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VLIV ROOZNEHO MNOZSTVI 3%, A 5%, ROZTOKU JODONALU A
NA UCINNOST DEZINFEKCE VE VYKRMNACH PRASAT

K. Kubicek, J. Hojovec

KUBICEK, K. — HOJOVEC, J. (Vysoka Skola veterinarni, Brno): Vliv rdzného
mnozstvi 3% a 5%, roztoku Jodonalu A ma uéinnost dezinfekce ve vykrmndch
r.rasat. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 513-520.

Ve vykrmnach prasat byl pred dezinfekei zjistén niZ§i stupert kontaminace
povrchu laktézopozitivnimi mikroorganismy, nez bylo doposud udavano. Kromé
toho, Ze se zleps$ily moznosti pro mechanickou oc¢istu v modernich halach, uplat-
nuji se zde i dalsi faktory, predevsim doba vyprazdnéni haly a jejiho vysychani.
Z hlediska metodického jsou vysledky ovéieni kontaminace ploch laktézopozi-
tivnimi mikroorganismy dokladem toho, Ze tyto mikroorganismy muZeme pouZzit
jako indikatory, i kdyZz je jejich mnozstvi znaéné nizs$i. Uéinnost preventivni
dezinfekce 3%, a 5% roztokem Jodonalu A byla nedostateéna i pfi nejvy3sich
aplikaénich mnozstvich (tj. 1,0 1 m-2, resp. 0,5 1 m~—2) a pfi dvoji aplikaci.
Pri¢inu spatfujeme v neodpovidajicim stupni mechanické ocisty, piestoZe jeji
urcven byla lepsi, nez je v béznych provoznich podminkach obvyklé. Za sou-
¢asné urovné mechanické ocisty neni mozné Jodonal A doporudit pro preventivni
dezinfekei staji ani v 5%, koncentraci pii spotfebé 1,0 1 m—2, a proto sniZovani
aplika¢niho mnozstvi roztoku na jednotku plochy nepfichédzi v uvahu. Naproti
tomu uéinnost dezinfekce 29, Chloraminu B za jinak stejnych podminek byla
velmi dobra, takZe 1ze pro preventivni dezinfekci v modernich stdjich s hladky-
mi povrchy sniZit jeho mnozZstvi na 0,4 1 m—2 resp. 0,2 1 m—2 pri opakované
aplikaci.

stadjové povrchy; kontaminace stajovych povrchi; Jodonal A; Chloramin B;
mnozstvi dezinfekéniho roztoku

Dezinfekci stadjovych objektti je tFeba chépat jako dvoustupiiovy
proces, pri kterém je nutné v prvni etapé dokonale ocistit urcené plochy
a ve druhé etapé je vhodné dezinfikovat. Plnad ucinnost dezinfekce je
zavisla na obou etapach, pficemZ ob& jsou vzdjemné nezastupitelné.

V zemeédélskych provozech predstavuje nejvétsi problém mechanickd odéista,
kierd je casové a pracovné naroc¢na. Mechanizace téchto praci neni zcela doreSena
a nové mechanizac¢ni prostiedky nejsou bézné dostupné. Proto mohl Kubicek
(1972) konstatovat, ze nejcastéj$i pri¢inou malo u¢inné dezinfekce je pravé nedokona-
14 mechanicka ocista.

Podle Kurzwega a Fritzsche (1970) je mozné povazovat za vyhovujici
takovou ocistu, po které struktura, resp. barva materiali je zretelna. Tim je za-
jistén pristup dezinfekéniho prostfedku k dezinfikovanému materialu. Autor zdu-
raznuje, Ze uvedené hodnoceni pfislusi pracovnikim, Kktefi jsou 3koleni v oboru
dezinfekce. Motz aj. (1973) pozaduji takavy stupen ¢isténi, aby vrstva nedistot

nepresahla 50 u. Tuto vrstvu je ovSem mozné mérit pouze v laboratornich pod-
minkach.
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Zpétnym pusobenim dezinfikovanych materidli se- zabyval Bolek (1972). Po-
ukazuje na problém dezinfekce péréznich materialti (dievo, omitka, kamenina, beton,
pénovité a houbovité hmoty).’ Tyto hmoty pohlcuji chemické dezinfekéni prostredky
fyzikdlné a v nékterych piipadech je chemicky inaktivuji. V béZné praxi je proto
nutné kompenzovat nevyhodu nadbytkem dezinfek¢éniho roztoku aplikovaného dva-
krat nebo vicekrat za sebou s prodlouZenim expozi¢ni doby. Pritom zduraznuje opa-
kovani dezinfekéniho postupu jako vyznamnéjsi, nez zvySeni koncentrace a prodlou-
Zeni expozice. Soucasné autor upozornuje na inaktivaci chemickych dezinfekénich
prostfedkt organickymi latkami bud adsorpci, nebo primo chemickou vazbou, nebo
vytvorenim ochranného prostiredi pro mikroorganismy.

V naSich podminkach se s popsanym jevem c¢asto setkdvame. Zbytky krmiva
a vykall piedstavuji organickou hmotu a nejsou-li dokonale odstranény, uplatfiuji
se negativné na dezinfekéni efekt.

Uéinnost dezinfekce a potrebné mnozstvi dezinfekéniho roztoku je zavislé i na
zpusobu aplikace. Vychazi se z predpokladu, ze ¢im jemnéji je dezinfekéni roztok
rozptylen, tim maji ¢astice vzniklé ze stejného mnozZstvi vétsi povrch. Pfi jemnéjsim
rczptylu miuzeme tedy snizit mnozstvi dezinfek¢niho roztoku ke kryti stejné plochy.
Vztah mezi poétem kapek a jejich velikosti udavd Langenscheidt (1954).

Jednim z podstatnych faktort, ktery ovliviiuje vysledny efekt dezinfekce, je
mnozstvi aplikovaného chemického dezinfekéniho roztoku na jednotku plochy. Nazory
a udaje o tom se v literature lisi.

Sovétské 'smérnice pro veterinarni dezinfekei (1969) doporucuji ve shodé s Pol-
jakovem (1975) aplikovat na 1 m? plochy 1 1 roztoku. Stejné mnozstvi roztoku
doporucuji Iliev aj. (1973) i nase Pokyny pro dezinfekci (1962). Naproti tomu
Stellmacher aj. (1970, 1974) doporuéuji ‘na 1- m? plochy 0,3 aZz 0,4 1 roztoku.
Dezinfekéni éety VAU uétuji prace podle Vyméru ze dne 6. 2. 1975, ktery vychazi
z predpokladu, Ze pii profylaktické dezinfekci se na 1 m? dezinfikované plochy
pouZije 100 ml roztoku. VSechny citované prace doporucuji pii profylaktické de-
zinfekei jednorazovou aplikaci roztoku.

Na podkladé zhodnoceni uvedenych literarnich udaju jsme se snazili zjistit vliv
ruzného mnozstvi 3%, a 5% roztoku Jodonalu A na ué¢innost dezinfekce ve vykrmnach
prasat. : b

MATERIAL A METODY

U¢innost dezinfekce jsme ovéfovali v bezokennich haladch pro vykrm ca 1000
prasat, umisténych na dvou lokalitich. Prasata byla krmena suchym krmivem na
podlahu. Vykrmové haly se od sebe liSily pouze materidlem pouZitym k oplasténi
stén (typ Bios Sedl¢any a typ ZSS Blansko). Po vyskladnéni oéistili pracovnici zavodu
vykrmové haly mechanicky podle nasSich poZadavkiu. Ve vyéisténych suchych ha-
lach bylo vyznaceno Sest pokusnych poli o plose dezinfikovaného povrchu ca 270 m?2.
Pred dezinfekci bylo z kazdého pokusného pole odebrano deset stéru; kvuli prikazu
lakt6zopozitivnich mikroorganismi jsme stény ponofili pfimo do tekuté pudy VNIIVS
s pridavkem 0,19, sirnatanu sodného. Tampdénem zvlhéenym v tekuté ptdé jsme
odebirali jeden stér z asfaltového krmisté, po dvou stérech z kovovych rostu,
z asfaltového loZe, ze stén, pozinkovaného hrazeni kotcu a jeden stér z betonového
kuzele.

Dezinfekéni roztok byl aplikovan vozikovym postiikovaéem Ps VB 100, u kte-
rého byl predem stanoven minutovy vykon pii pouZiti raznych trysek a tlaku.
Byla vypocditdna plocha pokusného pole a jeho ¢&asti uréenych k dezinfekeci, a to
plocha stén, stropu, podlah a hrazeni kotci z obou- stran. Podle vypocitané plochy
a stanoveného vykonu postifikovace byla pro jednotlivd pokusna pole zvolena
vhodna tryska a tlak a byly vypocitany c¢asy potfebné pro aplikaci pozadovaného
mnozstvi roztoku na jednotlivé ¢éasti pokusného pole. Podle takto vypracovaného
¢asového harmonogramu byl stopkami Fizen postfik v jednotlivych ¢astech pokusnych
poli.. Na jednotlivd pokusna pole bylo aplikovano rtzné mnozstvi 3%, resp. 5%,
Jodonalu A jednorazové nebo opakované, a to s minimdlni prestavkou dvé hodiny:

pokusné pole I 1I 111 v A% V1

predpokladané mnozstvi

roztoku na 1 m? plochy

v jednom litru pri jednom

postiiku 0,1 0,4 1,0 0,5 0,2 0,1
pocet postiikl 1 1 1 2 2 2
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Pokusna pole byla dezinfikovana v poradx Vi, Vv, IV, I, 11, III, IV, V, VI. Po
ukonéeni postiiku v kazdém poli bylo zapsano skuteéne mnozstv1 spotrebovaneho
dezinfek¢niho roztoku a zaznamenan ¢as. Dezinfikovana byla i zbyvajici ¢ast
staje lezici mimo pokusna pole.

Po dvouhodinové expozici jsem zadali odebirat stéry, a to v kazdém pokusném
poli vzdy ze ¢étyi koted leZicich uvniti pole, zatimco okrajové kotce slouzily k vza-
jemné izolaci jednotlivych pokusnych poli. Z kazdého pokusného pole byly odebrany
44 stéry na prukaz laktézopozitivnich mikroorganismu, z toho byly 22 stéry z vo-
dorovnych ploch (po Sesti stérech z asfaltového krmisté a z kovového roStu a deset
stéra z asfaltového loze). Daldi 22 stéry byly z ploch svislych (po Sesti stérech ze
stény a z betonového kuZele a deset stéru z pozinkovaného hrazeni kotcl). V tekuté
vodé jsme zvlhéenymi tampony stirali plochu 100 em?, chrani¢enou sterilni sablonou,
po dobu ca 1 minuty. Potom byly tampény ponofeny pfimo do pudy VNIIVS s pri-
davkem 0,1 9, sirnatanu sodného.

v laboraton jsme zkumavky se stéry odebranymi pied deszekc1 i po ni vlozili
do termostatu a inkubovali pfi teploté 42 °C po dobu 36 hodin. Rust laktézopozitiv-
nich mikroorganismt se projevil zdkalem, zménou barvy a tvorbou plynu. K vy-
hodnoceni vysledkt jsme pouzili procentualmho vyjadreni vzorki s prukazem
laktézopozitivnich mikroorganismu.

VYSLEDKY

Kontaminaci povrchil laktézopozitivnimi mikroorganismy jsme ové-
Fovali pred vlastnimi pokusy odbérem deseti vzorki z kaZdého ze Sesti
pokusnych poli v péti pokusech. Celkové jsme tedy vySetFili 300 vzorkd.
V tab. I je vyjadfen procentudlni podil stérdi, v nichZ byl prokazan
rist laktozopozitivnich mikroorganisma. Z tabulky vyplyvéa, Ze Kkonta-
minace se znac¢né liS5i podle mista odbérli. Celkové je vic neZ dvoj-
nasobné vyssi na horizontdlnich plochach neZ na plochach vertikalnich.

Z tab. II jsou zfejmé urCité rozdily mezi pfedpoklddanym a sku-
tenym mnoZstvim roztoku Jodonalu A, aplikovanym na 1m? dezinfi-
kované plochy. V provoznich podminkach nelze pfi pouZiti daného za-
Fizeni predpoklddat vétsi prfesnost v davkovani.

I. Kontaminace ploch laktézopozitivnimi mikroorganismy pred dezinfekei — Conta-
mination of surfaces with lactose-positive micro-organisms prior to disinfection

Plochy
Krmis$té | Rost | Loze | Sténa | Hrazeni | KuZel Cel- [~
kem | yodo- ’
svislé
rovné

Procento z
celkového
poctu stéru 87 75 80 32 23 47 55 79 31

II. Primérna spotieba dezinfekéniho roztoku na 1 m? plochy — Average consumption
of disinfectant solution per 1 sq.m of area

Predpoklddané mnozZstvi dezinfekéniho
roztoku v1m2 0,1 0,4 1,0 0,1 0,2 0,5

Pocet aplikaci 1x 1x 1x 2% 2% 2%

Priimér celkového skute¢ného mnozZstvi
aplikovaného roztoku v1m-2

|0,11 0,36 | 0,88 | 0,20 | 0,42 | 0,80
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Vliv rizného mnoZstvi Jodonalu A na ucinnost dezinfekce byl ové-
Fovan ve &tyfech pokusech s 3% roztokem Jodonalu A; v jednom pokuse
byla koncentrace zvy3ena na 5 %. Vykrmové haly byly ve dvou pfipa-
dech mechanicky CiStény tlakovym Ccisticim strojem Wap a ve tfech
pfipadech pouze studenou vodou s nizkym tlakem ko3taty. Nestejné
urovell mechanické odisty, podmin&nd provoznimi podminkami a némi
prfes veSkerou snahu neovlivnitelnd, nis vedla k rozclenéni vysledki
po dezinfekci 3% Jodonalem A do dvou skupin, a to:

— dva pokusy s niZsi irovni mechanické ocisty,
— dva pokusy s vys$8i trovni mechanické ocisty.

Samostatné jsou zpracovany vysledky dosaZené s 5% roztokem
Jodonalu A po mechanické ocCisté niZ8i drovné.

V prvni a druhé skupiné pokusit bylo vySetfeno vidy po 528 vzor-
cich a po dezinfekci 5% Jodonalem A 264 vzorky. Celkem bylo vy3etfeno
1320 vzork.

Pocet stért s priikazem laktézopozitivnich mikroorganismi, vyjadie-
ny v procentech z celkového poctu vySetfenych po dezinfekci 3% rozto-
kem Jodonalu A po niZsi drovni mechanické ocisty, uvadi tab. III, po ocis-

t8 vy$8i drovn® tab.IV a po dezinfekci 5% roztokem ]odonaluApo nizsi
trovni ocisty tab. V.

, Vysledky dezinfekce 3% roztokem Jodonalu A po o&istd s niZsi
trovni (tab. II1), a to jak celkové, tak i ma vodorovnych i svislych
plochéch, ]sou s vy]1mkou nejvyssich aplikovanych mnoZstvi stejné,
nebo dokonce hor$i neZ kontaminace ploch pred dezinfekci, uvedena
v tab. I. Po dezinfekci ploch 1épe mechanicky od&isténych (tab. IV) bylo
dosazeno celkové lepSiho dezinfekéniho uUCinku neZ u prvni skupiny.
Je zde vyjadien pozitivni vliv jak mnoZstvi, tak opakované aplikace.

III. Podil stért s prukazem laktézopozitivnich mikroorgamsmu vyjadreny v procen-

tech po dezinfekeci 3%, roztokem Jodonalu A — niZ$i uroven mechanické odisty —
The proportion of smears with proved presence of lactose-positive micro-organisms,
expressed as percentage, after disinfection with 39, Jodonal A — lower level of
mechanical cleansing
Mnozstvi dezinfek¢éniho
roztoku v 1 m~—2 0,1 0,4 1,0 0,1 0,2 0,5
Pocet aplikaci 1x 1x 1x 2% 2x 2
Krmisté 91,67 75,00 100,00 91,67 58,33 66,67
Rost 75,00 75,00 50,00 83,33 83,33 58,33
Loze 80,00 65,00 55,00 85,00 60,00 55,00
Sténa 0,00 33,33 8,33 16,67 8,33 0,00
Hrazeni 45,00 35,00 40,00 25,00 40,00 25,00
Kuzel 91,67 83,33 83,33 83,33 50,00 41,67
Celkem 63,64 59,09 54,55 62,50 50,00 40,91
Vodorovné plochy 81,82 70,45 65,91 86,36 65,91 59,09
Svislé plochy 45,44 47,73 43,18 38,64 34,09 22,73
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IV. Podil stért s prukazem laktozopozitivnich mikroorganismu, vyjadreny v pro-
centech po dezinfekci 3%, roztokem Jodonalu A — vy$§i uroven mechanické oéisty —
The proportion of smears with proved presence of lactose-positive micro-organisms,
expressed as percentage, after disinfection with 3%, Jodonal A — higher level of
mechanical cleansing

Mnozstvi dezinfekéniho 0,1 0,4 10 +; 0,1 0,2 0,5
roztoku v1m-32

Pocet aplikaci 1% 1x 1IX 2% 2x 2%
Krmisté 83,33 75,00 41,67 50,00 50,00 41,67
Rost 83,33 83,33 66,67 58,33 75,00 25,00
Loze 70,00 65,00 25,00 70,00 65,00 50,00
Sténa 0,00 0,00 8,30 25,00 0,00 0,00
Hrazeni 40,00 25,00 10,00 15,00 15,00 20,00
Kuzel 66,67 66,67 41,67 66,67 66,67 25,00
Celkem 56,82 51,14 29,55 46,59 44,32 28,41
Vodorovné plochy 77,27 72,73 40,91 61,36 ' 63,64 40,91
Svislé plochy 36,36 29,55 18,18 31,82 25,00 15,91

V. Podil stéria s prukazem laktézopozitivnich mikroorganismu, vyjadieny v pro-
centech po dezinfekei 5%, roztokem Jodonalu A — niZ$i Uroven mechanické oéisty —
The proportion of smears with proved presence of lactose-positive microorganisms,
expressed as percentage, after disinfection with 5%, Jodonal A — lower level of
mechanical cleansing

Mnozstvi dezinfekéniho

roztoku vl m-2 0,1 0,4 1,0 0,1 0,2 0,5
Pocet aplikaci 1x 1x 1x 2X 2% 2x
Krmisté 66,67 33,33 16,67 50,00 50,00 33,33
Rost 50,00 50,00 16,67 33,33 16,67 16,67
Loze 20,00 40,00 30,00 30,00 20,00 30,00
Sténa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hrazeni 0,00 10,00 20,00 10,00 0,00 0,00
Kuzel 33,33 66,67 0,00 16,67 66,67 16,67
Celkem 25,00 34,09 15,91 22,73 22,73 15,91
Vodorovné plochy 40,91 40,91 22,73 36,36 27,27 27,27
Svislé plochy 9,09 22:73 9,09 9,09 18,18 4,55

Po dezinfekci 5% roztokem Jodonalu A (tab. V) se celkové pfFiznivé
projevila zvySena koncentrace a doslo k dalSimu poklesu kontaminace.

Pro srovnani uvadime v tab. VI vysledky ndami dosaZené pfi stejném
usporadani pokusti ve tfech vykrmovych haldch s nestejnou trovni me-
chanické ocisty po dezinfekci 2% roztoky Chloraminu B.
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VI. Podil stért s priukazem laktézopozitivnich mikroorganismu, vyjadifeny v pro-
centech po dezinfekei 29, roztokem Chloraminu B — The proportion of smears
with proved presence of lactose-positive microorganisms, expressed as percentage,
after disinfection with 2%, Chloramin B

MnoZstvi dezinfekéniho

roztoku v 1 m-2 0,1 0,4 1,0 0,1 0,2 0,5
Pocet aplikaci 1x 1x 1x 2% 2% 2 X
Krmisté 5,56 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Roit 5,56 0,00 0,00 11,11 11,11 5,56
Loze 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Sténa 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Hrazeni 6,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kuzel 0,00 0,00 11,11 0,00 0,00 5,56
Celkem 3,03 0,00 1,51 1,51 1,51 1,51
Vodorovné plochy 3,03 0,00 0,00 3,03 3,03 1,51
Svislé plochy 3,03 0,00 3,03 0,00 0,00 1,51

DISKUSE

Srovndme-li vysledky dosaZené po dezinfekci 3%, resp. 5% rozto-
kem Jodonalu A s Kritérii pro stanoveni Géinnosti dezinfekce, formulo-
vanymi Kubi¢kem (1969, 1971), je nutné konstatovat, Ze ani v jed-
nom pfipadé& nebylo Jodonalem A dosaZeno poZadovaného dezinfek&niho
ucinku.

Celkové nepfiznivé vysledky po dezinfekci Jodonalem A jsou
prfekvapujici a neodpovidaji vysledktim, které jsme predpoklddali na
zdkladé prace Kubic¢ka (1975). Ten dosahoval ve vykrmné prasat
uspokojivého dezinfek&niho dc¢inku s 3% koncentraci Jodonalu A apli-
kovaného dvakrat po 0,51 m~% Ackoliv 3% koncentrace je ve srovnani
s doporucdovanymi koncentracemi analogickych zahrani¢nich dezinfeké-
nich prostfedki pro preventivni dezinfekci vys$$i, povaZuje ji tento
autor za minimdlni. SouCasné zdlraziiuje, Ze pfi této koncentraci je
moZné dosdhnout uspokojivé dezinfekce pouze za pfedpokladu, Ze me-
chanickd ocCista je dokonald. Vyznam mechanické ocisty je zfejmy
i z naSich vysledkd a obecné horsi dezinfekéni GCinek Jodonalu A tkvi
zfejmé v této prifiné. Abychom vylouCili moZny vliv nestandardnosti
Jodonalu A na nepfiznivé vysledky, nechali jsme Ustavem pro statni
kontrolu veterinidrnich biopreparatii a 1é¢iv v Brné stanovit obsah aktiv-
niho jodu v pouZitych SarZich. Ve vSech pripadech byl obsah aktivniho
jodu vyssi, neZ je minimélné poZadovany obsah aktivniho jédu v Jodo-
nalu A, to je 1,75 %.

Zde je nutné poukézat na zjiSténi, Ze pfi zhruba stejné drovni mecha-
nické ocisty odpovidaly po dezinfekci 2% roztokem Chloraminu B vy-
sledky poZadované urovni. TotéZ prokazuje ve své praci Kubicek
(1975).
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KYBUYEK, K. — TOMOBEL], M. (Mucruryr serepunapuu, Bpuo): Bamsamse passoro xomm-
gecrsa 3% u 5%, pacrsopa Hononana A Ha eHCTBEHHOCTb Ne3WHPEKNHM B CBHHOOTKOPMOUHHKAX.
Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 513-520. .

Ilepen neaumHpexnueidl CBMHOOTKODMOYHMKOB OBLIa yCTaHOBJeHa Oosiee HM3Kas CTeneHb KOHTaMu-
HAllMM IIOBEPXHOCTH JIAKTO3ONOJOKMUTEJILHLIMH MHKDOOPraHM3MaM¥, 4€éM NPUBONMMAf HO CHX
nop. IToMHMO yy4mleHHs NpPENNOCHIJIOK I/ MeXaHHYeCKOH OYMCTKM HOBHIX 3aJI0B, MMEKT MeCcTo
u npyrue (GakTOpLI: CPOK ONOPOXKEHMs 3ajsa M M ee BhICHIXaHWA. C METONMYECKOH TOYKM 3PEHHUSA,
ONHAKO, HaHHblE TIIPOBEPKH KOHTAMHHALIMM IIOBEPXHOCTH JAKTO3OMOJOXHUTEJIbHBIMH MHMKpPOOpTra-
HH3MaMH — JIOKa3aTeJbCTBO BO3MOKHOCTH WX MCIIOJb3OBAaHHMA B KadecTBE HHIMKATOPOB, XOTA
MX YMCJEHHOCTb TOpa3no MeHblne. JeiicTBeHHOCTs npoduiakTHueckoir neauHpexmuu 39, u 5%,
MononanoM A oOKkasanach HENOCTATOYHOH INake B MaKCHMaJbHhIXx noauposkax (1,01 n mM—2
u 0,5 n M—2) u nsoiHmix nosax. IIpHuMHA yCMATpHBAaeTCA B HECOOTBETCTBYIOLIEi CTEMEHM Me-
XaHU4eCKOH OYMCTKH, XOTA ee YpOBeHb Jyulle, 4YeM 3TO MMeeT MeCTO B TeKyUIUX YCJIOBHAX.
C yueroM HaHHOTO ypOBHA MeXaHHUECKOH# OUMCTKM VlomoHan A Henb3fd pPEKOMEHIOBATh IUIS
npoUIAKTHUECKOH Ne3MHPEKIMM J>KMBOTHOBONYECKHMX TIOMeljeHHii naxe B 50/ KoHUeHTpauuu
npu pacxone 1,0 1 M~2 BBUIy 4ero o COKpaIleHHH KOJMYecBa PACTBOpa Ha eIMHHUIy IJIOIani
He MOXer 6biTh M peud. B mporuBomonoxkHOCTs TOMy, IeicTBeHHocTh neaunpexuuu 29/, Xnopa-
MHHOM B B Takux ’ke ycJOBHAX O4eHb XOpOLIas, BBUIY 4Yero IUas NPOPUIAKTHYECKOH Ne3HHPex-
IIMM COBPEMEHHBIX IIOMENIeHHH C TIJIalKOM IIOBEPXHOCTHIO €ro KOJMYeCTBO MOXXHO COKPATHTh
no 0,4 1 Mm~2, uau 0,2 n M~2 npu MOBTOPHOM BHECEHMH.

TIOBEPXHOCTh KMBOTHOBONYECKMX TIOMENIeHHH; KOHTAMHHAI[MA IIOBEPXHOCTH >KHBOTHOBONYECKHX
nomemennit; Monona A; Xnopamun B; KonnuecTso nesMHUUHpYIONIEro pacTBOpa

KUBICEK, K. — HOJOVEC, J. (University of Veterinary Medicine, Brno): The
Effect of Different Amounts of 3%, and 5%, Solutions of Jodonal A on the Effecti-
veness of Disinfection in Pig Fattemng Houses. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) 513-
-520.

