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ZMENY V ULTRASTRUKTURE SPERMII BYKU SE SNIZENOU
AKTIVITOU A MRAZITELNOSTI SPERMATU

O. Rob, J. Rozinek, J. Somol, H. Adamovska, J. Kopecka, E. Kopecka

ROB, O. — ROZINEK, J. — SOMOL, J. — ADAMOVSKA, H. — KOPECKA J. —
KOPECKA, E. (Vysoka skola zemédélska, Praha - Suchdol; Okresni veterinarni
zarizeni, Praha-vychod): Zmény v ultrastrukture spermii bykd se sniZenou ak-
tivitou a mrazitelnosti spermatu. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) :577-586.

Na plemenaiské stanici K. do$lo k poklesu mrazitelnosti spermatu, ktery trval
déle nez rok. Z 2550 ejakulatt odebranych za 12 meésici od 42 plemennych
byki bylo 685, tj. 26,7 %, nepouzitelnych hned po odbéru spermatu prevazné pro
nizkou aktivitu spermii a patologické formy jejich pohyblivosti a dalsich 469
ejakulat, tj. 18,3 9%, bylo nepouZitelnych po zmrazeni spermatu; celkové byly
tedy nepouzitelné 1154 (tj. 45,29 ejakulaty. Vitalné-letalnim primulinovym
testem jsme zjistili rychlé odumirani spermii po odbéru. VysSetfenim spermii
elektronovym mikroskopem jiz v zac¢atku procesu byly zjistitelné zmény v ultra-
struktuie bi¢iku, zejména spojovaci ¢asti (deformitni tvar, neuplna sada osovych
vlaken, vakuolizace bi¢iku, abnormalni uspoifadani mitochondrialni spiraly),
dale c¢etné abnormality zevni cytoplazmatické membrany a invaginace, vakuo-
Jizace a abnormalni denzita nukleoplazmy. Primarni zmény na bic¢icich a v jad-
re spermii potvrzuji alteraci tkané wvarlete. Mezi mozZné etiologické ¢initele
téchto procesu pattilo zeslabeni odolnosti bykt v dtsledku dlouhodobé zdra-
votné zavadné vyzivy krmivy kontaminovanymi plisnémi Aspergillus fumigatus,
nedostate¢ny pohyb a nizka zoohygiena bykt s druhotnym uplatnénim infeké-
nich zarodka Mykoplasma bovigenitalium, které byly kultivaé¢né prokazany
z 509, ejakulatt byku; pozitivni titr protilatek byl prokazan u vSech bykul.

byk; ultrastruktura spermii; mykoplazmata; nizkda mrazitelnost

Vysoké koncentrace v naSich chovech skotu si vyZaduji zvySenou
péc¢i o reprodukéni proces, ktery lze tspéSné zabezpecit pouze odpovi-
dajici vyZivou a zamezenim S§ifeni infekénich chorob, protoZe tyto dva
faktory jsou nejdast®jsi pFi¢inou hromadnych poruch plodnosti. SiFite-
lem infekCnich nemoci mohou byt i plemenni byci, protoZe vétSina za-
rodkitt se miZze prenaset i zmrazenym semenem. Pri¢iny poruch spermio-
genni aktivity plemeniki a sniZeni oplozovaci schopnosti jejich spermatu
jsou vyvolavany bud vlivy alimentdrnimi nebo infekénimi (Rob aj.,
1973). Spravna vyZiva je zdkladni podminkou zdravi a dobré plodnosti.
Ovliviiuje mnoZstvi a kvalitu spermatu a pohlavni aktivitu. Nedostatecnéa
vyzZiva zplsobuje degenerativni procesy na pohlavnim aparatu (Gam -
¢ik a Kozumplik, 1976). Poruchy ve vyZivé se projevi Spatnou
funkci neurohumoralniho systému, poruchou spermiogeneze a vlastni
semenné plazmy. Pro dobry zdravotni stav bykd je dileZitd predevsSim
zdravotni nezdvadnost krmiv. Zdvadnd krmiva, predevSim zvySené pro-
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cento kyselosti, napadeni plisnémi apod., mohou vyvolat poruchu sper-
miogeneze, fertilizaCni schopnosti ejakulati, poruchu vlastnosti semen-
né plazmy, ale i degeneraci zarode¢ného epitelu. Sperma je Fids$i, ma
sniZenou aktivitu, kratSi preZitelnost a zvySeny vyskyt patologickych
spermii (Rob aj., 1973).

Organismus oslabeny neadekvatni vyzivou je snadno pristupny ruznym infek-
cim. V soucasné dobé se velka pozornost vénuje problematice bedsonidzy, infekce
virem IBR-IPV, BVD, PI-3 a infekce mykoplazmaty (Gamc¢ik a Kozumplik,
1976).

V roce 1937 byla izolovana mykoplazmata z pohlavniho a mocového ustroji
lidi. O deset let pozdéji byly popsany prvni izolace ze semindalnich vytért byku
a vagindlnich vytért neplodnych krav (Edward aj., 1947). Dosavadni poznatky
nasvédéuji tomu, Ze mykoplazmata jsou soucasti mikrobni flory osidlujici sliznice
pohlavniho ustroji; pri sniZené rezistenci hostitele jsou nékteré kmeny schopny vy-
volat nebo komplikovat onemocnéni (Gamc¢ik a Kozumplik, 1976). Myko-
plazmata jsou drobna elementarni téliska o velikosti 125 az 150 milimikront, pro-
chazejici bakterialnimi filtry. Velikosti se podobaji myxoviram. Jsou vybavena en-
zymatickymi systémy a genetickymi mechanismy, proto mohou existovat nezavisle
na bunééném substratu. Mohou rust za aerobnich i anaerobnich podminek, optimalni
pH je 7,6 az 8,0. Jsou citliva na antibiotika tetracyklinové rady. Jsou pritomna u nej-
ruznéjsich druht zivych organismu, v pudé i v odpadnich vodach (Sobéslav-
sky aj, 1976). Skalka (1968) uvadi, ze mykoplazmata mohou byt u v8ech Zivych
organisml jak patogenni, tak i nepatogenni. U Zivodichli se vyskytuji také jako
epifytni mikroflora, hlavné na sliznici dychacich cest a pohlavnich orgédni. Hirth
aj. (1966, 1967) uvadeéji, ze mykoplazmata jsou i ve zmrazeném ejakulatu. Timto
ejakulatem vyvolali onemocnéni pohlavniho aparatu a poruchy plodnosti u pokus-
nych jalovic. Berchtold a Bogel (1962) popsali vyskyt poruch spermiogeneze
bykl, vyvolanych mykoplazmaty, které vedly az k docasné azoospermii. Hirth
aj. (1966) popsali genitalni mykoplazmézu u skotu a ¢lovéka. U infikovanych ple-
menic doSlo k zanétu vejcovodl a délohy. Otazkami neplodnosti skotu v disledku
infekei mykoplazmaty se v roce 1974 zabyvala komise mykoplazmologli pfi svétové
organizaci FAO/WHO. Clenové této komise upozorfiuji na pripady spontdnnich i ex-
perimentalnich vezikulitid a salpingitid zpusobenych mykoplazmaty. Hirth aj.
(1966) popsali zanéty vejcovodl a vajeéniku u skotu, vyvolané spermatem obsahu-
jicim mykoplazmata, ktera bylo potom mozZné izolovat z cervikalniho a poSevniho
hlenu po osm mésici po inseminaci. Cerkasova a Danylko (1974) izolovali
mykoplazmata z cyst na vejcovodech a déloZnich rozich plemenic. Jurmanova
a Jiranek (1977) izolovali pét az Sest kmenli mykoplazmat z 202 vzorku. Vétsina
byla identifikovana jako Mykoplasma bovigenitalium. Z 202 vzorku 319, vykazalo
pozitivni nalez mykoplazmat. Za nejvhodnéjsi antibiotikum doporuc¢uji tylan. Jur -
manova aj. (1977) sledovali dale vztah mezi kvalitou ejakulati a jejich kon-
taminaci mykoplazmaty. U 139, byla sniZend koncentrace a u 279, byla aktivita
niz& nez 709, Parsonson (1970) sledoval vztah mezi mykoplazmaty a morfologii
spermatu. Morfologie se neméni, ale roste procento mrtvych spermii a klesa vy-
razné jejich Zivotnost. )

METODA

Pracovali jsme na plemenaiské stanici K., kde byli v udobi 12 mésicu ustajeni
v praméru 42 byci. BliZze jsme sledovali 25 byku plemene ¢eské strakaté. Od kazdého
byka jsme odebrali nejméné deset ejakulati. Hodnotili jsme vyskyt morfologickych
abnormalit spermii, kK ¢emuZ jsme pouzili barvici metody Wels-X (Rob, 1975)
a vitalné-letalniho testu s barvivem Primulin 0 ¢és. vyroby, pH 6,8 (Rob, 1975).
Déale jsme sledovali a hodnotili objem, koncentraci a aktivitu spermatu cerstvého
a aktivitu spermatu hluboce zmrazeného. Sest ejakuldati bylo vySetieno elekirono-
vym mikroskopem, elektronogramy byly zhotoveny v laboratofi elektronové mikro-
skopie katedry veterinarnich disciplin VSZ v Praze. V souvislosti s kvalitou sper-
matu jsme vyhodnotili zdravotni nezavadnost krmiv a vysledky sérologickych a kul-
tivaénich vySetfeni na bedsoniézu, IBR, PI-3 a mykoplazmata. Tato vyS$etfeni se
délala v USVU Praha, SVU Cesky Brod a SVU Pardubice. Dale byla u odporaZenych
bykl s poruchami spermiogeneze histologicky vySetiena varlata.
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VYSLEDKY

Na sledované plemendfské stanici se zaCatkem bfezna =zacala
u viech bykl projevovat sniZzena mrazitelnost spermatu a pozdéji i zhor-
Send aktivita ejakuldtu po odb&ru. Po odbéru dochéazelo ke staceni bi-
¢ikdl ve tvaru houslového kliCe, ¢asto kolem zadrZenych protoplazmatic-
kych kapek, ke kolébavému pohybu na misté a ke kruhovému pohybu.

Pred néastupem t&chto zmén se v ejakuldtu masivné zacCaly objevo-
vat milidrni pleiomorfni bunécné utvary, barvici se Giemsou. Byly rovnéz
pozorovatelné ve fazové kontrastnim mikroskopu, pfi¢emZ vyskyt pri-
marnich morfologickych abnormalit spermii zjistitelnych ve svételném
mikroskopu byl v normadalnich hranicich. JiZ na zaCatku t&chto procesi
se vS8ak objevily morfologické abnormality v ultra-
struktulfe spermii, zjistitelné vySetfenim elektro-
novym mikroskopem. VySetfeno bylo sperma &tyf byklt s timto
vysledkem :

Byk A — vySetfeni elektronovym mikroskopem prokazuje u vyso-
kého poc¢tu spermii tvarové abnormalni vyvoj bi¢iku, vyrazné poskozeni
zevni cytoplazmatické membrény, zejména jeji uvolnéni, zFaseni a bu-
16zni ektaze Casto vyrazného stupné. Zavazny byl nédlez alterace nukleo-
plazmy, zejména vyskyt invaginaci nukleoplazmy, coZ je prikazem pro-
bihajicick degenerativnich zmén na zarodecném epitelu, vyskyt
inkluznich télisek pod cytoplazmatickou membréanou, vakuolizace jadra
a biciku. Dale byly zjiSténv Casté volné protoplazmatické kapky a ne-
fyziologicka pritomnost bunécného detritu.

Byk B — u vice neZ 50 % hlavi¢ek bylo zji§téno zbobtnéani cytoplaz-
matickych membran rtizného stupné, uvolnéni povrchovych membran hla-
viéky a krcéku, abnormdlni vyvoj zkrdcenych krcks, tvarové deformity
bi¢iku, vakuolizace jadra a vyskyt volnych protoplazmatickych kapek.

Byk C — vysoké procento alterovanych spermii vykazuje uvolnéni
a rozpad povrchové membréany, uvolnéni akrosomu a postakrosomdlni
Capky; Casto se vyskytovala i nepravidelnd barvitelnost nukleoplazmy.

Byk D — v morfologickém obraze prevladd morfologicky abnormaél-
ni vyvoj bi¢ikli, vakuolizace v oblasti hlavni €asti biCikii, vyskyt inkluz-
nich télisek pod povrchovou membranou, mirné uvolnéni povrchovych
membran u vice neZ 50 % hlavidek a dale vyskyt milidrnich elementar-
nich Céastic neznamé etiologie, volné cytoplazmatické kapky a bunécny
detritus.

Spermiologickd vySetfeni déle ukézala, Ze u vSech bykd se zvy$o-
val vyskyt nezralych spermii se zadrZenim protoplazmatické kapky
na kréku nebo spojovaci ¢asti bi¢iku, ktery dosahoval hodnoty aZ 60 %.
Vedle toho byl pro tyto byky typicky velky vyskyt volnych protoplazma-
tickych kapek.

Fluorescen¢ni mikroskopicka vySetfeni vSak' prokéazala zaroveil po-
skozeni akrosomélniho systému rtizného stupn& u 18 aZ 56 % spermii.

Z téchto vySetfeni vyplynul zavér: Morfologickd vySetfeni elektrono-
vym mikroskopem potvrdila, Ze jde jednak o sekundédrni zmény vyvo-
lané plisobenim neadekvatni semenné plazmy, jednak o primarni zmény,
které poukazuji na degenerativni zmény na zdrodecném epitelu. ZvySené
procento volnych protoplazmatickych kapek poukazuje na alterace epi-
telu nadvarletniho traktu. Lze soudit, Ze primarni pri¢inou budou faktory
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alimentédrni, ale nelze vyloucit druhotné plisobeni infek¢énich agens na
zeslabeném organismu. To v8ak bylo nutné potvrdit laboratornim vy-
Setfenim krmiv, metabolickymi testy a sérologickym a kultivacnim vy-
Setfenim.

Vzhledem k tomu, Ze zmeény ve spermatu odpovidaly nejpravdépo-
dobné&ji vlivim neadekvatni vyZivy, vySetfili jsme zdravotni
nezdvadnost krmiv s témito nédlezy :

V kvétnu byla nakli¢end pSenice siln& prerostld plisnémi Aspergillus
fumigatus, Absidia,
krmnd smeés granule B vykézala stfedni vyskyt plisné Aspergillus
fumigatus a vysoké Cislo kyselosti;
suSené Fizky byly siln& pferostlé plisni Aspergillus fumigatus;
slama pSenicna byla pro silny vyskyt plisné Aspergillus fumigatus
hodnocena jako zdravotné zavadna.
V Cervnu byla krmnd smés granule B pro vysokou kyselost hodnocena
jako podminéné poZivatelna.
V Cervenci krmnéd smés granule B vykéazala silny vyskyt plisné Asper-
gillus fumigatus a vysoké Cislo kyselosti.
V zari krmna smeés granule B opét vykédzala kontaminaci plisné Asper-
gillus fumigatus a vysoké cCislo kyselosti.

Uvedené ndlezy potvrdily, Ze plisné vyskytujici se v krmivu, které
jsou patogenni pro pohlavni aparat, mohly plisobenim svych toxinii ne-
pfiznivé ovlivnit kvalitu spermatu a zaroveil sniZit odolnost organismu
bykt vici jinym infekcim.

Dale jsme vénovali pozornost jednotlivym sloZkdm fFedidel. Vy -
Setfili jsme glycerin, laktézu a vajecny Zloutek.
U glycerinu byla zjisténa niZ$i koncentrace, tj. 89,10 % (poZadovana
koncentrace je 99,5 %), a nizké pH, tj. 5,8. Také u laktozy bylo zjist&no
nizké pH, které dosahovalo hodnot aZ 4,8. Rozbor vajeCného Zloutku na
pritomnost bakterii a salmonel byl negativni.

Byci chovani na PS-X byli v prosinci roku 1976 sérologicky
vySetfeni na bedsonidozu, IBR a PI-3. Z bykli provéfovanych na
bedsonidzu byli zjiSténi dva dubidzni a ostatni negativni, na IBR vSichni
negativni a na PI-3 bylo pé&t bykl pozitivnich, ostatni negativni.

Déale bylo v srpnu roku 1976 vySetfeno deset bykli na mykoplazma-
ta. Sérnlogickym vySetfenim byl prokdzan u v3ech vysoce pozitivni titr
protilatek na Mycoplasma bovigenitalium. Kultiva¢nim vySetfenim byl
izolovan zarodek M. bovigenitalium u 50 % vy3etfovanych byki.

B&hem roku 1976 byly mikrobiologicky vySetfeny eja-
kulédty. Z nich odpovidalo CSN ,Sperma byka“ 90,9 % ejakulatii, neodpo-
vidalo 9,1 %. Mezi bakteridlnimi nélezy pFevladaly zarodky Proteus,
Pseudomonas aeruginosa a saprofytické korynebakterie.

ProtoZe u vSech bykd vySetfenych na mykoplazmata byl sérologic-
kym vySetfenim zjiStén vysoce pozitivni titr protilatek na M. bovigenita-
lium a kultivaénim vySetfenim déale u 50 % byk® izolovan zarodek M.
bovigenitalium, byli 1éCebné oSetfeni vSichni byci antibiotickym prepa-
ratem TYLAN 200. S 1é¢bou bylo zapocCato koncem Fijna. Lécba trvala
pét dni, z toho prvni dva dny bylo antibiotikum aplikovano v davce
10 mg na 1 kg Zivé hmotnosti, dalsi tFi dny v ddvce 5 mg na 1 kg Zivé
hmotnosti.
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V souvislosti s touto 1é¢bou jsme pFistoupili ke specidlnimu morfo-
logickému sledovani ejakulatti skupiny 25 plemennych bykid. ZvySeni
morfologickych abnormalit vykéazalo 20 % vySetfenych ejakulatfi. Pri-
mérné bylo zjisténo ve svételném mikroskopu 13,6 % morfologickych
abnormalit s varianci = 8,96 a —2,35. U vSech bykl se zvy$oval vyskyt
nezralych spermii se zadrZenou protoplazmatickou kapkou na krcku
nebo spojovaci ¢&sti a ¢inil pramérné 6,8 % z celkového poé&tu sledova-
nych spermii. Ve vétSiné ejakulatd se také vyskytovalo vétSi mnoZstvi
volnych protoplazmatickych kapek. Z morfologickych abnormalit se nej-
¢astéji vyskytovalo zbobtndni akrosomu, zmény na bicicich, ektaze spo-

jovaci ¢asti (stoCeni ve formé& houslového klice, stoCeni kolem zadrZe-

¥

1. Apikdlni ¢éast hlavicky spermie s vy- 2. Stfedni &ast hlaviéky spermie s vy-

raznym zbobtnanim akrosomu (A) a vy-
skytem velkého inkluzniho téliska (Sip-
ka) ledvinovitého tvaru s vyraznou
elektronovou denzitou. Primé zvétSeni
36 000X — The apical part of the sper-
matozoon head with a marked swelling
of the acrosome (A) and with a large
kidney-shaped inclusion body (arrow)
with pronounced electron density. Direct
magnification 36 000 times

raznym uvolnénim a zrasenim zevni cy-
toplazmatické membrany (ZCM) a stied-
né velkym inkluznim téliskem (Sipka)
ovalného tvaru s centrem o slabé elek-
tronové denzité. Priény rez hlavni ¢éas-
ti bi¢iku (B) s normalnim uspoiadanim
osovych vldken 2 + 9. Primé zvétseni
36 000X — The central part of the sper-
matozoon head with the markedly loose-
ned and folded external cytoplasmic
membrane and a medium-sized oval
inclusion body (arrow), with a centre
of low electron density. Cross-section
through the main part of the flagellum
(B) with the normal arrangement of the
axial filaments 2 + 9. Direct magnifi-
cation 36 000 times
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nych protoplazmatickych kapek a zavinuti bi¢iki) a na tfetim misté
zmény na spojovaci Casti (spiralizace, ztluSténi a jiné deformity). Podil
primdrnich abnormalit na hlavi¢ce byl maly (obr. 1—4).

3. Apikalni c¢ast spermie s mirnym od-
pojenim a zrasenim zevni cytoplazma-
tické membrany (ZCM) a normalni
strukturou -akrosomu (A) — vlevo. Ba-
zalni ¢ast hlaviéky spermie s vyskytem
okrouhlého inkluzniho teéliska (Sipka)
silné elektronové denzity — vpravo. Vy-
razné deformace struktury bic¢iku (DB);
rez bi¢ikem s pritomnosti vakuoly (V);
rez bi¢ikem s neuplnou sadou osovych
vlaken (NS) a s odpojenim a zrasenim
zevni cytoplazmatické membrany. Primé
zvétSeni 22500X — The apical part of
a spermatozoon with slightly disconnec-
ted and folded external cytoplasmic
membrane -and the normal acrosome
structure (A) — left. Basal part of the
head with a round inclusion body
(arrow), showing high electron density
— right. Pronounced deformation of the
structure of the flagellum (DB); cross-
-section through the flagellum with the
presence of a vacuole (V); cross-section
through the flagellum with an incomplete
set of axial filaments (NS) and with
the disconnected and folded external cy-
toplasmic membrane. Direct magnifica-
tion 22 500 times
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4. Priéné fezy v ruznych urovnich bi-
¢ikt. Vyskyt vakuoly (V) v pri¢ném re-
zu biciku; retence protoplazmatické hmo-
ty (RP) ve vazbé na pri¢né rezy skupi-
nou bi¢ikd; neuplna sada osovych vla-
ken (NS) na Sikmém frezu bi¢ikem. Od-
pojeni a zraseni zevni cytoplazmatické
membrany v urovni hlavni ¢asti biciku
(B). Sikmy fez apikalni éasti normalni
hlavicky spermie (A). Primé zvétseni
22 500X — Cross-sections through the fla-
gellum at different levels. Occurrence
of vacuole (V) in the cross-section; re-
tention of protoplasmatic matter (RP) in
relation to the cross-sections through
a group of flagella; incomplete set of
axial filaments (NS) in an oblique sec-
tion through the flagellum. Disconnected
and folded external cytoplasmic membrane
at the level of the main part of the
flagellum (B). Oblique section through
the apical part of a normal spermato-
zoon head (A). Direct magnification
22 500 times



I. Piehled nepouzitelnych ejakulatli po odbéru a po zmrazeni — A survey of the
ejaculates unfit for use after collection and freezing

Pocet ejakulati o
Mésic 8 § . 5 nt}pou?itel-
odebranych nepouzxte!nych nepouiltelny<’:h n'epouéxtel- nych e)'aku-
po odbéru po zmrazeni | nych celkem lata
1. 155 31 20 51 32,9
II. 135 21 7 28 20,7
II1. 146 44 30 74 50,7
IV. 143 61 32 93 65,0
V. 165 50 36 86 52,1
VI. 215 78 72 150 69,8
VII. 227 118 52 170 74,9
_ VIII. 245 76 60 136 55,5
IX. 289 66 56 122 42,2
X. 277 59 45 104 37,5
XI. 292 32 27 59 20,2
XII. . 261 49 32 81 31,0
Celkem 2550 685 469 1154
% 26,7 18,3 45,2 45,2

Béhem roku jsme d&le sledovali mrazitelnost ejakuldti. Vysledky
jsou shrnuty v tab. I, kterd znazoriiuje pfehled ejakulatii neodpovidaji-
cich po odb&ru CSN ,Sperma byka“ a poéty ejakuldtii nepouZitelnych
po zmrazeni.

Celkové bylo zhodnoceno za rok 1976 2550 ejakuldtii, z nichZ po
odbéru neodpovidalo CSN , Sperma byka“ 685 ejakulatd, tj. 26,7 %. Po
zmrazeni bylo nepouZitelnych daldich 469 ejakulatd, tj. 25,1 % z ejaku-
latd zmrazovanych. Celkové byly tedy nepouZitelné 1154 ejakulaty, tj.
45,2 %. Nejvice nepouZitelnych ejakulati bylo pfed zahdjenim 1écCby
v mésicich dubnu, ¢ervnu, dervenci, tj. 65,0 %, 69,8 % a 74,9 %. V Fijnu,
kdy se lécba uskuteénilla, bylo jesté 37,5 % ejakulati nepouZitelnych,
ale po skoncéeni 1é¢by pouze 20,2 %, coZ byla nejniZsi hranice za cely
rok. V prosinci a u né&kterych bykl také v lednu a tnoru se. v8ak opét
zvysil pocet nepouZzitelnych ejakulatd, a to v prosinci na 31,0 %, v led-
nu na 22,0 % a v dnoru na 25,0 %.

