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BUNKAMI ZPROSTREDKOVANA IMUNITA U TELAT
IMUNIZOVANYCH NEBO INFIKOVANYCH VIREM INFEKCNI
BOVINNI RHINOTRACHEITIDY

M. Granatova, 1. Psikal

GRANATOVA. ™. — PSIKAL, I. (Vyzkumny ustav veterinarniho lékai'stvi,
Brno): Butikami zprostredkovana imunita u telat imunizovaniych mnebo infi-
kovanych virem infekéni bovinni rhinotracheitidy. Veter. Med. (Praha), 34,
1989 (7) : 385-394.

V predlozené praci jsou popsany jednoduché a rychlé metody — inhibice
adherence leukocytii — LAI a inhibice migrace leukocytii — LMI, pomoci
kterych 1ze sledovat bunkami zprostredkovanou imunitu u zvirfat. Spole¢né
se sérologickymi a virologickymi metodami byly oba testy pouzity ke sledo-
vani zmén imunitniho stavu telat po experimentalni infekei virem IBR a po
imunizaci inaktivovanou olejovou vakcinou proti IBR. Ziskané vysledky ukéa-
zaly, Zze dynamika zmén v bunkami zprostfedkované imunité se po experimen-
talni infekeci a vakcinaci telat vyvijela nezavisle na dynamice humoralni re-
akce. Celkova imunitni reakce zprostredkovana bunkami nastupovala drive
u telat experimentalné infikovanych nez u telat vakcinovanych. U nékterych
vakecinovanych telat byl zjistén modifikovany prubéh celuldrnich imunitnich
reakei, ktery se kromé toho projevil i vyluéovanim viru IBR na sliznici nosni
po celenzni infekci. Testy LAI a LMI lze doporuc¢it jak pro imunologické mo-
nitorovani v klinické laboratofi, tak i pro vyzkumné préce.

inhibice adherence leukocytu — LAI; inhibice migrace leukocyti — LMI;
infekéni bovinni rhinotracheitida — IBR; bunikami zprostifedkovana imunita

V poslednich letech se intenzivné rozviji imunologie, kterd se uplat-
fiuje nejen v huménni, ale i ve veterindrni mediciné.

Reakce butikami zprostfedkované imunity jsou zdvislé na tzv. imu-
nokomplementnich buiikdch, které maji schopnost na svych povrcho-
vych receptorech véazat antigen; vznikaji tak bud imunologicky aktivo-
vané buiiky, nebo buiiky pamétové. Po opakované stimulaci pamé&tovych
bunék, které dlouhodobé preZivaji, se T lymfocyty méni na efektorové
buiiky, pomocné buiiky a supresorové buriky; z B lymfocytl vznikaji
buriky plazmatické.

Specificky stimulované T lymfocyty rozeznavaji infikované cilové
buiiky a rozru$uji je. Vylucuji pfitom Gc¢inné latky, lymfokiny, coZ je
heterogenni populace molekul s rtiznymi biologickymi vlastnostmi.

Reakce buiikami zprostfedkované imunity mohou probihat na rfiz-
nych typech bunék za pfitomnosti protildtek, lymfokint, nebo v kombi-
naci obou. Cely imunitni systém je nutno chédpat jako velmi sloZitou
souhru informaci a funkci jednotlivych typ bunék.

V naSsi préci byly pro studium specifické, butikami zprostfedkované
imunity uZity dvé metody in vitro:
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1. Test inhibice adherence — LAI, jehoZ principem je zjiSténi, Ze
leukocyty z jedince predem senzitizovaného specifickym antigenem maji
v jeho pfitomnosti sniZzenou schopnost adherovat k podkladu ze skla ne-
bo umélé hmoty (Thomson, 1979; Goldrosen aj., 1979).

2. Test inhibice migrace leukocyti — LMI je zaloZen na tom, Ze
leukocyty antigenem stimulovaného darce po kokultivaci s tymZ anti-
genem jsou inhibovdny ve své migraci (Clausen, 1973; Field
a Smith, 1984).

Uvedené metody byly uZity u telat imunizovanych nebo experimen-
talné infikovanych virem IBR a u telat kontrolnich.

MATERIAL A METODA

ZVIRATA

Do pokusu bylo vybrano 24 telat ve véku tii mésice, u kterych nebyly
zjistény virusneutralizaénim testem (VNT) protilatky proti viru IBR. Telata byla
po prevozu rozdélena do tri skupin. Prvni skupinu tvorilo 12 telat, ktera byla imu-
nizovdna inaktivovanou adjuvantni vakcinou proti IBR; za 30 dnt po revakcinaci
byla infikovana virulentnim kmenem IBR (kmen LA), aby mohl byt sledovan
ochranny uc¢inek vakciny. Ve druhé skupiné bylo sedm neimunizovanych telat,
kterd byla experimentalné infikovana virulentnim kmenem IBR (kmen LA). Treti
skupinu tvorilo pét kontrolnich telat, kterd nebyla v prubéhu pokusu ani imuni-
zovana ani infikovana.

IMUNIZACE TELAT

K imunizaci telat byla pouzita inaktivovand adjuvantni vakcina proti IBR,
piipravend pomnoZenim vlastniho izolovaného viru IBR (T/M-182) s obsahem
1055 TCIDso. 0,1 ml-!, Vlastni vakcina byla — po inaktivaci viru formalinem —
— pripravena smichanim jednoho dilu virové suspenze se dvéma dily olejového
adjuvans (Solvens, oper. ¢. 760885, Bioveta, Ivanovice na Hané) a byla aplikovana
v davce 3 ml i. m. s revakcinaci za 21 dni.

EXPERIMENTALNI INFEKCE TELAT

K celenzni infekci telat byl pouzit virulentni kmen viru IBR. kmen LA, ve
tfeti pasazi na bunéénych kulturach telecich ledvin s titrem 1055 TCIDso.0,1 ml-—1
Infekéni inokulum bylo aplikovano v davce 2 X 5 i. nas.

Po experimentalni infekci byla vSechna telata denné klinicky vySetfena a po
dobu 14 dnu byly pravidelné odebirany nosni sekrety k virologickému vysetfeni.
Kazdy ¢&tvrty nebo paty den byly odebirany vzorky krve pro vysSetifeni imunologic-
ké a sérologické.

VIROLOGICKE VYSETRENI

Mnozstvi viru IBR v odebranych nosnich sekretech bylo stanoveno titraci na
bunéénych kulturach. KaZdé igdéni vySetfovaného vzorku (rozsah 10-1 az 10-9)
bylo inokulovano v objemu 0,1 ml vzdy do étyi zkumavek s narostlym monolayerem
sekundarnich telecich ledvin. Materidly, které po druhé pasazi na bunéénych kul-
turdch nevytvorily cytopaticky efekt, byly povaZovany za negativni. TCIDso po-
zitivnich vzorku bylo stanoveno metodou, kterou uvedli Reed a Muench (1938).

Stanoveni protilitek

'Specifické protilatky proti IBR v sérech telat byly stanoveny modifikovanou
nepiimou metodou ELISA v mikroprovedeni na polystyrénovych deskdch (KOH-
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-I-NOOR, Daleé¢in) podle autort Payment aj. (1980). V testu byl pouzit konju-
gat anti IgG SWAB/Px (n.p. USOL, Praha) v pracovnim redéni 1 :2000. Jako sub-
strat byla pouzita kyselina 5-aminosalycilovd ve formé tablet (n.p. Bioveta, Iva-
nov1ce na Hané) s pridavkem 309, peroxidu vodiku do koneéné koncentrace
0,005 9,

Vysledné reakce byly odeéitany na spektrofotometru Titertek, Multlskan pri
492 nm vlnové délky proti roztoku substratu.

Pro kvantitativni stanoveni protilatek proti IBR byla vyuzita matematicka
metoda, kterd umoznuje vypocitat titr ze dvou nebo ¢tyr redéni vysSetrovanych sér
v porovnani s kompletni titraéni krivkou pozitivniho standardniho séra (Stép a-
nek aj., 1983; P3ikal aj., 1984). Vypoéty byly provadény na osobnim pocéitacéi
TI-51-111.

IMUNOLOGICKE VYSETRENI

Geparace leukocyti

Byla uzita modifikovand metoda podle Bendixena (Bendixen, 1977): 20 ml
heparinizované krve (10 jednotek heparin Spofa na 1 ml krve) bylo smichano se
40 ml redestilované vody; za 40 sekund byla izotonicita roztoku obnovena prida-
nim 10 ml 450/0 chloridu sodného. Suspenze byla odstifedéna a pelet dvakrat pro-
myt (900 ot. min—1) v 0,859, chloridu sodném. Ziskané leukocyty potom byly naie-
dény na pozadovanou koncentraci.

Test inhibice adherence leukocytii (LAI)

Metoda, kterou uvedli Goldgrosen aj. (1979), byla modifikovdna takto:
suspenze leukocyti byla naiedéna médiem MEM (USOL, Praha) s 29, bovinniho
séra (Bioveta, Ivanovice na Hané) na 2.104 bunék.l ml-! a rozdélena do dvou
zkumavek po 300 ul.

Do prvni zkumavky bylo piiddno 300 xl antigenu IBR vytitrovaného v testu
LAI, do druhé, kontrolni zkumavky bylo dano pouze 300 ul média. Po uzatkovani
a proti’epéni byly zkumavky inkubovany 15 minut pri teploté 37°C, potom byly
bunééné suspenze nakapany po 70 ul do dvou svislych fad polystyrénové desky
(KOH-I-NOOR Hardmuth) a inkubovdny 60 minut pfi teploté 37°C v atmosfére
s 59, oxidu uhlic¢itého.

Potom byly desky opatrné proplachnuty fyziologickym roztokem a adherujici
buiiky fixovany 109, roztokem formaldehydu po dobu deseti minut; pak byly bar-
veny pét minut desetkrat redénym Giemsovym roztokem.

Extinkce jednotlivych jamek mikroplotny byla méfena na spektrofotometru
Multiskan s filtrem 490 nm. Z prameérnych hodnot extinkci jamek svislych rad
byla vyjadrena inhibice adherence leukocyti v procentech podle vzorce:

@ hodnota extinkei bunék s antigenem
& hodnota extinkei bunék bez antigenu

1— X 100

1. Mikrodeska s pozitivnim testem LAI
(659, inhibice). V patém a Sestém
radku byly kultivovany leukocyty
s antigenem (A), v sedmém a osmém
rddku byly Kkultivovany leukocyty
bez antigenu (K) — A microplate
with positive LAI test (659, inhibit-
ion). Leucocytes with antigen (A)
were cultivated in the fifth and
sixth rows, control leucocytes with-
out antigen (K) were cultivated in
the seventh and eighth rows
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2. Petriho miska s negativnim testem 3. Petriho miska s pozitivnim testem
LMI — Petri dish with negative LMI LMI (55%, inhibice) — Petri dish with
test positive LMI test (559, inhibition)

K obr. 2 a 3: V prvnim fadku byly leukocyty inkubovany s antigenem (A), leuko-
cyty bez antigenu jsou ve druhém iadku (K) — An explanatory note to Figs. 2
and 3: In the first row the leucocytes were incubated with antigen (A), in the
second row tnere are control leucocytes without antigen (K)

.

Hodnota vyssi nez 20 %, byla povazovéna za pozitivni vysledek. Na obr. 1 je na
mikroplotné test LAI pozitivniho vzorku s antigenem (fddek 5 a 6) a s médiem
bez antigenu (rfadek 7 a 8).

Test inhibice migrace leukocytii

Test LMI byl proveden podle Clausena (Clausen, 1971) jako primy test
pod agarem v této modifikaci: 19, agarové médium 45 °C teplé se rozplni po 8 ml
na polystyrénové misky o pruméru 6 cm. Po utuhnuti se v médiu vykroji dvé
rady po péti az Sesti jamkach (prumér 2 mm) a vodni vyvévou se odstrani vy-
krojeny agar.

50 ul suspenze leukocyti (2.108 bunék.ml-!) v médiu MEM + 29/, séra bylo
rozdéleno do dvou zkumavek: do jedné se pfida 25 ul média; po protrepani jsou
suspenze pieneseny do jamek v agarovém médiu (pét jamek v prvni radé je na-
plnéno suspenzi leukocytu s antigenem, ve druhé radé kontrolnimi leukocyty) (obr.
2 a 3). Potom byly misky inkubovidny 18 aZ 20 hodin v atmosféfe s 59, oxidu
uhli¢itého pii teploté 37°C. Po této dobé je agarové médium prevrstveno meta-
nolem na 30 minut, potom 10°, formaldehydem na 20 minut a agarové médium
se odstrani. Po oplachnuti a usuSeni misek se mikroméritkem mikroskopicky méri
vzdalenost, do které leukocyty migrovaly od vnéjsiho obvodu jamky.

Procento inhibice migrace leukocytu se vypocitad podle vzorce:

hodnota migrace leukocyti s antigenem

e 100
hodnota migrace leukocytii bez antigenu % 10

1 —

Hodnoty vy$8i nez 209, jsou povazovany za pozitivni vysledek.

V Petriho misce na obr. 2 je test LMI negativni, na obr. 3 byla zjisténa
559, migrace leukocyti. V obou miskach byla v prvnim radku inhibovana suspenze
leukocyttu s antigenem (A), kontrolni leukocyty bez antigenu jsou ve druhém irad-
ku (K).

Priprava virového antigenu IBR pro imunologické testy

V testech LAI a LMI byl pouzit koncentrovany virovy antigen IBR. Virus
IBR byl pomnozen na primdarnich Kkulturdch telecich ledvin; suspenze sklizenych
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infikovanych bunék a volnych virovych partikuli byla vystavena ultrazvuku 180 W
po dobu tri sekund. Po odstifedéni buné¢ného detritu pri 3000 ot. min—! po dobu
20 minut byl supernatant znovu centrifugovan pfi 60000 X g po dobu 120 minut.
Pelet byl resuspendovdn v médiu s 29, prekolostrialniho teleciho séra v mnoZstvi
odpovidajicim /100 ptivodniho objemu supernatantu. Takto zahu$tény antigen byl
inaktivovdn 30 minut pri teploté 56 °C, rozplnén do ampuli a skladovan p#i teplo-
té —60 °C.

VYSLEDKY

ZDRAVOTNI STAV TELAT PO EXPERIMENTALNI INFEKCI VIREM IBR

V8echna neimunizovand telata po experimentdlni infekci virem IBR
onemocnéla. U telat byla jiZ za 48 hodin po infekci (p.i.) naméfena zvy-
Send teplota ¢t = 40,8 °C a b&hem dalsich Sesti dnd neklesla u vétSiny
zvifat pod 39,6 °C. Treti den p.i. se u telat objevil bud vytok z nosnich
otvori nebo z oc€i, dvé telata méla zrychlenou dechovou frekvenci. Pfi-
znaky respira¢niho onemocnéni se stupiiovaly a onemocnéni vyvrcholilo
Sesty a desaty den p.i. Dvé telata musela byt 14. den p.i. utracena.

Vylucovani infekéniho viru IBR na nosni sliznici- bylo prokédzdno
u vSech neimunizovanych telat. Nejvyssi titr infekéniho viru byl zjist&n
nejéastéji tfeti den p.i (TCIDso 10>7°.0,1 ml~1) a vyluovéni viru po-
kracovalo dalSich Sest nebo deset dnfi.