In pig-fattening houses, a lower degree of contamination of surfaces with lactose—
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-positive micro-organisms was found prior to disinfection, in comparison with the
values stated in literature until now. Besides improvement of the possibilities of
mechanical cleansing in modern halls, other factors also influence this situation,
particullarly the time when there are no animals in the hall and the hall dries. From
the methodological point of view, the results of the examination of the contamination
of stable surfaces with lactose-positive micro-organisms prove that these micro-
-organisms can be used as indicators, although their amount is much lower. The
effectiveness of preventative disinfection with 3%, and 5%, Jodonal A was insuffi-
cient even at the highest application rates (1.0 1 m—2 and 0.5 1 m—2, respectively), and
in two applications. This is due to an inadequate degree of mechanical cleansing,
although it was done better than usual under current husbandry conditions. With the
current mechanical cleansing practices, Jodonal A cannot be recommended for
preventative disinfection of stables even in 5%, concentration at application rate
of 1.0 1 m -2; any reduction in the application rate of the solution per unit of area
is therefore out of question. On the other hand, the effectiveness with a 29, solu-
tion of Chloramin B under otherwise the same conditions was very good — hence the
application rate of this chemical in preventative disinfection of modern smooth-
-walled stables can be reduced to 04 1 m~2 or 0.2 1 m~2 in repeated application.

stable surfaces; contamination of stable surfaces; Jodonal A; Chloramin B; appli-
cation rate of disinfectant solution

KUBICEK, K. — HOJOVEC, J. (Veterinirmedizinische Hochschule, Brno): Einfluf
einer unterschiedlichen Menge von drei- und fiinfprozentigen A-Jodonal-Ldésungen
auf die Desinfektionswirkung in Schweinemdstereien. Vet. Med., Praha, 23, 1978
(9) : 513-520.

In Schweinemaststidllen wurde vor der Desinfektion ein niedrigerer Kontaminations-
grad der Oberflachen von laktosopositiven Mikroorganismen, als bisher angegeben
wurde, festgestellt. Neben der Verbesserung der Moglichkeit einer mechanischen
Reinigung in den modernen Hallen kommen hier auch noch andere Faktoren zur
Geltung, und zwar vor allem die Zeitdauer der Entleerung der Halle und ihrer
Austrocknung. Vom methodologischem Gesichtspunkt sind die Ergebnisse der Uber-
prifung der Kontamination der Fliachen mit laktosopositiven Mikrooorganismen ein
Beweis dafiir, dal man diese Mikroorganismen als Indikatoren benutzen kann, wenn
auch die Menge derselben bedeutend geringer ist. Die prédventive Wirksamkeit der
Desinfektion mit 3%, und 5%, Jodonal A war ungeniigend auch bei hoéchsten Appli-
kationsmengen (d. h. 1,0 1 m—2) und bei zweifacher Applikation. Die Ursache ist
auf den ungeniigenden Grad der mechanischen Reinigung zurilickzufiihren, wenn
auch das Niveau derselben besser war, als iiblich unter den gewdhnlichen Bedin-
gungen in der Praxis. Beim derzeitigen Niveau der mechanischen Reinigung kann
Jodonal A zur praventiven Desinfektion von Stallungen auch bei einer flinfpro-
zentigen Konzentration und einem Verbrauch von 1,0. 1 m—2 nicht empfohlen werden.
Deshalb kommt eine Herabsetzung der applizierten Losungsmenge je Flacheneinheit
nicht in Frage. Die Wirkung der Desinfektion mit zweiprozentigem Chloramin B da-
gegen war unter gleichen Bedingungen sehr gut, so dal man bei praventiver De-
sinfektion von modernen Stallungen mit glatten Oberflichen die Menge desselben
auf 0,4 1 m—2 bzw. 0,2 1 m—2 bei wiederholter Applikation herabsetzen kann.

Stalloberflachen; Kontamination der Stalloberflichen; Jodonal A; Chloramin B;
Menge der Desinfektionslosung

Adresa autori:

MVDr. Karel Kubic¢ek, CSc. doc. MVDr. Jiti Hojovec, CSc., Vysoka 8kola
veterinarni, Palackého 1-3, 612 42 Brno
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IDENTIFIKACE NEKTERYCH PORCINNICH MYKOPLAZMAT
EPI-IMUNOFLUORESCENCI

P. Zizkova, M. Gois, F. Kuksa

ZIZKOVA, P. — GOIS, M. — KUKSA, F. (Vyzkumny ustav veterinarniho 1é-
karstvi, Brno): Identifikace nékterych porcinnich mykoplazmat epi-imunofluores-
cenci. Vet. Med., Praha 23, 1978 (9) : 521-530.

V praci porovnavame reaktivitu typovych a terénnich kmenu Mycoplasma
hyorhinis v epi-imunofluorescenci, v rustové inhibiénim a rustové precipitaénim
testu. Typové kmeny spolu s terénnimi kmeny bylo mozné spolehlivé identifi-
kovat primou i nepfimou epi-imunofluorescenci. V neprimé epi-imunofluorescen-
ci vSechna nami zkouSena kralié¢i antiséra proti kmenim Mycoplasma hyorhinis
davala krizové vzdy pozitivni reakce se vSemi vySetfenymi kmeny Mycoplasma
hyorhinis. Naproti tomu v kfiZovém rustové inhibi¢nim a rustové precipita¢nim
testu typové kmeny Mycoplasma hyorhinis reagovaly vzdy pozitivné pouze s ho-
molognimi antiséry, heterologni reakce byly v mnoha pripadech negativni nebo
dubidézni. Z jednoznac¢né pozitivnich reakei v epi-imunofluorescenci se séry
proti kterémukoliv kmeni Mycoplasma hyorhinis se da soudit, Ze tato metoda
je k identifikaci mykoplazmovych druht vhodné&jsi neZz daldi dva zkoudené
testy.

Mycoplasma hyorhinis; rustové inhibi¢ni test; rustové precipitaéni test

Systematickd vySetfovani hornich a dolnich cest dychacich proka-
zala znacnou prevalenci druhu Mycoplasma (M.) hyorhinis v prasecich
populacich. V experimentédlnich podminkdch na gnotobiotickych se-
latech (Goi§ aj.,, 1971; Gois a Kuksa, 1974) byla potvrzena vyso-
kd patogenita tohoto mykoplazmového druhu.

K identifikacim mykoplazmat se pouzivaji sérologické testy. V nas$i laboratori
se urcuji porcinni mykoplazmata predevsim rustové inhibi¢nim (RI) testem (Clyde,
1964; Dinter a Taylor-Robinson, 1969), metabolismus inhibiénim (MI)
testem (Taylor-Robinson aj. 1966), v posledni dobé i rustové precipita¢nim
(RP) testem (Krogsgaard-Jensen, 1972; Gois§ a Kuksa, 1975; Friis,
1977).

Zminénymi testy se ovsem vzdy nedari spolehlivé urc¢ovat druhovou prislusnost
nového kmene. Plati to predev$§im pro druh M. hyorhinis. Na jeho znacnou anti-
genni variabilitu bylo poukazano v praci GoisSe aj. (1973), z niz vyplynulo, Ze
identifikace M. hyorhinis Rl a MI testem je c¢asto pracnd a ne vidy jednoznacna.
Druhovou prislusnost kmentu M. hyorhinis bylo mozné urc¢it témito metodami zpra-
vidla jen pri pouziti vice sér proti tomuto druhu.

Neékteré zpravy (Clark aj., 1963; Barile a Delgiudice, 1972) upozor-
nuji na to, Ze imunofluorescenéni metodou (IF) lze nedostatky uvedenych testli pie-
klenout. Zda se, Ze IF je vhodna z hlediska citlivosti pro mezidruhové diferenciace
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mykoplazmovych kment. Prfi urcovani druhové prislusnosti lze pouZit sér pfipra-
venych pouze proti jednomu kmeni daného druhu.

V této praci jde predevsim o ovéreni spolehlivosti epi-imunofluorescenéni metody
(Barile a Delgiudice, 1972; Rosendal a Black, 1972) — priukaz myko-
plazmovych Kkolonii pfimo na kultivaénim agarovém mediu — pro identifikaci druhu
M. hyorhinis pri soucasném porovnani s vysledky dosaZzenymi v RI nebo RP testech.

MATERIAL A METODY

KULTIVACNI MEDIA

K izolacim a srovnavacim pokusiim byla pouzita dvé media: Medium A obsa-
hovalo Hankstv roztok (o/o) 50 ml, koniské sérum nativni (o/o) 20 ml, extrakt
z cerstvych kvasnic (0/0) 20 ml, bujén z hovézich srdci (0/0) 10 ml, octan thalny
(v/6) 1 ml, penicilin (200 000 m. j.na 1 ml) 0,1 ml, glukézu 509, (v/o) 0,2 ml, fenolovou
¢erven 0,4%, (v/o) 1 ml, pH bylo upraveno na 7,8. Druhé medium — medium B — obsa-
hovalo misto Hanksova roztoku PPOL broth (Difco) (o/o) 60 ml, neobsahovalo gluké-
zu. Ostatni slozky media B byly shodné s komponenty media A. Pro pfipravu pevnych
pud s%/k zakladu A nebo B pridaval Special Noble-Agar (Difco) v kone¢né koncentra-
ci 1,2 9%,.

IZOLACE MYKOPLAZMAT

Z nosnich dutin byla izolovdna mykoplazmata pomoci nosnich vytért. Postup
zpracovani plicnich suspenzi byl detailné popsan GoiSem (1967). Po dvou aZ trech
pasazich bylo inokulum titraéné& (103 nebo 105 vyockovano na pfisluiné agary,

které se po zaschnuti kultury inkubovaly 48 hodin v termostatu pfi teploté 37 °C.
Dobfe narostlé kultury mykoplazmat se identifikovaly pfimou a neprimou IF.

POUZITE MYKOPLAZMOVE KMENY IZOLOVANE Z PRASAT

Ke srovnavacim testim byly pouzivany tyto typové a terénni kmeny:

Kmen Zemépisny
Kmeny’ izolovany zdroj Kmen dodali
b prgrue z kmene
M. hyor- Nell0 plic CSSR dr. M. GOIS, VUVL, Brno, CSSR
hinis
Ni6 plic CSSR dr. M. GOIS, »VUVL, Brno, CSSR
Tr32 plic CSSR dr. M. GOIS, VUVL, Brno, CSSR
S218 nosni Anglie dr. M. GOIS, VUVL, Brno, CSSR
dutiny
Hers mozku  Holandsko dr. J. AKKERMANS, Central Vete-
rinary Institute, Rotterdam, Holland
K nosni Svédsko dr. Z. DINTER, The Wallenberg La-
dutiny boratory, University of Uppsala, Swe-
den
BTS7 nosni USA dr. W. P. SWITZER, Iowa State Uni-
dutiny versity, Ames, USA
GDL nosni USA dr. TULLY, NIAID, Bethesda, Ma-
dutiny ryland 200 14, USA
M. hyosy- A40 plic Anglie dr. M. GOIS, VOVL, Brno, CSSR

noviae
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Kmeny Izolovano Cislo Kmen izolo- Pocet

terénni v chovu kmene vany z kment
M. hyorhinis SU 3,4,5 6,8 plic 5
KLA 2,3 plic 2
JAS 2 plic 1
LU 57 nosua 1
LY 1 plic 1
vi 7 plic 1

SEROLOGICKE TESTY

Izolaty mikoplazmat byly typizovany RI testem (Clyde, 1964), kde inhibice
rustu testovanych kmenu byla hodnocena mikroskopicky velikosti inhibi¢nich zdén
v mm; RP testem (Frogsgaard-Jensen, 1972), kde pozitivitu reakce udaval
pocet precipita¢nich linii ode¢itanych vizualné.

PRIPRAVA ANTISER

Antiséra pro nepfimou IF, RI a RP test byla pfipravovana na kralicich postu-
pem, ktery byl jiz drive popsan (Goi$, 1968). Ke vSem testim byla pouziviana
stejna antiséra.

IF KONJUGATY

K neptimé IF byl pouZivan konjugat SWAR/FITC (praseé¢i globulin proti kra-
liéimu gamaglobulinu), ziskany z USOL Praha. Konjugat fedény 1:5 aZ 1:10 byl
pred pouzitim vysycen prase¢im jaternim praskem.

Pro primou IF byly ziskdny konjugaty od dr. Tully h o, Bethesda, Maryland,
USA, které byly pripraveny proti dvéma kmenum M. hyorhinis — BTS7 (fluorescei-
nem znac¢eny globulin osliho hyperimunniho antiséra proti M. hyorhinis BTS7, NIAID,
No M718-501-471) a GDL (fluoresceinem znac¢eny globulin muliho hyperimunniho
antiséra proti M. hyorhinis GDL, Baltimore Biological Laboratory, 70 81 416). Opti-
malni pracovni fedéni konjugati byla stanovena titraci na 1:80 az 1 :160.

NEPRIMA A PRIMA IF

Pii identifikacich nepiimou IF bylo postupovano podle Rosendala a Blac-
ka (1972). Na agarové blo¢ky s dobrfe narosilymi koloniemi mykoplazmat bylo
naneseno prislusné krali¢i antisérum v pracovnim fedéni 1:20 az 1:80. Po 30 mi-
nutach inkubace pfi pokojové teploté byly blo¢ky opakované promyty ve fosfatovém
pufru o pH 7,2. Pak byly prevrstveny konjugatem proti krali¢imu séru. Nato byly
opét promyty pufrem a posuzovany ve fluorescenénim mikroskopu asi pri 400 nm.

Pii primé IF byl konjugat nanesen na agarové blo¢ky s koloniemi, ponechéan
ve vlhké komurce pii pokojové teploté po dobu 30 minut. Po promyti v pufru byly
materialy opét posuzovany fluorescenénim mikroskopem.

VYSLEDKY
VLIV MEDIA S OBSAHEM GLUKOZY NA SPECIFITU NEPRIME IF
V pokusech o rutinni aplikaci nepfimé IF pfi identifikacich prase-

¢ich mykoplazmovych kmend jsme na naSem standardnim mediu A
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(obsahujicim glukézu) zjiStovali, Ze reakce jsou provazeny slabou ne-
specifickou fluorescenci mykoplazmovych kolonii (tab. I). Nespecifickéa
fluorescence se projevovala na mediu A bez ohledu na to, zda bylo na
kontrolni bloCky s koloniemi aplikovdno sérum proti jinému mykoplaz-
movému druhu, nebo pouze konjugat SWAR/FITC. V nékterych pripadech
Slo velmi t&Zko odliSit specifickou fluorescenci od nespecifické. PFi
pouziti bezglukézového media B jsme nespecifickou fluorescenci ne-
zjiStovali — druhova pfisluSnost kmen@ byla snadno urcitelnd. Inten-
zita specifické fluorescence byla vcelku stejnd jak na mediu A, tak na
mediu B. Dal3i pokusy byly proto uskuteciiovdny pouze na agarovém me-
diu B.

1. Vliv media s obsahem glukdézy na specifitu nepfimé imunofluorescence — The
effect of the medium containing glucose on the specificity of indirect immuno-
fluorescence

Medium A Medium B
Rueny antisérum | antisérum B antisérum | antisérum béz
M. hyorhinis | M. hyosyno- M. hyorhinis | M. hyosyno-

BTS7 viae A40 | S | 'BTS7 viae A40 | ST
Nell0 +++ + + Fepie = =
Ni6 ++ —+ + +++ = =
Tr32 +++ + + +++ - —
S218 ++ - + +++ - -
Hers 5 o e + =+ ¥ K = o
K e + + + - -
BTS7 ++ + + +++ = s

— negativni fluorescence
+ slab4 fluorescence
+ -+  pramérna fluorescence
+ -+ -+ ostra fluorescence

SROVNANI REAKCE SEDMI TYPOVYCH KMENU M. hyorhinis V PRIME IF, RI
A RP TESTU

Konjugaty, které byly pfipraveny proti dvéma kmenim M. hyorhinis
(BTS7 a GDL), reagovaly témé&¥ shodné vyraznou fluorescenci se vSemi
sedmi kmeny (tab. II). Ob& séra pouZitd v RI nebo RP testu naproti tomu
diferencovala znatelné tyto kmeny tim, Ze se u nékterych nedala jednim
i druhym testem dokonce prokdzat ani jejich prFisluSnost k druhu
M. hyorhinis. Tyto pFipady prevaZovaly u RP testu. V RI testu byl opa-
kované zaznamendan pouze jeden pfipad negativniho vysledku, tj. kmene
Tr32 s antisérem GDL. V dalSich Ctyfech pripadech — dvakrat s anti-
sérem BTS7 a dvakrat s antisérem GDL — byly vysledky na hranici
pozitivity, kdy velikost inhibi¢ni zény byla 1,0 az 1,5 mm.
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II. Srovnani reakce sedmi typovych kmenu M. hyorhinis v primé imunofluorescenci,
rustové precipitaénim a rustové inhibiénim testu — Comparison of the reaction of
seven type strains of M. hyorhinis in direct immunofluorescence, in the growth-
-inhibiton test, and growth-precipitation test

IF RI test RP test
Kmeny
BTS7 GDL BTS7 GDL BTS7 GDL
Nell0 +4+4+ | +++ 1,0 1,0 —b
2 Ni6 +++ b i e 1,0 2,0 —
Tr32 +++ et 3,0 <1,0 1
S218 +++ +++ 2,5 1,5 1
Hers . o e +++ 2,0 2,0 1
K +++ +++ 2,5 2,5 1
BTS7 o s ol e 4,5 2,5 1
- velikost inhibi¢nich zén v mm
b pocet precipitaénich linii
= negativni reakce
+ -+  prumérna fluorescence
+ -+ -+ ostra fluorescence

SROVNANI REAKCE SEDMI TYPOVYCH

TESTU POMOCI NEPRIME IF A RI TESTU

sedm kréali¢ich antisér prFibliZzné stejné intenzivni

KMENU M. hyorhinis V KRIZOVEM

V kfiZovém testu pomoci nepifimé IF (tab. III) reagovalo vSech

fluorescenci

jak

s homolognimi, tak i s heterolognimi kmeny. Krali¢im antisérem proti

III. Srovnani reakce sedmi typovych kment M. hyorhinis v Kkrizovém testu pomoci
imunofluorescence a rustové inhibiéniho testu —

neprim
Comparison of the reaction of seven typ

strains of M. hyorhinis in cross test, with the use of indirect immunofluorescence and growth
-inhibition test

IF RI test?
Kmeny
Nell0| Ni6 ‘ Tr32 ' S218 | Hers K |BTS7|Nell0 Ni6 | Tr32 | S218 |Hers| K |BTS"
Nell0 |++-+[+++| ++ [+++|+++| ++ [+++] 41| 05| 1,9 | 2,1 | 21| 03| 1,2
Ni6 +++++ | ++ | F++ | +F+ | ++ | ++ 1,1 5,4 5,4 1,6 | 2,9 | 2,7 | 05
Tr32 |++++++|+++| ++ |+++] ++ |[++4+] L5 | 47 | 62 [ 2,4 | 29| 25| 03
S218 [+++| ++ | ++ |[+++| ++ | ++ | ++ | 13| 08| 08 | 3,6 | 1,8] 03| 1,2
Hers |++-|+++| ++ [+++|+++|+++| ++ | 24| 1,2 | L5 | 20 | 42| 1,0 | 1,8
K bt A4 | b | A R 08 L0 13| 25 | 1,2 3,0 06
BTS7 |[+++| ++ [+++| ++ |+++|[+++|+++]| 1,6 | 04 | 23 | 06 | 25| 0,6 | 2,5
8 publikovéno 1973, Gois aj.
b velikost inhibi¢nich zén v mm
+ prumérnd fluorescence
+ -+ + ostra fluorescence
VETERINARNI MEDICINA — 1978 52D



kterémukoliv kmeni M. hyorhinis jsme mohli spolehlivé identifikovat
vSechny testované kmeny M. hyorhinis.

oy

Naproti tomu v kfiZovém RI testu jsme zjiStovali znac¢né rozdily
v inhibici rtistu testovanych kmenti. Velikost inhibi¢nich zén se pohy-
bovala v rozmezi 0,3 aZ 6,2 mm. VSechna antiséra reagovala nejinten-
zivnéji s homolognimi kmeny. Reakce s heterolognimi kmeny byly slabg,
na hranici pozitivity aZ negativni. Napf. antigen S218 s antisérem S218
daval inhibi¢ni zénu 3,6 mm, s antiséry Ni6, Tr32 a K daval negativni
reakce. Jednim antisérem proti kterémukoliv kmeni M. hyorhinis se ne-
daly jednoznac¢né urcit vSechny testované kmeny M. hyorhinis.

POROVNANI REAKCE TERENNICH KMENU M. hyorhinis V PRIME IF, NEPRIME
IF, RI A RP TESTU

Terénni kmeny byly identifikovdny RI a RP testem a pfimou a ne-
piimou IF. K jejich urCeni byla pouZita CtyFi antiséra proti kmentm
M. hyorhinis (tab. IV). V RI nebo RP testu nereagovalo pozitivné se
viemi testovanymi terénnimi kmeny M. hyorhinis ani jedno z aplikova-
nych krali¢ich antisér. Jeden z kmenii — LU 57 — napf. nereagoval se
tfemi ze CtyT pouZitych antisér v RI a RP testu. V mensi mife vykazovaly
nizkou nebo nulovou pozitivitu i dal$i kmeny.

Stejnd séra v neprimé IF davala v3ak jednoznac¢né pozitivni vy-
sledky se v3emi vySetfovanymi terénnimi kmeny.

IV. Porovnéani reakce terénnich kmenh M. hyorhinis v nepiimé imunofluorescenci, rts-
tové inhibiénim a rustové precipitaénim testu — Comparison of the reaction of the field
strains of M. hyorhinis in indirect immunofluorescence, growth inhibition test, and growth-
-precipitation test

IF RI test RP test

Kmeny

' Ni6 |Tr32|8218 K | Ni6 lTraz'szls K | Ni6 Tr32‘8218| K
SU 3 |+++4| ++ | ++ [+++| 152 20| 15| 1,5 1] 1 | 1 1
SU 4 g || pb Tt |0 | g8 [ 18 @] 1 | 1 | = | =
SU 5 |+44|44++| 4+ |+4+4| 25| 45| 25 |<0| — | 1 | 1 1
SU 6 |+++|+++| ++ |[+++| NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT
SU 8 |+++|+++| ++ |[+++|<1,0 | 20 [<10 |<1,0 | — | 1 1 1
LY 1 |+++| ++ [ ++ [+++] 35 |<1,0 | 20 [ 30| 1 | 1 | 1 1
LU 57 bt a0 <0 | 15 |<e | = | = | 1 | =
LA 1 |+44|+4+]|++ | ++|NT| 30| 25| NT|NT| 1 | 1 |NT
KLA2 b+ |44+ |4+ ++ | 15 20 25| 15| 1 | 1| 1 1
KLA3 bt | 4 |4+ | ++ <0 20|<0| 25| 1 | 1 | 1 1
JAS 2 |44+ ++ [++ |+ 35| 20| 25 20| 1 | 1 | 1 1
vi 7 +++|+++|+++[+++]| 35| 30| 35 | 45 - - - -

+++4  priamérné fluorescence a vyelikost z6ny v mm NT netestovano
+ -+ 4 ostra fluorescence b podcet precipita¢nich linii — negativni reakce
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Podobn& v pfimé IF, kde byly pouZity konjugaty proti kmenum
M. hyorhinis BTS7 a GDL, bylo moZné vSechny terénni kmeny spolehlivé
identifikovat jako M. hyorhinis (tab. V).

V. Identifikace terénnich kmenu M. hyorhinis pfimou imunofluorescenci — Identi-
fication of the field strains of M. hyorhinis by direct immunofluorescence

—
Konjugét proti M. hyorhinis
Kmeny

BTS7 GDL
SU 3 T4 P
SU 4 +++ ++
SU 5 +++ +++
SU 6 4 +++
SU 8 s +++
X 3 +++ +4+
LU 57 +++ ++
LA 1 +++ +++
KLA2 ++ ++
KLA 3 ++ s
JAS 2 +++ i s
Vi 7 +++ +++

+-+  primérna fluorescence
++ -+ ostrd fluorescence

DISKUSE

Enormé vysokd frekvence vyskytu Mycoplasma hyorhinis v respi-
racnich cestdch prasat (Goi$ aj.,, 1974) nuti kaZdou laboratof, ktera
se zabyvéa diagnostikou porcinnich mykoplazmat, aby druh M. hyorhinis
byla schopna bezpecné prokéazat.

Nejb&ZznéjsSimi technikami jsou RI test (Clyde, 1964), MI test
(Taylor — Robinson aj., 1966), RP test (Krogsgaard — Jen-
sen, 1972). Posledné jmenovany test jsme na zdklad& dfivéjSich sledo-
vani (GoiS§ a Kuksa, 1975) zaradili jako stabilni diagnostickou
pomiicku. Ani RP testem jsme vSak nepfeklenuli problémy souvisejici
s antigenni variabilitou typovych kmen@ M. hyorhinis, na kterou jsme
jiZ poukazali v dFivEjsi praci (Gois§ aj.,, 1973). Antigenni rozdily jsme
prokazovali nékolika sérologickymi krFiZové aplikovanymi technikami.
Nutnost pouZiti vice diagnostickych sér téhoZ druhu komplikovala a zpo-
malovala identifikaci druhu M. hiorhinis (Goi$§ aj., 1973).

Vysledky mnoha praci (Delgiudice aj., 1969; Baas a Jas-
per, 1972; Lehmkuhl a Frey, 1974) jsou shodné v tom, Ze
IF technika je jednim z nejspolehlivéjSich postupt, jak diagnostikovat
izolované mykoplazmové druhy.

Barile a Delgiudice (1972), Rosendal a Black (1972)
a jini doporucCuji prokazovat mykoplazmové kolonie tzv. epi-imuno-
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fluorescenci, pomoci niZ je moZno identifikovat mykoplazmové kolonie
prfimo na povrchu agarfi, na nichZ vyrostly.

Epi-imunofluorescence se v naSich rukou ukéazala jako vhodny
zplsob pro urcovani druhu M. hyorhinis. Ke srovndvacim pokusiim jsme
kultivovali kmeny na agarovém mediu A a B. Specifickd fluorescence
na mediu A byla provazena znacCnou nespecifickou fluorescenci myko-
plazmovych “%(8konil. Za moZnou pfiCinu nespecilické fluorescence jsme
povaZovali okyselujici 5tépné produkty glukézy, které mohly zplisobit
zvySenou afinitu fluoresceinu na agarové prostredi.

