru, tak i pro nékteré vybéry. Pro
ovéieni predpokladame dalsi sledovani v uvedené ob-
lasti. Predbézné vysledky z prosince 1994 a ledna 1995
viak pozorovany trend potvrzuji. Pfic¢iny sezonniho ko-
lisani budou obtizné kvantifikovatelné. Domnivame se,
7¢ je bude nutno hledat v ro¢nich zméndch zoohygie-
nickych podminek a stdjového mikroklimatu.
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DOT-BLOT TECHNIQUE FOR THE QUANTITATIVE DETECTION
OF THE WHEAT PROTEIN IN THE SAUSAGES

DOT-BLOT TECHNIKA PRE KVANTITATIVNE STANOVENIE
PSENICNEHO PROTEINU V SALAMACH

A. Marcin', R. Fencik?, E. Belickova', P. Siklenka'

'nstitute of Experimental Veterinary Medicine, Kosice, Slovak Republic
2Research Institute of Plant Production, Piestany, Slovak Republic

ABSTRACT: A simple immunological method is described by which it is possible to detect the wheat flour according to
wheat protein in the heat-processed meat products. The wheat proteins were extracted with a buffer TRIS-NaCl (0.02 mol/I,
0.5 mol/l) from: a) wheat flour; b) model meat products with addition of wheat flour (3.2, 3.2, 3.6, 0.8. 0.4 and 0.2%); ¢)
commercial meat products containing wheat flour (sausages — S, P, PF). The ahquots ol the extracts were subjected to
an immunological dot-blot test. The extracts from the wheat flour and the model meat products were used for calibration of
this method. The quantitative evaluation of the test was based on the spectrophotometric determination of the quantity of the
violet stain on the nitrocellulose (NC) strip surfaces. The strips were immersed into the acetone and the absorbance were
determined at 580 nm. The screening of the samples by dot-blot procedure proved to be an efficient way of the wheat flour
determination in the cooked meat products at 0.2% level (i.e. 0.375 ng of wheat protein applied to the NC strip). Since the
wheat antibody (primary antiserum) has no crossreactivity with pork or beef, this technique can be used for the detection of
plant proteins in the mentioned mixtures.

meat products; wheat flour; wheat protein; dot-bloty sausage: immunodetection

ABSTRAKT: Na kvantifikdciu pseni¢ného proteinu v tepelne opracovanych salimoch bola pouzitd sendvicovd dot-blot
technika. Proteiny vyizolované z p3eni¢ného zrna boli pouZité na imuniziciu krilikov (novozélandsky biely) a nisledni
vyrobu primdrnej protildtky. Ako sekunddrna protlitka boli pouzité komeréne vyribané prasacie antikrdlicie IgG — Swar-Px
(Usol Praha). Vo vlastnom experimente bola stanovend koncentrécia pienicného proteinu v komeréne vyribanych saldamoch
s pridavkom pSeni¢nej miky a v modelovych misovych vyrobkoch so zndmou koncentriciou pSenicného proteinu (10; 5;
2.5; 1,25, 0,625%). Ako porovndvaci $tandard sldzil lyofilizovany pSeni¢ény sériovo nariedeny protein. Kvantifikacia bola
vykonanid spektrofotometricky, mnoZzstvo fialovej farbicky vzniknuté po reakcii peroxididzy a substritu 4-chloro-1-naftolu na
povrchu nitrocelul6zovych membran po ich rozpusteni v aceténe bolo priamo timerné absorbancii pri 580 nm a jej hodnota
bola porovndvani s absorbanciou §tandardu. Citlivost danej metodiky bola 0,2% (t. j. 0,52 ng aplikovaného pSeni¢ného
proteinu).

masové vyrobky: pSeni¢nd mika; pSeni¢ny protein; dot-blot; saldima: imunodetekcia

UvoD

Rastlinné proteiny sa priddvaji do misovych vyrob-
kov za ucelom zvySenia emulgadnej kapacity a tieZ
schopnosti viazal vodu. PouZitie kazeinu, proteinu vy-
izolovaného z bavinikovych semien a tiez srvitkového
a sojového proteinu, ako emulgdtorov, bolo uz publi-
kované (Janssen a i, 1987). V receptirach naSich
vyrobkov sa na tento tcel pouziva pSeni¢ny protein.
Sprdvna identifikdcia kvantity pSeni¢ného proteinu vo
vyrobkoch je délezitda z dovodu moznych ckonomic-
kych strdt, ktoré vznikaju ¢iasto¢nou ndhradou Zivocis-
neho proteinu rastlinnym alebo pri preddavkovani nad
mnoZzstvo stanovené normou.

Vet. Med. - Czech, 40, 1995 (7): 227-231

Na identifikdciu rastlinnych proteinov v surovych
misovych vyrobkoch bolo pouzitych niekolko technik
(Bailey ai,1978; Flint a Meech,1978; Pat-
terson a Jones, 1984). Aviak neimunochemické
metédy pre detekciu rastlinnych proteinov (Olsman
a Hitchcock, 1980; Eldridge a Wolfe,
1980; Eldridge, 1981; Kaiser a Krause,
1985) nie su dostatocne citlivé a Specifické. Imunolo-
gické metddy ako imunodifuzia a imunoelektroforéza
(Kaltwasser ai., 1984) boli pouzité predovietkym
na detekciu spomenutych proteinov v surovych mi-
sovych vyrobkoch. Ich nevyhodou je neschopnost de-
tekoval denaturované a teda nerozpustné proteiny.
Hitchcock a i. (1981) elegantne prekonal tieto
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problémy a na detekciu pouzil velmi citliva ELISA
metédu na stanovenie séjového proteinu v masovych
vyrobkoch. Tdto metéda je vSak znacne ekonomicky
narocnd na pristrojové vybavenie. Ovela jednoduchsiu
(imunologicku sendvi¢ovii) metédu dot-blot publikova-
li Janssen a 1. (1985). Jej vyhodou je jednoduchd
priprava vzoriek, nendro¢nost na pristrojové vybavenie
a adaptabilnost pre terénne a laboratérne podmicnky.

