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IZOLACE TOXIGENNIHO KMENE PLISNE ASPERGILLUS FLAVUS
A CHARAKTERISTIKA PRODUKOVANYCH AFLATOXINU

O. Zapletal, A. Piskaé¢, J. Mala, J. Drazan ml.

Vysoka $kola veterinarni, Brno

ZAPLETAL O., PISKAC A, MALA J., DRAZAN J. ml. Izolace toxigenniho
kmene plisné Aspergillus flavus a charakteristika produkovanich aflatoxinii.
Vet. Med. (Praha) 21 (6) :321-330, 1976.

Autoli popisuji prukaz produkce aflatoxinu Bi kmenem plisné Aspergillus
flavus, ktery byl na jaie roku 1975 zachycen na ceredlnim krmivu. Kromé
schopnosti produkovat tento mykotoxin vykazoval tento kmen plisn&, ve srovna-
ni s laboratornimi kmeny Aspergillus flavus, velmi rychly a intenzivni rust
a vyvoj. Ziskany a izolovany aflatoxin Bi bylo moZné chromatograficky a spek-
tralné fotometricky identifikovat az tehdy, kdyz byl kmen plisné kultivovin
na vhodném substratu, na kterém produkoval v nejmens$i mife rusivé fluoresku-
jici vedlej$i metabolity. Tento poznatek vedl autory k zavéru, ze v nékterych
pripadech je nutné kromé dosud klasicky pouZivaného postupu diagnostiky afla-
toxikéz pozadovat i izolaci popfipadé pritomného kmene Aspergillus flavus
a po jeho prepéstovani v ¢istych kulturach na vhodnych mediich pak zjisfovat
produkei aflatoxinu a fyzikalné chemicky je identifikovat.

aflatoxiny; toxigenita plisné; rusivé produkty; komplexni diagnostika; izolace
kmene; Aspergillus flavus

V poslednich letech se otdzka mykotoxik6z dostivd do popfedi
zdjmu v huménni i veterinarni mediciné. Zejména to byl a stale je Asper-
gillus flavus, jehoz nékterymi kmeny produkované mykotoxiny — afla-
toxiny — jsou v dost 3iroké mife pfitomny v potravinich a krmivech
rostlinného i Zivotigného ptivodu. Zatimco se v neddvno minulém obdobi
hlavni pozornost soustiedila na arasidy a z nich pfFipravené vyrobky,
které predstavovaly hlavni rostlinng materidl kontaminovany jiz zmi-
nénym druhem plisni a jeho toxickymi metabolity, v souasné dobé& fada
autorii zjistuje, Ze v riiznych oblastech a zemich jsou touto plisni a je-
jimi toxiny kontaminovdny i jiné potraviny a krmiva, napfiklad obil-
niny, zeleninové, ovocné, masné a mlétné produkty aj. (Alcroft aj,
1961; Bean aj, 1972; Frank, 1966; Juszkiewicz aj, 1967;
Kiermeier a Rumpf, 1975; Krogh aj, 1973; Lillehoj
a Eennell, 1975 saj.)-

Tato dost ¢etna zjisténi svédéi o tom, Ze aflatoxiny produkujici kme-
ny plisné Aspergillus flavus jsou jiz znatn& rozdifené a jsou schopné
infikovat zejména substraty rostlinného i Zivolisného ptivodu narusené
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nevhodnou manipulaci a technologii. Tim se v jedté vétsi mife nez dosud
stavaji zdrojem toxicity a kancerogenity pro konzumenty, to jest pro ¢lo-
véka a hospodafskda =zvifata (Frank, 1974; Hanssen, 1971
Wogan, 1966).

Popsané okolnosti nas vedly k tomu, Ze jsme vénovali zvysenou po-
zornost onemocnéni prasnic ve velkochovu Sdruzeného druzstevniho pod-
niku Sebetov. Toto ‘onemocnéni bylo na zdkladé klinického, patologicko-
-anatomického a zejména toxikologického nilezu diagnostikovano jako
aflatoxikéza (Piska¢ aj., 1976). Proto jsme podrobili pouzivané kr-
mivo mykologickému a toxikologickému sledovani a u zachycenych plisni
jsme zjidtovali pFitomnost aflatoxinu Bi. Tento mykotoxin jsme potom
izoluvali a ovérili jsme jeho fyzikalné chemickou charakteristiku.

METODA

V pritbéhu jarnich mésicii roku 1975 uhynulo v SDP Sebetov néko-
lik prasnic, vzdy v obdobi kratce pifed porodem, & po ném. Onemocnéni,
jez bylo z klinického hlediska provdzeno symptomy véazné dyspepsie,
spojené s defekaci ¢ernohnédého trusu, dédle pak apatie a#Z somnolence,
anemie s ikterizaci sliznic a kiiZe a zménami v postojich konécetin a drzeni
hlavy. mélo ve sledovaném obdobi akutni, mnohdy i apoplekticky prii-
béh. Patologicko-anatomicky a histologicky nalez byl nejvyraznéjsi na
digestivnim aparatu a jatrech, kde spolu s charakteristickym obrazem
hemoragického syndromu byla shledina jak makroskopicky, tak i mi-
kroskopicky vyraznd parenchymat6zni degenerace jaterni tkané spolu
s nélezem Cetnych proliferaci Zluovodi. Vzorek jater uhynulych zvirat
byl podroben toxikologické analyze zaméfené na pritkaz aflatoxinu B
nebo jeho metabolitii. Vysledek analyzy byl pozitivni (Piskac¢ aj.
1976). Co |

V nami odebranych a sledovanych vzorcich krmiva pak byly béz-
nou kultiva¢ni technikou ziskdny smé&sné kultury plisni (Raper a Fen-
nell, 1965), v nichZz rozborem bylo zjisténo az 80% zastoupeni plisné
Aspergillus flavus. Tato plisefi byla izolovdna na Sabouraudové agaru
a identifikovana laskavosti dr. Fasatiové z Botanického tstavu Univerzity
Karlovy v Praze jako Aspergillus flavus — oryzae.

Takto izolovany a identifikovany kmen byl pro dal3i experimental-
ni praci pomnoZen na trojim substratu: na Sabouraudové agaru v Pe-
triho miskach, na Meyerové tekutém mediu v Erlenmayerovych barikich
a na sterilnich, fyziologickym roztokem navlhéenych dietnich sucharech
postupem podle Kusdka aj. Po 14 az 25denni inkubaci, a to u kultur
na Sabouraudové agaru a Meyerové mediu pii teploté 30 °C, u kultur na
sucharech pfi teploté laboratofe, byl materidl podroben opakované ex-
trakci chloroformem (Rodricks, 1968, Zapletal aj., 1973). Zis-
kany extrakt byl vakuové odpafen v rota¢nim odpafovaci a takto ziska:
ny hruby extrakt byl pouzivin k dal3i experimentdlni praci.

Aflatoxiny hrubého extraktu byly purifikovany a separovany chro-
matografii na tenké vrstvé silikagelu postupem uvedenym Piskacem
a Mertlikem (1971) a Zapletalem aj. (1973). Pfi této praci
byly pouzité chromatografické desky pripravené nanesenim silikagelu ,Kie-
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selgel G Merck” na sklenéné plotny. Jako vyvijejici soustava byla pouzi-
ta smés rozpoustédel o sloZeni metanol/chloroform (v poméru 7/93
obj. dilim) — (Piska& aj., 1975).

Chromatograficky izolované metabolity byly identifikoviny jednak
in situ, jednak na zakladé hodnoceni R; faktorit a charakteru fluores-
cence oddélenych skvrn ve srovnani s ovéfenymi standardy aflatoxini
ve svétle ultrafialové lampy opatifené filtrem pro vinovou délku 366 nm.
Skvrny izolovanych metaboliti byly potom ovéfeny diferenciaénim po-
stiikem 20% kyselinou sirovou (Pisiaé aj., 1971), po némZ skvrny
aflatoxinti vykazaly zménu fluorescence z modré a modrozelené na ostie
zlutozelenou. Kromé toho byly izolované metabolity po purifikaci opako-
vanou chromatografii na tenké vrstvé silikagelu sneseny z desek a po
prevedeni do roztoku ve spektrilné cistém a spektrdlné fotometricky
ovéfeném metanolu byly identifikoviny postupem podle Nabneye
Nesbitta (1965) a Zimy, Zapletala (1970) na zakladé posou-
zeni jejich spektralné fotometrické charakteristiky v ultrafialové a vidi-
telné oblasti svétla na pfistroji Specord UV-VIS.

Casti extraktu kultury sledovaného kmene plisné Aspergillus flavis
bylo pouzito i k biologickému experimentu na bilych mysich a na selatech.
Pokusnym zvifatim bylo — po odpafeni rozpoustédla — podano krmivo
nasycené hrubym extraktem z kultury sledované plisné Aspergillus fla-
vus. Pokusnd zvifata, tj. bilé my3i a prasata o hmotnosti 34 kg, bylx
pred nasazenim do pokusu klinicky vy3etfena a byl ovéfen jejich zdravot-
ni stav (u prasat byly zjistény vychozi hodnoty nékterych biochemickych
ukazateli — aktivity enzymatickych systémid GOT, GPT, LDH, alkalic-
ké fosfatdazy, hladiny bilirubinu a celkové bilkoviny). Béhem pokusu
pak byl sledovan rovnéZ klinicky stav zvifat a hodnoty uvedenych uka-
zatel(i. Uhynuld zvifata, popfipadé i zvifata utracend a odporaZeni po
tficeti dnech trvani pokusu, byla patologicko-anatomicky vysetfena a jejich
orgdny, zejména jatra, byly vy3etfeny také histologicky.

VYSLEDKY

RUST PLISNE

P¥i kultivaci na Sabouraudové agaru i na Meyerové mediu a zvlh-
tenych dietnich sucharech vykazoval kmen s pracovnim niazvem Asper-
gillus flavus (zv. ,Sebetov”) velmi rychly a intenzivni rist. B€hem 72
hodin po inokulaci sp6r na kultivaéni substrat, at uZ pri teploté labora-
tofe (kultury péstované na sterilnich zvlhéenych dietnich sucharech),
nebc: v termostatu pfi teploté 30 °C (kultury na Meyerové mediu a Sa-
boraudové agaru), vsechny kultury velmi intenzivné rostly a vzapéti,
v rozmezi 96 az 120 hodin po inokulaci, doslo v souvislosti s tvorbou
konidii k jejich postupnému barevnému prechodu z barvy bilé na Zluto-
zelenou. Potom se Zlutozelena barva kolonii zménila na sépiové hnédou;
proces byl ukonten do osmého dne po inokulaci, tj. do 192 hodin. Proti
b&znym laboratornim kmentm plisné Aspergillus flavus, napf. IMI
89717, IMI 89417, nami sledovany kmen zv. ,Sebetov” vykazoval rist
podstatné intenzivnéjsi. Rovnéz jednotliva stadia vyvoje plisné ve srov-
nari s kmeny laboratornimi probihala v krat3ich intervalech.
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CHROMATOGRAFICKA CHARAKTERISTIKA METABOLITU PLISNE
ASPERGILLUS FLAVUS (zZV. ,SEBETOV¥)

Pri separaci metaboliti z hrubého extraktu kultur pé&stovanych na
Sabouraudové agaru a Meyerové mediu byla izolovdna jako hlavni zele-
nomodfe fluoreskujici slozka o hodnoté R; 0,82. PFi jejim spodnim okraji
vsak byla patrna tmavé modrd skvina o hodnoté R; 0,76, oviem uvede-
nou zelenomodrou skvrnou podstatné prekrytd. Dalsi separace metabolitt
ziskangch z hrubého extraktu kultur pé&stovanych na téchto dvou me-
diich, tj. na Sabouraudové agaru a Meyerové mediu, byla velmi obtizna
vzhledem k tomu, Ze zelenomodrid skvrna, jejiz hlavni soucdsti — jak
predpoklddime — jsou barevné pigmenty a latky aflatoxinim podobné,
rusivé putsobila i pfi opakovanych chromatografickych separacich.

Jestlize jsme viak podrobili stejnému separa¢nimu postupu hruby
extrakt kultury, kterd byla péstovana na dietnich sucharech, byla situ-
ace snazsi o to, ze zminéné rudivé vlivy vedlejsich sloZzek v tomto hru-
bém extraktu byly minoritni a na chromatogramu bylo jiZ moZné odli-
it i dal3i modfe fluoreskujici skviny. Z nich jsme se v dal3i praci za-
mérili na tmavé modie fluoreskujici skvrnu o Lodnoté R; 0,76, shodnou
svou fluorescenci i hodnotou R; s pouZitym vnitinim i vnéjsim standar-
dem aflatoxinu Bi. Na zdkladé téchto zjisténi jsme Ctyfikrat az 3estkrat
opakovanou chromatografii na tenké vrstvé silikagelu separovali a puri-
fikovali hruby extrakt kultury na dietnich sucharech, az jsme ziskali
zminény metabolit fddné oddé€leny a Cisty. Takto pEipraveny extrakt
jsme znovu chromatografovali v pritomnosti svédka, spektralné cistého
aflatoxinu By (vyrobce Calbiochem). Ovéfenim charakteru fluorescence
a shodné hodnoty R; jsme zjistili shodu chromatografické i fluorescencni
charakteristiky sledovaného metabolitu o R; =0,76 se standardnim aflato-
xinem Bi. Tuto vlastnost jsme déle potvrdili i tim, Ze po postfiku chro-
matogramu 20% kyselinou sirovou jak skvrna izolovaného metabolitu,
tak i skvrna standardu B; shodné& zménily tmavé modrou barvu fluo-
rescence na jasné zlutou (obr. 1).

CHARAKTERISTIKA SPEKTRALNE-FOTOMETRICKA

Opakovanou, aZ S3estindsobnou purifikaci a separaci pomoci chro-
matografie na tenké vrstvé silikagelu, zaméfenou na izolaci tmavé
modie fluoreskujictho metabolitu o R; 0,76 (ktery jsme na zikladé uve-
denych zjisténi predbézné povazovali za aflatoxin Bi), jsme dosdhli jeho
oCisténi od ostatnich ruivych latek. V tomto stadiu jsme vzorek z chro-
matogramu pfevedli do spektrdlné Cistého metanolu a podrobili spek-
tralné fotometrickému méfeni v ultrafialové a viditelné oblasti svétla.
Méfenim proti spektrdlné Cistému metanolu jsme ziskali charakteristic-
kou k¥ivku (obr. 2), na které jsou patrnd velmi vyraznd maxima ab-
sorpce pii vinové délce 266 a 366 nm, kterd jsou povaZovana za charak-
teristickd pro spektrilni kfivku aflatoxinu Bi.

BIOLOGICKY POKUS

_ Vzhledem k tomu, Ze sledovany kmen plisné Aspergillus flavus (zv.
.Sebetov®), zachyceny v krmivu urCeném pro prasata, byl pfi¢inou one-
mocnéni a dhynu prasnic, v jejichZz jatrech byla prokézéna pfitomnost
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1 —standardni aflatoxin -7
vanych metaboliti (fo-
tografie pri UV svétle):
1 — standardni aflatoxin
Bi1 (Rf = 0,76), 2 — hru-
by extrakt kultury plis-
né s obsahem aflatoxinu
B1 (Rf = 0,76), 3, 4, 5 —
tentyz hruby extrakt re-
dény 10X, 100X, 1000X
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aflatoxinu B; a jeho metaboliti, byl biologicky pokus proveden rovnéz na
prasatech. Dvéma vepfiim o hmotnosti 34 kg byl podan po odpafeni roz-
poustédla hruby extrakt kultury sledované plisné s pfiblizZnym obsahem
750 ug aflatoxinu Bi, ovéfeného diive uvedenym zptsobem. U pokusnych
zvifat nebyly po pfijmu kontaminovaného krmiva pozoroviany zavazné
zmény zdravotniho stavu, s vyjimkou lehké inapetence, kratkodobého
zvydeni télesné teploty a nevyraznych zmén v aktivité nékterych enzy-
matickych systémG (Piskac¢ aj., 1976). Po Ctyfech tydnech trvani ex-
perimentu byla zvifata kontrolné odporazena. Nejvyraznéjsi patologicko-
anatomické zmény byly shledany na jatrech, na kterych byla makroskopic-
ky patrna dost Cetna loziskova nekrotizace, histologickym vy3etfenim pak
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— AFLATOXIN B, - ASP FLAVUS (SEBETOV)

AFLATOXIN B, - STANDAROD

2. Spektralni kfivka izolovaného é&istého aflatoxinu Bi ve srovnani s kifivkou stan-
dardniho aflatoxinu Bi1

byla zjisténa zna¢na proliferace Zlucovodi, spojend s celulizaci porto-
bilidrnich prostori, tvofenou prevazné histiocyty, fibroblasty a lymfocyty.
Loziska buné¢né infiltrace byla expandovdna do nékterych lalackd, ve
kterych doslo i k nekrotizaci jaterni tkané&, spojené s pyknézou jader
hepatocyti (Piskac¢ aj., 1976).

Bilym my8im byl hruby extrakt téZe plisfiové kultury podin obdob-
nym zplsobem. Ze skupiny deseti pokusnych my3i p&t uhynulo patého
dne po podani krmiva s hrubym extraktem, pé&t bylo utraceno po &ty-
Fech tydnech trvani experimentu. Histologickym vy3etfenim jater uhynu-
lych a utracenych my3i byl shleddn nilez obdobny tomu, k‘terfr byl zji3-
tén u pokusnych prasat, s tim rozdilem, Ze v jatrech my3i byly zjistény
intenzivnéjsi zmény v proliferaci Zluéovodi.

Patologicko-anatomické a histologické nilezy u pokusnych zvifat
byly shodné u uhynulych prasnic sledovaného zemédélského zavo-
du. Rozdil byl v tom, Ze v jatrech pokusnych zvifat byly vyvolané
zmény mnohem vyraznéji patrné.

DISKUSE

V publikaci popsané zachyceni a toxikologickd charakteristika
kmene plisné Aspergillus flavus (zv. ,Sebetov)“ bylo signalizovino vy-
skytem onemocnéni a thynu prasnic ve SdruZeném druZstevnim pod-
niku (Piska¢ aj, 1976). Komplexnim posouzenim celého piipadu, to
jest klinickym, patologicko-anatomickym a histologickym vy3etienim, die-
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tetickym rozborem krmiva a toxikologickym rozborem krmiva a biologic-
kého materidlu z uhynulych zvifat, vyplynulo, Ze pfi¢inou onemocnéni je
pfitomnost atafloxinu v pouZitém krmivu. Oviem vlastnim rozborem da-
ného krmiva bylo zjifténo, Ze dovaZené rostlinné materialy, které byvaji
riznymi autory uvadény jako hlavni zdroj aflatoxind ve vyZivé zvirat
(Piska¢ aj., 1976; JTacquet aj, 1970; Kraybill, 1969), jsou
v tomto krmivu p¥itomny pouze v nevyrazném mnozstvi, ale Ze se jedni
o krmivo obsahujici pfevdzné komponenty tuzemské, z vétsi ¢asti vyro.
bené p¥imo v zemédélském zavodé PFimy dikaz pfitomnosti aflatoxini
ve vySetfovaném krmivu, jako nutny predpoklad komplexniho pritkazu
aflatoxikézy (Piskac aj., 1971), byl velmi znesnadnén pfitomnosti 14-
tek extrahovanych do pouzivanych organickych rozpoustédel. Jsou to 14t-
ky, které p¥i chromatografické separaci a purifikaci ptisobily natolik rusi-
vé, Ze vysledky toxiko%ogického vySetfeni krmiva byly velmi sporé. Tyto
zjisténé barevné fluoreskujici skvrny jiZz popsali zejména Yokotsuka
aj. (1967), ktefi je oznaéi{i za slozky ,aflatoxinim podobné”, které jsou
nékterymi kmeny plisné Aspergillus flavus produkovany a jsou od affato-
xint odligitelné rozdilnymi fyzikdln€ chemickymi vlastnostmi a biologic-
kym G¢inkem (Kirksey a Cole, 1974). V najem piipadé pak bylo
pfi pouZiti ovéfenych metod separace a purifikace aflatoxind (Zaple-
tal aj, 1970; Piska¢ aj., 1971) mozné odlisit ,aflatoxintim pocﬂ)bné
slozky" od vlastnich aflatoxintii produkovanych sledovanym kmenem aZ
tehdy, kdyz plisenn byla z krmiva izolovdna a pfedpéstovana v Eisté kul-
tufe na laboratornich mediich (Sabouraudové agaru, Meyerové mediu
a dietnich sucharech). Z téchto kultur, zejména z kultury na sucharech,
byly ziskany hrubé extrakty, které sice ony ,aflatoxinim podobné latky*
obsahovaly, oviem v mife tak nizké, Ze jiZ umozZiiovala jejich oddéleni
v takovém rozsahu, aby bylo moZné ziskat aflatoxin B,, identifikovatelny
jak na zdkladé chromatografickych vlastnosti, tak i na zdkladé jeho cha-
rakteristické fluorescence a jeji zmé&ny pii diferenciaénim postfiku 20%
kyselinou sirovou a zejména pak na zakladé spektrdlni kfivky s cha-
rakteristickymi maximy absorpce pfi 266 a 366 nm vlnové délky (Pis-
kac aj., 1971; Zima, Zap?etal, 1970; Zapletal, Zima, 1970).

Toto zjisténi pak bylo jesté potvrzeno charakteristickym patologicko-
-anatomickym a Eistologickym nalezem u pouzitych pokusnych zvifat,
ktery byl shodny s nilezem u uhynulych prasnic sledovaného zemédé¢l-
ského podniku (Piskadc aj., 1976).

Zjisténé tdaje vedou k pfedpokladu, Ze k pritkazu aflatoxikézy hos-
podafskych zvifat je nutné komplexné zpracovat podklady klinického
nédlezu, patologicko-anatomického a histologického vy3etfeni a toxikolo-
gického vy3setfeni pouzitého krmiva i biologického materidlu z uhynulych
zvirat. V ptipadé, Zze vysledky klinického, patologicko-anatomického a his-
tologického a toxikologického vy3etfeni biologického materidlu davaji da-
vodny predpoklad k diagnéze aflatoxikézy, ale vy3etieni daného krmiva
je dubibzni ¢ nezietelné pravé v disledku ptsobeni rudivych extrahova-
telnych latek podobného typu, je nutné sledované krmivo vysetfit také my-
kologicky. Mykologické vy3etfeni krmiva je t¥eba spojit i s ovéfenim
toxinogenity izolovaného kmene plisné Aspergillus flavus a toto ovéFeni do-
plnit nezbytnou identifikaci ziskaného mykotoxinu chromatografii na ten-
ké vrstvé silikagelu, stanovenim jeho spektralné fotometrickych vlast-
nosti a posléze i biologickym pokusem.
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Doslo dne 15. 1. 1976

3AILJIETAJL O., IIMCKAY A., MAJIA H., IPAXKAH J1. ion. (BerepusapHeiit uscruryt, BpHo,
Yexocnopakus). Vsonauma Tokcurennoro mramMa rpubkra Aspergillus flavus u xapaxrepmcruka
npousBoauMeix ToxcuuoB. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 321-330, 1976.