Na rozdil od RI a RP testu jsme pfi pfimé i neprimé IF neshle-
davali diagnostické vykyvy pfi identifikacich mykoplazmovych kmenii.
Antisérum pfipravené proti kterémukoliv typovému kmeni, se kterym
pracujeme, spolehlivé reagovalo jak s homolognimi, tak s heterolognimi
typovymi i terénnimi kmeny.

Epi-imunofluorescence mizZe byt proto oznacena za rvchlejsi a spo-
lehlivéjsi diagnostickou metodu mykoplazmovych druht v porovnani
s RI a RP testy.
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DoSlo dne 9. 6. 1978

JKHMXKOBA, II. — TOHMII, M. — KYKCA, ®. (Hayuno-uccienoBaTeNbCKHH HHCTHTYT BeTe-
puHapuy, Bpuo): HWnentudukalus HEKOTOPBIX CBHHBIX MHKOIIA3M C NOMONIBI0 SIH-HMMYHO-
¢moopecnennun. Vet, Med., Praha, 23, 1978 (9) : 521-530.

B pa6ore cpaBHuBaeTcs peaKTHBHOCTh THIIOBEIX M MeCTHpIx mraMmoB Mycoplasma hyorhinis
B 3NU-UMMyHO(JIOOPECIeHIIHH, B PpOCTOBO-MHIHGUIIMOHHOM M pOCTOBO-NPEIHIHMTATHOM TeCcTax.
THHOBEIC mTaMMBl HapsAany C MECTHBIMH mTaMMaMi ynajoce HalexHO HACHTH¢HU,HPOBE[TB HYTEM
HECTOPEACTBEHHOI M KOCBEHHOH 3MH-HMMYHOQPIIOOPECUeHIIUM, BO BTOPOM CJydyae BCe MCIBITAHHLIE
HaMH KpOJMYbM AHTHUCBIBOPOTKHM IO OTHOWeHH K IramMmaM M. hyorhinis B nepekpecTHOM mo-
psIKe BCEria MMeJH MOJOKHUTENbHYI0 peaklUMio CO BCEMU HccienoBaHHbME mTamMmamu M. hyorhi-
Nnis. B nporuBOCHONOKHOCH TOMY, B TEDEKPECTHOM pPOCTOBO-MHIMGMITMOHHOM ¥ POCTOBO-IIPEL[HIIH-
TATHOM Tecrax, TumoBbie mraMMel M. hyorhinis Bcerma noJOKHTENBPHO PeATHMpPOBANU TOJBKO Ha
TOMOJIOTHYHbIE AHTHUCBIBOPOTKH, TE€TEPOJIOTHYECKHE K€ peakKuHUH BO MHOTHX CJaydasax (5338471 oTpHLIa-
TeJIbHBIE HJIM COMHMTesbHBle. V3 ONHO3SHAYHO IOJIOKUTENBHBIX pPeakIHil B SMHM-MMMYyHOPIIOOpECc-
LEeHUMH K ChIBOPOTKaM mnporus Jwoboro mramma M. hyorhinis MoKHO yCTaHOBHMTB, UYTO STOT
Meron 6osiee TpUrONeH IJA MIAEHTHOUKAIMM MUKOIIA3MOBBIX BHIOB, 4YeM JBa IPYLHX MCIIBITHI-
BaeMbIX TECTOB,

Mycoplasma hyorhinis; pocToBO-MHrHGMLHOHHEIA TecT; POCTOBO-TIPELMIMTATHBIA TeCcT

ZIZKOVA, P. — GOIS, M. — KUKSA, F. (Veterinary Research Institute, Brno): The
Epi-immunofluorescent Identification of Some Porcine Mycoplasmas. Vet. Med., Pra-
ha, 23, 1978 (9): 521-530.

The responses of the field strains and type strains of Mycoplasma hyorhinis are
compared in epi-immunofluorescence, in growth-inhibition tests, and growth-preci-
pitation tests. The type strains, together with the field strains, could be definitely
identified by direct and indirect epi-immunofluorescence. In indirect epi-immuno-
fluorescence, all rabbit antiserums against the strains of Mycoplasma hyorhinis tested
by us always gave positive cross reactions with all the tested strains of Myco-
plasma hyorhinis. On the other hand, in the growth-inhibition cross test and growth-
-precipitation cross test, the type strains of Mycoplasma hyorhinis always reacted
positively only with the homologous antiserums, whereas the heterologous reactions
were mostly negative or dubious. The clearly positive epi-immunofluorescent reactions
with serums against any strain of Mycoplasma hyorhinis suggest that this method
is more suitable for the identification of Mycoplasma species than the other two
tests studied.

Mycoplasma hyorhinis; growth-inhibition test; growth-precipitation test

ZIZKOVA, P. — GOIS, M. — KUKSA, F. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin,
Brno): Identzfzzzerung einiger porciner Mykoplasmen mit Hilfe der Epi-Immuno-
fluoreszenz. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 521-530.

In der vorliegenden Arbeit vergleichen wir die Reaktivitdt von Mycoplasma-hyorhi-
nis-Typen- und Terrainstdmmen in Epi-Immunofluoreszenz, und zwar beim Wachs-
tumsinhibitations- und Wachstumsprizipitationstest. Die Typenstimme zusammen
mit den Terrainstimmen konnten verldBlich mit Hilfe der direkten und auch der
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indirekten Epi-Immunofluoreszenz indentifiziert werden. Bei der indirekten Epi-
-Immunofluoreszenz gaben alle gepriiften Kaninchen-Antisera gegen Mycoplasma-
-hyorhinis kreuzweise stets positive Reaktionen mit allen untersuchten Mycoplasma-
hyorhinis-Stammen. Demgegeniiber reagierten beim Kkreuzweisen Wachstumsinhibi-
tions- und Wachstumspréazipitationstest die Mycoplasma-hyorhinis-Typenstdimme stets
positiv nur mit homologen Antiseren, wahrend die heterologen Reaktionen in zahl-
reichen Fillen negativ oder dubids waren. Aus den eindeutig positiven Reaktionen
in Epi-Immunofluoreszenz mit Seren gegen jedweden Mpycoplasma-hyorhinis-Stamm
148t sich schliefen, daB diese Methode zur Identifizierung von Mpycoplasmaarten
geeigneter ist als dié weiteren zwei gerpiiften Teste.

Mycoplasma hyorhinis; Wachstumsinhibitionstest; Wachstumsprizipitationstest

Adresa autori:

Pavla Zizkov4a, MVDr. Milan Goi§, CSc., MVDr. FrantiSek Kuksa, Vyzkumny
ustav veterinarnihe 1ékatstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno-Medlanky
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CITLIVOST KMENU BORDETELLA BRONCHISEPTICA, PASTEURELLA
MULTOCIDA A MYCOPLASMA HYORHINIS 1ZOLOVANYCH Z PRASAT
K ANTIBIOTIKUM A CHEMOTERAPEUTIKUM

F. Sisak, M. Gois, F. Kuksa

SISAK, F. — GOIS, M. — KUKSA, F. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi,
Brno): Citlivost kmenu Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida a Myco-
plasma hyorhinis izolovanych z prasat k antibiotikim a chemoterapeutikim.
Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 531-540.

Plotnovym difuznim testem jsme zjisfovali citlivost k 15 antibiotikim a chemo-
terapeutikiim u 76 kmenu B. bronchiseptica, 232 kment P. multocida a 104 kme-
ni M. hyorhinis izolovanych z prasat v chovech postiZenych sipavkou a enzootic-
kou pneumonii. V kvalitativnim testu citlivosti byly kmeny B. bronchiseptica
citlivé ke gentamycinu (100,00 %), chloramfenikolu (94,75°), kanamycinu
(80,20 %), kolistinnu (96,10 /), neomycinu (100,00 %), polymyxinu (100,00 %,) a tet-
racyklinu (90,80 %). Nizka citlivost byla k erythromycinu (65,80 %) a sulfametho-
xydinu (18,40 9,)). Viechny kmeny byly rezistentni k ampicilinu, bacitracinu, fu-
radantinu, oxacilinu, penicilinu a streptomycinu. Kmeny P. multocida byly
citlivé k ampicilinu (94,40 %), erythromycinu (80,95 Y,), furadantinu (94,40 %),
gentamycinu (100,00 %), chloramfenikolu (100,00 %), kanamycinu (88,00 %,), koli-
stinu (81,45 9,)), neomycinu (82,30 9%,), penicilinu (79,30 %), polymyxinu (87,50)
a tetracyklinu (90,50 9/,). Nizka citlivost byla k bacitracinu (15,50 %), oxacilinu
(21,10 %) a streptomycinu (24,10 %,). VSechny kmeny byly rezistentni k sulfa-
methoxydinu. Kmeny M. hyorhinis byly citlivé k furadantinu, gentamycinu,
chloramfenikolu, kanamycinu, neomycinu a tetracyklinu, zatim co k ampicilinu,
bacitracinu, erythromycinu, kolistinu, oxacilinu, penicilinu, polymyxinu, strepto-
mycinu a sulfamethoxydinu byly rezistentni. U deseti kment B. bronchiseptica
a P. multocida byla stanovena plotnovym diluénim testem antimikrobialni akti-
vita k péti preparatum a byla vyjadfena hodnotami minimalni inhibi¢ni kon-
centrace (MIC). Kmeny B. bronchiseptica byly vysoce citlivé ke gentamycinu,
ale méné citlivé ke chloramfenikolu a tetracyklinu, kde byly jiz vy3si hodnoty
MIC. U sulfamethoxydinu a tylanu se MIC pohybovaly v hodnotach rezistence.
Kmeny P. multocida byly vysoce citlivé ke gentamycinu a dobre citlivé ke
chloramfenikolu a tetracyklinu. U sulfamethoxydinu a tylanu se MIC pohy-
bovaly v hodnotach rezistence. Zjisténé vysledky jsou podrobné&ji rozebrany
v diskusi.

plotnovy difuzni test; MIC; sipavka; enzooticka pneumonie prasat

Etiologie a patogenéza sipavky prasat se v posledni dob& studuje
predevSim ve vztahu k B. bronchiseptica. M4 se za to, Ze B. bronchi-
septica je nejCastéjSim plvodcem chronického z&nétu nosnich dutin
a nosohltanu u selat v raném véku, ktery vyusti v atrofii nosnich sko-
Fep a v deviaci nosni prepadzky (Harris a Switzer, 1968; Ke-
meny, 1972; Logomarsino aj., 1974; Nakagawa aj, 1974;
Brassinne aj., 1976; Goi§ aj.,, 1977). V nékterych pfipadech je
B. bronchiseptica i pivodcem pneumonii u selat (Meyer a Beamer,
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1973). Na rozvoji enzootické pneumonie prasat (EPP) participuji velmi
Casto dva bakteridlni druhy — P. multocida a M. hyorhinis (Goi§ aj.,
1975).

Cilem naSi prace je podat informaci o citlivosti in vitro kment
B. bronchiseptica, P. multocida a M. hyorhinis k antibiotikim a che-
moterapeutiklim, izolovanych z chovii postiZenych sipavkou a EPP.

MATERIAL A METODY

V letech 1974 az 1976 jsme z chovl postiZzenych sipavkou a EPP izolovali z nosni
sliznice a plic prasat 76 kment B. bronchiseptica, 232 kmeny P. multocida a 104 kme-
ny M. hyorhinis. Kmeny B. bronchiseptica, zachycené na modifikovaném Mac Conkey
agaru (Switzer a Farrington, 1972), a P. multocida, izolované na krevnim
agaru, byly identifikovany standardnimi mikrobiologickymi metodami (Cowan,
1974).

Izolaty mykoplazmat, zachycené na tekutych médiich jiz drive popsanou tech-
nikou (Gois aj., 1975), byly typizovany rustové inhibi¢nim testem (Clyde, 1964)
a metabolismus inhibiénim testem (Taylor-Robinson aj., 1966).

Ke stanoveni citlivosti izolovanych mikroorganismi plotnovym difuznim testem
bylo pouzito diskli Lachema. Kmeny B. bronchiseptica a P. multocida byly kultivo-
vany 24 h pfi teploté 37°C na DST agaru Oxoid. Inhibi¢ni zony byly méreny stan-
dardnim zplsobem (Vymola aj., 1963). Testované kmeny M. hyorhinis byly redény
102 a kultivovany na PPLO agaru Difco. Inhibice ristu testovanych kmenu myko-
plazmat byla hodnocena mikroskopicky za 48 az 72 h inkubace pri teploté 37°C.

U deseti kmentt B. bronchiseptica a P. multocida byly stanoveny plotnovym
diluénim testem (Vymola a Hejzlar, 1964) minimdalni inhibi¢ni koncentrace
(MIC) k témto preparatim: Gentamycin Pharmachim, Chloramphenicol SPOFA, Sul-
famethoxydin SPOFA, Tetracyklin SPOFA a Tylan 50 ELANCO.

VYSLEDKY

V kvalitativnim testu citlivosti bylo vSech 76 kmenQ B. bronchi-
septica velmi dobfe citlivych ke gentamycinu (tab. I). VétSina kment
byla citlivd ke chloramfenikolu, kanamycinu, kolistinu, neomycinu, po-
lymyxinu a tetracyklinu. Nizka citlivost byla k erythromycinu a sulfa-
methoxydinu. VSechny kmeny byly rezistentni k ampicilinu, bacitracinu,
furadantinu, oxacilinu, penicilinu a streptomycinu.

V antibiogramu 232 kment P. muliocida (tab. II) byly vSechny kme-
ny dobfFe citlivé ke gentamycinu. VétSina kment byla citlivd k ampici-
linu, erythromycinu, furadantinu, chloramfenikolu, kanamycinu, kolisti-
nu, neomycinu, penicilinu, polymyxinu, tetracyklinu. Nizk4 citlivost byla
k bacitracinu, oxacilinu a streptomycinu, zatim co k sulfamethoxydinu
byly vSechny kmeny rezistentni.

Nejvétsi citlivost u 104 vySetfovanych kment M. hyorhinis byla
k furadantinu, gentamycinu, chloramfenikolu, kanamycinu, neomycinu
a tetracyklinu (tab. III). Testované kmeny mykoplazmat byly vSak -
rezistentni k ampicilinu, bacitracinu, erythromycinu, kolistinu, oxacilinu,
penicilinu, polymyxinu, streptomycinu a sulfamethoxydinu.

Antimikrobidlni aktivita péti testovanych preparatit (tab. IV}, vy-
jdd¥ena hodnotami MIC, ukézala, Ze vSechny kmeny B. bronchiseptica
byly dobre citlivé ke gentamycinu, zatim co u chloramfenikolu a tetra-
cyklinu byly vy3si hodnoty MIC, které se v pfipadé chloramfenikolu po-
hybovaly u nékterych kmenii aZz v rozmezi rezistence. U sulfamethoxy-
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I. Citlivost 76 kmenu B. bronchiseptica k antibiotikim a chemoterapeutikim v kva-
litativnim testu — The sensitivity of 76 strains of B. bronchiseptica to antibiotics

and chemotherapeutics in the qualitative test

Disk Dobvie ciglivy" Cvitlivs'r/ Rezvistentni
pocet (% pocet (%) pocet (%)

Ampicilin 20 g 0(0) 0(0) 76 (100,00)
Bacitracin 10 m. j. 0 (0) 0 (0) 76 (100,00)
Erythromycin 10 ug 12 (15,80) 38 (50,00) 26 (34,20)
Furadantin 100 ug 0 (0) 0(0) 76 (100,00)
Gentamycin 20 ug 76 (100,00) 0(0) 0(0)
Chloramfenikol 30 ug 54 (71,05) 18 (23,70) 4 (5,25)
Kanamycin 30 ug 34 (44,70) 27 (35,50) 15 (19,80)
Kolistin 50 ug 61 (80,30) 12 (15,80) 3 (3,90)
Neomycin 30 ug 55 (72,40) 21 (27,60) 0(0)
Oxacilin 15 ug 0 (0) 0 (0) 76 (100,00)
Penicilin 10 m. j. 0 (0) 0 (0) 76 (100,00)
Polymyxin B 100 m. j. 68 (89,50) 8 (10,50) 0 (0)
Streptomycin 30 ug 0 0 76 (100,00)
Sulfamethoxydin 300 ug 14 (18,40) 0 62 (81,60)
Tetracyklin 30 ug 51 (67,10) 18 (23,70) 7 (9,20)

II. Citlivost 232 kmenu P. multocida k antibiotikim a chematerapeutikim v kva-
litativnim testu — The sensitivity of 232 strains of P. multocida to antibiotics and
chemotherapeutics in the qualitative test

Disk Dobre citlivy Citlivy Rezistentni
pocet (% pocet (% pocet (%)

Ampicilin 20 ug 178 (76,70) 41 (17,70) 13 (5,60)
Bacitracin 10 m. j. 0(0) 36 (15,50) 196 (84,50)
Erythromycin 10 ug 179 (77,15) 32 (13,80) 21 (9,05)
Furadantin 100 ug 181 (78,00) 38 (16,40) 13 (5,60)
Gentamycin 20 ug 232 (100,00) 0(0) 0(0)
Chloramfenikol 30 ug 211 (90,95) 21 (9,05) 0(0)
Kanamycin 30 ug 173 (74,60) 31 (13,40) 28 (12,00)
Kolistin 50 ug 166 (71,55) 23 (9,90) 43 (18,55)
Neomycin 30 ug 113 (48,70) 78 (33,60) 41 (17,70)
Oxacilin 15 ug 0(0) 49 (21,10) 183 (78,90)
Penicilin 10 m. j. ' 51 (22,00) 133 (57,30) 48 (20,70)
Polymyxin B 100 m. j. 157 (67,70) 46 (19,80) 29 (12,50)
Streptomycin 30 ug 0(0) 56 (24,10) 176 (75,90)
Sulfamethoxydin 300 ug 0 (0) 0(0) 232 (100,00)
Tetracyklin 30 g 148 (63,80) 62 (26,70) 22 (9,50)
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IiI. Citlivost 104 kment M. hyorhinis k antibiotikiim a chemoterapeutikim v kvalitativnim testu — The sensitivity of 104 strains
of M. hyorhinis to antibiotics and chemotherapeutics in the qualitative test

Disk Primérné hodnoty inhibi¢nich zén v mm

. Ampiclin 20 pug 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 0 0 0 0
Bacitracin 10 m. j. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Erythromycin 10 ug 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Furadantin 100 ug 18,7 | 20,6 | 15,3 | 18,7 | 17,5 | 14,1 | 17,5 | 16,1 | 14,2 | 16,0 | 15 18,5 | 16,9 | 15,0 | 17,3

" Gentamycin 20 ug NT | NT | 19,3 | 15,4 | 12,0 | 12,2 | 14,0 | 14,8 | 10,8 | 15,9 | 15 17,0 | 14,5 | 18,1 | 19,0
Chloramfenikol 30 ug 20,1 | 20,6 | 20,6 | 18,6 18,(5. 17,0 | 17,8 | 16,8 | 10,4 | 14,3 | 15 16,2 | 17,5 | 16,5 | 18,0
Kanamycin 30 ug 219 | 17,6 | 19,3 | 20,6 | 18,1 | 17,1 | 17,1 | 15,1 | 12,4 | 16,6 | 18 18,0 | 16,5 | 17,0 | 21,0
Kolistin 50 ug 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Neomycin 30 ug NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT | NT 8,8 | 10,6 9 9,5 | NT | NT | NT
Oxacilin 15 ug 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Penicilin 10 m. j. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Polymyxin B 100 m. j. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Streptomycin 30 ug 0 0 0 5,5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sulfamethoxydin 300 ug 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tetracyklin 30 ug 18,4 | 13,0 | 10,6 | 14,5 | 10,8 | 12,51| 16,7 11,0/ 84 | 12,6 | 15 15,0 | 11,5 | 12,0 | 13,6
Pocet vySetfovanych kment l 17 3 l 3 12 12 7 l 8 16 , 5 3 1 4 | 4 6 3

NT nevy$etfovdano



1V. Antimikrobialni aktivita preparattt v kvantitativnim testu — The antimicrobial
activity of the preparations in the quantitative test

Preparat MIC (ug ml-1)
Gentamycin Pharmachim 0,125— 1 0,03— 0,5
Chloramphenicol SPOFA 32 —128 1 — 8
Sulfamethoxydin SPOFA 128 —256 128 —256
Tetracyklin SPOFA 8 — 64 4 — 16
Tylan 50 ELANCO 64 —256 64 —128
Testované mikroorganismy : B. bronchiseptica P. multocida

dinu a tylanu se MIC pohybovaly v hodnotach dosazitelnych koncentraci.
RovnéZz vSechny kmeny P. multocida byly vysoce citlivé ke gentamycinu
a dobfe citlivé ke chloramfenikolu a tetracyklinu. U sulfamethoxydinu
a tylanu byly zjiStény MIC, které byly na hranici rezistence.

DISKUSE

Prdace navazuje v urCitém smeéru na nase dfivéjsi sledovéani, v némz
jsme prokazali, Ze vyskyt mikroorganismi podilejicich se na vzniku
a vyvoji sipavky a EPP lze v dychacich cestdch selat ovlivnit vyplachy
nosnich dutin prasnic pfed porodem vhodné volenymi antibiotiky a che-
moterapeutiky. V chovu byla kromeé toho jeSté uplatiiovdna i hygienic-
ko-organizatni opatfeni (Gois§ aj.,, 1976).

Masové rzSifené pouZivani antibiotik a chemoterapeutik ve velko-
chovech zvifat vSak podporuje rlist rezistence mikroorganisméi k an-
tibiotikiim a chemoterapeutikiim, kterd je zdvaZnou ptekédzkou v likvi-
daci stajovych ndkaz a nese s sebou i nebezpeCi znehodnoceni jejich
terapeutického ucCinku pro lidskou populaci (Kr¢méry aj., 1974).
Je zfejmé, Ze soub&Zné s pouZivanim antibiotik a nékterych chemotera-
peutik nabyvaji mikroorganismy na odolnosti i k t€m preparatim, které
jsou dosud ucinné. Zjistili jsme, Ze pouze 18,40 % kment B. bronchi-
septica testovanych diskovou metodou bylo dobfe citlivych k sulfa-
methoxydinu, zatim co kmeny P. multocida a M. hyorhinis byly tplné
vSechny rezistentni. RovnéZ Harris aj. (1969), na rozdil od dfivéjSiho
sledovani (Switzer, 1963), zjistili, Ze 80 % kment B. bronchiseptica
izolovanych z 25 chovii v USA bylo rezistentnich k sulfamethazinu.
Azechi aj. (1973) v Japonsku zjistili, Ze z 61 testovaného kmene
B. bronchiseptica bylo 11,5 % kment rezistentnich k sulfonamidm.

VSechny testované mikroorganismy byly vysoce citlivé ke gen-
tamycinu, ktery je jednim z nejucinnéjsich Sirokospektrych antibiotik.

Jako velmi G€inny proti B. bronchiseptica, P. multocida i M. hyorhinis
se ukdazal chloramfenikol, jehoZ pouzivani ve vykrmu zvifat bylo v USA
a v nékterych dalSich statech zakazano (Rankin, 1975).

RovnéZ k tetracyklinu jsme zjistili vysokou citlivost u vsech testo-
vanych kment. De Jong a Oosterwoud (1977) uvadéji, Ze po
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zkrmovani medikovaného krmiva oxytetracyklinem v obdobi osmi tydnt
poklesl klinicky vyskyt sipavky a EPP z 30 % na 0 %, dotasné se také
sniZila izolace B. bronchiseptica a P. multocida.

Velmi nés zajimala citlivost testovanych mikroorganismi k tylosinu,
ktery je v CSSR zdkladnim antibiotikem k medikaci krmnych smési pro
selata (P1lhal, 1977). Zjistili jsme, Ze citlivost deseti kment B. bron-
chiseptica a P. multocida byla k tylanu v kvantitativhim testu citlivosti
znaCné nizka. Tomuto zjiSténi odpovidaji nadlezy Drewse aj. (1975],
ktefi prokézali v kvantitativnim testu citlivosti, Ze tylosin tartarat byl
k P. multocida netc¢inny a riist ¢tyf testovanych kment M. hyorhinis byl
inhibovan aZ ve vysSich koncentracich. V technické informaci firmy
ELANCO je uvedena MIC tylosinu pouze pro B. bronchiseptica, ktera je
vy3si meZ 100 ug ml~'. Zprdavy o klinickém hodnoceni Gé¢innosti tylanu
pFi tlumeni sipavky a EPP jsou rozdilné. Mnoho autorti (Sander, 1972;
Schuller a Schlerka, 1972; Caslavka aj, 1973; Sevciik
aj., 1974; Reichel aj., 1975) povaZuje tylan samotny nebo v kom-
binaci s nékterymi sulfonamidy za G¢inny prostfedek ke sniZovani ztrat
zptisobenych sipavkou a EPP. Autofi se shoduji i v nazoru, Ze tylan ma
Siroké indikacni pouZiti, protoze zvySuje pfirGstky hmotnosti a sni-
Zuje ztraty na selatech vyvolané stdjovymi nakazami.