Intranazélni infekce imunizovanych telat nebyla provdzena vyrazny-
mi Kklinickymi pFiznaky onemocnéni. Pouze u tfi imunizovanych telat
byly pfechodné& pozorovany klinické pfFiznaky jiZ za 48 hodin p.i. v po-
dob& kratkodobé zvySené télesné teploty (¢ = 39,8 °C), neklidu, mirného
sérozniho vytoku z nosu. Za Sest dnid p.i. se zdravotni stav téchto telat
upravil na fyziologickou normu. K vylu¢ovani viru IBR na sliznici nosni
doSlo u t¥i imunizovanych telat jiZ za 24 hodiny p. i., ale v mnohem men-
gich koncentracich (max. TCIDso 10*>%».0,1 ml-!) a podstatnd kratsi
dobu (dva aZ t¥i dny) neZ u experimentdlné infikovanych telat.

U zbyvajicich deviti imunizovanych telat nebyly po &elenZni infekci
pozorovany klinické priznaky onemocnéni a nebylo prokazdno vyluco-
vani viru na nosnf sliznici.

L AT
Yoc0}
20l
40}
4. Primérné vysledky 30
testu LAI u neimuni-
zovanych telat po ex- 20
perimentélni infekci vi-
rem IBR — Average 10
results of LAI test in
nonimmunized calves
after experimental in- : == = S
fection by IBR virus infelce 5 10 15 20 25 30 35. 40 45dny
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LMI

5. Pramérné vysledky
testu LMI u neimunizo-
vanych telat experimen-
talné infikovanych vi-
rem IBR — Average
results of LMI test in
nonimmunized calves
experimentally infected
by IBR virus

ifdce 5 10 5 20 25 30 35 40 45 gy

VYVOJ IMUNITNI ODPOVEDI PO EXPERIMENTALNI INFEKCI TELAT

Na obr. 4 jsou uvedeny primeérné vysledky testu LAI u sedmi telat
laboratorné infikovanych virem IBR. Schopnost leukocytli adherovat
k podkladu se vyrazné sniZila jiZ 48 hodin po infekci, maxima bylo do-
saZeno tfeti aZ paty den; pozitivni hodnoty byly méFfeny aZ do 35. dne.

Primérné hodnoty testu LMI u sedmi nevakcinovanych, virem IBR
experimentdlné infikovanych telat jsou zndzornény na obr. 5. Inhibice
migrace leukocytd byla patrné&jsi jiZ tfeti den po infekci a postupné se
zvySovala do 20. dne. Po této dobé byly zjiStény niZ$i hodnoty, ale po
celou sledovanou dobu pozitivni.

Po experimentédlni infekci neimunizovanych telat byla prvni spe-
cifickd sérologicka reakce zaznamenéna v testu ELISA u dvou telat 12.
den p.i. a u zbyvajicich péti telat 14. den p. i. v titrech 1:50 aZ 1 : 200.

VYVOJ IMUNITNI ODPOVEDI PO IMUNIZACI TELAT

U deviti telat chrdnénych imunizaci (po experimentélni infekci zii-
stala zdravd) byly hodnoty v testu LAI nejvy$si Sesty aZ dvandcty den
po imunizaci. Po revakcinaci (21. den) se adherence leukocyti opét sni-
Zila. U t¥i telat s nedostateénou ochranou po imunizaci (po experimen-
talni infekci onemocnéla) byly v testu LAI nejvy33i hodnoty osmy aZ dva-

LAI

%

60r

50

40

0 6. Primérné vysledky
testu LAI po uéinné

P4 ---- a neudinné
imunizaci telat proti vi-
ru IBR — Averagé re-

10 sults of LAI test after
offective ---- and in-
effective ——— immun-

ization of calves against
IBR virus

15 20 25 30 35 40 4'5dny
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LMI

o,

o\

7. Primérné vysledky
testu LMI po udéinné
--=-- a neaéinné ———
imunizaci telat proti vi-
ru IBR — Average re-
sults of LMI test after
effective ---- and
ineffective ——— im-
munization of calves
against IBR virus

mn5 10 15 20 25 30 35 40 45
P dw

nécty den po imunizaci, potom se sniZily na kontrolni hodnoty a nezmé-
nily se ani po revakcinaci (obr. 6).

Test LAI byl provadén zéaroveri celkem u 25 odbérii krve telat kon-
trolng/ch; primérnd hodnota inhibice adherence byla stanovena na
4,64 %.

U deviti G€inné imunizovanych telat dosahuji hodnoty testu LMI
Sesty den po imunizaci témé&F 50 % inhibice migrace leukocytli; po 15
dnech dochézi k poklesu. Po revakcinaci (21. den) se b&hem ¢tyf dni
inhibice migrace leukocyti vyrazné zvySila, pFibliZn® na stejnou uroveii
jako po prvni imunizaci. _

Naopak u t¥i telat po nedostate¢né imunizaci dosahovaly hodnoty
v testu LMI po celou sledovanou dobu méné& neZ 20 % inhibice migrace
leukocyti (obr. 7).

U kontrolnich telat byla v LMI zji§t¥na prim&rnd hodnota 5,52 %.

Vyraznd protildtkovd odezva na vakcinaci byla u vé&tSiny imunizova-
nych telat zjiSténa testem ELISA aZ v rdmci sekundirni odpovédi po
rekvakcinaci. St¥edni hodnota titru IBR protilatek 14. den po revakci-
naci byla 1:12580. U péti telat pak byly zji§tény IBR protilatky takeé
20. den po prvni imunizaci v rozmezi titri 1: 50 aZ 1 : 480.

Uvedené vysledky lze shrnout do t&chto bodi:

1. Aplikace inaktivované adjuvantni vakciny proti IBR vyvolala cel-
kovou a specifickou imunitni odpovéd, kterou bylo moZné dokumentovat
sérologicky (ELISA) a pomoci testli hodnoticich bufikami zprostfedkova-
nou imunitu (LAI, LMI). Kromé& toho imunn{ zvifata nevylu€ovala virus
IBR na sliznici nosni po ¢elenZni infekci virulentnim kmenem IBR, pro-
vedené za 30 dnfi po revakcinaci.

2. U nékterych telat se nedostateénd imunita po vakcinaci projevila
jednak modifikovanym pribg&hem celuldrnich imunitnich reakci, jednak
vylu€ovdnim viru IBR na nosni sliznici po ¢elenZni infekci. Virus IBR
vSak byl vyludovdn v mnohem mens$i mife a podstatn& kratS3i dobu neZ
u telat pouze experimentalné infikovanych.

3. Dynamika zmé&n v reakcich buiikami zprostfedkované imunity se
po experimentdlni infekci a po vakcinaci telat vyvijela nezivisle na
dynamice humoralni reakce.

4. Celkovd imunitni reakce zprostfedkovand buiikami nastupuije
rychleji u telat experimentdln& infikovanych neZ u telat vakcinovanych.
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DISKUSE

VySetfeni krevnich vzorkidl testem LAI pfi sledovani kinetiky buil-
kami zprostfedkované imunity u telat experimentdlné infikovanych
i vakcinovanych proti IBR je v této praci pvodni.

Ze ziskanych vysledkll lze vyvodit, Ze odpovéd v testu LAI byla
nejvy38i pfi prvnim setkéni organismu s virovym antigenem. Dalsi sti-
mulace organismu at vyluCovanym virem, nebo revakcinacni sekundarni
reakci vyrazné nezvySovala. RovnéZ Holdai aj. (1974) a Powell
aj. (1978) uvadgji, Ze po imunizaci zvifat se v testu LAI sniZuje schop-
nost leukocyti adherovat. Holt aj. (1979) infikovali myS$i Zivymi bak-
tériemi BCG a zjistili maximdlni odpovéd v testu LAI desaty den po
infekci.

Podobné jako v testu LAI byly i v testu LMI zjiStény nejvysSi hod-
noty inhibice migrace leukocyti do 20. dne po infekci nebo imunizaci.
Tyto vysledky souhlasi s tdaji u telat imunizovanych proti IBR (Holt
aj., 1979; Hussain a Mohanty, 1979; Gutekunst, 1973). Na-
opak Bendixen (1977) uvadi stidle stejné hodnoty bez ohledu na do-
bu trvani infekce u krav infikovanych baktériemi Mycobacterium para-
tuberculosis.

Oba testy jsou nendroc¢né na chemikalie a provedeni; k vyhodnoceni
testu LAI je vSak nutné pouZit spektrofotometr Multiskan. Vysledky to-
hoto testu mohou byt negativn& ovlivnény jakosti povrchu jamek pfi opa-
kovaném pouZiti mikrodesek; schopnost leukocytii adherovat k povrchu
je dale ovlivnéna i kvalitou povrchu nové pouZitych mikrodesek; byly
zji§tény znacné rozdily ve vysledcich testu LAT p¥i pouZiti mikrodesek
riznych SarZi.

Test LMI, i kdyZ vyZaduje del$i dobu inkubace (16—20 hodin]), lze
snadno hodnotit svételnym mikroskopem. Migrace leukocytii neni vy-
raznéji ovlivndna povrchem pouZitjch Petriho misek, takZe vysledky
tohoto testu jsou reprodukovateln#j$i; navic spotfeba antigenu u testu
LMI je pfibliZné pétkrat niZsi neZ u testu LAIL

Obou testll 1ze uZit nejen ke sledovani stavii bun&¢né imunity — tj.
schopnosti odpovédét na prisluSny antigenni podnét, ale i pro kontrolu
acinnosti vakein a vakcinaénich postupil. V sou¢asné dobé jsou proto tyto
testy doporuceny ke kontrole tG¢innosti vakciny proti salmoneléze vyra-
b&né v Bioveté Nitra a v Biovet& Ivanovice na Hané. Nezd4 se vSak. Ze
by se t&mito testy dala odliSit postinfekéni a postvakcinaéni imunita.

Bylo by prospésSné aplikovat tyto metody i na dalSi virové nebo
bakteridlni ndkazy a zaroveil s dal$imi testy specifické a nespecifické
imunity jich vyuZit p¥i prov&fovédni imunitniho stavu jednotlivych druhii
zvifat, coZ je diileZité pt¥i eliminaci ndkaz.
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FPAHATOBA, M. — TMUWKKAN, WU. (HayuHo-uccneaoeaTenbCKWii MHCTUTYT BETEPUHApHM,
BpHo): lMocpegHnuecTBO MMMyHWTeTa KNETKaMM Y TeNsT WMMYHU3UPOBAHHBLIX WAW WHMU-
UMPOBaHHBLIX BUPYCOM UH(EKLUNOHHBLI pUHOTpaxeut KPYnHoro porartoro ckora. Veter., Med.
(Praha), 34, 1989 (7) :385-394.

B HacToswei pa6oTe onucCaHbl NpPOCTble WU ObICTpble METOoAbl — WHru6UpoBaHWe aAresvu
neukouymtoe — LAI u uMHrubupoBaHue MurpupoBaHus neukouutos LMI, npu nomowmM Ko-
TOPbIX MOXHO MCCNAeapoBaTb uepe3 KNeTKW MOCPeAHUUECKUH WMMYHWUTET Y XWUBOTHbIX. Co-
* BMECTHO C CEpONOTMYeCKUMU W BUPYCONOTMUYECKMMM MeTojamMu oba TecTa MCMOnb30BanuCh
Ansi 0o6CnejoBaHUs U3MEHEHWW MMMYHWUTETHOTrO COCTOSIHS TENsT nocne 3KCNepuMEHTanbHOWM
uHpekun supycom IBR M nocne uMMyHu3auuMuM WMHAKTUBMPOBAHHOW MacnsHOW BaKLUWHOM
npotue IBR. [lonyueHHble pe3ynbTaTbl nokasanu, UTO AUHaMUKa MW3MEHEHWH B UMMY-
HUTETE NpU NOCPEeAHUUECTBE KNETOK, MOCNe SKCMNEepUMEHTanbHOW WHMEKUUU WM BakuUHauuu
TeNsT pa3BuBanaCb HE3aBUCUMO OT [AUHAMMKW BNAXHOW peakuun. O6was MMMYyHUTETHas
peakuus nonyyeHHas NOCPeACTBOM KNETOK HacTynana paHee Yy TensT 3KCNepuMeHTanbHo
WHMUUUPOBAHHBIX, YEM Y TENaT BaKUMHWUPOBaHHbLIX. Y HEKOTOPbIX BaKUWHUPOBAHHbLIX TENAT
6bin yCTaHOBNEH MOAUMUUMPOBAHHbIA XO4 KNETOUHbIX WMMMYHWUTETHbIX peakuui, KOTOpbli
NOMWMO 3TOro NPOsSIBUNCS U M3nyueHueMm Bupyca IBR Ha cnusucrtoir obonouke Hoca nocne
no6osou uHdpekunun. Tectol LAI n LMI MOXHO pekOMeHAoBaTb Kak AN UMMYHONOrUUecKoro
KOHTPONMPOBaHWS B K/AWHUUECKOW naGopaTopuu, Tak M AN HayUHO-UCCNeAoBaTeNbCKOW
pa6oTbl.

UHru6uposaHue aaresuu nevkountoe — LAI; UHru6UpoBaHWEe MUrpaunun NenKoUUTOB —
LMI; MHMbEeKUMOHHbI PpUHOTpaxeuT KpynHoro poratoro ckota — IBR; nocpeaHuuecTBo
UMMYHUTETa KNeTkaMu
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GRANATOVA, M. — PSIKAL, I. (Veterinary Research Institute, Brno): Cell-me-
diated Immunity in Calves Immunized or Infected by Infectious Bovine Rhino-
tracheitis Virus, Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 385-394.

Simple and expeditious methods — leucocyte adherence inhibition LAI and leuco-
cyte migration inhibition LMI — are described in the present paper; these methods
enable to investigate cell-mediated immunity of animals. The two tests, along with
serological and virological methods, were used to study changes in the immunity
of calves after experimental infection by IBRV and after immunization by inact-
ivated oil vaccine against IBRV. The results have indicated that the changes in
cell-mediated immunity after experimental infection and vaccination of calves
assumed courses independent of the changes in humoral reaction. Total cell-med-
iated immunity reaction started earlier in experimentally infected calves than in
vaccinated ones. In some vaccinated calves a modified course of cellular immunity
reactions was observed, characterized also by elimination of IBR virus on the
nasal mucous membrane after challenge infection. The LAI and LMI test can be
recommended for immunological monitoring in clinical laboratories and in rese-
arch.

leucocyte adherence inhibition — LAI; leucocyte migration inhibition — LMI;
infectious bovine rhinotracheitis — IBR; cell-mediated immunity

GRANATOVA, M. — PSIKAL, I. (Forschungsinstitut fiir Veterinirmedizin, Brno):
Zellvermittelte Immunitit bei durch das Virus der infektiosen bovinen Rhinotra-
cheitis immunisierten oder infizierten Kdlbern. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :
: 385-394.

In der vorliegenden Arbeit werden einfache und rasche Methoden beschrieben —
— Adhérenzinhibition der Leukozyten — LAI und die Migrationsinhibition der
Leukozyten — LMI, mittels deren die durch Zellen iibermittelte Immunitéit bei Tieren
verfolgt werden kann. Zusammen mit serologischen und virologischen Methoden
wurden diese beiden Tests zum Untersuchen der Verdnderungen des Immunzustands
von Kilbern nach experimenteller Infektion durch das IBR-Virus und nach einer
Immunisierung durch inaktivierte Olvakzine gegen IBR angewandt. Die gewonne-
nen Ergebnisse erwiesen, da3 sich die Dynamik der Verdanderungen bei zellver-
mittelter Immunitdt nach der experimentellen Infektion und Vakzination der Kail-
ber unabhingig von der Dynamik der humoralen Reaktion entwickelte. Die zellver-
mittelte Gesamtimmunreaktion trat bei experimentell infizierten Kilbern friiher
ein als bei den vakzinierten. Bei einigen vakzinierten Kilbern war ein modifi-
zierter Verlauf der zelluliren Immunreaktion zu verzeichnen, der daneben auch
durch Absonderung des IBR-Virus auf der Nasenschleimhaut nach Challenge-
-Infektion zum Ausdruck kam. Die Tests LAI und LMI sind sowohl fiir immuno-
logisches Monitoring im Kklinischen Labor als auch fiir Forschungsarbeiten zu
empfehlen.