Z uvedenych vysledkid lze usoudit, Ze u sledované skupiny byki se
zdravotni stav zlepSil pouze docCasné. To miZe nasvédCovat tomu, Ze
antibiotikum TYLAN neovlivnilo terapeuticky trvale aktivitu a preZitel-
nost spermatu, ale Ze vyvolalo pouze docCasné zlepSeni. Proto lze pied-
pokladat, Ze doSlo bud k nové infekci plemenikl, nebo Ze TYLAN nebylo
antibiotikum na zvladnuti této infekce zcela dostacujici, nebo Ze hlavni
pFi¢inou sniZeni aktivity byly jiné faktory, napf. izolované plisné z krmiv
a jejich toxiny, a Ze mykoplazmata se mohla uplatnit aZ druhotné v osla-
beném organismu.
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DISKUSE

Sledovani ukézala dlouhodobé poruchy v kvalité ejakulati vétSiny
bykt na PS-X, které byly charakterizované poklesem aktivity sperma-
tu, abnormdlnimi formami pohybu spermii, zvySenym procesem nezra-
lych spermii a variabilnim zvySenim morfologickych abnormalit na
spermiich zjistitelnych svételnym mikroskopem. VySetfeni elektrono-
vym mikroskopem prokazala dale nékteré specifické zmény na bicicich
spermii, na cytoplazmatickych membréanach, ale zejména invaginaci
nukleoplazmy spermii a vyskyt pleiomorfnich inkluznich télisek pod
zevni cytoplazmatickou membrénou a nepravidelnou barvitelnost nukleo-
plazmy spermii. V udobich s nejniZ8i mrazitelnosti spermatu byl i své-
telnym mikroskopem pozorovatelny masivni vyskyt milidrnich pleio-
morfnich télisek.

Vysledky laboratornich testli ukézaly, Ze na vzniku té€chto procest
se mohly podilet plisné a jejich toxiny, zejména pliseii Aspergillus fu-
migatus, kterd byla zjiSténa ve vétSiné vzorkl krmiv. V disledku zesla-
beni organismu se druhotn& mohly uplatnit izolované a sérologicky pro-
kazané zarodky Mykoplasma bovigenitalium. Tyto zarodky byly v sou-
vislosti se sniZenou mrazitelnosti prokazany i na dalSich plemenéafrskych
stanicich (Jurmanova aj.,, 1977). Tito autofi prokdazali statisticky
vyznamny vztah mezi pritomnosti mykoplazmat a sniZenou aktivitou
spermii. PFi tom v3ak nedo$lo u bykd k procesim azoospermie, jak je
popsali Berchtold a Bdgel (1962). Jurmanova a Jira-
nek (1977) doporucili jako nejvhodnéjsi antibiotikum TYLAN, Kkteré
v8ak na PS-X vyvolalo pouze doCasné zlepSeni kvality spermatu. Vzhle-
dem k tomu, Ze zarodky Mykoplasma bovigenitalium byly izolovany
i z pohlavniho aparatu plemenic skotu v okrese PV a protoZe Fada auto-
ri potvrzuje, Ze mykoplazmata pfeZivaji i ve zmrazeném spermatu a vy-
volavaji infekce pohlavniho aparéatu a poruchy plodnosti (Hirth, 1967;
Edward aj., 1947; Hirth aj., 1966; Albertsen, 1955 a jini), je
nutné i nadale otdzce mykoplazmat bykd vénovat mimofadnou pozor-
nost, aby se predeSlo zbyteCnému vzniku narodohospodafskych ztrat
pFi pouZiti tohoto spermatu v inseminacni praxi.

ZAVER

Na PS-X se dlouhodobé sniZila mrazitelnost spermatu. Za rok 1976
bylo nutné eliminovat celkem 45,2 % ejakulatd.

Ze 48 bykid chovanych na stanici bylo sledovano 25 bykt. Byci vy-
kazovali v ejakuldtu zvySené procento nezralych spermii, zvySeny vy-
skyt volnych protoplazmatickych kapek a doCasné zvySeni primarnich
morfologickych abnormalit. VySetfeni elektronovym mikroskopem pro-
kézala specifické zmény na cytoplazmatickych membrandch, invaginaci
nukleoplazmy, vyskyt pleiomorfnich inkluznich télisek pod zevni cyto-
plazmatickou membréanou spermii a nepravidelnou barvitelnost nukleo-
plazmy. V obdobi s nejniZsi mrazitelnosti byl i ve svételném mikroskopu
pozorovatelny masivni vyskyt milidrnich pleiomorfnich té&lisek.

Jako pFfic¢inu téchto procest bylo moZné oznacit vy-
skyt patogennich plisni Aspergillus fumigatus ve véts§i-
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né krmiv a infekci zdrodky Mykoplasma bovigenitalium.
Pétidenni lécbha antibiotikem TYLAN 200 pouze docfasné zlep$ila mra-
zitelnost spermatu a jiZ za dva mésice po 1é¢b& bylo opét 31,0 % eja-
kulati nepouZitelnych. Vzhledem k tomu, Ze zarodky M. bovigenitalium
pfeZivaji i v hluboce zmrazeném spermatu a mohou vyvoldvat vaZné po-
ruchy plodnosti u inseminovanych krav, je nutné vénovat této problema-
tice i nadéale zvySenou pozornost.
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DoSlo dne 22. 1. 1979

POB, O. — PO3MHEK, M. — COMOJI, 1. — AINAMOBCKA, I — KOIEIIKA, . —
KOIIEIIKA, 3. (CensckoxosscrBenHsiit uHcTHTYT, Ilpara- Cyxmon; PalionHoe Berympasienue,
TIpara): VsmeHeHHs yJIbTPacCTPYKTyphl CIepMHeB y OBIKOB ¢ NOHM/KCHHOH AKTHBHOCTHIO CHEPMEL
Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 577-586.

Ha nnemcranuuu K. 6piya ycraHOBjeHa NOHH)KEHHAs S3aMOPa)KMBAEMOCTh CIEPMEI, YTO HPOLOI-
xanock Gosnee roma. s 2550 sskynaros, B3ATEHIX B TeueHme 12 Mmec. y 42 mpoussomuresneir, 685,
26,7 %)y oxasanuch HENPHTOAHBIMH I HEMEIJEHHOr0 MCIOJb3OBAHHS H3-33 HHIKOH AKTHBHOCTH
CllepMHeB M TNAaTOJNOrMuYecKux POpM ux aBmkeHus, a eme 469, unu 18,39, okaszamucer BoBCe
HeNpPUTONHBIME JUISL 3aMOpaKMBaHMA. B ofmeMm urore, HempumeHumeiMu 6sure 1154 (45,2 9))
9saKyaaTa. C NOMOIIBIO BHTANBHO-JETANBHOTO INPHUMYJIMHHOTO TECTa YCTAHOBJEHO OBICTPOE OTMH-
paHHe CIepMMEB TIOCJHe BIATHA. OJNEKTPOHHO-MHKPOCKOIHYECKOE KX HCCJIENOBAHME B Hauane
TIpolecCa TOKasajM MSMEHEeHMs YJLTPACTPYKTYPHl JKTYTHKOB, B UYACTHOCTH COENMHSIONMEH YacTH
(nedopmanuu, HenosbHBIH HaBOp OCEBBHIX BOJIOKOH, BAKyONM3alHs KIyTHKAa, aGHOpMAaNbHOE ymOps-
Io4eHHMe MHTOXOHIPHMAJBHOI CHMpajbl), KpOMe TOrO, MHOXKECTBO aGHOpMaJbHOCTell BHeITHel
IIMTONJIA3MOBOH MeMOpaHLI M HHBATMHAI[MH, BaKyONWsaluio M afHOPMAaNbHYI TJIOTHOCTE HYKJEO-
nnasMel. [lepBuunEle M3MEHEHMs JKTYTHKOB H CTEPMaJbHBIX sflep CBHIETENbCTBYIOT 06 aJjbTepaiuy
TKaHM CeMeHHHKOB. K BO3MOKHBIM STHOJOrH4YeCKHM (aKTOpaM STHUX IPOLIECCOB OTHOCATCA ociabe-
Hue OBIKOB BCJIENCTBHE MIJIHTEJBHOTO CKapMJIMWBAHWs MCIOPYEHHOTO KOPMa, KOHTaMHHHPOBAHHOIO
nnecensamu Aspergillus fumigatus, HemocTaTOdHEIN MONMOH, HH3KAA 300TMTMEHA TIPH BTO-
pHuYHOM mopakeHun sapomsrmamu Mycoplasma bovigenitalium, BHIABIEHHHIMH B XOIe KyJb-
tusuposanus y 50 9/; 9AKyNATOB; MONOXUTENBHEI THTP AHTHTEN NOKA3aH y BCEX OBIKOB.

6BIK; yJABTPACTPYKTypa CHEpPMHEB; MHKpOIUIA3Mbl; HH3Kas 3aMOpPa’kMBaeMOCThb
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ROB, O. — ROZINEK, J. — SOMOL, J. — ADAMOVSKA, H. — KOPECKA J. —
KOPECKA, E. (University of Agriculture, Praha-Suchdol; District Veterinary Centre,
Praha): Changes in Spermatozoon Ultrastructure in Bulls with a Decreased Sperm
Activity and Freezability. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 577-586.

A decrease of sperm freezability occurred at the K. breeding station, and this si-
tuation lasted longer than a year. Out of the 2550 ejaculates taken from 42 breeding
bulls within 12 months, 685, i. e. 26.7%,, were unfit for use immediately after sperm
collection, mostly owing to a low activity of spermatozoa and pathological forms of
their motility, and another 469 ejaculates, i. e. 18.3 %), were unfit for use after sperm
freezing; on the whole, 1154 (i. e. 45.29;) ejaculates had {o be excluded. It was
revealed by the vital-lethal primuline test that the spermatozoa died quickly after
collection. The findings obtained during an electron-microscopic examination of
the spermatozoa at the beginning of the process included visible changes in the
ultrastructure of the flagellum, particularly its middle piece (deformed shape, in-
complete set of axial filaments, vacuolization of the flagellum, abnormal arrange-
ment of the mitochondrial spiral), numerous abnormities of the external cytoplasmic
membrane and invagination, vacuolization, and abnormal density of nucleoplasm.
The primary changes on the flagella and in the nucleus give evidence that the
testicular tissues were altered. The etiological factors behind these processes are
believed to include a reduction in the resistance of bulls due to long-lasting con-
sumption of feeds contaminated with the fungus Aspergillus fumigatus, insufficient
movement and bad zoo-hygienic practices, all this combined with the secondary
action of the infectious germs of Mycoplasma bovigenitalium, which were revealed
py cultivation tests in 509, of the ejaculates of the bulls; a positive antibody titre
was demonstrated in all bulls.

bull; ultrastructure of spermatozoa; mycoplasm; low freezability

ROB, O. — ROZINEK, J. — SOMOL, J. — ADAMOVSKA, H. — KOPECKA J. —
KOPECKA, E. (Hochschule fiir Landwirtschaft, Praha-Suchdol; Kreisveterinirein-
richtung, Praha): Verdnderungen in der Spermien-Ultrastruktur von Bullen mit
verringerter Aktivitit und Tiefkiihlbarkeit des Spermas. Vet. Med., Praha, 24, 1979
(10) : 577-586. ’

Auf der Zuchtstation K. kam es zu einer Verringerung der Tiefkiihlbarkeit des
Bullenspermas, die mehr als ein Jahr andauerte. Von den im Laufe von 12 Monaten
von 42 Zuchtbullen entnommenen 2550 Ejakulaten waren 685, d. s. 26,79, sofort
nach Entnahme des Spermas vorwiegend wegen der niedrigen Spermienaktivitéat
und der pathologischen Formen der Spermienmotilitit, und weitere 569 Ejakulate,
d. s. 18,39, zur Tiefkiihlung unbrauchtbar, folglich waren insgesamt 1154 (d. h.
45,2 %) Ejakulate unbrauchbar. Mit Hilfe des vital-letalen Primulintestes stellten
wir ein schnelles Absterben der Spermien nach der Entnahme fest. Bei der elek-
tronenmikroskopischen Untersuchung der Spermien konnten bereits zu Beginn des
Prozesses Verdanderungen in der Ultrastruktur des Spermienschwanzes, insbesonde-
re des Verbindungsteils (Mibildungen, unvollstindige Anzahl der Achsenfasern,
Schwanzvakuolisierung, abnormale Anordnung der Mitochondrialen Spiralen) und fer-
ner zahlreiche Abnormitédten der &duBeren zytoplasmatischen Membrane und Inva-
ginierung, Vakuolisierung und eine abnormale Nukleoplasmadensitit festgestellt wer-
den. Primédre Verdnderungen auf den Spermienschwinzen und in derem Kern be-
stdtigen eine Hodengewebealteration. Zu moglichen &tiologischen Faktoren dieser
Prozesse sind Schwichung der Resistenz der Bullen infolge einer langandauernden
gesundheitlich fehlerhaften Erndhrung mit Aspergillus fumigatus kontaminierten
Futtermitteln, ferner ungeniligende Bewegung sowie eine niedrige Zoohygiene der
Bullen mit sekundidrer Wirkung von Mykoplasma-bovigenitalium-Infektionserregern,
die bei 509, der Ejakulate durch Kultivation nachgewiesen wurden, zu zidhlen. Bei
allen Bullen wurde ein positiver Antikorpertiter nachgewiesen.

Bulle; Spermienultrastruktur; Mykoplasmen; niedrige Tiefkiihlbarkeit
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VZTAH MEDZI FERMENTACIOU A MORFOLOGICKOU STRUKTUROU
EPITELU BACHORA OVIEC KRMENYCH TVAROVANYM KRMIVOM

M. Baran, J. Marcanik, J. Kocisova, 1. Zelenak, M. Belak

BARAN, M. — MARCANIK, J. — KOCISOVA, J. — ZELENAK, I. — BELAK, M.
(Ustav fyziol6gie hospodarskych zvierat SAV, Kosice; Vysoka skola veterinar-
ska, Kosice): Vztah medzi fermentaciou a morfologickou Struktirou epitelu ba-
chora oviec kimenych tvarovanym krmivom. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) :
587-595.

Vo vzorkach z dorzalneho bachorového vaku Skopov kfmenych 24 tyzdnov
kompletnou granulovanou kfmnou davkou, ktora obsahovala v suline 41,819/
lu¢neho sena, 25,289, ja¢mena, 15,379, pilin, 14,98 %, melasy, 1,32 Y}, mocoviny
a 1,249/, mineralneho doplnku, bolo urobené patologicko-anatomické, histolo-
gické, histochemické a elektronovo-mikroskopické vysetrenie. V bachorovom
obsahu zabitych zvierat boli stanovené aj unikavé mastné kyseliny (UMK).
Kontrolna skupina dostavala rovnaku diétu v klasickej forme s dlhym senom.
V bachorovom obsahu zabitych zvierat pokusnej skupiny bola zistena vy$sia
hladina celkovych UMK (125,93 mM) a kyseliny maslovej (17,8 M%,). Pomer
acetdt : propionat bol 1 : 3,66. V enzymatickej aktivite neboli pozorované pod-
statné rozdiely. V elektrénogramoch bolo zaznamenané zvyS$enie pocé¢tu T bu-
niek a rohovatejicich buniek, ¢o sved¢i o zvySenej keratinizacii.

ovea; tvarované krmivo; piliny; bachor; fermentdcia; unikavé mastné kyseliny;
elektronova mikroskopia; hyperkeratéza

Fermenta¢nd c¢innost v bachore je jednym zo 3Specifickych faktorov
urcujicich fyziologické zvlaStnosti trdvenia preZivavcov. Je Uzko spo-
jend s motorickou ¢innostou bachora a zavisi od mnoZstva a zloZenia
prijatého krmiva a energie. Hlavnym zdrojom energie obsiahnutej
v krmive st glycidy, z ktorych sa vytvdraji unikavé mastné kyseliny
(UMK) ako kone¢né produkty fermentdcie glycidov. Medzi zdkladné
UMK patri kyselina octova, ktord je rezorbovanéd bachorovym epitelom
a slizi ako hlavny zdroj energie pre makroorganizmus, dalej kyselina
propiénova, z ktorej sa v procese glukoneogenézy vytvara glukoza, a ko-
nec¢ne kyselina maslova, ktora sa v bachorovom obsahu a epiteli ba-
chora metabolizuje na keténové latky.

Fyzikdlna uprava krmiv a najmi pouZivanie tvarovanych a koncentratovych
krmiv vo vyZive preZivavcov priamo ovplyvriuje aj fermentaéné procesy v bachore.
Granulované krmivo zvySuje (Levy a i, 1972; Svendsen, 1974; Baran a i,
1979), resp. znizuje (Kujmov a Tituzov, 1974) koncentraciu celkovych UMK
v bachore, narusa percentualne zlozenie UMK tym, Ze zvy$uje obsah kyseliny pro-
pionovej na ukor kyseliny octovej (Nelson ai., 1967; Levy a i, 1972; Schin-
goethe ai, 1973; Orskov ai, 1974; Piatkowski a i, 1974), zvySuje obsah
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kyseliny maslovej (Baran a i., 1979), redukuje pomer acetat : propionat (Davis,
1967; Moseley a i., 1976). ZvySena tvorba a nasledna resorpcia UMK bachoro-
vym epitelom zniZzuje pH bachorového obsahu (Kaufmann a Orth, 1966;
Kaufmann a Rohr, 1966; Bozinova a Zeliazkov, 1971; Esdale
a Satter, 1972; Kaufmann, 1976).

Tvarované krmiva vSak okrem vplyvu na bachorovi fermentaciu moézZu vyvo-
lavat funkéné a metabolické poruchy, ako aj zmeny v morfologickej skladbe ba-
chorového epitelu, na ktory bezprostredne poésobia, a to jednak mechanickou cestou
prostrednictvom mechanoreceptorov, jednak chemickou cestou prostrednictvom pro-
duktov bachorovej fermentacie, ktoré poésobia na chemoreceptory bachorovej sliz-
nice. Pri skrmovani koncentratovych a granulovanych diét je ¢asty vyskyt ruminitid
(Jensen a i, 1954; Ahrens, 1967, Thomson, 1967; Wobeser a Run-
ge, 1975), parakeratdéz a hyperkeratéz bachorového epitelu (Jensen a i, 1954,
1958; Garett ai, 1961; Bull ai, 1965; Jensen a Mackey, 1971; Kauf-
fold a i, 1976). Berg a i. (1976) pozorovali pri skrmovani granulovanej slamy
okrem parakeratézy inflamatézne zmeny bachorovych papil az silnd lymfocytarnu
infiltraciu. Hyperkeratoza moze viest az k strate papil a k funkénym porucham ba-
chorového epitelu, ktoré moZu negativne vplyvat na resorpciu produktov fermentac-
nej ¢innosti z bachora.

Z hladiska SirSieho pouZivania tvarovanych krmiv vo vyZive hospodarskych
zvierat bolo zaujimavé sledovat vplyv skrmovania tychto krmiv na fermentacénu
¢innost bachora (Baran a i, 1979), ako aj na morfologickii stavbu bachorového
epitelu, ¢o bolo cielom tejto prace. Pokusili sme sa najsf aj vzfah medzi fermentac-
nymi procesmi v bachore a ich chemickym vplyvom na morfologicki S$trukturu
epitelu bachora.

MATERIAL A METODA

Patologicko-anatomické, histologické, histochemické a elektronovomikroskopické
vySetrenie sme urobili na dvoch Skopoch kontrolnej a dvoch Skopoch pokusnej sku-
piny, ktoré boli zabité po skonceni pokusu, v ktorom sa sledoval vplyv tvarovaného
krmiva na udroven UMK v traviacom trakte oviec (Baran a i, 1979). Kimna
davka obsahovala 41,819, lu¢neho sena, 25,289, ja¢mena, 15,37%, neupravenych
bukovych pilin, 14,98 %, melasy, 1,32 %, mocoviny a 1,249}, vitaminovo-mineralneho
doplnku. Kontrolna skupina dostavala diétu v Kklasickej forme s dlhym senom. Po-
kusna skupina dostavala celi diétu v granulovanej forme, ked velkosf granuil bola
10 X 20—24 mm. Zvieratd konzumovali pokusnu diétu 24 tyzdnov. Vo vzorkach ba-
chorového obsahu zvierat pokusnej skupiny sme po zabiti stanovili aj celkové mnoz-
stvo UMK parovou destilaciou v mikrodestilacnom aparate podla Parnas-Wagnera
po predchadzajucej deproteinizacii bachorového obsahu nasytenym roztokom siranu
hore¢natého v 2,5, kyseline sirovej. UMK boli delené plynovou chromatografiou
(Base a Bartos§, 1970).

Vzorky na histologické a elektrénovomikroskopické vySetrenie sme odobrali
z dorzalneho bachorového vaku, a to na zdklade vysledkov naSich predchadzaja-
cich pokusov s tvarovanym krmivom, v ktorych sme nezistili rozdiely v morfologic-
kej Strukture medzi epitelom sliznice dorzalneho a ventralneho bachorového vaku.
Preto sme v tomto pokuse ako miesto odberu vzoriek zvolili uz len dorzalny bacho-
rovy vak. Na histologické vySetrenie sme vzorky fixovali v 10%, neutrdlnom forma-
line a prehladne farbili hematoxylin-eozinom. Histochemicky sme zisfovali aktivitu
alkalickej fosfatazy (v parafinovych rezoch), kyslej fosfatazy, ne$pecifickej esterazy,
butyrylcholinesterazy, aminopeptidazy, laktatdehydrogenazy (v rezoch zo zmrazova-
cieho mikrotému), sukcindtdehydrogenazy a glutamatdehydrogenazy (v Kkryostato-
vych rezoch). Butyrylcholinesterazu sme stanovili priamou thiocholinovou metédou
podla Karnovského a Rootsa, na stanovenie dehydrogenaz sme pouZili inkubac¢né
média v roztokoch, ostatné enzymy sme zisfovali azokopula¢nymi metédami (Loj-
da a i, 1976). Excizie bachorového tkaniva pre elektrénovi mikroskopiu sme fi-
xovali vo fixa¢nom roztoku podla Caulfielda (1957), odvodnili v etanole a za-
liali do eponu. Ultratenké rezy sme pripravili na ultratome LKB, kontrastovali
uranylacetaitom (Watson, 1958) a citratom olova (Reynolds, 1963). Elektro-
nogramy sme zhotovili elektrénovym mikroskopom Tesla 613 a fotograficky spra-
covali.

588 VETERINARN! MEDICINA — 1979



VYSLEDKY

Patologicko-anatomickou prehliadkou sme u jedného Skopa z po-
kusnej skupiny zistili mierny akitny kataralny zapal sliznice slezu. Sliz-
nica bachora a C¢epca bola loZiskovo Cierne sfarbend. U druhého Skopa
z pokusnej skupiny sme zistili nadmerné mnoZstvo tuku v srdcovej ob-
lasti. Nadmerné mnoZstvo podkoZného tuku sme zistili aj u jedného
Skopa z kontrolnej skupiny.

Histologickym vySetrenim prehladne farbenych rezov sme zistili, Ze
v sliznici bachora sa nachddza zvy3Sené mnoZstvo T buniek a keratinizu-
jucich buniek s' pretiahlym, silnejSie aZ silne bazofilne sa farbiacim
jadrom (obr. 1 a 2). Ako zvy3eny sa javil aj poCet keratinizovanych bu-
niek. Iné zmeny pri histologickom vySetreni medzi jednotlivymi skupi-
nami neboli zistené. Rovnako ani v histochemickom vySetreni sme ne-
zistili podstatnejSie rozdiely v enzymatickej aktivite sledovanych enzy-
mov medzi pokusnou a kontrolnou skupinou.