Skaloud aj. (1975) zjistili, Ze pripravek Neomix SPOFA (ty-
losin + Sulfadimidin) pfi porovnédni tG&innosti s jinymi preparaty vedl
k vyraznému zvySeni pfirtistkd hmotnosti, ke sniZeni thyni selat a k ¢as-
teénému sniZeni vyskytu sipavky ve dvou sledovanych chovech s nizkou
drovni zoohygieny. Domnivaji se vSak, Ze testované preparaty podavané
v krmivu by sotva mohly touto cestou likvidovat sipavku. K podobnym
vysledkiim dospél ve Velké Britdnii i Morrish (1975) a dal3i. Naproti
tomu Urbanova aj. (1975) neprokézali, Ze by aplikace tylanu vedla
ke statisticky vyznamnému sniZeni vyskytu sipavky, incidence pneumonii
a uhynd do 50 dnt Zivota. Dale zjistili, Ze teprve od véku 56 dnt vedl
tylan program k vyraznému zvySovani hmotnosti proti kontrolnim sku-
pindam selat. Sami jsme rovnéZ nezaznamenali (Goi$ aj., 1978) ve dvou
sledovanych chovech prasat, kde byl zaveden tylan program, vyrazné&jsi
sniZeni poc¢tii RTG pozitivnich zvifat. V 1é€enych populacich jsme kromé
toho prokazovali vysokou frekvenci vyskytu B. bronchiseptica a P. mul-
tocida. Tylan méa zrejm& omezenou bakteridlni aktivitu proti ob&ma
bakteridlnim druhim, které jsou pokladany za vyznamné puavodce sipav-
ky prasat. Rozdilné vysledky v klinickém hodnoceni uGc€innosti tylanu
jsou dany i skuteCnosti, Ze jak rozvoj sipavky, tak i EPP se déje za
podminek polybakteridlniho plisobeni. Pfes sloZitost kauzality respirac-
niho syndromu, komplikovaného Casto i dalSimi nakazovymi problémy,
nelze upustit od usili, v némZ musi byt uplatiiovana antibiotika a chemo-
terapeutika specifi¢téji nezZ doposud. LéCebné nebo preventivni podani
antimikrobidlnich prostfedkt méd svoje aplikaéni vymezeni. V chovech -
prasat postizenych téZkymi hromadnymi onemocnénimi dychadel je
mnohdy nezbytné sdhnout k antimikrobidlnim prostfedkim, které, jak
jsme jiz podotkli, musi byt cilené voleny. Takové zasahy umoZiiuji
prokazatelné sniZit pfimé i nepfimé ztraty zplsobené hromadnou ne-
mocnosti prasat. Tyto léCebné zasahy, které si mnohdy vyZaduji per-
manentni podavani antibakteridlnich prostfedkii, vSak neposkytuji za-
ruky, Ze nakazy budou z chovu eliminovany, a nemohou mit proto ani
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§irS§i programovy vyznam. Vy33i zdravotni droveili, pFedev3im ve velko-
chovech prasat, bude moZna jen cestou komplexnich ozdravovacich po-
stupli, jejichZ principy jsme jiZ formulovali (Goi§ aj., 1978). Opiraji
se o mikrobiologické depistdaZe dychacich cest, desinfekci a vyplachy
nosnich dutin prasnic pfed porodem a o pasivni nebo aktivni imunizaci
proti nékterym mikroorganismiam. Prvni vysledky jiZ naznacily, Ze touto
cestou bude moZné dlouhodobé stabilizovat zdravotni stav v téch chovech
prasat, kde jsou opatfeni systematicky uplatiiovana.

Podékovani: Za technickou spoluprdci dékujeme J. Kac¢irkové H. GoiSo-
vé a P. Zizkové.
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Doslo dne 15. 6. 1978

HIUIIAK, ®. — TOMII, M. — KYKCA, ®. (HayuHOo-uMcCIenoBaTeJbCKUH HHCTHTYT BeTepHHa-
pud, Bpuo): Bocnpumumumsocrs mrammoB Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multo-
cida u Mycoplasma hyorhinis, H3onHpOBaHHBIX y CBHHeH, K aHTHOMOTMKAM M XUMHOTepa-
neerukam. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 531-540.

C nomombio yameysHoro AMPYSHPOHHOTO TecTa ONpPENeNANH BOCIPHMMYMBOCTL K 16 aHTHOMOTH-
KaM u xuMmuorepanesTukam 76 mrammos B. bronchiseptica, 232 mramma P. maultocida
u 104 wmramma M. hyorhinis, u30IMpOBaHHBIX y CBHHEH M3 pasBeleHMi, CTPaNaloUiux OT
PHHHTA M 9SH300THYECKOH# THEBMOHMHM. B KaueCTBEHHOM TecTeé BOCHPMMMYMBOCTH INTAMMEL
B. bronchiseptica oxasanuch BocnpumMumBsiME K reHramunusy (100,00 9), xnopampenuxony
(94,759%), xamamumumuy (80,20 %), xomucruny (96,10 9%,), meomuumuy (100,009/), nonn-
mukenry (100,00 %)) wu Terpauuxnuny (90,80 0/;). Huskas BocnpHUMuHMBOCTE OTMeueHa K 3pu-
rpomunury (65,80 %) u cyasdameroxcuauny (18,40 9/). Bce mTaMMEI pPE3MCTEHTHEI K aMIu-
nuauHy, GanuTpannHy, QypamaHTHHY, OKCALMJIMHY, NEHMIMJUIMHY M cTpenroMuuuHy. LlTaMmbr
P. multocida socnpuumuusst x amnumuauny (94,40 %), spurpommumuy (80,959), ¢ypa-
nauruny (94,40 %), redramuuuny (100,00 %), xnopamderuxony (100,00 %), xamamumuny
(88,009), xomucruny (81,459)), meommuuny (82,309), nemununnuny (79,309,), mnomu-
muxcuny (87,50 %) wu rerpanmkamuy (90,50 9/y). Huskas BocmpuuMuMBOCTH OTMedyeHa K 6a-
uurpanuny (15,50 %), oxcaumaumy (21,1094). u crpentomuunny (24,109/). Bce wmraMmbr
ycroituusel K cyispamerokeunudy. Illrammer M. hyorhinis socupuumuues x ¢ypanantiuy,
TeHTaMHIUMHy, X10paMPeHUKONy, KaHaAMUIUHY, HEOMHLMHY, TeTPALUKIMHy, TOTAa Kak K aMnu-
UMKAMHY, GanuTpaniHy, SPUTPOMHIMHY, KOJMCTHHY, OKCALMJIMHY, MEHUIIMJIHMHY, MOJIMMHKCHHY,
CTPeNTOMHUUHY H cyabpameToxcunuHy oHu ycroiyusnl. Y 10 mrammos B. bronchiseptica
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u P. multocida ¢ nomMombio 4aimeyHOro AMJAYLHMOHHOrO TECTA ONpeNeHIM AHTHMMUKDOBGHYI ax-
THBHOCTH K 5 TpemapaTaM M BbIPQKajd €e BeIMYMHAMHM MMHHMAaIbHON HMHTHOMIIMOHHOM KOHIIEH-
tpauuu (MIC). Ilrammser B. bronchiseptica cupHO BOCHIPMMMYMBEI K TEHTAMHIMHY H MeHee
BOCIIDMHMYMBEI K xJopaMeHHKONy M TeTpauukiuHy, rie senuuusasi MIC  yxe mOBbILIeHSI.
Y cyabspamerokcununa u tunada MIC Haxomunuce Ha ypoBHe 3HayeHM# ycroiumsocTH. IlITaMMEr
P. multocida cunbHO BOCIPHMMYHMBEI K TeHTAMHIHHy ¥ BOCHPHMMYMBLEL K XJOpaM@eHHKOIY
u TerpauukiauHy. Y cyabpameroxkcuausa u TtunaHa MIC mHaxommimce Ha ypOBHe 3SHadeHHN
ycroitunBocTy. PesyssraTer mompo6HO ofcyskmaiorcs.

gameunblit 1udPysnoHubt TecT; MIC; aTpodmuecKuit PHHHT; IH300THUYECKAs TTHEBMOHMS CBHHeEH

SISAK, F. — GOIS, M. — KUKSA, F. (Veterinary Research Institute, Brno): The
Sensitivity of the Strains of Bordetella bronchiseptica, Pasteurella multocida, and
Mycoplasma hyorhinis, Isolated from Pigs, to Antibiotics and Chemotherapeutics. Vet.
Med., Praha, 23, 1978 (9) : 531-540.

On the whole, 76 strains of B. bronchiseptica, 232 strains of P. multocida and 104
strains of M. hyorhinis, isolated from pigs in herds affected by atrophic rhinitis and
enzootic pneumonia, were examined by the plate diffusion test for their sensitivity
to 15 antibiotics and chemotherapeutics. In the qualitative test for sensitivity, the
strains of B. bronchiseptica were sensitive to gentamycin (100.00 %), chloramphenicol
(94.759/)), canamycin (80.20 9/), colistin (96.109;), meomycin (100.00), polymyxin
(100.00 %/,), and tetracycline (80.80%/). The sensitivity to erythromycin and sulpha-
methoxydin was low (65.80 9, and 18.40 9/, respectively). All the strains tested were
resistant to ampicillin, bacitracin, furadantin, oxacillin, penicillin, and streptomycin.
The strains of P. multocida were sensitive to ampicillin (94.40 %), erythromycin
(80.95 9/, furadantin (94.40 %,), gentamycin (100.00 %), chloramphenicol (100.00 9%,), ca-
namycin (88.00 %), colistin (81.459/), neomycin (82.30 %)), penicillin (79.30 %), poly-
myxin (87.50 %), and tetracycline (90.50 %). The sensitivity to bacitracin, oxacillin,
and streptomycin was low (15.50 %, 21.109%,, 24.109%,, respectively). All strains were
resistant to sulphamethoxydin. The strains of M. hyorhinis were sensitive to fura-
dantin, gentamycin, chloramphenicol, canamycin, neomycin, and tetracycline, whe-
reas their response to ampicillin, bacitracin, erythromycin, colistin, oxacillin, peni-
cillin, polymyxin, streptomycin, and sulphamethoxydin was that of resistance. In ten
strains of B. bronchiseptica and P. multocida, the antimicrobial response to five
preparations was examined by the plate dilution test and was expressed by the
values of minimum-inhibition concentration (MIC). The strains of B. bronchiseptica
were highly sensitive to gentamycin, but less sensitive to chloramphenicol and tetra-
cycline, to which they gave higher MIC values. In sulphamethoxydin and tylan, the
MIC values ranged within the limits of resistance. The strains of P. multocida were
highly sensitive to gentamycin and fairly sensitive to chloramphenicol and tetra-
cycline. In sulphamethoxydin and tylan the MIC values varied within the values of
resistance. The results are analyzed in detail in discussion.

plate diffusion test; MIC; atrophic rhinitis; enzootic pneumonia of swine

SISAK, F. — GOIS, M. — KUKSA, F. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno):
Sensibilitdit der aus Schweinen isolierten Stdimme Bordetella bronchiseptica, Pas-
teurella multocida und Mycoplasma hyorhinis gegen Antibiotika und Chemothera-
peutika. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 531-540.

Mit Hilfe des Diffussionsplattentestes stellten wir die Sensibilitat auf 15 Antibiotika
und Chemotherapeutika bei 76 Stimmen von B. bronchiseptica, 232 Stimmen von
P. multocide und 104 Stammen von M. hyorhinis, die aus Schweinen in mit Rhi-
nitis chronica atrophicans und enzootischer Pneumonie versuchten Zuchten isoliert
wurden, fest. Im qualitativen Sensibilitéitstest waren die Stimme B. bronchisepti-
ca sensitiv gegen Gentamyzin (100,00 °,), Chloramphenikol (94,759,), Kanamy-
zin (80,20 %), Xolistin (96,109, Neomyzin (100,009, Polymyxin (100,00 %)
und Tetrazyklin (90,80 %;). Niedrig war die Sensibilitit gegen Erythromyzin (65,80 %)
und Sulfamethoxydin (18,40 9). Alle Stimme waren resistent gegen Ampizillin, Ba-
zitrazin, Furadantin, Oxazillin, Penizillin und Streptomyzin. Die P.-multocida-Staimme
waren sensitiv gegen Ampizillin (94,40 9,), Erythromyzin (80,959,), Furadantin
(94,40 ), Gentamyzin (100,00 ")), Chloramphenikol (100,00 9,), Kanamyzin (88,00 %),
Kolistin (81,45 %), Neomyzin (82,30 /), Penizillin (79,30 %), Polymyxin (87,50 %, und
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Tetrazyklin (90,50 %). Eine geringe Sensibilitit wurde gegen Bazitrazin (15,50 %),
Oxazillin (21,10 %) und Streptomyzin (24,10Y,) festgestellt. Alle Stimme waren re-
sistent gegen Sulfamethoxydin. Die M.-hyorhinis-Stimme waren sensitiv gegen Fura-
dantin, Gentamyzin, Chloramphenikol, Kanamyzin, Noemyzin und Tetrazyklin,
wiahrend sie gegen Ampizillin, Bazitrazin, Erythromyzin, Kolistin, Oxazillin, Peni-
zillin, Polymyxin, Streptomyzin und Sulfamethoxydin resistent waren. Bei zehn
B.-bronchiseptica- und P.-multocida-Stammen wurde mit Hilfe des Dillutionsplatten-
testes eine antimikrobielle Aktivitat gegen fiinf Pradparate festgestellt und in Werten
der minimalen Inhibitionskonzentration (MIC) ausgedriickt. Die B.-bronchiseptica-
-Stidmme waren hochsensitiv gegen Gentamyzin, aber weniger sensitiv gegen Chlo-
ramphenikol und Tetrazyklin, wo bereits hohere MIC-Werte festgestellt wurden.
Bei Sulfamethoxydin und Tylan wiesen die MIC Resistenzwerte auf. Die P.-multo-
cida-Stamme waren hochsensitiv gegen Gentamyzin und gut sensitiv gegen Chlo-
ramphenikol und Tetrazyklin. Bei Sulfamethoxydin und Tylan wurden Resistenz-
werte der MIC festgestellt. Die festgestellten Resultate werden in der Diskussion
eingehender behandelt.

Diffusionsplattentest; MIC; Rhinitis chronica atrophicans; enzootische Schweinepneu-
monie

Adresa autori:

MVDr. FrantiSek Sisak, CSc.,, MVDr. Milan G oi§, CSc., MVDr. Frantisek Kuksa,
Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno-Medlanky
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PRUZKUM MOZNE PRITOMNOSTI AFLATOXINU B: V JATRECH
A SVALOVINE JATECNYCH ZVIRAT

J. Bartos, Z. Matyas

BARTOS, J. — MATYAS, Z. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, Brno):
Pruzkum mozné pritomnosti alfatoxinu Bi v jdtrech a svaloviné jateé¢nych zvi-
fat. Vet.Med., Praha, 23, 1978 (9) : 541-548.

Modifikovanou Jacobsonovou metodou (Jacobson aj., 1971) jsme vySetfili na
moznou pritomnost aflatoxinu Bi 77 vzorku jater (z prasat, byku, krav, kufecich
brojlert, nosnic), 28 vzorku bilé svaloviny (z prasat, kufecich brojlerd, nosnic)
a 24 vzorky cervené svaloviny (z prasat, kufecich brojlert, nosnic). Vzorky po-
chazely ze zdravych zvirat, ¢ast byla od zvifat krmenych netradi¢nim krmivem
s obsahem prasec¢ich exkrementl. Pozitivni ndlezy byly zjistény pouze u dvou
vzorku veprovych jater z celkového poétu 30 vzorkl. Jeden vzorek byl z pra-
sat krmenych krmivem s obsahem 5 9, praseéich exkrementt, druhy pak z pra-
sete krmeného tradiénim zpuisobem. Nalezend mnozstvi mizZeme oznacit v obou
pripadech za stopova, nebof koncentrace aflatoxinu Bi nepresahla 0,1 ug kg-—1.
Ve vzorcich svaloviny a v jatrech ostatnich hospodaiskych zvirat jsme nezjistili
na chromatogramu pritomnost skvrn, které by se barvou a polohou bliZily
skvrnam aflatoxinu Bi.

mykotoxiny; suroviny Zivocisného puvodu; netradi¢ni krmiva; hospodarska zvi-
rata

V posledni dobé se stalo studium vlastnosti nékterych druhit plisni
a jejich toxickych metabolitli vyznamnou oblasti huménniho i veterinar-
niho lékarstvi. Nejméné 150 druhti plisni produkuje toxické latky —
— mykotoxiny, z nichZ nyni jsou nejvice studovany aflatoxiny, dale pak
ochratoxin A, patulin, sterigmatocystin, islandotoxin, luteoskyrin, F-2 to-
xin a dalsi.

Diivody tohoto zvySeného z&jmu jsou dany vysokou toxicitou pro
Clovéka a nékteré druhy zvirat, dale pak jejich vyraznym kancero-
gennim, teratogennim a mutagennim uGcCinkem a mnoha dalSimi vyjimec-
nymi vlastnostmi, jako je pomérné vysokéa rezistence vici teplu, mozZnost
dlouhé persistence v potravindch a krmivech, nepfiznivé ovlivnéni me-
tabolickych procesi v organismu.

Mezi mnoha jinymi druhy potravin a krmiv mohou byt aflatoxiny
kontaminovany i suroviny ZivocCiSného ptvodu. Tato problematika je
v celosvétovém méritku intenzivné studovana, jak dokazuje literarni
prehled.

Platonow (1965) a Platonow a Beauregard (1965 neprokazali to-

xické latky v jaternich extraktech a svaloviné kurat krmenych po dobu Sesti tydnu
toxickou podzemnicovou mouckou (3,1 mg aflatoxinu v 1 Kkg krmiva). Keyl
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a Booth (1971) nenalezli rezidua aflatoxinti ve svaloving, jatrech a krvi kufecich
brojlert, jimz bylo podavano krmivo s obsahem 1,6 mg aflatoxinu v 1 kg krmiva
po dobu osmi tydnt. Zjistili vSak rozdilnou citlivost u dribeze rtznych plemen. Po
zkrmovani 2,7 aflatoxinu v 1 kg krmiva nosnicim pc dobu 48 dni nezachytili
rezidua aflatoxina v krvi, svaloviné, jatrech a vejcich: Kratzer aj. (1969) neproka-
zali pritomnost aflatoxintt ve svaloviné, jatrech a krvi kurecich brojlerit krmenych
gedesat dnu pred porazkou krmivem obsahujicim 1,6 mg aflatoxinu v 1 kg. Negativni
byly i nalezy ve vejcich, mase, jatrech a krvi nosnic (plemeno bilé Leghorn) krme-
nych 48 dni krmivem s obsahem 2,7 mg aflatoxinu v 1 kg. Ani Sims aj. (1970)
nezjistili aflatoxin v jatrech nosnic krmenych ad libitum krmivem obsahujicim 2, 4
a 8 mg aflatoxinu v 1 kg.

Prior (1976) neprokazal aflatoxin ani v jednom z deseti vzorku jater a ledvin,
které pochazely ze zvifat (neuvadi druhy), u nichZ bylo podezieni z mykotoxikoéz.

Naproti tomu Van Zytveld aj. (1970) zachytili ,aflatoxin nebo metabolity
aflatecxinu® ve svaloviné a jatrech kurecich brojlera (u 15 ze 45) krmenych Sest tydnu
smési aflatoxint Bia Gi1v dennich davkach od 60 do 275 mg na 1 kg Zivé hmotnosti.
V praci vSak neuvadeéji zjisténa mnozstvi aflatoxinu. Mintzlaff aj. (1974) zkrmo-
vali osm tydnt brojlerim krmiva obsahujici 0,025 az 15 mg aflatoxinu v 1 kg. Re-
zidua v jatrech a svaloviné kurecich brojlert zjisfovali jiz pfi koncentraci 0,1 mg
aflatoxinu B1 v 1 kg krmiva.

Negativni nalezy v organech a svaloviné prasat popsali Allcroft a Car-
naghan (1963), Keyl aj. (1968), Booth (1969) a Keyl a Booth (1971).
Posledni dva citovani autori, ktefi podavali prasatum 0,8 mg aflatoxinuv1l kg krmi-
va po dobu 120 dnu, nestanovili rezidua aflatoxint ve svaloving, tuku, ledviné, jatrech
a sleziné téchto zvirat.

Naproti tomu Wiseman a Jacobson (1969) prokazali pozitivni nalezy afla-
toxinu B1 a M1 v jatrech, ledvinach, krvi a Sunce prasat po jednomésiénim zkrmovani
0,1 az 0,4 mg aflatoxinu v 1 kg krmiva. Pri podavani 0,1 mg aflatoxinu B1 v 1 kg krmi-
va obsahovala jatra 0,25, ledviny 0,29 a svalovina 0,15 ug aflatoxinuB1 v 1 kg tkané.
Soucéasné byl zjistén aflatoxin Mi v jatrech, ledvinach a svaloviné (0,11; 0,21; 0,04 ug
aflatoxinu M1 v 1 kg tkané). Krogh aj. (1973) popsali pokusy se zkrmovanim krmiv
obsahujicich aflatoxiny Bi a B2 v koncentracich 0,3 a 0,5 mg kg—1prasatiim po dobu
celého vykrmu. Pozitivni nalezy v jatrech byly zachyceny jiz pfi zkrmovani krmiva
obsahujiciho 0,3 mg aflatoxint v 1 kg. Z osmnéacti analyzovanych vzorku jater sta-
novili 10 ug kg 1 v osmi vzorcich, 92 ug kg—! v jednom vzorku a stopova mnozstvi
(tj. méné nez 1 ug kg—1) v péti vzorc1ch Ctyfi vzorky byly negativni. Po zkrmovani
krmiva obsahujiciho 0,5 mg kg-! bylo analyzovano 18 vzorku jater. Ve dvou vzorcich
bylo nalezeno 51 ug kg—l, v jednom vzorku 35 ug kg-1, ve tfech vzorcich 11 ug kg-1,
v péti vzorcich 10 ug kg—1, v jednom vzorku 2 ug kg—!. Stopovd mnozZstvi (tj. méné
nez 1 ug kg—1) byla zjisténa ve dvou vzorcich a étyfi vzorky byly negativni.

Pfi nizsi koncentraci aflatoxin v krmivu (0,3 mg kg—1) byly nalezy ve svaloviné
prevazné negativni, pii vy$si koncentraci (0,5 mg kg~!) byla ve svaloviné 231§f0vana
pievazné stopova mnozstvi.

Murthy aj. (1975) prokazali aflatoxin Bi, B2 a M v jatrech, moc¢ovém méchyri,
slezing, srdci, svaloviné a ledviné prasat ve vykrmu pii zkrmovani krmiva s vysokym
obsahem aflatoxinu. Nejvy$si hodnoty byly nalezeny v jatrech (6,1 ug aflatoxinu Bi
v jednom kg a 2,82 ug aflatoxinu M v jednom Kkg).

O negativnich nalezech toxickych latek v organech a svaloviné skotu referovali
Allcroft a Carnaghan (1963) a Keyl aj. (1968). Ani Booth (1969) a Keyl
a Booth (1971) nezachytili rezidua ve svaloviné a organech byka krmenych krmi-
vem obsahujicim 1 mg aflatoxinu v 1 kg. Stopova mnozstvi aflatoxinu zjistili v krvi.
Jestlize tato zvirata dostdavala béhem poslednich 24 hodin pfed porazkou krmivo bez
aflatoxinu, nebyl aflatoxin v jejich krvi nalezen.

MATERIAL A METODA

Na moznou pritomnost aflatoxinu Bi jsme vySetrili 30 vzorkt jater prasat, 20
vzorku jater byku, 2 vzorky jater krav, 16 vzorku jater kurecich brojlert, 9 vzorku
jater nosnic, 12 vzorku bilé svaloviny prasat (M. longissimus dorsi), 8 vzorku bilé
svaloviny kurecich brojlerti (prsni sval), 8 vzorkl bilé svaloviny nosnic (prsni sval),
12 vzorkl ¢ervené svaloviny prasat (M. quadriceps femoris), 6 vzorku ¢ervené svalo-
viny kurecich brojlerti (stehenni sval), 6 vzorku ¢ervené svaloviny nosnic (stehenni
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sval). Vzorky pochézely od Kklinicky zdravych zviiat, u nichZ nebylo podezieni z into-
xikace. Cast vzorkli pochazela od zvifat krmenych netradiénim krmivem s obsahem
veprovych exkrementt.

Pri sestavovani nami pouZité metody jsme vychazeli z praci Wisemana aj.
(1967), Simse aj. (1970), Jacobsona aj. (1971), Strzeleckiho (1973), Brow -
na aj. (1973) a Jacobsona a Wisemana (1974). Nami pouzity modifikovany
metodicky postup byl tento: 50 nebo 100 g tkdné se zhomogenizuje (Homogenizer typ
302 — Pclsko), prida se 300 az 400 ml metanolu p. a. a opét se homogenizuje asi
5 minut. Homogenat se preleje do kadinky, prida se 25 g kfemeliny Hyflo Super Cel
(Johns Manville, USA), obsah se silné promicha sklenénou ty¢inkou a po 5 minutach
se prefiltruje 1 cm vrstvou Hyflo Super Cel na filtraénim papife v Bilichnerové na-
levce. Po prefiltrovani za vakua se promyje kadinka i obsah v Blichnerové nélevce
jesté 75 ml metanolu p. a. Do litrové délici nalevky se naleje filtrat a stejné mnozstvi
49/, roztoku chloridu sodného. Necistoty se extrahuji tfepanim s 200 ml petroléteru
p. a. V délici nalevce se oddéli petroléter v horni ¢asti. Vodné metanolova frakce
se stejnym zpusobem extrahuje petroléterem jesté trikrat a potom se z ni extrahuje
aflatcxin protrepavanim s chloroformem (celkem 4 X 100 ml). K spojenym chloro-
formovym extraktiim v délici litrové nalevce se prida 300 ml 49, chloridu sodného
a po protfepani se chloroformova faze vypusti do kadinky. Pro vycereni se muze
pouzit kifemelina Hyflo Super Cel, které se piida jedna polévkova lzice (asi 14 g) do
kadinky, obsah se promicha a zfiltruje pomoci Biichnerovy nalevky. Chloroformovy
extrakt se odpari na rotaénim vakuovém odparovaku pri teploté vodni lazné 40 °C.
Odparek se rozpusti v 5 ml chloroformu a prenese se kvantitativné do 1ékovky (prua-
mér 2 cm, vyS8ka 5 cm). Chloroform se odpaii na vodni lazni pod jemnym proudem
dusiku. Odparek, rozpustény ve 100 az 200 ul chloroformu, se nanasi na neaktivovanou
tenkocu vrstvu silikagelu (Silufol UV 254, Sklarny Kavalier, n. p.) v mnozstvi 50 az
100 ul (vzorek) a 50 az 100 ul (vzorek + standard). Mikroddvkovadem se nanese
standard, vzorek a vedle ného vzorek se standardem na tfi starty uprostfed félie
pfi sou¢asném vysuSovani fénem. Vyviji se v kyvetach pri pokojové teploté nejdrive
v dietyléteru. Po odstFizeni horni ¢asti félie s nejvétsim mnozstvim nedistot se vyviji
v obraceném sméru v soustavé chloroform :aceton 9 :1 v nenasycenych komorach.
Chromatogram se prohliZzi pod UV lampou piistrojem Fluotest Universal (fy Original
Hanau Quarzlampen, NSR) a standard se srovnava se zkouSenym vzorkem. Semi-
kvantitativni pfiblizné stanoveni je umoznéno porovnanim intenzity skvrny s raznymi
kencentracemi aflatoxinu Bi. Z potvrzovacich testil jsme pouZili postfik skrvn 209,
kyselincu sirovou. Pokusy probihaly od kvétna do prosince 1976.