ABTOpHl ONUCHLIBAIOT BRIABJIEHME TpPOAyKuuu adiatokcnHoB Bi npm nomomu wmraMma rpubka
Aspergillus flavus, xoropsiit 6bin OfHapyxeH Ha KOpMOBOM 3epHe BecHoit 1975 roma. Kpowme
rNOCOGHOCTH TPOAYKUMM STONO MUKOTOKCHHA, STOT INTaMM IpubKa, no CpaBHeHHI0 ¢ JaBopaTop-
upmmu wramamn Aspergillus flavus, ornuuanca ouens OBICTPHIM M MHTEHCHBHBIM POCTOM U pas-
rurueM. IlonydeHHbiit ¥ WM30NIMpPOBaHHLIK aduaToKCHH Bi MOXHO 6blJIO xpoMaTOrpaduyecKu
M CHeKTpanbHO-HOTOMEeTpHYecKM HIeHTHPUIUPOBATH TOJBKO TOTNA, KOraa mTaMM Tpubka 6Obli
KVJIBTHBMPOBAH Ha MNONXONAIleM cyfcTpare, rie B MUHMMAaJBHON Mepe NPOAYLMpOBaJ MeUIAoNjde
$ayopecuupylomue BTOpOCTeneHHble MeTaGONHTE. DTOT (aKT BeJs aBTOPOB K 3aKJIOYEHHIO, 4TO
B HEKOTOphIX cily4yasdax, KpOMe IO CHX nop KJIacCH4YeCKH TIIpUMeHAeMOro cnocoba AHATrHOCTHKH
a(IaTOKCHKO30B, HeOOXONMMO TpefOBaTh M HMBOJAUMM HaitnedHoro mramma Aspergillus flavus,
a mnocJsie ero repecesa B WHCTBIX KyJAbTypax B MOAXONALIMX cpelax, NMOTOM ONpenenATh MPOAYKIUHUIO
adIaTOKCHHOB, CBA3AHHYIO C UX (PUIHYECKO-XMMHUYECKONH HIeHTHPHKalueH.

a(lea’I‘OKCHHbI; TOKCHI€HHOCTh I‘pﬂﬁKOB; Memarwlgue HpOD.yKTbI; KOMIIJIEKCHasa IOUMarHOoCTukKa,; Hu3o-
suposaHue wramma; Aspergillus flavus

ZAPLETAL O., PISKAC A., MALA J., DRAZAN J. jun. (University of Veterinary
Medicine, Brno, Czechoslovakia). Isolation of the Toxicogenic Strain of the Fungus
Aspergillus flavus and Characteristics of the Produced Aflatoxins. Vet. Med. (Praha)
21 (6) :321-330, 1976.

The authors demonstrate the production of the Bi aflatoxin by means of a strain of
the fungus Aspergillus flavus which was captured on cereal feed in spring 1975.
Besides the production of the mycotoxin, this fungus strain showed a very quick
and intensive growth and development, in comparison with the laboratory strains
of Aspergillus flavus. The obtained and isolated aflatoxin B1 could be identified by
chromatography and spectral photometry only when the fungus strain was culti-
vated on a suitable substrate where it showed the lowest production of the disturbing
fluorescent metabolism by-products. That finding led to the conclusion that in some
cases it is necessary, besides the classically used procedure of the diagnosis of afla-
toxicosis, to require also the isolation of the possibly present strain of Aspergillus
flavus and — after its recultivation in pure cultures on suitable media — the de-
termination of aflatoxin production connected with their physical and chemical
identification.

aflatoxins; toxicogenicity of fungus; disturbing products; complex diagnosis; strain
isolation; Aspergillus flavus

ZAPLETAL O. PISKAC A., MALA J., DRAZAN J. jun. (Veterindrmedizinische
Hochschule, Brno, Tschechoslowakei). Isolierung eines toxigenen Stammes des Schim-
melpilzes Aspergillus flavus und Charakteristik der produzierten Aflatoxine. Vet.
Med. (Praha) 21 (6) :321-330, 1976.

Die Autoren beschreiben den Nachweis der Produktion des Bi-Alfatoxins durch
einen Aspergillus-flavus-Stamm, der auf Zerealfutter im Friithjahr 1975 vorgetroffen
wurde. Aufler der Fihigkeit Mykotoxin zu produzieren wies dieser Schimmel-
pilzstamm im Vergleich zu den Aspergillus-flavus-Laborstimmen ein sehr schnelles
und intensives Wachstum und Entwicklung auf. Das gewonnene und isolierte
Bi-Aflatoxin konnte erst dann chromatographisch und spektralphotometrisch identi-
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fiziert werden, wenn der Schimmelpilzstamm auf geeignetem Substrat kultiviert
wurde, wo er im geringsten MaB storende, fluoreszierende Nebenmetaboliten produ-
zierte. Diese Erkenntnis fiihrte die Autoren zur SchluBfolgerung, daBl es in einigen
Féallen nétig ist, aufler dem bisher benutzten klassischen Vorgang bei der Diagnostik
von Aflatoxikosen auch die Isolierung des eventuell auftretenden Aspergillus-flavus-
-Stammes zu verwirklichen und nach dessen Umkultivierung auf Reinkulturen auf
geeigneten Medien die Produktion von Aflatoxinen in Verbindung mit deren physi-
kalisch chemischen Identifikation zu ermitteln.

Aflatoxine; Toxigenitit des Schimmelpilzes; stérende Produkte; komplexe Diagnostik;
Isolierung des Stammes; Aspergillus flavus

Adresa autori:

MVDr. O. Zapletal, CSc., doc. MVDr. A. Piskaé¢, CSc, ing.J. Mald, J. Dra-
Zzan ml, Vysoka Skola veterinarni, Palackého 1-3, 61242 Brno
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REZIDUA PERCHLORETYLENU A BENZINU V KAFILERNICH
TUCICH A MOUCKACH PRO KRMNE UCELY

I. Ingr

Viyzkumny udstav veterindrniho lékatstvi, Brno

INGR I. Rezidua perchléretylénu a benzinu v kafilernich tucich a mouckdch
pro krmné ucely. Vet. Med. (Praha) 21 (6) :331-341, 1976.

Byly vypracovany metody dikazu a stanoveni rezidui perchléretylénu a benzinu
v kafilernich tucich a mouékach uréenych pro krmné uGéely. Metody jsou zalo-
Zeny na odbéru par extrahovadel nad vzorky kafilernich produkti a na jejich
identifikaci a stanoveni plynovou chromatografii. Mez detekovatelnosti per-
chléretylénu je za podminek metody 0,059, benzinu 0,019, (hmotnostnich),
pri¢emyZ tupravou podminek lze obé& meze snizit. Reprodukovatelnost vysledkl
pri prakticky se vyskytujicich koncentracich rezidui ve vyrobcich je charakte-
rizovana hodnotou variaéniho koeficientu 2,79 (perchléretylén) a 6,05 (benzin).
Vlastni analyza jednoho vzorku trvd maximalné& pét minut. Ve vSech vzorcich
soudasné vyrdbénych kafilernich tukii a moudek byla rezidua extrahovadel
prokdzana a jejich obsah byl u Kkafilernich tukd znadny a velmi variabilni,
u masokostnich mouéek z benzinové extrakce byla zjisfovdna jen stopova
mnoZstvi. Doporuéuje se vyuZit predloZenych analytickych metod k dtsledné
a pravidelné objektivni kontrole rezidui extrahovadel v kafilernich produktech
urdenych ke krmnym udeltim.

plynovad chromatografie; metoda head-space; kvalitativni a kvantitativni ana-
lyza

Vyrobky veterindrnich asanacnich tstavii — kafilerni masokostni
moucky a kafilerni tuky — jsou v soutasné dobé& a jisté ziistanou i v bu-
doucnu vyznamnym vkladem do centrdlniho fondu krmiv. Aby mohly byt
kafilerni produkty raciondlné vyuzZiviny ve vyzivé hospodaiskych zvi-
rat, musi vyhovovat nékolika poZadavkiim, m. j. musi byt pro zvifata
zdravoiné nezivadné, musi byt smyslové pfijatelné, aby je zvifata byla
ochotria pFijimat, nesmi negativné ovliviiovat riistové a produkéni schop-
nosti zvirat a nesmi negativné ovliviiovat jakost jateénych produkti. Vete-
rindrni asanani dstavy prechézeji od mechanickych zptsobii oddé€lovani
tukii k efektivnéjsim metoddm extrakce organickymi rozpoustédly. Z to-
ho plyne fada problémi spojenych s vyuzitim kafilernich produktt ve
vyZivé hospodarskych zvifat — moznd pfitomnost rezidui extrahovadel
ve VerbCiS’l, moZnost negativniho ovlivnéni senzorickych vlastnosti vy-
robkt prevzetim pachu pouZitého rozpoustédla, moZnost negativniho ovliv-
néni zdravi a intenzity riistu zvifat, moZnost negativniho ovlivnéni sen-
zorickych vlastnosti masa a tuku jatetnych zvifat.

V nasich podminkidch se pouzivd k ziskdvni kafilerniho tuku dvou
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druhti organickych rozpoustédel — perchloretylénu a benzinu. Pfednosti
perchléretylénu je jeho nehoflavost a nevybuinost, a tedy bezpeénost
prace pii jeho pouziti- Nevyhodou je pomé&rné vysoka cena, vysoky bod va-
ru, a tedy obtiznost a ¢asova i energetickd naro¢nost pii jeho odstratiovani
z kafilernich produkti. Extrakéni benzin je t€kavéjsi a tim snadnéji od-
stranitelny z vyrobki, je levnéjsi, ale jeho velkou nevyhodou je hotla-
vost a explozivnost, coz klade vysoké naroky na bezpetnostni opatfeni
ve vyrobé.

O ucincich perchloretylénu na organismus zname pomérné mélo.
Podle Lazareva (1959) pusobi perchoretylén jako narkotikum a pa-
trné nevyvoldva tukovou infiltraci parenchymatoznich orginii. O nej-
blizsim chlérovaném uhlovodiku trichléretylénu uvadi Roslanowski
(1973), Ze je silné narkoticky a Ze siln€ puasobi na dstfedni nervovy sy-
stém a na zrakové orgdny. Weigert (1975) pfipisuje trichloretylénu
narkotické acinky. Extrakéni benzin je smési uhlovodikii parafinické rady,
obsahujici i ur€ité mnozstvi izosloucenin. Toxicita parafinickych uhlovo-
diktt je minimalni a klesd s klesajicim poctem uhlovodika v fetézci (Z a -
jic aj., 1967). Pfitomnosti rezidui perchléretylénu a benzinu v kafiler-
nich produktech a jejich dasledky na zdravi a rist zvifat a na jakost
zivotisnych produktii se v dostupné literatufe zatim nikdo, aZ na nékolik
mélo vyjimek, nezabyval. Chloupkova aj, (1975)) zjistili, Ze piida-
vek kafilerniho tuku v mnozstvi 5 % a s obsahem 0,45 % perchlorety-
lénu do krmnych davek pro prasata neovlivnil negativné zdravi a rist
zvifat, ani senzorické vlastnosti jejich masa a tuku. Pfi ovéFovani mnoZstvi
zkrmovani kostniho tuku ziskaného benzinovou extrakci bylo zjisténo
(Naj man aj., 1968, 1970; Ingr aj., 1970), ze 5% pfidavek kostniho
tuku, obsahujici 0,14 % benzinu, do krmnych davek prasat a kufat ne-
zhorsil jejich zdravotni stav, intenzitu ristu ani senzorickou jakost jatec-
nych produkt.

V zasadé ie viak tfeba povaZovat perchloretylén a benzin za neZa-
douci cizorodé latky a uvedena prizniva zjisténi nelze povazovat za abso-
lutné platna. Problematice je tfeba vénovat zvysenou pozornost zejména
proto, Ze vedle masokostnich moucek se od roku 1974 stal i kaliferni tuk
soucasti centralniho fondu krmiv, podil kafilernich tukt ziskanych ex-
trakci organickymi rozpoustédly se zvysuje, hladina rozpoustédel ve
vyrobcich neni objektivné sledovdna a Ze zemédélska praxe poukazuje
u téchto produkti na pach po extrahovadlech. Je proto velmi Zidouci
hladinu extrahovadel v kafilernich produktech objektivné a pravidelné
sledovat. Nelze podcenit ani ekonomické ztraty zptlisobené tnikem per-
chloretylénu s kafilernim tukem.

Zjistovani pritomnosti a obsahu perchloretylénu a benzinu v kafi-
lernich produktech neni z analytického hlediska snadnou zileZitosti a me-
tody tohoto druhu nebyly v dostupné literatufe uvedeny, ponévadZz samot-
ny problém je novy. Rezidua rozpoustédel v tucich pro technické ucely
byla rafina¢nimi postupy eliminovédna. Skute¢nost, Ze jde o analyzu pred-
pokladaného malého obsahu tukovych rozpoustédel v tucich, vylucuje
praktickou pouzitelnost klasickych analytickych metod, ponévadz by mu-
sel pfedchazet pracny izolani postup, napi. destilace. Vynikajici moznosti
poskytuje plynova chromatografie a na jejim zdkladé byla vypracovina
metoda primé analyzy par nad vzorkem (tzv. ,head-space” metoda)
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k dtkazu a stanoveni extrakéniho benzinu v kostnim tuku pro krmné
ucely (Ingr, 1969).

Cilem predloZené prace bylo vypracovat na zikladé posledné cito-
vané prace rychlou, objektivni a dostupnou metodu dikazu a stanoveni
perchloretylénu v kafilernich vyrobcich, a to tak, aby analyza perchlor-
etylénu a benzinu byla proveditelnad za velmi podobnych podminek, tzn.
‘aby jedno kontrolni analytické pracovisté bylo schopno jednim pfistrojem
kontrolovat oba druhy rozpoustédel. Dalsim cilem bylo vyuZit vypraco-
vanych metod ke zji§téni pFitomnosti a skutetného obsahu rezidui per-
chléretylénu a benzinu v soucasné vyrabénych kafilernich tucich a mouc-
kach, a dat tak zaklad jejich kontroly, aby pfispévek veterinarnich asa-
nac¢nich tstavi do centralniho fondu krmiv byl co nejkvalitnéjsi a aby mohlo
byt téchto produktii racionalné vyuzito ve vyZivé hospodaiskych zvifat
bez rizika, ze bude ohroZeno zdravi a rist zvifat a ze se zhorsi jakost
jatetnych produkt.

METODA

Zakladem pro vypracovani postupu byla prace Ingra, (1969) o sta-
noveni benzinu v kostnim tuku. Metoda je zaloZena na odbéru a pFimémn
davkovani par benzinu nad vzorkem tuku do plynového chromatografu.
Nezbytnym predpokladem spravnosti, pfesnosti a reprodukovatelnosti vy-
sledki této metody je rovnovazny stav soustavy kapalina — plyn, a to
u vzorkl standardnich a zkou3enych. Eliminaci ostatnich stavovych veli-
¢in (teplota, tlak, objem nebo hustota) se dosihne toho, Ze hmota extra-
hovadla, jako hledand veli¢ina, je jedinou proménnou. Prakticky to zna-
mena pouZzit stejnych vzorkovnic (objem i tvar) pro standardni i zkouse-
né vzorky, dodrZet stejnou hmotnost standardi i zkouSenych vzorkt
a uchovavat je pfFi stejnych teplotich od pfipravy vzorki az k vlastni
analyze.

PRIPRAVA VZORKU

Jako vzorkovnice se nejlépe osvédEily transfazni lahve NTS o obje-
nmu 300 ml. Standardni vzorky tuki se pfipravi z vepifového sidla, které
je dostupné a svymi fyzikalnimi vlastnostmi velmi blizké kafilernim tukim,
a perchloretylénu nebo benzinu pouzivanych k extrakci kafilernich tuki.
Podle vysledki predbéznych analyz se pfipravi fada standardi ve vhodném
koncentratnim rozmezi (v hmotnostnich procentech rozpoustédla ve vep-
fovém séddle). Standardni i zkouSené vzorky se navazuji do uvedenych
vzorkovnic v mnozZstvi 100 g. Po naplnéni vzorkd se vzorkovnice velmi
Setrné zahteji, aby vzorky neulpély na sténach a aby vytvofily homogen-
ni vrstvu a hladinu. Po samovolném vychlazeni na teplotu laboratofe
se vzorkovnice uzaviou a ponechaji se né€kolik hodin (nejlépe pres noc)
stat, aby se ustavil rovnovazny stav mezi rozpoustédlem obsazenym v tuku
a jeho parami nad vzorkem. Obdobné se pfipravi standardni a zkou3enc
vzorky kafilernich moucek. Pro pfipravu standardnich vzorkit jsou nej-
vhodngjsi kafilerni moucky ze zévogﬁ, kde se kafilerni tuk oddéluje me-
chanicky, ponévadz jiny material ve funkci nosice nemtize vhodné simulo-
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vat fyzikdlni vlastnosti (velikost c¢astic, struktura, povrch) a slozeni
(obsah tuku, vody, bilkovin) kafilerni moucky.

PLYNOVA CHROMATOGRAFIE

Hlavnim problémem byla volba stacionarni faze, ktera by byla vhod-
na pro obé rozpoustédla. Perchléoretylén (syn. 1,1,2,2-tetrachloreten;
tetrachloretylén) patfi k chlérovanym uhlovodikiim alifatickym, pro kte-
ré lze pouzit jako zakotvené faze silikonovych oleji, polyglykold, tri-
kresylfosfatu, esterti kyseliny ftalové a dal3i. Benzin je smési parafinic-
kych uhlovodikii a moznost volby zakotvené faze pro jejich plynové chro-
matografické déleni je jesté 3irsi; k uvedenym fazim je tfeba priradit ze-
jména skvalan a apiezonovy tuk (Purnell, 1966; Dean, 1974). S ohle-
dem na dobrou zku3enost v drivéjsi praci (Ingr, 1969) a na citované
mozZnosti i pro separaci perchléretylénu byl zvolen a pouzivan jako za-
kotvend fize polyetylénglykoladipat v mnozstvi 15 % hmotnosti nosice.
Cetné zkousky potvrdily moznost pouziti polyetylénglykoladipatu. Bylo
jesté tieba vyzkouset nejvhodnéjsi podminky vlastni analyzy pro perchlo:-
etylen a benzin. P¥i stejnych prutocich plynt bylo tfeba pouzit rozdilnych
teplot kolon a citlivosti zdznamu. P¥i pouziti ¢s. plynového chromatografu
Chrom 2 s plamenoioniza¢nim detektorem se ukazaly jako vhodné tyto
podminky:

népliovd kolona o délce 2550 mm a vnitfnim priméru 6 mm; nosic
Chromosorb W 60— 100 mesh;

zakotvena fiaze polyetylénglykoladipat (15 %);

pratoky plyni: dusik 30 m% min.~1, vodik 35 ml min.~1, vzduch 450 ml-%
teplota kolony: 130°C (perchléretylén), 110°C (benzin);

citlivost zdznamu: 1:200 (perchléretylén), 1:500 (benzin);

rychlost posuvu papiru v zapisova¢i 5 mm min.?

Vzorky par nad vzorkem tuku nebo moucky se odebiraji injekéni
stfikackou o objemu 1 aZ 5 ml po propichnuti gumové zitky a davkuji
se do vstfikovaci komory pfistroje. Podle okolnosti lze ménit davkovani
vzorku nebo citlivost zaznamu a vysledek pfisluiné prepoditat.

VYSLEDKY A DISKUSE

KVALITATIVNI ANALYZA

Pritomnost rezidui perchléretylénu nebo benzinu v kafilernim tuku
nebo v kafilerni moucce se prokdze zaznamem chromatografického maxi-
ma o stejném eluénim cCase jako ma Cisté rozpoustédlo. V danych pfipa-
dech byla identifikace jednozna¢na, ponévadz jak u perchléetylénu (obr.
1, 2 a 6), tak i u benzinu (obr. 4 a 7) bylo zaznamenino vzdy jedno
vyrazné maximum. V piipadé perchloretylénu se u vzorka kafilerniho
tuku (obr. 6) i v modelovych vzorcich (obr. 2) a u ¢istého perchlor-
etylénu (obr. 1) sice objevila dvé jind maxima s kratdim elu¢nim ¢asem,
ale v relativné malém mnozstvi, takZe jednoznac¢nost identifikace perchlor-
etylénu nebyla ohroZena. V pfipadé€ Cistého perchléretylénu (obr. 1) mo-
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hou obé nevyrazna chromatografickd maxima néleZet necistotdim, napf.
méné chlérovanému trichloretylénu (Sedivec a Flek, 1968), u mo-
delovych vzorka (obr. 2) a kafilerniho tuku (obr. 6) k nim mohou pfi-
stupovat napf. oxidatni zplodiny tukii. Vzhledem k obtiZnosti identi-
fikace téchto neznamych slozek a predevdim vzhledem k netcelnosti
této identifikace pro stanoveny cil prace bylo upusténo od snah identifi-
kovat maxima neznamych latek. V pFipadg, Ze identifikace hledaného roz-
poustédla by nebyla jednoznaéni, je tfeba pouzitou metodou stejnych
eluénich cast dopl;xit metodou nékolika kolon (rtizné zakotvené faze)
nebo metodou teplotni zavislosti elu¢nich hodnot (Purnell, 1966).

KVANTITATIVNI ANALYZA

Rezidua perchloretylénu a benzinu v kafilernich vyrobcich byla sta-
novena metodou absolutni kalibrace
(Purnelll, 1966). Kalibra¢ni gra- ARG G wYE W g
fy byly sestrojeny na zdkladé ana- | 0 0 | o
lyz modelovych vzorkii obsahujicich | | | | | '
zndmé mnozstvi perchléretylénu | @ L
(obr. 2 a 3) nebo benzinu (obr. 4
a 5). Nutnou podminkou uspésné
analyzy je dodrzeni konstantni tep-
loty modelovych a zkousenych vzor-
ki (nejvhodnéjsi je laboratorni tep-
lota) a bezprostfedni ¢asovd nivaz-
nost analyz zkousenych a modelo-
vych vzorki. Obsah rozpoustédel ve
vzorcich byl zjistovin méfenim
vysek chromatografickych maxim
a odettenim vysledkt z kalibra¢niho
grafu. Za uvedenych podminek ana-
lyzy lze v pripadé perchléretylénu
spolehlivé detekovat obsah 0,05 %,
v piipadé benzinu 0,01 % (hmot-
nostnich). Pfitom lze dpravou pod-
minek (zvysenim teploty vzorki,
zvySenim objemu analyzovaného
vzorku par, zvysenim teploty kolo-
ny a priitoku nosného plynu, zvy3e-
nim citlivosti zdznamu) mez dete-
kovatelnosti benzinu jeité vyrazné
snizit. V piipadé perchloretylénu
jsou tyto mozZnosti poné¢kud mensi.
ponévadz citlivost zaznamu byla jiz
zvysena, coZz je patrné z rozdilné 1. Chromatografické eluéni kfivky per-

2 2 1 chléretvlénu pouzivaného k extrakci
kvallty zbé.znamf.’l nulovE llr’ug (obr. R flerniho tuku
2 a 4; obr. 6 a 7). SniZovdni meze §..  start, resp. okamzik vst¥iku vzor-

detektovatelnosti viak neni uc¢elné ku do pristroje
vzhledem ke skute¢nému obsahu re- 4
zidui a technologickych moznostem jejich sniZeni, jak vyplyne z dalsiho.
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Piesnost a reprodukovatelnost stanoveni perchléretylénu a benzinu
byla ovéfena na vzorcich kafilernich tuki paralelnimi analyzami:

perchléretylén benzin
pocet paralelnich analyz n 6 6
primérni hodnota x 1,380 % 0,180 %
stfedni chyba priméru sz | 0,015 % 0,001 %
smérodatna odchylka s 0,038 % 0,010 %
variatni koeficient V (%) 2,79 % 6,05

Uvedené parametry metod jsou velmi dobré a pro dany tucel zcela
vyhovujici. Hodnota variatniho koeficientu (novéji oznafovano jako re-
lativni smérodatna odchylka s,) je do jisté miry nepfimo tmérna obsahu
hledané latky; v ptipadé kafilernich moucek, ve kterych je hladina rezi-
dui nizsi, je tfeba ocekdvat vyssi hodnoty varia¢nich koeficientd. V dfi-
vEjsi praci (Ingr, 1969) bylo dosazeno pfi stanoveni rezidui benzinu
obdobné reprodukovatelnosti (V = 6,78). Hlavnim zdrojem chyb jsou
ziejmé nepiesnosti pfi odméFovani objemu par pro analyzu.