Ciclom nasej price bolo pripravit jednoduchu, citli-
va a ekonomicky nendro¢nd imunologickd detekcnu
techniku (dot-blot) na kvantitativnu identifikdciu pSe-
niéného proteinu v tepelne opracovanych misovych
vyrobkoch.

MATERIAL A METODY
Reagencie

Tween 20 a 4-chloro-1-naftol (SERVA, Heidelberg,
Nemecko), Synpor membranové filtre (Uhfinéves, Ces-
ka republika).

Antiséra

Prasacie protikralic¢ie IgG antisérum znacené peroxi-
ddzou — SwaR-Px (USOL, Praha, Cesk4 republika). Prvd
vzorka krilic¢ej protildtky proti p§eni¢nému proteinu (izo-
lovana zo zrn pSenice) bola darom z Vyskumného tstavu
rastlinnej vyroby v Pie§tanoch, Slovenska republika.

Izolacia p3eni¢ného proteinu z miky

a) K 200 g pseni¢nej muiky bolo pridané 600 ml aceto-
nu o teplote 0 °C za dicelom delipidovania. Této sus-
penzia bola vloZena do chladiaceho boxu (s vniitor-
nou teplotou 0 °C) na dobu 60 min.

b) Ndsledne bol acetén oddeleny centrifugaciou —
2 000 g po dobu 15 min.

¢) Sediment bol pouzity na dvojstupiiovi izoldciu pSe-
ni¢ného proteinu. V prvom stupni bol po dobu jedne;j
hodiny mieany s TRIS-NaCl pufrom (0,02 mol/l
Tris a 0,5 mol/l NaCl) v pomere 200 g sedimentu
a 600 ml TRIS-NaCl pufru pri laboratérnej teplote.

d) Suspenzia bola centrifugovand pri 2 000 g po dobu
15 min. Supernatant obsahoval rozpusteny psenicny
protein. Sediment bol pouZity v druhom stupni izo-
lacie p§eni¢ného proteinu.

e) Supernatanty z oboch extrakcii obsahujice rozpus-
teny pSeni¢ny protein boli dialyzované oproti desti-
lovanej vode (velkost pérov dialyzaénej membra-
ny — 10 kDa). Dialyzdt bol nésledne lyofilizovany.

Priprava krili¢ieho antiséra proti pSeni¢énym proteinom

V lyofilizovanom proteine po termickom oSetreni
(ohriatie na teplotu 100 °C po dobu 5 min) bola stano-
vend molekulovd hmotnost jednotlivych peptidovych
frakcii za pouZitia SDS-PAGE (laurylsulfatovej poly-
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akrylamidove) gélovej elektroforézy) podla LLae m-
mliho (1970). Tento protein pozostival z peptidov
o molekulovych hmotnostiach 61, 36, 21 a 8 kDa.

Protein bol pouzity na imunizaciu Styroch kralikov
plemena novozélandsky bicly podla obvyklej imuni-
zacne) schémy (Dunbar a i, 1990). Antigén bol
emulzifikovany za pouzitia dvoch 10 ml striekaciek,
ktor¢ boli vzajomne prepojené trubickou. Prva strickac-
ka obsahovala 2 ml fyziologického roztoku (pH 7,0)
a druha obsahovala rovnaké mnozstvo Freundovho
kompletného adjuvans, do ncj bol pridany lyofilizova-
ny, tepelne opracovany pseniény protein v mnoZstve
0,5 g. Emulzifikicia imunogénu bola vykonana vzi-
jomnym premieSavanim medzi oboma strickackami.
Zmes emulzifikovaného imunogénu bola aplikovana
intradermalne. Celkovo bolo aplikované | ml imunogé-
nu pre jedného krilika na 10 miest do dorzdlnej Casti
chrbta. Reimunizicia bola vykondvama na 14., 21., 28.
a 42. den po prvel imunizdcii po imunoelektroforetic-
kom posudeni $pecificity protildtok v sére (Dunbar
a i, 1990).

Krv od krdlikov bola odobrana zo srdca. Hruba frak-
ciondcia Ig zo séra bola vykonana vysolovanim sira-
nom aménnym (Dunbar ai., 1990). Dosiahnuty titer
bol 1 : 3 000. Testovali sme tieZ skrizené reakcie prip-
ravenych imunoglobulinov s bielkovinami 1zolovany-
mi z bravéového a hovadzieho masa.

Priprava modelovych misovych vyrobkov (MM)

Po pomleti chudého bravéového misa bola psenicna
muka pridana do takto vytvorene) pasty. Vysledna kon-
centracia pSenicnej miky v modelovom masovom vy-
robku bola 10; 5; 2,5; 1,25; 0,625 %.

Komer¢né, tepelne upravené misové vyrobky pouzité
v experimente

a) Spekacik-S, parkovd klobdsa-P, jemné parky-PF
(obsahujice pseni¢ny protein) a

b) desiatova-D, liptovskd-L, parizska salima-PA (ne-
obsahujice pseniény protein) boli ziskané z mies-
tnej obchodnej siete.