Adhiérenzinhibition der Leukozyten — LAI; Migrationsinhibition der Leukozyten —
— LMI; infektiose bovine Rhinotracheitis — IBR; zellvermittelte Immunitit
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ZDRAVOTNY STAV A METABOLICKE UKAZOVATELE U TELIAT
NAPAJANYCH MLEDZIVOM A NEZRELYM MLIEKOM
KONZERVOVANYM SORBANOM DRASELNYM A MLIECNOU
KRMNOU ZMESOU

J. Broucek, D. Gajdosik, K. Kovaléik, V. Brestensky

BROUCEK, J. — GAJDOSIK, D. — KOVALCIK, K. — BRESTENSKY, V.
(Vyskumny ustav zivoéisnej vyroby, Nitra; Statny veterinarny ustav, Nitra):
Zdravotny stav a metabolické ukazovatele u teliat napdjanych mledzivom a ne-
zrelym mliekom konzervovanym sorbanom draselnym a mlieénou kimnou zme-
sou. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 395-402.

Zmyslom préce bolo zistif, ¢i konzervicia mleziva a nezrelého mlieka sorba-
nom draselnym v koncentracii 0,59, a jeho uchovavanie tri az piaf dni pri
normdlnej teplote prostredia -nema negativny vplyv na zdravotny stav teliat.
Pouzili sme 30 teliat, ktoré boli rozdelené do dvoch skupin. Telati pokusnej
skupiny sa napdjali od 9. do 30. diia veku (prvé experimentidlne obdobie) kon-
zervovanym mledzivom a nezrelym mliekom, od 31. do 50. dna (druhé expe-
rimentialne obdobie) mlie¢nou kifmnou zmesou. Telatd kontrolnej skupiny sa
napéjali od 9. do 50. dina mlie¢nou kfmnou zmesou. Z pokusnej skupiny uhy-
nulo jedno tela na ochorenie dychacieho aparatu. V kontrolnej skupine bol
tiez jeden Uhyn a jedno tela bolo nutne odporazené, v obidvoch pripadoch
bolo diagnostikované ochorenie traviacich organov. TieZ pocet lieCenych zvie-
rat bol priaznivejsi u teliat napajanych konzervovanym mledzivom — zisti-
li sme jeden pripad periodickej tympanie, u kontrolnej skupiny mali tato
diagnézu S$tyri choré zvierata. Pri sledovani hematologickych a biochemickych
ukazovatelov sme zistili signifikantne niz§iu hladinu hemoglobinu u pokusnych
zvierat na konci prvého experimentadlneho obdobia (105,4 g.1-1 oproti
1122 g.1-1) a vysoko preukazne vysSiu koncentraciu proteinémie v tom istom
sledovani. (59,6 g.1-! oproti 53,8 g.1-1). Podobné rozdiely sme stanovili aj
pri jednorazovom hematologicko-biochemickom vySetreni.

telatda; konzervované mledzivo; sorban draselny; zdravotny stav; biochemické
ukazovatele

Pre optimélne vyuZitie prebyto¢ného mledziva a nezrelého mlieka je
doéleZité ich dlhodobé uchovanie pri nezmenenej kvalite. Zmrazovanie sa
odporiica vacSinou pre mledzivo z prvého diia po oteleni (Skfivano-
véa a i, 1984), pocita sa aj s lyofilizaciou.-V praktickych podmienkach
st vSak tieto sposoby taZko realizovateIné, najméd ked uvazZime pomerne
velké mnoZstvd mledziva a nezrelého mlieka z druhého aZ piateho dia
po oteleni (Meyer a i, 1982). Laboratornymi rozbormi a experimen-
tom na zvieratdch sme stanovili ako najvhodnejsi pridavok pre konzer-
vaciu mledziva uchovavaného pri normélnej teplote sorban draselny. Te-
Iatd napédjané od 9. do 30. diia veku mledzivom a nezrelym mliekom
konzervovanym sorbanom draselnym (0,5 %) a uchovdvanym tri aZ péat
dni pri norméalnej teplote mali vysoko signifikantne vySSi priemerny den-
ny prirastok (0,719 kg) oproti kontrolnej skupine (0,493 kg) kfmnej
zmesi (Broucdek ai., 1989).

Kvalita mledziva je déleZitd najmé pre uliahnuté telatd, aby sa vy-
tvorila pasivna imunita. Imunologickd hodnota mledziva je urfend pre-
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dovSetkym obsahom imunoglobulinov. Pokial ide o ich vstrebavanie,
zistili Hajdu a i. (1977), Ze maximalne hodnoty dosiahli telatd za 24
hodin po narodeni. Telatd sa totiZ rodia s fyziologickou agamaglobuliné-
miou a kolostrum matky je tak jedinym zdrojom imunoglobulinov. Na-
stup vlastnej imunopoézy je datovany od konca prvého tyZdiia veku.
Paulik a i. (1983) zaznamenali v postnatdlnom vyvoji najniZSiu hla-
dinu imunoglobulinov a celkovych bielkovin séra v tretom a Stvrtom
tyZdni Zivota. Jago$§ a i. (1986) porovnédvali biochemické- ukazovatele
u teliat kfimenych plnotuénym mliekom a Laktosanom. Zistili, Ze obsah
mocoviny v krvnej plazme bol v Stvrtom aZ siedmom tyZdni u prvej
skupiny vyznamne niZ$i. Minerédlne latky boli v medziach referencnych
hodndét. Prirastky boli vy$Sie u teliat kimenych mliekom. Ukazovatele
metabolického profilu u zdravych teliat stanovili Slanina a Bese-
da (1979) a Bouda a Jagos$§ (1984).

MATERIAL A METODA

Pouzili sme 30 teliat (18 jaloviéiek a 12 byckov) éiernostrakatého plemena vo
veku 7 az 12 dni, ktoré boli rozdelené do dvoch skupin. V profylaktérnom obdo-
bi boli napadjané cerstvym mledzivom a nezrelym mliekom. Po zaradeni do expe-
rimentu sa telce pokusnej skupiny napdajali az do 30. dna veku tri az paf dni
starym zmesnym mledzivom a nezrelym mliekom, ktoré bolo konzervované sor-
banom draselnym (0,59, a uchovavané pri normélnej teplote (prvé experimen-
tdlne obdobie). Od 31. do 50. dna sa krmili mlieénou kfmnou zmesou Laktavit
(druhé experimentédlne obdobie). Telatd kontrolnej skupiny sa- od deviateho drna do
odstavu napdajali Laktavitom riedenym v pomere 1 :9. Konzervované mledzivo
a nezrelé mlieko a Laktavit sa podavali ohriate na teplotu 38°C. Seno a Starté-
rova kfmna zmes sa podavali ad libitum. Krv sme odoberali tesne pred presunom
z porodnice, potom v 30., 60. a 90. dni veku. Okrem toho sa raz v priebehu po-
kusu odobrala krv na jednorazové vySetrenie. Hematokrit sme stanovovali mikro-
centrifigou, pocet leukocytov pocitanim v Biirkerovej komorke, leukogram farbe-
nim panoptickou metédou s naslednym vyhodnotenim 100 buniek, hemoglobin, mo-
¢ovinu, nebielkovinovy dusik, celkové bielkoviny, glukézu, aspartdtaminotransfera-
zu, horéik, fosfor a Zelezo Bio-La-testami, celkové imunoglobuliny podla autorov
Slanina a i. (1976), naraznikovu kapacitu krvi metédou, ktort popisal Lebeda
(1970), sodik, draslik a vapnik plamefiofotometricky, tyroxin a inzulin radioimu-
nologickymi metédami (RIA kity UVRJT KoSice a IAE-IPRC Otwock). Zdravotny
stav bol sledovany pernamentne, uhynuté telatd pitvali pracovnici SVU Nitra. Sor-
ban draselny vyrobili v n. p. LACHEMA Kazné&jov.

VYSLEDKY

ZDRAVOTNY STAV

V prvom experimentdlnom obdobi sa u teliat kfmenych konzervo-
vanym mledzivom a nezrelym mliekom neprejavila Ziadna porucha di-
gestivneho aparitu. Tela ¢. 23540 bolo tri dni liecené na ochorenie dy-
chacich orgéanov, Stvrty deii (30. 7. 1987) uhynulo za priznakov asfyxie
vo veku 21 dni. Bolo pitvané na SVU Nitra. Za dévod tGhynu bol pato-
logicko-anatomickym vySetrenim urceny respiratéorny syndrom. Z kon-
trolnej skupiny bolo tela & 54532 nutne odporazené pre akiitnu anore-
Xiu spojent s inapetenciou (30. 7. 1987) vo veku 31 dni.

V druhom experimentdlnom obdobi po prechode pokusnej skupiny na
napdjanie Laktavitom sme zistili jeden pripad periodickej tympanie (&.
54531). V kontrolnej skupine sme toto ochorenie diagnostikovali a lie-
Cili u Styroch teliat (23539, 54532, 54537, 54538). Z tychto postihnutych
zvierat bycek ¢. 23539 vo veku 36 dni uhynul.
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HEMATOLOGICKE A BIOCHEMICKE UKAZOVATELE

Obsah hemoglobinu v Kkrvi teliat pokusnej skupiny (tab. I) bol vo
vetkych sledovaniach vy38i neZ u skupiny kontrolnej. Statisticky vy-
razny rozdiel bol zisteny na konci prvého experimentdlneho obdobia
(105,4 g.171, 112,2 g.171). V hematokrite bol najvac¢si rozdiel tieZ v tom-
to odbere, ale Statisticky nepreukazny (0,324 1.1-1 oproti 0,350 1.1°1).

Hladina celkovych bielkovin bola na zaciatku experimentu rovnaka
(56,6 g.1"1 a 56,9 g.1"1), ale pri dalSom porovnani sme zaznamenali
celkovi proteinémiu u teliat napajanych mledzivom vysoko signifikantne
vysSiu (59,6 g .11 oproti 53,8 g.171). Pri odstave od mlie¢nej vyZivy bol
rozdiel v prospech pokusnej skupiny 1,7 g.171, ale v 90. dni veku sme
zistili opdt vysoko vyraznu diferenciu. V obsahu imunoglobulinov sme
ani v jednom sledovani nezaevidovali vyraznejsi rozdiel.

Obsah nebielkovinového dusika (tab. II) bol v druhom a tretom
pozorovani mierne vy$$i u pokusnej skupiny, rozdiely vSak boli minimal-
ne, podobne ako v pripade dalSich ukazovatelov — glukézy a inzulinu.
Koncentracie horménu $titnej Zlazy, tyroxinu, sa mierne zvySila u zvierat
kfmenych konzervovanym mledzivom na konci prvého experimental-
neho obdobia (47,9 nmol.1-! v porovnani s 43,7 nmol.1"1) a tento trend
sa udrZal aZ do 90. diia veku.

JEDNORAZOVE HEMATOLOGICKO-BIOCHEMICKE VYSETRENIE

Krv pre jednorazové vySetrenie sme odobrali u 20 zvierat (10 z po-
kusnej a 10 z kontrolnej skupiny). VSetky vySetrované telce boli v obdobi
mliednej vyZivy, z toho védcCSina pred koncom prvej experimentélnej pe-
riédy. V bielom krvnom obraze sme nezistili preukazné rozdiely (tab.
III). Pokusnd skupina mala vy38ie percento lymfocytov (o 5,2 %) a niZ-
81 obsah neutrofilnych granulocytov (o 4,9 %), nédsledkom &oho sa sta-
novil 8ir§i pomer lymfocytov k neutrofilom (1,15 oproti 0,99 u kontrol-
nej skupiny). :

Signifikantnd diferenciu sme vypocitali v ukazovateloch &erveného
krvného obrazu. Obsah hemoglobinu a hematokrit boli u zvierat napéaja-
nych oSetrenym mledzivom o 8,6 g.1-1 a 0,045 1. 1-1 niZsi.

Z biochemickych ukazovatelov (tab. IV) st hladiny glykémie vyrov-
nané a informuji o dostatoénom kryti potreby energie. Aktivita aspar-
tdtaminotransferdzy ako indikdtora akttnych pedeiiovych alebo svalo-
vych ochoreni nie je zvySend ani u jednej skupiny. Koncentrdcia mod&o-
viny bola u pokusnej skupiny nepreukazne zvy$end (7,34 mmol.1-1
oproti 5,23 mmol.1-1). Bolo to spésobené patologickou hodnotou u te-
Tata €. 23540 (17,1 mmol.1-1). Obsah celkovych bielkovin bol podobne
ako pri predchéddzajicich sledovaniach Statisticky vysoko preukazne vys-
§i u pokusnej skupiny (55,5 g.1-1 oproti 50,3 g.1-1). Acidobdzny pro-
fil nebol ani u jednej skupiny naru$eny.

V minerdlnom profile vidiet vSeobecni tendenciu k hypomagne-
ziémii u obidvoch skupin. Hladiny ostatnych makroprvkov (tab. V) si
v hraniciach referentného rozpitia okrem Kkoncentrdcie u zvierata
¢. 23540 z pokusnej skupiny, ktoré ju mé patologicky zvy3end (6.7 mmol.
.171). Tato zmena je v3ak individuidlna a neovplyviiuje priemer skupiny.
Z mikroprvkov je hladina Zeleza v hraniciach referentného rozpftia. N&-
lez sved¢i o privode Zeleza zodpovedajicom jeho potrebe.
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I. Zmeny c¢erveného krvného obrazu a proteinového metabolizmu sledovanych teliat po¢as experimentu — Changes in red blood
cell counts and in protein metabolism of calves examined during the trial

Zacliatok experimentu

Koniec skrmovania

Odstav od mlie¢nej

90. den veku

¥ konzervovaného mlieka vyZi
Ukazovatel lsal::a RO i
x s rozdiel % l s | rozdiel x s rozdiel x s rozdiel

Hemoglobin P |1054 | 5,1 —3,5 [1054 | 6,3 —6,8+ [106,1 | 5,1 —2,5 105,8 | 4,5 ~1,3
(g.1"Y) K [108,9 | 4,9 112,2 | 7,8 108,6 | 5,0 107,1 | 5,6
Hematokrit P 0,320| 0,020 0,001 | 0,324 0,028 | —0,026 0,328/ 0,024 | —0,008 0,328/ 0,021 | —0,007
1.1y K 0,319| 0,014 0,350| 0,041 0,336/ 0,017 0,335 0,015
Celkové bielkoviny P 56,6 | 4,4 —0,3" | 596 | 4,1 5,8++ | 61,0 | 2,0 1,7 59,9 | 1,3 2,1++
(8.1 K 56,9 | 4,8 53,8 | 4,8 59,3 | 2,6 57,8 | 1,0
Imunoglobuliny P 17,78 | 2,39 | —0,06 | 15,36 | 1,78 | —0,02 23,93 | 1,77 0,16
U ZST K 17,84 | 2,19 15,38 | 1,76 23,77 | 1,59

P = pokusna skupina (n = 14); K = kontrolni skupina (n = 13)

+ P < 0,05; ++ P < 0,01
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II. Zmeny biochemickych ukazovatelov a horménov v krvnom sére sledovanych teliat po¢as experimentu — Changes in bio-
chemical characteristics and hormone concentrations in the blood serum of calves examined during the trial