Za uvedenych podminek analyzy byl elu¢ni cas perchloretylénu asi
180 sekund, benzinu asi 120 sekund. To znamend, Ze vlastni analyza jed-
noho vzorku kafilerniho produktu véetné predehiati vstfikovaci komirky
nepresidhne dobu 5 minut, coZ spolu s uvedenymi parametry je piesvéd-
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2. Analyza modelovych vzorkti tuku se 3. Kalibradni graf pro zji§tdni obsahu
standardnim obsahem perchléretylénu perchléretylénu v kafilernich tucich
(hmotnostni 9/)
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4, Analyza modelovych vzorku tuku se 5. Kalibraéni graf pro zjisténi obsahu
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6. Zaznam chromatografické analyzy 7. Zaznam chromatografické analyzy
sedmi vzorku Kkafilerniho tuku z per- osmi vzorktl kafilerniho tuku z benzi-
chléretylénové extrakce nové extrakce
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ivym dokladem vhodnosti plynové chromatografické metody pro dany
Cel.

h O(

OBSAH REZIDUI PERCHLORETYLENU A BENZINU V SOUCASNE VYRABENYCH
KAFILERNICH PRODUKTECH

V kafilernich tucich ziskanych perchléretylénovou extrakci v zavo-
dé M. byl zjistovan obsah rezidui perchléretylénu, v nékterych vzorcich
aZ nékolik hmotnostnich procent, p¥i¢emz variabilita obsahu byla znaéna.
Po zjisténi této skutecnosti a po zavedeni technologickych a 01ganizaén|ch
opatfeni ve vyrobé& byly odebrany kontrolni vzorky kafilerniho tuku pfi
xuznych teplotach a dobach destilace s cilem stanovit optimélni podmin-
ky v zdjmu maximéilniho sniZeni obsahu rezidui perchléretylénu. U 21
takto ziskaného vzorku (bez ohledu na podminky c})stllace byla zjisténa
néasledujici mnozstvi perchléretylénu (hmotnostni procenta):

0,35 0,15 0,18 0,57 0,18 0,15
1,55 0,40 0,40 0,30 0,20
0,80 0,15 0,25 0,25 0,18
0,18 0,74 0,38 0,53 0,18

Z vysledkd je patrné, Ze je v moznostech vyrobce dosdhnout sniZeni
obsahu rezidui perchléretylénu v kafilernim tuku na 0,2 %. S ohledem
na vysledky experimentt Chloupkové aj. (1975), ktefi pfi zkrmo-
vani kafilerniho tuku obsahujicitho 0,45 % perchléretylénu nezjistili zhor-
Seni zdravotniho stavu a ristu aniszhorSeni kvality jate¢nych produkti
prasat, by takovd hranice byla redlna jak z hlediska vyrobce, tak i z hles
diska mozZnosti raciondlniho uplatnéni kafilerniho tuku ve vyzivé zvifat.
Ovsem dosaZeni této hranice a jeji zaruky budou kldst na vyrobu znaéné
naroky a bude tfeba zajistit pravidelnou objektivni kontrolu obsahu rezidui
ve vyrobcich. Ustanoveni podnikové normy UVAU, platné od 1. 8. 1975,
o Cichové zkou3ce na pfitomnost rezidui perchléretylénu je diskutabilni
a prakticky tézko realizovatelné vzhledem k prostiedi vyrobny, kde se
¢ichova zkouska déla, k pfirozenému pachu vyrobkit a relativné malo
vyraznému pachu perchléretylénu a k subjektivité zkoudky i sniZené cit-
livosti pracovnik pracujicich trvale v tomto prostfedi. Mimo to byl
analyzovin jesté vzorek kafilernitho tuku reprezentujici tydenni vyrobu
zavodu B., s vysledkem 2,0 % perchléoretylénu. Masokostni moucky za-
vodt extrahujicich perchloretylénem analyzoviany nebyly.

Zahrani¢ni dodavatel celého zafizeni na benzinovou extrakci v za-
vodé B. zarutuje kafilerni tuk i kafilerni moucku prostou benzinu. Sku-
tetnost byla ovéFovdna na 15 vzorcich kafilerniho tuku a na odpovidaji-
cich vzorcich masokostnich moucek s témito vysledky (hmotnostni pro-
cento benzinu):

¢islo vzorku kafilerni tuk masokostni moucka
1 0,22 < 0,01

2 0,22 < 0,01

3 0,18 < 0,01

4 022 < 0,01

5 0,14 < 0,01

6 0,02 0,01

7 0,06 vzorek nedodin
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8 0,03 0,01

9 0,01 0,10
10 0,09 0,03
11 : 0,01 0,01
12 . 0,08 < 0,01
13 0,01 0,02
14 0,18 < 0,01
15 0,15 < 0,01

Ve viech vzorcich tuku i moutky byla rezidua benzinu prokéizana.
S vyjimkou jednoho vzorku (0,10 %) lze u masokostnich moucek ho-
vofit o stopovych mnozstvich. U tuku v3ak byla zji3t&na znaéni varia-
bilita, a proto byly ve vyrob& zkouseny rizné varianty destilatnich pod-
minek s cilem snizit obsah rezidui benzinu na minimum. Vysledkem té&chto
opatfeni a nasledujicich analyz vzorkii bylo zjidténi, Ze hladinu benzinu
v kafilernim tuku lze snizit pod 0,10 %. Zarulit absolutni nepFitomnost
rezidui ve vyrobcich by bylo provozné obtiZné, ur¢itdi moZnost je v po-
uzivani benzinu s niZ3im destilaénim rozmezim. Dodavatel zafizeni ne-
uvadi zplsob, jakym se ma zjistovat nepfitomnost benzinu ve vyrob-
cich. Benzin ovliviiuje pach krmiva vyraznéji nez perchléretylén ve srov-
natelné koncentraci, a to svou vétsi t€kavosti i charakteristickym benzi-
novym pachem. Je tedy Cichem sndze postiZitelny. Pfesto objektivni la-
boratorni kontrola kafilernich vyrobk urlenych ke zkrmovini se zdi
byt velmi naléhavéi. Hladiny rezidui benzinu ¥4dové v setindich hmotnost-
nich procent by bylo snad moZné tolerovat. Pfi 5% pfFidavku kostniho
tuku o obsahu 0,14 % benzinu nebyl u prasat a dribeZe zjitén nega-
tivni vliv na zdravi a rist zvifat (Najman aj, 1968, 1970), ani na
jakost jatetnich produkti (Ingr aj., 1970).

Kafilerni produkty mohou vyrazné pfispét k posileni krmivové za-
kladny, budou-li spliiovat jakostni kritéria, mezi néZ patii i obsah rezidui
extrahovadel. Ackoli principidlngé by vzorky mély byt prosty téchto
rezidui (ponévadZ se jedni o exogenni cizorodé latky), v praxi by takové
pozadavky byly nerealizovatelné. Je proto t¥eba zajistit sniZeni jejich
obsahu na minimum a pravidelné objektivné kontrolovat hladinu rezi-
dui ve vyrobcich. PredloZené metody tyto moZnosti poskytuji.

Podékovani:
Autor upiimné dékuje MVDr. Méarii Pavlasové z Ustfedi veterindrnich asanaé-

nich ustava CSR za konzultace a zajisténi vzorkd, Hané Mertové a Milené Bu-
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DoSlo dne 25. 2. 1976

WHIP W. (HayuHo-ucClIenoBaTeNbCKH HHCTHUTYT BeTepuHapuu, BpHo, Yexocnopakusa). Ocrarkn
nepxaopaTHneHa ¥ OeH3MHa B KadHIepHBIX >KHpax H Mydkax nias Kopmoseix mexed. Vet. Med.
(Praha) 21 (6) : 331-341, 1976.

Leriin paspa6oTaHel MeTONBI NOKAa3aTeNbCTBA M ONpeNeseHUus NepXNOopsTHieHa u OeHsuHa B Ka-
$unepHBIX JKMpax W MydyKax, NpeNHasHAYeHHLIX IJIg KODMOBHIX Ieneif. Meromsr OcHOBaHEI Ha
orfope mMapOB 3KCTPAareHTOB Hal O0pasumaMu KaduiepHHIX NPOAYKTOB M HA UX HIeTHHPUKanuu
H OpelleJeHMH IIPH IOMOIIM rasdosoii xpomatorpaduu. Ilpemesn neTeKTHPYEeMOCTH NepXJODITHJIEHA
— npu yciosuax Merona 0,05 %, Gensuna 0,01 % (BecoBrix), mpuieM M3MeHHB yCJIOBUA, MOXKHO
ofa mpemena mOHM3WUTh. HeBOCIPOMBBONMMOCTH pe3yJbTATOB IPU BCTPEYAIONIHUXCA Ha IPAKTHKe
KOHLEHTPAMAX OCTATKOB B IPOM3BOTUTENAX XapaKTePHU3yeTCA BEJHUYMHON KoadpduumeHTa Bapma-
uun 2,79 (nepxnopstuner) u 6,05 (Gersur). CobcTBeHHO aHanus OXHOrO o6pasiia NPONOJKAETCA
MaKCHUMasbHO nATh MHUHYT. Bo Bcex ofpasiax ONHOBPEMEHHO INPHIOTOBJAEMBIX KadHUIepHBIX KU~
pOB M MydyeK GBIIM NOKa3aHBl OCTATKH SKCTPareHTOB, M MX COJepXaHMe B KadUJIEpHBIX >KHUpax
OBLIO 3HAYUTEJNBHBIM M O4eHb M3MEHYHBLIM, B MACO-KOCTHBIX MydKax M3 OeHSHHHOH SKCTpPAKIUM
Cuiiu OOHApy’KEeHbI TOJBKO CJensl. PeKOMEeHNyeTCs MCIOJb30BATh NpENJIOKEHHBIE aHATUTHUYECKHE
METONBI [JS TIOCIeNOBATENBHOTO M DEryJAPHOrO OOBEKTHBHOTO KOHTPOJIA OCTATKOB 3KCTPAreHTOB
B KadHUJIEDHBIX NPONYKTaX, NpelHasHadeHHBIX IUIA KOPDMOBBIX IIeJei.

razoBas xpomartorpadus; Merox head-Space; KaueCTBEHHEIH M KOJNUYECTBEHHBIH aHAJIHGEI

INGR I. (Veterinary Research Institute, Brno, Czechoslovakia). Residues of Perchlor-
ethylene and Petrol in Rendered Fats and in Feeding Meals. Vet. Med. (Praha) 21
(6) : 331-341, 1976.

Methods were developed for the demonstration and determination of perchlorethy-
lene and petrol in rendered fats and meals for feeding purposes. The methods are
based on the collection of the vapours of extracting media over samples of rende-
ring-plant products and on their identification and determination by gas chromato-
graphy. Under the conditions of the method, the limit of perchlorethylene extracti-
bility is 0.05 % and the limit of petrol extractibility is 0.01 %, (weight). Under adapted
conditions the two limits can be reduced. The reproducibility of the results at
practically occurring concentrations of residues in products is characterized by the
value of the variation coefficient which reaches 2.79 in perchlorethylene and 6.05 in
petrol. The maximum duration of the analysis of one sample is five minutes. In all
samples of the currently produced rendered fats and meals the residues of extracting
mec.a have been demonstrated to be present. Their content was high and conside-
rably variable in the fats from rendering plants; in meat-bone meals from petrol
extraction the content of residues reached only trace values. It is recommended to
use the presented analytic methods for thorough and regular objective control of the
residues of extracting media in the products of rendering plants for feeding purposes.

gas chromatography; head-space method; qualitative and quantitative analysis
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INGR I. (Forschungsinstitute fiir Veterindrmedizin, Brno, Tschechoslowakei). Per-
chlorithylen- und Benzinresiduen in Kafillereifetten und -mehlen fiir Futterzwecke.
Vet. Med. (Praha) 21 (6) :331-341, 1976.

Es wurden Methoden des Nachweises und der Bestimmung von Perchloridthylen und
Benzin in Kafillereifetten und -mehlen fiir Futterzwecke ausgearbeitet. Die Methoden
basieren auf der Entnahme von Dampfen der Extraktionsmittel oberhalb der Proben
der Kafillereiprodukte und auf deren Identifikation und Bestimmung mit Hilfe der
Gaschromatographie. Unter den Bedingungen der beschriebenen Methode betrigt die
Detektionsgrenze beim Perchlorithylen 0,05 %, und beim Benzin 0,019, (Massigkeits-
prozente), wobei man durch Regelung der Bedingungen beide Grenzwerte herab-
setzen kann. Bei den praktisch auftretenden Residuenkonzentrationen in den Pro-
dukten betrdgt der Variationskoeffizient der Reproduzierbarkeit der Resultate 2,79
(Perchlordathylen) und 6,05 (Benzin). Die eigentliche Analyse einer Probe dauert ma-
ximal fiinf Minuten. In allen Proben von derzeit erzeugten XKafillereifetten und
-mehlen wurden Residuen von Extraktionsmitteln nachgewiesen. Der Gehalt dersel-
ben in den Kafillereifetten war bedeutend und sehr variabel. In den Fleischknochen-
mehlen bei Benzinextraktion wurden nur Spurenmengen vorgetroffen. Die Ausnut-
zung der vorgeschlagenen analytischen Methoden zur systematischen objektiven
Kontrolle der Extraktionsmittelresiduen in den zur Verfiitterung bestimmten Ka-
fillereiprodukten wird empfohlen.

Gaschromatographie; Head-space-Methode, qualitative und quantitative Analyse

Adresa autora:

Ing. Ivo Ingr, CSc, Vysoka $kola zemédélskd, agronomicka fakulta, Zemeédélska 1,
662 65 Brno
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Vybér z prirustku
Ustredni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ
z tuseku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozné si zapujéit osobn& nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 120 56 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli
az patek od 9 do 18 hodin. U kazdé Zadané publikace uvedte signaturu.

PETKOV, G. N. — BAJKOV, B. D. — KAROV, CH. N.
E 28.943/1974/33
Pirvi mezdunaroden kongres po zootechigiena — Budapesta, 2—5 ok-
tombri 1973 g. Sofija, Centar za naué.-techn. informacija po selsko sto-
panstvo 1974. 100 s. Akademija na selskostopanskite nauki 33. (Budapest
— mezindrodni konference veterinarni — 1973 — sbornik)
D 64.768

Materialy dokladov Vsesojuznoj nauc¢noj konferencii, posvjascennoj 150-
-letiju Kazanskogo Ordena Lenina Veterinarnogo instituta. Kazan, n. vl.
Tom 2. 1974. 557 s. (Kazanl — Vysoka Skola veterinarni — konference
— 1973 — sbornik)

LALOV, CH. CH. E 28.943/1974/29
Enzooticna levkoza po govedata. (Nauc¢no-metodi¢no saveStanie na ra-
botnite grupi ot stranite-clenki na SIV, sastojalo se 15—20 oktombri
1973 g. v Bukurest). Sofija, Centar za nauc.-techn. informacija po selsko
stopanstvo 1974. 153 s. tab. Akademija na selskostop. nauki 29. (Buku-

re§f — mezinarodni konference veterindrni — 1973 — sbornik)

D 64.845
Salmonelite i salmonelozite v Bilgarija. Sofija, Balgarskaja akademija
na naukite 1974. 439 s. obr. tab. mp. (Sofija — konference o salmone-

lach a salmonelézach — 2. (1971) — sbornik)

IVANOV, K. — BOZILOVA, L. E 37.800
Materiali ot Petija meZdunaroden kongres na Svetovnata veierinarna
asociacija po pticevadstvo. Sofija, Nac. cent. za naué. i techniceska in-
formacija po selsko stopanstvo 1975. 45 s. tab. (Mnichov — Mezinarodni

konference Svétové veterindrni dribeZnické spoleénosti — 5. (1973) —
sbornik)
SEIFERLE, G. C21.119/4

Nervensystem. Sinnesorgane. Endokrine Driisen. Bd. 4. Lehrbuch der
Anatomie der Haustiere. Berlin, P. Parey 1975. 426 s. 250 obr. (Ana-
tomie hospodarskych zvifat — priru¢ka) Nervova soustava, smyslové

ustroji, zlazy vnitfni sekrece — anatomie — hospodarskd zvifata —
prirucka)
PREUSS, F. — WUENSCHE, A. D 59.577/21

Uber einige neue Kapselkiorper an der Schweinezehen und andere Gleit-
druckstrukturen bei verschiedenen Species, zugleich ein Beitrag zur
Sesambeinfrage und zur Interossausfrage. Berlin, P. Parey 1974. 84 s.
3 obr. 1 tab. Fortschritte der Veterindrmedizin 21. (Prase — prsty —
anatomie — vyzkum |/ Prase — kosti sesamské — vyzkum / Prase —
svaly mezikostni — vyzkum — NSR)

D 63.069/13

Fiziologie i biochimija belkovogo pitanija selskochozjajstvennych Zivot-
nych. Tom 13. Borovsk, Akad. selskochoz. nauk 1974. 435 s. tab. obr.
(Latkova preména — hospodaiskd zvifata — bilkoviny — biochemie
a fyziologie — sbornik — SSSR)




TERAPIE OTRAV ORGANOFOSFATY U ZVIRAT

J. Benes, M. Proksova, J. HruSovsky

Vojensky veterindrni vyzkummny ustav, Praha

BENES J., PROKSOVA M., HRUSOVSKY J. Terapie otrav organofosfity u zvi-
rat. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 343-352, 1976.

Peroralni intoxikace ovei O-etyl S-(2-dimetylaminoetyl) metylfosfonotioatem
(EDMM) v davce 0,209 mg na kilogram Zivé hmotnosti, coZ je p. o. LDso (2 h),
je terapeuticky zvladnutelna antidotni smeési reaktivatoru cholinesterazy (tri-
medoxim) a cholinolytika (atropin), ktera je komeréné dostupnd v preparatu
SPOFA pro huméanni ucely TMB-4 compos., kdyz pouZzitd uéinnad davka reak-
tivatoru byla 10,0 mg na kilogram zivé hmotnosti intravenézné, davka choli-
nolytika pak v zavislosti reprezentovala 0,08 mg na kilogram Zivé hmotnosti.
Antidotni smés byla aplikovana v dobé, kdy stupen muskarinovych a nikotino-
vych priznak a jim korespondujici stupeil inhibice erytrocytarni a plazmatické
cholinesterazy byly na takové urovni, kterou podle klasifika¢nich kritérii hodno-
time jako tézky stupen intoxikace s dubidézni prognoézou.

organofosfaty; ovee; terapie; TMB-4 compos. SPOFA

Soucasna pesticidni chemie se stile vice zaméfuje na pouziti karba-
matd a zejména organofosfatl, zatimco chlérované derivaty typu DDT
mizi ze sféry zdjmu, pokud nejsou zcela zakazdany. Diivod tohoto po-
stupu je vcelku notoricky zndémy — je to jednak problematika degradace
uvedenych sloucenin v prirodé, v rostlinnych ¢i zivo¢idnych organismech,
jednak otdzka rczidui v rostlinnych i zivo¢idnych produktech potfebnych
pro vyzivu lidi i zviFat; roli hraje rovnéz perzistence v Zivé piirodé.

Tuto praci jsme vénovali otdzce otrav organofosfaty a jejich terapii,
protoze je zcela zfejmym faktem, Ze vyuziti té€chto tzv. anticholinestera-
zovych fz’xtek v zemédélské vyrob€, v ovocnéfstvi a zelinafstvi, lesnim
a vodnim hospodarstvi, stejné jako v huménni a veterindrni medicing
neustdle roste. Konetné hrozba zneuziti vysoce toxickych organofosfatii
pro vojenské ucely nebyla doposud odstranéna, takZe i tento vyznamny
aspekt nelze pominout jak z hlediska ochrany tzemi celkem, tak z hle-
diska veterinarni mediciny zvlasté.

Pii studiu moZnosti terapie otrav organofosfaty u zvifat jsme jako
anticholinesterové latky pouzili O-etyl S(2-dimetylaminoety1(metylfos-
fonotiodt (EDMM)*), ktery — jak znadmo — disponuje vysokou toxi-
citou a je potenciondlnim inhibitorem jak erytrocytdrni acetylcholineste-

*) Seznam pouzitych zkratek je uveden v zavéru prace.
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I. Srovnani perordlnich LDso (vesmés mg kg-1 Zivé hmotnosti) nékterych organo-
1974; Franke,

Dreisbach,

1967;

Remedia Veterinaria Beyer, 1973)

Nazev

B

0,Cp

Amiton
Azinfos
Bidrin
Butonit
DFP
Diazinon
Dibrom
Dicapton
Dimefox
Dichlorvos
Dimethoit
Dimethylparathion
Dioxathion
Disyston
Demeton — O
Demeton — S
EDMM
EPN
Ethion
Fenchlorvos
Fenthion
Gofacid
Fosdrin
Fosfamidon
Fostex
HETP
Chlorthion
IMPF
Karbofenothion
Kumafos
Malathion
Maretin
Mipafox
NPD
Parathion
Paraoxon
Pyrazooxon
PMPF
Potasan
Pyrazothion
Ruelen
Schradan
Tabun
TEPP
Thimet
Tiguvon
Trichlorfon

10,0— 20,0
300,0

50,0
10,0— 40,0
50,0— 100,0

25,0— 75,0

490,0—1000,0

50,0— 100,0

0,209
10,0— 20,0

300,0

8,0— 20,0
50,0 —100,0

— 40,0

100,0—200,0

*) LD:100

Pozn.: LDj;p organofosfatti pfi perordlni brané vstupu pro ¢&lovéka lze kalkulovat z p. o.
LDs¢ pro krysu, kdyz u €lovéka se uvazuje cca 5—25 X vyssi citlivost

razy (AChE, E. C. 3.1.1.7.), tak i plazmatické butyrylcholinesterdzy (ChE,
E. C. 3.1.1.8.).