VYSLEDKY A DISKUSE

V pocatecnich pokusech jsme €istili vzorky na sloupci s neutrdlnim
kysli¢nikem hlinitym a bezvodym siranem sodnym postupem, ktery po-
psal Strzelecki (1973). Pfi CiSténi ma sloupcich byly vzorky pfi
nanasSeni na tenkou vrstvu silikagelu CistSi neZ pfi nanaseni vzorku
bez této purifikace. PonévadZ necistoty po vyvijeni v dietyléteru (tj. pu-
rifikaci pfimo na tenké vrstvé silikagelu) a nésledném vyvijeni ve smé-
si chloroform : aceton (9:1) nezakryvaly vnitfni standard, upustili jsme
v dal8ich pokusech od zdlouhavé purifikace sloupcovou chromatografii.
Pfi vyvijeni ve smé&si chloroform : aceton (9:1) je vyhodn&j3i pouZivat
nenasycenych komor, nebot skvrny aflatoxinu B; se oddéli od nedistot
lépe neZ pri pouZiti nasycenych komor.

V Casti pokusti jsme necistoty extrahovali vytfepavdnim ve smési
petroléter : hexan : benzen (2:1:2). Proti samotnému petroléteru bylo
pouziti smeési vyhodné€jsi — nanédSené extrakty na tenkou vrstvu silika-
gelu byly CistS1 — ale i ndkladné&jsi. ProtoZe se hexan nesnadno ziskava
(dovoz), pouZivali jsme v dalSich pokusech pouze petroléter p. a. sa-
motny, nebot po vyvijeni v dietyléteru a nasledném vyvijeni ve smési chlo-
roform : aceton (9:1) byl vnitFni standard vZdy dobie patrny a neéisto-
ty neptisobily ruSivé v misté vyskytu skvrny aflatoxinu B;.
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Z celkového pocltu 30 vzorkdi jater porazZenych prasat jsme zjistili
pouze u dvou vzork@l pFitomnost skvrn, které se barvou a polohou na
chromatogramu shodovaly se skvrnami aflatoxinu B;, prfidaného k vzor-
ku (vnitfni standard). Také po postfiku 20% kyselinou sirovou se barva
zmeénila z modré na Zlutou. Porovndnim s rtznymi koncentracemi afla-
toxinu B:; miZeme nalezend mnoZstvi oznacit za stopova, nebot obsah
aflatoxinu B; nepfesahl v jatrech koncentraci 0,1 ug kg~'. Krogh aj.
(1973) oznacuji za stopovd mnoZstvi koncentrace miz3i neZ 1ug kg1
Vzorky jater byly odebirdny od zdravych zviFat. Jeden pozitivni nédlez
pochézel z prasat krmenych krmivem s obsahem 5 % prasecich exkre-
mentdi, druhy pozitivni ndlez byl z prasete krmeného tradi¢nim zpiso-
bem. V jatrech ostatnich hospodéaiskych zvirat (byki, kufecich brojleri,
nosnic a krav) jsme nezjistili na chromatogramech pFitomnost skvrn,
které by se barvou a polohou bliZily skvrné aflatoxinu B; (obr. 1—4]).
TotéZ plati o svaloviné vepii, kufecich brojlertt a nosnic.

1. Chromatogram extrak-
tu z veprovych jater po
vyvijeni v dietyléteru,
odstrizeni ¢asti folie s
nejvétsim mnozstvim ne-
¢istot a po vyvijeni ve
smési chloroform : ace-
ton (9:1) v obraceném
sméru — Chromatogram
of pork liver extract
after development in di-
ethyl ether, after separa-
tion of part of the foil
with the largest amount
of impurities, and after
development in the chlo-
roform : acetone mixtu-
re (9 : 1) in reverse sense

2. Chromatogram extrak-
tu z jater kravy po vy-
vijeni v dietyléteru, od-
strizeni ¢asti folie s nej-
vétsim mnozstvim ne-
¢istot a po vyvijeni ve
smeési chloroform : ace-
ton (9:1) v obraceném
sméru — Chromatogram
of bovine liver extract
after development in
diethyl ether, after se-
paration of impurities,
and after development
in the chloroform : ace-
tone mixture (9:1) in
reverse sense
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3. Chromatogram extrak-
tu z jater kuteciho broj-
lera po vyvijeni v di-
etyléteru, odstrizeni ¢éasti
folie s nejvétsim mnoz-
stvim necistot a po vy-
vijeni ve smési chloro-
form : aceton (9 : 1)
v obraceném sméru —
Chromatogram of broi-
ler chick extract after
development in diethyl
ether, after separation
of part of the foil with
the largest amount of
impurities, and after de-
velopment in the chlo-
roform : acetone mixtu-
re (9 : 1) in reverse sense

4. Chromatogram extrak-
tu z jater nosnice po vy-
vijeni v dietyléteru, od-
strizeni casti félie s nej-
vétsim mnozstvim ne-
¢istot a po vyvijeni ve
smeési chloroform : ace-
ton (9:1) v obraceném
sméru — Chron}gtogram
of laying-hen liver ex-
tract after development
in diethyl ether, after
separation of part of the
foil with the largest
amount of impurities,
and after development
in the chloroform : ace-
tone mixture (9 :) in re-
verse sense

Castym metabolitem aflatoxinu B; v ja.ech miize byt i aflatoxin M.
Podle pokusti Krogha aj. (1973) byvd jeho mnoZstvi znacné nizsi
nez aflatoxinu B;. Tak napf. pri zkrmovani 0,5 mg aflatoxinu v 1Kkg
krmiva stanovili tito autofi v jatrech u dvou prasat aflatoxin By v mnoz-
stvi 51 ug kg~!, zatim co aflatoxin M byl u stejnych vzorkdt zachycen
pouze u jednoho vzorku v mnozstvi 3 ug kg~'. Také Murthy aj. (1975)
uvedli, Ze jaterni tkain obsahovala vice aflatoxinu B; neZ jeho metabo-
litu Mi. PonévadZ aflatoxin M neni bézZné dostupny na svetovych trzich,
museli jsme se v této praci omezit pouze na aflatoxin Bi.

Dulezitd pro praxi je skutecnost, Ze i pFi pritomnosti aflatoxinu Bi
v jatrech v mnozstvi 51 ug kg~! nemusi byt pozorovany pfi jate¢ni pro-
hlidce jater makroskopicky zjistitelné zmény, které by upozornily na
pfitomnost aflatoxintt (Krogh aj., 1973).

Ponévadz aflatoxin B; je silné kancerogenni latka, mély by byt
suroviny ZivociSného plivodu vySetfovdny na pritomnost aflatoxint.
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Predpokladem zdarné prevence je zavedeni vhodnych analytickych me-
tod na zjiStovani aflatoxin@l v Siroké paleté nejriznéjsich surovin a vy-
robkl ZivociSného i rostlinného ptvodu.

Podékovani: Za poskytnuti standardu aflatoxinu Bi dékujeme D. Veselé-
mu z Ustavu experimentalni mediciny CSAV. Za technickou spolupraci dékujeme
s. B. Seidlové.
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BEAPTOIII, M. — MATHAII, 3. (HayuHo-uccnenoBaTeJIbCKHMII HHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHO):
OnpeneneHne BOSMOKHOTO Hanuuusa adraTokcuHa Bl B meueHH M Mpmmumax GOeHCKHX »KHBOTHBIX.
Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 541-548.

Ilo momupuuuposanxHomy wmerony HAkobcoma (Axo6cor u ko, 1971) wuccremopann Ha
BO3MOKHOe npucytcTeue adnatoxcuHa Bi 77 obpasuop meuenn (KopoB, 6bIKOB, CBHHEH, KypHHBIX
Gpoitnepos, Hecymek), 28 o06pasuos G(enoit Mbuulbl (CBHHeH, KypHHbIX 6poiijepoB, Hecyulek)
u 24 ofpasua kpacHoii Mbiuusl (cBHHel, KypuHbix 6poitnepos, Hecymek). Ofpasmel 1mpoucxo-
IMJHM M3 3J0pOBBIX MXMBOTHBEIX, 4YaCTbh — OT KHUBOTHBIX Ha HeTpaIMIIMOHHOM OTKOpMe, colep-
JKauleM CBHHBIE BKCKpeMeHTHl. [lojoKuTenbHbIe [MArHO3bl YCTAHOBJIEHL JMn y 2 obpasios
cBUHON TieueHu wu3 obmero wux konuuecrsa 30. Oxuu ofpasel; npoMCXONHJ OT CBHHeH Ha
orkopme, comepkamuM 5 0/) CBHHBIX 3KCKDEMEHTOB, a BTOPOH — OT CBHHBM Ha TPaIMIMOHHOM
orkopme, OGHapy)KeHHble KOJIHMYECTBA MOKHO 0003Ha4uTL B 000OMX ciydagx MHKpPOINO30H, TakK
Kak KoHueHTpamus adaarokcuua Bi me mpesstcuaa 0,1 ug xr—l. B ofpasiax MbiuieiHOH TKaHM
M B IleYeHH OCTaJIbHLIX JXMBOTHBIX Ha XpoMaTOrpaMMe He YCTaHOBJIEHO HAaJHA4YHUA TIATEH, CXO0XKHX
IO I[BETY ¥ PACIOJOKeHHIO ¢ mATHaMu adnartoxcuna Bi.

MHUKOTOKCHHBI; ChIpb€ JKMBOTHOTO IIPOMCXOKIEHHUs; HETpPaIWIIMOHHBIE KOpMa; CKOT

BARTOS, J. — MATYAS, Z. (Veterinary Research Institute, Brno): Research on the
Contingent Presence of Aflatoxin Bi in the Liver and Muscle of Slaughter Animals.
Vet. Med.,Praha , 23, 1978 (S) : 541-548.

Seventy-seven samples of liver (from pigs, bulls, cows, broiler chickens, layers),
twenty-eight samples of white muscle (from pigs, broilers, layers), and twenty-four
samples of red muscle (from pigs, broilers, layers) were examined by the modified
Jacobson method (Jacobson et al. 1971) for the contingent presence of aflatoxin
Bi. The samples came from healthy animals, part of them from animals fed non-tra-
ditional feed containing pig excrements. Positive findings were only obtained in
two samples of pork liver, out of the total number of 30 samples. One sample came
from pigs fed a ration containing 59, of pig excrements, the other from a traditio-
nally fed pig. The amounts of aflatoxin B1 found in these two samples can be treated
as trace quantities, since the concentration did not exceed 0.1 ug per kg. In the
samples of muscle and liver of the other farm animals, the chromatogram did not
show the presence of spots which might resemble, in colour and position, the spots
of aflatoxin Bi.

mycotoxins; raw materials of animal origin; non-traditional feeds; farm animals

BARTOS, J. — MATYAS, Z. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno): Unter-
suchungen iiber die mogliche Anweisenheit von Aflatoxin Bi1 in der Leber und Mus-
kulatur von Schlachttieren. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 541-548.

Mit Hilfe der modifizierten Jacobsonschen Methode (Jacobson u. a., 1971) untersuch-
ten wir die mogliche Anwesenheit von Aflatoxin Bi in 77 Leberproben (von Schweinen,
Bullen, Kiihen, Broilerkiicken und Legehennen), ferner in 28 Proben der weillen
Muskulatur (von Schweinen, Broilerkiicken und Legehennen) sowie in 24 Proben der
roten Muskulatur (von Schweinen, Broilerkiicken und Legehennen). Die Proben
stammten von gesunden Tieren, ein Teil stammte von Tieren, die traditionswidrig
mit einem Schweineexkremente enthaltendem Futter geflittert wurden. Positive Be-
funde wurden nur bei zwei Schweinsleberproben von insgesamt 30 Proben festgestellt.
Eine Probe stammte von Schweinen, die mit einem 5 ¢, Schweineexkremente enthal-
tendem Futter gefiittert wurden, wihrend die andere von einem traditional ge-
flittertem Schweine stammte. Die festgestellten Mengen konnen in beiden Féllen als
Spurenmengen Lezeichnet werden, denn die Konzentration des Aflatoxins B1i liber-
schrift nicht 0,1 ug kg—!. In den Proben der Muskulatur und der Leber der iibri-
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gen landwirtschaftlichen Nutztiere stellten wir auf dem Chromatogramm keine An-
wesenheit von Flecken fest, die in bezug auf Farbe und Lage den Flecken des Afla-

toxins B1 nahe kdmen.
Mykotoxine; Rohstoffe tierischen Herkunft; untraditionelle Futtermittel; landwirt-
schaftliche Nutztiere

Adresa autori:

MVDr. Jaroslav Bartos§, CSc. prof. MVDr. Zdenék Matyas, CSc., Vyzkumny
ustav veterinarniho 1ékaistvi, Hudcova 70, 621 32 Brno-Medlanky
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VYSETRENI TRZNICH KAPRU NA REZIDUA ANTIMIKROBIALNICH
LATEK

M. Malikova, J. Habrda, Z. Matyas

MALIKOVA, M. — HABRDA, J. — MATYAS, Z. (Vyzkumny ustav veterinarniho
1ékarstvi, Brno): VySdetieni trznich kapri na rezidua antimikrobidlnich ldtek.
Vet.Med., Praha, 23, 1978 (9) : 549-554.

Mikrobiologickou diftizni metodou jsme zjisfovali rezidua inhibi¢nich latek ve
svaloviné, hepatopankreatu, Zlué¢i a pylorovych vacich 30 trznich kapra pocha-
zejicich z rybniki jizné od Brna. Pouzili jsme téchto testa¢nich mikroorga-
nisma: B. cereus var. mycoides (ATCC 11778), B. subtilis (ATCC 6633, Sarcina
lutea (ATCC 9341) a Micrococcus flavus (ATCC 10240). Rezidua inhibi¢nich la-
tek nebyla nalezena ani v jednom z vyS$etfenych vzorkli svaloviny. Ostatni
testované tkané vykazovaly v nékterych pripadech malé inhibi¢ni zony, jejichz
pii¢ina vSak tkvi v pritomnosti pfirozenych antimikrobidlné aktivnich latek
ve Zluéi a gastrointestinalnim traktu ryb, nikoli v perzistenci rezidui 1é¢iv po-
danych béhem Zivota ryb.

sladkovodni ryby; antibiotika; mikrobiologicka difuzni metoda; svalovina; hepa-
topankreas; Zluc¢; pylorové vaky

Pro rozvoj sladkovodniho rybafstvi v CSSR je nutné stale zvy3ovat
vyrobu ryb. Vylov trznich ryb mé dosdhnout do roku 1980 20 700 tun,
to znamend ve srovnéni s dosavadnim stavem zvySeni vytéZnosti témeér
0 26 % (Anon., 1977). Tento néartst je v souladu s poZadavky na mo-
derni vyZivu ClovEka, kterd stdle vice propaguje potraviny lehce stra-
vitelné a pritom co do zdroje vyZivnych latek maximdalné cenné — ta-
kovou potravinou bezesporu sladkovodni ryba je.

Ukolem veterinarn& hygienické sluZzby pak je zabezpetovat zdra-
votni nezavadnost téchto potravin a surovin ZivociSného ptvodu po
vSech strankach, tedy i pfed rezidui antimikrobidlnich latek, podéava-
nych rybam za ucelem krmnym, preventivnim ¢i 1éCebnym.

Na potencialni rizika rezidui antimikrobidlnich latek v potravinach a surovinach
Zivocisného puvodu pro hygienu humanni i veterinarni poukazuje vét$i pocet publi-
kaci a v mnoha statech svéta jiz existuji smérnice a omezeni, tykajici se zejména
masového pouzivani antibiotik dulezitych k terapii lidi pro krmné ucely Malikova
aj., 1974, 1975).

V CSSR byly v predchozich letech uvefejnény prace o problematice rezidui inhi-
bi¢nich latek v mase a organech rtznych druht jateénych zvifat véetné drubeze
(Malikova aj., 1974, 1975; Pichnaréik aj., 1974; Kucera, 1969 a dalsi), ale
udajii o analogickém vySetfeni ryb je dosud velmi malo.
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V ramci EompIemeio vyzEuiiiu viivu zivoiniho pi osiredl na uroven Kontaminace

cizorodych latek v potravinovém retézci byli na naSem pracovisti vySetrfovani trzni
kapri pochazejici z lokality pohorelickych rybnika jizné od Brna. Vysledky vySetreni
na pritomnost antimikrobidlné aktivnich rezidui popisuje tato prace.

MATERIAL A METODY

V obdobi od 17. 10. do 16. 12. 1975 jsme zjisfovali vyskyt rezidui inhibiénich
latek u 30 kapri. Ryby byly Kklinicky zdravé, sadkované, o trzni hmotnosti v pra-
méru kolem 2 kg, kategorie K 3 (triletd ryba), po strance obchodni I. jakosti. Doda-
vatelem bylo Statni rybarstvi, n. p., Ceské Budé&jovice, odstépny zavod Pohotelice
u Brna. Z tohoto pokusného materidalu bylo 20 kaprii anonymniho ptvodu (ze sadek),
po péti kusech z rybniku Novoveského a z Vrkoce.

Mikrobiologickou diftizni metodou, spoc¢ivajici v prilozeni zmrazenych vzorku tka-
ni na pevnou pudu v upravé podle Malikové aj. (1974), bylazjisfovana rezidua
ve svaloviné, hepatopankreatu a v pylorovych vacich; zlué¢ byla plnéna do kovovych
kominkli a vysSetfovana stejnou metodou. Kazdy vzorek byl testovan soucasné tri-
krat na ¢tyfech druzich mikroorganismt: B. cereus var. mycoides (ATCC 11778), B.
subtilis (ATCC 6633), Sarcina lutea (ATCC 9341) a Micrococcus flavus (ATCC 10240),
ktery se jevil vzhledem k dobrému zachytu rezidui chloramfenikolu v daném pri-
padé jako velmi vhodny (Malikova a Habrda, 1976).

Ke kontrole citlivosti pouzZitého testa¢niho kmene byly uzivany vhodné antibiotic-
ké disky ,Sensitivity Disc Lachema®.

VYSLEDKY A DISKUSE

Svalovina kapri byla ve vSech pfipadech negativni. Pozitivni vy-
sledky v ostatnich testovanych organech a tkanich byly zjiStény u 26
ryb, nejCastéji ve ZluCi (tab. I). Pouze u jednoho kusu se vyskytly in-

, hibiéni zény v hepatopankreatu, Zluc¢i i pyloru, u 14 kapri byl pozitivni
nélez pouze ve Zlu€i. Inhibiéni zény byly malé, u vzorki hepatopan-
kreatu a pylorovych vakdi 2 aZ 3 mm, Zlu¢i 2 aZ 6 mm. V souladu s li-
teraturou byly inhibi¢ni zény do 1,5 mm hodnoceny negativné.

I. Néalezy rezidui antimikrobidlnich latek u trznich kaprt — Findings of the resi-
dues of antimicrobial substances in market carp

Rezidua (%
Testa¢ni kmen Vysetrgno
kapra il hepato- Slue pylorové

e pankreas Zu vaky
B. cereus
(ATCC 11778) 30 0 0 19 (63) 0
B, subtilis
(ATCC 6633) 30 0 0 4 (13) 5(17)
M. flavus
(ATCC 10240) 30 0 6 (20) 9 (30) 1(3)
Sarcina lutea
(ATCC 9341) 30 0 0 0 0
Celkem 30 0 6 (20) 20 (67) 6 (20)
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Anamnesticky bylo z)iSTeno, ze MedlKOVdIlyll RITIIVCIT ROl PCA Lt .

pin) byly pfikrmovany dvouleté ryby (posledni aplikace vice neZ rok
pied vylovem), zjara ndasledujiciho roku (zhruba 7 aZ 8 mésicli pfed
vylovem) byl vSem kapriim injikovan jednorazové chloramfenikol v ob-
vyklé davce 20 mg pro toto.

Pfetrvavani rezidui antimikrobidlnich latek v téle ryb je zéavislé na
mnoha faktorech: pouZité latce, velikosti davky, zplisobu aplikace, druhu
a véku ryby, teploté vody atd. Kromé€ toho jsou vysledky ovlivnény
i citlivosti pouZité metody. Ze studia literdrnich tdaji k této proble-
matice je vSak zFejmé, Ze kontaminace svaloviny rezidui inhibi¢nich
latek neni u ryb tak zavaZnym problémem jako u jateCnych zvifat.
Bank (1976) nezjistil rezidua ve svaloviné kapri jiZ dva dny po injekc-
ni aplikaci 5 mg terramycinu, nebo po pétidennim peroralnim podéavéani
smési obsahujici 192 mg terramycinu, event. 160 mg terramycinu a 40 mg
oleandomycinu v 1kg krmiva. Mann (1967) po davce 2 mg terramy-
cinu neidentifikoval jeho rezidua v mase kaprii dokonce jiZ za jeden den
po aplikaci. V jiné préaci popisuje Mann (1968) negativni vysledek po
110dennim zkrmovéani smési s obsahem 50 nebo 100 mg zinkbacitracinu
u pstruhti. Sevcéik aj. (1969) pracovali s &s. pfipravkem Karpex (Ru-
pin), obsahujicim 2,773 g chloramfenikolpalmitatu v 1kg. Krevni sérum
kaprii bylo prosté inhibi¢nich latek jiZ za 96 hodin, jatra a svalovina
za 14 dni po posledni aplikaci. Kozlowski (1965) po aplikaci 2 aZ
8 mg chloromycetinu u kapri zjistil perzistenci rezidui: za 96 aZz 120 ho-
din v krvi, 72 aZ 96 hodin ve sleziné a svalstvu a za 120 hodin v ledvi-
néch.

Jedin& po aplikaci depotnich injekci jsou popisovany delsi intervaly
pFi vyluCovani antibiotika z organismu ryb. Tak napf. Volf a Havel-
ka (1958) prokéazali, Ze chloromycetin podany ve vysoké davce
(66 mg kg~=!') v olejové suspenzi pretrvdva v krvi kapra aZ 28 dni.
Vladimirov (1971) injikoval kaprim jednoradzové i. p. 200 mg chlo-
ramfenikolu s vazelinou a lanolinem a zjiStoval antibiotikum v krvi
podle teploty vody aZ do 50, resp. 175 dni.

U jinych druhti ryb jsou dostupné Gdaje ponékud rozdilné. Evelyn
(1969) udéava, Ze po peroralni aplikaci krmiva obsahujiciho 50 mg chlo-
ramfenikolu v 1 kg lososovitym druh@im ryb jsou po 24 hodinédch rezidua
ve tkanich pod hranici priikaznosti. Naproti tomu Weber a Rid-
geway (1966) po podani terramycinu v ddvce 250 mg kg~! po tfi aZ
CtyFi dny tichomorskym lososim identifikovali rezidua podané latky
v kostFe ryb jeSté za tfi a pul roku. U sumcovitych druh@i ryb popsali
Fribourgh aj. (1969) pozitivhi vysledek po aplikaci terramycinu
v séru a svaloviné do dvou dnt, v jatrech aZ do 21 dne.

Nejcastéji bylo sledovano vylucovani antimikrobidlnich latek z or-
ganismu pstruhi, pfedevS§im pstruha duhového. Silvén aj. (1968) pro-
kdzali rezidua terramycinu (davka 15mg na kus a den po dobu péti
dni) v jatrech, Zluc€i a ledvinach za 24 dny, ve svaloviné za 17 dni. Po
aplikaci sulfamerazinu (40 mg na kus a den po dobu péti dni) byla
jatra pozitivni za deset dni, ledviny a svalovina za sedm a Zlu¢ za
tfi dny po poslednim podéni. Hermann aj. (1969) uvadéji, Ze podle
teploty vody jsou po dadvce 75mg na kus a den, podavané po 14 dni,
zbytky terramycinu prokazatelné ve svaloving duhovych pstruhii jeste
za 14 aZz 28 dni, u potoCnich pstruhti za 10 az 28dni. Glende aj.
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(1974) aplikovali v pokusech 201 duhovému pstruhu chlortetracyklin
v riznych davkach (od 50 do 200 mg na rybu ¢i na kilogram krmiva)
a po rizné dlouhou dobu. Z jejich uzavért vyplyva, Ze pri obvyklém
davkovani medikovaného krmiva (200 mg CTC kg~!) nelze oclekavat ve
svaloviné antimikrobidlné aktivni rezidua jiZ za 48 hodin. V jatrech
a zluci zjiStovali rezidua aZ do 15 dni, ale tuto skuteCnost vysvétluji
zpétnou resorbci antibiotika z traviciho traktu do jater. Obecné stanovuji
karenc¢ni lhiitu na pét aZ sedm dni. Mc Cracken aj. (1976) u téhoz
druhu ryb.popisuji tyto vysledky: po i. p. aplikaci chloramfenikolu a fra-
mycetinu je vysledek negativni jiZ za sedm dni, rezidua oxytetracyklinu
pretrvavaji 28 dni a po podéani sulfadiazinu s trimetoprimem byl nélez
jeSté za 77 dni. Po téchto dvou lécivech navrhuji karenCni lhiitu vice
nez meésicni. Naopak po ordlni aplikaci neni nezbytné vzhledem k rych-
lému odbourdvéani rezidui dodrZovat karenc¢ni lhltu 10 aZ 14 dni.

I kdyZz uvedenych vysledkii bylo dosaZeno rtznymi metodickymi
postupy, a proto je nelze zcela objektivné srovnéavat, je mozZné obecné
charakterizovat teoretickou moZnost zachytu antimikrobidlné aktivnich
rezidui v organismu ryb takto: pFi injekcni aplikaci vhodnych roztokt
antimikrobidlnich 1€Civ 1ze jen v ojedinélych pripadech pfedpokladat vy-
skyt rezidui téchto latek po dobu delsi neZz 28 dni; pfi aplikaci mediko-
vanych krmiv je rybi svalovina nositelem rezidui vétSinou jen mnékolik
dni, a tedy karencCni lhltu 10 aZ 14 dni lze pokladat za naprosto po-
staCitelnou. Prihlédneme-li k anamnestickym tdajim a vlastnim ziska-
nym vysledktim, je nepravdépodobmné, Ze malé inhibi¢ni zény ve vzor-
cich hepatopankreatu, Zlu€e a pylorovych vakl byly zplsobeny aplikaci
1éCiv. Jejich vysvétleni snad spocCivd v zachytu prirozenych antimikro-
bidlnich latek v téle ryb, pravdépodobné na bazi inhibitorti enzymatic-
kych systémi. '
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MAJIMKOBA, M. — TABPIA, M. — MATHAII, 3. (HayuHo-uccienoBaTeabCKUil  HHCTHTYT
serepuHapuy, Bpuo): Hccremoanme ToBapHOro Kapma Ha OCTATKH AHTHMHKPOGHEIX BemjecTs.
Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 549-554.