1. Obraz histologickej stavby sliznice ste-
ny bachora $kopa z kontrolnej skupiny
(zvdcSenie: obj. 20, okul. 4X) — A picture

of the histological structure of the
mucous membrane of the rumen wall of
a wether in the control group (magni-
fication: lens 20, eyepiece 4 times)

2. Obraz histologickej stavby sliznice ste-
ny bachora Skopa z pokusnej skupiny
(zvacsenie: obj. 20, okul. 4X) — A pic-
ture of the histological structure of the
mucous membrane of the rumen wall of
a wether in the experimental group
(magnification: lens 20, eyepiece 4 times)

Elektronogramy ukézali, Ze bachorova sliznicu tvori viacvrstevnaty
plochy epitel tvoreny niekolkymi vrstvami s odliSnymi bunkovymi typ-
mi. Na bazdlnu membranu priliehaji bazédlne bunky s pocetnymi dlhymi
cytoplazmatickymi vybeZkami zasahujicimi do Sirokych medzibunko-
vych priestorov. Cytoplazma tychto buniek obsahuje velky pocet mito-
chondrii, velké ovdlne jadro a granuldarny typ endoplazmatického reti-
kula. Kym bazdlne bunky vykazovali vysoky prizmaticky tvar, inter-
medidlne bunky st mierne sploStené a majua Sestuholnikovi formu. Cyto-
plazma je bohatd na mitochondrie, ktoré vS8ak maji mierne naruSenti
vnitornd Struktaru, dalej sa tu objavuja zvdzky tonofibril, ako aj pocet-
né ribozémy a malé vakuoly. Medzibunkové priestory su Siroké, vyplnené
cytoplazmatickymi vybeZkami. Hornu cast epitelu tvorili v niekolkych
vrstvach granuldrne a zrohovatelé bunky. Pre granularne bunky (obr. 3)
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3. Cast granuldrnej bun-
ky Skopa =z pokusnej
skupiny. V okrajovej
zéne mozno pozorovaf
keratohyalinové Xg),
ako aj fosfolipidné (P)
granuly. Cytoplazmu
bunky vypliuju nabobt-
nané mitochondrie (Mi)
a tonofibrily (T) (zvac-
Senie 24240X) — Part
of the granular cell of
a wether from the ex-
perimental group. The
marginal zone includes
keratohyaline (Kg) and
phospholipidic (P) gra-
nules. The cytoplasm of
the cell is filled with
swollen mitochondria
(Mi) and tonofibrils (T)
(magnification: 24 240 ti-
mes)

4. Rozhranie a c¢ast
dvoch T buniek. V okra-
jovej zbéne buniek vi-
diet fosfolipidné granu-
ly (P). Medzibunkové
priestory su uzke, spa-
janie buniek obstarava-
ju dezmozémy (D). Cy-
toplazma buniek obsa-
huje vakuoly (V) a po-
cetné tonofibrily (T)
(zvdcéSenie 24240X) —
- The border and part of
two T cells. Phospholi-
pidic granules (P) can
be seen in the marginal
zone. The intercellular
spaces are narrow, the
cells are connected by
desmosomes (D). The
cytoplasm of the cells
contains vacuoles (V)
and numerous tonofib-
rils (T) (magnification:
24 240 times)

je charakteristicky ich pretiahly tvar, keratohyalinové a fosfolipidné
granuly. V okrajovej zone nachddzame splet tonofibril a nabobtnané
mitochondrie. Medzibunkové priestory s uzSie, vyplnené kratkymi cyto-
plazmatickymi vybeZkami s dezmozoémami. Medzi granuldrnymi a zro-
hovatelymi bunkami sme zistili stvisld vrstvu T buniek (obr. 4), kto-
‘rych znacnu Cast cytoplazmy vypliiaji vakuoly. Dalej sme pozorovali
niekolko vrstiev zrohovatelych buniek A a B typu, ktorych vnittro bolo
vvplnené keratinom, hustou spletou tonofibril, ako aj zbytkami bunko-
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vych organel (obr. 5). Nakolko bunky priliehali k sebe, ich medzibun-
kové priestory boli Strbinovité, s kratkymi cytoplazmatickymi vybeZka-
mi a zachovalymi dezmozomami.

Diagramy na obr. 6 znézoriiujia hladinu celkovych UMK (v mM)
a molarne percento jednotlivych UMK, ako aj pomer acetéat: propionéat
v bachorovom obsahu zvierat pokusnej skupiny po zabiti. Zistili sme po-
merne vysoké hodnoty celkovych UMK (125,93 mM) a kyseliny maslovej
(17,8 M%), avSak pomer acetat : propionat (1:3,66) nebol narueny.

5. Zrohovatela bunka.
V cytoplazme sa roz-
prestiera masa kerato-
hyalinu (K) (zvacsenie
24240X) — A kerati-
nized cell. Keratohyaline
mass (K) is distributed
in the cytoplasm (mag-
nification 24 240 times)

Aoj = ' T f’

407 ' 6. Priemerné hodnoty unikavych mast-
1 o M%7 1 nych Kkyselin v bachore zvierat pokus-
20 e M MY ' nej skupiny po odporazeni — The aver-
{ ‘_l l_l | age values of volatile fatty acids in the
| l_l r_‘ A1 rumen of the slaughtered animals from
UMK O P M iM iV Vv O:P the experimental group
DISKUSIA

Charakteristickym znakom pre histologické, histochemické ako aj
elektronovo-mikroskopické vysetrenie bola skutotnost, Ze sme nezistili
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podstatnejSie rozdiely medzi zvieratmi kfmenymi tvarovanym Kkrmivom
a kontrolnou skupinou. Vyskyt zvySeného poctu T buniek a zrohovate-
lych buniek sved¢i o zvySenej keratinizacii. Fell (1968) dava podob-
né zmeny dn sivislosti s nutnostou ochrany epitelu pred draZdivymi
UCinkami. Zvv3enud keratinizdciu bachorového epitelu zistili mnohi auto-
ri ako néasledok jednostranného kfmenia (Warner a i, 1956; Har -
risson ai., 1960; Fell, 1968). Hyperkeratoza je typicka najmé pre
vysokokoncentratové diéty, ako aj pre objemovo-jadrové diéty v mletej
Ci granulovanej forme (Kauffold a Piatkowski, 1971). Kauf-
fold a i. (1976) zaznamenali pri jemne mletych a granulovanych
diétach hyperkeratozu, atrofiu a stratu papil viac ako na 50 % povrchu
muko6zy bachora. Spdsobovali to jemné Castice krmiva o velkosti 0,05 az
0,5 mm, ktoré sa ukladali v mukoéze alebo pdésobili ako tzv. ,cementové
latky“ medzi papilami, ¢im brédnili deskvamacii buniek vrstvy stratum
corneum, ¢o viedlo k hyperkeratoze epitelu a k hypertrofii neposkode-
nych bachorovych papil. Prdve porucha deskvamaéacie epitelovych buniek
je hranicou medzi reverzibilnymi a ireverzibilnymi zmenami. Na tento
fakt, ako aj na vplyv zvySenej produkcie UMK a na ostatné chemické
faktory, poukazali Kauffold a i. (1977). Strukturdlne zmeny bacho-
rového epitelu boli totiZ ¢asto sprevadzané zvySenou Kkoncentraciou
UMK v bachore (Kauffold a i, 1975), zniZenim pomeru acetat:pro-
piondt aZ na 1:1 (Kauffold a Piatkowski, 1971), ako aj niz-
kou koncentraciou pH (Kauffold a i, 1977). Infazia mastnych ky-
selin do bachora zvySovala proces Kkeratinizdcie a mala za nasledok
zmensenie jadier buniek stratum corneum. Kyselina propiénova spodso-
bovala zhrubnutie vrstvy lamina propria, kyselina maslova mala prolife-
rativny vplyv na stratum germinativum, zatial o kyselina octovad znacne
zmengila hrabku bachorovych papil (Kauffold a i, 1977). Podla
tych istych autorov je rozhodujucim faktorom chemickymi vplyvmi vy-
volanej hyperkeratézy hromadenie keratinu, nizke pH bachorového ob-
sahu a malé mnoZstvo metabolitov vyvolavajicich proliferativne pro-
cesy. ZvySené mnoZstvo celkovych UMK a nizke pH v pokusnej skupine
s granulovanou diétou (Baran a i., 1979), ako aj zistend vysoka hla-
dina UMK po zabiti zvierat, by mohli byt predispozi¢énymi faktormi tak
pre funkcné, ako aj pre morfologické zmeny bachorového epitelu. Vy-
sledky naSho pokusu to vSak nepotvrdili a st v stlade s prdcou Bulla
a i., (1965), ktori zistili u teliat s parakeratdzou zniZenu resorpciu UMK,
avSak nepotvrdili stvislost medzi mnoZstvom a proporciou UMK v ba-
chore a vyskytom parakeratozy.

Vysledky naSho pokusu ukézali, Ze skrmovanie tvarovanej kfmnej
davky zloZenej zo 42 % sena, 15 % pilin, 25 % ja¢mefia a ostatnych
komponentov nevyvolalo okrem tendencie zvyS$it Kkeratinizadciu Ziadne
alteracie bunkovych elementov vrstevnatého epitelu bachora. Z vysled-
kov dalej vyplyva, Ze ani 15% né&hrada objemového krmiva neuprave-
nymi bukovymi pilinami u malych preZivavcov nemala negativny vplyv
na fyziologické funkcie bachorového epitelu a na jeho morfologicku
Struktiru. Do akej miery a pre aky druh zvierat je moZné v budiicnosti
pocitat s ndhradou objemovych krmiv odpadmi drevdrskeho priemyslu,
napr. pilinami, m6zu ukdzat len dlhodobé experimenty s pouZitim vacSie-
ho poCtu pokusnych zvierat, v ktorych sa zohladni uZitkovost, vekové
a druhové rozdiely.
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Dodlo dna 22. 11, 1978

BAPAH, M. — MAPIAHUK, M. — KOUHMUIIOBA, M. — 3EJEHAK, U. — BEJAK, M.
(Mucruryr ¢usnonoruu ceabckoxossiicrseHHpix skusoTHeix AH CCP, Kommuue; Berepunapmstit
uHcrutyt, Komuue): OrHomenume Mmexny ¢epmenranmeir um MOpPONIOrmMdeckoit CTPYKTYpoH smu-
Tenua pybua y osem, xopmieHHeix ¢aconnemum xopmamu. Vet. Med. Praha, 24, 1979 (10):
: 587-595.

Ha ocuoBe 06pa3lioB CNUHHOTO py6IIOBOTO MemKa BaXyXOB, KOTOPEIM CKaPMJIMBAJIM B TeueHHe
24 wHenenr TONHOCOCTABHBIN TIpaHynupoBaHHbl pauuon ¢ 41,819 nyrosoro cema, 25,289,
aumens, 15,37 %, onmnox, 14,989/, mensccwr, 1,329/, mouesmnmt wu 1,24 9/, MunepansHOH IO-
faBKM B CyXOM BelecTBe, OCYIECTBHJIM INATOJOIO-aHATOMHYECKOE, TMCTOJOTHYECKOE, THCTOXHMHU-
yecKoe M 3JIeKTPOH-MHKDOCKONIMYECKOe WHccieloBaHMe. B comepskuMoM pybna 3a6HTHIX KMBOTHEIX
ONpeNeNUNM M JleTyuMe JKMPHBIE KHMCIOTH. KOHTDOJBHOI TIpymme CKapMIMBAIH Ty e IHeTy
B KJIaCCHUeCKoit JOopMe C CEHOM IJNMHHON DPE3KH; B CONEPKMMOM pybla yCTAaHOBJIEH IOBBILIEHHBIN
ypoOBeHb Beex JjeTyumx skupHpix xucnor (125,939 MM) u macnamoit xmemormr (17,8 = MO).
CoorHomerue amerar : npormoHar = 3,66. Uto Kacaercsi GepMeHTHOH AaKTHBHOCTH, CyIIECTBEHHBIX
pasiuuMii He OTMeueHO. B BJEKTPOHOrpaMMax OTMeueH pOCT KOJM4YecTBa T-KJETOK I pOTOBelo-
X KJETOK, UTO CBHAETeNBCTBYET O TIOBHINEHHON KepaTHHU3alMH.

oBla; GacOHUPOBAHHLIH KOPM; ONHUJKH; pybel; depMeHTalUA; JNeTyuHe )KHPHLIE KHCIOTHI; 3JIeKTPOH-
Hasgd MUKPOCKOIMSA; THIIEPKepaTo3

BARAN, M. — MARCANIK, J. — KOCISOVA, J. — ZELENAK, I. — BELAK, M.
(Institute of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, KoSice; University of
Veterinary Medicine, Kosice): The Relationshin between Fermentation and the Mor-
phological Structure of Rumen Epithelium in Sheep Given Pelleted Feeds. Vet. Med.,
Praha, 24, 1979 (10) : 587-595.

Wethers were fed complete granular feed rations including 41.819, of grass hay,
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25289/, of barley, 15.37%, of sawdust, 14.98%, of molasses, 1.32%, of urea, and
1.24 9, of mineral supplement in dry matter for 24 weeks. Samples of the dorsal
rumen sac of these wethers were subjected to patho-anatomical, histological, histo-
chemical, and electron-microscopical examination. Volatile fatty acids were also
determined in the rumen fluid of slaughtered animals. The control group was given
the same diet in the classical form with long hay. The rumen contents of the
slaughtered animals of the experimental group had an increased level of total vo-
latile fatty acids (125.93 mM) and butyric acid (17.8 M%). The acetate : propionate
ratio was 3.66. No substantial differences were observed in enzymatic activity.
Electronograms recorded an increase in the number of T cells and keratinizing cells
— this suggests an increased intensity of the process of keratinization.

sheep; pelleted feed; sawdust; rumen; fermentation; volatile fatty acids; electron
microscopy ; hyperkeratosis

BARAN, M. — MARCANIK, J. — KOCISOVA, J. — ZELENAK, I. — BELAK, M.
(Institut fiir Physiologie der Haustiere der slowakischen Akademie der Wissenschaf-
ten, Kosice; Veterindrmedizinische Hochschule, Kosice): Beziehungen zwischen der
Fermentation und der morphologischen Struktur des Pansenepithels bei mit granu-
liertem Futter gefiitterten Schafen. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 587-595.

Proben aus dem dorsalen Pansensack von mit einer kompletten granulierten Futter-
mischung 24 Wochen hindurch gefiitterten Hammeln wurden einer pathologisch-
-anatomischen, histologischen, histochemischen und elektronmikroskopischen Unter-
suchung unterstellt. Die Futtermischung enthielt, bezogen auf Trockensubstanz,
41,81 9%, Wiesenheu, 25,28 %, Gerste, 15,37 %), Ségespiine, 14,98 %, Melasse, 1,32 9, Harn-
stoff und 1,24 9%, Mineralerginzungsfutter. Im Panseninhalt der geschlachteten Tiere
wurde auch fliichtige Fettsduren (FFS) bestimmt. Die Kontrollgruppe erhielt dieselbe
Didt in klassischer Form mit Langheu. Im Panseninhalt der Versuchsgruppe wurde
ein hoheres Niveau der Gesamt-FFS (125,93 mM) und der Buttersdure (17,8 M%)
festgestellt. Das Azetat-Propionat-Verhdltnis betrug 3,66. In bezug auf die Enzym-
aktivitdt wurden keine wesentlichen Unterschiede beobachtet. In den Elektrono-
grammen wurde eine Erhohung der Anzahl der T-Zellen und der hornigen Zellen
verzeichnet, was von einer erhdhten Keratinisierung zeugt.

Schaf; granuliertes Futter; Ségespéne; Pansen; Fermentation; fliichtige Fettsduren;
Elektronenmikroskopie; Hyperkeratose
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Vybér z prirtastka
Ustfedni zemédélské a lesnické knihovny UVTIZ
z useku veterinarni medicina

Uvedené publikace je mozné si vypujéit osobné nebo pisemné v UZLK,
vypujéni oddéleni, 12056 Praha 2, Slezska 7. Vypujéni doba: pondéli
az patek od 9 do 18 hodin. U kazdé zadané publikace uvedte signaturu.

D 68.802/'7
Kurzberichte. 7. Internationales Symposium W.A.V.F. H. 11.—16. 9. 1977
Garmisch-Partenkirchen.

Garmisch-Partenkirchen, Deutsche veterindrmediz. Gesellschaft e. V.

(1979). 240 s., res. angl., fr. (Veterinarni konference mezinarodni — Gar-
misch-Partenkirchen — 7. /1977/ — sborniky)
PETKOV, G. — BAJKOV, B. D 68.587

Veterinarnomedicinska ekologija.

Sofija, Zemizdat 1978. 342 s., obr. tab. (Veterinarni ekologie — piirucka)
NOWICKI, B. E 39.414
Zachowanie sie zwierzat gospodarskich wprowadzenie.

Warszawa, PWRIL 1978. 231 s., obr.,, tab. (Chovani zvirat — hospodarska
zvirata — prirucka)

ALGERS, B. — EKESBO, I. — STROMBERG, S. D 34.761/68
Noise measurements in farm animal environments.

Skara, Swedish university of agric. sciences 1978. 19 s., T obr, 6 tab.

Acta veterinaria Scandinavica 68. (Hospodarska zvirata — hluk — meé-
feni — vyzkum — Svédsko)
MICHEL, G. D 66.440

Kompendium der Embryologie der Haustiere. 2. Aufl.
Jena, VEB G. Fischer 1977. 398 s., 232 obr, 15 tab. (Embryologie hos-
podarskych zvirat — prirucka)

C 24.928
Morfologija Zivotnych. MeZvuzovskij sbornik.

KiSinev, Min. sel. chozjajstva SSSR 1978. 67 s., obr. (Morfologie hospo-
darskych zvirat — sbornik — SSSR-MSSR)

MENCO, B. P. M. C 19.552/19
A qualitative and quantitative investigation of olfactory and nasal res-
piratory mucosal surfaces of cow and sheep based on various ultra-
structural and biochemical methods. Proefschrift.

Wageningen, Landbouwhogeschool 1977. 158 s., 56 obr., 17 tab. (Cichové
ustroji — skot a ovece — vyzkum — metody biochemické a ultrastruktu-
ralni — Holandsko)




VYSKYT AFLATOXINU V NEKTERYCH KOMPONENTECH
A KOMPLETNICH KRMNYCH SMESICH PRO PRASATA

J. Drabek, A. Piskaé

DRABEK, J. — PISKAC, A. (Vysoka Skola veterinarni, Brno): Vyskyt aflatoxi-
nu v mékterych komponentech a kompletnich krmniych smésich pro prasata.
Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 597-602.

Krmné komponenty a kompletni krmné smési pouzivané v chovu a vykrmu
prasat v cervnu 1978 jsme vySetlili kvalitativné chromatografickou metodou-
v tenké vrstveé silikagelu a kvantitativné metodou podle Velasca na obsah afla-
toxini. Celkem jsme odebrali a laboratorné vys$ettili 104 vzorky krmiv, z ¢ehoz
77 vzorka (74,0 94) pochazelo ze 14 zemédélskych zavoda a 27 vzorku (26,0 %)
z osmi vyroben krmnych smési v Jihomoravském kraji. Pritomnost aflatoxinu
byla zjisténa ve 14 vzorcich vySetfovanych krmiv, tj. ve 13,49, Nejvyssi obsah
— 1920 wg kg—! — byl zjiStén v podzemnici olejné, pochazejici z Indie. Z kom-
pletnich krmnych smési byl aflatoxin zjistén ve smésich pro vykrm prasat
(A1 a SOL), ve smésich pro prasnice brezi (KPB), prasnice kojici (KPK)
a v kompletni krmné smési pro kance, a to nejcastéji v mnozstvi 50 az
350 ug kg-1 krmiva, -Smyslové zménéné vzorky krmiva, odebrané v zemeédél-
skych zavodech 2z kovovych zasobnikii pred stadjovymi objekty, obsahovaly
aflatoxin témér ve vsech piipadech. Na zakladé téchto zjisténi je nutné uéinit
takova preventivni opatfeni béhem sklizné, poskliziiové upravy, skladovani
obilovin a komponentii krmnych smési, aby se krmiva neznehodnocovala po-
mnozovanim plisni.

aflatoxiny; kvantitativni stanoveni; krmiva; prasata

Jednou ze zavaznych pricin sniZovani efektivnosti ZivocCidné vyroby
na dseku vyroby veprového masa mohou byt ztraty zplisobené zkrmo-
vanim krmiv, kterd obsahuji toxické metabolity plisni. Odhaduje se, Ze
okolo 120 druhti plisni je toxinogennich, to znamend, Ze v zavislosti na
podminkédch prostfedi — teploty, vihkosti a sloZeni substrdtu — produ-
kuji rtizné toxické substance. Zvlastni pozornost je v poslednich letech
vénovana skupiné aflatoxint, které mohou byt u vSech vékovych kate-
gorii prasat vyznamnym etiologickym faktorem poruch jejich zdravi
(Piskac¢ aj, 1976; Drabek, 1977).

Krmiva, resp. jednotlivé komponenty pouzivané k vyrobé kompletnich krmiv
pro prasata, nejsou u nas bézné vySetfovana na obsah aflatoxind. Plati to zejména
o arasidech a soji, které pochazeji z tropickych a subtropickych oblasti. Na arasidy
se vsak soustfedovala pozornost jako na hlavni rostlinny material kontaminovany
toxinogennimi kmeny plisni Aspergillus flavus a jejimi toxickymi metabolity jiz
od roku 1960 (Reiss, 1968). Aflatoxiny mohou byt kontaminovany i obiloviny,
masokostni mouéky, rybi moucky, ale také zelenina, ovoce a mlééné vyrobky (Bean
aj., 1972; Waart aj, 1974; Lillehoj a Fennell 1975 a jini).

VETERINARNI MEDICINA, 24 (LID), 1979, & 10 597



Plisné produkujici aflatoxiny rostou na vétsiné krmiv pro prasata. Pfi kvan-
titativnim stanoveni aflatoxini v nich bylo zji$téno, ze krmiva pouZivana v chovu
a vykrmu prasat byla u nas v roce 1977 zhruba z jedné ¢tvrtiny timto mykotoxinem
kontaminovana (Piska¢ a Drabek, 1978). Screeningem na pritomnost aflato-
xinu B1 v tuzemskych krmivech se zabyvali Barto% a Matyas (1977). VySetrili
celkem 158 ruznych vzorkt krmiv a zjistili, Ze 27,29, vzorku bylo kontaminovano
aflatoxinem. Zavazné je to, Ze vdechny vzorky byly hodnoceny provozovnami pru-
myslovych vyroben krmiv jako nezdvadné, ani v jednom piipadé nebylo pozorovano
zjevné zaplisnéni nebo jiné nedostatky. Z krmiv pro prasata byla nejvy$si konta-
minace aflatoxinem zjisténa v podzemnicovych vyliscich, a to v 96,29, vzorkd,
pozitivni nalezy byly také v bilkovinném koncentratu pro chovna prasata, v maso-
kostni mouc¢ce a v doplikové smési pro kojici prasnice. Juszkiewicz a Pis-
korska-Pliszczynska (1977) sledovali vyskyt aflatoxint v krmivech pro
driibez, skot a prasata. Zjistili, Ze aflatoxinem jsou nejvice kontaminovana krmiva
pro prasata (17,09, vzorkl), a to ve vétsiné piipadt v koncentracich, které prekra-
¢ovaly 200 ug kg—1 krmiva.

V krmivech, ktera obsahuji aflatoxiny, jsou zpravidla zjisfovany i daldi meta-
bolity toxinogennich plisni, jako napf. ochratoxin, sterigmatocystin, rubratoxin a zea-
ralenon, které jsou zdrojem toxicity pro hospodatrska zvirata.

Poruchy zdravotniho stavu prasat zplsobené toxickymi metabolity plisni mo-
hou v produkei veprového masa vyvolat vyznamné ekonomické ztraty.

MATERIAL A METODY

K vySetifeni na obsah aflatoxint byly v prubéhu éervna 1978 odebrany vzorky
krmiv pro prasata v zemédélskych zavodech a ve vyrobnach krmnych smési v Ji-
homoravském kraji. Vzorky jsme odebirali piimo ze skladi krmiv, ze zasobnikl
a technologickych linek vyroben kompletnich krmnych smeési a ze zemédélskych
zavodl pro chov a vykrm prasat s velkovyrobni technologii. V zemédélskych zavo-
dech jsme se zamérili zejména na odbér vzorku ze zasobnikt pred jednotlivymi ha-
lami tak, aby mohl byt zaroven posouzen technicky stav zasobniku.