Jako nejCast€jdi mista vstupu organofosfitové noxy do Zivého orga-
344
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fosfatli u prezvykaveu, psa, krysy a ¢lovéka (CIBA-GEIGY, 1970; Clarke, 1967;

C R H

- 35— 7,0 -
- 10,0— 30,0 -
- 15,0 -
= 700,0 -
= 7,7— 13,5 -
= 76,0 =
o 430,0 -
— 330,0 -
- 7,5 -
= 56,0— 80,0 -
N 215,0 -
- 45— 9,7 -
250,0 23,0— 43,0 -
- 30— 12,0 s
= 30,0 =
- 1,5 -

— 7,0— 32,0 —

— 27,0 -

500,0 1250,0 —

- 190,0 —

5 3,7 —

s 3,7 -

— 17,0— 30,0 -

-— 2500,0 —

= 2,0 -

- 100,0 —

- 0,6 0,04 —0,14%)
, 10,0— 30,0 -
— 56,0— 230,0 —
500,0 — 3500 1000,0 — 1375,0 -
- 70,0 —
e 25,0 =
| — 1500,0 _—
12,0— 20,0 4,0— 13,0 0,5
e 3,0 S
= 4,0 -

- — 0,02—0,04%)
— 19,0 -
- 12,0 —

10,0 13,0— 30,0 0,01
0,2 3,7 5,0%)
= LI— 2,0 1,4%)
- 1,1— 2,3 " —
- 175,0— 375,0 -
60,0— 100,0 112,0 =

nismu JC mozné uvést inhalaci (zemé&délské postiky stejné jako vojenske
aerosol 1 Eop1 létebné spraye), dale ?erkuténm resorpci (rovnéZz postiiky
viech druht, u vojenskych organofos ati lze navic rychlost prﬁmEu i ne-
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porusenou kiizi zvysit prostfedky typu dimetylsulfoxidu (DMSO), déle je
riziko resorpce per cutis pfi veterindrnich léebnych zdkrocich — spraye,
pour-on aplikace OF, washing); konetné je z ne{éasteii uvadénych bran
vstupu peroralni intoxikace, a to zejména u volné se pasoucich zvifat
a pii pouziti organofosfatové noxy s vysokym stupném perzistence v pri-
rodé pfi vhodnych meteorologickych podminkach. Tato moZnost se napt.
uvadi u bojového organofosfatu, ktery je v arzendlech armady Spojenych
statil a je kodov€é oznalen VX (Sidell a Groff, 1974).

Proto jsme v naem technickém uspofadini pokusti jako modelovou
intoxikaci volili perordlni formu, zejména z toho divodu, Ze pokusnym
objektem byla ovce. Srovnani perordlnich LDy, pro fadu organofosfati
piezvykavcii, masozravcei, hlodavcet a ¢lovéka uvadi tab. I (CIBA GEIGY,
1970; Clarke, Clarke 1967; Dreisbach, 1974; Franke, 1967;
REMEDIA VETERINARIA BAYER, 1973).

Otazka systematického postupu pfFi otravich OF je zejména v hu-
méanni mediciné pomérné rozsahle prostudovana. Obecné terapeutické za-
sahy, totiZ odstranéni noxy, pouziti cholinolytickych (anticholinergnich)
latek, reaktivatort cholinestarazy a symptomatologicka terapie, jsou cito-
vany v nasi drivéjsi praci Bene3d aj, 1976). V nadich experimentech
jsme jako cholinolytika pouZili atropinu, jako reaktiviatoru cholineste-
razy trimedoximu (preparat SPOFY TMB-4 compos. ad usum humanum).

MATERIAL A METODA

Ke sledovéani ucinnosti terapie bylo pouzito ¢tyf intoxikovanych ovci
vesmés plemene merino, sami¢iho pohlavi, hmotnosti 30 az 50 kg. Klinic-
ké, hematologické, biochemické a koprologické parametry prosetfené pied
pokusem (ovce byly preventivné dehelmintoviny se zaméfenim na plicni
a jaterni parazity) mély fyziologickou hladinu. Jako kontroly slouzily
Ctyfi ovcee, které byly intoxikovany p.o. LDs, (2 h) EDMM 0,209 mg kg~!
zivé hmotnosti) bez terapeutického zakroku.

EDMM fedény v 0,80% NaCl a pro kazdou ovci vzdy Cerstvé pripra-
veny roztok s ovérenou ucinnosti biologickym pokusem na krysich (i. m.
LDs;) byl aplikovan per os speciilné upravenou sondou pro stfedni zvi-
fata. Do sondy byla zavedena teflonova kanyla, zatavend v kovovém fsti
dentacrylem; anticholinesterdzova noxa byla aplikovana injekéni sti¥ikac-
kou v objemech, které nepiesahovaly 5,0 az 10,0 ml, potom nasledovalo
proplachnuti sondy dvojndsobnym objemem destilované vody, coz podle
srovnivacich pokusti se znatenymi slou¢eninami zarucovalo 100% pfijem
podané davky.

Antidotni smé&s jsme aplikovali i. v. tak, aby davka trimedoxinu repre-
zentovala 10,0 mg kg~? Zivé hmotnosti, atropin jsme védomé nechali v pod-
dézovaném mnoZstvi, nez stanovi vyrobce: Pro dobu aplikace jsme volili
120. minutu po otravé, kdy klinicky komplex muskarinovych a nikotino-
vych piiznaki intoxikace nabyl takovych rozmérii, Ze prognodza byla vy-
slovené nepfizniva.

Krev pro stanoveni aktivity erytrocytarni acetylcholinesterazy (AChE,
E. C. 3.1.1.7.), plazmatické butyrylcholinesterdzy (ChE, E- C. 3.1.1.8.),
jakoZ i aktivity sérovych transaminaz (S-GOT, E. C. 2.6.1.1,, S-GPT, E.
C. 2.6.1.2.) byla odebirdna z v. jugularis v intervalech t&€sné& pfed aplikaci
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noxy (C) a déle 30, 60, 90, 120, 135 minut, 6, 24, 48 a 72 hodiny, resp.
sedmy den po intoxikaci.

Aktivita cholinesterdz byla stanovovana Hestrinovou metodou v T u -
lachové& (1958) modifikaci s tim rozdilem, Ze plazma byla fedéna
v poméru 1:2 0,89% NaCl, erytrocytarni suspenze v poméru 1:5 0,01%
Cerstvym roztokem saponinu. Inkubalni doba reprezentovala 30 minut
pii 37 °C v Dubnoffové shakeru (60 kyvi za min.). Aktivita enzymu
byla vyjadfovina v uM hydrolyzovaného substratu za 30 min. p¥i 37 °C
na ml plazmy, resp. erytrocytu.

Sérové transamindzy byly stanovovidny metodou podle Reitmana
a Frankela (1957) v rozsahu, ktery uvddi komeréni Merckotest
(Merck A. G., 3302, NSR). Kolorimetrie pfi 546 nm, 1,0 cm OS-kyvety,
S[ieliol (Zeiss, NDR). Hodnoty transamindz jsou vesmés uvadény v mU
ml~" séra.

U v3ech experimentalnich ovci byl sledovan klinicky priibéh otravy,
resp. terapeutického zdkroku, u exitovanych jedincti byl zaznamenan pa-
tologicko-anatomicky obraz.

Vysledky byly statisticky vyhodnocovany Studentovym t-testem.

VYSLEDKY

KLINICKE PROJEVY PERORALNI INTOXIKACE VCETNE VLIVU ANTIDOTNI
TERAPIE

Doba laktace reprezentuje po davce 0,209 mg EDMM na kg Zivé hmot-
nosti per os (LDso, 2 h) 60 aZ 80 minut; do 90 minut nastupuji muskari-
nové priznaky, reprezentované séromuciozni salivaci, miézou, defekaci,
urinaci, drobnymi t¥esy a Skuby v kauddlnich partiich, jeZ se postupné
roziifuji na sténu hrudni a cely povrch téla; postizend dychaci svalovina
spoluptisobi pfi vzniku vyrazného bronchospasmu, lze zaznamenat i ty-
picky dvoufazové Cheyne-Stokesovo dychani (100 minut po intoxikaci).
Vyrazné nikotinové pfiznaky jsou zfejmé za 120 minut po otravé, charak-
terizuji je vyrazné tonicko-klonické kiefe. V tomto stadiu manifestnich
muskarin- a nikotin-like pfiznakt byla aplikovdna antidotni smés, jejiz kli-
nicky efekt lze oznacit pfi nami pouZzité davce jako okamzZity — relaxace
spasmil, zklidnéni tepové i dechové frekvence, ovce se bezpetné udrzi na
nohou. Za 3est hodin nejsou u lé¢enych ovci zietelné p¥iznaky intoxikace,
do 12 aZ 24 hodin jsou triasové parametry v normalu, ovce projevuji b&z-
nou chut k potravé.

U neléfenych intoxikovanych ovci intenzita klinickych pfiznaki otra-
vy vrcholi mezi tfeti az 3estou hodinou (exitus dvou ovci mezi 6.—7.
hodinou)- U zbylych dvou nelé¢enych ovei dochazi mezi 8. aZ 12. hodinou
po otravé ke zfetelnému poklesu intenzity pfiznakt, zlstdvaji pouze
priznaky muskarinové. Po 24 hodinach pfetrvava alterace tepové i decho-
vé frekvence, celkovy neklid, inapetence, za 48 hodin lze hovofit o celko-
vé normalizaci.

Patologicko-anatomicky obraz u exitovanych ovci je netypicky, cha-
rakterizovany hemoragickou diatézou, edémem plic, (iegeneraci srdedni
svaloviny i jaterni tkang, hyperemii mozkovych plen.
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AKTIVITA AChE (E. C. 3.1.1.7.) A ChE (E. C. 3.1.1.8) U p. 0. INTOXIKOVANYCH
LECENYCH I NELECENYCH OVcCt

Procentudlni vyjadfeni inhibice AChE a ChE v erytrocytech a plaz-
mé intoxinovanych ovci p. 0. LDs; EDMM na kg Zivé hmotnosti stejné
jako reaktiva¢ni efekt trimedoxinu i. v. aplikovaného za 120 minut po otra-
v&, ukazuje obr. 1. Reprezentuje-li zbytkova aktivita AChE v dob& maxi-
malnich klinickych pfiznakd (120 min.) pouhych 9,6 % (ChE v této dobé
4,2 %), pak za 15 minut po godam rea tivatoru (135 mmut po intoxi-
kaci) dosahuje az AChE 82,6 % ptivodni aktivity, ChE v tomto intervalu
dokonce 86,3 %, coz uz je ve fyziologické toleranci. N4dvrat a obnova pi-
vodni akt1v1ty je dosazena nejpozdéji mezi 72. hodinou aZ 7. dnem
po otravé.

1. Reaktivaéni ué¢inek
1 ] i. v. podaného TMB-4

compos. (Spofa) -
(10,0 mg kg-1 zZivé
hmotnosti) u oveci into-
xikovanych per 0S
EDMM (LDso kg~1 Zivé
hmotnosti)

TMB -4 compos. SPOFA

c 30 60 90 120 135min  6h 24 48 7”2

C J AChE /EC31171/
SN ChE /EC 3118/

Srovnéani pritbéhu inhibice, resp. postupné obnovy aktivity obou
cholinesterdz, u pfeziviich nelé¢enych ovci sPhodnotaml u ovci po terapii
dokumentuji tab. II a III. Statisticky vyznamny efekt terapie (vesmés
p < 0,001), bereme-li jako kontroly ovce neléfené, je vice nez ziejmy,
zejména v intervalech 135 minut a 6 hodin PO otravé; trend k obnové akti-
vity u AChE nelégenych ovci, jez prezily, zatina za 24 hodiny, za 72 hodiny
Ize hovofit o normalizaci. Obnova aktivity ChE u nelééenych ovci (tab.
I1I) je protrahovanéjsi, s fyziologickymi hodnotami se setkdvame az sedmy
den po intoxikaci.

AKTIVITA SGOT (E. C. 2.6.1.1.) A SGPT (E. C. 2.6.1.2) U p. o. INTOXIKOVANYCH
LECENYCH A NELECENYCH OVCI

Obr. 2 uvadi aktivity obou sérovych transaminaz. Zkusenosti na vice
nez 50 i. m. a p. o. intoxikovanych ovcich EDMM v riznych déavkich nas
poutily, Ze zejména v kratkych Casovych intervalech po otravé se aktivity
SGOT i SGPT signifikantné neméni.

Zvyseni aktivity SGOT u lécenych ovci v intervalech 120 minut aZ 3est
hodin je na hranici statistické vyznamnosti a koresponduje s obdobim ma-
nifestnich klinickych priznakd otravy; nejpozdéji do sedmi dni po into-
xikaci a terapii je aktivita na fyziologické hladiné. Aktivity SGPT pak vy-
kazuji minimalni vykyvy.

Tentyz trend, vcetné normalizace, je zachovdn i u otrdvenych nelé-
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II. Vliv intravenézni aplikace TMB-4 compos. (Spofa) oveim intoxikovanym LDso
EDMM p. o. na Kilogram zivé hmotnosti na aktivitu erytrocytarni acetylcholineste-

razy (AChE, E.C.3.1.1.7)

Interval AChE (%) +S. D. ? n

(@ 28,48 0,57 — 8
30 min. 7,84 0,37 <0,001 8
60 5,21 0,95 <0,001 8
90 4,62 0,32 <0,001 8
120 2,74 1,27 <0,001 8
135 (TMB-4) 23,45 4,29 <0,001 4
135 (neléd.) 3,29 0,65 — 4
6 h (TMB-4) 22,63 4,16 <0,001 4

6 h (nelé¢.) 3,25 1,29 — 4
24 h (TMB-4) 24,45 3,41 - 4
24 h (neléd.) 11,97 - - 2
48 h (TMB-4) 27,31 0,20 — 4
48 h (neléd.) 22,60 — — 2
72 h (TMB-4) 27,93 0,14 — 4
72 h (neléd.) 29,20 - — 2

Pozn.: hodnoty AChE jsou vesmés uvedeny v uM za 30’ pti 37 °C na ml

+ 8. D. — standardni odchylka
n — pocet pouzitych zvirat

III. Vliv intravenézni aplikace TMB-4 compos. (Spofa) oveim intoxikovanym LDso
EDMM p. o. na kilogram Zivé hmotnosti na aktivitu plazmatické butylcholinesterdzy
(ChE, E.C.3.1.1.8) '

Interval ChE (%) + 8. D. P n

C 5,940 1,09 — 8
30 min. 1,038 0,22 <0,001 8
60 0,883 0,17 <0,001 8
90 0,391 0,14 <0,001 8
120 0,248 0,10 <0,001 8
135 (TMB-4) 5,110 0,95 <0,001 4
135 (neléd.) 0,310 0,08 — 4
6h (TMB-4) 5,300 1,06 <0,001 4
6h (neléd.) 0,680 0,44 — 4
24h (TMB-4) 5,290 1,26 - 4
24h (neléd.) 1,060 — — 2
48h (TMB-4) 5,240 1,40 - 4
48 h  (neléd.) 2,030 — - 2
72h  (TMB-4) 5,580 1,09 - 4
72h  (neléd.) 3,570 — — 2
7. den (TMB-4) 5,610 1,15 = 4
7. den (peléd.) 5,250 — — 2

Pozn.: hodnoty ChE jsou vesmés uvedeny v uM za 30’ pti 37 °C na ml

+ 8. D. — standardni odchylka
n — pocet pouzitych zvirat
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2. Srovnani aktivit sérovych transaminéaz u lédenych a nelédenych ovci intoxikovanych
per os LDso EDMM na kilogram zivé hmotnosti "

genych ovci. Soucasné nelze hovofit o alteraci de Ritisova kvocientu, kdyz
ve viech pripadech je vé&t3i nez 1.

ZAVER

Vzhledem ke skute¢nosti, Ze poloc¢as dealkylace (ageing) EDMM je
delsi nez 120 minut, byla je3té cholinesterdza v nafem technickém uspo-
fadani pokust v reaktivovatelné formé a nemohlo tudiz dojit po terapii
k dalsi kumulaci acetylcholinu. Muskarinové pfiznaky byly dostatecné
zvladnuty mnoZstvim atropinu v pouZité smési.

Pfi otravé p. 0. LDso EDMM na kg zivé hmotnosti bylo bezpfedmétné
opakovat antidotni terapii, i kdyz vzhledem k toxicitnim parametriim
pouzitého trimedoximu je to zcela redlné. Je oviem tfeba vzdy rozlisovat,
zda nové vzplanuti klinickych pfiznaki neni pouze muskarinového typu,
pii kterém bohaté vystatime se subkutinni aplikaci 1,1% atropinu ad
usum veter.

Otdzkou nejzdvazn€jsi je a zlstane vcasnost zdkroku a zdsadné po-
uziti smési reaktiviatoru i cholinolytika, nebot jenom tak miiZeme elimi-
novat v mezich moznosti tvorbu nereaktivovatelného komplexu cholineste-
raza a organofosfat. Polo¢as jiz zminéné dealkylace je, jak zndmo, u riz-
nych typt organofosfatii odlidny, mohou jej pravé tak reprezentovat mi-
nuty, jako mize byt témér neomezeny.

Intravendzni aplikace antidotni smési rovnéZ neni nutnosti, postaéi
— pokud se nejednid o akutni pfipad — podani intramuskuldrni, které
bézné doporucuje vyrobce pro humanni ﬁéeﬁ)y.

Pouzitd anticholinesterazovd noxa — EDMM — v davce p.o. LDso
na kg Zivé hmotnosti nema prokazatelny hepatotoxicky ucinek, pripadné
statisticky nevyznamné zvy3eni aktivit sérovych transamitdz lze pricitat
spiSe vyplavovani enzymu z atakované kosterni svaloviny.



Seznam pouzitych zKkratek

OF — organofosfaty

OFI — insekticidy na bézi organofosfatlu

BOF — bojové organofosfaty

AChE — acetylcholinesteraza, E. C. 3.1.1.7.

ChE — butyrylcholinesterdza, E. C. 3.1.1.8.

SGOT — transaminéza kyseliny glutamové-oxaloctové, E. C. 2.6.1.1.
SGPT — transaminaza kyseliny glutamové-pyrohroznové, E. C. 2.6.1.2.
DFP — diizopropylfluorfosfat

EDMM — O-etyl S(2-dimetylaminoetyl)metyl-fosfonotioat

EPN — O-etyl-O-(p-nitrofenyl)-benzentiofosfonat

HETP — hexaetyltetrafosfat, Mortopal, Bladan

IMPF — izopropylmetyl fosfonofluridat, sarin

NPD — tetra-n-propyl ditionopyrofosfat, E 8573

PMPF  — pinakolylmetyl fosfonofluoridat, soman

TEPP — tetraetylpyrofosfat, Bladex, Demit, etylpyrofosfit, Fosvex, HEPT, Hetra-

phos, Hexamit, Mortopal (obsahuje TEPP a HETP), Hexon, Hexotin, Kil-
lex, Nefos, Nifos, Tephos, Tetraton, Tetron, Vapoton

TMB-4 ~— trimedoxim
trimetylen-bis-(4-oxiiminometylpyridinium)-di-Br nebo di-Cl

MINA — mono-izonitrézoaceton

DAM — diacetylmonoxim
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Doslo dne 28. 5. 1975

BEHEII M., TPOKIIOBA M., IT'PYIIOBCKUI WM. (BoenHO-BeTepHHAPHBIH HCCIENOBATENBCKM
uncrutyT, Ilpara, Yexocnopakus). Tepamun orpaBnenms opranopocharamu y XmBoTHEHIX, Vet.
Med. (Praha) 21 (6) :343-352, 1976.

TTepopanpnas mHTOKCMKauua osey O-stusn  S-(2-nuMeTunaMuHOSTUN) MeTHAPOCHOHOTHOATOM
(EDMM) B nose 0,209 Mr Ha Kr >kuBoit Maccel, (P.0. LDs50, 2 4) ¢ TOYKM 3SpPEHHA TEPaneBTHKH
NpPeoNoJMMa AaHTHIOTHOM CMeChl0 PEaKTHBATOPA XOJMHICTEpPass (TPUMENOKCHH) M XOJMHOJIHMTHKA
(aTponuu), koTOpEIe KOMMepueckd AcTymHnl B mnpenapare CIIOPA nmns TyMaHHBIX IeJeit
TMB-4 comnoc. [eiicrBylomas mosa peakTuBaTopa mnpuMeHanacek BHyrpuseEno 10,0 Mr ma xr
JKMBOI Maccel, no3a xoaunoauTuka coorsercrseHo (0,08 Mr Ha Kr SKHBOH MacCel. AHTHIOOTHAA
Clech NPUMEHANACH TOTHA, KOTAA CTeleHb MyCKapMHOBBIX M HHUKOTHHOBBIX NPH3HAKOB M C HHMH
KUPPECHIOHAMPYIOUIas CTeneHb MHIHOMIMH SPUTPOLMTAPHON M IJIa3MAaTHYECKOH XOJMHACTepas Ha-
XONMJHCh Ha TAaKOM YpPOBHE, KOTODBIH, COrJIaCHO KDHTEPHAM KJIAcCHPUKAIMM, HaMH CUMTAETCHA
TAXKEJIOH CTeNeHb0 MHTOKCHMKAUMM C COMHHUTEJNBHBIM IPOTHO3OM.

opranodocdarer; osus; Tepanus; TMB-4 commoc. CIIODA
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BENES J., PROKSOVA M., HRUSOVSKY J. (Military Veterinary Research Institute,
Praha, Czechoslovakia). Therapy of Organophosphate Poisoning of Animals. Vet. Med.
(Praha) 21 (6) : 343-352, 1976.

Per os intoxication of sheep with O-ethyl S-(2-dimethylaminoethyl)methyl phospho-
nium thioate (EDMM) in the dose of 0.209 mg per kg of live weight, that means
p. 0. LDs (2 h), can be therapeutically mastered by means of an antidotal mixture
of the reactivator of cholinesterase (trimedoxim) and of the cholinolytic (atropine),
which is commercially available in the SPOFA preparation TMB-4 compos. for hu-
man purposes, if the effective dose of the reactivator was 10.0 mg per kg of live
weight and if it was applied intravenously, and if the dose of the cholinolytic con-
sisted, per 1 kg of live weight, of 0.08 mm. The antidotal mixture was applied, when
the degree of the muscarinic and nicotinic symptoms and the corresponding degree
of the inhibition of erythrocytary and plasmatic cholinesterase were on such
a level which, according to the classification criteria, we consider a severe grade of
intoxication with a dubious diagnosis.

organophosphates; sheep; therapy; TMB-4 compos. SPOFA

BENES J., PROKSOVA M., HRUSOVSKY J. (Militdrische Veterinidrforschungsinsti-
tut, Praha, Tschechoslowakei). Therapie von Organophosphatvergiftungen bei Tieren.
Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 343-352, 1976.