. < Koniec skrmovania Odstav od mlie¢nej «
Sku- Zaciatok experimentu kzeevovandho micha vitivy 90. den veku
Ukazovatel Pina
x s rozdiel z s rozdiel x s rozdiel x s rozdiel

Dusik nebielkovinovy P 2,42 | 0,16 0,00 2,75 | 0,41 0,21 2,51 | 0,23 0,17 2,43 | 0,25 0,05
(mmol.1-1) K 2,42 | 034 2,54 | 0,44 2,347 0,27 2,38 | 0,24
Glukéza P 450 | 0,28 | —0,18 4,48 | 0,32 0,11 424 | 0,19 0,06 4,30 | 0,27 0,04
(mmol.1-1) K 4,68 | 0,46 4,37 | 0,80 4,18 | 0,18 4,26 | 0,19
Inzulin P 16,3 5,0 —0,9 17,1 55 | —1,2 14,6 24 | —04 15,6 3,7 0,7
(wUI.ml"1) K |172 7,6 18,3 6,7 15,0 4,8 14,9 3,5
Tyroxin P 43,3 8,8 —2:1 47,9 | 12,3 4,2 45,0 7,6 1,4 49,5 7,6 3,8
(nmol.1-1) K |454 | 147 43,7 9,3 43,6 6,4 45,7 7,4

P = pokusni skupina (n = 14); K = kontrolnd skupina (n = 13)



III. Profilovy metabolicky test — hematologické ukazovatele — Metabolic profile
test — haematological characteristics

Pokusné skupina Kontrolna skupina
Ukazovatel — Rozdiel
X s x s
Pocet leukocytov (10-.1-1) 8,75 2,63 9,73 2,47 —0,98
Hemoglobin (g.1-1) 103,30 7,60 111,90 8,70 —8,60+
Hematokrit (1.1-1) 0,312 0,042 0,357 0,043 —0,045+*
Poget lymfocytov (%) 50,10 12,10 44,90 14,80 5,20
Pocet neutrofilov (%) 49,50 12,50 54,40 14,60 —4,90
Pomer lymfocytov: neutrofilom ‘ 1,15 0,67 0,99 0,71 0,16
+ P<0,056 n=10
IV Profilovy metabolicky test — biochemické ukazovatele — Metabolic profile test
— biochemical characteristics
Pokusnd skupina Kontrolna skupina
Ukazovatel Rozdiel
x s x s
Glukéza (mmol.1-1) 4,22 0,70 4,39 0,92 —0,17
Mocovina (mmol.1-1) 7,32 3,53 5,23 1,18 2,11
Aspartataminotransferdza (ukat.1-1) 0,35 0,09 0,39 0,10 —0,04
Celkové bielkoviny (g.1°1) 55,50 3,10 50,30 2,90 5,20++
Néraznikova kapacita krvi
(mmol.l1) 28,00 1,97 28,20 2,06 —0,20

++ P < 0,01 n =10

V. Profilovy metabolicky test — mineralny metabolizmus — Metabolic profile test
— mineral metabolism
Pokusné skupina Kontrolna skupina
Ukazovatel Rozdiel
x s X s
Sodik (mmol.1-1) | 136,70 2,50 | 137,50 2,90 —0,80
Draslik (mmol.1-1) 5,48 0,54 5,24 0,32 0,24
Viépnik (mmol.1-1) 2,46 0,12 2,39 0,09 0,07
Hor¢ik (mmol.1-1) 0,65 0,07 0,61 0,05 0,04
Fosfor (mmol.1-1) 2,66 0,25 2,53 0,24 0,13
Zelezo (umol.1-1) 24,50 5,50 28,30 7,80 —3,80

n = 10
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DISKUSIA

Cielom préce bolo zistit, ¢i konzervovanie mledziva a nezrelého
mlieka sorbanom draselnym a uchovavanie takto oSetreného krmiva pri
normélnej teplote nema negativny vplyv na zdravotny stav teliat. Z&-
merne sme experiment uskutocCnili v letnom obdobi, kedy by sa mohlo
prejavit najviac trdviacich porich z nevhodne konzervovaného mlieka.
V skuto€nosti vSak bol zdravotny stav v pokusnej skupine vyrazne lep$i,
najméd pokial ide o ochorenie traviaceho traktu. Priklady hnackovych
ochoreni a tympanil spojenych s inapetenciou u kontrolnej skupiny mé-
Zu vysvetlit aj rozdiely v obsahu hemoglobinu a hematokritu pri sledova-
ni na konci prvého experimentdlneho obdobia a pri metabolickom teste.
Vplyvom tychto enteritid sa organizmus odvodiiuje a dochddza k he-
mokoncentréacii. Na tento stav upozornili Slanina a Beseda
(1979) a Bouda a Jago$§ (1984). ZvySeny obsah proteinémie u po-
kusnej skupiny méa zretelnu stuvislost s intenzivnejSim rastom (Brou-
cek ai., 1989).

Zaujimavé bolo zistovanie pri¢in vySSej hladiny modoviny v sére
teliat pokusnej skupiny. Spdsobil to bycek ¢. 23540, ktory mal patolo-
gicky zvySend nielen hladinu mocoviny (17,1 mmol.1-1), ale aj kélia
(6,70 mmol.1-1), a po Styroch diioch po odbere krvi sa u neho prejavila
pneumonia, na ktord po dalSich Styroch diloch uhynul. V ostatnych bio-
chemickych a hematologickych ukazovateloch sledovanych v 30., 60.
a 90. dni veku, ako aj pri jednorazovom hematologickom a biochemic-
kom vySetreni v priemernom veku 28 dni, sa neprejavili vyraznejSie roz-
diely a hodnoty boli v rdmci referenénych rozpéati, ktoré udédvaji. Sla-
nina a Beseda (1979) a Bouda a Jago$§ (1984).
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BPOYUEK, . — FAMAOLIUK, A. — KOBANUYUK, K. — BPECTEHCKMW, B. (HayuHo-
-UccneposaTeNbCkMii UHCTUTYT XHUBOTHOBOACTBA, HUTpa; OCyaapCTBEHHbIA BeTEpUHapHbIA
MHCTUTYT, Hutpa): CocTosHMe 340p0Bbs M MeTaGCNMyeCKMUe NOKa3aTenu y TeNar NUTaeMmbix
MONIO3MBOM ¥ He3penbtiM MONIOKOM, KOHCEPBUPOBAHHLIM COPGEHTOM KalueBbiM U MONOYHOW
kKopmogoii cmecbio. Veter, Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 395-402.

Llenbio pa6oTbl GblIoc YCTaHOBWUTb, HE OKa3blBaeT W KOHCEPBUPOBAHWE MONO3WMBA U Hespe-
noro Monoka KOHCepeUpoBaHHOE COpPGEHTOM KanueBbiM B KoHueHTpauuu 0,59, u ero xpa-
HeHWe 3—5 pHelh npu HOpManbHOM TemnepaType cpeabl OTpUuaTeNbHOe BAWSHUE Ha Co-
CTOofiHWe 340pOBbs Tenat. Mbl ucnonb3zosanu 30 TensT, KoTopble GbINM pasgeneHbl Ha ase
rpynnsi. Tensara onbiTHOW rpynnbl nutanuch ot 9 go 30 gHeeHoro Bo3pacTta (nepsblit akcne-
PUMEHTaNbHbIA 3Tan) KOHCEPBUPOBaHHbIM MONO3MBEOM M He3penbiM MonokoM, ¢ 30 no 50
AHEBHbIH BO3pacT (BTOPOW 3KCMEpPUMEHTalNbHbI 3Tan) MONOYHON KOPMOBOIW CMecblo. Te-
N8Ta KOHTPO/bHOI rpynnbl nuTanuch ot 9 go 50 gHeBHOro BO3pacTa MONOYHON KOPMOBOW
CMeCblo. B onbiTHOW rpynne nan oAUH TENEHOK W3-3a 3a60nesaHUs AblxaTenbHOro annapara.
B KOHTpO/NbHOI rpynne Takxe nan OAMH TENEHOK, a APYroi TeneHok 6bin B3ST Ha o6s3a-
TenbHbll Y60, B 060MX cnyuasx AuarHo3 Gbin — 3a60NeBaHWe NUILEBAPUTENbHLIX OPraHoB.
Takxe KONMYECTBO TENST, KOTOPbIX NEUUNU 6bino Gonee yAOBNETBOPUTENbHLIM Y TENST MU-
TaeMblX KOHCEPBUPOBaHHbIM MOMO3WBOM — Mbl YCTAHOBMAM OAWH CAyuyai, NepUoAUUECKOro
B3A4yTHUA, Y KOHTPOMLHOW rpynnbl 6biNO uyeTbipe XWUBOTHbIX GOMbHbIX 3ToW 6GonesHblo. MMpwu
UCCNEeAOBaHUKU remMaToNorMyeckux M GUOXMMUUECKUX noKa3aTenew Mbl YCTaHOBUAWM 06O3Ha-
UeHHblit Gonee HU3KWUIA YPOBEHb TEMOTNOGUHA" Yy OMbITHbIX XWBOTHLIX B KOHLE NepBOro
akcnepumeHTanbHoro nepuoga (1055 r.n no cpaBHeHuio ¢ 112,2 r.n) M BbICOKOZOCTO-
BEPHO Go/Nlee BbICOKYIO KOHLUEHTpPauuio NpoTEeMHEMUM NpU TOM xe uccneaosaHuu. (59,6 r.n
no cpasHeHuio ¢ 53,8 r.n). MNogo6Hble pa3nnuus Mbl YCTAaHOBUAM U NPU OAHOPA3OBOM re-
MaToNoruuecko-6MoOXMMUUECKOM UCCNEAOBaHUM.

TenaTta; KOHCepBUpPOBaHHOE MONO3UBO; copGeH'r KanueBblil; COCTOsIHWE 340pOBbLA, 6UOXUMU-
yeCcKkue nokasarenu

BROUCEK, J. — GAJDOSIK, D. — KOVALCIK, K. — BRESTENSKY, V. (Rese-
arch Institute of Animal Production, Nitra; State Veterinary Institute, Nitra):
Health Condition and Metabolic Characteristics in Calves Fed Potassium Sorbate
Preserved Colostrum and Unripe Milk and Milk Replacer. Veter. Med. (Praha), 34,
1989 (7) : 395-402.

The aim of the experiments was to investigate the effects of the preservation of
colostrum and unripe milk with potassium sorbate at a concentration of 0.5 9/
and of its storage for three to five days at normal environmental temperatures on
the calf health condition. A set of 30 calves divided into two groups was included
in the trial. Calves belonging to the experimental group were fed preserved colostrum
and unripe mik from day 9 to day 30 of their life (the first experimental period),
and from day 31 to day 50 (the second experimental period) milk replacer. Calves
belonging to the control group were fed milk replacer from day 9 to day 50 of
their life. One calf from the experimental group died from a respiratory disease.
In the control group, one calf died and another had to be slaughtered; in both
cases digestive tract diseases were diagnosed. The number of calves which had
to be treated medically was also lower in the experimental group — in the calves
fed preserved colostrum — one case of periodic tympany was recorded in comp-
arison with four cases in the control group. When haematological and bioche-
mical characteristics were examined, significantly lower haemoglobin levels were
found in experimental calves at the end of the first experimental period (1054 g.1-1
when compared with 112 g.1-1 in the control group) and significantly higher values
of proteinaemia were found in the blood plasma of these calves at the same pe-
riod (59.6 g.1-1 and 53.8 g.1-1, respectively). Similar differences were also found
during a single haematological and biochemical examination.

calves; preserved colostrum; potassium sorbate; health condition; biochemical cha-
racteristics
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VYSKYT COXIELLA BURNETII A CHLAMYDIA PSITTACI
U HOVADZIEHO DOBYTKA V JUZNYCH CECHACH

V. Lisak, J. Vosta, J. Rehacek

LISAK, V. — VOSTA, J. — REHACEK, J. (Bioveta, n.p., Nitra; Vysoka sko-
la zemeédélskd, Ceské Budéjovice; Virologicky tustav SAV, Bratislava): Vyskyt
Coxiella burnetii @ Chlamydia psittaci u hovddzieho dobytka v juznych Ce-
chdch. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 403-410.

V rokoch 1986 a 1987 sa v Siestich okresoch a 22 lokalitdch Juhoéeského kraja
a v jednom okrese a jednej lokalite Zapadoceského kraja vySetrilo metédou
. mikroaglutinacie (MAR) a metédou vézby komplementu (KFR) na protilatky
proti Cowxiella burnetii a Chlamydia psittaci celkove 747 kusov hovidzieho
dobytka. Pozitivita na C. burnetii bola pri MAR 44,49, a pri KFR 16,59,
Pozitivita na Chl. psittaci bola 7,1 9,. Zvla$f pozoruhodné je znadné rozsire-
nie a vysok& pozitivita koxiellézy v skimanej oblasti. Tuto skutoénosf —
— vzhladom na zruSenie uzavretého obratu chovov hoviddzieho dobytka u nis —
— mozno povazovaf ako potencidlne nebezpelenstvo pre vzplanutie Q ho-
ruc¢ky u Tudi nielen v Juhoceskom Kkraji, ale aj mimo neho.

metdéda mikroaglutinidcie (MAR); metéda vizby komplementu (KFR); Q ho-
rucka; protilatky

V juZnych Cechach sa pritomnost C. burnetii dokézala aZ v roku
1968 podla protilatok u hlodavcov Clethrionomys glareolus zachytenych
v okrese Ceské Bud&jovice (Rehad&ek a i, 1977). V daldich rokoch
tento nédlez opédt potvrdila séropozitivita drobnych hlodavcov. Neskor-
Sie sérologické Setrenia domécich zvierat, hovddzieho dobytka, oviec
a koni v réznych lokalitdch Juhoceského kraja, ktoré sa robili v rokoch
1972 aZ 1976, preukéazali pozitivitu iba u 1,3 % testovanych zvierat (Re -
hdcéek a i, 1977). Od roku 1977 sa pozorovanie koxiellozy: a chlamy-
diézy v juZnych Cechéach sistredilo na podhorie Sumavy a najmé na
chrdnent Krajinnd oblast ($umavsky odchov aj importované zvieratd).
Zamery sa upreli predovSetkym na hovddzi dobytok, ktory sa v ramci
kooperédcie medzi poInohospodirskymi podnikmi privédZal z juZnej Mo-
ravy na pasienkovy odchov. Vysledky preukézali moZnost zavle€enia in-
fekcie C. burnetii privdZanymi zvieratami. Stfasne sa v3ak manifesto-
vala moZnost vzniku ohnisk, pretoZe dochddzalo ku infekcii drobnych
cicavcov na pastvindch, na ktorych sa pésol dobytok (Rehéadek ai,
1987).

T4to Stidia prezentuje vysledky dvojro¢ného sledovania protildtok
proti C. burnetii a Chl. psittaci v chovoch hovddzieho dobytka, zvlast
produkénych krdv, v réznych lokalitdch Juhofeského kraja. .RuSenie
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uzavretého obratu stdd, ku ktorému dochadzalo v poslednych rokoch,
sposobilo totiZ nekontrolovatelné Sirenie réznych patogénnych agensov,
medzi ktoré naleZia — predpokladdme — aj oba uvedené patogény.

MATERIAL A METODY

V rokoch 1986 az 1987 sme vySetrili 747 kusov hoviddzieho dobytka z 22 lo-
kalit Juhoceského kraja a z jednej lokality zo Zapadoceského kraja (Klatovy). Vo
vacsine lokalit sme vySetrenia robili tri razy, v Styroch dva razy, v jednej raz.