Izolacia proteinov z komerénych misovych vyrobkov

Masové vyrobky boli pomleté a vzniknutd pasta bola de-
lipidovanad aceténom pri teplote 0 °C po dobu 15 min (po-
mer pasty a acetonu | : 4. Dalsi postup vid bod 3b, ¢, d.

Exktrakty z komer¢nych tepelne upravenych maso-
vych vyrobkov obsahovali viak Zivodi§ne L pSenicné
proteiny.

Priprava kalibra¢nych Standard
Kalibracné standardy pozostdvali z dvoch skupin:
a) prva skupina — lyofilizovany pSeniény protein séri-

ovo nariedeny v TBS pufri (1 200, 600, 300, 150
a 75 ng/ml)
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1. Dot-blot metéda na kvantifikdciu pieni¢ného proteinu v extraktoch — Dot-blot technique for wheat protein quantitation

Roztok! Riedenic? Cas? (min)
Blokovanie aktivnych miest* a - 15
Primdrna As® b - 20
Premyvanie® TBS-TWEEN 20 - 3x5
Sekunddrne As’ SwaR/Px - 20
Premyvanie TBS-TWEEN 20 - 3x5
Aplikdcia substratu® 4-chloro-1-naftol s H,0," - 5-7°°
Premyvanie TBS-TWEEN 20 = 3x5
Premyvanie redestilovand H,0% - 10

a = 5% odtuénené praskové mlieko rozpustené v TBS pufri (10 mmol/l TRIS-HCI. 0,9 % NaCl, pH 7,2; Tween 20 0,02 %) — 5% skim milk
powder dissolved in TBS buffer (10 mmol/l TRIS-HCI, 0.9% NaCl. pH 7.2; Tween 20 0.02%)

b = krdli¢ie primdrne antisérum - rabbit primary antiserum

* = substrdt: 25 mg 4-chloro- I-naftolu rozpustit v 5 ml etanolu, zmiesat s 45 ml TBS pufru. po 3 min filtrovat a pridat 0,1 ml H,0, (3%)
k filtratu — substrate: dissolve 25 mg 4-chloro-1-napthol in 5§ ml ethanol, mix with 45 ml TBS buffer, filtrate and after 3 min

add 0.1 ml H,0, (3%) to the filtrate

** = k vyvolaniu sfarbenia déjde o niekolko minit — staining will be induced in a few minutes

'solution, Zdilution, *time, 4blocking of active spots, 5primary As, "washing. 7secund:xry As, “substrate application, “redistilled H,0

b) druhd skupina - proteiny izolované z modelovych
masovych vyrobkov s definovanym pridavkom pSe-
ni¢nej muky (3,2; 1,6; 0,8; 0,4 a 0,2 %).

Dot-blot metoda na kvantifikdciu pSeni¢ného proteinu
v izolatoch

Vzorky boli aplikované na dve suché nitrocelul6zo-
vé membrdny v trojiciach po 5 pl. Na prva membranu
bola naaplikovand prvd skupina kalibraénych $tandard
(8a) a na dalSiu druha skupina kalibracnych Standard
{(8b).

Tri slepé vzorky obsahovali TBS pufer, BSA (bo-
vinny sérovy albumin) a extrakt z modelového miso-
vého vyrobku (bez pridavku pseni¢ného proteinu) boli
aplikované na obe nitrocelul6zové membriny za tce-
lom od¢itania pozadia.

Platne s naaplikovanymi vzorkami boli inkubované
pri izbovej teplote po dobu 30 min. Dali postup viz
tab. I.

Nitrocelulézova platiia bola vysuSend v tme a nare-
zand na rezance tak, Ze na jednom sa nachddzala jedna
vzorka naaplikovand v trojici a nasledne boli rezance
jednotlivo rozpustené v 1 ml aceténu (Volker ai.,
1989). Po 10-mindtovej inkubdcii nitrocelulézovych re-
zancov v aceténe bola odmerand absorbancia jednotli-
vych vzoriek oproti Cistému aceténu pri 580 nm.

Statistické analyza experimentov bola vykonand tes-
tom analyzy varidcii. Rozdiely medzi meraniami boli
vyhodnotené t-testom.

VYSLEDKY
Na obr. | je zndzorneny vysledok imunologickej

analyzy za pouZitia sendvicovej techniky dot-blot po-
uzitej na kvantifikdciu pSenicného proteinu vo vzor-
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kdch komercnych tepelne opracovanych misovych vy-
robkov. V prvom pripade (1A) na kalibrdciu sliZil sé-
riovo nariedeny lyofilizovany pSenicny protein: 1 200,
600, 300, 150 a 75 ng/mla v druhom pripade (1B) ex-
trakty proteinov z modelovych misovych vyrobkov
s klesajicou koncentrdciou pSeni¢nej muky: 3,2; 1,6;
0,8; 0,4 a 0,2%. Extrakty z komer¢nych tepelne opra-
covanych misovych vyrobkov — S (3pekacik), P (par-
kovd klobasa) a PF (jemné parky), do ktorych sa pri
dprave priddva pSeni¢nd mika, vytvorili vyrazné stopy.
Odligné vysledky boli dosiahnuté u dalsich komerc-
nych tepelne opracovanych misovych vyrobkov bez
pridavku p3eni¢nej miky — D (desiatovd), L (liptov-
skd), PA (parizska saldma), farebné stopy boli nevyraz-
né.

Na obr. 2 je graficky zndzornend koncentrdcia pSe-
nicného proteinu v komercnych tepelne upravenych
masovych vyrobkoch za pouzitia dvoch typov kalibra¢-
nych $tandard:

A) sériovo riedeného lyofilizovaného pseni¢ného pro-

teinu a
B) extraktov z modelovych misovych vyrobkov, sta-

novend spektrofotometrickou kvantifikdciou inten-

zity farebnych stoép na nitrocelul6zovej membréane.