Die perorale Intoxikation von Schafen mit O-Athyl S-(2-Dimethylamino&thyl) Methyl-
phosphonothiat (EDMM) in Gaben von 0,209 mg je Kilogramm Lebendmasse, p. 0.
LDso (2 h) ist therapeutisch zu bewéltigen mit Hilfe eines Antidotgemisches bestehend
aus einem Cholinesterase-Reaktivator (Trimedoxim) und einem Cholinolytikum (Atro-
pin). Dieses Gemisch ist im Priiparat SPOFA fiir humane Zwecke TMB-4 compos
enthalten. Die benutzte Reaktivatordosis betrug 10,0 mg je Kilogramm Lebendmasse
intravends, die Cholinolytikumdosis betrung entsprechend 0,08 mg je Kilogramm
Lebendmasse. Das Antidotgemisch wurde in einer Zeit appliziert, wo der Grad der
Muskarin- und Nikotinsymptome und der denselben entsprechende Inhibitionsgrad
der erythrozytiren und plasmatischen Cholinesterase auf einem Niveau waren, das
wir nach den Klassifikationskriterien als schweren Intoxikationsgrad mit dubidser
Prognose bewerten.

Organophosphate; Schaf; Therapie; TMB-4 compos. SPOFA
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LECBA UMELE INVAZE ASCARIDIA GALLI U RUZNE STARYCH
KURAT TETRAMISOLEM, PIPERAZINEM A METRIFONATEM

J. Pavlicek, 1. Dykova

Parasitologicky ustav CSAV, Praha

PAVLICEK J., DYKOVA 1. Lééba umélé invaze Ascaridia galli u rizné starjch
kurat tetramisolem, piperazinem a metrifondtem. Vet. Med. (Praha) 21
(6) : 353-358, 1976.

Sledovali jsme anthelmintickou uéinnost jednorazové peroradlni aplikace tetra-
misolu (40 mg na 1 kg Zivé hmotnosti), piperazinu (500 mg na 1 kg Zivé hmot-
nosti) a metrifonatu (50 mg na 1 kg Zivé hmotnosti) pfi umélé invazi Ascaridia
galli. V rizném véku (6, 36 a 48 dni) jsme jednorazové invadovali 118 kufat
plemene leghornka bil4, pouzili jsme davky 3000 nebo 1500 invaznich vajicek.
Patnacty den po invazi jsme posuzovali intensefektivnost a extensefektivnost
lé¢ebného zasahu zkousenych latek, a to podle ndlezu Skrkavek pii helmintolo-
gické pitvé, uskuteénéné za 48 hodin po terapii. Srovnavali jsme poéty Skrkavek
u pokusnych skupin s pfisluSnymi kontrolami. Histologickym vysSetifenim jsme
sledovali tkanovou reakeci ve strevé, jatrech, sleziné, ledvinéch, srdci a mozku.
Jako nejuc¢innéjsi se jevil tetramisol. Intensefektivnost dosahovala u mladS$ich
i starsich kurat 89 az 100Y,. Piperazin mél dobrou udéinnost u starSich kurat
(61—83 %), u mladsich kurat byl naprosto nedéinny. Procento intensefektivnosti
u metrifonatu bylo témér nulové, Extensefektivnost tetramisolu se pohybovala
v rozmezi 20 aZ 100 %/, (nizké hodnoty pri siln&j$im pribé&hu invaze), piperazin
vykazoval 17 aZz 679, EE pouze u starsich kufat pfi slab$i invazi, jinak byla
nulova. Metrifonat byl naprosto neudinny. Odraz askaridiézy ve tkarové reakci
hostitele se projevil granulomatéznimi zménami ve sliznici stfeva, zmnoZenim
histiocytarnich elementi a plazmatickych bunék a zanétlivymi lymfocytarnimi
infiltraty v jaternim parenchymu.

askaridiéza kura domaciho; tetramisol; piperazin; metrifonat; extensefektivnost
a intensefektivnost terapie; tkanova reakce hostitele

Askaridiéza driibeze je jedna ze zavaznych helmint6z i v modernich
velkochovech. Polakovéa (1964) napf. uvadi primérnou zamotenost
driibeze askaridiemi v CSSR 31,3 %. Z komplexu u¢innych opatfeni, ktera
zabranuji ztritim pii této parazitoze, je moZné uvést postupy chemo-
profylaxe, vypracované Lebduikou a Poldkovou (1964); v po-
sledni dobé& pichledné zpracoval otazku létby askaridibzy Enigk (1969).
Ze 3kély antinematodoznich latek se pri napadeni gkrkavkami nejlépe
uplatiiuji piperazinové soli a tetramisol, jsou viak znamé i tdaje o Géin-
nosti organofosforetné slouteniny metrifonat (Jegizbajeva, 1969).
U jmenovanych latek, které jsou u nias v soucasné dob&é na trhu dosazi-
telné, jsme se rozhodli srovnat a¢innost terapeutického zdsahu na po-
pulaci skrkavek, a to pii umélé invazi Ascaridia galli u riizn& starych kufat,
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MATERIAL A METODA

U zvolenych anthelmintik, tj. u tetramisolu, piperazinu a metrifonatu,
jsme testovali jejich terapeutickou a¢innost pri askaridiéze driibeze v po-
kusech in vivo.

K pokusiim probihajicim ve dvou letech za sebou (1970 a 1971) jsme
pouzili celkem 118 kufat plemene leghornka bild (LB) s umélou invazi
Ascaridia galli. Kufata jsme jednordzové invadovali v riizném véku (6,
36 a 48 dnti) davkou 3000 nebo 1500 invaznich vajitek, kultivovanych
metodou -podle Bikorjukova (1967). Létebnou davku preparitu
jsme aplikovali per os individualné sondou do volete mirné naplnéného
krmivem v ddvkach:

tetramisol — 40 mg kg~! Zivé hmotnosti jako 0,25% vodny roztok sp.
Nilverm, 5,5 ml na 100 g hmotnosti kufete,

piperazin — 500 mg kg~1 Zivé hmotnosti, 1% vodna suspenze sp. Hel-
mirazin, 5 ml na 100 g hmotnosti kufete,

metrifondt — 50 mg kg~! Zivé hmotnosti, 1% vodny roztok ze substance

¢isténé rekrystalizaci, 0,5 ml na 100 g hmotnosti kufete.

Za 48 hodin po létebném zdsahu jsme kufata utraceli a délali hel-
mintologickou pitvu stfev podle Skrjabina (Hovorka, 1954). Stfevo
(2—3 cm excize jejuna, odebirand z polovi¢ni vzdilenosti mezi koncem
vzestupné klicky duodena a diverticulum Meckeli) a parenchymatozni
organy jsme fixovali 10% formolem a zpracovali obvyklou parafinovou
technikou. Histologické Fezy jsme barvili hematoxylinem-eosinem, v ja-
ternim parenchymu jsme prokazovali glykogen (PAS reakci podle Mc Ma-
nuse s kontrolnim natrdvenim slinami a lipidy ve zmrazovacich fezech
Sudanem III).

Terapeutickou u¢innost anthelmintik jsme posuzovali na zdkladé
srovnani nélezt askaridii u skupin lé¢enych kufat s nilezy u skupin kon-
trolnich kufat. Vypocitavali jsme extensefektivnost (EE) a intensefektiv-
nost (IE) léebného zésahu, a to postupem podle Nepoklonova
a Talanova (1966).

Charakteristiky pokusnych skupin a pfehled uspofadani pokusii
uvadime v tab. L.

VYSLEDKY

Srovnavame-li nilezy 3krkavek u kontrolnich kurat v jednotlivych
skupinach, jsou v roce 1971 vy33i u mladsich kufat (skupiny A a B) nez
u kufat star§ich (skupiny C a D). Vysoké nilezy skrkavek u stariich kufat
v roce 1970 (skupina F) svéd¢i o celkové intenzivnéjdim priib&éhu invaze
v roce 1970 proti roku 1971.

Anthelmintickd uc¢innost zkousenych latek spolu s prehledem uspo-
Fadani pokusi je uvedena v tab. I.

Ze srovnani poc¢ti Skrkavek po terapii v jednotlivych skupinach vy-
plyva, Ze u skupin lécenych tetramisolem byly ndlezy niZ$i nez u skupin
létenych piperazinem, a u téchto skupin zase nizsi nez po lé¢bé metri-
fonéatem.

Pfi posuzovani intensefektivnosti anthelmintického u¢inku zkouse-

354 VETERINARN! MEDICINA - 1976



nych preparati se jevil jako nejlepsi tetramisol. Procento IE se pohybo-
valo u mladsich i stardich kufat v rozmezi 89 az 100 %. Piperazin mél
dobrou ucinnost u starsich kurat (61—83 %), u mladsich kufat byl viak
naprosto neucinny. RovnéZz metrifonat byl u mladsich kufat nedéinny,
nepatrnd byla Ginnost tohoto preparatu i u kufat star§ich (0—23 %).

V hodnoceni procenta extensefektivnosti byl ze zkousenych preparati
opét nejlepsi tetramisol, i kdyZ zjistované rozmezi 56 aZ 100 % je velmi
Siroké, navic u skupiny F (starsi kuFata v roce 1970 s intenzivnéjsim pri-
béhem invaze) dosahl pouze 20% EE. Piperazin vykazoval nulovou EE,
pouze v roce 1971 (slab3i pribéh invaze) u stariich kufat dosahl 17
az 67% EE.

V roce 1971 jsme u mladsich kutat (skupiny A a B) zaznamenali
po lé¢bé piperazinem a metrifonatem vy3si pocty skrkavek nez u piislus-
nych skupin kontrolnich.

Rozdilna intenzita invaze se promitla i do charakteru tkafiové reakce.
Se siln€jdi invazi souvisely vyrazngjsi zmény. Z vySetfovanych organi
se projevily ve stfevé a v jatrech. Ve stfevé byly vyjadieny predevsim
v hlub3ich vrstvach sliznice granulomatéznimi zménami a zmnoZenim
histiocytii a plazmatickych bunék jak v hlubsich vrstvach sliznice, tak
i ve stromatu klkd. Mimo stfevo jsme zjistili tkdfiovou reakci pouze v ja-
ternim parenchymu v podobé zanétlivych, prevazné lymfocytarnich infil-
tré,ltﬁ, kde rovnéz intenzivnéjsi invazi odpovidd bohatsi histopatologicky
nalez.

DISKUSE

Pro terapeuticky zasah jsme volili to obdobi ve vyvoji askaridii, kdy
je parazit relativné hife zasazitelny v disledku svého té€snéjsitho vztahu
ke sliznici. Z této tzv. ,tkanové faze“, kterd spada pfiblizné mezi 9. az
17. den vyvoje skrkavek, jsme vybrali konec tohoto ¢asového obdobi. V tu
dobu jsou jiz vyrazné vyjadfeny klinické pfiznaky, v zavislosti na inten-
zit¢ poskozeni hostitele za¢inaji rovnéz pusobit jako obranné mechanismy.
Vyvoj imunitnich pochodii vyrazné ovliviiuje u¢innost terapeutického zé-
sahu v pozitivnim smyslu (Koskina, 1971). Na druhé strané je znamé,
Ze prostupnost kutikuly u parazita je zavisld na jeho vyvoji. U askardii
je obdobi kolem 15. dne v€ku charakteristické velmi nizkou prostupnosti
kutikuly (Pavlov, 1971). TyZ autor uvadi, Ze v imunnim hostiteli
ovliviiuji protilatky a eozinofily urCitym zpisobem kutikulu parazita
a zvySuji prostupnost vici urcitym latkam. Zvoleny interval spada tedy
do obdobi, kdy intenzivni zmény u hostitele i parazita mohou ovlivnit
Gc¢innost terapeutického zdsahu.

Vysi terapeutickych davek jsme stanovili na zdkladé literarnich adaji.
U tetramisolu je ddvka 40 mg kg~! Zivé hmotnosti povazovana za dosta-
tetné ucinnou na viechna stadia askaridii (Enigk, 1969). Doporucené
davkovéni piperazinadipatu se pohybuje v rozmezi 200 az 500 mg kg~!
zivé hmotnosti; zvolili jsme horni hranici, kterou Bikorjkov (1967)
ovéril jako vysoce ucinnou pii tzv. ,tkanové fazi“ askaridi6zy. Davka
50 mg metrifondtu na 1 kg Zivé hmotnosti je pfevzata ze zpisobu davko-
véani pii heterakidéze (Enigk, 1969).
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Ze srovnani priitbéhu umélé invaze v prvnim a druhém roce kondni
pokustt vyplyv4, Ze se nam nepodafilo ani pfi zachovani stejnych me-
todickych postupti ziskat stejny obraz invaze askaridiemi, pfedstavovany
zde nalezy skrkavek u kontrolnich skupin a rozsahem histopatologickych
zmén. V roce 1970 probihala invaze mnohem intenzivnéji nez v roce 1971.
NemtzZeme zatim oznalit pFiinu této skute¢nosti. Zda se oviem, Ze uve-
deny jev ovlivnil troveri terapeutické acinnosti sledovanych latek. Pri
slabsim priib&éhu invaze se pohybovala extensefektivnost tetramisolu v roz-
sahu 56 aZ 100 %, zatimco pfi siln&j§im prib&hu invaze byla EE tetrami-
solu pouze 20%. Podobné piperazin vykazoval u starsich kufat pfi slab3im
priibéhu invaze v roce 1971 extensefektivnost 17 aZ 67 %, v roce 1970
byl pfi siln€j3i invazi nedcinny.

Zajimavé je i porovnéani terapeutické ucinnosti mezi skupinami kurat
invadovanymi askaridiemi v ¢asnéjsim véku (5 dni) se skupinami inva-
dovanymi pozdé&ji (36 a 48 dnil). Ndpadnéd je tu napf. dobrd t&innost
piperazinu u star3ich kufat a naprostd netacinnost u kufat mladsich.

Hodnocenim nalez 3krkavek jsme dile zjistili, Ze po lé¢bé metri-
fon4tem se objevily u tfi z péti skupin vyznamné vy33i nalezy Skrkavek
ve srovnani se skupinami kontrolnimi. Interval mezi lé€ebnym zasahem
a helmintologickou pitvou, kdy jsme pocty skrkavek zjistovali, byl pouze
48 hodin. Pfedpokldddme, Ze aplikaci metrifonidtu byly naruseny obranné
mechanismy hostitele, které u kontrolnich kufat v uvedeném ¢asovém
rozpéti sniZily pocty Skrkavek. U léenych kufat k tomuto jevu posko-
zeni z¥ejmé nedoslo. '

Literatura

BIKORJUKOYV, A. A.: Izuéenije dé&jstvija piperazina na li¢inok i molodych askaridij
v kiSeénike cypljat. [Dissertacija.] Leningrad 1967. Vsesojuz. naué&. issled. inst. po
boleznjam ptic.

ENIGK, K.: Behandlung und Vorbeuge des Helminthenbefalls beim Hausgefliigel.
Die tierarztl. Wschr., 76, 1969, &. 3, s. 64-68.

HOVORKA, J.: Helmintologickd diagnostika. Vydavatelstvo SAV, Bratislava 1954.
JEGIZBAJEVA, CH. I.: Chlorofos pri kifednych gelmintozach pticy. Veterinarija, 8,
1969, s. 50-51.

KOSKINA, L. A.: K voprosu ob izmené&niji i pronicajemosti kutikuly A. galli v za-

visimosti ot fiziologi¢eskogo sostojanija organizma chozjajina. Trudy VIGIS, XVII,
1971, s. 165-167.

LEBDUSKA, J. — POLAKOVA, M.: Vyzkum novych vhodné&j§ich prostfedkit a po-
stupti pro prevenci a 1é¢bu parazitdrnich chorob, zvl4sté se zfetelem na anthelmintika
a na novou technologii chovu hospodéfskych zvifat. [Zavére¢na zprava.] Brno, Vy-
zkumny ustav veterindrniho lékafstvi 1964.

NEPOKLONOV, A. A. — TALANOV, G. A.: O metodach registraciji efektivnosti
primenénija insekticidov pri borbe s podkoZnymi ovodami krupnogo rogatogo skota.
Veterinarija, 3, 1966, s. 58-60.

PAVLOV, A. V.: Pronicajemost kutikuly i transport vé&séestv Cerez négo u nematod.
Trudy VIGIS, XVII, 1971, s. 159-164.

POLAKOVA, M.: Zamorenost hrabavé driibeZe askaridiézou a jeji chemoprofylaxe.
{Kandidatski disertadni prace.] Brno 1964. — Vyzkumny fdstav veterindrnfho 1é-
karstvi. |

Doslo dne 19. 12. 1972

356 VETERINARNI MEDICINA - 1976



TTABJIMYEK H., IEIKOBA HU. (ITapasutonornueckmit macrutyr UCAH, Ilpara, Uexocnosakus).
leuenne mckyccrsennoyt uusasum Ascaridia galli y npeinmar pasHoro BospacTa TeTpaMHCONOM,
nunepasunom um Merpudonarom. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 353-358, 1976.

Wayganacr auTuressMHHTHYeCKas 3PPeKTHBHOCTH ONHOPAaSOBOTO BHYTPEHHEIO NPHMEHEHHs TeTpa-
mucosna (40 Mr ma 1 Kr KuBoro peca), munepasuHa (500 Mr Ha 1 Kr XUBOrO Beca) M MeTpH-
jomara (50 mr ma 1 Kr >XUBOrO Beca) mpH HCKyccTBeHHOU mHBasum Ascaridia galli. B pasxom
Bospacre (6, 36 u 48 nHeit) Mbl OQHOPa30BO MHBanWpOBaNM 118 UKIIAT MOPOXEI JErrOpH Genblit
a0z0# 3000 mam 1500 wHBasuouHbIx sui. Ha nATHammaTeld IeHbs mOCHe MHBAaSHH Mbl HaBajin
oueHky wuHTeHCOGPeKTHBHOCTH M SKCTeHCOPPEeKTHBHOCTH sedefHOrO0 MEepONpPUATHA U3ydaeMEIX Be-
L]eCcTB, a MMEHHO, N0 HaXOKNeHHI0 acKapHl IPH TI'eJbMHHTOJOTHYECKOM BCKDLITHH, OCYIIeCTBJIAe-
moM cnycrss 48 wacoB mocne Tepamuu. CpaBHMBaZOCE YHCIO aCKapuA B ONBITHEIX TPynmax
C COOTBETCTBYIOIIMMH KOHTDOJBHBIMH. ['Hcronoruueckum ofcinenosaHdeM u3ydanaCh peakUUg
TKaHeif B KHUIIKAaX, IleYeHH, CeJe3eHKe, IOYKaxX, cepanme u Moary. Ilokasanock, 4YTO caMbIM
appexTuBHEIM ABAsSEeTCA TeTpaMucoin. MHTeHc3pPeKTMBHOCTE y UBIMIAT pasHOTO BO3pacra NOCTHIaja
89—100%. IMunepasun obiaman xopomeir 3PPeKTHBHOCTHIO y GOsee CTaphiX IO BOSPACTY LIBITLIAT
(61—83 %), y upimaar momonoxe oH 6pur abcomoTHO HeaddexkTmBHBIM. IIpoleHT HHTeHCaPdeK-
THBHOCTH y MeTpudoHaTa GBI NMOYTU HyJEBHIM. OKCTeHCAPPeKTHBHOCTH TeTpaMHcosa Kojebasach
» npenenax 20—100 % (muskue BemuumHbl npu 6Onee GypHOM Ipomecce WHBA3MM) NHMIEPA3uH
uMen 17—67 EE TOnpKO y CTapmux UBILIAT Opu cn1a60d MHBAasMM, B UHOM Clydyae OHa Obuia
gynesoit. Merpudonar 6nun abcosmotHo HeapexTuBHBIM. OTpa’keHHe acKapuAMO3a B Ppeakuuyu
TKaHu XO3fAWHA NPOABHJIOCE B TPaHYJIOMAaTO3HBIX H3MEHEHUAX B CIN3UCTOMU KHINOK, B PpasMHO-
JKEHMH THCTHOLMTADHBIX SJEMEHTOB M IIasMaTHYeCKHX KJETOK BOCHAJHTEJNbHBIMH JuMpomuTap-
HBIMM MHQUIBTpaTaMM B mapeHXHMe IedYeHH.

aCKapuIMO3 KypHHHEBIX; TEeTPaMHMCOJI; IUIEepasuH; MeTpupoHAT; sKCTeHCedPPEKTHBHOCTL M MHTEHC-
pPekTHBHOCTL; peakIMsa TKaHH XO3FUHA

PAVLICEK J., DYKOVA 1. (Parasitological Institute of the Czechoslovak Academy
of Sciences, Praha, Czechoslovakia). The Tetramisol, Piperazine, and Metriphonate
Treatment of the Artificial Invasion by Ascaridia galli in Chickens of Different Age.
Vet. Med. (Praha) 21 (6) :353-358, 1976.

The authors studied the anthelminthic effectiveness of a single peroral applica-
tion of letramisol (40 mg per 1 kg 1. w.), piperazine (500 mg per 1 kg 1. w.) and
metriphonate (50 mjg per 1 kg 1. w.) in the artificial invasion by Ascaridia galli.
A set of 118 chickens of the White Leghorn breed were subjected to a single inva-
sion by 3000 or 1500 invasive eggs at the age of 6, 36, and 48 days. The intens-
effectiveness and extenseffectiveness of the treatment with the tested prepara-
tions were examined on the fifteenth day after invasion; the examination was based
on the findings of ascarids in the helminthological dissection performed 48 hours
after therapy. The numbers of ascarids in the tested animals were compared with
those in the controls. A histological examination was carried out to study the tissue
reaction in the intestine, liver, spleen, kidneys, heart, and brain. Tetramisol sho-
wed the highest effectiveness. The intenseffectiveness of this substance reached
89—100 9%, in young as well as older chickens. Piperazine had a good effectiveness
in older chickens (61—83 %) ; in young chickens it was entirely ineffective. The intens-
effectiveness percentage of metriphonate was almost at a zero level. The extens-
effectiveness of tetramisol ranged between 20 and 1009, (the low values are cha-
racteristic of a severe course of invasion). Piperazine showed an extenseffectiveness
ranging from 17 to 67 %, only in older chickens in cases of a mild invasion; other-
wise it was equal to zero. Metriphonate was entirely ineffective. The reflection of
ascaridiasis in the tissue reaction of the host manifested itself as granulomatous
changes in intestinal mucous membrane, as multiplied histiocytic elements and plas-
ma cells, and inflammatory lymphocytic infiltrates in the liver parenchyma.

ascaridiasis of domestic fowl; tetramisol: piperazine; metriphonate; intenseffectiveness
and extenseffectiveness of therapy; tissue reaction of the host

PAVLICEK J., DYKOVA I. (Parasitologische Anstalt der Tsechechoslowakischen
Akademie der Wissenschaften, Praha, Tschechoslowakei). Therapie der kiinstlichen
Invasion von Ascaridin galli bei verschieden alten Kiicken mit Applikation von
Tetramisol, Piperazin und Metrifonat. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 353-358, 1976.
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Wir untersuchten den anthelminthischen Effekt einer einmaligen peroralen Applika-
tion von Tetramisol (40 mg je 1 kg Lebendmasse), Piperazin (500 mg je 1 kg Lebend-
masse) und Metrifonat (50 mg je 1 kg Lebendmasse) bei kiinstlicher Ascaridia-galli-
-Invasion. In verschiedenem Alter invadierten wir einmialig 118 Kiicken der Weifien
Leghornrasse, wobei wir Gaben von 3000 oder 1500 Invasionseiern benutzten. Am
15. Tag nach der Invasion bewerteten wir die Intenseffektivitdt und die Extensef-
fektivitdt der therapeutischen Applikation der untersuchen Priparate, und zwar je
nach dem Befund von Spulwiirmern bei der helminthologischen Sektion in 48
Stunden nach der Therapie. Wir verglichen die Anzahl der Spulwiirmer bei den
Versuchgruppen zu den Kontrollgruppen. Bei der histologischen Untersuchung ver-
folgten wir die Gewebereaktion im Darm, in der Leber, der Milz, den Nieren, dem
Herz und Hirn. Als wirksamstes Pridparat erwies sich das Tetramisol. Die Intens-
effektivitdt erreichte bei jiingeren und &lteren Kiicken 89 bis 100 %, Piperazin wies
eine gute Wirkung bei &lteren Kiicken (61—839%,) auf, wihrend es bei jiingeren
Kiicken ganz unwirksam war. Der Prozentsatz der Intenseffektivitdt beim Metri-
fonat war fast gleich Null. Die Extenseffektivitdt des Tetramisols bewegte sich in
den Grenzen von 20 bis 1009, (niedrige Werte bei stirkerem Invasionsverlauf),
wihrend das Piperazin 17 bis 67 9, nur bei dlteren Kiicken und schwicherer Invasion
und sonst eine Null-EE aufwies. Das Metrifonat war ganz unwirksam. Die Gewebe-
reaktion des Wirtes bei der Askariose #dufierte sich durch granulomatdse Veradnde-
rungen in der Darmschleimhaut, Vermehrung der histiozytdren Elemente und Plas-
mazellen durch entziindliche lymphozytidre Infiltrate im Leberparenchym.