Protilatky proti C. burnetii v sérach zvierat sme preukazovali metédou mikro-
aglutinacie (MAR) a metédou viazby komplementu (KFR) s antigénmi druhej fazy.
Protilatky voc¢i Chl. psittaci sme dokazovali len metédou vazby komplementu.

VYSLEDKY

VYSETRENIE HOVADZIEHO DOBYTKA NA PROTILATKY
PROTI C. BURNETII (TAB. I A II)

V dvoch okresoch — JindFichfiv Hradec a Tabor — prekrocila celko-
vd pozitivita C. burnetii 50 % stavu vySetrovanych zvierat (metédou
MAR). V ostatnych okresoch bola niZsia.

V dvoch polnohospodérskych zdvodoch okresu Jindfichiv Hradec bo-
lo rozpédtie premorenia C. burnetii podla protilatkovej odpovede pri me-
tode MAR 50,0 aZ 58,3 % a pri metode KFR 33,3 %. Cely okres mal teda
pozitivitu 54,16 %, pripadne 33,3 %.

V okrese Ceské Budg&jovice vykazuje vy3etrenie hovéddzieho dobyt-
ka v siedmich lokalitdch pozitivitu pri MAR 45,6 % a pri KFR 13,5 %
s celkovym rozpédtim podla jednotlivych lokalit pri MAR 16,7 aZ 63,9 %
a pri KFR 2,8 az 27,8 %. V lokalite Zaboviesky je ukazovatel pri MAR
az 63,9 %, kym pri KFR 8,3 %. NajniZ3ia pozitivita MAR (16,7 %) je v lo-
kalite Kolomérice, kde bol najvy$8i titer protildtok u jedného vy3etre-
ného kusa 1:32, rovnako ako pri titre KFR protilatok 1:16. Prevaha
(Styri zvieratd) je pri titre protildtok MAR 1:8 (66,6 %). V tejto lokali-
te si KFR protilatky vyhradne v titri 1: 8. V celom okrese Ceské Budg-
jovice je najvysSia frekvencia v hladindch protilatok 1:8 (23,5—33,0 %)
al:16 (22,5—23,5 %) podla oboch spdésobov vySetrenia.

P&dt polnohospodéarskych zdvodov v okrese Strakonice vykazuje sice
pozitivitu pri C. burnetii u MAR 38,2 % a u KFR 10,4 %, lenZe rozpitie
pozitivity je 16,7 aZ 61,1 %, a to pri titroch protildtok 1:8 aZ 1:16 nad
60,0 %. Tieto hodnoty sa nevynimajd ani pri najvy3sej pozitivite v loka-
lite Albrechtice, v ktorej MAR ukazuje 61,1 %, ale KFR 2,8 % protila-
tok, a to v titroch 1:8. V lokalite Bohumilice sa stretdvame so zvlast-
nostou. Pri pozitivite protilatok pri MAR 16,7 % je titer protildtok 1:128
a pri pozitivite KFR tak isto pri 16,7 % je titer protilatok 1: 8.

V piatich lokalitdch okresu Téabor je pozitivita MAR aZ nad 60,5 %,
kym pri KFR je 23,8 % s prevahou v titroch protildtok MAR 1:8
(22,0 %), 1:16 (25,6 %) a — do istej miery prekvapujice v ostatnych
stvislostiach — 1:128 (22,9 %), 1:256 (5,5 %). Pozitivita KFR je roz-
hodujica v titroch 1:8. Pozitivita MAR je podla polnohospodarskych
zdvodov v rozpéti 47.2 aZ 80.6 % a u KFR 19.4 aZ 30.6 %. Pozoruhodné
nadvéznosti s zreteIné najmd v polnohospoddrskom zédvode Repet,
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1. VySetrenie hovadzieho dobytka na protilatky proti C. burnetii a Chl. psittaci —
Examination of cattle for antibodies to C. burnetti and Chl. psittaci

Cosiella burnetii CZ‘:{;’;’C e
Okres Lokalita Pocet MAR KFR KFR
No % No % No %

Jindfichav ZdeSov 24 ; 14 58,3 8 33,3 0 0,0
Hlrades Bednérec 24 | 12 [ 500] 8 [333] 1 | 21
Ceské KoloméFice 36 6 16,7 1 2,8 4 11,1
Budgjovice | Neplachov 36 | 18 | 500| 10 | 278| 2 | 56
| Zabori 36 | 17 | 412| 10 | 278| 0 | 00

| Zaboviesky 36 | 23 | 639| 3 83| 10 | 30,6

Hosin 48 28 58,3 5 10,4 9 18,8

Cakovec 36 16 | 44,4 1 2,8 3 8,3

Lhota pod Horami | 24 7 29,2 4 16,7 3 12,5

Strakonice Slanik 36 7 19,4 3 8,3 5 13,9
Prestovice 36 15 41,7 6 16,7 0 0,0

Albrechtice 36 22 61,1 1 2,8 1 2,8

Bohumilice 12 2 16,7 2 16,7 0 0,0

Hlini§té 24 9 37,5 3 1255 1 4,2

Téabor Bezdééin 36 17 47,2 7 19,4 1 2,8
| Rybova Lhota 36 22 61,1 9 25,0 2 5,6

| Oltyné 36 18 50,0 8 22,2 2 5,6

! Repeé 36 | 29 | 80,6 | 11 | 30,6 | 2 5,6

1 Staré Sedlo 36 23 63,9 8 22,2 0 0,0

Pisek ‘ Sepekov 36 17 47,2 7 19,4 1 2,8
Prachatice | Kratochvile 36 10 27,8 4 11,1 3 8,3
Grejnarov 36 5 13,9 5 13,9 2 5,6

Klatovy . Desenice 15 4 26,7 0 0,0 0 0,0

v ktorom je pozitivita pri MAR 80,6 % a pri KFR 30,6 %, pritom je znac-
ny titer protilatok proti C. burnetii 1:256 (13,7 %). V lokalitdch tohto
okresu je titer 5,5 % najpreukaznej$i spomedzi lokalit vySetrovanych
okresov.

Jeden polnohospodérsky zdvod v okrese Pisek mé& pozitivitu C. bur-
netii pri MAR 47,2 %, opét podstatnejSiu Cast pri titre protilatok 1: 8.
Pozitivita KFR je 19,4 %, vyluéne v najniZSom titre.

V okrese Prachatice sme vySetrili hovddzi dobytok v dvoch polno-
hospodarskych zdvodoch a pozitivita C. burnetii je pri MAR v rozpati
13,9 aZ 27,8 % a pri KFR 11,1 aZ 13,9 %. U 53,3 % je titer protllatok
1: 8. VyS8sia pozitivita je v lokahte Kratochvile

Na Klatovsku je v jednom polnohospodirskom zdvode pozitivita
C. burnetii pri MAR 26,7 %, avSak najvyssi titer protildtok je 1:16. KFR
pozitivitu nevykazuje.
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II. Hladina protilatok proti C. burnetii u hoviddzieho dobytka — The levels of antibodies to C. burnetii in cattle

Pocet Coxiella burnetii Pozitivnych
Okres 1:8 116 1:32 1:64 1:128 1:256 pocet
lokalit | zvierat S

MAR | KFR I MAR | KFR | MAR | KFR | MAR | KFR | MAR | KFR | MAR | KFR | MAR | KFR

Jindfichuv Hradec 2 48 5 7 5 7 5 1 5 1 6 0 26 16
% 19,2 | 43,7 | 19,2 | 43,7 | 19,2 6,8 | 19,2 6,8 | 23,8 0 54,1 33,3

Ceské Budéjovice 7 252 | 38 21 26 8 19 3 13 1 18 1 1 0 115 34
% 33,0 | 23,5 | 22,5 | 23,5 | 16,5 8,8 | 11,3 2,9 | 15,6 2,9 0,8 0 45,6 13,5

Strakonice 5 144 | 21 7 12 5 10 2 4 1 8 0 55 15
% 38,1 | 46,8 | 21,8 | 33,3 | 18,1 | 13,3 7,2 6,6 | 14,5 0 38,2 10,4

Téabor 5 180 | 24 25 28 10 19 5 2 25 1 6 0 109 43
% 22,0 | 58,1 |.25,6 | 23,2 | 17,4 | 11,6 6,4 4,6 | 22,9 2,3 5,5 0 60,5 23,8

Pisek 1 36 | 9 7 3 0 3 0 1 0 1 0 17 7
% 25,0 | 19,4 8,3 0 8,3 0 2,7 0 2,7 0 47,2 19,4

Prachatice 2 72 8 2 1 5 3 2 0 2 0 15 9
% 53,3 | 22,2 6,6 | 55,5 | 20,0 | 22,2 6,6 0 13,3 0 20,8 12,5

Klatovy 1 15 3 0 0 4 0

% 20,0 0 6,6 0 26,7 0

Spolu 23 747 |108 69 76 35 59 13 31 5 60 2 7 0 341 124
% 32,5 | 55,2 | 22,8 | 28,4 | 15,0 | 10,5 9,3 4,0 | 18,0 1,7 2,1 0 44,4 16,5




Zo vSetkych vySetrenych kusov v 23 lokalitdch je pozitivita C. bur-
netii pri MAR 44,4 % a pri KFR 16,5 % s tym, Ze takmer tretina zvierat
ma titer protilatok 1:8 pri MAR, ale aZ 55,2 % pri KFR. Najvyssi titer
protilatok 1 : 256 je len pri MAR.

VYSETRENIE HOVADZIEHO DOBYTKA NA PROTILATKY
PROTI CHL. PSITTACI (TAB. I)

VySetrenie hoviddzieho dobytka na Chl. psittaci sa taktieZ usku-
tocnilo v 23 lokalitdch. Pozitivita sa zaznamenala v 18 lokalitach, avSak
v piatich lokalitdch bola iba u jedného z vy$etrovanych zvierat.

Najpreukaznejdia pozitivita je v okrese Ceské Bud&jovice — 12,0 %
(32 kusov v Siestich polnohospodarskych zdvodoch) a v okrese Pracha-
tice — 13,8 % (péat kusov v dvoch polnohospodérskych zédvodoch). Po-
zornost si zasluhuje skutoc¢nost, Ze zo siedmich polnohospodarskych za-
vodov v okrese Ceské Budg&jovice je v iestich lokalitdch pozitivita Chl.
psittaci v rozpiti 5,6 aZ 30,6 % u 32 kusov pozitivnych zvierat. U 24 ku-
sov zvierat bol titer protildtok 1:8, u siedmich zvierat 1:16 a u jed-
ného zvierata 1: 32. Je to v8ak aj 60,4 % pozitivnych zvierat na Chl. psit-
taci z tejto skimanej vzorky 23 polnohospodarskych zavodov v siedmich
okresoch.

Sedem pozitivnych zvierat je v troch lokalitdch okresu Strakonice
(dve negativne), lenZe v jednom (Slanik) je 13,9% pozitivita (p&t zvie-
rat) a v dvoch lokalitdch je po jednom pozitivnom zvierati (2,8 aZ
4,2 %), v8etky titre protilatok 1:8. _

Rovnaky pocet pozitivnych zvierat je aj v Styroch polnohospodar-
skych z&vodoch okresu Tébor (jedna lokalita negativna), z ktorych
v troch lokalitdch st vZdy dve pozitivne zvieratd. V dvoch lokalitdch
sa titre protilatok 1:8 a 1:16, v jednej lokalite 1:8, v jednej lokalite
je jedno pozitivne zviera s titrom 1 : 16.

V oboch vySetrovanych zdvodoch okresu Prachatice je celkom pit
pozitivnych zvierat s titrami protildtok 1:8 (tri kusy) a 1:16 (dva ku-
sy) pri vyslednom percente pozitivity Chl. psittaci 5,6 aZ 8,3 %.

Jedno pozitivne zviera (titer protildtok 1:8) je v jednom vySetro-
vanom polnohospodarskom zédvode okresu Pisek (2,8 %). Ten isty vy-
pocet (titer 1:16) je aj v iednom z dvoch vySetrovanych zavodov okre-
su Jindfichtiv Hradec (2,08 %).

Celkove v 23 lokalitdch siedmich okresov bolo 53 pozitivnych zvierat
na protilatky Chl. psittaci z vySetrenych zvierat (7.1 %), ibaZe rozpéi-
tie titrov bolo 1:8 (73,6 %), 1:16 (24,5%) a 1:32 (1.8 %).

DISKUSIA

Podla uznesenia predsednictva vlddy CSSR &. 1/78 je potrebné né-
ro¢nejsie tempo zvySovania pocdetnych stavov hovddzieho dobytka za-
bezpeéit diferencovane, predovSetkym v tych oblastiach. v ktorych dote-
rajSia intenzita nezodpovedd moZnostiam v zdrojoch zdkladnych krmiv.
Tento smer rozvoja sa mé podporit jednak zvySenou vystavbou. jednak
presunmi chovného a zdstavbového hoviddzieho dobytka medzi oblastami
a republikami. Spomedzi krajov Stredoslovensky, Vychodoslovensky. Se-
verotesky sa rata aj s oblastou Sumavy (K¥ecek, 1981). Z chovatel-
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ského i zdravotného hladiska je pasienkovy odchov mladého hovddzieho
dobytka zdkladnym opatrenim pre zvySovanie uZitkovosti a ozdravenie
hovéddzieho dobytka.

Karédsek a DvorFacek (1963) zdoraziiuji, Ze pastva na Cerst-
vom vzduchu a slnku mé priaznivy vplyv na pohlavni ¢innost mladého
hovéddzieho dobytka a prispieva k jeho védc¢Sej odolnosti voci infekénym
chorobam.

Oba uvéadzané trendy sa uplatiiuji aj v .chovoch hovéddzieho dobytka
v juZnych Cechach. Maju v3ak aj svoje negatlva Najsamprv je to proble-
matika presunov zvierat, pokial ide o naSe predchddzajice vysledky
z oblasti CHKO Sumava. Do CHKO sa na pasienkovy odchov prestvali
jalovice z juZnej Moravy infikované koxiellou (Rehac¢ek a i, 1987).
Ukézalo sa, Ze Sirenie infekcie touto cestou je redlne. NaSe stiCasné vy-
sledky premorenia chovov hovddzieho dobytka C. burnetii v rdznych
okresoch JuhocCeského Kraja presviedcajui, Ze zruSenie uzavretych obratov
stad hovaddzieho dobytka vedie pozvolna k prenikaniu tejto infekcie tak-
mer do vSetkych chovov v skimanej oblasti. Nie neprdvom upozoriiuji
Rehddek a i. (1987), 7e podstata nebezpetenstva Sirenia infekcie
spoliva v prenose agens presunom zvierat z oblasti zndmych vyskytom
Q horiicky. V tomto pripade sa Ziada doplnit konStatovanie o skutoc-
nost: nebezpecenstvo je v dovoze zvierat, pri ktorom neboli dorieSené
vSetky nédleZitosti veterindrnej starostlivosti.

ZvlasStnou kapitolou vysledkov su sérologické vySetrenia na chla-
mydie. Zistili sme ich vyskyt a stretli sme sa s nizkymi titrami proti-
latok u hovéddzieho dobytka.

Otdznym zostava. preco sa chlamydle niekedy uplatiiuji ako pato-
gén a v inych savislostiach to nie je tak. Sirokd 3kdlu symptémov ocho-
reni spésobenych Chl. psittaci u hovddzieho dobytka uvadzaji Reha -
ek a i (1987). Sadecky (1981) pripusta, Ze Clovek sa infikuje
chlamydiami od hovddzieho dobytka iba prileZitostne. Infekcia vtacimi
chlamydiami je vSak pomerne Castd. Ukazuje sa, Ze priame nebezpecen-
stvo jestvuje v chovoch, ktoré si chlamydiami infikované. Pdvodca sa
vyskvtuje najmé v Crevach novorodenych teliat. Pri potratoch i pérodoch
st chlamydie masivne vyluované do prostredia.