DISKUSIA

Chybné pozitivne reakcie vznikajice na zdklade
skrizenych reakcii a nespecifickych vizieb neboli v ex-
perimentoch pozorované pri pouZiti oboch krali¢ich an-
tisér. Percentudlny obsah p3eni¢ného proteinu v miso-
vych vyrobkoch je moZné stanovil porovndvanim
intenzity stdp so sériovo nariedenym lyofilizovanym
pseni¢nym proteinom, a to bud' vizudlne (semikvantita-
tivne vyhodnotenie) alebo spektrofotometricky (kvan-
titativne vyhodnotenie). Pri spektrofotometrickom vy-
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178-B 178-A
1 Dokaz psemcncho proteinu vo vzorkiach dot-blot technikou — Im
munological staning (whedt protein antiserum)

A: | = MM, 2 - sériovo nariedeny lyofilizovany pSeni¢ny protein
series diluted lyophilized wheat protein (1 200 ng/ml). 3 - (60
ng/ml), 4 = (300 ng/ml), 5 = (150 ng/ml). 6 — (75 ng/ml), 7 - BSA,
8 - TBS pufer, 9-D, 10 =P, 11 - PA, I2-PF, 13-8S, 14-1L
B: 1 —= MM, 2 - modelovy misny vyrobok s pSeménym proteinom
model meat product with wheat protein (3.2 %). 3 - (1.6 %), 4 -
(0.8 %). 5 - (0.4 %), 6 - (0,2 %), 7 - BSA, 8 - TBS pufer, 9 - D.
10-P, 11 -PF, 12-S,13-PA, 14-L

MM - modclovy misny vyrobok (bez p3eni¢ného proteinu), D
saldima desiatovd, P — parkovid klobdsa, PA - parizsky salim, PF
parky jemné, S — §pekdcik, L - liptovska klobdsa, TBS pufer -
(0,02 mol/l TRIS; 0.5 mol/l NaCl), BSA - bovinny sérovy albumin
(I mg/ml)

MM — model meat (wheat protein absent): D, P, PA, PF, S, L -
commercial sausages: TBS bufer - (0.02 mol/l TRIS: 0.5 mol/l
NaCl); BSA - bovine serum albumin (1 mg/ml)

hodnoteni farebnych stop na membrdne koncentracia
pSeni¢ného proteinu v extraktoch sa stanovi na zdiklade
nameranej absorbancie od¢itanim z kalibracnej krivky.

Na kalibrdciu je vyhodnejSie pouZil extrakty z mo-
delovych misovych vyrobkov s pridavkom pSeni¢nej
muky vzhladom k tomu, Ze pozadie vytvorené Zivocis-
nymi proteinami je porovnatelné s pozadim vyskytuji-
cim sa pri kvantifikdcii pSeni¢nych proteinov v komerc-
nych misovych vyrobkoch.

Detekénd citlivost nami popisanej metédy je 0.2 %.
Je porovnatelnd s metodikami podobného typu uz vy-
vinutymi. Janssen ai. (1987) pouZili metédu elek-
trobloting na detekciu séjového proteinu a pseni¢ného
¢gluténu a dosiahol citlivost 0,1%. Medina (1988)
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2. Kvantifikicia koncentracie pieni¢ncho proteinu dot-blot metodou
po spektrofotometrickom vyhodnoteni. A komercné tepelne opraco-
vané misové vyrobky: ako kalibraény Standard bol pouzity lyofili-
zovany pienicny protein; B: komeréné tepelne opracované misove
vyrobky: ako kalibracny Standard bol pozity protein izolovany
z modelovych misovych vyrobkov = The plot of amounts of the
wheat protein (albumi and globulin fraction) measured by dot-blot
technique after spectrophotometrical quantitation in: A — commer-
cial cooked sausage products by using diluted freeze dried wheat
protein as a calibration standard: B = commercial cooked sausage
products, protein isolated from the model meat product was used as
a calibration standard

:hzlckgmm\d

| 2
sausage, wheat protein,

aplikoval nepriamu ELISA techniku na detekceiu a mera-
nie kvantity séjovcho proteinu v extraktoch modelovych
frankfurtskych pdrick a komerénych tepelne opracova-
nych a neopracovanych parkach. Podarilo sa mu kvanti-
fikovat s6jovy protein v rozsahu citlivosti od 0-3 %.
Dalic zvysenic detekénej citlivosti tejto metodiky

je mozné za pouzitia Specifického antiséra pripravené-

ho proti nativnym termorezistentnych antigénom, hoci
tepelna rezistencia proteinov nie je absolatna.

V zdvere moézeme konStatovat, ze sme vyvinuli jed-
noduchu sendvicovi imunologicki metodu zaloZend na
technike dot-blot. Tito je vhodnd na semikvantitativne
(vizudlne) a tiez kvantitativne (spektrofotometrické)
vyhodnotenic koncentracic p3enicncho proteinu v te-
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pelne opracovanych misovych vyrobkoch. Detekcnd
citlivost je na drovni 0,2 % (t. j. 0,52 ng aplikovaného
izolovaného pSeni¢ného proteinu). KedZe primarne
krili¢ie antisérum nereaguje skrizene s bielkovinami
bravéového alebo hovidzieho misa, tdto technika moze
byl pouzitd na detekciu pSeni¢ného proteinu aj v miso-
vych vyrobkoch vyrobenych z tychto druhov mias.
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Upozornéni pro autory védeckych ¢asopisu

Z dtvodu rychlejiiho a kvalitngjiiho zpracovani grafickych pfiloh (graft, schémat apod.) pfispévku
zasilanych do redakce Vis Zaddme o jejich doddni kromé tisténé formy i na disketdch.