Askaridiose beim Haushuhn; Tetramisol; Piperazin; Metrifonat; Extenseffektivitat
und Intenseffektivitdt der Therapie; Gewebereaktion des Wirtes

Adresa autori:

MVDr. Jiff Pavlidek, MVDr. I. Dykov4, Parasitologicky tustav CSAV, Praha
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MORFOLOGICKA STUDIE 70 PRIPADU BRUCELOZY ZAJICU
VYVOLANE ZARODKY BRUCELLA SUIS

J. Vitovec, P. Vladik, Z. Zahot, V. Slaby

Statni veterindrni istav, Ceské Budéjovice
Okresni veterindrni zatizeni, Pisek

VITOVEC J., VLADIK P., ZAHOR Z., SLABY V. Morfologickd studie 70 p7¥i-
padit bruceldzy zajicti vyvolané zdrodky Brucella suis. Vet. Med. (Praha) 21
(6) : 359-368, 1976.

Popisuje se 70 pripadi morfologicky rozvinuté brucelézy zajicti. Z nich 25 pri-
padlt bylo ovéi'eno kultivaéné a pavodce byl uréen jako Brucella suis. U samic
bylo sledovano 57 pripadt, u samect 13 pfipadi. Bruceléza zajicli se vyznacovala
chronicitou, nidpadnou lok&lni progresi a prevahou patologickych zmén v po-
hlavnim apardtu u obou pohlavi. Sameci méli zmény pfedevsim ve varlatech.
U samic byla zvlasté typicka uzlovitd, solitarni i éetnd loZiska v parametru pri
sténé délozni. Pfi hematogenni propagaci bruceldzy byla nejéastéji postiZzena jatra
a slezina, ve kterych byly ¢asté napadné velké uzly s nepravidelnymi okraji jako
nasledek rustu loZisek apozici. Mikroskopickou podstatou bruceléznich zmén byly
granulomy histiocytdrniho charakteru s nipadné malou pyogenni slozkou, pro-
stoupené nekrézou kasedézniho typu, bohatou na lipoidy. Ve srovnadni s tuber-
kul6ézou je v bruceléznim granulomatéznim zénétu u zajich ndpadnid bunééna
i jaderna variabilita v histiocytarni vrstvé granulomi, prevazné karyolyticky
rozpad bunéénych elementld, &asty ndlez eosinofillt a nekonstantni vyskyt
obrovskych, vicejadernych element typu Langhansovych bunék.

zajic; bruceléza; Brucella suis; granulom

Mezi zavazné choroby s pfirodni ohniskovosti pat¥i bruceléza zajici.
kterd byla b&hem poslednich 30 let zjisténa v mnoha evropskych zemich.
Zatim byla popsina v Dinsku (Bendtsen aj., 1956), ve Francii
(Jacocot a Vallée, 1954; Joubert aj, 1956; Goyon, 1958),
Holandsku (Dorssen, 1957), Jugoslavii (Valentincic, 1964),
Madarsku (Kardevadn a Kemenes, 1961), NDR (Becker, 1963;
Fenske, 1963), NSR (Fritzsche, 1956), Polsku (Hay, 196C;
Tropilo, 1967; Losifiski aj, 1972), Rumunsku (Tudoriu aj,
1958), Sovétském svazu (Remencovovié, 1959) a ve Svycarsku
(Roux a Bouvier, 1946; Burgisser, 1949). V nadich podmin-
kich se brucelézou zajicii zabyval predeviim NiZnansky (1956, 1958,
1962), ktery také v radé praci prispél zejména k otdzkiam bakteriologie
brucelézy. Klim3a (1965) a v posledni dobé Handl a Benes
(1974) vénovali pozornost predeviim epizootologickym aspektim této
choroby.

Z hlediska morfologie jen nékteré préce vynikaji rozsahem materidlu
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a kvalitou zpracovani. V tomto smyslu patii mezi stéZejni prace popis 15
ptipadii brucelézy u zajicli, ktery uvefejnili v Dansku Bendtsen aj.
(1956). Podrobny popis makroskopickych zmén v pocetnéjsim materidlu
uvadéji Burgisser (1949), Nizndansky aj. (1958), Fenske
(1963) a Tropilo (1967). Otazkami histopatologie brucelézy se za-
byval detailn€ Becker (1963).

Ulelem na3i prdace bylo porovnat nase vysledky s vysledky price
téch nemnoha autord, ktefi se zabyvali pfedeviim otidzkami morfologie
brucelozy zajici. Domnivame se, Ze nas relativné pocetnd sestava oprav-
nuje ke srovnani i k nékterym zavéram.

MATERIAL A METODY

Kasuistiku naseho sdéleni tvori 70 nami vy3etFenych p¥ipadi morfo-
logicky rozvinuté brucelozy zajici. V sestavé bylo 57 zvifat samiciho
pohlavi a 13 zvifat sam¢iho pohlavi. Material odebrany k histologickému
vysetfeni jsme fixovali v 10% formolu a zpracovali jej béZnymi histolo-
gickymi postupy. Histologické preparaty jsme barvili v hematoxylin eosinu,
podle Van Giesona a podle Grama. K prikazu vdpennych substanci jsme
pouzili metody podle Kossy, retikulinova vldkna jsme impregnovali podle
Gomoriho. Sarlachem R jsme barvili lipidy. Kultiva¢né jsme ovérili 43
piipady. Izolovali jsme zarodky rodu Brucella, které jeden z nas (P. V.)
blize identifikoval jako Brucella suis. O problémech bakteriologie pojed-
navame na jiném misté.

VYSLEDKY

U samic jsme vyS3etiili celkem 57 pripadi. Z hlediska topografického
rozloZeni zmén byl nejcastéji postizen pohlavni aparit (41X, tj. 71,9 %
viech vy3etfenych pfipadi u samic), nasledovala slezina (21X, tj. 36,8 %),
jatra 16X (28,1 %), plice 8X (14 %), podkoZi 6X (10,5 %) a mizni
uzliny 3X (5,3 %).

V pohlavnim aparatu byly dvoji zmény. Jednak to byly zmény va-
zané na délohu (18 pfipadi, tj. 31,6 %), jednak solitirni nebo ¢etna bru-
celozni uzlovitd loZiska uloZend v mesometriu a piedeviim v parametriu
(23 pfipady, tj. 40,4 %). V deviti pfipadech byl v luminu téla a rohu dé-
loznich (ve ¢tyfech p¥ipadech dosahovaly az sily tuzky) nédpadné vod-
naty, n€kdy mlééné zakaleny exsudat s ojedinélymi drobnymi vlotkami
zluté barvy. Sténa délohy byla poviechné zesilena, sliznice byla mohutné
piekrvend, ve dvou pfipadech byly v endometriu &etné drobné uzliky,
které se vyklenovaly pod sliznici. Druhym anatomickym typem zmén
souvisejicim s pohlavnim aparitem samic byly solitirni a Castéji Cetné
uzly uloZené predevsim p¥i Gponu parametria ke sténé roht déloznich,
méné€ Casté byly uzly v mesometriu (obr. 1). Né&ktera uzlovita loziska
byla na pohmat tuhd, jind byla konfluentni, v jejich obsahu byly mazlavé
nekrotické hmoty vzhledu syrovité nekrozy, sedozluté az Zlutozelené barvy.
Ve ctyfech pripadech uzly prostupovaly sténou délohy a ulcerovaly na
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sliznici. LoZiska v parametriu a mesometriu nebyla nikdy nalézana sou-
béZné s popsanou hydrometrou a mukometrou.

1. Uzlovita loziska bru-
celézy v mesometriu a
parametriu. Typicka je
lokalizace uzlli v para-
metriu pifi sténé déloz-
ni (Sipka)

P¥i hematogenni propagaci infekce byla z parenchymatéznich orgént
nejcastéji postiZena jatra a slezina. V jatrech byl anatomicky nélez pestry,
kolisal od fidkého, nepravidelného vysevu drobnych i vétsich uzlika 3pi-
navé zluté barvy az po izolované, solitirni nebo ¢ast&ji ¢etné uzly moru-
Sovitého vzhledu, které dosahovaly maximalné aZ velikosti 2 X 2 X 2 cm
(obr. 2). Uzly nebyly zfetelné opouzdiené a nejcastéji obsahovaly mazla-

mam EE
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2. Velkouzlovd forma s 0 s
brucel6zy jater S e e

vou, syrovitou hmotu zlutosedé az Zlutozelené barvy. Jen v nékterych
lézich byly syrovité hmoty pii periferii zahu$téné a v centru nekroticky
kolikvované. Jatra byla i pii velkouzlovych formach nezvétdend nebo jen
mirné¢ zvétsend, naproti tomu slezina byla v takovych pripadech mnoho-
nasobné zvétiena a rozméry lozisek syrovitych nekréz byly ve srovnani
s jaternimi lézemi podstatné veétsi.

Plicni zmény vyvolané brucelézou lezely témér vyhradné na kostédlni
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plose diafragmatickych lalokt. Loziska se plosné vyklenovala pod na-
pjatou pleurou a pfi jejich periferii byl ¢asto hemoragicky lem.

Uzlinové zmény jsme pozorovali jen ve tfech piipadech (5,3 %}).
Mistem lokalizace zmén byly mizni uzliny v panvi a mizni uzliny para-
aortdlni. Brucel6zou postizené mizni uzliny byly mnohonasobné zvétsené,
masivné zesyrovatélé, vytvafely rizZenec husté nakupenych uzli, nebo
splyvaly v paket. V jednom p¥ipad€ prostupovala brucelézni infekce z mo-
hutné zvétdenych miznich uzlin do kaudélnich partii pravé ledviny, kde
byl rozsahly vied prostupujici korou i dfeni ledviny do panvicky. V ji-
ném piipadé byly navic postizeny mizni uzliny bronchomediastinilni.

V Sesti pfipadech (10,5 %) byla zesyrovatéld, ojedinéld i Cetnd lo-
ziska brucelozy v podkozi. Nékdy jsme tato loZziska nalézali pfi genera-
lizovaném onemocnéni, jindy méla loZiska charakter izolovaného bruce-
l6zniho onemocnéni situovaného jen v podkozi.

Ve stejném Casovém obdobi jsme vy3etfili jen 13 pFipadit brucel6zy
u samct. V sedmi p¥ipadech (tj. 53,8 % v3ech piipadi celkem) byla posti-
Zena varlata, sedmkrat (53,8 %) byly zmény ve slezin&, pétkrit (38,5 %)
v jatrech, v jednom pfipadé bylo solitarni loZisko v podkozi a jednou
bylo relativné velké lozisko (5 X 4 X 4 cm) ovoidniho tvaru v mesenteriu.

V samcich pohlavnich organech se brucelézni zmény lokalizovaly
pfedevdim ve varlatech, méné Casté bylo postiZeni nadvarlat, pridatnych
pohlavnich Zldz, provazce semenného a nékdy se infekce propagovala
i do dutiny Sourku. V nasich pfipadech byla varlata postiZena oboustranné,
i kdyZz nékdy s riiznou intenzitou zmén. Varlata byla zpravidla mohutné
zvétsend, v nékterych pfipadech byla na fezné plo3e na misté parenchymu
jen homogenni, suchd, nekrotickd hmota 3edozluté nebo Sedozelené barvy
(obr. 3), v jinych pfipadech mély nekrotické hmoty vzhled syrovité ne-
krézy s tendenci ke zkapalnéni a tvorbé kaveren po jejich sekvestraci.
Obdobné, ale méné Casté byly zmény v pfidatnych pohlavnich Zlazach.
V jednom pfipadé jsme pozorovali totdlni nekrotickou kolikvaci celého
pohlavniho aparatu. Zmény v jatrech, ve sleziné a v podkozi byly v pod-
staté totozné s témi, které popisujeme u samic. LoZisko v mesenteriu do-
sahovalo velikosti slepi¢itho vejce a bylo masivné zesyrovatélé.

n
3. Totalni koagulaéni
nekréza parenchymu
o varlete
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HISTOLOGIE

Mikroskopicky obraz brucelézy zajici byl v nasich pfipadech do
znacné miry uniformni. Zakladem byl granulom, ktery v typické formé
tvorila ze zevnéjsku uzka, neékdy jen naznalenid vrstva lymfocytii, plazma-
tickgch bunék a fibroblastii. K této periferni zoné pfiléhala smérem do-
vnitf souvisld vrstva histiocytli se svétlymi okrouhlymi, ovoidnimi ¢i pro-
tahlymi jadry a vcelku objemnym, lehce eosinofilnim a jemné granular-
nim plazmatem (obr. 4, 5). V tzké vrstvicce prtiléhajici k nekroze mély

4. Brucelézni histiocy-
tdrni granulom s cent-
ralni nekrézou, Na pe-
riferii granulomu je uz-
ky lymfoplazmocytarni
lem. HE, 150X

5. Histiocytarni vrstva
téhoZ granulomu ve vét-
Sim zvétSeni. Histiocyty
maji svétla jadra a leh-
ce eosinofilni, jemné
granularni plazma. HE,
400 X

nékteré histiocyty vzhled lipofagli s pénitym plazmatem, které v Sarlachu
obsahovalo hojné kapénky lipoidi (obr. 6). V nékterych granulomech se
histiocyty vyznalovaly zna¢nou jadernou variabilitou, v jinych byla jadra
histiocytli vysunuta na periferii bunék. Centralni partie granulomatéznich
struktur prostupovala loziska nekréz skladajicich se z homogennich ne-
krotickych hmot, ¢asto s ndpadné malou pFimési jaderného detritu (obr. 7).
V nekroziach byly hojné kapénky lipoidi, kterych pfibyvalo smérem
k histiocytarni vrstvé, pfi které kapénky tuku vytvifely Casto souvisly
lem. V né&kterych milidrnich uzlicich v jatrech, ulozenych bez jakékoli
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6. Drobné Kkapénky li-
poidl v plazmatu histio-
cytu ulozenych v gra-
nulomech pifi nekroze.
Sarlach R, 400X

topografické lokalizace, nekr6za chybéla, nebo byla jen naznaceni po
nekrotické preméné centralné ulozenych makrofigi. Pyogenni slozka byla
v bruceléznich granulomatéznich strukturach napadné mala. Neutrofily
se vyskytovaly v granulomech jen ojediné€le, nebo zcela chybély. Eosino-
filni leukocyty se vyskytovaly ve viech vrstvach granulomi s nevelkou
periferni fibrotizaci. Naopak ndpadné maélo eosinofild bylo v dobfe
opouzdfenych granulomatéznich strukturdch. Impregnaci lze v nekrézich
prokazat ¢asto dobfe zachovalou sit retikulinovych vlaken. Jen v nékterych
pfipadech byla v histiocytarni z6né granulomatéznich struktur primés
obrovskych, vicejadernych bunék Langhansova typu (obr. 8). Vyraznéjsi
fibrotizaci aZ jizveni jsme pozorovali jen v nékterych pfipadech, a to
vyhradné ve varlatech a v bruceléznich lézich v parametriu a mezometriu.
V t&chto lézich jsme také nalézali depozita vipenatych soli v centrdlnich
partiich nekréz. V jatrech a ve sleziné bylo pro vétsi léze typické splyvani
cerstvych lozisek s lozisky starSimi pii postupu chorobného procesu do
okoli s nevelkou tendenci k fibréznimu opouzdieni. Ve varlatech jsme
v méné pokrocilych zménach pozorovali sifeni infekce porogenni cestou.
Ve vysetienych délohach byl nédlez granulomatézniho zdnétu endometria
vyiimkou, a to jen v t&ch pfipadech, kde se parametridlni uzlovita lo-

7. Amorfni nekrotické
hmoty s ndapadné ma-
lou primési jaderné drti
ve vétsi bruceldzni ja-
terni 1lézi. HE, 200X
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8. Vicejaderné obrovské
elementy typu Langhan-
sovych bunék v histio-
cytarni z6né granulomu.
Histiocyty maji tmava,
pleomorfni jadra vysu-
nutd na periferii bunék.
HE, 200X

Ziska provalila na sliznici. V ostatnich p¥ipadech, v¢etné pfipadii s hydro-
metrou a mukometrou, 3lo o nespecifickou, chronickou endometritidu se
zanétlivym infiltratem ve sliznici pod epitelem sloZzenym pievazné z lym-
focytit a plazmatickych bunék.

DISKUSE

V nasich pripadech méla brucel6za zajicii vyvolani zarodky Brucella
suis charakter chronického, prevazné lokalné progredujiciho onemocnéni,
u obou pohlavi se zietelnou prevahou zmén v pohlavnim aparatu. Mikro-
skopickou podstatou zmé&n byly histiocytdrni granulomatézni struktury
s nekr6zou kase6zniho typu. V. makroskopickém nilezu byla pro bruce-
l6zu parenchymatéznich organt zajicti typickd rozsédhla loziska zesyro-
vaténi s nevelkou tendenci ke zkapalnéni nebo k inspizaci a kalcifikaci
nekrotickych hmot.

Porcinni brucel6za zajici ma pii bé€Zné prichdzejicim protrahovaném
pribéhu fadu morfologickych podobnosti s tuberkul6zou, jak upozoriuje
Becker (1963). V diferencidlni diagnéze povaZujeme za nutné pii bru-
cel6ze zajicli zddraznit bunéfnou i jadernou variabilitu histiocytii v gra-
nulomech, prevazné karyolyticky nekroticky rozpad bunéinych elementd,
jak o tom sv&d¢i napadné mald pfimé&s jaderné drti v nekrdze a konstantni
vyskyt eosinofili v nepfili§ vyrazné opouzdienych granulomat6znich
strukturdch. Také nélezy obrovskych, vicejaderngch elementd typu
Langhansovych bunék nebyly v naSem materidlu nijak Casté, i kdyz je
tfeba poznamenat, Z¢ Bendtsen aj. (1956) a Becker (1963) je
nalézali v bruceléznich granulomech bézné.

Nase nalezy jsou co do anatomického rozloZeni zmén do zna¢né miry
podobné popistim, které uvadéji Bendtsen aj. (1956). P¥i hemato-
genni propagaci brucelézy jsou ndpadné Casto postiZena jatra a slezina,
coz souhlasi s vysledky experimentilnich studii, ve kteryjch Braude
a Spink (1951) prokizali prvofady vyznam elementi RES v jatrech
a ve slezin€ p¥i obrané organismu proti brucel6zni infekci. V Z4dném
pfipadé jsme nezjistili brucelozni zmény ve vajeénicich, jak je popisuiji
NiZndnsky aj. (1958) a Klim3§a (1965). V souhlasu s Fen-
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skem (1963) jsme pozorovali predilekci plicnich zmén pfi bruceléze
pfevazné na kostilni ploSe diafragmatickych lalokii.

K sifeni brucelézy lymfatickou cestou nedochazi pravépodobné pfilis
Casto, soudé podle ne prili§ Castych popisti uzlinovych zmén. V nasich
piipadech u samic jsme celkem vzdcné pozorovali masivni zesyrovaténi
miznich uzlin v panvi a v miznich uzlinich paraaortidlnich a myslime si,
ze k 3ifeni uzlinového procesu dochazelo spise per continuitatem z loZisek
brucelézy v mesometriu. To by také mohlo v nasem materidlu vysvétlit
absenci takto lokalizovanych uzlinovych zmén u samcu.

Zvlasté vyznamny a do zna¢né miry typicky je makroskopicky nilez
v pohlavnich orginech. U samcii ma bruceloza raz izolované, ale progre-
sivni orchitidy, p¥i které tkan varlat nahrazuje zahusténa amorfni hmota
suchého vzhledu, popfipadé varlata podléhaji totalni nekrotické kolikvaci.
U samic je pozoruhodnd ndpadné ¢astd pfitomnost solitdrnich nebo cet-
nych bruceléznich uzlovitych lozisek v mesometriu a zvlasté typicka je
jejich lokalizace v parametriu pfi délozni sténé&, kde jen zifidka ulceruji
na sliznici. Lze soudit, Ze tato loZiska vznikaji pFestupem infekce ze za-
nétu v déloze a zlistivaji zdrojem infekce. Zda se, Ze tato loZiska jsou
pro brucelézu zajicti typickd. Je zajimavé, Ze na jejich ndpadné cCasty
vyskyt upozoriuji jen Bendtsen aj. (1956), ktefi jim prikladaji velky
vyznam v diferencidlni diagnéze od pseudotuberkulézy a stafylokokoézy.

Souhlasime s Beckerem (1963), ktery upozorfiuje na nehnisavy
charakter brucelézniho granulomatézniho zédnétu. Z nespravné predstavy
o pyogennim charakteru téchto zmén pak vyplyvaji chyby v pouzivané
nomenklatuie, které jsou pravdépodobné vysledkem neznalosti mikrosko-
pické podstaty zanétlivého procesu pfii bruceléze zajicti.

Podékovani: Za technickou spolupraci dékujeme P. Milaé¢kovi.
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Doslo dne 8. 7. 1975

BUTOBEL, H., BJIAIOUK II, 3ATOPX 3., CJIABEl B. (locynapcTBeHHEIH BeTepHHADHBIL
ancruryr, Yecks Byneitosmus; Paitommsiil BerepuHapHpiii nynkt, Ilucex, Uexocnosakus). Mop-
donornueckoe naygenne 70 cayuaes Gpyueninesa saiines, BhsBanHOTO 3apomsnuamMm Brucella suis.
Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 359-368, 1976.