Celkem jsme odebrali a laboratorné vySetfrili 104 rtzné vzorky krmiv pro pra-
sata, z ¢ehoZ T7 vzorku (74,09, pochazelo ze ¢&trnacti zemédélskych zavodt a 27
vzorkil (26,0 %) z osmi vyroben kompletnich krmnych smési nebo jejich komponen-
ti. Odebrana krmiva (mimo Sest vzorkl, které pochézely z nalepi krmiva na sté-
nach zasobnik®) nebyla zjevné prorostla plisnémi a byla povaZovana za nezavadna.
Z celkového poétu odebranych vzorkt krmiv bylo 56 vzorka (53,8 %) granulovanych
krmnych smési, zbyvajici vzorky predstavovala krmiva v sypké formé. V zemadél-
skych zavodech byly 62 vzorky (59,6%) odebrany piimo z kovovych zasobniki
umisténych pred stajemi. '

Vzorky krmiv byly do sedmi dnu po odbéru laboratorné zpracovany a do doby
analyzy byly uchovany pri teploté +4°C. Krmiva byla zpracovana postupem podle
Velasca (1970), metodou ovérenou pri vySetfovani krmiv pro prasata Piska-
¢em a Drabkem (1978). Chloroform-metanolovy extrakt z kazdého vzorku krmi-
va byl podroben kvalitativnimu prikazu aflatoxinu chromatografickym vys3etienim
v tenké vrstvé silikagelu (Silufol UV 254, Sklarny Kavalier, n. p.) pifi srovnani se
standardy aflatoxintG (fy Calbiochem — USA a USOL Praha), a to jako vnéjsich,
tak také vnitinich svédku. Chromatogramy byly vyhodnocovany v UV svétle pri
366 nm vinové délky a pro odliseni balastnich latek byly chromatogramy postriko-
vany 209, kyselinou sirovou.

Pro kvantitativni stanoveni aflatoxint s pouzZitim pristroje Velasco Flurotoxin
Meter, Neotec, Instruments, INC.,, USA (Piska¢ a Drabek, 1978) byly pouZity
pouze ty vzorky krmiva, ve kterych byla pii chromatografickém zpracovani zjisténa
fluoreskujici skvrna odpovidajici Rf pouZitého standardu aflatoxinu B1 a po postiiku
20%, kyselinou sirovou meénila modrou barvu fluorescence ve Zlutou.

VYSLEDKY A DISKUSE
Z celkového poctu 104 vySetfovanych vzorkd krmiv pro prasata byly

aflatoxiny prokédzany ve 14 vzorcich, tj. ve 13,4 %. Jednotlivé druhy
vySetFfenych krmnych komponentld a kompletnich krmnych smési spolu
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I. Prehled vySetfenych druh@i krmiv pro prasata a vysledky analyzy na obsah aflatoxinu — A survey of the examined kinds of
feeds for pigs and the results of the analysis for aflatoxin content

% vySetie-

Pocet vy- 5 .
Druh krmiva Setfenych | eRvZorkd ) Potet po- | Obsah AFB | ohyrperistika odbér pozitivnich vzorks AFB,
vzorki krmiv | -V 2 ce ZILIVRIC Hg Kg
1ého souboru
Podzemnice olejna 2 1,9 2 93 odbér z pytla v ZNZ, dovoz z Indie, pouzitd
1920 k vyrobé kompletnich krmnych smési
Séja 3 2,9 0
Zrniny (oves, je¢men, pienice) 8 7,7 0
Krmné smés COS II 5 4,8 0
Kompletni smés pro vykrm 80 — SZP, zésobnik pred halou, napli 1/3, odbér
prasat A, 14 13,5 2 350 od stény, smés granulovani
— SZP Ja., smés sypkd, odbér z technologické
linky krmeni
Kompletni smés pro vykrm 50 — odbér v ZNZ z pytla na vyrobni lince, smés
prasat SOL 10 9,6 3 96 sypka
180 — odbér SZP, zasobnik pied halou, sypka,
népln 1/3, nélepy na sténé, zdpach po plisni
— SZP, smés sypka, odbér z technologické
| !inky krmeni
Kompletni krmnd smés pro 25 24,0 3 94 — SZP, smés granulovan4, zdsobnik pred
prasnice bfezi (KPB) 62 halou, 1/4 napln stény Cisté, odbér od stény
stopy — SZP, odbér ze zasobniku pifed halou, smés
granulovand
— SZP, zasobnik pied halou, népli 1/3, smés
granulovand, nalepy na sténé, zdpach po
plisni, stény zdsobniku korodované
Kompletni krmn4 smés pro 140 — SZP, zasobnik pied halou, smés granulovana,
prasnice kojici (KPK) 26 25,0 3 stopy napln 1/2, odbér od stény
stopy — ZNZ, odbér z pytla na vyrobni lince, smés
sypka
— SZP, zésobnik pied halou, smés granulovan4,
népli 1/2, nélepy aZ 50 cm, smés u stény
. vlhka, zapach po plisni, misty porost
plisni, odbér od stény
Rybi moucka 3 2,9 0
Bilkovinny koncentrat BKP 3 5 4,8 0
Kompletni krmna smés pro kance 2 1,9 1 70 — JZD, odbér z pytla v pfipravné krmiva,
? smés sypka
Krmné smés pro odchov prasnicek 1 1,0 0
Celkem 104 100,0 14




’

s vysledky vySetfeni na obsah aflatoxinli a charakteristikou odbé&ru po-
zitivnich vzorkd krmiv jsou uvedeny v tab. I.

Nejvyssi obsah aflatoxinu 1920 ug kg~! byl zjiStén ve vzorku pod-
zemnice olejné, pochézejici z dovozu z Indie. V naSem vySetfovaném
souboru krmiv byly vylisky podzemnice olejné zastoupeny pouze v 1,9 %
(dva vzorky). Vzhledem k tomu, Ze ve vSech vyrobndch krmnych smési
byla v dobé odbéru vzorkl k dispozici stejnd dovozni SarZe tohoto krm-
ného komponentu, povazZujeme pocet vzorkii za dostacujici pro posou-
zeni jeho kvality. Barto$ a Matyas (1977) z celkového poctu 27
vzorklt podzemnicovych vylisk( zjistili pfitomnost aflatoxinu Bi ve 26
pripadech, a to v koncentracich do 106 ug kg~! krmiva. Podobné jiz d¥ive
Fleischer (1971) uvadi, Ze dovaZené podzemnicové Sroty témeér
vZzdy obsahuji aflatoxiny. Z téchto vysledkl je patrné, Ze dovazZena pod-
zemnice olejnd pro krmné ucCely je Casto kontaminovdana i vysokym
mnoZstvim aflatoxinfi, coZ je moZné povaZovat za jeden ze zdrojli myko-
toxint i v krmnych smésich pro prasata. Bylo by proto Zadouci zji§tovat
pritomnost aflatoxind v tomto krmivu, a to jiZ v dob& ndkupu nebo pfe-
vzetl od zahrani¢niho dodavatele.

Z vySetfovanych kompletnich krmnych smési pro prasata byl afla-
toxin zjiStén ve smeésich pro vykrm prasat (A1 a SOL), ve smésich pro
prasnice brezi (KPB) a kojici (KPK) a v kompletni krmné smeési pro
kance. NejCastéjSi kontaminace téchto krmiv aflatoxinem byla 50 aZ
350 ug kg~l. VétSina vzorkl krmiva pozitivnhich na aflatoxin pochéazela
z kovovych zasobnik(i umisténych pfed halami pro ustdjeni prasat. Ve
vSech pfipadech, kdy byly zjiStény smyslové zmény krmiva (tvorba na-
lept krmiva na sténdch zasobnikli, zdpach a zjevné zaplisnéni), obsa-
hovaly analyzované vzorky aflatoxin.

Zakladni pfi¢inou znehodnocovani krmnych smeési v zdsobnicich
pfed stdjovymi objekty je zahFivani plaSté s naslednym zvySovanim
teploty v zasobnicich, tvoFeni vodnich par, které se potom pfi ndhlém
ochlazeni srdzeji a tak doch&zi uvnitf plasté k oroseni. To ma za nasle-
dek nalepovédni CasteCek krmiva na stény, ¢imZ jsou vytvofeny dobré
podminky (teplota a vlhkost) pro rist plisni. Intenzivni rist plisni za
tfi aZ deset dnli po uskladnéni krmiva miiZe zplisobit zvySeni koncentra-
ce mykotoxind na takovou mez, Ze dojde k riznému stupni poruch zdra-
votniho stavu u prasat (Pristas, 1977). Studiem vztaht mezi pouZi-
tym substratem, teplotou a vlhkosti pfi kultivaci se u nas zabyvali napf.
Zapletal a Zima (1970), Piskac aj. (1971), Vesela aj.
(1978) a jini.

Nami zjistény kvantitativni obsah aflatoxinti v krmnych smeésich
pro prasata mutze byt pfi¢inou mnoha zdé&nlivé nevysvétlitelnych sniZeni
uZitkovosti, zvySeni spotfeby krmiva na jednotku pFirGstku a klinického
onemocnéni prasat. Pri¢inou je bud jenom uGc€inek plisiiovych toxin,
nebo i snizeni nutriéni hodnoty krmné smeési, zptisobené riistem rtiznych
druhti plisni.

V zdjmu zédbrany vzniku aflatoxikoz u prasat je tfeba doreSit skli-
zen, poskliziiovou upravu a skladovani zrnin tak, aby se ani v jednom
z t8chto tsekl nevytvarely podminky pro mnoZeni plisni a nezadoucich -
mikroorganismi. Jde zejména o ochranu zrna pred mechanickym po-
Skozenim pfi sklizni a skladové manipulaci. Kategoricky je tfeba poZa-
dovat, aby obili hned po sklizni bylo dosuSeno na poZadovanou vlhkost,
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ktera neumoZiiuje nartist a pomnoZovani toxinogennich plisni. VSechny
prostory uréené k manipulaci a skladovani obili a krmiv je tFeba pred
pouzitim spolehlivé dezinfikovat. V kontinudlnich provozech pak je nut-
na pravidelna dezinfekce v zavislosti na nebezpe€i pomnoZovani mikro-
organismii.

V rdmci obecné prevence je tfeba vSestranné vyuZit novych poznat-
ki a novych prostfedki k trvalé ochrané pracovniho a provozniho pro-
stfedi (fungicidni pfipravky — formaldehyd, Lastanox Q, Lastanox F
apod.). JestliZe by bylo nevyhnutelné skladovat vlhké obili uréené k vy-
Zivé zvirat, je tfeba vyuZit novych metod skladovani (skladovani obili
pri sniZenych teplotach, skladovani v bezkyslikatém prostfedi, popfi-
padé pouZziti mykostatickych prostfedkil). V zemédélskych zdvodech je
tfeba vénovat pozornost rovnéZz skladim, zejména pak zasobnikim
a technologickym linkdm pro dopravu krmiva. V pripadég, Ze v zafizenich
nakupnich podnikl a v dalSich skladech. jsou krmiva zaplisnénd, je tfeba
je prfed pouZitim toxikologicky vySetfit. Podle vysledkl tohoto vySetFeni
se pak bude rozhodovat o jeho pouZiti, priCemZ nelze aflatoxinem
kontaminované krmivo pouZit pro pripravu krmnych smési pro nejcitli-
véjSi druhy hospodéarskych zvifat, mladdata a dojnice, které vylucuji
aflatoxiny nebo jejich metabolity mlékem.

Ochrana krmiv pred plisnémi je organizacné i ekonomicky naroc-
nym opatfenim a je ji tfeba vénovat maximalni pozornost v obdobi pii-
pravy nové sklizné obili a jeho dalSiho zpracovani, skladovani obili
a krmiv a vyroby kompletnich krmnych smési.
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Doslo dne 25, 5. 1979

IOPABEK, . — TIMCKAUY, A. (Berepunapssiit uHCTUTYT, BpHO): Pacmpocrpanenue adnaToxcuna
B HEKOTOPBIX KOMIIOHEHT4X M IOJHOCOCTaBHbIX KomM6uropmax mna cuHed. Vet. Med., Praha, 24,
1979 (10) : 597-602.

B miome 1978 r. ¢ momompio KadecTBEeHHO-XpoMaTorpaduuecKOro MeTola Ha TaKOM CJI0e CHIIH-
KareJisi M KOJHMYECTBEHHOro Merona no Besacke ompenensiu conepskaHue aldaTOKCHHOB B KOPMOBBIX
KOMIIOHEHTaX M TIOJHOCOCTABHBIX KOMOMKOpMax, NpeNHasHauaeMbIX IJIA BHIPAUIMBAHMA M OTKOPMA
csuHei. Bcero 6bwio B3sTO M HccaenosaHo B JjaGoparopun 104 ofpasima KOpMOB, B TOM YHCJIe
77 obpasuos (74,09) npomcxomunu na 14 xossitcrs u 27 obpasumos (26,00,) — mna 8 xom-
6ukopmosbix npennpuaTuil IOkHO# Mopasuu. AdaaToKcHHLI ycTaHOBJeHnl B 14 ofpasax, HuaM
B 13,4Y/,. Hanbonsmee ux conepxaunme — 1920 uyr xr—! — ycraHosnexo B apaxuce uz Wuanu.
W3 nosxococraBHbIXx KOMOHKOPMOB OHM OBHapysKeHbl B KOpMax IJs oTKopMma csHHeit (A1 m SOL),
LA CYNOPOCHEIX MAaTOK, IIONCOCHBIX MATOK ¥ IUIS XpAKOB, uyamje Bcero B KoumuuectBe 50—
—350 ur xr—! xopma. B M3aMeHeHHBIX IO BKyCy obpasiiax KOPMOB, B3ATBIX M3 METAIHMYECKHX
6akoB mepen >XMBOTHOBOIUECKMMM TIIOMENIEHHAMM B XO3sAKCTBe, adJIATOKCHH CONEp)Kajcsi IOYTH
BO BCex ciaydaax. Ha ocHOBe oTHX INaHHBIX HeOGXONMMO HAMETHTh TaKue TPOPHUIAKTHUECKHE
Mepbl B xone yGOpKM, mociey6OpOYHOro XpaHeHMs 3ePHOBBIX M KOMIIOHEHTOB KOMBHKOPMOB, KOTO-
pbie TpenynpexnaoT ofeclleHHBaHHe KODMOB M3-32 Da3MHOKEHHs Il eCeHei.

a(bllaTOKCHHM; KOJIHYECTBEHHOE OIlpeneJieHHe; KOpMa; CBHHBH

DRABEK, J. — PISKAC, A. (University of Veterinary Medicine, Brno): The Occur-
rence of Aflatoxin in Some Components and Complete Feed Mixtures for Pigs. Vet.
Med., Praha, 24, 1979 (10) : 597-602.

The feed components and complete feed mixtures used in pig breeding and fattening
in June 1978 were examined qualitatively by the silica-gel thin-layer chromato-
graphic method, and quantitatively by the method after Velasco. The object of the
examination was the occurrence of aflatoxins. On the whole, 104 feed samples were
taken and subjected to the laboratory examination; this total number included 77
samples (74.0 %) coming from 24 farms and 27 samples (26.0%;) from eight feed
plants in the South Moravian region. The presence of aflatoxins was detected in
14 samples of the examined feeds, i. e. 13.49,. The highest content — 1920 ug kg-!
— was found in groundnut from India. As to the complete feed mixtures, aflatoxin
was found in mixtures for pig fattening (A1 and SOL), in mixtures for pregnant
sows (KPB), for lactating sows (KPK), and in the complete feed mixture for boars:
the most frequently detected amounts ranged between 50 and 350 ug kg-! of feed.
The organoleptically altered feed samples, taken from metallic containers standing
in front of the stables on the farms, contained aflatoxin almost in all cases. It will
be necessary, on the basis of these findings, to take preventive measures during the
harvesting, post-harvest treatment, and storage of grain and feed components, in
order to avert the multiplication of the mould and deterioration of the feeds.

aflatoxins; quantitative determination; feeds; pigs
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DETEKCE CHLAMYDII IMUNOFLUORESCENCNI METODOU

D. Dvorakova

DVORAKOVA, D. (Statni veterinarni ustav, Brno): Detekce chlamydii imuno-
fluorescenéni metodou. Vet.- Med., Praha, 24, 1979 (10) : 603-614. '

Oveérovali jsme moznost detekce chlamydii piimou imunofluorescenéni meto-
dou v otiskovych preparatech organt a tkani experimentalné infikovanych
my$i, kurecich zarodkt a pfirozené infikovanych domacich savcu. Byla pro-
kazana citlivost a casnost metody ve srovnani s prikazem ve svételném mikro-
skopu. Nejvétsi mnozstvi antigenu bylo mozné detekovat v plicich mys$i po
intranazalni infekci, a to jiz za 6 az 12 hodin. V ostatnich organech byly na-
lezy méné hojné; vizualizace antigenu méla dostate¢nou brilanci fluorescence,
dosahl-li log 10 KEIDso vice nez 3,0. Ve tkanich kurecich zarodku bylo mozné
detekovat antigen postupné v otiskovych preparatech alantoamniotické teku-
tiny, svaloviny zarodku, Zloutkového vaku a chorioalantoidni blany paty den
po infekei. Po intratrachealni infekeci kachnat 1000000 infekénich davek byly
prokazany v preparatech organt kachnat usmrcenych za 22 az 57 dni po in-
fekci jen ojedinélé specificky zarici bunky s nizkou brilanci fluorescence. Me-
toda se osvédcila pri detekci chlamydii v organech prirozené infikovanych do-
macich savel, kde bylo zjisténo vétsi mnozsivi specificky fluoreskujicich bunék
o vysoké brilanci.

detekce ptad¢ich a savéich chlamydii; piima imunofluorescenéni reakce; expe-
rimentalni a prirozena infekce )

Chlamydie, ptaci i savci, se staly v poslednich desetiletich pozoru-
hodnym epidemickym i epizootickym problémem. U skotu, ovci a prasat
je nejméné Sest syndromii onemocnéni presvédCivé spojeno s riznymi
druhy chlamydii. Mnohé otdzky ve vyzkumu protiepidemickych a proti-
epizootickych opatfenich — zvlasté u savéich chlamydii — zlistdvaji stéa-
le jeSté oteviené. Nejjist&jSim zdkladem pro sledovéani zdvazZnosti chla-
mydii je laboratorni diagnostika. Jsou to predevSim izolacni a identifi-
kac¢ni testy, které mohou dat uspokojivou odpovéd na nékteré otazky
tykajici se zdroje infekce, Sifeni mezi zvifeci populaci a mezi zvifetem
a lidmi.

Novéjsi studia prokazala, Ze antigenni sloZeni chlamydii jsou specifickd pro
onemocnéni (Storz, 1966). Fraser a Berman (1965) napiiklad zjistili, Ze
chlamydie enzootického zmeténi ovei se antigenné lisi od chlamydii zpusobujicich
u ovci polyartritidu. Z hlediska diagnostiky ziskavaji na vyznamu ty metody, které
analyzuji puvodce. Jednou z perspektivnich metod je metoda imunofluorescencni.
Byla ovérovana metoda prima a nepiimad, jejich specifita a citlivost (Buckley
aj., '1955; Ross a Borman, 1963; Zelenkova a Strauss, 1963; Ba-
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tes aj, 1965; Rehn a Cerva, 1966; Baumann a Ilchmann, 1975).
Vyznamné je zjisténi Serbezova aj. (1965), Ze konjugatem piipravenym z re-
konvalescentniho antiséra enzootického zmetani ovei je mozZné detekovat antigeny
celé skupiny Chlamydia.

Ve své praci jsme se zabyvali hodnocenim piimé imunofluorescen¢ni metody.
Na experimentalné infikovanych mys$ich a kufecich zarodcich jsme pri akutni a chro-
nické infekei sledovali specifitu reakce, moznost nejranéjsi detekce chlamydii po
infekei a citlivost ve srovnani s ostatnimi laboratornimi metodami.

V dalsi etapé jsme ovérovali moznost detekce savéich chlamydii v organech
prirozené infikovaného skotu, ovci a prasat.

MATERIAL A METODY

K experimentalni infekeci mys$i jsme pouzili kmen K229P/56, izolovany z kachen
Straussem, a kmeny V-178, V-121, rovnéz izolované z kachen, ze sbirky Statniho
veterinarniho ustavu v Brné.

Citlivost imunofluorescenéni reakce jsme srovnavali s metodou prukazu vy-
vojovych ¢astic ornitézy ve svételném mikroskopu, po obarveni otiskovych prepa-
ratih metodou podle Macchiawella, Nalezy jsme dopliiovali stanovenim vy$e KELDso
smeésnych vzorkt téch organu, které jsme vysSetrovali imunofluorescen¢né a mikro-
skopicky.

Holubi, kohouti a hovézi protilatky proti antigenu chlamydii, navazané na
FITC (Bioveta, n. p., Ivanovice na Hané), jsme testovali titraci. Jako antigenu jsme
pouzili otiskové preparaty plic mysi infikovanych kmenem V-178. Nejvy$si barviei
potence byla prokazana u konjugatu pripravovaného z gamaglobulinové frakce re-
konvalescentniho séra skotu, jez dosahovalo komplement fixaé¢nim testem (KF) titru
640. Barvici titr konjugatu dosahoval 128. U konjugatu pfipraveného z gamaglobu-
linové frakce holubiho hyperimunniho antiséra (KF 2048) byl dosazen barvici titr 32.
Kohouti hypemmunm antisérum dosahovalo neprimym komplement fixaénim testem
titru 256 az 512 a po navazani na FITC barviciho titru 8 az 16.

Ke ZJlsfovam nejvhodnéjsiho zpusobu infekce mysi ve vztahu k urcéeni Optl-
malniho orgianu pro imunofluorescené¢ni detekci jsme hodnotili infekei intranazalni,
intracerebralni a intraperitonealni. Urcovali jsme také moZnost nejcasnéjsi detekce
chlamydii po infekci. MozZnost detekce antigenu jsme sledovali v otiskovych pre-
paratech mysich plic od 0 do 336 hodin po infekci 1000 infeké¢énich davek kmene
V-178. Do pokusu byly zarazeny 32 mysi.

Imunofluorescen¢ni prukaz ornitézy jsme délali v organech a tkanich 13 sed-
midennich kufecich zarodku infikovanych 1000 infek¢énimi davkami do Zloutkového
vaku. V pravidelnych intervalech po usmrceni nebo Uhynu jsme jednotlivé tkané
vy$etfovali imunofluorescenéné, mikroskopicky a stanovili jsme KELDso.

Za stejnym ucelem jsme infikovali intratrachealné 12 sedmidennich kachnat
(2.108 LDso pro my$ — kmen V-178 a K29P/56). Tri kachnata slouzila jako kontrola.
Kachnata jsme usmrcovali za 18 dni (1), za 22 dny (6), 30 dni (2), 38 dni (2) a za
57 dni (1) po infekci. K imunofluorescen¢nimu a mikroskopickému vysSetifeni a k re-
izolaci agens na mys$ich a kufecich zarodcich jsme odebirali plice, jatra, slezinu,
vzdusné vaky, larynx, konchy a mozek.

Moznost detekce savéich chlamydii imunofluorescen¢ni metodou jsme prové-
rovali v plicich 54 prirozené infikovanych telat, osmi jehnat a dvou beranu s kata-
ralni bronchopneumonii, dale v 16 plicich zmetkt krav, ve trech plicich zmetku
prasnic a v jednom varleti byka se zanétlivou granulomatézni orchitidou.

VYSLEDKY

Imunofluorescenéné byl antigen chlamydii zndzornén jako proto-
plazmaticka fluorescence bunék o brilanci na ++ az ++ + 4+, s vétSim
¢i men3im mnoZstvim Zlutozelené z&Ficich kulovitych utvar rtzné ve-
likosti.

U mysSi, které hynuly ¢tvrty aZz sedmy den po intranazalni infekci,
jsme zjistili v otiskovych prepardtech plic 60 aZz 188 specificky fluores-
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1. Imunofluorescence antigenu chlamydii v protoplazmé bunky mysich plic (zvétSe-
ni 540X) — Immunofluorescence of the antigen of chlamydia in the cell protoplasm
of mouse lungs (magnified 540 times)

kujicich bunék na 50 zornych poli (obr. 1). V miznich uzlinach peribron-
chidlnich byly nédlezy méné Casté (14/50). V jatrech, sleziné a mozku
byly prokazovany ojedinéle svitici buiiky, a to jen u omezeného mnoZ-
stvi preparati. Mikroskopicky zjiStované vyvojové Castice ornitézy (ele-
mentédrni, inicidlni té&liska, plaky, vesikuly apod.) se objevovaly pfede-
vSim v pozdé&jSim stadiu onemocnéni, Sesty aZ sedmy den. VySe log
KELDso ve smésnych vzorcich jednotlivych organti se pohybovala v roz-
mezi 0 aZ 5,0 a byla pfimo umérnd mikroskopickym a imunofluores-
cen¢nim néleztim (tab. I).

Po intracerebrdalni infekci mySi bylo nejvétSi mnoZstvi fluoreskuji-
cich bun&k zaznamendno v mozku. V 70 % pozitivnich preparatit byly
prokézany zarici builky v mnoZstvi 1 aZ 40 (na 50 zornych polich].
V plicich byly zjiStény specifické nalezy jen ojedinéle. Otiskové prepa-
raty sleziny a ¢astecné i jater byly v diisledku nespecifické fluorescence
bunék bilé krevni Fady nehodnotitelné. Ve svételném mikroskopu byly
vyvojové Castice nejcastéji prokazovany v mozku, déle v plicich a jen
ojedinéle ve sleziné. Jara byla zcela negativni (tab. II).