Tyka se to samoziejmé t&ch grafickych pfiloh, které byly vytvofeny v néjakém programu PC (napf.
CoreICHART, Quatro Pro, Lotus 1-2-3, MS Excel). Vzhledem k tomu, Ze nejsme schopni upravit
a pouZit pro tisk vSechny typy (formity) grafickych souborl, Ziddme Vis, abyste ndm také kromé
origindlnich soubordi (napt. z MS Excel typ *.XLS) zasilali grafické pfedlohy vyexportované jako
bodovou grafiku v jednom z téchto formata:

Bitmap * BMP
Encapsulated Postscript * EPS
Graphic Interchange Format * GIF
Mac paint * MAC
MS Paint * MSP
Adobe Photoshop *PSD
Scitex *SCT
Targa * TGA
Tag Image File Format * TIF

Redakce casopisu




SURVIVAL OF MICROSCOPIC FILAMENTOUS FUNGI
UNDER VARIOUS CONDITIONS OF TEMPERATURE

PREZIVANIE MIKROSKOPICKYCH VLAKNITYCH HUB
7ZA ROZNYCH TEPLOTNYCH PODMIENOK

A. Laciakova, A. Kocisova, D. Kukucka
University of Veterinary Medicine, KoSice, Slovak Republic

ABSTRACT: Time required for devitalization of Mucor fragillis, Fusarium moniliforme, Penicillium glabrum and Aspergil-
lus niger germs at temperatures of 22, 37, 60 °C was determined under laboratory conditions. All of the tested strains withstood
the temperature 22 °C during the period of 42 days in Sabouraud agar. At the temperature of 37 "C devitalization appeared
in the following order: F. moniliforme 14 days, P. glabrum 21 days, M. fragillis 28 days, A. niger 35 days. Temperature of
60 °C devitalized all tested strains of micromycetes within 5 hours. F. moniliforme appeared to be the most susceptible among
4 tested strains while M. fragillis was the less susceptible.

microscopic filamentous fungi; temperature; devitalization

ABSTRAKT: Za laboratérnych podmienok bol stanoveny ¢as potrebny na devitalizdciu mikromycét Mucor fragillis, Fusa-
rium moniliforme, Penicillium glabrum a Aspergillus niger pri teplotich 22, 37, 60 "C. VSetky nami testované kmene
v prostredi Sabouraudovho média odoldvali teplote 22 °C po dobu 42 dni. Pri teplote 37 “C doslo k devitalizdcii v nasledov-
nom zostupnom poradi: F. moniliforme 14 dni, P. glabrum 21 dni, M. fragillis 28 dni, A. niger 35 dni. Pri teplote 60 °C
doslo uz po 5-hodinovej expozicii k devitalizacii vietkych nami testovanych kmenov. Najcitlivejsim v pokuse sa javil

F. moniliforme a najmenej citlivym M. fragillis.

devitalizdcia; teplota; mikroskopické vlaknité huby

UvVOoD

Mikroskopické vlaknité huby sa vyskytuji v prirode
vo vSetkych oblastiach Zivotného prostredia ¢loveka
a st dolezitou sucastou biocendzy. Mikroskopické
vldknité huby st povazované v zivotnom prostredi nie-
len za biologického Cinitela, ale tieZ aj za Cinitela che-
mického ak mame na mysli pdsobenie ich metabolitov,
a to ¢i uz v zmysle korozivnej ¢innosti na rézne mate-
ridly, alebo ich pdsobenic na nutriéné ¢i senzorické
zmeny potravin a krmiv. Z tychto dévodov poznanie
ich Zivotnych cyklov je dolezité pre ich dalsi vyskum
a pouZitie.

Cielom naej prace bolo za laboratérnych podmie-
nok sledoval aky dlhy ¢as sd schopné preZival vytypo-
vané kmene mikroskopickych vlaknitych hub v pro-
stredi Sabouraudovho média teploty 22, 37 a 60 °C.

MATERIAL A METODA

Na testdciu boli pouZité kmene (z Ceskej zbierky
mikroorganizmov v Brne) A. niger (F-330), M. fragillis
(F-236), F. moniliforme (FE-793), P. glabrum (F-309).
Kultiry boli nao¢kované na povrch Sabouraudovho
agaru a pri teplote 22 °C rastli pocas 14 dni. Po
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14 diioch po stanoveni mikroskopického stavu kultir
sa k agaru s kultirou pridalo S ml sterilného fyziolo-
gického roztoku. Zriedovacou metédou vo fyziologic-
kom roztoku sa zistoval pocet zarodkov na Sabourau-
dovom agare. | ml suspenie sa pridaval k dvojnasobne
koncentrovanému Sabouraudovmu médiu a skimavky
sa vkladali do vodného kipela, ktorého teplota bola
nastavend na 22, 37 a 60 °C.

Tri paralelné skimavky sa exponovali po dobu 24 h,
7,14, 21, 28, 35 a 42 dni pri teplotich 22 a 37 "C a pri
teplote 60 °C 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6 a 24 hodin. Teplota
v tekutine sa sledovala kontrolnym slepym pokusom.
Skimavky po uvedenej expozi¢nej dobe boli inkubova-
né pri laboratérnej teplote osem az 14 dni. Na zdklade
rastu kultiry v médiu bola stanovena teplota a ¢as po-
trebny k devitalizacii zarodkov.