ITo Mmerony mukpob6HOnOruueckoir nudpdysuu onpemendanu OCTATKH HMHTUGUTOPOB B MBIIEYHOM
TKaHH, TeNaTONaHKpeace, jKeJ4e M IHJOPOBhHIX MemKax 30 TOBapHBIX KapmoB, NPOUCXOANIIUX H3
OPyIOB C I0XKHO¥M CTOPOHKI BpHO. BBIIM HMCIONB30BaHEL Clenyiolljue MHKDOOPTAHHUBMEI IJIA TECTOB:
B. cereus var. mycoides (ATCC 11778), B. subtilis (ATCC 6633), Sarcina lutea (ATCC
9341) u Micrococcus flavus (ATCC 10240). Ocratkm HHTHOHTOPOB He OBHApy/KeHBI HH
B OIHOM M3 HCClelyeMblX O6pasiOB MBIMIEYHOHM TKaHM. B OCTaNbHEIX TKaHAX B HEKOTOPHIX CJy-
yasgx YCTAHOBJIEHbBI MaJble KHX‘H6HTOPHHC 30HBI, IIpHYHMHA KOTOPBIX, OIHAKO, COCTOMUT CKOpee
B HAJH4YHUHN eCTECTBEHHBIX MHKPOGH&J[LHO AKTHUBHBIX BEIIECTB B JK€JI4€ M TacCTPOMHTEHCTHHAJIbHOM
TPAKTE, a HE€ B IIEPCHCTEHLUHH OCTATKOB MEIHNKAMEHTOB, KOTOpDBIE prGaM CKapMJIHBaJIX B TeueHHe
X KHM3HH.

npecHoBonHble pbIObI; AaHTHOMOTHKY; MHKpOGMONOrMYecKMH NUPPY3MITHHEII MEeTON; MblIeYHAS
TKaHb; TernaTONaHKpeac; jKeJub; IHJIOPOBble MEIIKH ’

MALIKOVA, M. — HABRDA, J. — MATYAS, Z. (Veterinary Research Institute,
Brno): Examination of Market Carp for Residues of Antimicrobial Substances.
Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 549-554.

The residues of inhibitory substances in the muscle, hepatopancreas, bile, and pyloric
caeca of 30 carps from ponds south of Brno were examined by the microbiological
diffusion method. The following testing micro-organisms were used: B. cereus var.
mycoides (ATCC 11778), B. subtilis (ATCC 6633), Sarcina lutea (ATCC 9341), and
Micrococcus flavus (ATCC 10240). Residues of inhibitory substances were not found
in any of the muscle samples tested. The rest of the tested tissues showed, in some
cases, small inhibition zones which seem to be due to the presence of natural anti-
microbially active substances in the bile and gastro-intestinal tract of the fish
r}z:thexi f‘chan to the persistence of the residues of drugs given to the fish during
their life.

freshwater fish; antibiotics; microbiological diffusion method; muscle; hepatopan-
creas; bile; pyloric caeca
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medizin, Brno): Untersuchungen von Marktkarpfen auf Residuen antimikrobieller
Stoffe. Vet. Med., Praha, 23, 1678 (9) : 549-554.

Mit Hilfe der mikrobiologischen Diffusinosmethode stellten wir Residuen von Inhi-
bitionsstoffen in der Muskulatur, im Hepatopankreas, in der Galle und in den Py-
lorussdcken bei 30 aus Teichen silidlich von Brno stammenden Marktkarpfen fest.
Wir benutzten folgende Testmikroorganismen: B. cereus var. mycoides (ATCC 11778),
B. subtilis (ATCC 6633), Sarcina lutea (ATCC 9341) und Micrococcus flavus (ATCC
10240). In keinen der untersuchten Muskelproben konnten Residuen von Inhibitions-
stoffen festgestellt werden. Die iibrigen getesteten Gewebe wiesen in einiger Fillen
Inhibitionszonen auf, deren Ursache aber mehr in der Anwesenheit von natiirlichen
antimikrobiellen aktiven Stoffen in der Galle und im gastrointestinalen Trakt der
Fische, keinesfalls aber in der Persistenz von Residuen der wihrend des Lebens
der Fische verabreichten Medikamenten besteht.

StiBwasserfische; Antibiotika; mikrobielle Diffussionsmethode; Muskulatur: Hepa-
topankreas; Galle; Pylorussidcke

Adresa autoru:

MVDr. Milena Malikova CSc., MVDr. Jan Habrda, prof. MVDr. Zdenék
Matyas, CSc., Vyzkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Hudcova 70, 621 32 Brno-
-Medlanky
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— DISTRIDUUL TEIWLATLIND T U D T O O T s T nnn——
VE TKANICH A ORGANECH KOZY (CAPRA)

D. Vesely, D. Vesela, V. Kusak, P. Nesnidal

VESELY, D. — VESELA, D. — KUSAK, V. — NESNIDAL, P. (Ustav experimen-
talni mediciny CSAV, Praha): Distribuce perordlné podaného aflatoxinu Bi ve
tkanich a orgdnech kozy (Capra). Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 555-558.

V pokuse jsme podavali koze celkem 450 mg aflatoxinu Bi. Mléko shromazdéné
béhem pokusu jsme lyofilizovali a izolovali jsme aflatoxiny Bi a Mi. Po uhy-
nuti jsme analyzovali nékteré tkané, krev a zlu¢ pokusného zvirete na obsah
aflatoxinu.

aflatoxin Bi; aflatoxin Mi; mléko; tkané

Aflatoxin Bi zkonzumovany s potravou, se CasteCné z organismu
vyluCuje, castecné se kumuluje ve tkéanich, predevSim v jatrech
(Patterson, 1973). Je to jedna z moZnosti, jak pronikd aflatoxin B;
do potravinového Fetézce. DalSi nebezpeci vznikd tim, Ze aflatoxin B:
pronika do mléka savci.

Pri dieté obsahujici malé mnozstvi aflatoxinu Bi se objevuje v mléce jako
metabolit nazyvany aflatoxin Mi, ktery je témér stejné toxicky jako aflatoxin Bi
(Allcroft aj., 1966). Pri vyssich davkach aflatoxinu B1i v potravé se v mléce vy-
skytuji aflatoxiny oba (Purchase, 1972). Stejné mechanismy probihaji i v lid-
ském organismu (Shank aj.,, 1971).

V uplynulych letech jsme analyzovali nékolik desitek vzorkt lidskych jater,
krve, zlu¢i a jinych latek, ve kterych jsme prokazali aflatoxin Bi. V nékolika pripa-
dech byly vedle vétsiho mnozstvi obsahu aflatoxinu Bi1 izolovany dvé latky spektrofo-
tometricky podobné aflatoxinu Bi. Podle vysledkti TLC bylo mozné predpokladat,
ze jednou z téchto latek je aflatoxin Mi (Vesela aj., 1976).

Abychom mohli ovérit, jedna-li se skute¢né o aflatoxin Mi, bylo tfeba jej pri-
pravit. Technicky nejvhodnéjsi byla izolace aflatoxinu M1 z mléka kozy. Po skoncéeni
pokusu jsme analyzovali tkané a télni tekutiny pokusného zvirete na obsah afla-
toxinu.

MATERIAL A METODY

Koza domdci, Sest let stara, o hmotnosti 50 kg, byla umisténa v nizké plechové
vané s roStem a vypustnym kohoutem. Drevéné statni bylo vylozeno PE félii, svede-
nou do vany.

Zvireti jsme podavali sondou do bachoru Kkrystalicky aflatoxin Bi pfripraveny
podle patentu (Kusak aj., 1975). Pokus trval deset dni — az do uhynuti zvirete.
Aflatoxin Bi1 byl podan v péti davkach:prvniden 50 mg, c¢tvrty, sedmy, osmy a de-
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vaty den po 100 mg. Pokusné zvife jsme krmili zelenou pici a Srotem. Veterinarni
dozor pifi pokuse a histologické vySetreni organti nemohly byt zajistény.

MIléko bylo odebirano dvakrat denné — rano a vecer. Do patého dne pokusu byla pro-
dukce mléka rovnomérna (asi 1400 ml denné). Sesty den klesla na 630 ml a klesala
dale az na 100 ml devatého dne. Sesty den pokusu se zacal zhorsovat i zdravotni stav
zvifete; od osmého dne bylo apatické, piestalo pfijimat potravu a témér nevyméso-
valo.

Uhynulé zvife jsme pitvali a odebrali jsme vzorky tkani a télnich tekutin, které
jsme ulozili do boxu pii teploté —20°C. Pri pitvé jsme zjistili naplnéné predza-
ludky i Zluénik a mirné krvaceni v miznich uzlinach.

Zbytky zvitete, krmiva a pevnych odpadi byly spaleny. Celé stani bylo dua-
kladné omyto 5%, roztokem chlornanu sodného a oplachnuto vodou.

ANALYZA PRODUKTU

Vzorky tkani jsme zbavili blan a vétSich cév, rozemleli v masovém strojku,
rozmixovali v kuchynském mixéru s vodou na ridkou ka$i a lyofilizovali v trans-
fuznich lahvich v zarizeni LZ 9d, fy. Chirana. Ve stejném zarizeni bylo lyofilizovano
také ziskané mléko.

10 az 20 g lyofilizovaného vzorku jsme extrahovali tfikrat 100 ml chloroformu
a spojené extrakty jsme odparili v rotaénim vakuovém odparfovaku. Zbytek jsme
rozpustili 20 ml smési n-hexan — aceton (1 : 1), zfedili 100 ml vody, proteiny vysrazeli
10 ml roztoku octanu olovnatého (200 g Pb(CH3COO)2.3H20 + 3 ml ledové kyseliny
octové v 1000 ml vody) a po péti minutdach stani jsme prebytek olovnatych iontd vy-
srazeli 10 ml roztoku nasyceného siranu sodného. Suspenzi jsme odstredili pfi 9000 g
a supernatant jsme prevedli do délici nalevky.

Lipidy jsme extrahovali trikrat 50 ml n-hexanu. Aflatoxiny z vodné faze j-me
extrahovali dvakrat 50 ml chloroformu. Spojené chloroformové extrakty jsme pre-
filtrovali pres bezvody sfran sodny a odpafili do sucha na vodni lazni.

Extrakt rozpustény v minimalnim mnozstvi chloroformu byl nanesen na chro-
matograficky sloupec tvoreny 4 g silikagelu H (Typ 60) fy Merck v kolonce o pru-
meéru 2 cm.

Cast necistot byla eluovana 20 ml smési n-hexan — dietyléter (1 :1) & aflatoxin
B: byl vymyvan ze sloupce smési chloroform — aceton (9 :1). Zéna modte fluoresku-
jici v UV-svétle byla zachycena a po odpareni elu¢ni smési na vodni 1lazni rozpusténa
v metanolu a promeérena spektrofotometrem UNICAM SP.8000. Mnozstvi atlatoxinu
B1 jsme vypoditali v maximu extinkéniho spektra pri vinové délce 362 nm, ¢ = 21 800.

Lyofilizované mléko jsme analyzovali metodou podle Stubblefielda aj.
(1973), konec¢ny extrakt byl precistén na stejné pripraveném chromatografickém
sloupci jako pfi analyze tkani. Chromatograficky sloupec jsme nejprve eluovali smési
chloroform — aceton (9 :1) zachytili zénu aflatoxinu Bi a spektrofotometricky pro-
meérili (jak bylo jiz popsano). Potom byla elu¢ni soustava odsata, nahrazena sousta-
vou chloroform — aceton —izopropanol (85:10:5) a =zachycena dalsi v UV-svétle
modie fluoreskujici zéna aflatoxinu Mi. Po odpareni elu¢ni smési na vodni lazni byl
zbytek rozpustén v metanolu a spektrofotomericky promeéren. Mnozstvi aflatoxinu
M: jsme vypocditali v maximu extinkéniho spektra pri vinové délce 357 nm, ¢ =
=19950 (Stubblefield aj., 1973).

Totoznost aflatoxinu Bi a M1 jsme oveérili TLC na deskach Silufol a na hotovych
silikagelovych féliich typu 60 Fas4 fy. Merck. Izolovany aflatoxin Bi jsme porovnavali
TLC a spektrofotometricky s preparatem podavanym zvireti a vyrobkem fy. Calbio-
chem. Aflatoxin Mi jsme porovnali TLC s literarnimi udaji (Butler, 1974), se
kterymi byl v dobré shodé. Pro TLC byly pouzity eluc¢ni soustavy: chloroform — ace-
ton (9 :1), chloroform — metanol (97 : 3), chloroform — aceton — izopropanol (85 : 10 :5),
benzen — metanol — ledova kyselina octova (90 : 5 : 5) a dietyléter. ]

Toxicitu aflatoxintt Bi1 a M1 izolovanych z mléka jsme zkouSeli na tiidennich
kacatech o prumérné hmotnosti 65 g. Aflatoxiny byly aplikovany do volete v 0,25
ml 209, dimetylsulfoxidu v mnozZstvi 20 ug na kac¢e. Kontrolni skupiné deseti kacat
bylo aplikovano rozpoustédlo.

Trem kac¢atium byl podan aflatoxin Bi a po péti dnech byly vyhodnoceny histo-
logické zmény v jatrech. Ctyri kadata, kterym byl podan aflatoxin Mi, uhynula za
36 hodin.

U vsech kéacat obou skupin byly v jatrech nalezeny histologické zmény cha-
rakteristické pro expozici aflatoxiny.
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VYSLEDKY

Homogenizované lyofilizované
mléko pokusného zvifete obsahova-
lo 165 ug aflatoxinu Bi a 650 ug

1. Obsah aflatoxinu Bi v lyofilizovanych
tkanich, zluéi a krvi — Aflatoxin Bi
content in lyophilized tissues, bile and
blood

aflatoxinu M1 v jednom Kkilogramu. ’ .
Aflatoxin M1 se objevil v mléce jiZ Materidl Nalezeny ;ﬂﬁgoxm B,
prvni den pokusu v mnoZstvi 20 ug (ng ke™) -
kg~l. Aflatoxin Bi byl pozorovan )
v mléce aZ v dalsich dnech pokusu. Jétra 310
Posledni ziskané mléko obsahovalo Ledviny 460
2030 ug aflatoxinu Bi1 a 1690 ug Plice 510
aflatoxinu M1 na kilogram lyofili Mozek 75
zovaného produktu. Srddce #78
Neékolik hodin po podéani prvni ]
davky aflatoxinu Bi se objevily Szvz‘fg“,ina .
v moci zvifete aflatoxiny M1 a Bi ]
a byly ovéfeny TLC. Kvantitativne Slezina 30
nebyly vyhodnoceny. Zlug 23
Obsah aflatoxinu Bi1 v lyofilizo- Krev 8
vanych tkédnich, krvi a Zlu¢i pokus- |

ného zvifete uvadi tab. I. Aflatoxin
B1 doprovazelo ve v3ech tkdnich malé mnoZstvi aflatoxinu Mi, ktery byl
dokazan TLC.

DISKUSE

Praci jsme zaméfili pfedevSim mna to, abychom ziskali maximalni
mnozstvi aflatoxinu M; z mléka pokusného zvifete. PouZiti kozy k po-
dobnému pokusu nebylo v literatufe nalezeno. Prvni davka aflatoxinu Bi
byla zvolena 1mgkg~' hmotnosti zvifete analogicky s jiZ citovanou
praci (Allcroft aj., 1966), kde byla pokusnym zvifetem ovce. Prvni
davku aflatoxinu B; snaSela koza dobfe, ale vznikly potiZe se zpracova-
nim mléka, proto byly od ¢tvrtého dne pokusu ddvky zvySeny.

Vysledky ziskané analyzou mléka nelze srovnévat s praci Polana
aj. (1974) a dalsich autortd v prdaci citovanych, ktefi poddvali aflatoxin B
kravam v davkach podstatné nizSich a sledovali jiné cile. Vysoky obsah
aflatoxinu By v mléce pokusného zvifete, ktery se projevil zvlasté v mlé-
ce ziskaném posledni den pokusu, lze vysvétlit velkymi ddvkami afla-
toxinu Bi.

Tkéni zvirete bylo pouZito k ovéfeni metodiky pro analyzu pitevnich
materiali. Distribuce aflatoxinu B; do jednotlivych tkani kozy pravdé-
podobné odpovida distribuci po akutni otravé dosp€lého zvirete.

Podékovani: Autofi dékuji MUDr, I. Dvoifacé¢kové z fakultni nemocnice
v Hradci Kralové za histologické vysSetfeni zkousek toxicity, E. Farové a L.
Sedlac¢kovi za asistenci pfi préaci s pokusnym zviretem,
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tansHOi Menunueslt UCAH, Ilpara): Pacmpenmenennme mnonyuaemoro uepe3 por adnaroxcuna Bi
B TKaHax u opranax ko3nl (Capra). Vet. Med. Praha, 23, 1978 (9) : 555-558.

Bo Bpemsa omsitTa Kose nasajoch B obmem 450 Mr adaaroxcmHa Bi. Monoko, mHaxkomneHHoe B xone
OMBITA, JTHOPUIMIUPOBANOCH M HM30aMpoBanuck afuatokcuHst Bi1 1 Mi. Ilocne rubenu ananusm-
POBAJHCh HEKOTOPhIE TKAHH, KPOBb M JKeJNYb ONBLITHOrO >KMBOTHOLO Ha CcONep)KaHUe adIaTOKCHHOB.

adarokcun Bi; adarokcun Mi1; MOJIOKO,, TKaHu

VESELY, D. — VESELA, D. — KUSAK, V. — NESNIDAL, P. (Institute of Experi-
mental Medicine, Czechoslovak Academy of Sciences, Praha): Distribution of Pero-
rally Administered Aflatoxin Bi in the Tissues and Organs of Goat (Capra). Vet.
Med., Praha, 23, 1978 (9) : 555-558.

In the experiment the goat was administered an amount of 450 mg aflatoxin Bi.
The milk taken during the experiment was lyophilized and aflatoxins Bi and M1
were isolated. After the death of the goat some tissues, blood and bile of the expe-
rimental animal were analyzed to find out the aflatoxin content.

aflatoxin Bi1; aflatoxin Mi; milk; tissues

VESELY, D. — VESELA, D. — KUSAK, V. — NESNIDAL, P. (Institut fiir experi-
mentale Medizin der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften, Praha):
Distribution vom peroral verabreichen Aflatoxin Bi Geweben und Organen der
Ziege (Capra). Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 555-558.

In einem Versuch wurden einer Ziege insgesamt 450 mg Aflatoxin Bi verbreicht.
Die wihrend des Versuches angesammelte Milch lyophilisierten wir und isolierten
die Aflatoxine Bi1 und Mi. Nach dem Eingehen analysierten wir manche Gewebe, Blut
und Galle des Versuchstieres, um den Gehalt an Aflatoxin festzustellen.
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VYBER METOD PRO ZJISTOVANI PRITOMNOSTI AFLATOXINU
V TEKUTEM MLECE

J. Bartos, Z. Matyas

BARTOS, J. — MATYAS, Z. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékafstvi, Brno):
Vybér metod pro zjistovani pritomnosti aflatoxini v tekutém mléce. Vet.Med.,
Praha, 23, 1978 (9) : 559-5617.

Prezkoudeli jsem celkem sedm metod doporuc¢ovanych na sledovani pritomnosti
aflatoxintt v tekutém mléce. Vétsinu metod jsme rtzné modifikovali, piedevsim
pro nedostatek nékterych chemikalii. Vzorky tekutych mlék urcéenych pro piimy
konzum jsme odebirali z bézné obchodni sité (mléko v lahvich, igelitovych
sadeich, specialnim obalu — trvanlivé). V préaci je podrobné popsan pracovni
postup dvou metod,.které se ndm v soucasné dobé jevi jako vhodné pro bézZné
screeningové vysetfovani obchodnich vzorkt tekutych mlék., Témito metodami
jsme vySetfili 70 vzorku obchodnich tekutych mlék, z nichz 25 bylo pozitivnich.
Ani v jednom vzorku vSak nedosdhla koncentrace aflatoxinu navrhované pri-
pustné koncentrace pro potraviny.

cizorodé latky; mykotoxiny; analytické metody; screening; TLC

Vyznamem aflatoxinli v mlééném primyslu se velmi podrobné za-
byval Kiermeier (1974). Mléko a mléctné vyrobky mohou byt kon-
taminovany primo plisnémi Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus,
nebo nepfimo kontaminovanym krmivem. V organismu zvifete se v jat-
rech metabolizuje aflatoxin B: a B; a mlékem se pak vylucuje aflatoxin
M: a M. Aflatoxin M; je podobné toxicky jako aflatoxin Bi a Gi. L an-
caster aj. (1961) zjistili jako prvni kancerogenni t¢inek aflatoxinu M.
Aflatoxin Mi se mulZe prokdzat v mléce jiZz za 12 hodin po zkrmeni
krmiva obsahujicitho aflatoxin. Vylucovédni aflatoxinu M; je ukon&eno
do Ctyf dni, néktefi autori uvadéji az sedm dni. Purchase (1973)
doporucuje vyloucit mléko z konzumu po dobu dvou aZ péti dnli po
skonCeni zkrmovani krmiva s obsahem aflatoxinu.

Vyvojem metod na zjisfovani aflatoxini v tekutém mléce se zabyvali mnozi
autori, které vSechny nemuzZeme citovat pro nedostatek mista.

Nejstarsimi popsanymi metodami bylo moZné zjistit 1 ug 1-1. Vyvojem metod
se postupné zvySuje moznost zachyceni niz$ich koncentraci. Tak napi. Jacobson
aj. (1971) uvedli citlivost metody 0,5 aZ 0,1 ug 1-1, Kiermeier a Miicke (1972)
jiiz 0,04 ug 1-1, Stubblefield aj. (1973) 0,1 ng 1-!, Pons aj. (1973) 0,05 ug 1-1,
Schuller aj. (1973) 0,05 ug 1-1, Tuinstra a Bronsgeest (1975) vypracovali
metodu s citlivosti 0,004 ug v jednom litru mléka (=4 ng 1-1). Bodine aj. (1977)
uvadéji moznost detekce 0,005 wg 1-1. MuzZeme piedpokladat, Ze metody se budou
1 nadale zdokonalovat nejen z hlediska citlivosti, ale také vzhledem k ¢asové naroc-
nosti a k nakladim na rozbory.
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Ukolem této prace bylo vybrat vhodnou screeningovou metodu na zji§fovani pti-
tcmnosti aflatoxint v tekutém mléce, kterda by byla prijatelna pro nase podminky
z hlediska chemikalii a laboratorniho vybaveni.

MATERIAL A METODY

Pri vyhledavani nejvhodnéjsich metod pro analyzu tekutého mléka na pritom-
nost aflatoxinti jsme se z celé rady nejruznéjsich postupt zameérili na tyto prace:
Jacobson aj. (1971), Pons aj. (1973), Stubblefield aj. (1973), Schuller
aj. (1973), Fritz aj. (1977). Tuinstra a Bronsgeest (1975), Kiermeier
aj. (1977). Prevaznou vétSinu metod jsme v$ak museli nejriznéj$im zpisobem modi-
fikovat, predevsim proto, Zze jsme nemeéli vhodné chemikalie.

Vzorky tekutych mlék jsme odebirali z normalni obchodni sité. Pfi vyhledavani
nejvhodnéjsich metod jsme celkem pouzili 95 vzorki mlék. Z toho 25 vzorku jsme
pouzili na ruzné modifikace metod Jacobsona aj. (1971), Ponse aj. (1973),
Stubblefielda aj. (1973) a Kiermeiera aj. (1977). Nékteré vzorky jsme
zpracovali az péti riznymi postupy, celkové jsme udélali 169 ruznych testi. Metodami
podle Schullera aj. (1973) a Fritze aj. (1977) jsme vySetrili 27 vzorkii a me-
todou podle Tuinstry a Bronsgeesta (1975) jsme analyzovali 43 vzorky
Vzorky jsme odebirali z bézné obchodni sité a vySetfovali jsme mléko plnéné ve
sklenicich (29, tuku), v igelitovych saécich (2 a 3,59, tuku) a tekuté mléko trvanlivé
s obsahem 3,5%, tuku (Milex, n. p., Bratislava). K nékterym vzorkum jsme uméle
pridavali standardy aflatoxina Mi, popripadé i Bi. Prevaznou vétSinu vzorkii jsme
vysSetrovali dvojmo., Prvni vyS$etieni bylo bez pridavku aflatoxint, druhé s pridanim
standardui na fo6lii nebo v nékterych pripadech pfimo k vzorkiim. Pokusy probihaly
od uUnora do prosince 1977.