Po intraperitonedlni infekci mysi byly imunofluorescencni metodou
prokazovany ndélezy také nejhojnéji v plicich. Zvlasté u mysi uhynulych
do 17. dne po infekci bylo zjiSténo 6 aZ 30 zaricich bunék na 50 zornych -
poli. U mySi usmrcenych 24. den po infekci se pocCet sviticich bunék po-
hyboval v rozmezi 1 aZ 8/50. V jatrech, sleziné a mozku byly prokazo-
vany jen sporadické ndlezy u omezeného procenta preparatii (23 az
45 %). Krvetvorné orgdny vykazovaly dosti silnou nespecifickou fluo-
rescenci. Mikroskopicky byla ornitéza u uhynulych mySi nejCastéji pro-
kazovédna ve slezin€, u usmrcenych myS$i byl nélez pozitivni jen v jed-
nom preparéaté (tab. III).

Pfi sledovani nejranéjSi detekce ornitdozy pfi intranazdlni infekci
mySi byly jiZ za Sest aZ osm hodin po infekci zjiStovany v plicich ojedi-
nélé buiiky v poc¢tu 1 aZ 2/50, které vykazovaly homogenni fluorescenci
Casti protoplazmy s brilanci na +'+4. U my3i usmrcenych za 12 hodin po
infekci jsme zjistili v plicich jiZ 22 aZ 44 buliky na 50 zornych poli s bri-
lanci fluorescence na + ++ az + ++ +. V builice byla kromé& homo-
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. Detekce antigenu ornitdézy po intranazalni infekei my$i — Ornithosis antigen detection after intranasal infection in mice

My3 — &islo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Klinické pfiznaky + |+ |+ |+ |+ ]|+ +]+|+]|+ Pf;ﬁfm po- (prg)xi el& %?z@rek

Uhyn (den po infekei) s | ¢« | 5] 85| 5| s | & | 7| 2 | vepekd |jednotlivichorgind)

P. a. nélez + + + + + + + + o+ +

Plice IF 75 114 104 70 =& | —FF | 188 139 60 116 80 5,00
Macch. 18 67 3 38 12 16 45 70 137 136 100

Mizni uzliny IF 1 14 0 6 1 Chal i I Bl 40 )

peribronchidlni Macch. 22 2 0 3 0 31 103 18 3 0 70

Jéarra IF 2 0 0 0 0 0 0 0 3 3 30 2,33
Macch. 5 0 0 0 V] 0 0 0 3 3 30

Slezina IF 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 10 2,00
Macch. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Mozek IF 3 3 2 0 0 0 0 1 0 0 40 0,00
Macch. 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 10

Legenda: *++) = pozitivni izolace na kuifecich embryich IF = imunofluorescenéni metoda

—++ = nehodnotitelné

Macch. = mikroskopicky priikaz (barveni podle Macchiawella)
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II. Detekce puvodce ornitézy po intracerebralni infekci

infection in mice

my$i — Detection of the causative agent of ornithosis after intracerebral

Pokus II.
My§ — ¢islo 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
log 10 LDs, log 10 LDs,
Klinické priznaky + e + + -+ (primérny vzorek - + + + -+ (prumérny vzorek
jednotlivych orgéni) jednotlivych orgini)
Uhyn (den po infekei) 3 3 3 4 5 3 3 3 4 4
Plice IF 1 0 1 1 0 |4 2,46 5 —+ 2 0 3 1,00
Macch. 1 1 2 6 7 0 2 0 0 0
Jatra IF 0 0 0 0 0 1,46 —tt | | | | 2,00
Macch. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Slezina IF | | | | — 3,36 et | | | | +t)
Macch. 0 1 0 2 2 0 0 0 2 2
Mozek IF 0 0 0 —+ 18 3,50 40 32 1 10 6 4,20
Macch. 12 1 0 —+ 21 2 3 1 0 2
Legenda: —* = neprovadéno
—++ = nehodnotitelné
+++) = pozitivni izolace na kufecich zérqdcich
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III. Detekce puvodce ornitézy po intraperitonedlni infekei my$i — Detection of the causative agent of ornithosis after intrape-
ritoneal infection in mice

Mys — ¢islo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Klinické ptiznaky + |+ ]+l + ]+ |+ — ol ol of ol of ol o
Den po tthyn s 6 | 7| 14| 14| 17 | Sromenyvorer
infekci vyfazeni _ 24 24 | 24 24 24 | 24 24
P, g, nilez’ I st + 7 + + + 0 0 0 0 0 0 0
Plice IF 13 6 27 30 7 12 3,66 5 8 —F 2 L 5 3
Macch. —t | = 0 0 —+ 1 1 0 2 0 0 1 0
Jatra IF — 1 15 4 24 0 3,17 7 11 0 0 0 3 0
Macch. 2 1 2 0 —+ 1 0 0 0 0 0 3 0
Slezina iIF S TR RS 1S 6 0 32 4+ 3,36 —++ 1 A | | — | |
Macch. 9 2 3 0 | —** 1 0 1 1 0 0 0 5
Mozek IF 0 0 1 —+ 2 0 2,35 0 2 0 0 0 0 0
Macch. 0 0 —+ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Legenda: —*+ = neprovidéno IF = imunofluorescen¢ni metoda
—++ = nehodnotitelné Macch. = mikroskopicky priikaz (barveni podle

Macciawella)
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IV. Detekce plivodce ornitézy v plicich my$i v pribéhu 4 az 336 hodin po infekci — Detection of
nithosis in the lungs of mice within 4 to 336 hours after infection

the causative agent of or-

Mys — &islo . 1|2|3)4|5|6]| 7| 8| 9|1011[12|13|14|15|16| 17| 18 19| 20| 21|22 | 23| 24| 25| 26| 27| 28| 29] 30
Klinické ptiznaky ololojololo}ol ol oo oltfol+ofof+|+|+|+]+|+|+][+]+[+][+]+]+]+
Hodina po infekci | Ghyn u 4848/ 48 48| 48|48[48| 48| 5252 (52192336

vytazeni |4 |4 |6|6|8|8|12|12|24|24|28|28(32(32|37|37
P. a. nélez ojofojo|ofo|o|ofofof+|+|of+|0| of+|[+|+]|+|+|+|+|+]|+][+]+|+]|+]+
Plice IF 002|121 44|22|20|44|63|78|22|24|61|-++138126]77 (11453 |74 |70|57| 04134/ 86| 0144 11
Macch. (0|0 |0|0|0 0| 0| o 0|14 3| 2| o| 5| 1| o] 54 22116 1341|72|10| 4|37| 52/13| o/ 34| 43
Jétra IF lojojojojojo|oj0l 0 0o 2005 2 0oad1oololo ool os oo
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Legenda: -* = neprovadéno IF = imunofluorescenéni metoda

-*++ = nehodnotitelné

Macch. = mikroskopicky pritkaz (barveni podle

Macchiawella)



PRy

genné zafici protoplazmy viditelnd i Zlutozelen& svitici granula. V dal-
$im vyvoji infek&niho procesu zlistalo mnoZstvi fluoreskujicich buné&k
pribliZné na stejné drovni. Od 48 hodin po infekci, kdy my3ky zacinaly
hynout, mnoZstvi specificky fluoreskujicich buné&k nartistalo a doséhlo
maxima osmy den po infekci: byly zaznamendny 144 fluoreskujici buii-
ky na 50 poli. Za 336 hodin polet z&Ficich buné&k prudce poklesl. Nejvice
antigenu bylo prokazéno v plicich a miznich uzlindch peribronchidlnich.
V ostatnich orgdnech — v jatrech, slezin€ a mozku — byly nélezy ojedi-
nélé. Adekvéatni kvantitativni ndlezy jsme zjistili i ve svételném mikro-
skopu. Poprvé byly vyvojové Céastice ornitézy touto metodou patrné v pli-
cich za 24 hodiny a v miznich uzlindch peribronchidlnich za 37 hodin
po infekci. ZpoZdé&ni mikroskopickych nélezli proti imunofluorescenéni-
mu znézornéni Cinilo 18 aZ 25 hodin. V prvni fazi infekce byla imuno-
fluorescenc¢ni metoda vyrazné citlivéjsi (tab. IV).

V otiskovych preparatech chorioalantoidni bldny kufeciho zarodku
infikovaného do Zloutkového vaku byly zjiStény jiZ tfeti den po infekci
ojedinéle z&fici butiky. Od patého dne, kdy zacala ambrya hynout, jsme

2. Detekce puvodce or-
nitézy IF metodou v te-
kutindch a tkanich em-
bryonovaného vejce —
Detection of the causa-
tive agent of ornithosis
by the IF method in the
fluids and tissues of an
.embryonated egg

alantoamnioticka

tekutina

------ zloutkovy vak

— — — chorionalantoicka
blana

-—.— gvalovina zarod-

ku

Pocet sviticich bunék na 50 zornych poli

3. Imunofluorescence antigenu chlamydii
v protoplazmé bunky chorioalantoické
blany kureciho zarodku (zvétSeni 540X)
— Immunofluorescence of the antigen of
chlamydia in the cell protoplasm of the
chorio-allantoid membrane of a chick
embryo (magnified 540 times)
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zaznamenali specifickou fluorescenci jiZ ve vSech vyS3etfovanych tka-
nich a v alantoamniotické tekutin&. NejvyS5i pocet fluoreskujicich bu-
nék, o brilanci na + + 4, jsme zaznamenali paty den po infekci po-
stupné v alantoamniotické tekuting, svaloviné zarodku, Zloutkovém vaku
a v chorioalantoidni blané. V pruméru byla zjiSténa 1 aZ 21 svitici burika
na 50 zornych poli (obr. 2, 3).

Prvni nédlez vyvojovych forem ve svételném mlkroskopu se nam po-
dafilo prokézat v otiskovém preparatu chorioalantoidni blany tfeti den
a Zloutkového vaku &tvrty den po infekci. Kromé& shluk® iniciilnich t&-
lisek jsme v prepardtech Zloutkového vaku zaznamenali hojné a v pre-
paratech chorioalantoidni blany a svaloviny ojedinéle i rozsev elemen-
tarnich télisek po celém preparaté (obr. 4).

4, Detekce plivodce or- 157
nitézy mikroskopickym
prukazem v tekutinach
a tkanich embryonova-
ného vejce — Detection
of the causative agent
of ornithosis by micro-
scopic demonstration in.
the fluids and tissues
of an embryonated egg

alantoamnioticka

tekutina

------ zloutkovy vak

— — — chorionalantoicka
blana

+—+— svalovina zarod-

ku

y na 50zornych poli

-
o
t

&dstic ornitdz

Pocet shlukd vyvojovych
| barveno podle Macchiwella)
b
\
\

den po inf.

Jen u CtyF kachiiat se po experimentdlni infekci projevily nevyraz-
né priznaky onemocnéni a patologicko-anatomicky nédlez. Jen u osmi
kachriat byly zjistitelné loZiskové katardlni pneumonie podél hlavnich
bronchii, sinusitidy, katardlni aerosakulitidy a ojedinéle tumor sleziny.
Titr IRVK kachiiat usmrcenych 22. den po infekci dosahoval vySe 4 aZ 8,
kachriat usmrcenych 30. den po infekci 16 a 32. Kachriata usmrcené 38.
a 57. den, stejné jako kachiiata kontrolni, méla titr nulovy. Zpétné re-
izolace agens z organiti kachiiat na mySich a kufecich zarodcich se ne-
zdarila. Specifickad fluorescence se projevila pouze u nizkého procenta
otiskovych prepardatli, a to jen v menSim mnoZstvi s nizkou brilanci na
+ +, vyjime¢né na + ++. Pomé&rné& nejvice fluoreskujicich bun&k bylo
zji§t&no v plicich kachiiat (2 aZ 5/50): ve 40 % preparati. Ve slezing,
jatrech, vzdudnych vacich a konchéach byly néalezy ojedinélé, a to v 15 %
preparatii. Mozek a larynx byly zcela negativni. Ve svételném mikro-
skopu nebyla zjiSténa vyvojova stadia ornitézy.

V otiskovych preparatech plic 11 telat, p&ti zmetkd krav, jednoho
berana a ve varleti byka byly prokazany specificky fluoreskujici buiiky
o brilanci fluorescence na + + + aZz + + + + v poctu 5 aZ 70/50 zornych
poli. Z celkového poc¢tu 84 vySetfenych vzork bylo pozitivnich 22 %.
Ve vSech pfipadech byla izolace v kufecich zéarodcich s néslednym
mikroskopickym priikazem pozitivni.
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DISKUSE

Ross a Borman (1963), Bates aj. (1965), Serbezov aj.
(1965), Schabinski (1966), Baumanova (1974) a Bauma-
novad a Ilchman (1975) pouZili s dobrymi vysledky pfimou imuno-
fluorescenc¢ni metodu k detekci chlamydii.

Pripravili jsme a vyzkouSeli na podkladé zkuSenosti Goldina
a Krasnika (1963) a Rehna a Cervy (1966) holubi a kohouti
konjugaty. Konjugat hovézi, pfipraveny z rekonvalescentniho séra skotu,
jsme pouZili na zdkladé poznatki Serbezova aj. (1965) o vhodnosti
ov&iho antiséra proti enzootickému zmeténi ovci pro imunofluorescencni
studia celé skupiny Chlamydia. Obdobné i nam se zdafila detekce orni-
téznich kmentd hovézim konjugidtem. Hodnoceni specificity reakce bylo
zajis$téno vyuZitim systém@i kontrol, soub&Znym prikazem vyvojovych
¢astic chlamydii ve svételném mikroskopu a titraci reizolovaného pi-
vodce na kufecich zarodcich.

Néazory na vyuZiti imunofluorescenc¢ni reakce k diagnostice nebyly
vZzdy jednotné. Zelenkova a Strauss (1963) referuji o moz-
nosti detekce ornitézy ve slezindch latentné& infikovanych kachen.
Rehn a Cerva (1966) oznatuji diagnostiku ornitézy v otiskovych
preparatech jater a slezin ptdki{i, zejména latentné infikovanych, za
choulostivou. Podle nich plati zdsada pfedmnoZeni na citlivém zvifeti.

Na modelovém pokusu za pouZiti referenc¢nich kmeni jsme vyvofFili
standardni podminky pro posouzeni reakce, abychom vyvodili nékteré
praktické poznatky pro vyuZiti metody k diagnostice. Nejcasnéji po in-
fekci a také v nejvétS§im mnoZstvi byl antigen zndzornén v plicich mysi
po intranazalni infekci. Shodné vysledky vykézali i Baumanova
a Ilchmann (1975), ktefi zjistili, Ze po intranazalni infekci morcat
bovinnim kmenem zdkladnimi orgédny, kde $lo k multiplikaci viru, byly
plice a trachea. Ostatni organy jako slezina, CNS a intestindlni mukoéza
do vyvoje infek¢éniho procesu zasdhly méné&. Tak jako v naSich pokusech
se specificky fluoreskujici butiky objevovaly v organech za Sest aZ dva-
nact hodin po infekci. Podle nds vSak ma fluorescence bunék diagnostic-
kou hodnotu aZ za 12 hodin po infekci, ponévadZ dfive zjiStovana fluo-
rescence dosahovala brilance jen na ++. Franék (1963) podminku
hodnoceni brilance fluorescence na + +'+ aZ + + + 4+ povaZuje za du-
lezitou, chceme-li se vyhnout omylim. Podobné& se jevi tato otdzka
i u studia chronické infekce kachiiat. Nalezy v otiskovych preparétech
organit pro nizkou brilanci fluorescence nebylo moZné diagnosticky hod-
notit. PFi srovndni imunofluorescentni metody s prikazem vyvojovych
Castic ve svételném mikroskopu znéazornila IF metoda 2X aZ 3,5X vice
antigenu. Citlivost reakce méla vSak svoje omezeni. Koncentrace chla-
mydii byla pfimo umérnd jejich detekci. Klesl-li log 10 KELDso pod 3,0,
sniZzovalo se i mnoZstvi bunék a brilance fluorescence.

NaSe vysledky s vyuZitim pfimé metody pfi detekci chlamydii pfiro-
zené infikovanych telat, zmetkli krav a ovci podporuje svymi experimen-
tdlnimi pracemi Baumanovd (1974). Po intraordlni a intratracheal-
ni infekci telat prokazovala specifickou fluorescenci v 21 orgénu, nej-
vice v plicich, lymfatickych uzlindch gastrointestindlniho a respira¢niho
traktu, v thymu a v leptomeningu. V naSich pokusech a v pokusech
Baumanové (1974) odpovidala velikost, tvar a celkovda morfologie
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imunofluorescencné& znazornéného antigenu vysledkim ziskanym v mo-
delovych pokusech na mySich a morcatech i vyvojovym ¢éasticim zjisto-
vanym ve svételném mikroskopu.
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DoSlo dne 13. 3. 1979

IOBOPXAKOBA, /. (IocynapcTBeHHBIHl BeTepMHapHblii MHCTHTYT, Bpuo): [erekumsa xXnammoumit
no merony ummyHodnwopecuennuun. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 603-614.

McneIThBaMM BO3MOKHOCTL IETEKIHH XJaMHIMI TI0 MeTONy HelOCPeICTBEHHOH HMMyHOdI0opec-
LEHIMH B OTIEYATHIBAIOLIMX Tperaparax OPraHOB M TKaHeH y 3apajKeHHBIX B 9SKCIEePUMEHTaJIbHOM
nopsnKe MbllleH, KypHHbIX SMODHOHOB €CTECTBEHHO 3apaKEHHBIX NOMANIHMX MJIEKOMHTAIOMUX.
JIlokasaHbl YyBCTBHTEJBHOCTh ¥ OBICTPOTA MeETONA IO CPAaBHEHMIO C pafoTaMH CO CBETOBBIM
Mukpockoriom. Hau6onpluee KONMYECTBO AHTHTEHA MOXHO OBHApPYXKUTh B JIETKMX Mblmelf mnocie
BHYTPHHOCHOTO 3apa’keHud yxkKe crycTsa 6—12 ugac. B ocrasnpHLIX opraHax 3TO KOJHMYeCTBO MeHBIIe;
B 3PHUTEJNBHOM IIOpALKEe aHTHIEH obnanaer 1OCTaTOYHBIM 6GieckoM ¢uoopecueHnuy, ecan log
10 KEIDs0o pasen 6onee 3,0. B TkaHAx KypHHBIX 3apolblllell aHTHIeH MOXHO 6bIIO MOCTEeneHHO
06HapY)XHTh B OTHEYATHIBAIOI[HX IpenapaTax aJaHTOAMHMOTHYECKOH MKMIAKOCTH, MbLINEUHON TKaHH,
JKEJITOYHOTO MeIlKa W XOpHOaJaHTOMIHOH 06onoukn Ha 5-ii lNeHp mnocae 3apaxkenus. [lociue
BHyTpUTpaxeansHoro 3sapawenus yTar B Macmrabe 1000000 nos anTureHa B npenapaTax
opranHoB yTaT, 3abuteix cnycrs 22—57 nHeit mocie 3apakeHus, 6bUIM OGHApy)KeHbl JMIIL eIu-
HUYHBIE CrIeNPUUECKH CBETALJMeCT KJIETKH ¢ HHM3KHM ¢moopecuenTHriM 6neckoM. Meron xopomo
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cebs omnpaBAbiBaeT B INETEKTHPOBAHWMU XJAMUIMH B OpraHax 3apa’keHHBIX €CTeCTBEHHLIM IyTeM
IOMAaIIHUX MJEKONMTAONIKX, IJe yCTAHOBJEHO 3HAYMTEJBHOE KOJHUYECTBO creuyuduuecku  Gioo-
PECUMPYIOIIHX KJETOK C BEICOKHM 0JIECKOM.

IETeKTHPOBAaHME XJAMUIUH TMepHATHIX M MJIEKONMMTAIOUIMX; HEIOCpeNCcTBeHHag HMMyHHudIo0pec-
LeHTHAasA peaKIUsd; OSKCIePHMEHTAaJbHOe M eCTECTBEHHOEe 3apakeHue

DVORAKOVA, D. (State Veterinary Institute, Brno): Detection of Chlamydia by the
Immunofluorescence Method. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 603-614.

The possibility of detecting chlamydia by the direct immunofluorescence method
was tested in the impression preparations of experimentally infected mice, chick
embryos and naturally infected domestic mammals. In comparison with light-mic-
roscope detection, this method was found to be sensitive and expedient. The greatest
amount of antigen could be detected in the lungs of mice aftier intranasal infection
already within 6 to 12 hours. In the other organs the findings were less ample; the
visualization of the antigen had a good fluorescence brilliance if log 10 KEIDso
was more than 3.0. In the tissues of chick embryos, the antigen could be detected in
the impression preparations of the allanto-amnionic fluid, embryonal muscle, yolk
sac, and chorio-allantoid membrane the fifth day after infection. After the intra-
tracheal infection of ducklings with 1000000 infection doses, only individual spe-
cifically radiating cells with a low brilliance of fluorescence were detected in the
organ preparations of ducklings killed 22 to 57 days after infection. The method
proved to be suitable for the detection of chlamydia in the organs of naturally
infected domestic mammals in which a great amount of specifically fluorescing
high-brilliance cells were found.

detection of avian and mammalian chlamydia; direct immunofluorescence reaction;
experimental and natural infection

DVORAKOVA, D. (Staatliche Veterinidranstalt, Brno): Detektion der Chldmydien mit
Hilfe der Immunofluoreszenzmethode. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 603-614.

Wir tberpriiften die Moglichkeit der Detektion von Chlamydien mit der direkten
Immunofluoreszenzmethode in Abdruckpréaparaten der Organe und Gewebe expe-
rimentell infizierter M#use, Kiickenembryonen und natiirlich infizierter Haussiduge-
tiere. Es wurde die Sensibilitdt und Zeitigkeit der gepriiften Methode im Vergleich
zum Nachweis im Lichtmikroskop nachgewiesen. Die grof3te Menge des Antigens
konnte in der Lunge von Maiusen nach intranasaler Infektion, und zwar bereits
in 6 bis 12 Stunden, festgestellt werden. In den ilibrigen Organen waren die Befunde
weniger zahlreich. Die Visualisierung des Antigens wies eine geniigende Fluoreszenz-
brillanz auf, wenn log 10 KEIDso mehr als 3 erreichte. In den Geweben der Kiicken-
embryonen konnte das Antigen fortschreitend in den Abdruckprédparaten in der
Allantois-Amnio-Flissigkeit, der Embryomuskulatur, dem Dottersacke und in der
Chorioallantoishaut am fiinften Tag nach der Infektion festgestellt werden. Nach
intratrachealer Infektion der Entenkiicken mit 1000000 Infektionsdosen wurden in
den Organpraparaten von in 22 bis 57 Tagen nach der Infektion getdteten Jungenten
nur vereizelt spezifisch strahlende Zellen mit geringer Fluoreszenzbrillanz nachge-
wiesen. Die gepriifte Methode bewdhrte sich bei der Detektion von Chlamydien in
Organen natiirlich infizierter Haussdugetiere, wo eine groflere Menge spezifisch
fluoreszierender Zellen mit hoher Brillanz festgestellt wurde.

Detektion von Vogel- und S&ugetierchlamydien; direkte Immunofluoreszenzreaktion;
experimentelle und natiirliche Infektion

Adresa autorky:
MVDr. Dagmar Dvofakova, Statni veterinarni ustav, Mercova 54, 612 38 Brno
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ANALYZA REZISTENCE A JEJI TRANSFERABILITY
U MIKROFLORY Z PRVOVYROBY MASA

M. Malikova, Z. Matyas

MALIKOVA, M. — MATYAS, Z. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékaistvi,
Brno): Analyza rezistence a jeji transferability u mikroflory z prvovyroby masa,
Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 615-622.

Sledovali jsme spektra rezistence a jejich transferabilitu u G- kmenu izolo-
vanych z prvovyroby masa metodou podle Bohuse (1974). Ze souboru kme-
nt bylo 939, rezistentnich, z toho 659, multirezistentnich. 35/, rezistentnich
kment bylo darci R plazmldu Ze dvou pouzitych recipienttt byl signifikantné
lep§im akceptorem laboratorni kmen E. coli IHE Nx. Z 21 zjisténého spektra
rezistence byly mezi nejfrekventovanéj$imi: Tc, SmTcSu a TcAm. Ze dvou
nejéastéji se vyskytujicich komplexnich typt rezistence donorovych kment
SmCmTcAmSu a SmTcAmSu byl zaznamenan transfer dvou az étyr, resp. Sesti
ruznych typa plazmidu, vétSinou jednodus$sich. Ve spekirech transferujicich
R plazmida prevladaly determinanty Tc a Am, z toho ve vétsiné pripadt jako
samostatné markery a jen v 21 aZ 369, pfipadi v komplexnéjSich typech.