Doteraz sa zodpovedne nerieSila problematika Chl. psittaci ako no-
vodcu rdznych ochoreni hoviddzieho dobytka chovaného v juZnych Ce-
chach. Preukéazala sa v8ak ich etiolégia pri keratokoninunktivitidach te-
liat na Sumave (Cempirkov4a a i, 1986). V tomto smere bude Zia-
dice konfrontovat vysledky nasSich vvSetreni z rokov 1986 aZ 1987 s pro-
blematikou symptomatolégie vo vztahu k etiolégii. V Ziadnom pripade
nie je prijateIné, abv sa naSe vysledky povaZovali len za prosté kon-
Statovanie pritomnosti chlamydii v skiimanej oblasti. NaS§im amyslom bo-
lo upozornit na vyskyt chlamydii v terénnych podmienkach. Ak by sa
w hovddzieho dobytka vykazujiceho symptémy podobné ochoreniam
chlamydiami preukAzali. nie je nepodstatné. ¢i Chl. psittaci je ich pb-
vodcom alebo nie. M4 to totiZ zdsadny vyznam pre ich odstrdnenie. pri-
padne pre ich dal$ie 3irenie.

Nasledujice prdce predpokladaji rieSenie problematikv séropoziti-
vity zvievat na C. burnetii a Chl. psittaci vo vztahn k reprodnkcii zvie-
rat. Ako u C. burnetii, tak aj v pripade Chl. psittaci je dopad agens v na-
Sich podmienkach viac menej nejasny. Musime pripustit, Ze séropoziti-
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vita hovéddzieho dobytka na C. burnetii a Chl. psittacci v sledovanej oblasti
pravdepodobne nie je odrazom maniiestného priebehu ochorenia, alebo
to nie je vyrazne preukdzané. Do urCitej miery vSak je avizom pre moZné
vzplanutie Q horicky predovSetkym u zamestnancov polnohospodar-
skych zavodov.

Na zéaklade pozorovani uzatvarame: autenticita infekcie C. burnetii
je jav, ktory sa musi brat do tvahy. UZ pri podozreni na infekciu je ne-
vyhnutné presnd diagnostika. Zaklada sa na sérologickom vyS3etreni (me-
téda aglutinacie, reakcie védzby komplementu, imunofluorescencia,
ELISA), pripadne priamym ndalezom poévodcu najmé v mlieku a placente
domaécich zvierat (izolacia C. burnetii na morc¢atach, alebo detekcia po-
vodcu na nateroch z placentarneho tkaniva).
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NNCAK, B. — BOLWUTA, 1. — PXEFAYEK, M. (Buoseta, Hau. npeanp. Hutpa; Cenbcko-
XO024CTBEHHbIW UHCTUTYT, Yewcke Byaeinosuue; Buponoruueckuin uHctutyt CAH, Bpartu-
cnaBa): Hanuuue Coxiella burnetii m Chlamydia psittaci y xpynHoro poraTtoro ckoTa
B toxHo#i UYexumn. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :403-410.

B 1986 u 1987 rr. B wecTtu paioHax M 22 MeCTax KXHOUEWCKOH 0671aCTU U B OAHOM
palioHe U 04HOM MecCTe 3anajgHouelICKoi o6nacTu o6CnefoBanM METOAOM MUKpOarnyTUHaUuuu
(MAR) u metogom cBa3zu komnnemeHta (KFR) c aHtutenamu npotus Coxiella burnetii
u Chlamydia psittaci sBcero 747 ronos ckota. MosutusHoctb k C. burnetii 6bina y MAR
44,40/, v npu KFR 16,59, MosutueHocts k Chl. psittaci cocrasnsna 7,1Y,. Oco6eHHo
npuUmeuaTe/bHbIM SBNSETCS 2HAUUTENbHOE pacClMpeHWe W BbICOKas MNO3UTMBHOCTb KOKCH-
2/103bl B MCcCneayemoit o6nactu. 3ToT akT — BBUAY YNpasgHEHUs 3akpbiToro obopoTa
pa3BeseHUs KPYMHOTro poraTtoro CKoTa y HaC — MOXHO CUMTaTb MOTEHLMWaNbHOM ONacHOCTbIO
npu BCnawke Q ropsukM y NOAEH He TONbKO B OXHOUECKOW o6nactu, HO U B APYrux
mecTax.

metog mukpoarnotuHauuu (MAR); mecto cesisu komnnemeHta (KFR); Q ropsuka; aHTuTena

LISAK, V. — VOSTA, J. — REHACEK, J. (Bioveta National Corporation, Nitra;
University of Agriculture, Ceské Budé&jovice; Institute of Virology, Slovak Aca-
demy of Sciences, Bratislava): The Incidence of Coxiella burnetii and Chlamydia
psittaci in Cattle Reared in Southern Bohemia. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :
: 403-410.

In 1986 and 1987 in six districts and 22 localities of the Southern Bohemian region,
and in one district and one locality of the Western Bohemian region the total of
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747 head of cattle was examined by a microagglutination method (MAR) and
complement fixation method (KFR) for antibodies to Coxiella burnetii and Chla-
mydia psittaci. The positivity of C. burnetii detection was 44.49, in MAR and
16.5 9%, in KFR. The positivity of Chl. psittaci detection was 7.1 9, The widespread
incidence and highly positive results of coxiellosis findings in the given regions
are especially remarkable. This circumstance — for the closed herd turnover in
this country has been abandoned — can be considered a potential risk of Q
fever outbreak in the human population not only in the Southern Bohemian region,
but also in other localities.

microagglutination method (MAR); complement-fixation method (KFR); Q fever;
antibodies

LISAK, V. — VOSTA, J. — REHACEK, J. (Bioveta, volkseigener Betrieb, Nitra;
Landwirtschaftliche Hochschule, Ceské Budé&jovice; Virologisches Institut der Slo-
wakischen Akademie der Wissenschaften, Bratislava): Vorkommen wvon Coxiella
burnetii und Chlamydia psittaci bei Rindern in Sidbohmen. Veter. Med. (Praha),
34, 1989 (7) :403-410.

In den Jahren 1986 und 1987 wurden in sechs Kreisen und 22 Lokalitdten des
Bezirks Siidbéhmen und in einem Kreis und einer Lokalitdt des Bezirks West-
béhmen insgesamt 747 Stiick Rinder auf Antikorper gegen Coxiella burnetii und
Chlamydia psittaci u. zw. mittels der Methoden der Mikroagglutination (MAR)
und der Komplementbindungsreaktion (KFR), untersucht. Die Positivitdat auf C.
burnetii war bei MAR 44,49, und bei KFR 16,59, Die Positivitit auf Chl. psittaci
war 7,19,. Besonders beachtenwert ist die betrdchtliche Verbreitung und die hohe
Positivitdat der Koxiellose im untersuchten Territorium. Diese Tatsache ist — im
Hinblick auf die Aufhebung des geschlossenen Umtriebs der Rinderherden bei
uns — als eine potentielle Gefahr eines Aufflammens des Q-Fiebers bei Menschen
und dies nicht nur im Bezirk Siidbéhmen sondern auch anderswo, zu betrachten.

Mikroagglutinationsmethode (MAR); Methode der Komplementbindungsreaktion
(KRF); Q-Fieber; Antikorper
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PSEUDOMONAS AERUGINOSA V SYROVEM A PASTEROVANEM
MLECE

V. Mickova, J. Lukasova, S. Konecény

MICKOVA, V. — LUKASOVA, J. — KONECNY, S. (Statni veterinarni ustav,
Ostrava; Vysoka Skola veterinarni, Brno): Pseudomonas aeruginosa v syrovém
a pasterovaném mléce. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 411-419.

Béhem jednoho roku jsme z 203 vzorkt syrového mléka izolovali 18 kmenu
Pseudomonas aeruginosa, tj. 8,879, Z 50 vzorkl pasterovaného mléka jsme
izolovali dva kmeny Pseudomonas aeruginosa, tj. 49, Kmeny byly zachyce-
ny pomnozovaci technikou v masopeptonovém bujénu (MPB) s malachitovou
zeleni a v selektivnich médiich — centrimidovém agaru (CEM) a Pseudomonas
F agaru. VSechny izolované kmeny produkovaly protedzu, lipdzu produkovalo
jen pét kmenu. Byly devitalizovdny pastera¢ni teplotou (72 °C) pusobici po do-
bu 20 sekund. Pri chladirenské teploté (4°C) se buriky kment pomnozovaly
v priméru o dva rady, inhibi¢ni Géinek nizké teploty byl zjistén pouze u jed-
noho kmene. Byl prokazén inhibiéni Uéinek mléénych kultur (smetanové, jo-
gurtové) na Pseudomonas aeruginosa; tento Géinek se vyraznéji projevil pri
teploté 4 °C. Izolované kmeny byly vyrazné citlivé ke gentamycinu.

Pseudomonas aeruginosa v mléce; frekvence vyskytu; kultivace; typizace; citli-
vost na antibiotika

Stdle Castéji se setkdvame s epidemiologickymi tdaji o podmin&né
patogenité gramnegativnich nefermentujicich mikroorganismi, Kkteré
jsou prifinou vzniku alimentarnich nédkaz. Klinické symptomy nevyvo-
lavaji jen samotné mikroorganismy, ale i produkty jejich metabolismu,
jakoZ i rozkladné produkty sloZek potravin, které jsou vysledkem biolo-
gické aktivity téchto mikrobli a které se mohou nep¥iznivé uplatnit ne-
jen v lidském organismu, ale i v kontaminovanych potravindch, zejmé-
na v syrovém mléce.

Literdrnich Gdaji o otravdch z potravin vyvolanych Pseudomonas
aeruginosa je pomérné malo a vétSinou se tykaji novorozencii a kojenct
(Burzynska a Maciejsa, 1974; Ormay aj., 1980; Jedlic-
kova, 1982).

Katona a Lanyi (1982) referuji o vyskytu Pseudomonas aeru-
ginosa v syrovém mléce u 56 % vzorkii a uvadéji jejich vyskyt do sou-
vislosti s nedostate¢nou hygienou pri ziskdvani mléka. Kielwein
(1986) izoloval 6,7 % kment Pseudomonas aeruginosa ze syrového mlé-
ka. Otte aj. (1978) ziskali Pseudomonas aeruginosa ze 37 % vzor-
kit mléka Haladovd a Lancova (1979) izolovaly 40 % Pseudo-
monas aeruginosa z konzumniho pasterovaného mléka.

Vlivem n&kterych technologii na pfeZivani Pseudomonas aeruginosa
v potravindch se zabyvali Luk4d3ova a Mréaz (1986) a zjistili, Ze
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" pasteracni teploty inhibuji jejich rfist, mlé¢né kysani pouze redukuje
poc¢ty bunék tohoto zarodku.

Inhibici ristu podminéné patogennich kmend vCetné Pseudomonas
aeruginosa ve fermentovanych mlécnych vyrobcich se zabyval Ko -
nec¢ny (1986) a potvrdil vysokou inhibiéni i¢innost acidofilniho mléka
a jogurtu, zvlasté pri teploté 22 °C.

Smyslem naSeho sledovani bylo zjistit frekvenci baktérii Pseudo-
monas aeruginosa v syrovém a pasterovaném mléce, ovétrit vhodnou me-
todiku zachytu, selektivni diagnostickd média a provérit vlastnosti izo-
lovanych kment vzhledem k jejich dalSimu pfisobeni v potraviné (tj. pro-
teolytickd a lipolytickd aktivita, odolnost vi¢i pasteratni a chladiren-
ské teploté, mléénému kysani a citlivost k antibiotiktim).

MATERIAL A METODY

Predmétem vySetreni byly 203 vzorky syrového mléka a 50 vzorka mléka
pasterovaného v obchodnim baleni. V8echny vzorky mléka byly inokulovany v mnoz-
stvi a 10 ml do 10 ml masopeptéonového bujénu (MPB) s malachitovou zeleni
v koncentraci 1:100000 (Schubert aj, 1973) a inkubovany v termostatu pfi
teploté 37°C po dobu 48 hodin. Z tohoto média jsme vyoékovavali na centrimidovy
agar (Merck) a Pseudomonas F agar (Imuna) jako na pudy selektivni a na Endo-
vu pudu. Endovu plidu jsme pouZzili i pro piimy nétér sedimentu mléka (podle
CSN 56 0100).

Centrimidovy agar byl inkubovdn 48 hodin pii teploté 37°C (Goto a Eno-
moto, 1970; Lilly a Lowbury, 1972), Pseudomonas F agar byl inkubovan pri
teploté 22 °C po dobu ti'i az péti dnu, porost byl prohlizen v UV svétle (Lysenko,
1961; Zahradnicky, 1979) a bylo sledovano zlutozelené zabarveni.

Jako diagnostické testy pro rod Pseudomonas jsme pouzivali:

1. cytochromoxiddzu (Daubner a Mayer, 1968);

2. rust pii teploté 42°C na Sikmém TGYE agaru po jednodenni inkubaci (D u-
ben, 1977);

3. tvorba amoniaku v acetamidovém médiu s 0,19, acetamidu (Biihlmann
aj., 1961). Pozitivni reakce — vznik oranzové d&ervené sraZeniny — byla prokazo-
véana Nesslerovym c¢inidlem po jednodenni inkubaci;

4. tvorba dihydrolazy argininu v Moellerové médiu (Moeller, 1955);

5. pohyb v agaru s TTC;

6., 7. tvorba lyzin- a ornithindekarboxyldz v Moellerové médiu (Moeller,
1955);

8. tvorba indolu;

9. tvorba sirovodiku v Hajnové médiu;

10. prikaz DNAzy na pudé DNA Oxoid (OXOID Manual, 1982).

Jako diferenciaéné diagnostické testy pro Pseudomonas aeruginosa jsme brali
v uvahu:

1. rychlou tvorbu argininu;

2. rust na CEM agaru (Zlutozelena zéna kolem kolonii);

3. rust na Pseudomonas F agaru (hnédozeleny porost a pozorovani zlutozele-
ného pigmentu v UV svétle);

4. rust pri teploté 42°C na TGYE agaru (tryptono-glukézovy kvasnié¢ny agar);

5. aglutinace s Kkomerc¢né vyrabénymi O-antiséry Pseudomonas aeruginosa
SEVAC, a to PsOA, PsOB, PsOC (TorSova aj.,, 1984).

Ke sklickovému aglutinaénimu testu jsme pouzivali cerstvé  bakteridlni kul-
tury vyrostlé na centrimidovém agaru. Pozitivni reakce byly hodnoceny nejdéle do
jedné minuty. Biochemicka aktivita byla hodnocena s pouzitim schematu, které
uvedl Gilardi (1977).

U izolovanych kmenu byly zjisfovany tyto dalsi vlastnosti:
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PROTEOLYTICKA A LIPOLYTICKA AKTIVITA

Proteolytickou a lipolytickou aktivitu jsme zjisfovali na MPA s zelatinou
a Tweenem 80 (Guthierez a Gonzales, 1972), inkubace trvala 24 az 48 ho-
din pri teploté 30°C. Po posouzeni lipolytické aktivity (mlé¢né zkalend zéna kolem
lkolonii) jsme porost prelili roztokem chloridu rtufnatého a posuzovali jsme pro-
teolytickou aktivitu (zéna projasnéni kolem kolonii). '

VLIV CHLADIRENSKE TEPLOTY

Suspenzi vySetrfovanych kment v mnozstvi 0,1 ml jsme naoc¢kovali do 10 ml
MPB a stanovili jsme poc¢ate¢ni koncentraci. Zkumavky byly skladovany étyri tyd-
ny pri teploté 4°C. Kazdy tyden jsme odebrali vzorek a stanovili jsme pocet ko-
lonii Pseudomonas aeruginosa plotnovou metodou.