VYSLEDKY

V nasej praci sme porovndvali as, ktory je potrebny
k devitalizdacii mikromycét A. niger. M. fragillis,
F. moniliforme, P. glabrum pri teplotich 22, 37, 60 °C.

Teplotu 22 °C prezivali vietky nami testované kme-
ne mikroskopickych vldknitych hib aj po nami maxi-
malne testovanej 42-diiovej expozi¢nej dobe.
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Pri teplote 37 °C (tab. I) sme dosiahli nasledovné
zostupné poradie devitalizovanych zarodkov: F. moni-
liforme 14 dni, P. glabrum 21 dni, M. fragillis 28 dni,
A. niger 35 dni.

V tab. II si zaznamenané vysledky dosiahnuté pri
60 °C (uddvané v h), pretoZe prakticky po 5-hodinovej
expozicii boli vietky nami testované kmene mikrosko-
pickych vlaknitych hib devitalizované.

DISKUSIA

Z kazdodennych skisenosti vieme, ze mikroskopic-
ké vldknité huby si velmi rozSirenymi mikroorganiz-
mami. M6Zu rdst takmer viade aj vo velmi skromnych
podmienkach. Napadaji organizmy tak rastlinnej, ako
aj zivocisnej rise. Pri preZivani mikroskopickych vldk-
nitych hib vo vyrobnych procesoch zohrdava dolezita
tlohu ich teplotné optimum (Fassatiovd, 1979).
Schopnost prezivania sa sleduje stanovenim asu, ktory
je potrebny pre ich daplnd devitalizaciu.

Teplotné optimum podla ddajov Bilaja (1973) je
dané druhovymi vlastnostami a kultivacnymi podmien-
kami. Minimalna teplota potrebna pre rast mikromycét
sa pohybuje od 0 do +5 °C. Optimdlna teplota pre dru-
hy roda Penicillium a Aspergillus sa pohybuje v roz-

medzi +25 az +30 "C a pre Fusarium +30 az +35 °C
(Wolf, 1949). Podla ddajov Jesenskej (1984,
viak existuji mikroskopické vliknité huby. ktoré odo-
ldvaju beznym teplotdm a su schopné prezival ucinok
zvySenych teplot (70, 80, 90 “C) st to tzv. termorezis-
tentné mikromycéty. Z vedeckého hladiska v8ak hrani-
ca medzi termorezistentnymi a termosenzitivnymi
druhmi mikromycét nebola dosial stanovena (Piec-
kovd ai., 1992). O rozlicnej odolnosti mikroskopic-
kych vldknitych hib sa zmicfiujia) Bukovédkovd
a Vozar (1987). ktori udavaja, ze pre rast a klicenie
konidii rodu Fusarium je navhodnejSou teplotou 25 °C.

O rozlicnej odolnosti mikroskopickych vldknitych
hib voci teplotdm sme sa presvedcili aj v naSej prici,
z ktorej mozno dedukovat. Ze najodolnejiim zo Styroch
testovanych kmenov bol M. fragillis. ktory devitalizo-
vala teplota 60 “C az po 4-denncj cxpozicii, teplota
37 °C po 21-denncj expozicii, ale teplotu 22 °C prezi-
val aj po nami maximalne testovanej 42-dennej expo-
zicii. Najmenej odolnym sa javil F. moniliforme, ktory
pri teplote 37 “C bol devitalizovany po 14-dennej ex-
pozicii a pri teplote 60 “C po jednej hodine.

Zaverom je potrebné zdoraznit, Ze nepriaznivé vlast-
nosti mikroskopickych vldknitych hab na rozne orga-
nizmy a ich schopnost produkoval mykotoxiny nds nu-
tia k tomu, aby sme sa intenzivnejsie zaoberali Stidiom

I. PreZivanie mikromycét v sabouraudovej pode pri teplote 37 “C — Survival of micromycetes in sabourad agar at a temperature of 37 °C

Expozicng doba (dni)! | Tesiomnle "f'k"“"-‘f ; S
A. niger M. tragillis L montliforme P. glabrum
Poitecni podet kolonii® 1.8.10° 25.10° [ 15107 27.10°
| 1.8.10" 2.5.10° 1.5.10" 2710
7 1,6.10° 3.9.10° 15.10° 2.0.10°
14 1,5.10° 1.6.10 0 1,5.10
21 4,110 1.2.10 0 0
28 8.0 0 0 0
35 0 0 0 0
42 0 0 0 0

4 $ad 2 . 3. ... e
'time of exposition (days), “tested micromycetes, “initial number of colonies

I1. PreZivanie mikromycét v sabouraudovej pdde pri teplote 60 "C — Survival of mikromycetes in sabourad agar at a temperature of 60 'C

Expoziénd doba (h)! Testovanie mikromycéty? - -
A niger M. fragillis F. moniliforme P. glabrum
Potite&ni podet kolonii® 5210 25.10° 1.6.10° 3.1.10°
30 min 4.8.10° 25.10* 1.2.10° 43.10°
I 1.0.10° 1.8.10° 1.1.10' ’ 2.8.10" !‘
2 0 12,10 0 1.5.10° |
3 0 2,0.10° 0 ‘ 1.5.10°
4 0 2.8.10° 0 1.0
5 0 0 0 0
6 0 0 0 ‘ 0
24 0 0 0 | 0 |

'time of exposition (h), *tested micromycetes, “initial number of colonies
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zivotnych podmienok rastu mikromycét a zamerali sa
na vypracovanie preventivnych opatreni proti ich roz-
mnozovaniu v prirodzenych podmienkach. V sicas-
nych podmienkach ustajnenia hospoddrskych zvierat,
ako to uvddza FiSer (1977), nic je moZné sa vyhnit
problematike kontamindcie mikroskopickymi vldknity-
mi hubami a kvasinkami.
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INFORMATION