R plazmidy; prenosna rezistence; Kkolicinogenita; antibiotika; sulfonamidy; G-
mikroorganismy

Negativni vliv R plazmidd na lé¢bu nejriznéjSich bakteridlnich one-
mocneéni lidi i zvifat podtrhuje skute¢nost, Ze determinuji rezistenci na
mnohé béZné i nova antibiotika ¢i antimikrobidlni latky zaroveii. V sou-
¢asné dobé je jiZ vétSinou znadma genetickd podstata R plazmidd, jejich
fyzikaln& chemické sloZeni, mechanismy rezistence, kterou determinuji,
a zaroveil jsou k dispozici idaje o jejich ekologickém, ep1dem1010g1ckém
i epizootologickém vyznamu.

Za zavazny zdroj a dodavatel plazmidovych kmenu do lidské populace jsou
povazovany predeviim velkochovy hospodatrskych zvirat, ve kterych byla zvirata
prikrmovana antibiotiky, poptripadé dlouhodobé lé¢ena medikovanymi krmnymi pfi-
pravky (Kréméry aj., 1973a, 1974; Linton, 1977 a jini). Surovinami a potra-
vinami Zivoéidného puvodu se pak tyto R+ kmeny roz$ifuji do lidské populace
(Moorhousova aj., 1969; Cooke aj., 1970; Kr¢méry aj., 1973 a jini), coz
podtrhuje vyznam a nutnost soustavné sledovat R+ kmeny v rtznych podminkach
prvovyroby masa a potravin Zivo¢idného ptuvodu i ve zpracovatelském useku Zivo-
¢isné produkce.

MATERIAL A METODY

Bakterialni kmeny — puvod, identifikace. Jde o soubor 296
G- mikroorganismt izolovanych v letech 1976 az 1977 z jateénych telat (mléény
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vykrm) a z prostredi jejich chovt. Podle ptuvodu materidlu byly kmeny rozdéleny
do ¢tyl skupin (stfevo, maso, stéry—maso, stéry—stdj). Vzorky k testaci pro prvni
tfi skupiny byly odebirdny piimo v provozu na hovézi porazce, pro ¢tvrtou skupinu
ze staji zemédélskych zavodu (8), odkud byla zvirata odesildna na jatky. VétSinou
se jedna o odbéry materialu z podlahy, stén, koryt, vyjime¢né o vzorky vzduchu
odebiraného aeroskopem.

Soubor zahrnuje 276 kmenu potencidlnich donort vykazujicich rezistenci na jedno
nebo vice testovanych antibiotik a chemoterapeutik (Sm Cm Tc Kn Am Su), ale cit-
livych na nalidixin. Test citlivosti pro vybér rezistenitnich kmenu byl délan stan-
dardni diskovou metodou (Kréméry aj., 1974).

Izolované kmeny jsme vétSinou identifikovali sami (Cowan a Steel, 1965),
pouze v komplikovanéjsich piipadech jsme se obratili na Cs. sbirku mikroorganismu
v Brné. Z 276 rezistentnich kment bylo zatazeno 190, tj. 699, jako E. coli; ostatni
kmeny byly zaclenény do species: Citrobacter (39), Enterobacter (17), Klebsiella (10),
Hajfnia (7), Proteus (5), Serratia, Pseudomonas, Aeromonas (po 2), Alcaligenes a Aci-
netobacter (po jednom kmeni).

Jako recipienty jsme pouzili dva standardni laboratorni nalidixin re-
zistentni (< 100 wg Nx ml-1 média), na sledovana antibiotika a chemoterapeutika
vSak citlivé kmeny: E. coli Ki2 185 Nx a E. coli K12 IHE Nx.

Antibiotika a chemoterapeutika — provenience, kon-
centrace, oznaceni. Streptomycin (Sm) — Pharmachin, Bulharsko; tetracyk-
lin (Tc), chloramfenikol (Cm), kyselina nalidixova (Nx) — Spofa, CSSR; kanamycin
(Kanamytrex, Kn) — Bristol, USA; ampicilin (Penbritin, Am) — Beecham, Anglie.

Koncentrace preparattt v selekénich ptidach v gg ml-! média: Sm — 20, Cm —
20, Tc — 20, Kn — 30, Am — 200, Nx — 100. Selekce na sulfonamidy (Su) nebyla
délana; tento determinant vSak byl sledovan a hodnocen pii analyzach prenesenych
R plazmidt.

Metoda detekce transferu R plazmidl. Pouzili jsme citlivou,
ekonomickou a dobre reprodukovatelnou mikrometodu podle Bohuse (1974),
umoznujici testovat najednou vétsi pocet kment na piitomnost R plazmidu. Tato
metoda detekuje prenos R plazmidi aZ do minimdlni frekvence 10-% recipientnich
bunék na jednu konjugujici donorovou hbunku. Do vysledki byly proto zahrnuty
v8echny pozitivni transfery bez ohledu na jejich frekvenci. Pro podrobnosti meto-
dického postupu odkazujeme na autorovu publikaci (Bohus, 1974).

Koliciny byly sledoviny u Rt kmenu Fredericqovou metodou, podrobné
rozvedenou v monografii Kréméryho aj. (1974), na kterou odkazujeme. Jako
indikatorové kmeny byly pouzZity: E. coli K12 185 Nx, ROW a ¢.

VYSLEDKY A DISKUSE

Z celkového poétu 296 vySetfenych kmeni bylo 93 % rezistentnich,
z toho 28 % mono- a 65 % multirezistentnich (2—5néasobné&). Ve vsech
skupinach (tab. I) byly nejvétsi poCty kmend rezistentni na tetracyklin

1. Prehled rezistence (%) na zkouSena antibiotika a sulfonamidy u G- kment (dis-
kova metoda) — A survey of resistance (%) to the tested antibiotics and sulphon-
amides in G- strains (disc method)

% rezistentnich kmena
Druh a ptvod vzorka
Tc Am Sm Su Cm Kn
Stievo 95 39 53 48 22 2
Maso 85 55 46 44 18 3
Stéry-maso 84 51 47 45 14 1
Stéry-st4j 82 36 59 45 32 9
Celkem 87 48 49 46 19 2
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(82—95 %), coZ se dalo pFedpokladat, protoZe tetracykliny patfi ve ve-
terindrni mediciné mezi nejuZivané&jsi Sirokospektra antibiotika jak
k Gceltim preventivnim, terapeutickym, tak i do nedavné doby krmnym.
V soucCasné dob& po zdkazu nutri¢niho pouZiti antibiotik (Instrukce
MZVZ CSR, 1974) se uZivaji tetracykliny ve veterinarni praxi vedle indi-
vidualni lécby injekCnimi, peroralnimi a lokdlnimi pfFipravky také ve
formé medikovanych premixi, ur¢enych k hromadné léCebné a léCebné
ochranné aplikaci prostfednictvim krmiva (nap¥. Aureovit compos.,
Aureovit 12 C 40), které jsou vydavany zemédélskym zdvodim pouze
na doporuceni a predpis veterinarniho lékare. Dale v pofadi rozsahu re-
zistence u sledované bakteridlni populace néasledoval: streptomycin
(46—59 %), ampicilin (36—55 %), sulfonamidy (44—48 %), chloramfe-
nikol (14—32 %) a kanamycin (1—9 %).

Naruast mikrobialni rezistence na streptomycin a sulfonamidy odpo-
vida jejich dlouholetému léebnému i nutri¢nimu pouZivani ve veterinar-
ni praxi. Pro v3echny sulfonamidy plati jev Gplné zkFiZené bakteridlni
rezistence. Jednotlivé bakteridlni druhy mohou v3ak byt v rizném stupni
citlivé €i rezistentni k jednotlivym sulfonamidim (Kréméry aj,
1974). Vyskyt Sm a Su determinantii téméF u poloviny ndmi izolovanych
kment (bez rozdilu species) v procesu prvovyroby masa odpovidad i vy-
skytu téchto determinantd u G- bakteridlni populace stejného plivodu
v pokusech Ulgena (1976) a Sasse-Patzerové (1977).

Vysoké procento rezistentnich kment na ampicilin (36—55 %), po-
zorované napf. také Babcockem aj. (1973), Stankovskym
(1976), Ulgenem (1976) a daldimi pracovniky u Enterobacteriaceae
izolovanych z potravin ZivoCiSného plvodu na zpracovatelském tiseku
produkce ponékud pFekvapuje, protoZe ampicilin je antibiotikum vyhra-
zené jen pro huménni medicinu a ve veterinarni terapii se pouZivd jen
zcela vyjimedné. Vysvétleni 1ze hledat mimo jiné i v inaktivaci ampicili-
nu rdznymi typy beta-laktaméaz G- mikroorganismi, které se mohou ko-
dovat a prfendSet na bakteridlnich plazmidech (Kréméry aj., 1978).

Vyvoj bakteridlni rezistence na chloramfenikol (14—32 %), jehoZ
pouZiti se v posledni dob& znacné rozsifilo i u zvifat zasluhou celé pa-
lety chronicinovych preparatd (Seznam veterindrnich prFipravki Spofa,
1977), ma podle naSich vysledki ponékud neZddouci vzestup napf. ve
srovnani s vysledky Stankovského (1976), ktery zaznamenal na
Slovensku u species Citrobacter, Hafnia a Providencia izolovanych z ma-
sa a potravin Zivo¢i$ného ptivodu jen 3,6 % rezistentnich kment na
chloramfenikol. Ve srovnani s huméannimi kmeny z rtznych klinickych
a patologickych materiald, které vykazovaly vysoké procento rezistence
na chloramfenikol (Kréméry aj., 1974, 1975; Bohus$§ a Kultan,
1975]), jsou vSak nade ndlezy pomeérné nizké. NaSe kmeny byly vsak izo-
lovdny ze zdravé zvifeci populace.

Rezistence na kanamycin se vyskytla pouze u 1 aZ 9 % kmenit z na-
Seho sledovaného souboru, a to jen u species Citrobacter, Klebsiella,
Alcaligenes, E. coli, pficemZz Zadny kmen neobsahoval R plazmid. Tato
vysoka citlivost kmenti na kanamycin je v souladu s jeho vzacnym a zce-
la vyjimetnym pouZitim ve veterinarni medicin&. Jisty podil na vyskytu
této rezistence maji pravdépodobné i veterindrni pripravky s obsahem
neomycinu, protoZe u koliformnich mikroorganismi existuje jev uUplné

VETERINARNI MEDICINA — 1979 617


Alcaligen.es

zkFiZené rezistence na kanamycin a neomycin (Kréméry aj.,, 1974;
Bohu§ a Kultan, 1975).

V pofadi rezistence na sledovand antibiotika a sulfonamidy podle ro-
dové piislusnosti stoji na prvnim mist& species Hafnia (100 %), nésle-
dujiO}E. coli (97 %), Citrobacter (91 %), Klebsiella (83 %), Enterobacter
(74 %).

Pro podrobnosti o mechanismech udinku jednotlivych antibiotik
a vyvoji rezistence odkazujeme na monografii Kréméryho aj.
(1978).

Vysoké osidleni stfevni mikrofléry, masa i Zivotniho prostfedi ja-
te€nych zvifat multirezistentnimi kmeny vytvari akutni nebezpeci pre-
nosu rezistence na patogenni kmeny.

. II. Celkovy prehled rezistence a jeji transferability u kment izolovanych z jateénych
telat a z prostfedi jejich chovi — An over-all survey of resistance and its trans-
ferability in strains isolated from slaughter calves and from the environment in
which they were kept

Pocet kmenii
transferujicich (%)*)
Druh 5 C .0
materidlu B EEN
g g 532
B s &< celkem E. coli Ky, 185 Nx | E. coli K;, IHE Nx
g2 2, §
7] > =1
1 stfevo 62 62 (100) | 27 (43) 17 27 25 (40)
2 maso 104 95 (91)| 39 (41) 16 amn 39 (41)
3 stéry-maso 107 97 (91)| 26 27 13 (13) 25 (26)
4 stéry-stdj 23 22 (96) 4 (18) 4 (18) 4 (18)
Celkem 296 | 276 (93)| 96 (35) 50 (18) 93 (34)

*) = procento vypodteno z potu vysetfenych kment v kazdé skupiné
+) = procento vypocteno z poctu rezistentnich kment v kazdé skupiné

35 0% v3ech rezistentnich kmend@ bylo darci R plazmidé. V jednotli-
vych skupinadch (tab. II) se darcovskd schopnost testovanych kment
bez ohledu na druh recipienta pohybovala od 18 % (stéry-stdj) do 43 %
(stfevni kmeny). Podrobnéjsi analyza uk&zala, Ze ze dvou pouZitych re-
cipientli byl zfeteln& lepsim akceptorem laboratorni kmen E. coli Ki2
IHE Nx, ktery pfijal plazmidy od 34 % donorovych kmenti. Recipientni
schopnost kmene E. coli Kiz 185 Nx byla signifikantné nlzsi (pri P =
= 0,01) s pfijmem plazmidd 18 %.

Nejvy$si procento transferability bylo zjisténo u kmend E. coli
(43 %), dale néasledovaly species Klebsiella (30 %), Hafnia (28 %),
Enterobacter (18 %) a Citrobacter (15 %). U ostatnich species nebyl za-
znamendan pfenos R plazmidid. Mezi jednotlivymi skupinami jsou mensi
nevyznamné odchylky.

Z 21 zjisténého typu (vzoru) rezistence byly mezi prvnimi tfemi
nejfrekventovanéj$imi: monorezistentni typ Tc, ddle komplexné&jsi typy
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III. Analyza spekter rezistence a jejich transferability u sledovaného souboru gramnegativnich kmenu bez ohledu na jejich pu-
vod a rodovou prislusnost — An analysis of resistance spectra and their transferability in the examined set of gram-negative
strains, irrespective of their origin and genus to which they belonged

Kmeny Spektrum transferujicich R plazmidi
Spektrum donort ez .
stotnt | Fosabibat (%) E. coli K;, 185 Nx kment (%) E. coli K, IHE Nx kment (%)
1. Tc 60 28 47) Tc (11x) 11 (18) Tc 28x) 28 47
2.Sm Tc Su 36 14 39 Tc ( 8x) 10 (28) Tc (10x) 14 39
SmTcSu (2x) SmTcSu (4x) ’
3. Tc Am 34 12 (35) Am ( 8x) 9 (26) Am 5%) 11 (32)
Tc (1x) TcAm (4x)
| Te ( 2x)
4. SmCmTc Su 28 3 (11) CmTcSu (2x%) 3 (11) SmCmSu (1x) 2 ()]
CmSu (1x) CmTcSu (1x)
5.Sm Tc AmSu 26 12 46) | Am ( 3%) 4 (15 | Am (4x) | 11 42
Tc (1x) SmTcSu C2i%)
SmSu (2x)
SmTcAmSu (1x)
TcAm (1x)
Tc ( 1x)
6. Am 22 2 (9 Am (1x) 1 (4 Am (2x) 2 (9
7. SmCmTc AmSu 16 13 (81) Am (2x) 6 37 CmTcAmSu (4x) 13 (81)
CmTcAm (2x) SmCmTcAmSu ( 3 %)
CmTcSu (1x) CmTcSu (2x)
TcAm (1x) CmTcAm (1x)
TcAm (2x)
Am (1x)
8.Sm Tc 14 4 (29) Tc C2x) 2 (14) Tc (4x) 4 (29)
9.Sm Tc¢ Am 9 3 33) SmTcAm (1x) 2 (22) SmTcAm (24) 3 (3
Am C 1x) Tc (1x)
10. AmSu 7 0
11, Tc AmSu 6 1 Tc (1x) 1 TcAm (1x) 1
12. CmTc AmSu 3 3 Tc (1x) 1 CmTcAmSu (1x) 3
Am (1x)
Tc ¢ 1x)
13. SmCmTc Am 3 1 0 Am (1x) 1
14. Tc Su 3 0
15. Sm Am 2 0
16. KnAm 2 0
17.Sm  TcKnAmSu 1 0
18. Sm TcKnAm 1 0
19. TcKnAm 1 0
20. Sm KnAm 1 0
21. Sm Kn Su 1 0
21 typ (spektrum) 276 96 35) 50  (18) 93 (33




SmTcSu a TcAm (tab. III). Tyto typy vykazovaly transferabilitu 35 aZ
47 %. Dalsi monorezistentni typ Am se co do frekvence umistil aZ na
3estém misté a vykazoval nizky stupeii transferability (9 %), coZ bylo
zpusobeno tim, Ze u prevdzné vétSiny kmenl se jednalo o rezistenci
chromozomovou, kterd ma niZz8i fenotypové vyjadfeni neZ plazmidova.
Am determinant byl v8ak prenaSen také jako soucldst komplexnéjSich
typt. ’

Ze dvou nejCastéji se vyskytujicich komplexnich typlt rezistence
donorovych kment, a to SmCmTcAmSu (16) a SmTcAmSu (26 kmenti),
byl zaznamenén transfer dvou az CtyfF, resp. Sesti riznych typl plazmi-
di, vétSinou jednodussich (tab. III). Transfer homologniho typu se
u téchto kmeni vyskytl ojedinéle, a to pouze u recipienta E. coli IHE Nx.
Tyto vysledky ukazuji, Ze na tseku prvovyroby masa je z komplexnich

1V. Donorové typy rezistence pro jednoduché transferované R plazmidy — The donor
types of resistance for simple transferred R plasmids

TR plmia” | Brelry | ot Donorovy typ Poget
Tc 185 Nx 25 Te 11
Sm Su 8
Sm Tc 2
Tc Am 1
Sm Tc AmSu 1
Tc AmSu 1
CmTc AmSu 1
IHE Nx 47 Té 28
Sm Tc Su 10
Sm Tc 4
Tc Am 2
Sm Tc AmSu 1
Sm Tc¢ Am 1
CmTc AmSu 1
Am 185 Nx 15 Tc Am 8
Sm Tc¢ AmSu 3
SmCmTc AmSu 2
Am 1
Sm Tc¢ Am 1
IHE Nx 14 Tc Am 5
Sm Tc¢ AmSu 4
Am 2
SmCmTc AmSu 1
SmCmTc Am 1
CmTc AmSu 1
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donorovych kmeni transferovdno vétSinou vice typl jednodu$Sich, na
rozdil od kmeniti humaéannich, izolovanych z klinického materialu, kde
prevladal transfer homologniho typu (Bohus§ a Kultan, 1975).
Ve spektrech transferujicich R plazmidi pFfevlddaly u obou recipien-
ti determinanty Tc a Am, z toho ve vétSiné pripadd jako samostatné
markery a jen v 21 aZ 36 % pripad ve vice ¢i méné& komplexné&jsich
typech. Pouze u recipienta E. coli IHE Nx se situace ve vyskytu determi-

v oaws

nantu Am vyvinula ve prospéch komplexné&jsich typa (58 % proti 42 % ).
Déle jsme sledovali donorové typy rezistence pro dva jednoduché
R plazmidy (tab. IV). Plazmidy Tc a Am byly transferované ve 40 aZ

v

93 % piipadi ze $esti, resp. &tyF aZ p&ti komplexn&jsich typh. Tato segre-
gace pfispéla k Siroké paleté spekter rezistence, zjist€né ve vSech Cty-
rfech skupindch kmeni.

Pozitivni produkci kolicinti vykdzalo plnych 20 % R* kment E. coli.
Nejlépe se nam jevil indikatorovy kmen ¢, kmeny ROW a E. coli Ki2 185
byly prokazatelné méné citlivé.

Vysledky na3i prace dokazuji vysoky podil plazmidové rezistence na
celkové rezistenci kmeni izolovanych v prvovyrobé masa a potravin Zi-
voCiSného pitivodu a dokumentuji tak vyznam velkochovi zvifat jako

~ o

zdroji vyZivy pro lidskou populaci na vzniku a $ifeni R* kment, i kdyZ
ani podil zdravotnictvi v tomto ohledu, jak dokazuji huméanni prameny,
neni zanedbatelny.

Za poskytnuti recipientnich kmenu dékujeme RNDr. J. Bohusovi, CSc,
z OHES Liptovsky Mikula§ a MUDr. F. Vymolovi z IHE Praha, za detekéni
kmeny ¢ a ROW pro uréovani kolicinogenity doc. MUDr. J. Smardovi, CSc,
z LF UJEP Brno a za technickou spolupraci s. J. Vyhnalkové a E. Urba-
noveé,
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MAJIMKOBA, M. — MATHAI, 3. (HayuHo-uccienoBaTensCKMil MHCTHTYT BeTepuHapum, BpHo):
Ananus ycroiuusocTH M ee TpaHcPepabHMaABHOCTH B MHKpPOodrOope B NEPBHYHOM MSACHOM IIPOM3BON-
cree. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 615-622.

Y G- mraMMOB, H30JHPOBAaHHLIX B NIEPBMYHOM MSCHOM npoussoxcrse mo Merony BOLYIUA (1974),
OmpeNenAny CHEKTPHl yCTOMYMBOCTM M HX TpaHcdepabunsHocts. Wa mrammo 939/, oxasanucs
ycTpoitumseiMu, B ToM umcie 650y Myasrupesucrentmeix. Cpemm ycrpoitumseix mrammon 35 9/,
6p110 noHopoB R muasmunos. M3 nByx MCIONB30BAaHHBIX PEIMIIHEHTOB 3HAYMMO JIY4IIMM aKLenTo-
pom 6ern naboparopusii mramM E. coli ITHE Nx. HMs 21 crexrpa yCTOHYMBOCTH CaMble 4acThle:
Tec, SmTeSu u TcAm. Has 2 caMbix uaCTEIX KOMIIIEKCHBIX THIIOB YCTOHMYHMBOCTH IOHOPOBBIX
mrammoB SmCmTecAmSu n SmTcAmSu ormeuer TpaHcdep 2 — 4-x uaum 6-TH pasHEIX
THIIOB TJAa3MMIOB, KaKk INpPaBHJO, YNpOUIeHHbX. B cmexkrpax Tpadchepupyomux R naasMunos
mpeo6nananu nerepMuHaHTEl TC ¥ AmM, B TOM uHMClIe M KaK CaMOCTOATENbHEIE MapKephl B 60Jn-
urMHCTBe cayuyaes, gumb B 21 —369/ cayuaes — B 6olee KOMIJEKCHBIX THUMax.

R nnasMumel; mepeHOCHas yYCTOMYMBOCT; KOJMIIMHOTEHHOCTh; AaHTHOMOTHKM; CyJIbHOHAMMIELI;
G- MHKpOOPraHM3MEI

MALIKOVA, M. — MATYAS, Z. (Veterinary Research Institute, Brno): Analysis of
Resistance and its Transferability in Microflora from Primary Meat Production. Vel.
Med., Praha, 24, 1979 (10) : 615-622.

Resistance spectra and their transferability were studied in G- strains isolated from
the primary production of meat by the method after Bohus (1974). Out of the
set of strains, 93 9/, were resistant, and out of these, 659, were multiresistant. Thirty-
-five per cent of the resistant strains were R plasmid donors. Of the two recipients,
the laboratory strain of E. coli IHE Nx was significantly better. Among the 21 deter-
mined resistance spectra, the following were the most frequent: Tc, SmTcSu, and
TcAm. Transfer of two to four, or even six, different plasmid types, mostly simple,
was recorded from the two most frequent complex types of donor strain resistance:
SmCmTcAmSu and SmTcAmSu. The determinants Tc and Am prevailed in the
spectra of the transferring R. plasmids, mostly as separate markers and only in 21
te 36 9, of cases in more complex types.

R plasmids; transferable resistance: colicinogenicity; antibiotics; sulphonamides; G-
micro-organisms
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LECBA HOSPODARSKYCH ZVIRAT ZASAZENYCH ALKYLFOSFATY

J. Benes, J. HruSovsky, M. Proksova

BENES, J. — HRUSOVSKY, J. — PROKSOVA, M. (Vojensky vyzkumny veteri-
narni ustav, Praha): Lécéba hospoddiskych zvirat zasaZenych alkylfosfdty. Vet.
Med., Praha, 24, 1979 (10) : 623-632.