VLIV PASTERACNI TEPLOTY

Ke kultivaci kmenu jsme pouzili rekonstituované polotu¢né mléko a MPB.
Vzorky byly zahraty na teplotu 72°C na dobu 20 sekund. Pak byly rychle zchla-
zeny a byl stanoven pocet bunék Pseudomonas aeruginosa.

VLIV MLECNEHO KYSANI

10%,, odtuénéné mléko jsme po obnoveni rozplnili po 50 ml, zahrali na teplo-
tu 85°C 10 minut a potom zchladili na teplotu 45°C. K mléku jsme pridali 2 ml
jogurtové kultury RX (fedéné mlékem 1 :1) a suspenzi kment Pseudomanas aeru-
ginosa. Mléko bylo inkubovano v termostatu pii teploté 43 °C po dobu 3,5 hodiny.
Po této dobé byla stanovena titra¢ni kyselost pouzitim chloridu sodného (c-0,25
mol .1-1) a poéet bunék Pseudomonas aeruginosa. Vzorky byly dale skladovany 24
hodiny pii chladni¢kové teploté a v nich byly stanoveny stejné hodnoty.

Tentyz postup byl zachovan pri pouziti smetanové kultury. Vzorky byly zchla-
zeny na teplotu 23 °C a po naoc¢kovani inkubovény 24 hodiny pri teploté 22 °C.

Ke stanoveni poétu Pseudomonas aeruginosea byla pouzita kvantitativni plotno-
va metoda a Pseudomonas F agar. U vSech vzorkl byla vzdy stanovena pocateéni
koncentrace Pseudomonas aeruginosa (107 —108 . ml-1).

CITLIVOST K VYBRANYM ANTIBIOTIKUM

Citlivost k vybranym antibiotikiim jsme stanovili difizni diskovou metodou
na Mueller-Hintonové agaru (Vymola a Hejzlar, 1964) za pouziti diskt La-
chema s obsahem tohoto mnoZstvi uéinné latky: gentamicin (20 um), streptomycin
(30 wg), neomycin (30 ug), kolistin (50 ug), tetracyklin (30 wg), vankomycin (30 ug),
penicilin (10 m. j.).

VYSLEDKY

Ve sledovaném obdobi jsme na zarodky rodu Pseudomonas vySetrili
203 vzorky syrového mléka a izolovali jsme 18 kmeni Pseudomonas
aeruginosa, tj. 8,87 % z celkového poctu vySetieni. Ddle bylo vySetfeno
50 vzorkl pasterovaného mléka v obchodnim baleni a byly izolovany dva
kmeny Pseudomonas aeruginosa, tj. 4,0 %. Jako Pseudomonas aerugino-
sa byly urCeny kmeny, které vytvarely Zlutozelenou z6nu na CEM agaru,
rostly pfi teploté 42°C, hydrolyzovaly arginin, vytvarely Zlutozeleny
pigment na pseudomonidovém F agaru, byly negativni v testech §t8peni
lyzinu, ornithinu, tvorby indolu a sirovodiku. 16 kment bylo pohvblivych,
pouze dva vykazovaly negativni pohyb. Jeden kmen tvofil deoxyribo-
nukledzu (tab. I).

P¥imou kultivaci ze sedimentu mléka na Endovu ptdu nebyl za-
chycen ani jeden kmen rodu Pseudomonas.
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I. Biochemické vlastnosti a charakteristické znaky izolovanych kment Pseudomonas
monas aeruginosa strains isolated from milk
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Na Endové ptidé po pomnoZeni v MPB s malachitovou zeleni bylo
z materidlu izolovdno osm kment E. coli, tfi kmeny Pseudomonas spe-
cies a po jednom kmeni Pseudomonas putrefaciens, Pseudomonas cepa-
cia, Yersinia enterocolitica, Acinetobacter anitratus a Providentia rettge-
ri. Tyto kmeny nebyly pfedmétem dalsiho studia.

VSechny izolované kmeny Pseudomonas aeruginosa produkovaly
proteézu, lipdzu produkovalo jen pé&t kmend.

Z vybranych antibiotik byly vSechny kmeny silné citlivé ke genta-
mycinu, sedm kmen@ ke streptomycinu. Slab& citlivjch bylo jedenact
kment ke streptomycinu a deset kmenli k neomycinu. Rezistentni byly
dva kmeny ke streptomycinu, deset kment k neomycinu. VSech 20 kme-
ni bylo rezistentnich ke kolistinu, tetracyklinu, vankomycinu a peni-
cilinu.

Pasteracni teplota 72°C po dobu 20 sekund zpfisobila devitalizaci
v8ech pouZitych kmend Pseudomonas aeruginosa, a to jak v MPB, tak
v mléce.

Pf¥i skladovani bujénovych kultur izolovanych kment pfi chladiren-
ské teplotd (4°C) po dobu &ty¥ tydnl se polet bun&k zvysil v priméru

-
=N
1

E

x

"2 10+

2 1. Prezivani Pseudomo-
5 nas aeruginosa prichla-
5 g direnské teploté (pru-
8 mérné hodnoty) — Sur-
=4 vival of Pseudomonas

aeruginosa strains at
cold store temperatures
(mean values)

(o]
1

D

) ---- kmeny z pastero-
T T vaného mléka

0 1 2 3 L kmeny ze syro-
vého mléka

cas [tydny]

414 vVETERINARN! MEDICINA — 1989



aeruginosa — Biochemical properties and some other characteristics of Pseudo-
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o dva Fady. Rozdil mezi kmeny izolovanymi ze syrového a pasterova-
ného mléka nebyl zji§tén (obr. 1). Z vySetfovanych kment byl pouze
u jednoho zaznamenan inhibi¢ni uCinek nizké teploty.

Mlé¢né kysani — aktivita jogurtové kultury v mléce se projevila
zvySenim titracni kyselosti ze 7,0 ml na 30,1 ml NaOH (c-0,25 mol.1-1)
po 24hodinovém skladovani vzorkd pri teploté 4°C. Se stoupajici ky-
selosti klesal pocet bun&k Pseudomonas aeruginosa z puvodni hodnoty
3,6.10. ml-1 na 1,7.108.ml~! po 3,5 hodiné a po 24 hodinach na 2.
.104.ml-1 (obr. 2).

PFfi pouZiti smetanové kultury byly vysledky obdobné, vzhledem
k delSi dobé inkubace v3ak byla titracni kyselost vy$3i a pocet bunék
Pseudomonas aeruginosa niZsi (obr. 3). Rozdily mezi kmeny izolovanymi
ze syrového a pasterovaného mléka nebyly zjiStény.

_ Kmeny Pseudomonas aeruginosa po pusobeni chladirenské teploty,

jogurtové a smetanové kultury byly znovu vySetfeny na produkci lipi-
zy, protedzy a na citlivost k antibiotikim. Zmény proti pivodnim hod-
notdm nebyly zjiStény.

DISKUSE

V laboratorni diagnostice pseudomondad je moZné postupovat pod'e
vétStho poctu diagnostickych kli¢h uvedenych riiznymi autory (Lysen -
ko, 1961; Wahbe a Darrel, 1965; Bas§taf¥, 1975; Zahrad-
nicky, 1979; Jedlickova, 1980; Jufenikovad, 1982). Pro zjed-
nodudeni jsme se pridrZovali nédvrhu, ktery podala Klokocé¢nikova
(1987) pro identifikaci nékterych bakteridlnich druhi rodu Pseudomo-
nas, a standardni metodiky mikrobiologické diagnostiky gramnegativnich
nefermentujicich tyéinek (Duben, 1977).

K potvrzeni kmenii se ndm rovnéZ plné osvéddila jednoduchid me-
toda sklickové aglutinace pomoci polyvalentnich anti-0 sér, vyrdbénych
v 0.p. USOL Praha. Tuto metodu doporuduji TorSova aj. (1984)
a Befidc¢kova (1987).

Pro zachyt kment pfimo z materidlu — mléka — jsme ziskali tytéz
zkuSenosti jako Haladova a Lacova (1979), Ze bez pomnoZova-
ci techniky, tj. kultivaci materidlu p¥imo na Endovu ptdu (CSN 56 0100,
1970), jsme nezachytili ani jeden kmen Pseudomonas aeruginosa. Jejich
nélezy Pseudomonas aeruginosa z pasterovaného mléka byly ovSem vys-
31 (40 %) a svi&ddcily spide pro sekunddrni kontaminaci.

NaZe vysledky dokumentuji zdchyt Pseudomonas aeruginosa
v 8,87 %, coZ je v korelaci napf. s vysledky, ke kterym dospél Kiel-
wein (1970). Tento autor izoloval 6,7 % kmeni ze syrového mléka.

Pasteracni proces dostatuje k devitalizaci Pseudomonas aeruginosa.
Svédéi o tom i vysledky prace autort Otte aj. (1978), ktefl prové-
Fovali teploty od 55 do 80°C. nebo LukadSova a Mraz (1986),
kte¥i zkou3eli vliv teplot 65 °C, 75°C a 85 °C. RovnéZ nase vysledky tuto
skutecnost potvrzuji.

Schopnost Pseudomonas aeruginosa pteZivat a mnoZit se pti chla-
dirensk¥ch teplotdch potvrzuji i autofi Higushi ai. (1975). ktefi
isp&¥nd kultivovali Pseudomonas aeruginosa pti teploté 5 aZ 7 °C, i kdyZ
je Pseudomonas povaZzovan za druh typicky mezofilni.
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Proteolytické a lipolytické vlastnosti jsou prokazovany u vétSiny
pseudomondd. Zjistili jsme je 1 my u izolovanych kmeniti, ale vzhledem
k malému vyskytu v mléce nemaji z hlediska technologického vyznam.

O preZivani Pseudomonas aeruginosa ve fermentovanych mléénych
vyrobcich existuje velmi malo tdaji. Zistdvd nevyjasnéno, zda redukci
téchto mikroorganismt zplisobuje vysokd Kkyselost nebo antimikrobni
aktivita mlé¢nych baktérii (Pulugani aj., 1979). Kafel aj. (1981)
zkou3eli vliv rGizného pH v mléce na pfeiivam Pseudomonas aeruginosa
za ruznych teplot skladovéani. Zjistili, Ze se nerozmnoZuje p¥i pH 4,5.

V na8i praci jsme prokdzali inhibi¢ni G€inek mlé¢nych kultur na
Pseudomonas aeruginosa. Vyraznéjs$i byl u smetanové kultury, kdy se
jiZ b8hem zrani sniZil pocet mikroorganismid. V priib8hu jogurtového
zrani nebyl vétS{ pokles bunék zaznamendn. Teprve skladovdnim vzor-
ki pti chladnickové teploté se vyrazné& projevil inhibiéni G¢inek mléc-
nych kultur. RovnéZ Konecny (1986) potvrdil inhibiéni d&innost
fermentovanych mléénych vyrobkli na Pseudomonas aeruginosa, zv1asté
pri skladovéani pfi teploté 4 °C.

Odolnost kment Pseudomonas aeruginosa vici antibiotikiim je zné-
ma zvlasté v nemocni¢nim prostfedi. Jako pouZitelnd antibiotika uvadi
Jedlic¢kova (1980) karbenicilin, polymyxin B, kolistin, streptomycin,
neomycin a pfedevSim gentamycin. Kmeny, které jsme izolovali z mléka,
byly rovnéZ 01t11vé na gentamycm 50 % jich bylo citlivjch na strepto-

mycin. Ostatni antibiotika mé&la malou citlivost. Zschiick
a Schliesser (1986) pouZili k vySetfeni 146 kmend plvodu zvire-
ciho a 50 kmend ptivodu lidského. VSechny kmeny byly rezistentni vii-
¢i penicilinu. Kmeny zvifeciho ptivodu byly citlivé na gentamycin a ko-
listin, kmeny lidského ptivodu na gentamycin v 10 %.

Literatura
L

BASTAR, M.: Problematika kment rodu Pseudomonas. In: Sbor. véd. Praci USVU,
5, 1975, s. 83-91.

BENA&‘:KOVA E.:. Sérologicka typizace Pseudomonas aeruginosa antiséry SEVAC,
Zpravy SEVAC 2, 1987, s. 53-57.

BUHLMANN, Y. — VISCHER, W. A. — BRUHIN, K.: Die Identifizierung nicht
Pyocyanin-Bilden der Stimme von Pseudomonas aeruginosa. Zbl. Bakt., Orig., 183,
1961, s. 369-380.

BURZYNSKA, H. — MACIEJSKA, K.: Wstepne rozpoznanie wystepowania Pseudo-
monas aeruginosa w srodkach spozywczych. Rocz. Panstw. Zakl. Hig., 25, 1974,
s. 641-647,

CSN 56 0100. Mikrobiologické zkouSeni poZzivatin, pfedmétti béZného uZivani, pro-
stifedi potravinaiskych provozoven. 1970.

DAUBNER, L. — MAYER, J.: Die Anwendung der Oxydasetests bei der Wasser-
analyse. Arch. Hyg., 152, 1968, s. 302-305.

DUBEN, J.: Standardm metoda mikrobiologické diagnostiky a identifikace gram-
negatlvmch nefermentujicich ty¢inek. AHEM, 2, 1977. 33 s.

GILARDI, G. L.: Identification of nonfermentatlve gram negative bacteria (NFB).
Ucelova publikace. 1977. 7 s.

GOTO, S. — ENOMOTO, S.: Nalidixic acid centrimide agar: a new selective plating
medium for the selective isolation of Pseudomonas aeruginosa. Jap. J. Microbiol.,
14, 1970, s. 65.

GUTHIEREZ, C. — GONZALES, C.: Method for simultaneous detection of proteinase
and esterase activities in extremelly halophilic bacteria. Appl. Microbiol., 24, 1972,
s. 516-5117.

HALADOVA, E. — LACOVA, M.: Vyskyt Pseudomonas aeruginosa v pasterizova-
nom mlieku. Ceskoslov. Hyg., 24, 1979, s. 447-450.

VETERINARN! MEDICINA — 1989 417



HIGUSHI, H. — HAMADA, S. — DOI, M.: Studies on the growth of psychrotrophic
bacteria: growth at various incubation temperature of psychrotrophic Pseudomonas
originated from raw milk and meat. Jap. J. veter. Sci.,, 37, 1975, s. 165-177.
JEDLICKOVA, Z.: Pseudomonas aeruginosa — identifikace a citlivost na chemo-
terapeutika. Sbor. Ceskoslov. Spol. mikrobiol., 1980, s. 11-12.

JURENIKOVA, V.: Diagnostika gramnegativnich nefermentujicich bakterii. Ces-
koslov. Epidem. Mikrobiol. Imunol., 31, 1982, s. 38-47.

KAFEL, S. — SZTEYN, J. — RADKOWSKI, M.: Wplyw roznych pH na przezi-
walnosc Pseudomonas aeruginosa w mleku i homogenizacie miesnym w mleku i ho-
mogenizacie w zalesnosci od temperatury. Med. weter., XXXVII, 1981, s. 183-185.
KATONA, F. — LANYI, B.: Hygienic aspects of presence of Pseudomonas aerugi-
nosa in raw milk. XXIth Internat. Dairy Congr., Moscow 1982.