INFORMACE

Nizor redakéni rady

Lektofi a ¢lenové redakéni rady pracuji pro ¢asopis
Veterindrni medicina ze zdjmu o udrZeni a zvySeni od-
borné drovné Casopisu. Jsme presvédceni, Ze vSichni
maji velky pocit odpovédnosti a uzndnim je jim divéra,
s kterou jsou jim svéfovany tkoly, které pak pIni mimo
svoje bézné povinnosti. Pro kazdého z nds je radosti
seznamit se s kazdou novou dobrou praci, kterou chtéji
jeji autofi v naSem casopise uvefejnit a kterou je mozno
zafadit do tisku co nejdfive bez pfipominek lektort ne-
bo po malych tpravach a doplnéni. Horsi to je s ruko-
pisy, které pro nezku$enost nebo pro neodpovédnost
autort jsou doddvdny se zavaznymi nedostatky. Posou-
zeni téchto praci si Casto vyZaduje vic ¢asu, neZ jim vé-
novali sami autofi. Uvefejnit je nelze, nékdy je vSak Skoda
je zcela odmitnout a proto se pokousime doporucit jejich
tpravu. Pfindsi to casto vic nevdéku a podrdzdéni au-
tort nez uspokojeni na obou strandch. Neni vSak jind
cesta, Casopis si prosté nemlze dovolit uvefejnit prace,
které nespliiuji ndro¢nd kritéria na kvalitu pfispévki,
protoze by tim poskozoval jiné autory a ohrozoval svoji
vlastni existenci. PFepracovdni rukopist vak neni po-
vinnosti redakce ani lektort. Jejich povinnosti nenf ani
uvadét uplny vycet viech vyhrad nebo autory presvéd-
Covat o opravnénosti svého ndzoru. Je mozné, Ze toto
stanovisko je pro nékteré autory nepifjemné stejné jako

je nepiijemné to, Ze posuzovdni praci se zbyteénymi
nedostatky trvd dlouho. Nelze vyloudit ani to, ze di-
sledkem namdhavého lektorovani nékterych praci je i
dlouhé posuzovani praci dobrych a odpovédné pripra-
venych. Nehodldme vSak zménit cil, ktery si dala re-
dakéni rada a ktery je predevsim v zdjmu autort: vyso-
kou odbornou drovni dosdhnout mezinarodniho uznani
casopisu Veterinarni medicina. NejlepSim uzndnim vy-
sledkt nai prdce je zvySujici se zdjem autorl a jejich
pracovist uvefejiiovat kvalitni price pravé v naem &a-
sopisu. Pomoci ndm i sobé, a predev$im Casopisu, mo-
hou sami autofi, jejich spolupracovnici i nadfizeni tim,
ze budou k sobé kriticti, Ze jiz pfi pfipravé pokust
budou myslet na uveiejnéni vysledki, ze budou pozor-
né studovat podobné price z jinych pracovit, Ze budou
o metodikdch svych pokust a o dosazenych vysledcich
diskutovat nejen na svych pracovistich, ale Ze je budou
prednasSet a obhajovat na seminarich a konferencich a
ze jejich uvefejnénim budou predevsim sledovat cil,
ktery je jedinym opravnénym divodem pro védeckou
publikaci, tj. sdéleni novych poznatkii odborné veicj-
nosti presvéd¢ivym zpusobem a v konfrontaci s poznat-
ky jiz uvefejnénymi. Ve ostatni, jako jsou body do
osobniho hodnoceni, citovanost, pocet vyzadanych se-
pardtd apod. musi byt pfirozenym dusledkem uvefejné-
ni dobré prace, nikoliv cilem.

Prof. MVDr. Karel Hruska, CSc.

predseda redakéni rady



POKYNY PRO AUTORY

Casopis uvefejiiuje piivodni védecké préice, kritkd sdélenf
a vybérové i prehledné referdty, tzn. price, jejichZz podkladem
je studium literatury a které shrnuji nejnovéjsi poznatky v da-
né oblasti. Prce jsou uvefejiovany v Cesting, slovenstiné nebo
angli¢ting. Rukopisy musf byt doplnény kritkym a rozsifenym
souhrnem.

Autor je plné odpovédny za plivodnost price a za jeji véc-
nou i formélni spravnost. K praci musi byt pfiloZeno prohlé-
Seni autora o tom, Ze prdce nebyla publikovdna jinde.

O uvefejnéni price rozhoduje redakcni rada Casopisu, a to
se zietelem k lektorskym posudkim, védeckému vyznamu
a piinosu a kvalité price.

Rozsah v&deckych praci nema presdhnout 10 stran psanych
na stroji véetné tabulek, obrazki a grafi. V préci je nutné po-
uZivat jednotky odpovidajici soustavé mérovych jednotek SI
(CSN 01 1300).

Vlastni diprava rukopisu mé4 odpovidat stitni normé CSN
88 0220 (format A4, 30 f4dek na strdnku, 60 Ghozl na fidku,
mezi Fadky dvojité mezery). Tabulky, grafy a fotografie se
dodévaji zv143t, nepodlepuji se. Na viechny piilohy musi byt
odkazy v textu.

Nizev prace (titul) nemé presdhnout 85 thozi. Je nutné
vyvarovat se v ném obecnych ndzvil. Jsou vylouceny podtitul-
ky ¢lankd.