Omnucpiaercs 70 cnyuaes MOpOOTHUecKH pasBUTOro Gpynensesa saiiues. 25 M3 HUX nposeps-
AMCh TIPM NIOMOUIM KyJIBTHBALIMM, a HOcHTeneM 6min ycranosnen Brucella suis. ¥ camok wusy-
uanocs 57 cnyuaes, y cammos 13 caydaes. Bpyienses saiines OTHuajcs XPOHHYHOCTBIO, 3aMeT-
HOJf JIOKaJILHOM TIporpeccmeif M mpeofiamaHmeM IAaTOJOTHYECKHMX M3MEHEHMiH B IOJOBOM amapare
y oboux noyos. Y caMuOB u3MeHeHMs Habiiolanuch OpeXie BCero B CeMEHHMKAaXx. Y caMOK
nabmonanucs OCOGEHHO THUMMUHEIE Y3J0BaThle, CONMTApHBIE M MHOTOYMCJIEHHBIE OYarM B Iapa-
MeTpMM y BJATaJHIIHOM credsl. IIpuM reMaTOreHHON mnpomaradne Opylesnsesa waule BCero mnopa-
Kanuch TeYeHb M CeJle3eHKa, The ObIM YacTo BechbMa KpPyNHbIE Y3JBl ¢ HENPAaBUJIBHBIMH KpaAMH,
KaK [0CJIencTBHe pOCTA O4aroB M NO3HUUH. MHKPOCKONHMYECKOH CyIIHOCTbIO Opyllesse3HbIX HaMe-
HeHMH ObUIM TPaHYJNOMBl TMCTHOLMTAPHOIO XapaKTepa ¢ sBHO HeGOJBIIMM IITMOTE€HHBIM KOMIOHEH-
%“OM, NpPONHTAHHBIE HEKPO30OM KaseMHHOro Tuma, 6oraTeiM Ha nununsl. IIo cpaBHeHHIo ¢ TyBepky-
71e3oM B 6pylesnesHOM BOCHAJeHMH y 3allleB 3aMeTHAas KJETOYHAA W sANepHas HM3MEHYMBOCTH
't THCTOOLMTAPHOM CJO€ TPAaHYJOMOB, B GOJBIIMHCTBE CIyJaeB Ppa3OXEHHE OJIEMEHTOB KIETOK,
4acToe IOABJEHHE S03MHOPUIIOB M HeperyJgpHOe IOSABJEHHE KDPYNHBIX MHOTOAIEPHBIX 3JEeMEHTOB
1una kaerok JlaHraHcoHa.

sanu; 6pyuennes; Brucella suis; rpanynoma

VITOVEC J., VLADIK P., ZAHOR, Z., SLABY V. (State Veterinary Institute, Ceské
Budéjovice; District Veterinary Station, Pisek, Czechoslovakia). Morphological Study
of 70 Cases of Brucellosis of Hares Caused by the Germs of Brucella suis. Vet.
Med. (Praha) 21 (6) : 359-368, 1976.

Seventy cases of morphologically developed cases or brucellosis in hares are des-
cribed. Twenty-five of the cases were tested by the cultivation methods and the
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causative agent was identified as Brucella suis. In females the authors found 57
cases, in males 13 cases. Brucellosis of hares was characterized by a chronical
course, by a conspicuous local progression, and by a predominance of pathological
changes in the reproductive organs of both sexes. Males showed changes mainly
on testes. Nodal, solitary as well as multiple lesions in the parametrium near the
uterine wall were particularly typical of females. The hematogenous propagation
of brucellosis affected mostly liver and spleen, frequently showing conspicuously
large nodes with irregular sides resulting from the growth of the deposits through
apposition. The microscopic basis of the changes due to brucellosis was represented
by granulomas of histiocytic character with a conspicuously small pyogenic compo-
nent penetrated by necrosis of a caseous character, rich in lipoids. In comparison
with tuberculosis, the brucellosis inflammation in hares shows a conspicuous cel-
lular and nuclear variability in the histiocytic layer of granulomas, prevalent ca-
ryolytic disintegration of cellular elements, frequent finding of eosinophiles, and
mnon-constant occurrence of giant multinuclear elements of Langhans cell type.

‘hare; brucellosis; Brucella suis; granuloma

VITOVEC J.,, VLADIK., ZAHOR Z. SLABY V. (Staatliche Veterindranstalt, Ceské
Budéjovice; Kreisveterindreinrichtung, Pisek, Tschechoslowakei). Morphologische
Untersuchungen von 70 Fdllen der von Brucella-suis-Erregern verursachten Brucel-
lose bei Hasen. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 359-368, 1976.

Es werden 70 Fille einer morphologisch entwickelten Brucellose bei Hasen be-
schrieben. Davon wurden 25 Félle durch Kultivierung iiberpriift und der Erreger
als Brucella suis identifiziert. Bei Hasenweibchen wurden 57 Fille, bei Hasen-
méannchen 13 Fille verfolgt. Die Hasenbrucellose wies eine Chronizitdt, auffallende
lokale Progression und ein Ubergewicht pathologischer Verinderungen im Ge-
schlechtsapparat bei beiden Geschlechtern auf. Die Hasenménnchen zeigten Verdnde-
rungen vor allem in den Hoden. Bei den Hasenweibchen ‘wurden besonders typische
knotenférmige, solitdre und vielfaltige Herde im Parametrium an der Gebirmutter-
wand festgestellt. Bei der hdmatogenen Propagation der Brucellose wurden am
haufigsten die Leber und die Milz betroffen, wo héufige, auffallend grofie Knoten
mit unregelmifigen Rdndern als Folge des Wachstums der Appositionsherde vor-
gefunden wurden. Bei der mikroskopischen Untersuchung der brucellésen Verién-
derungen wurden hauptsidchlich Granulome histiozytéiren Charakters mit einer auf-
fallend kleinen pyogenen Komponente, die von einer reichlich mit Lipoiden durch-
setzten Nekrose des Kaseotyps durchdrungen war, festgestellt. Im Vergleich zur Tu-
berkulose fillt bei der brucellésen Entziindung bei Hasen die Zellen- und Kern-
-Variabilitdt in der histiozytiren Granulomschicht, der vorwiegend kariolytische
Zerfall der Zellelemente, der hdufige Befund von Eosinophilen und das unkonstante
Auftreten von riesigen, mehrkernigen Elementen des Typs der Langhanschen
Zellen auf.

Hase; Brucellose; Brucella suis; Granulom
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POROVNANIE CITLIVOSTI REAKCIE VAZBY KOMPLEMENTU
A LATEXFIXACNEHO TESTU PRI DOKAZE MIGRACNEJ FAZY
ASKARIDOZY (ASCARIS SUUM) U NESPECIFICKEHO HOSTITELA

M. Benkova, Z. Boroskova

Helmintologicky ustav SAV, KoSice

BENKOVA M., BOROSKOVA Z. Porovnanie citlivosti reakcie vdzby komple-
mentu a latexfixéného testu pri dokaze migraénej fdzy askaridézy (Ascaris
suum) u medpecifického hostitela. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 369-373, 1976.
Autori porovnali citlivosf reakcie vizby komplementu a latexfixa&ného testu
pri dokaze migraénej fazy askaridézy u neSpecifického hostitela (kralika). Zisti-
1i vadsiu citlivost latexfixaéného testu v priemere o hodnotu jedného riedenia
geometrického radu.

reakcia vdzby komplementu; latexfixaény test; migra¢nd faza askaridézy;
kralik

Dokaz migratnej fazy askaridozy u o3ipanych pomocou sérologickych
reakcii sa v nadich podmienkach zatial nerobi, aj ked ma svoj prakticky
vyznam pri diferencidlnej diagnostike rdznych ochoreni. Savisi to tak
s kvalitou Souiitého antigénu, ako aj s volbou vhodnej sérologickej reakcie.

V predkladanej prici sme porovnali citlivost reakcie vazby komple-
mentu a latexfixa¢ného testu pri dokaze migra¢nej f4zy u experimentilne
invadovaného nespecifického hostitela.

MATERIAL A METODA

Antigén sme pripravili z invaznych lariev Ascaris suum, ktoré sme
ziskali inkubdciou vajitok helminta v experimentdlnych laboratérnych
podmienkach podla Costella (1961). Invdzne larvy, izolované od
vajetnych obalov metédou Haskinsa a Weinsteina (1957), sme
destruovali ultrazvukom po dobu 40 mindt pri intenzite 18—19 W cm~2.
Ako vlastny antigén sme pouzili supernatant ziskany centrifugovanim
suspenzie dezintegrovanych lariev. Antigén obsahoval 500 mikrogramov
bieﬁcovin na 1 ml

20 krélikov (¢incily oboch pohlavi o hmotnosti 2,5—3 kg) sme roz-
delili do 3tyroch skupin. KaZda skupinu sme invadovali perordlne sondou
roznymi davkami invaznych vajitok A. suum (150, 15C0, 50 000, 100 00O
vajitok na 1 krdlika). Pred pokusom sme vietky zvieratd vysetrili na
pritomnost protilatok vo¢i antigénu z invaznych lariev A. suum, ako
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aj koprologicky. Do pokusu sme zaradili len tie zvieratd, u ktorych bola
vylacend prirodzend helmintézna invéazia a ktoré pred nakazenim nedi-
vali pozitivnu sérologicka reakciu. Vybrané skupiny zvierat boli pred po-
kusom 14 dni pozorované v karanténe.

Od zvierat sme odobrali vzorky krvi 3., 7., 11, 17., 24, 31, 38,
45., 52., 59., 66., 74. a 81. denl po invazii. Séra ziskané od krilikov jed-
notlivych skupin sme zmiesali.

Protildtky v sére sme zistovali reakciou vidzby komplementu (RVK)
podla Deschiensa a i. (1961) a latexfixatnym skimavkovym testom
(LET) podla Fischmana (1960) pre vySetrenie echinokokézy, ktory
sme upravili pre pouzitie v sérologickej diagnostike askaridézy. V LFT
sme pouzili zakladna latexova suspenziu o velkosti polystyrénovych castic
0,81 u (Imuna, n. p., Sari§ské Michalany).

Za pozitivnu kontrolu v sérologickych reakcidch slazili hyperiminne
séra, ktoré sme pripravili imunizaciou krélikov larvalnym antigénom sché-
mou podla Cermana (1974).

Na preverenie 3pecificity antigénu sme robili so sérami proti anti-
génu z invaznych lariev Ascaris suum skrizené reakcie s pouzitim anti-
génov z inych druhov helmintov, a to z lariev Trichinella sgiralis, 40)
skolexov Echinococcus granulosus (Cerman a i, 1967; Cerman,
1974) ako aj s antigénom z pohlavne zrelych Fasciola hepatica (Grund-
lach, 1971).

VYSLEDKY

Krivky dynamiky protilatok, hodnotené uvedenymi sérologickymi
reakciami, mali paralelny priebeh. Malé rozdiely (o hodnotu jedného rie-
denia geometrického radu) sme pozorovali v prospech latexfixaéného testu,
¢o je znazornené na obr. 1.

Objavenie sa prvych protilatok sme zaznamenali u vietkych skupin
invadovanych kralikov treti den pomocou obidvoch sérologickych reakcii.
Titre protildtok viak v tomto ¢ase dosahovali nizke hodnoty (1:1, 1:2).
Je to v zhode s adajom Taffisa (1964), na rozdiel od inych autorov,
ktori pozorovali prvé protilaitky v neskorSom obdobi (Dalin, 1961;
Zapart, 1970).

Maximdalne hodnoty protilatok sme obidvoma reakciami zaznamenali
24. defl po invazii, a to v RVK 1:64 a LFT 1:128. V dalsom mala krivka
produkcie protilatok, hodnotena obidvoma séroreakciami, paralelny prie-
beh. Rozdiel hodnoty jedného riedenia geometrického radu bol v prospech
LFT az do 66. dia po invazii, ked obidve reakcie vykazovali zhodné vy-
sledky — spolo¢na vysku titrov 1:2, ktoré sa udrzali az do skondenia
pokusu, t.j. do 120. diia u v3etkych skupin zvierat. Pri najnizsich invéaz-
nych davkach (150, 1500 vaji¢ok na kralika) sme protilatky obidvoma
sérologickymi reakciami v celom priebehu dokazovali len v nizkych hod-
notach (titre 1:1 — 1:8).

Vyska preukaznych titrov protilitok bola priamo tumerni velkosti
invaznej davky, ¢o bolo dokazané tak inymi autormi (Taffs, 1964),
ako aj v naSej predchadzajicej praci (Boroskovi a i, 1974).

V pokusoch krizovych reakcii s pouzitim RVK a LFT sme zistili, Ze
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antigén z invaznych lariev A. suum je do tej miery 3pecificky, Ze nediva
pozitivne reakcie ani so sérami krilikov imunizovanych antigénmi z inych
druhov helmintov (z lariev Trichinella spiralis, zo skolexov Echinococcus
granulosus), ani s antigénom z pohlavne zrelych Fasciola hepatica.

128
64
32

16

Reciprocné hodnoty titrov protildtok
©

Invdzia

S5 53 741 17 24 37 38 45 52 50 66 74 20

Dni poinvazii

1. Porovnanie citlivosti latexfixaéného testu (LFT) a reakcie vdzby komplementu
(RVK) u kralikov (¢in¢ily) experimentédlne invadovanych 50000 vajickami Ascaris
suum na 1 kralika
— — — LFT

RVK

DISKUSIA

Diagnostika postinvdznej — migratnej fazy askaridozy oSipanych je
zatial tazko stanoviteln4, pretoze sa ochorenie nedd rozpoznat ani klinicky
ani koprologicky. Kozné alergické testy (JersSov a i, 1953; Burdje-
lev a Anikjejev, 1971) a precipitatna reakcia na Zivych larvach,
pouzivané ako v humadannej, tak aj vo veterinarnej medicine (Lejkina,
1953), nenadobudli vicsi prakticky vyznam pri diagnostike v€asného 3ta-
dia skrkavditosti o§ipanycﬁ. Obe reakcie su citlivé. aviak nie dostatone
Specifické a spolahlivé (Naumyceva, 1964; Sichobalova a Lej-
kina, 1966).

KedZe helmintézne ochorenia st alergozy (Jer3ov, 1966), nec-
moZno nespomenut nebezpecenstvo patologickych symptémov pri kazdych
alergickych testoch. Aj krizové reakcie Casto komplikuji vysledky. Preto
sa pri imunodiagnostike helmint6z uplatiiuji zvicsa klasické sérologické
metédy (Sichobalova a Lejkina, 1966).

Vysledky na3ich pokusov ukazali, Ze latexfixainy test, v porovnani
s reakciou vdzby komplementu, je pri dokaze migrainej fazy askaridozy
u nedpecifického hostitela citlivejsi v priemere o hodnotu jedného riedenia
geometrického radu. U obidvoch séroreakcii zavisia vysledky od kvality
pouZzitého antigénu. Za vhodny pre obidve sérologické reakcie povaZujeme
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antigén pripraveny z lariev in vitro, lebo v porovnani s antigénom z po-
hlavne zrelych askarid spltia v3etky predpoklady citlivého antigénového
materidlu, ktory neobsahuje litky hostitelského povodu (Boroskova
a i, 1974). Je Specificky do tej miery, Ze neddva krizové séroreakcie s he-
terolognymi antigénmi (E. granulosus, T. spiralis, F. hepatica). To v3ak
vyZzaduje hlbsiu analyzu a porovnanie s antigénmi aj z inych druhov
helmintov parazitujicich na oipanych.

I ked je latexfixalny test v porovnani s reakciou vizby komplementu
technicky naro¢ny a o niefo citlivejsi, jeho pouzZitie pri v€asnom rozpo-
znavani postinvdznej — migralnej fazy askaridézy je potrebné preverit
na 3pecifickom hostitelovi. Dovodom k tomu je Casty vyskyt zmie3ane;j
invazie u odipanych, ¢o zna¢ne komplikuje akykolvek diagnosticky postup.
Tato skutofnost stvisi s antigénnou pribuznostou systematicky blizkych
helmintov (Kent, 1963).

Nage experimenty na ne3pecifickych hostiteloch slazili len ako mo-
delovy pokus pre jeho eventudlnu aplikiciu v terénnej praxi, kde skrkav-
Citost o3ipanych spdsobuje este stile znalné, i ked nepriame narodohospo-
darske straty. Predmetom nasej dalSej prace bude preskusat citlivost oli)i-
dvoch met6d u prirodzene a experimentdlne invadovanych o3ipanych.

Podakovanie: Za poskytnutie antigénov ako aj za cenné konzultdcie pri préci
dakujeme MUDr. J. Cermanovi z Helmintologického ustavu SAV v KoSiciach.
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BEHKOBA M., BOPOLIKOBA 3. (TIeasMuntonoruueckuit uncturyr CAH, Kommume, Uexocno-
sakus). CpaBHeHHe BOCIPDHMMMYHMBOCTH y peaKIHH CBASH KOMIIEMEHTA H NATEKCPHKCAIMOHHOTO
TecTa NIPH BBIABNEHMM MHrpauuonHoir dassl ackapumosa (Ascaris suum) y Hecnenudmueckoro
xo3auna. Vet, Med. (Praha) 21 (6) : 369-373, 1976.

ABTOpHI CpaBHMBAJXM BOCIPHMMYHMBOCTH PEaKLMM CBA3M KOMILIEMEHTa JaTeKCPUKCAllMOHHOrO TecTa
NpH BEIABJEHHM MUTPAITHOHON ¢aksl acKapuuosa y Hecnemuuueckoro xosauna (xponuka). Beina
yCTaHOBJIEHA BBHICOKAast YYBCTBUTEJBHOCTH JIaTeKCOUKCAIIMOHHOTO TecTa, B CpeiHeM BHINE HA Be-
JUYHHY ONHOTO pasbaBieHHs IeOMETPUYECKOro psna. :

PeaKiMs CBA3W KOMILIEMEeHTA; JaTeKCPHKCAITHOHHBII TecT; MATPalHOHHAaA $asa acKapuuosa; KpOIMK

BENKOVA M., BOROSKOVA Z. (Helminthological Institute of the Slovak Academy
of Sciences, Ko$ice, Czechoslovakia). Comparison of the Sensitiveness of the Comp-
lement-Fixation Reaction and Latex-Fixation Test in the Demonstration of a Migra-
tion Phase of Ascariasis (Ascaris suum) in a Non-Specific Host. Vet. Med. (Praha)
21 (6) :369-373, 1976.

The authors compared the sensitiveness of the complement-fixation reaction and
the latex-fixation test in the demonstration of a migration phase of ascariasis in
a non-specific host (rabbit). The sensitiveness of the latex-fixation test was higher by
the value of one dilution of the geometric series, on an average.

complement-fixation reaction:; latex-fixation test; migration phase of ascariasis:
rabbit

BENKOVA M., BOROSKOVA Z. (Helminthologischer Institut der Slowakischen Aka-
demie der Wissenschoften, Kosice, Tschechoslowakei). Vergleich der Sensibilitit der
Komplementbindungsreaktion wund des Latexfixationstestes beim Nachweis der
Migrationsphase der Askaridose (Ascaris suum) beim unspezifischen Wirt. Vet. Med.
(Praha) 21 (6) :369-373, 1976.

Die Autoren verglichen die Komplementbindungsreaktion und den Latexfixations-
test vom Gesichtpunkt der Reaktionssensibilitdit beim Nachweis der Migrations-
phase der Askaridose beim unspezifischen Wirtstier (Kaninchen). Es wurde eine
groBere Sensibilitdt des Latexfixationstestes, und zwar durchschnittlich um den
Wert einer Verdiinnung der geometrischen Reihe festgestellt.

Komplementbindungsreaktion; Latexfixationstest; Migrationsphase der Askaridose;
Kaninchen
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IMUNOEPIZOOTOLOGICKA STUDIE OVCI TOXOPLAZMOZY

D. Arnaudov, V. Kozojed, J. Jira, L. Stouraé

Veterindrni ustav Bulharské akademie zemédélskych véd, Plovdiv
Parasitologicky istav CSAV, Praha

ARNAUDOV D., KOZOJED V., JIRA J., STOURAC L. Imunoepizootologickd
studie ovéi toxoplazmézy. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 375-384, 1976.

Autori vySetrili neprimou hemaglutinaéni reakeci na toxoplazmézu (NHR)
698 ovci, chovanych na nékolika lokalitdch v Bulharsku. Z nich reagovalo
celkem 217 (= 31,1Y%) pozitivné. U zmetajicich ovei byl vyskyt pozitivity vy-
znamné vy$si (43,3%,) neZ u ovei s normdlnimi porody (21,09%,). Ovce z hor-
skych oblasti vykéazaly vyznamné vyS$si pozitivitu (40,3%) neZ z niZinnych
oblasti (18,3 %). Ze Sesti zmetanych plodu byly izolovany tfi cystogenni kmeny
Toxoplasma gondii. Ze 493 ovci vysetfenych v CSSR reagovalo 33,39, pozi-
tivné v nepiimé hemaglutinaéni reakci, 29,79, v nepiimé fluorescenéni reakeci
a 11,6 9%, v mikroprecipitaéni reakci v agarovém gelu. Je upozornéno na epi-
zootologicky a ekonomicky vyznam studia ové toxoplazmézy.

toxoplazmoéza; aborty u ovei; toxoplazmové protilatky

Hartley aj. popsali v r. 1954 dosud nepoznanou chorobu posti-
hujici ové¢i plodové blany, kterou prozatimné nazvali New Zealand Type II
Abortion. Jako pFitina aborti u ovci, provazenych charakteristickymi ne-
krotickymi lozisky ve fetdlnich kotyledonech, byla pozdéji poznina toxo-
plazmo6za. Tato nikaza se podilela na perinatilni mortalité v australské
oblasti v 10 aZ 15 i vice procentech (Hartley a Marshall, 1957).
V mozcich plodii byla pfitomna Cetna nekrotickd loZiska, vyskytujici se
i v jatrech, plicich a v srdci (Hartley a Kater, 1963). Vy3si inci-
dence nakazy byla v podzimnich a zimnich mésicich (Hartley, 1966).
Nakaza se objevovala jak u ovci ustdjenych, tak i pasenych (Hartley
a Moyle, 1968). Z dalgich badatelii pracujicich v této oblasti popsal
epizooticky vyskyt abortii u ovci v Queenslandu Osborne (1959).
Cook (1961) stanovil dye testem toxoplazmové protilatky u 5,6 % z 485
ovci. Nakaza byla Castéjsi v oblastech s vy33imi srazkami.