Sledovali jsme u oveci mozZnost terapeutického zasahu po parenteraini (intra-
muskularni) intoxikaci EDMM (0-etyl-S-2-dimetylaminoetylester kyseliny me-
tyltiofosforité) a EDIM (0-etyl-S-2-diisopropylaminoetylester kyseliny metyltio-
fosforité). Terapie byla v obou pripadech intoxikace systémem anticholinergi-
kum a reaktivator cholinesterazy, a to jednorazové, v ¢ase maximadalniho roz-
voje manifestnich klinickych priznakt otravy a maximadlni inhibice jak erytro-
cytarni (AChE, E.C.3.1.1.7.), tak plazmatické (BChE, E.C.3.1.1.8.) cholinesterazy.
Optimalni terapeuticky systém vyzaduje aplikaci 20,0 mg atropinu s.c. pro toto
a 10,0 mg trimedoximu na kg Z h. i. ». Uvedeny systém byl v obou piipadech
otrav ddvkami = LDso pfi i. m. brané vstupu noxy jednoznaéné efektivni. Pri
jednorazovém pouziti bez ohledu na vys$i davek pouzitych farmak nezarucuje
systém preziti po prijmu davek anticholinesterazik vyssich LDso.

alkylfosfaty; cholinesteraza; ovce

Mezi nejtoxi¢téjsi slouceniny pro savce (vCetné Clovéka) patfi niz-
komolekuldrni syntetické slou€eniny, zahrnujici alkylfosfaty, karbamé-
ty, bicyklické fosfaty a polyhalogendibenzodioxiny.

V praci srovnavame moznosti teraupetického zdsahu na modelu hos-
podéairského zvifete — ovci — pokusné intramuskuldrné intoxikovaného
0-etyl-S-2-dimetylaminoetylesterem kyseliny metyltiofosforité (EDMM)
a 0O-etyl-S-2-diisopropylaminoetylesterem Kkyseliny metyltiofosforité
(EDIM).

Pro terapeutické zasahy u objektu zasazenych EDIM vyplynulo na zakladé
praci Sidella a Groffa (1974), Ze komplex EDIM-enzym cholinesteraza je
reaktivovatelny, poloc¢as ageingu poskytuje dostate¢ny prostor i pro veterinarné te-
rapeuticka opatreni. Nutnost kombinace anticholinergika a reaktivatoru cholineste-
razy je obecné platna i pro ptripad EDIM.,

MATERIAL A METODY

STANOVENTI i. m. TOXICITY EDMM, RESP. EDIM

Jak v pripadé EDMM, tak EDIM jsme postupovali metodou podle Weilové
(1952). Pouzili jsme ovce merino nebo kfizeného typu, vesmés samié¢iho pohlavi,
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zivda hmotnost se pohybovala mezi 30 az 50 kg. LDso (2 h) pro EDMM, stanovena
celkem na 24 ovcich (étyfi skupiny po Sesti jedincich), méla hodnotu 8,35 (7,03—
—9,95) ug kg-! z. h, pro EDIM na stejném poétu experimentalnich zvirat ma i. m.
LDso (2 h) hodnotu 8,66 (7,68—9,75) ug kg-1 Z h. (Bened aj., 1978). Zjisténé LDso
pro obé noxy byly aplikovany pokusnym zvifatim pro vlastni terapeutické pokusy.

TERAPEUTICKY SYSTEM

Zasadou praktikovanou pri terapeutickém zasahu u ovei intoxikovanych jak
EDMM (Bene$§ aj., 1976), tak EDIM, byla aplikace antidot v maximalnim stadiu
rozvoje Klinickych priznakt intoxikace (vystupnované jak muskarinové, tak nikoti-
nové priznaky). Jako antidot bylo pouzito z anticholinergik atropinu, a to jednak
ve smési TMB-4 compos. Spofa (odpovidajici davka 0,08 mg kg-! Z h. i. v.), dale
1,19, atropin Spofa ad usum veter. (vesmés 20,0 mg pro toto s. c.). Z reaktivatora
cholinesterazy byl v naSich technickych usporadanich pokust pouzivan trimedoxim,
a to v davee 10,0 mg kg-1! Z h. i. v. (TMB-4 compos. Spofa).

STANOVENI AKTIVITY CHOLINESTERAZY

Krev pro stanoveni erytrocytarni acetylcholinesterazy (AChE, E.C.3.1.1.7.)
a plazmatické butyrylcholinesterazy (BChE, E.C.3.1.1.8.) jsme odebirali z ». jugularis
v. intervalech tésné pred aplikaci noxy (C) a dale za 15 minut, tésné pred terapii
(60. minuta pri intoxikaci EDMM, 30. minuta pri intoxikaci EDIM), potom za 15
minut po 1é¢bé (tzn. v 75. minuté u EDMM, ve 45. minuté u EDIM); dalsi c¢asové
intervaly, ve kterych jsme sledovali aktivity AChE a BChE, byly 90, 120 minut,
4, 6, 24, 48, 72 hodiny, 7., 14., 21., 28, event. 35. den po otravé a 1é¢bé.

Aktivita erytrocytarni acetylcholinesterdzy (AChE) i plazmatické butyrylcho-
linesterdzy (BChE) byla stanovovana, zejména pro srovnatelnost s nasimi drivéjs$imi
vysledky (Bene$§ aj., 1976), z nichZ jsme bezprostfedné vychazeli, metodou podle
Tulacha (1958) s tim rozdilem, Ze jsme plazmu fedili v poméru 1:2 0,8%, chlo-
ridem sodnym, erytrocytarni suspenzi v poméru 1 :5 0,019, éerstvym roztokem sapo-
ninu. Inkubac¢ni doba trvala 30 minut pri teploté 37°C v Dubnoffové. shakeru (60
kyva za min.). Aktivitu enzymu jsme vyjadfovali v uMol hydrolyzovaného sub-
stratu za 30 minut pfi teploté 37 °C na ml plazmy, resp. erytrocytu.

U vSech experimentdlnich ovei jsme sledovali klinicky pribéh otravy a léchy.

Vysledky jsme statisticky vyhodnocovali Studentovym t-testem.

VYSLEDKY

Doba latence po intoxikaci i. m. LDso EDMM (8,35 ug noxy na kg
Z. h.) se pohybovala mezi 30 aZ 40 minutami. Klinické pfiznaky se po
uplynuti doby latence projevovaly mezi 40. aZ 60. minutou po aplikaci
noxy serozni salivaci, tremorem svalovych partii v kaudalnich oblastech
s postupnym prechodem na veSkeré svalové partie, zvySenou tepovou
i dechovou frekvenci; za 60 minut po aplikaci se ovce vesmés neudrzely
na vlastnich nohou, zachvacovaly je tonicko-klonické krece; ihned po
odbéru krve pro stanoveni aktivity AChE a BChE jsme intraven6zné apli-
kovali antinodum; témér ihned po dostfiknuti TMB-4 compos. Spofa do-
Slo k relaxaci spasmi, k tpravé tepové i dechové frekvence, za 75 az
90 minut stdla pokusné zvifata opét na vlastnich nohou. Do Sesti hodin
jiZ nebyly klinické pfiznaky otravy zfejmé, u ovci se projevovala bézna
chut k Zradlu.

U skupiny t¥i paralelné intoxikovanych, ale nelééenych ovci doslo
k maximdalnimu rozvoji nikotinovych pfiznakd mezi 90. az 120. minutou
po otravé, priznaky doznivaly mezi 6. aZ 12. hodinou. Jedna ovce exito-
vala za sedm hodin po aplikaci noxy, patologicko-anatomicky obraz byl
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1. Vliv i. v. podaného TMB-4 compos. SPOFA na aktivitu erytrocytarni AChE (E.C.
3.1.1.7) u ovei intoxikovanych i. m. LDso EDMM — The effect of intravenously ad-
ministered TMB-4 compos. SPOFA on the activity of erythrocytic AChE (E.C.3.1.1.7))
on sheep intoxicated intramuscularly with LDso of EDMM

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

C 29,13 0,41 - 6
15 min. 6,97 1,70 <0,001 6
30 3,48 0,60 0,001 6
60 3,13 0,52 0,001 6
75 min. (1é¢.) 26,27 2,10 0,001 6
75 (nelég.) 2,09 1,01 - 3
90 (1e¢.) 26,24 2,20 0,001 6
90  (neléd) 4,22 0,95 — 3
120 (168.) 27,17 1,65 0,001 6
120 (neléc.) 5,69 1,60 — 3
6 hod. (lé¢.) 27,35 1,72 0,001 6

6 (neléé.) 6,21 1,65 - 3
24 (1é¢.) 28,70 0,52 0,05 6
24 (nelég.) 24,00 N — 2
48 (le¢.) 28,36 0,10 — 6
48 (nelég.) 27,30 2= - 2
72 (1€¢.) 29,25 0,10 — 6
72 (neléc.) 28,53 — — 2

Poznamka: aktivita AChE vesmés uvedena v zMol za 30 min. pfi teploté 37 °C ml—
+ S. D. — standardni odchylka
n — pocet pouzitych zvifat

vyslovené bionegativni. Za 24 hodiny po intoxikaci byly klinické para-
metry u zbyvajicich nelé€enych ovci na fyziologické hladiné.

Statistické vyhodnoceni aktivit sledovanych enzymi po LDso EDMM
i. m. je zachyceno v tab. I a II, grafické vyjadreni anticholinergni a re-
aktivacni schopnosti TMB-4 compos. Spofa uvadi obr. 1.

Inhibice obou enzymii do aplikace antidotni smési se projevuje jiZ
za 15 minut po aplikaci anticholinesterasika (p < 0,001, 76% inhibice).
V dobé intravenozniho podani TMB-4 compos. jsou jak AChE, tak BChE
inhibovany asi z 89 % (vesmé&s p < 0,001). Za 75 minut po intoxikaci
(15 minut po podéani antidota) je u lé¢enych ovci pouze 9,5% inhibice
AChE, BChE je jesté z cca 31 % inhibovéana.

Ve srovnani s neléCenymi ovcemi jsou tyto hodnoty vysoce signi-
fikantni (p < 0,001). Signifikantni diference mezi 1éCenymi a neléceny-
mi ovcemi pfetrvava 24. hodinu (p < 0,05—0,001). Za 48 hodin lze ho-
vofit o vyrovnani aktivit u obou skupin sledovanych ovci, i kdyZ BChE
je jesté z cca 30 % inhibovana v obou pfipadech, AChE pouze z cca
2,5 % rovnéZ v obou pFipadech.

Aktivita plazmatického enzymu se u léCenych i nelécenych ovci ne-
upravuje ani po 72 hodinéach, zatimco jak pfFirozend, tak terapeuticky
ovlivnénd reaktivace acetylcholinesterdzy je témér Gplna.

Latence po intoxikaci i. m. LDso EDIM trvala primérné 25 minut, po-
tom prudce nastupovaly muskarinové a v tésné nédvaznosti nikotinové

VETERINARN! MEDICINA — 1979 625



II. Vliv i. ». podaného TMB-4 compos. SPOFA na aktivitu plazmatické BChE (E.C.
3.1.1.8) u ovei intoxikovanych i. m. LDso EDMM — The effect of intravenously ad-
ministered TMB-4 compos. SPOFA on the activity of plasma BChE (E.C.3.1.1.8.) in
sheep intoxicated intramuscularly with LDso of EDMM

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

(] 6,796 0,36 — 6
15 min. 1,108 0,24 <0,001 .6
30 0,713 0,26 0,001 6
60 0,792 0,17 0,001 6
75 min. (1&&.) 4,683 0,47 0,001 6
75 (neléd.) 0,170 0,09 — 3
90 (1&¢.) 4,610 0,41 0,001 6
90 (neléc.) 0,583 0,34 — 3
120 (lée.) 4,816 0,37 0,001 6
120 - (neléd.) 0,486 0,36 — 3
6 hod. (1é2.) 5,325 0,37 0,001 6

6 (nelég.) 0,486 0,36 — 3
24 (168.) 5,156 0,14 0,05 6
24 (neléd.) 2,765 = - 2
48 (1&¢.) 4,740 0,17 — 6
48 (neléc.) 4,000 - - 2
72 (ée.) 5,340 0,36 — 6
72 (nelég.) 5,675 — - 2

Pozndmka: aktivita BChE vesmés uvedena v #Mol za 30 min. pfi teploté 37 °C ml—?
+ 8. D. — standardni odchylka
— podet pouzitych zvifat
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1. Reaktivaéni ucinek
i. v. podaného TMB-4
compos. SPOFA (10,0 mg
kg-1 Z. v.) u ovci into-
xikovanych i. m. EDMM
(LDso na kg 2z h) —
The reactivating action
of intravenously admi-
nistered TMB-4 compos.
SPOFA (10.0 mg per kg
. w.) in sheep intoxi-
cated intramuscularly
with EDMM (LDso per
kg 1. w.)

priznaky. Lécbu jsme zdsadn€ zavadéli v dobé maximadlniho rozvoje kli-
nickych priznak, tzn. ve 30. minuté, kdy byl priibéh otravy z prognostic-
kého hlediska vyslovené nepriznivy. Ovce vesmeés leZely, mély tézké io-

nicko-klonické kfrecCe, zcela povrchni

dech, maximéln& vystupiiované

vSechny charakteristické muskarinové priznaky. Po terapii se za tfi az pst
minut jednoznac¢né prohluboval dech, po deseti aZ patnacti minutdch do
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chazelo k vyraznym projeviim atropinizace (mydriasis, paralyza salivace],
po 15 minutdch ovce reagovaly na zevni podnéty, nejpozdé&ji za 30 minut
byly s to udrZet se na vlastnich nohou. Mezi 120. minutou aZ c¢tvrtou
hodinou po otravé a lécb& byla znacné alternovdna dechova i tepova
frekvence (hyperpnoe, tachykardie), persistovaly tfesy, po Sesti hodi-
nédch u Sesti kust i tyto pFiznaky postupné mizely, za 24 hodiny byla
u dvou z osmi pokusnych zvifat pozorovédna inapetence a zvySena re-
aktibilita, ostatnich Sest pokusnych kusiti nevykazovalo v tomto ¢asovém
intervalu po otravé a 1éc¢hé zjevné klinické zmény.

III. Aktivita erytrocytdrni acetylcholinesterazy (AChE, E.C.3.1.1.7.) u ovei i. m. in-
toxikovanych EDIM v davce = LDso a paralelné lééenych smeési trimedoximu a atro-
pinu (TMB-4 v davce 10,0 mg kg-1 Z h. i. v, atropin 0,08 mg kg-! Z h. i. v. +
+ 20,0 mg s. ¢. pro toto) v intervalu 30 minut po otravé — The activity of erythro-
cytic acetyl cholinesterase (AChE, E.C.3.1.1.7.) in sheep intoxicated intramuscularly
with EDIM at a dose = LDs0 and parallelly treated with a mixture of trimedoxim
and atropine (TMB-4 at a dose of 10.0 mg per kg 1. w. i. »., atropine 0.08 mg per kg
1. w, i. v. + 20.0 s. c. pro toto) within a 30-minute interval after poisoning

Interval ACHhE (%) +8.D. ? n
C 28,251 0,439 - 8
15 min. 5,255 1,005 <0,001 8
30 3,248 0,198 0,001 8
Terapie
45 min. 22,708 1,258 0,001 8
60 20,358 0,950 0,001 8
90 14,663 1,510 0,001 8
120 12,697 1,430 0,001 8
4 hod. 11,444 1,285 0,001 8
6 10,240 1,796 0,001 8
24 10,122 1,730 0,001 8
48 7,348 2,356 0,001 8
72 9,001 2,292 0,001 8
7. den 14,048 1,787 0,001 8
14. 16,950 1,082 0,001 8
21. 22,653 1,609 0,010 8
28. 26,631 1,321 — 8
35. 28,245 1,162 - 4

Poznédmka: aktivita AChE vesmés uvedena v uMol za 30 min pfi teploté 37 °C ml—?
+8S. D. — standardni odchylka
n — pocet pouzitych zvifat

Statistické vyhodnoceni aktivit obou enzymi po LDso EDIM i. m. je
uvedeno v tab. III a IV, procento inhibice AChE a BChE demonstruje
obr. 2.

JiZ za 15 minut, tedy jeSté ve stadiu latence, reprezentuje inhibice
AChE 81 % (p < 0,01), BChE 86 % (p < 0,001), v dob& maximéalniho roz-
voje pFiznakl otravy pak tyto hodnoty se jeSté zvysuji, a to u AChE na
88 %, u plazmatického enzymu rovndZ (p < 0,0001).

Po terapii ndmi uvedenym systémem se jiZ za 15 minut sniZila in-
hibice erytrocytarniho enzymu na 19,6 %, u BChE se reaktivacni efekt
podaného oximu projevil sniZzenim inhibice na 53 %, coz znamena 68%,
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IV. Aktivila plazmatické butyrylcholinesterazy (BChE, E.C.3.1.1.8.) u oveci i. m. in-
toxikovanych EDIM v davce = LDso a paralelné lé¢enych smeési trimedoximu a atro-
pinu (TMB-4 v davce 10,0 mg kg-! Zz h. i. v, atropin 0,08 mg kg-1! z h. i. v. +
+ 20,0 mg 1,19, atropinu s. c. pro toto) v intervalu 30 minut po otravé — The activity
of plasma butyryl cholinesterase (BChE, E.C.3.1.1.8.) in sheep intoxicated intramus-
cularly with EDIM at a dose = LDso and parallelly treated with a mixture of tri-
medoxim and atropine (TMB-4 at a dose of 10.0 mg per kg 1. w. i. v., atropine 0.08
mg per kg 1. w. i. v. + 20.0 mg 1.1%, atropine s. ¢. pro toto) in an interval of 30 mi-
nutes after intoxication

Interval BChE (%) +8S.D. P n
C 5,533 0,354 — 8
15 min. 0,886 0,183 <0,001 8
30 0,676 0,184 0,001 8
Terapie
45 min. 2,613 0,583 0,001 8
60 2,247 0,553 0,001 8
90 1,503 0,249 0,001 8
120 1,067 0,190 0,001 8
4 hod. 1,076 0,161 0,001 8
6 1,238 0,230 0,001 8
24 1,819 0,239 0,001 8
48 1,605 0,272 0,001 8
72 1,860 0,335 0,001 8
7. den 3,106 0,345 0,001 8
14. 3,817 0,205 0,001 8
21. 4,196 0,301 0,01 8
28. 5,298 0,237 = 8
35. 5,757 0,547 — 4

Pozndmka: aktivita BChE vesmés uvedena v xMol za 30 min. pfi teploté 37 °C m~!
+ 8. D. — standardni odchylka
n — pocet pouzitych zvifat

resp. 35% efekt. Vzdpéti oviem, diky relativng nizké uginné hlading
antidota, resp. jeho rychlé eliminaci p¥i soucasné vysoké ucinné hladi-
né anticholinesterdzové noxy, dochdzi k reinhibici obou enzymt, kdyz
za 60 minut po otravé (tedy 30 minut po 1écbé&) je inhibice AChE =
= 22 %, BChE = 59,4 % (vesmés p < 0,001). Tato reinhibiéni maxima
ani v jednom pfipadé nekorespondovala s klinickymi pfiznaky intoxi-
kace. Od 72. hodiny je u obou cholinesteraz zcela evidentni trend k pfri-
rozené obnové aktivity, ovSem jeSté 21. den po otravé a léché je v obou
pripadech statisticky vyznamnéa inhibice (AChE 19,2 %, p < 0,01, BChE
24,2 %, p<0,01). K dplnému obnoveni normélniho zdravotniho stavu
dochazi jak u AChE, tak BChE aZ 26. den po intoxikaci a terapii.

DISKUSE

Doba latence pfi parenteralni intoxikaci EDIM v naSem technickém
usporadani pokusii se pohybovala v zavislosti od vySe pouZité davky
mezi 20 aZ 80 minutami. P¥i stejné brané vstupu u EDIM ¢inil tento in-
terval na stejném experimentalnim modelu — ovci — 15 az 50 minut.
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2. Reaktivaéni uéinek i. v. podaného TMB-4 compos. SPOFA (10,0 mg kg-! Z h.)
u ovei intoxikovanych i. m. EDIM (LDso na kg z h.) — The reactivating action of
intravenously administered TMB-4 compos. SPOFA (10.0 mg per kg 1. w.) in sheep
intoxicated intramuscularly with EDIM (LDso per kg 1. w.)

Klinické projevy intoxikace EDIM u nelédenych ovci se stoupajici
davkovou intenzitou noxy nabyvaly na vyraznosti, a to zejména muska-
rinové priznaky, méné€ jiZ pfiznaky nikotinové. Na rozdil od intoxikace
EDIM nebyla z muskarinovych priznaki tak markantni seromucinézni
salivace, na druhé stran€ byly ve fazi muskarin-like pfiznakii dominant-
ni u EDIM dechové obtiZe, pFedevSim t&zky, Gporny bronchospasmus.
RovnéZz miose byla u men8ich ddavek EDIM patrnd — na rozdil od into-
xikace EDMM. Kampen aj. (1969) tuto skuteCnost sice u EDIM ne-
uvadéji; my jsme vSak stejné jako tito autofi u otrdvenych ovci vyssimi
davkami EDIM registrovali neobvyklou flexi kr¢ni svaloviny. PFechod
z muskarinovych do nikotinovych pfFiznakiéi byl u vy$8Sich ddvek EDIM
velmi prudky, vyraznost tonicko-klonickych kFec¢i zdaleka nebyla tak
typicka jako v pripadé otravy EDMM. Stejné jako byl prudky nastup ma-
nifestnich pFiznakl intoxikace EDIM, tak rychlé bylo i jejich odeznivani.
Zejména prudky néastup pFiznakiti otravy pak znac¢né komplikoval tera-
peuticky zdkrok, vZidyt ve dvou pfFipadech intoxikace EDIM byly po-
kusné objekty jiZ v apnoické fazi.

Na zakladé srovnani hodnot i. m. LDso jak pro EDMM, tak EDIM
na modelu ovce lze konstatovat, Ze neni tedy diametralni rozdil pfi
intramuskularni brané vstupu obou anticholinesterazik v toxicité (EDMM
8,35, EDIM 8,66 ug kg~1 Z. h.).

Pfi¢iny exitu u ovci otravenych jak EDMM, tak EDIM v souvislosti se
stanovovanim LDso (2h, i. m.) byly dany témito faktory: bronchospasmus,
zvySend bronchidlni sekrece, obrna branice a ostatni svaloviny partici-
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pujici v procesu exspiria, resp. inspiria, jakoZ i ochrnuti dechového
centra v medulla oblongata. Podle oCekdvani byl u obou latek patolo-
gicko-anatomicky obraz vysloven& bionegativni.

Z klinicko-diagnostickych testli pfi intoxikacich anticholinesterazo-
vymi latkami ma prioritni vyznam stanoveni aktivit erytrocytdarni (AChE,
E.C.3.1.1.7.) a plazmatické (BChE, E.C.3.1.1.8.) cholinesterdzy. Stanoveni
aktivity AChE je zajisté specifi¢t8jSim testem prFi t&chto otravach nez
depistdaZ BChE, jejiZz aktivita miZe byt ovliviiovana m. j. hepatitidami nej-
riznéjsi etiologie (napf. u ovci i na parazitdrni bazi), cirrhotickymi sta-
vy, mnoha G¢éinnymi chemikaliemi ap. Nepotvrdili jsme vSak nazor Si-
della a Groffa (1974), Ze EDIM inhibuje predev3im AChE a pouze
z 20 % BChE. Pokusy na vice neZ 80 ovcich jednoznaéné potvrdily, jak
vyznamné je z klinicko-diagnostického hlediska stanoveni aktivit obou
cholinesterdz. Test hraje vyznamnou roli: je moZné podle né&j zaujmout
veterindrné hygienické stanovisko (Bene$§ aj., 1973) a urCuje aktual-
nost veterinarné terapeutického opatfeni (Bene$§ aj., 1975, 1976,
1978). Svij vyznam mé nesporné i pro veterindrn& asanacni opatfeni,
zejména pro technologii zpracovani kadaverd uhynulych zvifat pfi in-
toxikacich anticholinesterdzovymi latkami obecn& a EDMM, resp. EDIM
zv14sté, stejné jako pro eventudlni zpracovani konfiskatd potravin
a krmiv jak vegetabilniho, tak ZivociSného plivodu vesmeés kontamino-
vanych uvedenymi noxami.