VYSLEDKY A DISKUSE

V prvni fazi pokusi jsme pouZili metodu, kterou popsali Jacobson
aj. (1971). Pracovni postup jsme Castecné& upravili. Misto Celitu jsme
pouZili Hyflo Super Cel, misto hexanu petroléter a vynechali jsme CiSténi
na sloupcich. Vyvijeli jsme nejdfive v dietyléteru, pak ve smési chloro-
form : aceton (9:1). Pfi pouZiti pouze standardu aflatoxinu B: jsou
timto postupem dobre oddéleny necistoty. Pro hleddni pritomnosti jak
aflatoxinu Bi, tak i M: jsme pFistoupili k dalsi modifikaci, a to ve
zplisobu nanéSeni vzorki. PouZili jsme folie rozméri 20 X 20cm a na
uhlopfFicku jsme nandaSeli vzorek se standardem. K vyvijeni jsme pouZili
v prvnim sméru dietyléter, v druhém smeés chloroform : aceton : izo-
propanol (85:10:5). Timto zplsobem se pomérné dobie oddélily ne-
Cistoty od standardd. P¥i zpracovani nékterych vzorkd mlék jsme vSak
zjiStovali velké mnoZstvi necCistot, které ztéZovaly posuzovani. V orien-
tatnich pokusech s nékterymi na$imi modifikacemi postupli, které
popsali Pons aj. (1973), Stubblefield aj. (1973), Kiermeier
a Weiss (1976) a Kiermeier aj. (1977), jsme dospéli k po-
dobnym zavértim. Pro zvySeni citlivosti metod jsme nandsSeli na plotny
vZzdy veSkeré mnoZstvi extraktu. Proto jsme se pFi pouZiti uvedenych
nami modifikovanych metod setkdvali s pomérné velkym mnozstvim
necistot. | _

Vzhledem k naSim podminkdam se nam jevi metoda, kterou popsali
Schuller aj. (1973) a kterou nepatrné upravili Fritz aj. (1977),
jako vhodnéjsi. V naSich podminkach jsme museli nahradit Celit 545
kfemelinou Hyflo Super Cel a n-pentan petroléterem. P¥i pouZiti téchto
dvou modifikaci jsme si zjistili, Ze po pfiddani 5 ng aflatoxinu B; a 5 ng
aflatoxinu M: k 25 ml mléka jsou aflatoxiny dobfe detekovatelné. Proto
jsme dale sniZili mnoZstvi obou aflatoxinli priddvanych k mléku o po-
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lovinu. Tyto koncentrace byly velmi slabé, pfece vSak byly jeSté patrné
a odpovidajici citlivosti metody 0,1 ug 17!. Naproti tomu Schuller
aj. (1973) udavaji vétsi citlivost metody 0,05 ug 1~!. Rozdily mohou byt
zplsobeny lepSim pristrojovym vybavenim a kvalitn&jSimi chemikaliemi
vCéetné standardu. Popsana metoda umoZiiuje stanovit aflatoxiny M i B
souCasné. Ve své praci jsme pouzili tento postup: K 25ml tekutého
mléka jsme pridali 25 ml acetonu a 30 g Hyflo Super Cel (v ojedinélych
pripadech jsme pouZili Celit 545). Abychom mohli 1épe pFenést kaSi do
chromatografického sloupce (délka 350 mm, Sifka 28 mm), pfidavali
jsme jeSté chloroform, jimZ jsme také vyplachli kadinku. KaSi jsme
prelévali do sloupce nélevkou. PouZili jsme asi 100 ml chloroformu.
Po preneseni veSkeré kaSe na sloupec jsme pfidali dalSich 100 ml chlo-
roformu, takZe jsme eluovali sloupec celkovym mnoZstvim 200 ml. Po
pfekdpani veSkerého mnozstvi chloroformu do bariky jsme chlorofor-
movy extrakt odparili pFi teploté 40 °C témér do sucha rotacnim vakuo-
vym odpafovakem. Reziduum v barice jsme rozpustili v 50 ml metanolu
a pridali 40 ml petroléteru (v ojedinélych pfipadech jsme pouZili n-pen-
tan). Obsah jsme prelili kvantitativné do 250 ml délici nélevky, obsahu-
jici 3 g chloridu sodného v 75ml destilované vody. Vodnou fazi jsme
pfenesli do dalsi deélici ndlevky, pfridali 50 ml petroléteru (v ojediné-
lych pripadech jsme pouzili n-pentan) a vytfepavali necistoty. Po od-
déleni vodné faze jsme tuto prenesli do dalsi 250 ml délici nalevky
a vytfepavali ¢tyrikrat 30 ml chloroformu. Chloroformové extrakty jsme
sbirali do 250 ml bariky a odpafili na rotacnim vakuovém odparovaku.
Reziduum jsme prenesli kvantitativné v 5 ml chloroformu do 1lékovky,
chloroform jsme odpafili pod dusikem. Reziduum jsme rozpustili ve
100 ul chloroformu a nanéSeli na neaktivovanou tenkou vrstvu silika-
gelu (Silufol UV 254, Sklarny Kavalier, n. p.). VeSkeré mnozstvi vzorku,
odpovidajici 25 ml mléka, jsme nanesli na jeden bod 2,5 cm nad spod-
nim okrajem a 2,5 cm od levé strany. Standardy aflatoxinii jsme umistili
2,5cm od levé strany a 2,5 cm od horniho okraje folie. Pro druhy smeér
jsme nandaSeli standardy na bod umistény 2,5 cm nad spodnim okrajem
a 2,5cm od pravého okraje. Drahy standardd jsme oddélili od ostatni
casti folie dvéma ryhami (vzdalenost od okraje 3 cm). Vyvijeli jsme
v prvnim smeéru v soustavé dietyléter : metanol : voda (94:4, 5:1, 5)
v nasycené komofe. Po uschnuti félie jsme vyvijeli v soustavé chloro-
form : aceton : metanol (90:10:2) v nenasycené komofe. Chromato-
gram jsme prohliZeli pod UV lampou pomoci pfistroje Fluotest universal
(fy Original Hanau Quarzlampen, NSR) a srovnavali standardy se zkou-
Senym vzorkem.

Jako dosud nejvhodnéjSi se nam jevi metoda, kterou popsali
Tuinstra a Bronsgeest (1975). Na trhu jsou béZné dostupné
veSkeré chemikdalie. MenSi modifikace postupu jsme udélali jen kvili
nedostatku urcitého druhu laboratorniho skla. Metodu uvadime podrobné,
nebot je vysoce citlivd a ziskany extrakt je velmi Cisty. Bodine aj.
(1977) potvrdili, Ze metodou je moZné stanovit 0,005 ug aflatoxinu M;
v jednom litru mléka. Ve své praci jsme pouZili tento postup: 60 ml
mléka se zahfiva v odstfedivkové kyveté 15 minut na vodni lazni pfi
teploté 60 az 80°C. V Casti pokusti jsme zpracovavali vzorky i bez za-
hfivani. Po zchlazeni a zfedéni mléka 50 ml destilované vody se prida
10ml 10% siranu kademnatého a micha se. Pak se odstfedi, 100 ml
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¢irého roztoku (mnoZstvi ekvivalentni asi 50 ml mléka) se filtruje
sklddanym filtratnim papirem do délici nélevky. Roztok se extrahuje
dvakrat 50 ml chloroformu a znovu se odstfedi. Spodni chloroformové
vrstva se prefiltruje filtraénim papirem s 5 cm vrstvou bezvodého si anu
sodného do baiiky a odpafi témér do sucha na rotatnim vakuovém
odpafovaku. Reziduum se rozpusti v 5 ml suchého dietyléteru a nanese
na silikagelovy sloupec (vy$Ska 2,5 cm, Sifka 8 mm). Baiika i sloupec se
proplachne 10 ml suchého dietyléteru. Aflatoxin M: se eluuje 1¢ ml
chloroformu obsahujiciho 3 % metanolu. Eluat se odpafi do sucha. Re-
ziduum se rozpusti v 50 ¢l chloroformu a nanasi na neaktivovanou ten-
kou vrstvu silikagelu (Silufol UV 254, Sklarny Kavalier, n. p.). VeSkeré
mnoZstvl se nanese 2 cm od spodniho okraje a 6 cm od pravého okraje.
Standard se nanese 4 cm od spodniho okraje a 2 cm od pravého okraje.
Mezi témito dvéma body je moZné nanést jeSté dvé az tfi rtzné kon-
centrace aflatoxinu. Standardy se nanaseji také 6 cm od pravého okraje
a 3cm od horniho okraje, jakoZ i 2cm od spodniho okraje a 3 cm od
levého okraje. Ryhami 6 cm od horniho okraje a 6 cm od levého okraje
se 0oddéli dva pruhy. Vyviji se ve dvou smérech: a) prvni smér v nasy-
cené komore: dietyléter : metanol : voda (94,5:4,5:1,5) a po 10 minu-
tach suSeni tenké vrstvy silikagelu b) druhy smér: v nenasycené komofe:
chloroform : aceton : izopropanol (85:10:5). Po odpafreni vyvijeci smési
z tenké vrstvy silikagelu se chromatogram prohliZi pod UV lampou pfi-
stroje Fluotest universal (fy Original Hanau Quarzlampen, NSR) a srov-
naji se standardy se zkouSenym vzorkem. Z potvrzovacich testli jsme
pouzili metodu postfiku podezielych skvrn 20% Kkyselinou sirovou. Po
pfidani 2,5 ng aflatoxinu M: k vzorku tekutého mléka jsme zjistili afla-
toxin na f6lii, coZ odpovidd detekci 50 ng aflatoxinu M; v jednom litru.
Tato citlivost metody je zcela postacujici, nebot dovoluje zachytit nizsi
koncentrace, neZ jsou navrhované pripustné koncentrace pro konzum
dospélych, déti, ba i kojenct.

Pro screeningové testy je moZné pouZit félie s tenkou vrstvou sili-
kagelu o rozmérech 5 X 6,5cm. Folii obratime tak, aby vySku tvofil
kratS$i rozmér. Vzorek nandSime v pravém spodnim rohu félie na bod
16 mm od spodniho okraje a 8 mm od pravého okraje. Nejdfive vyvijime
podél kratdiho rozméru v soustavé dietyléter : metanol : voda v nasy-
cené komore. Po vysuSeni folie pfi pokojové teploté po 10 minutach
nanisSime standard aflatoxinu M; v pravém dolnim rohu na bod 8 mm od
spodniho okraje a 8 mm od pravého okraje. Vyviji se ve druhém sméru
podél delsiho okraje folie v nenasycené komofe v soustavé chloro-
form : aceton : izopropanol. Takto se uSetfi folie s tenkou vrstvou
silikagelu, zvySi se pocCet vySetfenych vzorkd, zrychli se vySetfeni

P

a sniZi se spotfeba standardu.

Tyto dvé popsané metody navrhujeme pro screeningové vySetfovani
tekutych mlék v CSSR na moZnou pFitomnost aflatoxinidi, nebot jsou
citlivéjsi neZ oficidlni metody AOAC (1975).

V obchodnich vzorcich tekutého mléka nezjistili mnozi pracovnici
prfitomnost aflatoxinti v USA, Anglii, Francii, Turecku, Polsku: Allcro i-
tovdaCarnaghan (1963), Boutibonnes a Jacquet (1969),
Jacquet aj. (1970), Br e wington aj. (1970), Keyl a Booth
(1971), Stubblefield aj. (1973), Demirer (1973), Lemieszek
— Chodorowska (1974).
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Naproti tomu v Jihoafrické republice, v Némecké spolkové re-
publice a v Némecké demokratické republice byly publikovany pozi-
tivni nélezy aflatoxinu M; v tekutém mléce. Purchase a Vorster
(1968) zachytili pFitomnost aflatoxinu M; v pé&ti vzorcich z 21. Kier-
meier aj. (1975) vySetfili 165 vzorkd Cerstvého mléka, z nichZ bylo
22 % pozitivnich. Nejvy$3i obsah aflatoxinu byl 1,6 ug 171 Fritz aj.
(1977) nalezli aflatoxin M; ve c&tyfech z 24 analyzovanych vzorkii ob-
chodnich mlék pochazejicich ze zimniho obdobi. Kiermeier aj.
(1975) uvedli, Ze nové byl zjiStén aflatoxin M; v Anglii (nejvyssi kon-
centrace byla 6 ug 17!'), v Nizozemi (koncentrace se pohybovaly od
0,2 do 4,9 ug 171) a v Irdnu (b&hem dvouletého obdobi bylo zachyceno
56 % vzorki kontaminovanych aflatoxinem M; a M, koncentrace se po-
hybovala v rozmezi 1 aZ 250 ug 17'). Kiermeier aj. (1977) vy3etf¥ili
419 vzorki, z nichz 19 % bylo pozitivnich. Jednalo se o mléko zasflané
do mlékarny, tedy pfed pasteraci. Obsah aflatoxinu se pohyboval od
0,02 do 0,54ug 17'. Z pozitivnich vzorkit 33 % obsahovalo 0,05 aZ
0,1ug 17! a 38 % vykazalo koncentrace vy3si nez 0,1 ug 17 Polzho-
fer (1977a) vySetfil v letech 1972 az 1974 260 vzorkll tekutych mlék,
z nichZ 45 % bylo pozitivnich. Vzorky obsahovaly 0,05 aZ 0,33 ug afla-
toxinu M; v jednom litru. Primé&rnd koncentrace byla 0,07 ug 1.

Literaturu pojednédvajici o pritomnosti aflatoxin v suSenych mléc-
nych vyrobcich jsme uvedli v predchozi praci (Barto§, Matyas,
1976).

Opomeneme-li vyhleddvaci pokusy, pFfi nichz jsme zjiStovali, ktera
metoda by mohla byt vhodnéd pro vySetfovani tekutého mléka na pfi-
tomnost aflatoxint z hlediska naSich podminek, zjistime, Ze standardné
provadénymi pokusy dvéma nami navrhovanymi postupy pro vySetfova-
ni tekutych mlék jsme vySetfili celkem 70 vzorkii (obdobi od ¢&ervna
do prosince 1977), z nichZ 25 vzorkl bylo pozitivnich (modra barva
skvrn se stejnym Rf jako standard M, se zménila po postfiku 20% ky-
selinou sirovou do Zluta; pro velmi mald mnoZstvi jsme nemohli udélat
dal3i ovérovaci testy). Pozitivni vzorky jsme zachytili ve vSech tfech
druzich baleni (sklen&né lahve, igelitové sacky, specialni obaly). Na-
lezend mnoZstvi jsme porovnali semikvantitativné s rtiznymi koncentra-
cemi standardu Mi. Z 25 pozitivnich vzorki jsme zjistili stopy ve tfech
pfipadech, sedm vzorkl jsme zafadili do koncentrace 5ng aflatoxinu
M; v 1 litru, tfi vzorky do koncentrace 10 ng aflatoxinu M; v 1 litru,
devét vzorkli se shodovalo s obsahem 20 ng aflatoxinu M; v 1 litru, dva
vzorky odpovidaly koncentraci 30 ng aflatoxinu M; v 1 litru a jeden
vzorek obsahoval vice neZ 40ng aflatoxinu M; v 1 litru. I nejvyssi
nami zjisténa koncentrace aflatoxinu Mi; v obchodnim mléce je znacné
nizsi, nez je pripustnd koncentrace navrhovana v CSR pro potraviny
(5 ug kg~'). Zjisténé koncentrace ve vzorcich mlék byly také pod na-
vrhovanymi limity jak pro déti (1ugkg-!), tak i pro Kkojence
(0,1 ug kg~'). Pfevaznéa vétsina pozitivnich vzorkii byla zjisténa v listo-
p?dusa prosinci pfi pouZiti metody Tuinstry a Bronsgeesta
(1975).

Ve svych pokusech jsme vySetfovali mléko z béZné obchodni sité
po pasteraci. VétSina pozitivnich nédlezi uvadénych v literatufe po-
chazi vSak z Cerstvého surového mléka, neovlivhéného pasteraci. Tato
skuteCnost je v souladu se zjiSténim, Ze pasterace miliZe podstatné
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snizit obsah aflatoxinu M v mléce. Purchase aj. (1972) zjistili sni-
Zeni obsahu aflatoxinu v mléce po pasteraci p¥i teploté 80 °C z 385 ug kg~*
na 140 ug kg='. Mc Kinney aj. (1973) uvedli, Ze obsah aflatoxinu se
sniZuje pfi pouhém stani mléka. Po ¢tyFech dnech uchovavani pfi teploté
0 °C se koncentrace sniZila o 40 % a po 3esti dnech asi o 80 %. Naproti
tomu Allcroftovda a Carnaghan (1963) nezjistili ovlivnéni to-
xicity aflatoxinu pasteraci. Mann aj. (1967) pozorovali zanedbatelné
sniZeni koncentrace aflatoxinu pFi teploté 60°C a 80 °C, zalimco zfe-
telné sniZeni nastalo pri teploté 100°C. Stoloff aj. (1975) nezjistili
sniZzené mnoZstvi aflatoxinu pri pasteraci po dobu 30 minut pfi teploté
63 °C, ani pfi 77°C po 16 vtefin. Polzhofer (1977b) zjistil, Ze pfFi
taveni syri pfi teploté 90°C po dobu 3 aZ 30 minut se aflatoxin M;
podstatné nerozru8il. Nékteli autori, jako napf. Kiermeier aj. (1977)
a Polzhofer (1977a), uvadéji vyskyt aflatoxinu M; i v rliznych vy-
robcich z mléka.

Na zdkladé uvedenych literdrnich tdaji je moZné predpokladat, Ze
pri vySetfovani vzorkd metodou podle Tuinstry a Bronsgeesta
(1975), ktefi zahfivaji mléko na vodni lazni pfi teploté 90°C po dobu
15 minut, nebude mit zahtati podstatny vliv na koncentraci aflatoxinu.
V ¢asti pokust jsme vySetfovali vzorky mlék i bez zahrivani, popripadé
pfi zahfivani pfi nizSich teplotach (60 °C, 80°C). Zjistili jsme, Ze i bez
zahfivani mohou byt vzorky uspéSné vySetfovany, i kdyzZz pfi vyS$Sich
teplotdach je mnoZstvi neCistot na f6lii nesrovnatelné mensi. Nékteré
vzorky jsme vySetfovali ve vétSim rozsahu. Do pokusii jsme brali dvoj-
ndsobnd mnoZstvi vzorki mlék (tj. misto 60ml 120 ml) s patFi¢nou
upravou analytického postupu. V nékterych pripadech jsme vzorky
v dvojndsobném mnoZzstvi vySetfovali dvojmo a oba eluaty jsme spojili.
Na folii jsme pak nandaSeli veSkeré reziduum, které odpovidalo 240 ml
mléka. Timto zplisobem jsme zachytili pozitivni vzorky i v pFipadech,
kdy pfi naneseni rezidua odpovidajiciho 60 ml mléka byl vysledek
negativni.

Pozitivni nélezy aflatoxinu M: v mléce krav jsou mozZné i u nas,
ponévadZ krmiva mohou obsahovat aflatoxiny bud pfimo z dovozu —
napf. podzemnicové vylisky dovezené z Indie (Bartos5, Matyas,
1977), popfipadé zkrmovadnim krmiva napadeného produkinimi kmeny
A. flavus a A. parasiticus. Cast&j3i vyskyt s vy$simi koncentracemi afla-
toxinu M: v mléce je moZné ocekdvat v zimnich a jarnich mésicich
(Polzhofer, 1977a). EHS stanovilo, Ze krmné komponenty pro doj-
nice nemaji obsahovat vice nez 20 ug aflatoxinu B; v jednom kilogramu.
Kiermeier aj. (1975) uvedli, Ze aflatoxin miiZe byt zjistén v mléce
jestd pri zkrmovani 0,25 ug aflatoxinu v 1 kg krmiva. Pro dojnice v CSSR
je navrhovan limit 10 ug aflatoxint v 1 kg krmiva. Kiermeier (1974)
se domnivd, Ze z hlediska konzumenta nejsou pfijatelna ani mala mnoz-
stvi toxinu v mléce a mlénych produktech a uzavird, Ze mlékarensky .
primysl musi udélat vSe, co je v jeho silach, aby udrZel obsah afla-
toxinu v mléce a mlécénych vyrobcich na tak nizké trovni, jak je to jen
technicky mozZné.

Podékovani: Za poskytnuti standardi aflatoxini Bi1 a Mi dékujeme ing. D.
Veselému z Ustavu experimentialni mediciny CSAV. Za technickou spolupréci
dékujeme s. B. Seidlové as. L. Helanovi.
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Do3lo dne 9. 6. 1973

BAPTOII, ¥. — MATHAII, 3. (HayuHo-MccrenoBaTeNbCKHil HHCTHTYT BeTepUHADHH, BpHO):
Brifop MeTomoB oOnpeneneHHs NPHCYTCTBHA adnaTOKCHHOB B JKHAKOM Monoke. Vet. Med.,
Praha, 23, 1978 (9) : 559-567. :

HcneiTado 7 MeTONOB, pEKOMEHIOBAHHEIX IUIA ONpEeNeNeHHS MPHCYTCTBHA apIaTOKCHMHOB B HKHIKOM
MonOKe. BONBIIMHCTBO METONOB MHO-PasHOMYy MONUPUIMPOBAHEI, TJIaBHOE, M3-3a HENOCTaTKa He-
KOTOPEIX XHMMu4ecKux BemjectB. O6pasisl BUINOB MOJIOKA, NpeNHA3HAYaeMOrO Ui HENOCPENCTBEH-
HOTO TOTpeGieHMs, Gpaju M3 TeKymeil TOproBod ceTH (MOJIOKO B OyThLIKax, NOJHATHJIEHOBLIX
MeINoYKaxX, B CIeNMaJbHOH Tape — croiikoe). Ilompo6Ho omMcaH pabouuil mpHeM LBYX METONOB,
NpeNCTaBAAIONIMXCA MONXONAMMMHU IUIA TeKyNero CKPHHMHI-UCCJAeNOBAaHHA TOPrOBeIX 06pasloB
xunkoro mosoxa. C momompbio 3Tux MeTonos uccienosao 70 Takux o6pasunos. 25 U3 KOTOpBIX
OKasanuch TNOJAOKHUTeNbHEIMH. OIHaKO HM B ONHOM H3 00pasioB KOHIEHTpanus adlaTOKCHHA
He IIOCTHIJa PEKOMEHIyeMOi IOMyCTHMOH KOHIIEHTPAlMM IJIS IHIIeBEIX IPONLyKTOB.

4y’>KepOIHbI€ BelleCTBa; MHUKOTOKCHHBI; aHAJUTHUYECKHE MEeTONBl; CKPHUHHHT] TLC

BARTOS, J. — MATYAS, Z. (Veterinary Research Institute, Brno): The Choice of
Methods for Determining the Presence of Aflatoxins in Liquid Milk. Vet. Met.,
Praha, 23, 1978 (9) : 559-567.

Seven methods, recommended for determining aflatoxins in liquid milk, were tested.
Most of them were variously modified, mainly for the unavailability of some chemi-
cals needed. Samples of liquid milk, normally prepared for direct consumption,
were taken from the retail market (bottled and plastic-sacheted milk, durable milk
in speciel boxes). The authors describe in detail the two methods now appearing to be
the best for current screening tests of market samples of liquid milk. Seventy
samples of market liquid milk were tested by these methods, and 25 of them were
found to be positive. However, there was no sample to contain as much aflatoxin
as determined in the proposed admissible concentration for food.

heterogenous substances; mycotoxins; analytic methods; screening; TLC

BARTOS, J. — MATYAS, Z. (Forschungsinstitut fiir Veterindrmedizin, Brno): Aus-
wahl von Methoden zur Feststellung der Anwesenheit von Aflatoxinen in fliissiger
Milch. Met. Vet., Praha, 23, 1978 (9) : 559-567.

Wir lberpriiften insgesamt sieben fiir Untersuchungen der Anwesenheit der Aflato-
xine in fliissiger Milch empfohlene Methoden. Die Mehrzahl der Methoden modi-
fizierten wir unterschiedlich, vor allem aus Mangel an einigen Chemikalien. Die
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Handelsnetz (Milch in Flaschen, IgelllTSaCKCNe  SOWIC L o i e TI T O T
Verpackung). In der Arbeit wird der Arbeitsvorgang von zwei Methoden eingehend
beschrieben, die derzeit als geeignet fiir laufende Screening-Untersuchungen von Pro-
ben fliissiger Marktmilch erscheinen. Mittels dieser Methoden untersuchten wir 70
Proben fliissiger Marktmilch, von denen 25 positiv waren. Aber in keiner einzigen
Prcbe erreichte die Aflatoxmkonzentratmn die fliir Nahrungsmittel zu1a551gen Kon-
zentrationswerte.

Fremdstoffe; Mykotoxine; analytische Methoden; Screening; TLC
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Vybér z pFirustka
UstFedni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ
z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozné si vypujcit osobné 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.

REMMEN, J W, A. D 51.973/88
Een onderzoek naar mogelijkheden om perinatale sterfte bij het rund
te beperken. Proefschrift aan de Rijksuniversiteit te Utrecht. (Souhrn
angl).

Utrecht, n. vl,, 1976. 150 s. 10 obr. 52 tab. (Telata — umrtnost perinatalni
— vlivy a ochrana — vyzkum — Holandsko)

JANOWSKI, T. M. D 67.291
Metodyka badan zoohigienicznych.
Warszawa, PWN 1977. 192 s. 48 obr. 26 tab. (Hygiena hospodarskych
zvirat — prirucka)

D 67.611
Higiena weterynaryjna w przemyslowym chowie zwierzat.
Warszawa, PWRIL 1977. 298 s. tab. obr. (Veterinarni hygiena — chov
velkokapacitni — prirucka)

PETROV, K. — PETKOV, G. — NECOV, N. E 38.311
Veterinarnochigijenni metodi, normi i parametri pri promislenoto Zivot-
novadstvo.

Sofija, Zemizdat 1975. 204 s. 49 obr. (Chov hospodarskych zvirat —
velkokapacitni — hygiena — prirucka)

BAYOUMI, ADB EL LATIF LASAN E 38.066/196
Enzymhistochemische Untersuchungen an der thrombosierten und nicht
thrombosierten Aortenwand der Ratte beim experimentellen Rotlauf.
Inaug.-Diss. d. Tierarztl. Hochschule Hannover,

Hanover, Inst. f. Pathologie 1977. 92 s. obr. tab. (Krysy — nemoci na-

kazlivé — cervenka — Kkrev tepennda — enzymy — aktivita — vztahy
— vyzkum — NSR — disertac¢ni prace)
GLUNDER, G. ' E 38.066/178

Einfluss eines elektrostatischen Feldes und eines elektrischen Impuls-
fledes auf die humorale Antikérperbildung und die Mastleistung bein:
Huhn. Inaug.-Diss. d. Tieradrztl. Hochschule Hannover.

Hanover, n. vl, 1976, s. obr. tab. (Drubez jatecna — nemoci nakazlivé —
ochrana humoralni — elektrostatické viny a impulsy — vliv — vyzkum
— NSR — disertac¢ni prace)




- DETEACE INHIBICNICH LATEKR V MLECE MODIFIKOVANOU
REDUKCNI MIKROMETODOU

S. Konecny

KONECNY, S. (Statni veterinarni ustav, Ostrava): Detekce inhibiénich ldtek
v mléce modifikovanou redukcéni mikrometodou. Vet. Med. Praha, 23, 1978
(9) : 569-572.

Ve snaze o racionalizaci prace a sniZeni potreby laboratorniho skla byla modifi-
kovana redukéni metoda s bakterialnim kmenem Streptococcus thermophilus na
detekei pritomnosti inhibiénich latek v syrovém, pasterovaném i su$eném mléce,
ktera se déla na sérologické desce z organického skla. Metoda je citliva vudi
vétsiné antibiotik pouzivanych ve veterinarni klinické praxi. Detekéni citli-
vost na rezidua penicilinu je v rozmezi 0,0015 az 0,015 m. j. v ml mléka. Metodu
1ze rovnéZz hodnotit jako semikvantitativni.

sérologicka deska; Streptococcus thermophilus; semikvantitativni hodnoceni

Problematika vyskytu antibiotik v mléce je nadale aktualni, zvlasté
v tomto obdobi, kdy je vénovdna mimofddnd pozornost programu tlu-
meni mastitid. Pritomnost antibiotik v mléce je neZaddouci jak z hle-
diska hygienického, tak i technologického. Presto vS8ak neni doposud na
useku laboratorni diagnostiky zajiStén jednotny postup pfi detekci anti-
biotik i jinych antibakteridlnich substanci v mléku.