Dal3i oblasti intenzivniho vyzkumu ovéi toxoplazmézy, po¢inaje ro-
kem 1957, byla Anglie, kde Beverley a Watson (1959) ukazali,
ze Toxoplasma neni jen neSkodny komenzédl. U ovci v Yorkshire, které
zmetaly z tzv. nezndmé pficiny, byly nachédzeny vy3si titry toxoplazmo-
vych protilatek. Toxoplazmoza se vyskytovala v epizootiich piisobicich
zmetdni ovci. Parazit byl izolovan v 21 pfipadé z 31 mozku zmetanych
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jehniat a v 11 pfipadech z 20 vy3etfenych placent. (Z nevhodné konzervo-
vaného materidlu byl zachyt niz3i.) Jiny patogen nez Toxoplasma tu nebyl
zjisttn (Watson a Beverley, 1971). Incidence nédkazy kolisala
podle farem (Beverley a Watson, 1962). Na pokusnémn zikladé
zjistili Watson a Beverley (1971), Ze ndkaza v poloviné biezosti
mé za néasledek onemocnéni plodu a zmetdni v 50 % ptipadi. V pozdéjsi
dobé bfezosti pak k uhynuti plodu nedochazi. U infikovanych jehnat jsou
pfitomny protilatky, které maji pozdé€ji jesté¢ vzestupnou tendenci. Ovce
jsou rezistentni proti reinfekci a jejich dalsi jehnata jsou zdrava.

Na americkém kontinentu se patologii a prevalenci ovéi toxoplazmézy zabyvali
Cole aj. (1954), Hulland a Tobe (1961), McIlwain (1969) a jini. Z rady
dalsich autort zabyvajicich se prevalenci toxoplazmézy u ovei uvadime: jako prvni
v SSSR Sevkunova aj. (1961) stanovili, ze 27,59, zdravych ovei v Kalininské
oblasti ma komplementfixaéni protilitky. Golosov (1968) v Kazachstanu stanovil
komplementfixaéni reakei (KFR) pramérné nakazeni ovei v 18,39, (vySetfeno 6568
sér) a izoloval nékolik kment Toxoplasma gondii. Rachimov aj. (1971) zjistili
KF protilatky u 7,49, ovei vySetfenych v Uzbekistanu, Berdyev (1972) u 7,8%,
v Turkmenské SSR, Jermakova (1974) také v Uzbekistanu zjistila KF protilatky
u 13,29, jednoletych az dvouletych oveci, Melnik (1974) na Ukrajiné u 27,5 =
= 2840/, ovei. Elias aj. (1963) v Temesvaru zjistili protilatky dye testu u 51,9 9/,
ze 154 brezich a zmetajicich ovei a u 44,59, ze 137 kontrolnich ovei. Roever-
-Bonnetova (1963) zjistila protilatky dye testu v titru 16 a vyssim v 88,69,
ze 175 ovei z raznych oblasti Holandska. Janitschke aj. (1967) v Zapadnim
Berliné stanovili pokusy na 50 jateénych ovcich pozitivitu dye testu v 889, KFR
v 299, a izolovali z tkéni branice Sest kment Toxoplasma. Gill a Prakash
(1970) v Indii stanovili hemaglutinaéni protilatky u 9,0 %, z 488 vySetfenych jate¢nich
ovei. Punke aj. (1972) vySetfili v Berlind 101 jate¢nou ovei, u 64,49, stanovili
dye testem pritommost protilatek, ale z 65 pozitivnich sér mélo pouze 26,29, proti-
latky vazici komplement. Maronpot a Botros (1972) zjistili fluorescenéni
reakei v Egypté 129, pozitivnich kust z 389 ovci.

V Bulharsku se jako prvni zabyvali toxoplazmézou domaécich zvirat
vietngé ovei Angelov aj. (1957) a zjistili u 2,9 % vySetfenych ovci
pozitivni koZni alergickou reakci. Arnaudov (1972) upozornil v r. 1972
na etiologii zmetdni domaécich zvifat a izoloval kmen Toxoplasma gondii
ze zmetaného jehnéte. Arnaudov (1974) déle referoval o nilezech
pozitivity precipitaéni reakce — z 1150 vy3etfenych ovei bylo 28,4 %
pozitivnich. Donev (1972) zjistil pozitivni KFR u 31,5 % z 968 ovci.
Na farméch, na kterych se vyskytovalo zmetani, bylo 41 %, na farmich
bez abortii 30,8 % pozitivnich reagentd.

V Ceskoslovensku nachdzime soubornou zpravu o vysledcich vysetieni
ovci na toxoplazmézu v publikaci Kouby aj. (1974). Ve vy3etfenych
souborech byly pozitivni: v 77,4 % dye test, v 25,9 % KFR, ve 27,9 %
agarova precipitace a ve 13,0 % izolatni pokus. Catar (1974) podal
zpravu o vysledcich vy3etfeni 429 ovci na Slovensku, z nich mélo 26,3 %
pozitivni KF protilatky. Izolaéni pokus byl pozitivni v 10,6 % z 86 vy-
etfenych.

Podle odhadu piisobi toxoplazméza v Anglii 9,5 az 21,0 % aborto
ovci, coz ma za nésledek ztraty 50 aZ 125 tisic jehnat rotné (Bever-
ley, pisemnd zprava). Tato z ekonomického a epidemiologického hle-
diska zavazna fakta nas vedla k tomu, abychom nejprve studovali preva-
lenci toxoplazmézy ovci na riiznych lokalitdich v Bulharsku a Ceskoslo-
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vensku. Dal3im na3im cilem bylo poznat, jak se tu toxoplazméza podil
na zmetani ovci. Konefné jsme se pokusili analyzovat né&které faktory,
které ptisobi na mechanismy 3ifeni nakazy.

MATERIAL A METODA

V letech 1972 aZ 1974 bylo sérologicky vysetfeno 1091 ovci. Slo vesmés
o ovce pasené. Séra testovand v Bulharsku, celkem 698 vzorkd, byla ode-
birdna pracovniky veterinarni sluzby a zasilina do laboratofe. Séra po-
chazela z riznych osad thracké niziny a z horskych oblasti Sredna Gora,
Stara Planina a Rodopi v plovdivském a pazardzickém kraji. Séra testo-
vana v CSSR, celkem 493 vzorky, byla odebirana na pastvinach v zdpadnich
Cechach. Z toho bylo 448 dospélych ovci a 45 jehiat. Séra byla testovina
cerstvd, nejdéle do dvou dnii, nebo po inaktivaci uchovavdna pii —20°C.

Neprima hemaglutinaé¢ni reakce (NHR). Antigen jsme piipravo-
vali v prazské laboratori. Je to extrakt z tachyzoiti Toxoplasma gondii, kmen ,R*,
izolovany z organu ditéte zemielého na kongenitdlni toxoplazmézu v r. 1958. K ex-
trakei bylo pouzito tween-éterové preparace podle Pokorného aj. (1971). Pra-
covali jsme se suSenymi formolizovanymi a taninovanymi beranimi erytrocyty v 19/,
koncentraci. Jde o pripravek SEVATEST TK-HEM SEVAC Praha. Pouzivali jsme
mikrotitratorové metody s davkovaci kapek a s redicimi klickami o objemu 0,025 ml
jednak madarské firmy Metrimpex, jednak firmy Cooke Engineering, USA.

Nepiima fluorescenéni reakce (NFR). Bylo pouzito techniky za-
vedené pro testovani lidskych sér (Zitova aj., 1973). Jako konjugatu bylo uzito
krali¢ciho gamaglobulinu proti globulinové frakei ovéiho séra znaceného fluorescien-
-izotiocynanatem. Preparat byl pripraven Ustavem sér a odkovacich latek.

Startovaei redéni séra bylo 1:8, resp. 1:10, séra byla dale testovana v dvoj-
nasobku redéni az do nejvyssiho redéni davajiciho pozitivni vysledek.

Mikroprecipitaéni reakci v agarovém gelu (MPA) jsme délali v mo-
difikaci podle Hiibnera a Uhlikové (1971).

Izola¢ni pokus. Tkan mozku byla suspendovédna ve sterilnim fyziologic-
kém roztoku a vstrikovana v mnozstvi 1 ml intraperitonedlné Sesti bilym mysim.
Inokulace byla opakovéna ze zbyvajici suspenze chované v ledni¢ce v témZ mnoZstvi
je$té druhy den. Mysi byly pred pokusem sérologicky vySetfeny (MPA). Po étyrech
tydnech byly mysi vySetfovany sérologicky (MPA) a mikroskopicky — tkanové
cysty byly hleddany v mozku. Z pozitivnich mysi byly zalozeny dalsi pasaZe.

VYSLEDKY

V Bulharsku bylo vysetieno celkem 698 ovci, z nichz reagovalo v NHR
217 (= 31,1 %). Podrobné udaje vyplyvaji z tab. I, kde je rozdéleni na
jednotlivé skupiny, tj. ovce po abortu (43.0 % pozitivnich), ovce s nor-
mélnim porodem (21,0 % pozitivnich) a berani (31,8 % pozitivnich).
Abortujici ovce byly vy3etfeny nejdéle do jednoho mésice. Z tabulky déle
vyplyva rozdéleni naméfenych titri. Rozdil mezi hodnotami u normélnich
a abortujicich ovci je statisticky vyznamny na 0,1% hladiné vyznamnosti
(%2 [1] = 27,03).

Vysledky testovani podle zemépisné polohy vyplyvaji z tab. II. Prvni
skupina 404 ovci pochazela z predhtfi Rodop a Sredna Gora; z nich reage-
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1. Vysledky neprimé hemaglutinaé¢ni reakce (NHR) u 698 ovéich sér testovanych
v Bulharsku

& NHR pozitivni v titru S| .
g8 gE | 2
<2 | 10 | 20 | 40 | 80 | 160 | 320
o < d&| &
Abortujici ovce 142 | 14 | 13 | 13 | 33 | 16 3 92 | 43,0
Neabortujici ovee 267 15 7 16 10 6 2 56 | 21,0
Berani 217 6 9 | 18 | 36 | — - 69 | 31,8
Celkem 698 | 35 | 20 | 47 | 79 | 22 5 | 217 | 31,1

II. Vysledky neprimé hemaglutinaéni reakce u 698 ovéich sér podle zemépisné
polohy

Pozitivni
Celkem vyS$etieno
pocet procento
Horské oblasti 404 163 40,3
NiZinné oblasti 294 54 18,3
Celkem 698 217 31,1
valy 163 (= 40,3 %) pozitivné. Druhd skupina, 294 ovce, pochazela

z thracké niziny. Z nich reagovaly 54 (= 18,3 %) pozitivné. Rozdil mezi
obéma skupinami je statisticky vyznamny na 0,1% hladiné vyznamnosti
(x2 [1] = 38,38). Izolalni pokus byl proveden z mozkové tkané Sesti zme-
tanych ové¢ich plodi. Celkem ve tfech pfipadech se podafilo izolovat
cystogenni kmen Toxoplasma gondii. Viechny vzorky pochézely z horské

o ~o

oblasti (pfedhtfi Rodop).

V CSSR byly na ovéich sérech srovnany tfi sérologické testy. Z cel-
kem vy3etfenych 493 ov¢ich sér reagovalo pozitivné v NHR 164
(= 33,3 %). Sama jehnata reagovala v 37,8 % pozitivné — ze 45 vy3etie-
nych bylo 17 pozitivnich. V NFR reagovalo 117 (= 23,7 %) pozitivné.
Analyza simultanniho vy3etfeni NHR a NFR je uvedena v tab. III a IV.
Koincidence vysledkii byla zjisténa u 77,0 % sér, diskrepance vysledki
ve 23,0 %. Oba testy ukdzaly stejné titry v 6,3 %, vy3si NHR ve 4,4 %,
vyssi NER v 6,3 %.

Tab. V znazortiuje srovnini obou uzitych kvantitativnich protilatko-
vych testii s MPA. Z celkového poétu 447 ovcich sér vysetfenych pomoci
MPA byla 52 (= 11,6 %) pozitivni. Z 301 NHR-negativniho séra bylo 13
(=4,3 %) MPA-pozitivnich, ze 146 NHR-pozitivnich sér bylo 39
(=267 %) MPA-pozitivnich. Z 338 NFR-negativnich sér bylo 17
(=50 %), ze 109 NFR-pozitivnich sér bylo 35 (= 32,1 %) MPA-po-
zitivnich.
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III. Srovnani vy$ek titrit u 493 ovéich sér (Ceskoslovensko) souéasné vySetfenych
nepiimou hemaglutinaéni reakci (NHR) a nepiimou fluorescenéni reakei (NFR) na
piitomnost toxoplazmovych protilatek

NHR
Titr Celkem
neg. 8 16 32 64 | 128 | 256 | 512 | 1024
neg. 296 | 46 20 10 2 2 376
10 15 | 16 5 2 2 1 41
o 20 11 9 6 2 2 30
& a0 a|l 8| 5| 5| 5 27
80 2 1 3 2 3 2 1 14
160 11 1 1 4
320 1 1
Celkem 329 | 81 41 21 14 6 1 493

1V. Koincidence a diskrepance neprimé hemaglutinaéni reakce (NHR) a nepfimé
fluorescenéni reakce (NFR) u 493 simultanné testovanych ovéich sér

Podet Procento
Koincidence vysledki
oba testy negativni 296 60,0
oba testy pozitivni 84 17,0
celkem 380 77,0
Diskrepance vysledki
NHR negativni, NFR pozitivni 33 6,8
NHR pozitivni, NFR negativni 80 16,2
celkem 113 23,0
Vztahy titra
stejné 31 6,3
vy3$i NHR (2x az 16 %) 22 44
vyssi NFR (2 x az 16 x) 31 6,3
DISKUSE

a) IMUNODIAGNOSTIKA

Podle pozadavkd platngch v lékafské sérologii ma byt k diagnostice
infekéni nemoci pouzit co nejvétsi pocet protilitkovych testdi (Mo -
renz, 1967). V predloZené studii jsme aplikovali model z imunodia-
gnostiky huméanni toxoplazmézy a simultanné pracovali se tfemi imuno-
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V. Srovnani vysledki nepiimé hemaglutinaéni reakce a nepfimé fluorescenéni reakce
s precipitaci v agaru (MPA) u 447 ovéich sér

NHR
et Celkem
) pozitivni v titru pozitivnich
negativni —
8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | 1024
301 71| 35 | 19| 14 6 1 146
MPA 13 20 9 3 4 2 1 52
pozit.
NFR
— Celkem
o pozitivni v titru “ pozitivnich
negativni
10 | 20 | 40 | 80 | 160 | 320
338 35 | 39 | 27 | 14 3 1 109
MPA 17 7 6 | 13 8 1 52
pozit.

logickymi reakcemi. U ovéich sér ukazala vétsi zachytnost NHR — 33,3 %
pozitivnich proti 23,7 % pozitivnich vysledkit NFR. Vysledky MPA ziskané
na ovcich sérech se blizi nagim zkuSenostem s lidskymi séry (Jira aj,
1975) ve smyslu korelace pozitivnich vysledkii. U NHR-pozitivnich sér
je vyskyt pozitivity MPA 8,3 X Cast€j5i nez u negativnich; u NFR-pozi:
tivnich sér je vyskyt pozitivity MPA 9,6 X Castéjsi nez u negativnich.

b) EPIZOOTOLOGIE

PiedloZena studie ukazala na sérologicky a parazitologicky doloze-
nou nakaZenost ov€ich populaci, kterd muZe byt analyzovana ze dvou
hledisek. Prvni hledisko se tyka zdroje nikazy ov¢ich populaci toxoplaz-
moézou a mechanismu $ifeni. Jiz Hartley (1966) predpoklddal vyskyt
infek¢niho stadia ptivodce toxoplazmézy na pastvindch. Timto neznimym
agens se ukazaly oocysty Toxoplasma gondii vylutované z koti¢iho stieva
(Hutchison aj., 1969, 1970). Kutschmann aj. (1974) soudi
na zakladé sérologickych vysetfeni, Ze kazdd druhi kocka je vylucovate-
lem oocyst. Podle Knocha aj. (1974) z 200 vy3etfenych kocek 4
(=2 %) vylucovaly oocysty Toxoplasma. VyluCovani bylo ¢ast&jsi v let-
nim obdobi nez v zimnim. Podle Mundaye (1972) se toxoplazméza
v Tasmanii vyskytuje vyznamné ¢astéji u ovci izolovanych na ostrovech
s pritomnosti kofek nez bez nich. Podobné Bille (1974) zjistil u 208
ovci v Gréonsku z lokalit, kde nikdy nebyly pfitomny kocky, nizké titry
dye-testu pouze ve 2,9 %. Plant aj. (1974) popisuji epizootii toxo-
plazmoézy u ovci, ktera byla vyvolana zrnim kontaminovanym oocystami
Toxoplasma gondii z kocCi¢iho trusu. Autofi naznacuji ochranu krmiva
pfed kotkami jako preventivni opatieni.

Ovce se tedy mohou nakazit toxoplazmézou jak pfi ustijeni, tak i na
pastvinich, a to jiZ jehfiata. Toulajici se kotky rozsévaji svym trusem
nikazu ve volné pfirod¢, jak o tom sv&déi nilezy toxoplazmézy u volné
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zijicich obratlovct. Podle naSich nalezi byl signifikantné vy3si vyskyt
ov¢i ndkazy v horskych oblastech. MiiZe to byt v souvislosti s mnoZstvim
srazek. Nizinné oblasti jsou su3si a jak zndmo, suché prostfedi neptisobi
pfiznivé na prezivani oocyst Toxoplasma gondii. Je tu jistd paralela s vy-
skytem sarkosporidi6zy v Bulharsku, kde je ndkaza u ovei v niZinngch
oblastech méné intenzivni (MeSkov, 1973). K opatnym vysledkim
viak dospél Ismailov (1971), ktery zjistil u 471 ovce v TadzZikistanu,
v piedhifi a dolinnych oblastech, toxoplazmové protilatky v 21,6 %,
kdezto v horskych oblastech v 7,7 %.

Druhym hlediskem je zmetdni ovci vyvolané toxoplazmézou. Nilezy
Doneva (1972) a nade vlastni ndlezy, doloZené sérologicky i izolacemi
piivodce, nasvéd¢uji tomu, Ze toxoplazmé6za se miZe vyznamné podilet
na ztratich jehnat. Ekonomickému dopadu aborti u ovei v na3ich pod-
minkéch a jejich prevenci je tfeba vénovat déile pozornost.

Za pomoc pri odbéru a zpracovdni materidlu dékujeme MVDr. O. KoZdoniovi
a RNDr. D. Zitoveé.
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Do$lo dne 6, 11. 1975

APHAYIIOB ., KO3OE] B., UUPA ., IIITOYPAU JI. (BerepunapHsiii MHCTHTYT BoJjrapckoit
aKaleMHHU CeJbCKOXO3sicTBeHHBIX Hayk, Ilnosmms; ITapasuronormueckmit mEctutyr UCAH, Ilpara,
YexocaoBakus). VIMMyHO3ImH300TONOTHYECKOe H3ydyeHHe TOKcomnasmosa omen. Vet. Med. (Praha)
21 (6) : 375-384, 1976.

ABTOpHI M3yyaNH KOCBEHYIO TeMarJIOTHHANMOHHYIO peakuyuio Ha takcoruasmod (NHR) 698 osen,
BEIDAIIMBAEMBIX B HECKONBKMX MecTax B Boarapuu. 217 us mux (= 31,1%) pearuposaso mno-
JIOKHTENbHO, Y aGOPTHPYIOIMX OBEN, NOJOKHTENBHOCTh 3HauuTensro Bhme (43,3 %), uem y osen
¢ nopmansHeiMu pomamu (21,0 % ). Osus ropamix ofnacTeil OTIMYaNMCh 3HAYMTENBHO GOJsee Bbi-
coxoit monoxurensroctsio (40,3'% ), uem opumr muasMenHmix obaacreir (18,3'%). Us mecru abop-
THPOBaHHHIX IUIONOB OBUIM M3OJAMPOBaHbHI TPH LMCTOTeHHble mramma loxoplasma gondii. Us
493 omew, obcnenosanusix 8 UCCP, 33,3 00 pearupoBaso mOJOKUTENPHO B KOCBEHHOM TeMariio-
TuHauMOHHOHK peakuuu, 29,7 %0 B KocpenHO# ¢nyopecmenTrOH peakuum u 11,6 % B Mukpompe-
ITUMTAIIMOHHON peakuuu B araposom resne. Ofpamjaercs BHUMaHHe Ha SIH300TOJIOTHYECKOE
M 3KOHOMMYECKOe 3HadeHHe TOKCOTIA3MO3a OBell.

TOKCOI1J1a3MO3; a60p1‘m y OBell; TOKCOIJIa3MOBbIE AHTHTEJA

ARNAUDOV D., KOZOJED V., JIRA J., STOURAC L. (Veterinary Institute of the
Bulgarian Academy of Sciences, Plovdiv, Parasitological Institute of the Czechoslovak
Academy of Sciences, Praha, Czechoslovakia). An Immunoepizootological Study of
Ovine Toxoplasmosis. Vet. Med. (Praha) 21 (6) : 375-384, 1976.

The authors examined for toxoplasmosis (by means of an indirect hemagglutination
reaction) 698 sheep kept in different places in Bulgaria. Out of this total number,
217 (= 31.1%) responded positively to the tests. In sheep delivering stillborn foe-
tuses the positive response was much more frequent (43.3%,) than in sheep with
normal parturitions (21.0%). Sheep from montane regions showed a significantly
higher positivity (40.39,) than sheep from lowland regions (18.3%). Three cysto-
genic strains of Toxoplasma gondii were isolated from six stillborn lambs. Out of
the 493 sheep examined in Czechoslovakia, 33.3 9, gave a positive response in an
indirect hemagglutination reaction, 29.79, responded in an indirect fluorescence
reaction, and 11.6 9, in a microprecipitation reaction in agar gel. Attention is drawn
to the epizootological and economic importance of the study of ovine toxoplasmosis.

toxoplasmosis; abortions in sheep; toxoplasmosis antibodies

ARNAUDOV D., KOZOJED V., JIRA J., STOURAC L. (Veteriniranstalt der Bul-
garischen Akademie der Landwirtschaftswissenschaften, Plovdiv; Parasitologische
Anstalt der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften, Praha, Tschecho-
slowakei). Immunoepizootologische Studie der Schaftoxoplasmose. Vet. Med. (Praha)
21 (6) : 375-384, 1976.

Die Autoren untersuchten durch indirekte Himagglutinationsprobe die Toxoplasmose
(NHR) bei 698 auf einigen Lokalititen in Bulgarien gehaltenen Schafen. Von diesen
qul'en reagierten 217 (= 31,19,) positiv. Bei den abortierenden Schafen war die Posi-
tivitit signifikant hoher (43,3 9/) als bei den Schafen mit normalen Geburten (21,0 %).
Die Schafe aus Gebirgsgebieten wiesen eine signifikant hohere Positivitat (40,3 %)
als die Schafe aus Niederungsgebieten (18,39 auf. Aus sechs abortierten Friichten
wurden drei zystogene Toxoplasma-gondii-Stimme isoliert. Von 493 in der CSSR
untersuchten Schafen reagierten 33,3 9/, positiv bei der indirekten Himagglutinations-
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probe, 29,79, beim indirekten Fluoreszenztest und 11,6 9, beim Mikroprézipitations-
test auf Agargel. Es wird hingewiesen auf die epizootologische und Gkonomische
Bedeutung des Studiums der Toxoplasmose bei Schafen.

Toxoplasmose; Aborte bei Schafen; Toxoplasma-Antikérper
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