Kritky souhrn (Abstrakt) je informaénim vybérem obsa-
hu a zdvéru ¢lanku, nikoliv viak jeho pouhym popisem. Musf
vyjadfit viechno podstatné, co je obsaZeno ve védecké préci,
a md obsahovat zikladni &iselné tdaje vcetné statistickych
hodnot. Nemé piekrocit rozsah 170 slov. Je tfeba, aby byl
napsédn celymi vétami, nikoliv heslovité. Je uverejiiovdn a mél
by byt doddn ve stejném jazyce jako védeckd price.

Rozsifeny souhrn (Abstract) je uverejiiovdn v anglicting,
mély by v ném byt v rozsahu cca 2 strojopisnych stran komen-
toviny vysledky prace a uvedeny odkazy na tabulky a obraz-
Ky, popf. na nejdulezitéjsi literarni citace. Je nutné jej (véetné
ndzvu price a klicovych slov) dodat v anglictiné, popf. v Ces-
tin€ Ci slovensting jako podklad pro preklad do anglictiny.

Uvod maé obsahovat hlavni diivody, pro¢ byla price reali-
zovdna a velmi stru¢nou formou mé byt popsan stav studované
otdzky.

Literarni prehled ma byt kratky, je tfeba uvadét pouze
citace majici izky vztah k problému. Doporucuje se co nejniz-
§i pocet citovanych autor.

Metoda se popisuje pouze tehdy, je-li pivodni, jinak posta-
Cuje citovat autora metody a uvadét jen pifpadné odchylky. Ve
stejné kapitole se popisuje také pokusny material.

Vysledky — pfi jejich popisu se k vyjddfeni kvantitativnich
hodnot dava prednost grafim pred tabulkami. V tabulkédch je
tfeba shrnout statistické hodnoceni naméfenych hodnot. Tato
Cast by neméla obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale
pouze faktické nalezy.

Diskuse obsahuje zhodnoceni préce, diskutuje se o moz-
nych nedostatcich a price se konfrontuje s vysledky dfive
publikovanymi (pozaduje se citovat jen ty autory, jejichZ préce
maji k publikované praci bliz§i vztah). Je pfipustné spojeni
v jednu kapitolu spolu s vysledky.

Literatura musi odpovidat stétni norm& CSN 01 0197. Ci-
tace se fadi abecedné podle jména prvnich autorii. Odkazy na
literaturu v textu uvddéji jméno autora a rok vydéni. Do se-
znamu se zafadi jen prace citované v textu. Na préce v sezna-
mu literatury musi byt odkaz v textu.

Na zvlastnim listé uvadf autor plné jméno (i spoluautori),
akademické, védecké a pedagogické tituly a podrobnou adresu
pracovisté s PSC, éslo telefonu a faxu.

Pokud autor pouZivd v préci zkratek jakéhokoliv druhu, je
nutné, aby byly alespoii jednou vysvétleny (vypsény), aby se
predeslo omylim. V ndzvu préce a v souhrnu je vhodné zkra-
tek nepouZzivat.

INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

Original scientific papers, short communications, and selec-
tively reviews, that means papers based on the study of tech-
nical literature and reviewing recent knowledge in the given
field, are published in this journal. Published papers are in
Czech, Slovak or English. Each manuscript must contain
a short and a longer summary.

The author is fully responsible for the originality of his
paper, for its subject and formal correctness. The author shall
make a written declaration that his paper has not been publish-
ed in any other information source.

The board of editors of this journal will decide on paper
publication, with respect to expert opinions, scientific impor-
tance, contribution and quality of the paper.

The paper extent shall not exceed ten typescript pages, in-
cluding tables, figures and graphs.

Manuscript layout shall correspond to the State Standard
CSN 88 0220 (quarto, 30 lines per page, 60 strokes per line,
double-spaced typescript). Tables, figures and photos shall be
enclosed separately. The text must contain references to all
these annexes.

The title of the paper shall not exceed 85 strokes. It is
necessary to avoid in the title the usage of common expres-
sions. Subtitles of the papers are not allowed either.

Abstract is an information selection of the contents and
conclusions of the paper, it is not a mere description of the
paper. It must present all substantial information contained in
the paper. It shall not exceed 170 words. It shall be written in
full sentences, not in form of keynotes, and comprise base
numerical data including statistical data. It should be submitted
in English and if possible also in Czech or Slovak.

Introduction has to present the main reasons why the study
was conducted, and the circumstances of the studied problems
should be described in a very brief form.

Review of literature should be a short section, containing
only literary citations with close relation to the treated prob-
lem. It is recommended to cite the lowest possible number of
authors.

Only original method shall be described, in other cases it is
sufficient enough to cite the author of the used method and to
mention modifications of this method. This section shall also
contain a description of experimental material.

In the section Results figures and graphs should be used
rather than tables for presentation of quantitative values. A
statistical analysis of recorded values should be summarized
in tables. This section should not contain either theoretical
conclusions or deductions, but only factual data should be
presented here.

Discussion contains an evaluation of the study, potential
shortcomings are discussed, and the results of the study are
confronted with previously published results (only those aut-
hors whose studies are in closer relation with the published
paper should be cited). The sections Results and Discussion
may be presented as one scction only.

The citations are arranged alphabetically according to the
surname of the first author. References in the text to these
citations comprise the author’s name and year of publication.
Only the papers cited in the text of the study shall be included
in the list of references. All citations shall be referred to in the
text of the paper.

If any abbreviation is used in the paper, it is necessary to
mention its full form at least once to avoid misunderstanding.
The abbreviations should not be used in the title of the paper
nor in the summary.

The author shall give his full name (and the names of other
collaborators), academic, scientific and pedagogic titles, full
address of his workplace and postal code.
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