V posledni dobé byla vénovana pozornost detekéni metodé ,Delvotest P“ (vyro-
bek firmy Gist Brocades N. V. Posbus-Delf z Holandska), ktera pri délce trvani testu
2,5 hodiny a absolutni uspore skla (vyrobek dodavan v ampulkach, v kterych se
vzorky mléka vysSetruji) dosahuje testa¢ni citlivosti 0,0025 m. j. PNC na ml. Nevyho-
dou je cenova nedostupnost (Pater, 1976; Cernda, Pi¢manova, 1976; Ko-
nec¢ny, 1976).

Mezinarodni mlékarenskou federaci v Bruselu byla v r. 1970 schvilena diftuzni
metoda FIL-IDF s testovacim kmenem Bacillus stearothermophilus var. calidolactis,
kterda pri citlivosti 0,0025 m. j. PNC na ml mléka vykazuje vysledky za dvé az pét
hodin. Pracnost této metody je minimaélni, a proto se v ramci unifikace laboratornich
metodik pocita, Ze bude zavedena jako jedna z rozhodéich metod detekce inhibiénich
latek v mléku jak pro laboratore veterinarnich pracovisf, tak i laboratore mléka-
renského prumyslu.

Velmi uc¢innou metodou na stanoveni inhibi¢nich latek v mléce se jevi TTC-test
zkumavkovy s testovacim kmenem Streptococcus thermophilus. Pfi ném se 10 ml
vySetfovaného mléka ve zkumavce smicha s 1 ml kultury Streptococcus thermophi-
lus, redéné 1 :1 se sterilnim, inhibitorid prostym mlékem, a inkubuje se 90 minut
pri teploté 43°C ve vodni lazni. Po této dobé se pifida ke vzorku 0,3 ml roztoku
TTC a vlozi se opét do vodni lazné. Vysledek se odecita po dalsich 15 az 30 minutéach.
Citlivost metcdy je uvadéna v hodnotach 0,01 m. j. PNC na ml mléka (Pi¢ man o-
va aj., 1974).
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- TTC test, jako :redukcni zkumavkova metoda, se jevl jake. metoda vhodna pro
terénni laboratorni praxi. Presto, ve snaze o sniZeni pracnosti a usporu laboratorniho
skla i pracovniho prostoru pifi zachovani dané citlivosti a rychlosti ziskani vysledku
vydetfeni, byla na pracovi§ti SVU Ostrava modifikovdana a na vét§sim mnoZstvim
vzorkll provérena (1140 vzorku) redukéni mikrometoda na stanoveni pritomnosti
inhibi¢nich latek ve vzorcich mléka.

MATERIAL A METODA

Vzorky mléka (syrové pasterované i rekonstituované susené mléko) se inaktivuji
ve vodni lazni o teploté 80 °C po dobu 5 minut. Vzorky mléka se promichaji a napi-
petuji jednotlivé po 1 ml do jamek na sérologické desce Z-P 2, typ TPY 21-177-63,
vyroba Okula, n. p., Nyrsko. Desti¢cka je z polopruhledného organického skla a je
na ni mozné vysetrit az 80 vzorkl mléka.

Testovaci kultura se pripravi prfedem z origindlni kKultury Laktoflora s kmenem
Streptococcus thermophilus T 280 (dodava vyrobce Mlékarensky prumysl, vyvojovy
zavod, Praha 6 - Vokovice) bud pfimo zifedénim v poméru 1 :1 se sterilnim, inhibi¢-
nich latek prostym mlékem, nebo se pripravi 19, zakladni kultura tak, Ze 1 ml pu-
vodni Laktofléry se sterilné pridda ke 100 ml sterilniho mléka, které se predem
zahfivd ve vodni lazni o teploté 100 °C po dobu 30 minut. Inokulované mléko se
inkubuje 14 aZ 18 hodin pfri teploté 37°C v termostatu. Po této dobé vznikne kom-
paktni srazenina Kkultury, kterou je mozné uchovavat pii teploté 5°C maximalné
pét dni.. Pred vlastnim pouzitim se redi sterilnim mlékem v poméru 1 :1.

Ke vzorkim mléka, rozplnénym po 1 ml do jamek na sérologické desce, se na-
pipetuje po dvou kapkéch predem pripravené testovaci kultury kmene Strepto-
coccus thermophilus T 280. Obsah jamek se promichd sterilnimi sklenénymi ty-
¢inkami a celd desti¢ka se vloZi do termostatu vyhifatého na teplotu 45 °C. Inkubuje
se po dobu 120 minut.

Po inkubaci se pfida do kazdé jamky s mlékem jedna kapka vodného roztoku
resazurinu, Kktery se pripravuje bezprostfredné pred pouzitim rozpus$ténim jedné
tablety resazurinu (Feinchemie, K. H. Kallies) v 50 ml destilované vody (0,019,
roztok). Po rozpus$téni resazurinu se roztok dukladné promicha.

Po ptidani indikatoru se obsah jamek opét promichd a deska se vlozi do ter-
mostatu. Vysledek redukce, projevujici se barevnymi zménami indikatoru, se odeéita
po 30 minutéch.

Pri kazdém vySetfovani je nutné délat kontrolu s mlékem, u néhoz pf'itomnost
inhibi¢nich latek byla vyloucdena.

Pro semikvantitativni stanoveni piitomnosti latek s inhibiénim uc¢inkem pfii-
pravime paralelné s vySetfovanymi vzorky kontrolni fadu mlék s riiznymi koncent-
racemi penicilinu, napf. v koncentracich 1,5 — 0,15 — 0,015 — 0,0015 m. j. PNC na ml.
Zabarveni vyS$etfovanych vzorkll mlék pak srovnavame s kontrolnimi negativnimi
vzorky a vzorky mléka o rtzné koncentraci PNC v ml.

MIléka bez piritomnosti inhibi¢nich latek jsou bild, mléka s prx’tomnost]’ latek
s vysokym antibakteridlnim uéinkem nebo ve vétsi koncentraci jsou fialova (pri-
tomnost 0,15—1,5 a vy$e m. j. PNC na ml). Mléka s niz§imi az prahovymi koncentra-
cemi prltomnych antibakteridalnich substanci, latek inhibujici testovaci kulturu, jsou
ruzova az svétle ruzZova (pfl’tomnost 0,0015—0,015 m. j. PNC na ml).

Citlivost metody pifi dodrzovani uvedeného postupu je 0,0015 az 0,015 m. j.
PNC na ml mléka.

VYSLEDKY A DISKUSE

Modifikovanou redukéni metodou se sniZila pracnost a vznikla
Uspora laboratorniho skla (zkumavek) i pracovniho prostoru, protoZe
na desticce o velikosti 18 X 14,5 cm lze vySetfit aZz 80 vzorkd mléka.

RovnéZ doba trvani testu je priznivdA — 135 aZ 150 minut. Vyhodou
je i skutecnost, Zze je mozné vySetfovat i malé mnoZstvi mléka — 1 mi.
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Dosahovana detek&ni citlivost je pro b&Znou praxi velmi dobra —
vii¢i penicilinu 0,015 aZ 0,0015 m.j. PNC na ml. Prokazala se i vysoka
citlivost této reduk&ni metody na pfitomnost nékterych desinfek&nich
kontaminant@ (pfitomnost NaOH, Na2C03, chloraminu B, Alkonu &i per
oxidu vodiku byla detekovana pfi koncentracich 0,01 %).

U mikrodiftzni metody je tfeba dodrZovat nékteré zasady, aby vysle-
dek vy3etfovani nebyl nepfiznivé ovliviiovdn. Vzhledem k opakovanému
prfeotkovavani testovaci Kkultury se sniZzuje detekéni citlivost kmene
Streptococcus thermophilus. Je proto nutné zajiStovat ve l4dennich az
28dennich intervalech novou origindlni kulturu Laktoflory pro pFipravu
zékladni testovaci kultury.

Vzhledem k tomu, Ze pracovni desticku z organického skla nelze
sterilizovat za vy$Sich teplot, doporuCujeme sterilizaci pod UV lampou
ve vzdalenosti 0,5 m od zdroje po dobu 30 minut. Takto sterilizovanou
desti¢cku uchovdvdme zabalenou v alobalu.

V pfipadé, Ze po stanovené inkubaci vySetfovanych vzorka dojde
na primém svétle k nezddouci zméné barvy vSech vzorkd mlék, tedy
i kontrolnich, doporu¢ujeme desti¢ku vloZit opét do termostatu na 15 mi-
nut a vysledek odecist bez vlivu pFfimého svétla ihned po otevfeni ter-
mostatu.

Pii semikvantitativnim stanoveni inhibi¢nich 14tek ve vzorcich mléka
je nutné kontrolni roztoky PNC pFipravovat cCerstvé nebo maxim&lné
pouZit 48 hodin staré roztoky, které byly uchovédny p¥i teploté 5 °C.
Vodny roztok resazurinu je tfeba pripravovat pfed kaZdym vy3etfenim.

Redukéni mikrometoda s roztokem resazurinu jako indikatorem
a s testovacim kmenem Streptococcus thermophilus T 280 se jevi jako
vhodnd metoda na stanoveni pritomnosti inhibi¢nich 1l4tek v mléce,
pouZitelna v laboratofich SVU, event. OVL, nebo i v laboratofich mlé-
karenského priimyslu. Metoda vykazuje dostatecnou detekéni citlivost,
je malo pracna. SniZeni spotfeby laboratorniho skla i pracovni plochy
umoZiiuje rutinni i hromadné vySetfeni vétStho mnoZstvi vzorki mléka
na pritomnost antibakteridlnich substanci. Spole¢né s mezindrodni me-
todou FIL-IDF jsou vhodnymi rozhodCimi metodami detekce inhibi¢nich
latek ve vzorcich mléka syrového, pasterovaného i suSeného. Rovnéz
doba potfebna k ziskdni vysledki umoZiiuje rychlou a bezprostfedni
informaci zpracovatelskych z4dvodi mlékarenského pramyslu, a tim
zajiStuje eliminaci mléka s obsahem inhibi¢nich latek ze specidlni
vyroby, ¢imZ se zabrani nejen ekonomickym ztrdtdm ve vyrobé&, ale je
i plné odstranéno zdravotni riziko pro konzumenty.
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Do3lo dne 28. 3. 1978

KOHEUYHBEI, C. (T'ocymapcrBenHblit BeTepHHapHBIH HHCTUTYT, Ocrpasa): [lereKTHpOBaHHMe HHTH-
6MpYOIIMX BeleCTB B MOJOKe NIPH IOMOIIH MOXHPHIHMPOBAHHOIO BOCCTAHOBHTENHHOTO MHKPO-
merona. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 569-572.

CrpeMsach IOCTHYb palHOHAJM3ALMH Tpyla ¥ IOHMXKEHHs 3aTpaTsl J1abOpaTOpPHOrO crekiaa 6uua
MOIUQMIIMPOBAH BOCCTAHOBUTENBHBIH MeTON ¢ OaKTepuaisHEIM wwtammMoMm Streptococcus ther-
mophilus Ha nereKTHpoBaHMe HanM4YUA MHTUGUPYOUIMX BeLECTR -B CHIPOM, NACTePH30BAHHOM
M CyXOM MOJIOKe, KOTODBI OCYIeCTBJSETCS Ha CEepPOJOTHYECKOH IOCKE M3 OPraHM4ecKOro CTreKJa.
Meton uyBcTBHTeNE€H K OOJNBIIMHCTBY AHTHOMOTHKOB, IIPHMEHSEMBIX B BETEPUHAPHON KIUHH-
4ecKOi TpakTuKe. JleTeKTHPOBaHHAS UYBCTBHTEJBHOCTH K OCTaTKaM MEeHULHJUIMHA Koxebiercs
B mpenenax 0,0015—0,015 M.e. B Mx MoyoKa. Merom MOXHO pacCleHHBATH KaK CeMHKBAHTH-
TaTHBHBIIL.

ceposnorndeckas nocka; Streptococcus thermophilus; ceMUKBaHTHTATHBHAs OLEHKA

KONECNY, S. (State Veterinary Institute, Ostrava): Detection of Inhibitory Substan-
ces in Milk by means of a Modified Reduction Micromethod. Vet. Med., Praha, 23,
1978 (9) : 569-572.

In order to rationalize work and to reduce the consumption of laboratory glassware
a reduction micromethod with the bacterial strain Sireptococcus thermophilus has
been modified; the method is used to detect inhibitory substances in genuine,
pausteurized and dried milk, and it is performed on a serological plate made from
organic glass. The method is sensitive to most antibiotics used in the veterinary cli-
nical practice. The detection sensitivity to penicillin residua ranges from 0.0015 to
0.015 i. u. in 1 ml of milk. The method may be assessed as semi-quantitative.

serological plate; Streptococcus thermophilus; semi-quantitative assessment

KONECNY, S. (Staatsveterinirinstitut, Ostrava): Nachweis von Inhibitionsstoffen in
Milch durch die modifizierte Reduktionsmikromethode. Vet. Med., Praha, 23, 1978
(9) : 569-572.

Um die Arbeit zu rationalisieren und den Bedarf an Laborglas herabzusetzen, wurde
die Reduktionsmethode mit dem Bakterienstamm Streptococcus thermophilus zum
Nachweis des Vorkommes von Inhibitionsstoffen in kuhwarmer, pasteurisierter Milch
und Trockenmilch modifiziert. Diese Detektion wird auf einer serologischen Platte
aus organischem Glas vorgenommen. Die Methode ist gegeniiber den meisten Anti-
biotika, die man in der klinischen Veterindrpraxis verwendet, empfindlich. Die De-
tektionsempfindlichkeit gegen Residuum des Penizillins bewegt sich zwischen 0,0015
und 0,015 Milcheinheiten in ml Milch. Die Methode kann man gleichfalls als semi-
quantitativ bewerten.

serologische Platte; Streptococcus thermophilus; semiquantitative Bewertung
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DYNAMIKA KONCENTRACE
KOHOUTKU PRI MODELOVE STRESSOVE SITUACI NAVOZENE
HLADOVENIM

K. Koudela

KOUDELA, K. (Vysoka S8kola zemédélska, Praha): Dynamika koncentrace
kyseliny mocové v jdatrech kohoutkl p¥i modelové stressové situaci mavozené
hladovénim. Vet.Med., Praha, 23, 1978 (9) : 573-576.

Nutri¢ni deprivaci jsme navodili modelovou stressovou situaci. Do pokusu bylo
zarazeno celkem 130 kohoutkllt vychoziho plemene leghornka bila. Pokusni
kohoutci ve véku 18 az 24 dny hladovéli po dobu 24, 48 a 72 hodiny. Kyselinu
mocovou jsme stanovili v supernatantu jaterniho homogenatu kolorimetricky
reduktometrickou metodou s fosfowolframovym c¢inidlem. Pfi modelovém stres-
su byl zjistén signifikantni vzestup koncentrace kyseliny mocové v jatrech
pokusnych kohoutkt: z vychozich 70,25 = 8,94 mg na 100 g se progresivné
zvySovala koncentrace kyseliny moc¢ové na 93,15 = 9,66 mg na 100 g po 24
hodinach hladovéni, na 90,23 = 7,84 mg na 100 g po 48 hodinach pokusného
obdobi a dokonce na 137,04 = 15,59 mg na 100 g po tifidennim hladovéni po
dobu 72 hodin. Po realimentaci se vratily koncentrace kyseliny mocové k fy-
ziologickym hodnotam jiz do 24 hodin.

kur domaci; modelovy stress; hlad; kyselina mocova; jatra

Velkochovy driibeZe je nutné chranit pred vlivy a u¢inky stressor,
zvlasté pred jejich negativnimi metabolickymi dasledky. V jiné nasi
praci se prokézalo vyznamné ovlivnéni tkanovych a sérovych bilkovin
za modelové stressové situace (Koudela aj., 1975a, b). Vlivy bilko-
vinné deplece a pri drastickych pokusnych podminkédch kratkodobého
nebo protrahovaného hladu na zmény v syntéze kyseliny mocové v jatrecl:
ptakld nejsou v dostupné literatufe popséany.

Cilem studia bylo poskytnout zpravy o zménach v koncentracich ky-
seliny mocové v jatrech hladovéjicich kufFat.

MATERIAL A METODA

Do pokusu jsme zaradili celkem 130 kohoutku, vychozi plemeno LB, uzitkovy
hybrid Primant, vék 18 dni. Kohoutci byli ustajeni za vyhovujicich zootechnickych
podminek v bateriové odchovné BIOS. Kontrolni kohoutci dostavali krmnou smés
LK vodu a grit ad libitum. Pokusnym kohoutkum bylo 18. den zZivota v 06.00 hodin
odstranéno krmivo, napajeni bylo zachovano. Po 24, 48 a 72 hodinach hladovéni
jsme kohoutky utraceli dekapitaci. Po 75 hodinach pokusu jsme jedné skupiné po-
kusnych kohoutkti podali krmnou smés ,K*“, realimentaci jsme sledovali po dobu
{ri dnu.

Kyselinu mcéovou jsme stanovili v supernatantu homogenatu jater kolorime-
tricky podle HorejSiho aj. (1964). Vysledky jsme hodnotili béZnymi metodami
varia¢ni statistiky.
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TYIDLUEDURY A DISAUSE

MnoZstvi kyseliny mocCové v jaternim homogen&dtu bylo u skupiny
hladovéjicich kohoutkl 19., 20. a 21. den Zivota vyS3i neZ u zvifat kon-
trolnich (tab. I).

1. Koncentrace kyseliny mocéové v homogenatu jater kohoutkt pri modelové stressové
situaci (v mg na 100 g) — Uric acid concentration in the liver homogenate of
cockerels subjected to a model stress situation (mg per 100 g)

Vék Skupina x s v
18 kontrolni (K) 70,25 8,94 12,72:9,
19 kontrolni 71,44 9,23 12,92
pokusna (H) 93,15 9,66 10,36
20 kontrolni 62,42 5,58 8,94
pokusnd 90,23 7,84 8,68
21 kontrolni 115,72 5,93 5,12
pokusné | 137,04 15,59 11,37
Realimentace
22 kontrolni 72,06 5,45 7,56
pokusna 73,66 10,77 14,61
23 kontrolni 53,49 8,06 15,07
pokusna 53,84 7,44 13,81
24 kontrolni 77,34 6,85 8,85
pokusni 77,25 6,38 8,25

Vzestup koncentrace kyseliny mocové v jatrech byl statisticky vy-
znamny. Na 5% hladiné vyznamnosti jsme zjistili statisticky vyznamné
rozdilné primeéry mezi témito skupinami pokusnych a kontrolnich ko-
houtk:

194 X 18k, 19«
20H a 20&
21y X 21k, 18k, 194k, 20uk, 221k, 23u.k, 24Hk

Signifikantni zvy3eni koncentrace kyseliny mocové u hladovéjicich
kohoutkil dosahlo primérné 20 aZ 30 mg na 100 g ve srovnani s kohoutky
kontrolnimi.

Realimentace od 21. dne Zivota kohoutkll vyvolala jiZ po 24 hodi-
nach normalizaci koncentrace kyseliny mocCové. Pozoruhodné je, Ze kon-
centrace kyseliny mocCové byla po realimentaci u obou skupin vysetfo-
vanych kohoutkti téméf shodné (obr. 1). A

Koncentrace kyseliny mocCové v jaternim homogendtu dosahly fy-
ziologickych hodnot, které jsme zjistili pfi studiu ontogenetické dyna-
miky kyseliny mocdové v jatrech kohoutkd.

Vyrazné zmény v koncentracich kyseliny moCové v jaternim homo-
gendtu ilustruji zmény v jeji biosyntéze. ZvySeny katabolismus bilkovin
u hladovéjicich kohoutkli, pfizna¢ny pro procesy glukoneogeneze, po-
skytuje jatrim z rozklddanych endogennich nukleoproteint dostatek ma-
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teridlu pro biosyntézu kyseliny mocové. PFi hladovéni se rozklada)i
tkdnové bilkoviny aZ na aminokyseliny, které vstupuji do spolecné ,ami-
nokyselinové hotovosti“. O aminokyselindch védél jiz pfed 100 lety
Knierie (1877), Ze stimuluji syntézu kyseliny mocové, zvlasté gluta-
min, arginin, lysin a glycin (Karasawa aj., 1973; Kadirvel aj,
1974), stejné tak jako octan amonny (Scholz, 1970; Karasawa
a Tasaki, 1973). Pri hladovéni se zminénych metaboliti dostava krvi
do jater zvySené mnozstvi (Sykes, 1971; Bell 1971), coZ se na-
sledné projevi zvySenim syntézy kyseliny mocové v jatrech. Oteviena
zatim zGstadva interakce proteinového metabolismu a glukokortikoidl
i ACTH, které studujeme v jedné etapé vyzkumu stressovych reakci kura
domaéaciho. Lehké zvySeni koncentrace kyseliny mocové v jatrech kon-
trolnich kohoutk@ ve véku 21 den bylo vyvolano sniZenym a opozZdénym
prijmem krmiva pri kratkodobém vypadku elektrického proudu.
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Doslo dne 23. 1. 1978

KOYIEJA, K. (CenbckoxossiicTBeHHBIH HHCTHTYT, [lpara): JImHaMHKa KOHOEHTPaNMM MOYeBOM
KHMCJIOTHl B IledeHH IeTYIIKOB B MONENbHOM CTPEeCCOBOM CHTyaNHH, BBI3BAHHOH roONOXaHHEM.
Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 573-576.

C nomompio JMIIEHMs TMETYIIKOB NHMUIM OblJa yCTAaHOBJEHA MONIENbHAs CTPECCOBAs CHTyallHs
c yuactueM okoxo 130 meTymkoB MCXOMHOH mOpoAsl JerropH Gexsii. IleTymku B Bospacre 18—24
nHeii ronomanu B TeyeHume 24, 48 m 72 uyac. MoueByio KHCJIOTy ONpenesisad B CylepHaraHTe
rOMOTeHAaTa IIeYeHH I10 KOJIOPHMETPHUYECKOMY pPenyKTOMeTpHUeCKOMy MeTony ¢ d¢ochopoasdpaMo-
BEIM peareHTOM. B xome MOmeNBLHOTO cTpecca yCTAaHOBJIEH 3HAYMMBIH POCT KOHI[EHTpPAIlMH MO-
4eBOM KHCJOTHI B TledeHM TONOMBITHBIX TeTymkos: ¢ wucxomubix 70,25 = 894 mr mwa 100 r,
sror pocr mnporpeccuposan no 93,15+ 9,66 mr ma 100 r cnycrs 24 uyaca ronomaHus, IO
90,23 = 7,84 mr wa 100 r cnycts 48 uaca romomamma u naxe 137,04 £ 1559 mr ma 100 r
1ocje TPeXIHeBHOTO TrojonaHus, 72 4aca. Ilocie BOCCTAHOBJIEHMS IUTAHHA KOHIEHTPALMM MO-
4eBOIl KMCJIOTHl BEPHYJHCh K CBOMM (U3HOJOTMYECKMM 3HAYEHUAM yKe crmycrs 24 daca,

IOMallHag ITHIA; MOIeJIbHBINH CTpecc; TOJOd; MOueBas KHCJIOTa; TeY€Hb

KOUDELA, K. (University of Agriculture, Praha): Dynamics of Uric Acid Con-
centration in the Liver of Cockerels Subjected to Model Stress Situation Created
by Fasting. Vet. Med., Praha, 23, 1978 (9) : 573-576.

A model stress situation was created by nutrition deprivation. The experiment was
performed with 130 cockerels of the initial breed White Leghorn. The experimental
cockerels of the age of 18 to 24 days fasted for 24, 48 and 72 hours. Uric acid was
determined in the supernatant of liver homogenate by means of a colorimetrically
reductometric method with the phospho-wolframic agent. A significant increase in
the uric acid concentration in the liver of the cockerels was found out during the
mecedel stress: the concentration of uric acid increased progressively from the initial
70.25 = 8.94 mg per 100 g to 93.15 = 9.66 mg per 100 g after 24-hour fasting, to
90.23 = 7.84 mg per 100 g after 48-hour fasting and even to 137.04 = 15.59 mg per
100 g after three-day fasting of 72 hours. After re-alimentation, the concentrations
of uric acid were reduced to physiological values already within 24 hours.

domestic fowl; model stress; fasting; uric acid; liver

KOUDELA, K. (Landwirtschaftliche Hochschule, Praha): Dynamik der Konzentrat-
ion der Harnsdure bei der durch Hunger herbeigefiihrten Modellstrefisituation. Vet.
Med., Praha, 23, 1978 (9) : 573-576.

Die Nutritionsdeprivation wurde durch die Modellstref3situation herbeigefiihrt. In
den Versuch wurden insgesamt 130 junge Hidhne der Ausgangsrasse weilles Leg-
hornhut eingereiht. Die jungen Versuchshidhne im Alter von 18 bis 24 Tagen hun-
gerten im Laufe von 24, 48 und 72 Stunden. Die Harnsdure wurde im Supernatant
des Leberhomogenats durch die kolometrisch reduktometrische Methode mit Wolf-
ramatophosphatmittel bestimmt. Bei dem Moadellstrel wurde der signifikante Auf-
stieg der Konzentration der Harnsidure in den Lebern junger Hihne festgestellt:
von dem Ausgangswert 70,25 = 8,94 mg je 100 g erhote sich progressiv die Konzent-
raticn der Harnsaure auf 93,15 = 9,66 mg je 100 g nach 24 Stunden des Hungerns,
auf 90,23 = 7,84 mg je 100 g nach 48 Stunden des Versuchszeitraums und sogar auf
137,04 = 15,59 mg je 100 g nach dreiwochigem Hungern im Laufe von 72 Stunden.
Nach der Realimentation wiesen die Konzentrationen der Harnsdure schon nach
24 Stunden die fritheren physioclogischen Werte auf.

Haushuhn; Modellstre3; Hunger; Harnsdure; Leber
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