Jako anticholinergikum jsme v naSich pokusech pouZili pouze atro-
pin, a to jednak ve smé&si TMB-4 compos. Spofa, ddvka 0,08 mg kg-!
7. h. i. v., jednak jako 1,1% atropin ad usum veter. Spofa v davce 20,0 mg
pro toto s. c. Z reaktivatord jsme pouZili pouze trimedoxim (ve smési
TMB-4 compos. Spofa), v davkach 10,0 mg kg~! Z. h. i. v.

Problém, kdy aplikovat antidota, neoddélitelné souvisi s poloca-
sem dealkylace (ageingu), zavislym jednak na chemické struktufe anti-
cholinesterazové noxy, jednak na dobé& jejiho kontaktu s acetylcho-
linesterdzou. Zatimco poloc¢as dealkylace u EDMM byl téméF neomezeny,
resp. latka nedealkylovala nebo dealkylovala zcela pominutelné, u EDIM
jej 1ze podle Sidella a Groffa (1974) vymezit intervalem 24 aZ
48 hodin. V tomto obdobi je dostatecny prostor i pro veterinarni zakrok,
komplex enzym-noxa, i kdyZ moZnéd jenom c¢astecné (20% nikoliv?) je
reaktivovatelny. Tuto moZnost naSe pokusy s pouZitim LDso EDIM na
kg Z. h. i. m. ¢asteCné naznacuji. Na&sS terapeuticky zdkrok v tomto stadiu
pokusii byl jednoznac¢né motivovan snahou uskutecnit jej tehdy, kdy lze
podle trFidicich kritérii formu otravy oznacit jako t&Zkou s infaustni
prognoézou. Klinicky efekt terapie atropinem a trimedoximem byl vcelku
jednoznacné UspésSny, efektivnost 1é¢by je sice okamZitd, ovSem Kkratko-
dobé pusobeni, byt zarucujici preZiti (vyraznéjsi rozhodné u EDIM neZ
u EDMM]), nasvédcéuje, Ze pouZité davky reaktivatoru zajiStuji nizkou
a kratkodobou uéinnou hladinu. Na této skutecnosti se nejspiSe rovnym
dilem podili jednak vysoce Gfinna a persistujici hladina noxy (zejména
EDIM), jednak rychld eliminace trimedoximu. Je evidentni, Ze provéfeni
téchto skuteCnosti musi byt pfedmétem dalSich vyzkumi.

V souvislosti s frekvenci podavani antidot 1ze polemizovat s nazo-
rem Sidella a Groffa (1974) o postacujicim jednordzovém za-
kroku pfFi intoxikacich EDIM. NaSe pokusy na urovni LDso naznacily, Ze
pokud nebude k dispozici protijed depotniho charakteru, bude rozhodné
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vyhodné&jsi opakovana terapie, zvySujici procento preZiti a pfitom ne-
ohroZujici a nekomplikujici vlastni restitu¢ni proces. U ddvek noxy (jak
EDMM, tak EDIM]) vy3Sich LDso je opakovand terapie bezpodminecnou
nutnosti.

Otazka vySe davky pouZitého antidota, zejména reaktivatoru, se po-
dle naSich zkuSenosti ukazuje byt komplikujicim faktorem pouze u ji-
nych reaktivatorii nez je trimedoxim (Bene$ aj., 1978).
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Doslo dne 28. 6. 1978

BEHEII, M. — TPYHIOBCKH, M. — TIPOKIIOBA, M. (Boeuusiit BeTepUHApHBIH HaydHO-
-HCC/IeNIOBATENbCKU I HMHCTUTYT, Ilpara): JledeHHe CenbCKOXO3SHCTBEHHBIX JKHBOTHBIX, IOpakKeH-
upix ankundocparamu. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 623-632.

Y oBen; u3yyasu BOSMOMKHOCTH TepaleBTHYECKOrO BMeIIaTeNsCTBA IIOCIe IapeHTepatbHON (BHYTpH-
MbmeuHo#) uHTOKcHKAnuu  (O-3THa-S-2-nuMeTHnaMuHO3GUpP MeTHATHOPOCHOPHCTON KUCIOTEHI)
u EDIM (O-atun-S-2-auusonponunaMuHoadup MeTundocdopucroit xucaorst). Tepanus B 06omx
ClydasxX WMHTOKCHKAIMM GbIa CHCTEMOM AHTXOJHMHAPTHKYM M DeakTHBATOP XOJMHECTepasbl, NpH-
ueM OﬂHOpaSOBO, B TIEpHOI MAaKCHMaJBHOTO PAa3BHTHA ME.HHQECTHBIX KIHHUYECKUX TIPH3HAKOB
OTpaBJEHHS M MAaKCHMAaJbHOrO TOpMOKeHMs Kak opurponuraoir (AChE, E.C3.1.1.7.), Tak
n mrasmarnveckoit (BChE, E.C.3.1.1.8) xonunecrepas. OnTEMansHas TepaneBTHYECKas CHCTEMa
Tpebyer mpumenenus 20,0 Mr artponuHa B ofmem moxkoxkHo ¥ 10,0 Mr TpuMenOKCHHA BHYTpH-
BeHHO Ha 1 kr xuBoro Beca. IIpmBenenHas cucreMa B OGOMX ciyuasx oTpaBieHmit nosamu = LD3p
TIpM  BHYTPUMBIINEYHOM BBENeHHH INaTOreHa OKasajach ONHO3HauHO adexrusnoir. Ilpu onuopa-
30BOM MCIOJb30BaHMM Ges yuera pasMepa 103 NPUMEHEHHBIX JIEKApCTB CHCTeMa He TapaHTHpyeT
BEDKMBaHHeE TI0CJe TpHeMa 03 aHTHXOJMHACcTepassl, Gospme LDso0.

anxuadocdarer; XONMMHACTepasa; OBLA

BENES, J. — HRUSOVSKY, M. — PROKSOVA, M. (Military Veterinary Research
Institute, Praha): The Therapy of Farm Animals Affected by Alkylphosphates. Vet.
Med., Praha, 24, 1979 (10) : 623-632.

Sheep were studied for the possibility of treatment after parenteral (intramuscular)
intoxication with EDMM (methylthiophosphorous acid 0-ethyl-S-2-dimethylamino-
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ethylester) and with EDIM (methylthiophosphorous acid 0-ethyl-S-2-diisopropyl-
aminoethylester). In both cases of intoxication, the therapy was based on a system
of an anticholinergic and cholinesterase reactivator administered singly at a time
of the maximum development of the clinical signs of poisoning and maximum in-
hibition of both erythrocytic (AChE, E.C.3.1.1.7.) and plasma (BChE, E.C.3.1.1.8)
cholinesterase. The optimum therapeutic system requires the administration of
20.0 mg atropine s. c¢. pro toto and 10.0 mg trimedoxim per kg 1. w. i. v. In both
cases of poisoning with doses = LDso in i. m. administration, the mentioned system
was actually positive. In a single administration irrespective of the doses of the
used drugs, the system does not guarantee survival after ingestion of anticholin-
esterasic doses above LDs0.

alkylphosphates; cholinesterase; sheep

BENES, J. — HRUSOVSKY, J. — PROKSOVA, M. (Veterindre Militdrforschungs-
anstalt, Praha): Therapie der mit Alkylphosphaten intoxizierten landwirtschaftlichen
Nutztiere. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 623-632.

Wir untersuchten bei Schafen die Moglichkeit eines therapeutischen Eingriffs nach
parenteraler (intramuskuldrer) EDMM-Intoxikation (0-Athyl-S-2-Dimethylamino-
dthylester der Methyl-thiophosphorigen Siure), sowie EDIM-Intoxikation (0-Athyl-
-S-2-Diisopropylaminodthylester der Methylthiophosphorigen S&dure). In beiden In-
toxikationsfédllen bestand die Therapie in einem System des Anticholinergikums und
Cholinesterase-Reaktivators, und zwar einmalig in der Zeitperiode der maximalen
Entwicklung der manifestierenden Kklinischen Vergiftungssymptome und der maxi-
malen sowohl erythrozitiren (AChE, E.C.3.1.1.7.), als auch plasmatischen (BChE,
E.C.3.1.1.8.) Cholinesterase-Inhibition. Das optimale therapeutische System erfordert
eine Applikation von 20,0 mg Atropin s. ¢. pro toto und 10,0 mg Trimedoxim je kg
Lebendmasse i. v. Das angefiihrte System war in beiden Intoxikationsfidllen mit
Dosen von LDso bei i. m. Eindringen der Noxe eindeutig effektiv. Bei einmaliger
Anwendung sichert das System ohne Riicksicht auf die Hohe der benutzten Phar-
maka-Dosen das Uberleben nach Aufnahme der hoheren LDso-Dosen der Anticho-
linesterasika nicht.

Alkylphosphate; Cholinesterase; Schafe
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MVDr. Jifti Bene§, CSc., doc. MVDr. Jozef Hru8ovsky, DrSc, PhMr. Milena
ProkSova, Vojensky veterinarni vyzkumny ustav, 150 06 Praha - Motol
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DISEMINOVANA ASPERGILOZA POTAPLICE

O. Ditrich, M. Otcéenasek, M. Veselsky, P. Koubek

DITRICH, O. — OTCENASEK, M. — VESELSKY, M. — KOUBEK, P. (Parazi-
tologicky ustav CSAV, Praha; Statni veterinarni ustav, Pardubice; Prirodové-
decka fakulta UJEP, Brno): Diseminovand aspergiléza potdplice. Vet. Med.,
Praha, 24, 1979 (10) : 633-639.

Autofi popisuji pripad generalizované mykozy potaplice druhu Gavia arctica,
vyvolané houbou Aspergillus fumigatus. Rozsah postiZzeni vedl zcela nepochybné
k smrti ptaka. Podrobné uvadéji mykologickou charakteristiku invadujiciho
agens a popis histopatologickych zmén v primdarné postizeném organu — v pli-
cich. V praci je dale uveden prehled radu volné zijicich ptakt i ptaka cho-
vanych v zajeti, u kterych byla dosud diagnostikovana aspergildza.

potaplice; aspergiloza; Aspergillus fumigatus

Aspergiléza dychacich orgdniti je pomérné castym onemocnénim
ptakd, rozSifenym kosmopolitné. NejvétSi mnoZstvi literarnich uadajt se
tyka aspergilézy vodnich ptadkli. Zin k1 aj. (1977) se domnivaji, Ze ten-
to stav je pouze odrazem skutec¢nosti, Ze je vice pfileZitosti k vySetfovani
vodnich ptdkt jakoZto lovné zvéfe. Beer (1963) shrnuje prace riaz-
nych autori a uvadi pFehled mykologického vySetfeni vice neZ 14 000
pitvanych ptakli volné Zijicich i chovanych v zajeti. Na zdkladé& tohoto
prehledu lze usuzovat, Ze aspergil6zou jsou prece jen postihovani pre-
vazné vodni ptaci Fadt Sphenisciformes, Anseriformes a Charadrii-
formes.

Spektrum ptaéich druht, u kterych byla aspergiléza prokazana, je znac¢né Siroké.
Dosavadni udaje shrnujeme v prehledu, usporadaném podle ptaéich radu: Struthio-
niformes (Olson, 1969), Rheiformes (Saéz, 1965), Podicipediformes (Saéz,
1965), Sphenisciformes (Campebell, 1972; Finnes, 1962; Khan aj, 1977:
Saéz 1965 1966; Olson, 1969), Pelecaniformes (Saéz, 1965), Phoenicopterifor-
mes (Olson, 1969; Saéz, 1965, 1966), Anseriformes (Beer, 1963; Eisengar-
ten aj., 1977; Hubben, 1958; Kardevan a Palyusik, 1967; Keymer,
1958; Olson, 1969; Palyusik a Kardevan, 1967; Saéz, 1965, 1966; Trao -
re a Gidel, 1966), Falconiformes (Keymer, 1958), Galliformes (Fragner
aj., 1974, 1975; Hubben, 1958; Keymer, 1958; Knudson a Meinecke,
1972; Olson, 1969), Gruiformes (Saéz, 1966), Charadriiformes (Beer, 1963;
Davis a Coclung, 1940; Poulding, 1952; Jennings a Soulsby, 1958;
Mec Diarmid, 1955; Olson, 1969), Columbiformes (Mc Diarmid, 1955;
Olson, 1969), Psitaciformes (Eisengarten aj., 1977; Kaplan aj. 1975), Stri-
giformes (Wobeser a Saunders, 1975), Passeriformes (Clark, 1960; Ei-
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Anseriform.es
Anseriform.es

sengarten aj, 1977; Keymer, 1958; Mc Diarmid, 1955; Olson, 1969;
Zinkl aj., 1977).

Znacéna cast téchto udaju popisuje aspergilézu domestikovanych ptaka (kurata,
kachnata, krocani) a ptaka chovanych v zajeti (papousci, kanafi, exoti¢ti ptaci
v z00). V téchto pripadech muZe dojit k decimovani chovi dribeZe (Fragner
aj.,, 1875; Kardevana Palyusik, 1967; Palyusik a Kardevan, 1967;
Traore a Gidel, 1966) nebo importovanych exotickych ptdkd (Campebell,
1972; Finnes, 1962; Kaplan aj, 1975; Khan aj., 1977). Je popisovan i pripad,
kdy aspergilézou uhynuli ptaci vystaveni na vystavé exotického ptactva (Eisen-
garten aj., 1977). Ve volné prirodé se vyskytuji pouze izolované pripady onemoc-
néni aspergilézou, vyjimeéné jsou vSak popisovany i enzoocie (Zinkl aj., 1977;
Corvus brachyrhynchos) &éi epizoocie (Mc Dougle a Vaught, 1968; Branta
canadensis).

V prevazné vétsiné pripadu je etiologickym agens ptac¢i aspergilozy Aspergillus
fumigatus. V daleko mens$i mife se uplatiiuji i jiné druhy aspergili: A. flavus
(Fragner aj, 1974; Kardevan a Palyusik, 1967, Knudson a Mei-
necke, 1972; Saéz 1965), A. nidulans (Mc Diarmid, 1955; Saéz, 1965,
1966), A. niger (Wobeser a Saunders, 1975), A. oryzae (Kaplan aj., 1975),
A. candidus (Saéz, 1965).

Aspergillus zachvacuje bud pouze dychaci organy, ve kterych vyvoldava granulo-
matézni zanétlivé zmény, nebo se mykotické agens diseminuje i do jinych organt.
Touto cestou byva casto zasaZen i mozek nemocného ptdka (Fragner aj., 1975;
Hubben, 1958).

MATERIAL A METODA

20. listopadu 1977 byla na bifehu Vranovské prehrady nalezena juvenilni samice
potéaplice severni — Gavia arctica (L.). Pohybovala se malatné, téZce dychala a ne-
byla schopna letu. Zahy po néalezu uhynula.

Materidl ziskany pitvou ptidka byl zpracovian néasledovné: Excize plic byly fi-
xovany v 10%, formolu a zpracovany béZnou parafinovou technikou. Histologické
rfezy byly barveny hematoxylin-eosinem a podle Grocotta. Vzorky postizené tkaneé
byly primo inokuloviany na Sabouraudiv dextrézovy agar a kultivovany pri teplo-
té 27 °C.

VYSLEDKY

PATOMORFOLOGICKY NALEZ

Pri pitvé jsme zjistili, Ze vnitfni orgdny i stény télni dutiny vykazuji
rozsahlé patologické zmény. Nejvyraznéji byly postiZeny plice, které
byly podrobeny detailnimu mykologickému i histopatologickému zpra-
covani. VeSkery parenchym obou plicnich lalokd byl prostoupen velmi
Cetnymi bé&loZlutymi uzliky, prominujicimi nad pleuru a dosahujicimi
velikosti jahly (obr. 1). Plicni tkai v jejich okoli byla hyperemicka
a atelektaticka. Na fezu mély uzliky kasedzni charakter a byly zPetelné
ohraniCeny od okolni tkdn8. Ndlezy na serdzach télni dutiny se vyzna-
Covaly loZiskovymi zménami, makroskopicky charakterizovanymi drob-
nymi prominujicimi uzliky Zlutobilé barvy.

Nodularni zmény vykazovaly pri mikroskopickém vySetfeni typic-
kou strukturu mykotickych granulomi s nekrotickymi centry a periferni
granulacni tkani. Kromé toho byla v parenchymu pozorovana loZiska
zmnoZené vazivové tkané, obklopujici pouze slab& vyvinuté granulomy.

Vazivova tkain byla zastiZena i v okoli bronchiold, zménénych chro-
nickym zanétem (obr. 2). Bunécny infiltrat granulom@ byl husté pro-
stoupen septovanymi houbovymi vldkny, kterd se misty dichotomicky
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1. Aspergiléza potaplice.
Makroskopicky  vzhled
postizeného plicniho la-
loku. Zvéts. 2X — Asper-
gillosis in a diver. Mac-
roscopic appearance of
an affected lung lobe.
Magnified twice

2. Lozisko vazivové tka-
né misty prostoupené
lymfohistiocytarni in-
filtraci, HE, zvéts. 100~
— A lesion of connective
tisue locally showing
lymphohistiocyte infilt-
ration. HE, magnified
100 times

3. Septovanad a dichoto-
micky vétvena vldkna
houby prostupujici gra-
nulomatézni tkan. Gro-
cotl, zvéts. T00X —
Septate and dichotomic
filaments of the fungus
penetrating the granulo-
matous tissue. Grocott,
magnified 700 times
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4, Zanétliva reakce tka-
né v okoli granulomi,
charakterizovana diftz-
ni kulatobunéénou in-
filtraci. HE, zvéts. 150X
— An inflammatory re-
action of the tissue
around the granulomas,
characterized by diffu-
sive round-cell infiltrat-
ion. HE, magnified 150
times

veétvila (obr. 3). Zanétlivd reakce okolni plicni tkané byla charakteri-
zovana difazni kulatobunécnou infiltraci s drobnymi lymfohistiocytarni-
mi uzliky (obr. 4]).

KULTIVACNI NALEZ

Ze vsech inokul byla kultivovdna ¢istd kultura houby (obr. 5), kte-
rou jsme identifikovali jako Aspergillus fumigatus Fresenius, 1850. Kolo-
nie dosahovaly po péti dnech kultivace priméru 38 mm. Byly ploché
s mirné vyvySenym stfedem. Zrnity povrch kolonie byl zbarven tmavo-
zelen&, pouze vlaknitd stfedova vyvySenina a okraje byly bilé. Spodina
kolonii byla zbarvena Zluté.

5. Primokultura Asper-
gillus fumigatus vyrus- '
tajici z castic postizené
plicni tkané. Stav po
pétidenni kultivaci na
Sabouraudové dextrézo-
vém agaru pri teploté
27°C. Prumér Petriho
misky 100 mm — A pri-
mary culture of Asper-
gillus fumigatus, grow-
ing from the particles
of the affected lung tis-
sue. The state after
five-day cultivation on
Sabouraud’s dextrose
agar at a temperature
of 27°C. Petri dish dia-
meter 100 mm

DISKUSE

V popisovaném pFipadé byla diseminovana aspergiloza pfi¢inou
smrti juvenilni potédplice. Rozsah patologickych zmén v primé&rnim lo-
Zisku — v plicich a plicnich vacich — byl tak velky, Ze nebylo moZné
pochybovat o praktickém vyFazeni téchto orgdnli z funkce. Neni dosud
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jasné, za jakych okolnosti toto onemocnéni vzniklo. Podle Beera
(1963) jsou spory Aspergillus fumigatus b&zné pFitomny v udstni dutiné
vodnich ptdkili, aniZ vyvolavaji onemocnéni. Aspergillus fumigatus je
ubikviternim organismem, c¢asto izolovanym ze sena, rostlinnych zbytka
a z plidy. Je potencidlné patogenni i pro jiné obratlovce, vcetné& Cclo-
véka. V patogenezi aspergilozy se uplatiiuji rozlicné vlivy: rGzna pora-
néni ¢i oslabeni organismu jinymi chorobami (Beer, 1963), stressové
situace po odchytu a transportu ptdktt (Kaplan aj, 1975), klimatic-
ké podminky — nap¥f. extrémni sucho (Zink!l aj., 1977).

Potéaplice jsou sladkovodni ryboZravi ptaci, rozSifeni predevsim
v tundrovych oblastech Evropy a Severni Ameriky. Na naSem tzemi
byvaji zastiZeni pfi tahu na zimoviste.

Faktory vedouci ke vzniku ndmi pozorované mykozy lze jen obtiZzné
definovat: jednim z hlavnich je snad skutecnost, Ze §lo o ptdka juvenil-
niho, pravdépodobné jesté ne dosti schopného odolavat zatéZzi dlouhého
letu. Je zndmeé, Ze v prvnim roce Zivota hyne z nejrtiznéjSich pficin ve-
likd vétSina ptdkl. Podle jednoho z nés (P. K.), zabyvajiciho se dlouho-
dobé vyzkumem parazitéz vodnich ptakd, jde o pozorovdni na nasem
uzemi ojedinélé: napf. v obsahlém vySetfovaném souboru 600 rackdl dru-
hu Larus ridibundus nebyla aspergiléza zjiSténa ani v jediném pfFipadé.
V dostupné literatufe jsme také nenalezli ani jednu zprdvu o aspergilo-
ze piisludnika Fadu Gaviiformes.
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IOUTPUX, O. — OTYEHAIIEK, M. — BECEJICKH, M. — KOVYBEK, II. (ITapasuronoru-
yeckuit uHCTHTT AH UCCP; I'ocymapcTBeHHbIH BeTepMHapHbI MHCTHTYT, Ilapny6uue; IIpuponso-
McIBITaTeNbHEIH Qaxynsrer YHuBepcutera uM. f. 3. Ilypkune, Bpro): InceMHHEpOBAHHEIX
acnepruanes raraps.. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 633-639.

ABTOpHI ONMCHIBAIOT CJydYad TeHepaJM3MpOBAHHOrO MMKO3a rarapel suza Gavia arctica, swi-
spaHHOro rpubom Aspergillus fumigatus. MacmrTabsl nmopakeHus CcTaau 6ecCropHO NPUYHHOMN
rubenu nrumel. ITonpo6HO MPHBOOMTCA MMKOJIOTMYECKas XapaKTEPHCTHKA HMHBAaAHPYIOIIEr0 peareHTa
M THUCTONAaTOJNOrHYeCKHe M3MeHEHHUA B TIEPBUYHO ﬂOp&)KeHHOM opraHe — JIeTKHX. HPHBOJIKTCK
TaK)Ke 00630p psna NTHI, XUBYNIMX KaK Ha BOJE, TaK ¥ B HEBOJE, y KOTODHIX AMarHOCTHPOBAH
acnepruses.

rarapa; acnepruiies; Aspergillus fumigatus

DITRICH, O. — OTCENASEK, M. — VESELSKY, M. — KOUBEK, P. (Parasitological
Institute of the Czechoslovak Academy of Sciences, Praha; State Veterinary Insti-
tute, Pardubice; Faculty of Sciences, J. E. Purkyné University, Brno): Disseminated
Aspergillosis in the Diver. Vet. Med., Praha, 24, 1979 (10) : 633-639.

A case is described of generalized mycosis in a diver of the species Gavia arctica,
caused by the fungus Aspergillus fumigatus. The organism of the bird was so much
damaged that the bird died. There is a detailed description of the mycological cha-
racteristics of the invading agent and a description of the histopathological changes
in the primarily affected organ — the lungs. Further, a survey is presented of the
orders of freely living birds and birds in captivity in which aspergillosis has been
detected.

diver; aspergillosis; Aspergillus fumigatus

DITRICH, O. — OTCENASEK, M. — VESELSKY, M. — KOUBEK, P. (Parasitologi-
sches Institut der Tschechoslowakischen Akademie der Wissenschaften, Praha; Staat-
liche Veterindranstalt, Pardubice; Naturwissenschaftliche Fakultit der JEP-Univer-
sitdt, Brno): Disseminierte Aspergillose bei einem Prachttaucher., Vet. Med., Praha,
24, 1979 (10) : 633-639.

Die Verfasser der vorliegenden Arbeit beschreiben einen Fall von generalisierter
Mykose bei einem Prachttaucher (Gavia arctica), der durch den Pilz Aspergillus fu-
migatus hervorgerufen wurde. Das Ausmaf} des Befalls fiihrte eindeutig zum Tod
des Vogels. Es wird eingehend die mykologische Charakteristik des invadierenden
Agens geboten und die histopathologischen Verdnderungen im primér befallenen
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Organ, d. h. der Lunge, beschrieben. In der Arbeit wird ferner eine Ubersicht der
Ordnungen frei und in Gefangenschaft lebender Voégel geboten, bei denen bisher
Aspergillose diagnostiziert wurde.

Prachttaucher; Aspergillose; Aspergillus fumigatus
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