KIELWEIN, G.: Pseudomonas aeruginosa: Untersuchungen iiber das Vorkommen
in Rohmilch und die bakteriologische Charakterisierung. Arch. Lebensmittelhyg., 19,
1968, s. 145-154.

KIELWEIN, G.: Milchhygiene — auch eine wirtschaftliche Notwendigkeit. Alimenta,
1970, s. 39-45.

KLOKOCNIKOVA L.: Pseudomonadové infekcie. Stuborny referat. Ceskoslov. pr—
dem. Mikrobiol. Imunol 31, 1982, s. 310-320.

KONECNY, S.: Inhxbxce rustu nékterych patogennich a podminéné patogenmch
baktérii ve fermentovanych mléénych vyrobcich. Prim. Potrav., 7, 1986, s. 427.91-
-427.93.

LILLY, H. A. — LOWBURY, E. J.: Centrimide-nalidixic acid agar as a selective
medium for Pseudomonas aeruginosa. J. med. Microbiol.,, 5, 1972, s. 151-153.
LUKASOVA, J. — MRAZ, O.: Effects of some technological processes on the
survival of Pseudomonas aeruginosa in foods. Acta veter. (Brno), 55, 1986, s. 353-
-358.

LYSENKO, O.: Pseudomonas — an attempt at a general classification. J. gen.
Microbiol., 25, 1961, s. 379-468.

MOELLER, V.: Simplified tests for some aminoacid decarboxylases and for the
arginin dihydrolase system. Acta path. microbiol. scand., 36, 1955, s. 159-172.
ORMAY, L. — JANOSSY, L. — TARJAN, R.: Supposed role of Pseudomonas in
food poisoning. In: Sbor. Komise potrav. Mikrobiol.,, 1980, s. 45-51.

OTTE, 1. — HAHN, G. — TOLLE, A.: Vorkommen, Nachweis und Bedeutung von
Pseudomonas aeruginosa in Rohmilch und in der Umgebung von Milchtieren.
Milchwirtsch. Zbl., 33, 1978, s. 737-739.

OXOID Manual, 1982, s. 122-123.

PULUGANI, S. R. — RAC, D. R. — SUNPO, J.: Antimicrobial activity of lactic
cultures: partial purification and characterization of antimicrobial compounds pro-
duced by Str. thermophilus. J. Fd Sci., 44, 1979, s. 575-578.

SCHUBERT, R. H. W. — ESANU, J. G. — ESANU, F.: Ein vereinfachtes Schema
zur Identifizierung der im Oberflichen- und Grundwasser vorkommenden Pseudo-
monas. Zbl. Bakt., Abt. I, Orig. B, 1973, s. 183-193.

TORSOVA, A. — KLOUDOVA, A. — GAWLAS, W.: NaSe zku3enosti s typizaci
Pseudomonas aeruginosa pomoci typizaénich sér Sevac. Ceskoslov. Epidem. Mikro-
biol., 1984, s. 256-261.

VYMOLA, F. — HEJZLAR, M.: Diftizni diskovd metoda pro uréovani citlivosti
mikrobli na antibiotika. Zpr. techn.-porad. Sluzby, Spolana, 6, 1964, s. 15-18.
WAHBE, A. H. — DARREL, J. H.: The identification of atypical strains of Pseudo-
monas aeruginosa. J. gen. Microbiol., 38, 1965, s. 329-342.

ZAHRADNICKY, J.: Typizace Pseudomonas aeruginosa pomoci pyocianinti. Ces-
koslov. Epidem. Mikrobiol. Imunol., 28, 1979, s. 276-284.

ZSCHUCK, M. — SCHLIESSER, T.: O-Serovare und Antibiotikoempfindlichkeiten
bei Stimmen von Pseudomonas aeruginosa menschlicher und tierischer Herkunft.
Zbl. veter. Med., 33, 1986, s. 440-446.

Doslo dne 22. 7, 1988

MWYKOBA, B. — NYKALLUOBA, W. — KOHEYHbI, C. (FocysapCTBeHHbIii BeTepUHapHbIi
MHCTUTYT, OcTpaBa; BeTepuHapHbii UHCTUTYT, BpHo): Pseudomonas aeruginosa B CbipoM
u nactepusmposaHHom monoke. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 411-419.

B TeueHue ogHoro ropa u3 403 npo6 cbiporo Monoka Mbl usonuposanu 18 wrammoe Pseudo-
monas aeruginosa, T.e. 8879, W3 50 npo6 nacTepu3MpoBaHHOro MONOKa Mbl M30NU-
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poBanu agsa wramma Pseudomonas aeruginosa, T.e. 49, Lrammbl Gbiin OTKPbITHI pa3-
MHOXWBalOW|eil TEXHWKOW B MAcCoNenToHHoM OynboHe (MPB) c manaxuToBOW 3eneHOH
M B CENekTUBHbIX Cpegax — ueHTpumuaHom arape (CEM) u Pseudomonas F arape. Bce
M30NMPOBaHHbIE WTaMMbl MPOW3BOAMAWM NpoOTeasy, NUnNasly xe MPOU3BOAUAM NWUWb NATb
wTtaMMoB. OHM GbIAM NUILEHDLI XU3HECNOCOGHOCTU MyTEM nacTepu3upoBaHHOM TemnepaTypbl
(72°C) npoaonxutensHocTbio B 20 cekyHA. lMpu moposunbHoi Temnepatype (4°C) knetku
WTaMMOB pPa3MHOXanucb, B CPEAHEM, Ha ABa psAa, MHrMbupylowee AeHCTBUE HU3KOM
TemnepaTypbl 6blN0 YCTaHOBNEHO ANMILb Y OAHOro WTamma. Bbino pokasaHo WHrubupytoujee
NEWCTBME MONOUHbLIX KynbTyp (CMeTaHHOW, WoryptoBoW) Ha Pseudomonas aeruginosa;
9TO AEWCTBME NpOSBMNOCTL 6Gonee CyulecTBeHHo npu Temnepatype 4°C. M3onupoeaHHble
WwTaMmbl GbiNK CYWECTBEHHO BOCNPUUMUMBLI K TEHTaMULMUHY.

Pseudomonas aeruginosa 8 MONOKE, uyacToTa NOABNEHWUNA; KYyNbTUBaUWA; TUNU3auus, nepe-
XUBaHUe; UvBCTBUTENLHOCTb K aHTMGMOTUKAM

MICKOVA. V. — LUKASOVA, J. — KONECNY, S. (State Veterinary Institute,
Ostrava; University of Veterinary Medicine, Brno): Pseudomonas aeruginosa in Raw
and Pasteurized Milk. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :411-419.

Eichteen strains of Pseudomonas aeruginosa, i.e. 8.87 %, were isolated during a year
from 203 samples of raw milk. Two Pseudomonas aeruginosa strains, i.e. 49/,
were isolated from 50 samples of pasteurized milk. The strains were isolated using
nropagation techniques in meat-peptone broth with malachite green and on se-
lective media — on centrimide agar (CEM) and on Pseudomonas F agar. All the
isolated strains produced protease, whereas lipase was produced by only five
strains. The strains were devitalized when exposed to pasteurization temperatures
(72°C) for 20 seconds. At cold store temperatures (4 °C), Pseudomonas aeruginosa
strain cells propagated on average by two orders, inhibitory effects of low tempe-
ratures were recorded only with one strain. Inhibitory effects of milk cultures
(cream, yogurt) on Psedomonas aeruginosa were observed; their effects were more
clear-cut at the temperature of 4°C. The strains were markedly susceptible to
gentamycin.

Pseudomonas aeruginosa in milk; frequency of occurrence; cultivation; standard-
ization: survival; susceptibility to antibiotics

MICKOVA, V. — LUKASOVA, J. — KONECNY, S. (Staatliches Veterinirinstitut,
Ostrava; Landwirtschaftliche Hochschule, Brno): Pseudomonas aeruginosa in pasteu-
risierter und in Rohmilch. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 411-419.

Wihrend eines Jahres isolierten wir aus 203 Rohmilproben 18 Stimme Pseudo-
monas aeruginosa, d.h. 8,879,. Aus 50 Proben der pasteurisierten Milch isolierten
wir 2 Stimme Pseudomonas aeruginosa, d.h. 49, Die Stimme wurden mit Hilfe
der Vermehrungstechnik im Fleischpeptonbouillon (MPB) mit Malachitgriin und
in Selektivmedien — im Zentrimidagar (CEM) und im Pseudomonas F — Agar
aufgefangen. Alle isolierten Stidmme produzierten die Protease, nur 5 Stimme
produzierten die Lipase. Sie wurden bei einer Temperatur von 72°C (Pasteurisie-
rungstemperatur) 20 Sekunden lang devitalisiert. Bei einer Kiihlhaustemperatur von
4°C wurden die Zellen der behandelten Stidmme im Durchschnitt gréssenordungs-
missig 2X vermehrt, eine inhibierende Wirkung der niedrigen Temperatur konnte
nur bei einem Stamm nachgewiesen werden. Es konnte eine inhibierende Wirkung
der Milchkulturen (Sahnen- Joghurtkulturen) auf Pseudomonas aeruginosa nach-
gewiesen werden; diese Wirkung zeigte sich bedeutend bei einer Temperatur von
4°C. Die isolierten Stimme wiesen eine grosse Empfindlichkeit gegen iliber Genta-
mycin auf.

Pseudomonas aeruginosa in Milch; Vorkommensfrequenz; Kultivierung; Typisierung;
Uberleben; Empfindlichkeit gegen Antibiotika

Adresy autori:

MVDr. Vlasta Mi¢kova, MVDr. Stanislav Koneény, Stiatni veterinarni ustav,
723 08 Ostrava-Martinov
MVDr. Jindra Lukasova, Vysokd Skola veterinarni, Palackého 1-3, 61242 Brno
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NALEZY KYSELINY CYKLOPIAZONOVE A JEJICH PRODUCENTU
V POZIVATINACH

V. Ostry, M. Polster

OSTRY, V. — POLSTER, M. (Centrum hygieny potravinovych retézeli, Insti-
tut hygieny a epidemiologie, Brno): Ndlezy kyseliny cyklopiazonové a jejich
producenty v pozivatindch. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 421-430.

V prubéhu Sesti mésicti jsme vySetfili 60 vzorkl pozivatin na obsah kyseliny
cyklopiazonové. - Vzorky jsme podrobili zdkladnimu mykologickému prazku-
mu se zameérenim na kmeny Aspergillus flavus a Penicillium sp. Hodnoty ky-
seliny cyklopiazonové ve vzorcich syri Hermelin, ara$idd, ryZe, krup, saldmu
Poli¢an a baleného masa nepresdhly ani u jednoho vzorku 0,5 mg.kg—1. Mo-
difikovanou metodou izolace Kkyseliny cyklopiazonové podle Dornera aj.
(1983) jsme ziskali 521 mg tohoto mykotoxinu z kmene Penicillium griseoful-
vum CCM 8006 na tekuté pudé s 29, kvasniéného autolyzdtu a 2,59, sacha-
rozy. 479, izolovanych kmenu Aspergillus flavus bylo bitoxinogennich (pro-
dukovalo kyselinu cyklopiazonovou i aflatoxin). 23,59, zachycenych kmenu
Penicillium sp. produkovalo kyselinu cyklopiazonovou. Sbirkové kmeny Peni-
cillium mnalgoviensis neprodukovaly in vitro na sladinkovém agaru se séjo-
vym peptonem Kkyselinu cyklopiazonovou. Kmeny Penicillium commune F-426
a Penicillium aurantiogriseum F-708 jsou dobrymi producenty této kyseliny.

prirozeny vyskyt; potraviny; mikromycety; bitoxinogenita; mykotoxiny

Kyselina cyklopiazonova (CPK) je mykotoxin stfedni toxicity, kte-
ry se vyskytuje ve tfech forméch — alfa, beta a ve formé& iminu (obr. 1).
JestliZe budeme déle hovorit o kyseliné cyklopiazonové (CPK), myslime
tim predevSim formu «CPK, kter4 je vzhledem ke své toxicit® z uvede-
nych tFi forem nejvyznamné&j$i. CPK je produkovédna kmeny vldknitych
mikromycet rodu Penicillium (P. cyclopium, P. patulum, P. viridicatum,
.P. puberulum, P. crustosum, P. hirsutum, P. commune, P. cammemberti).
V posledni dobé byla zjiSténa produkce u Penicillium chrysogenum (ze
123 testovanych kmend byl jeden pozitivni na produkci CPK) a Peni-
cillium nalgoviensis (ze 113 testovanych kment byl jeden pozitivni na
produkci CPK) (E1Banna aj., 1987).

CPK v3ak produkuji také zastupci rodu Aspergillus (A. versicolor,
A. oryzae, A. tamarii a A. flavus). Vylu€ovéni tohoto mykotoxinu kmenem
mikromycety Aspergillus flavus je dileZité z hlediska jeho moZné spo-
le€né produkce s vysoce nebezpetnymi aflatoxiny, jak uvadé&ji rdzné pra-
ce (Luk aj, 1977; Gallagher aj., 1978; Dorner aj., 1984; Pol-
ster aj., 1988). Dokonce bylo konstatovédno, Ze bitoxinogennich kmeni
A. flavus, tj. kmentl vylu€ujicich spoleén& CPK a aflatoxiny, je vétSina.
Naskytd se tu moZnost vzdjemného ovliviiovani obou mykotoxind, acko-
liv v posledni praci (Morrissey aj., 1987) se konstatuje, Ze spoletné
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CH3

1. Kyselina cyklopiazonovd (A — Kkyselina alfa cyklopiazonova; B — imin kyseliny
cyklopiazonové; C — Kkyselina beta cyklopiazonovd — bissecodehydrocyklopiazono-
vd) — Cyclopiazonic acid (A — alpha-cyclopiazonic acid; B — cyclopiazonic acid
imine; C — beta-cyclopiazonic acid — bissecodehydrocyclopiazonic acid)

podévani obou mykotoxind neovlivnilo u pokusnych zvirat toxické aéinky
této smeési. OvSem uvedené pokusy byly délany ve formé subakutni to-
xicity a autofi vyslovili domnénku, Ze jiné moZnosti vzdjemného vlivu
by mohly nastat p¥i chronickém ptisobeni téchto mykotoxint.

Pokud se tyk4 prirozeného vyskytu CPK v pozivatindch, ve kterych
byla nalezena v malych mnoZstvich, jde o kukufici (Gallagher aj.,
1978), araSidy (Lansden a Davidson, 1983) a syry camembert-
ského typu (Still aj., 1978; Le Bars, 1979; Schoch aj., 1984;
Ostry a Polster, 1987; Lohnisky a Simfinek, 1987; Simi -
nek aj., 1987).

Mezi potraviny a krmiva, z nichZ byly izolovany mikromycety pro-
dukujici CPK, patfi masné vyrobky — péarky, salamy, Sunka (Leist-
ner, 1984), kukufice, krmivo pro morCata a krocany, krmivové smési
(Gallagher aj, 1978), suSené fazole, Srot, makarény, ofFiSky
(Truckseess aj., 1987), suSené krmné smeési pro driibeZ, pSenice
(Vesely aj.,, 1985).

ProtoZe u néds dosud nebyl déldn soustavny z&kladni prfizkum, na
obsah CPK a jejich eventudlnich producentli v poZivatindch jak rostlin-
ného, tak Zivodi¥ného plvodu, uskutenili jsme tento dilé¢i priizkum
a vysledky jsou zachyceny v pfedkldadané praci. Vedle toho u né&kolika
vybranych sbirkovych kmenii jsme sledovali také jejich schopnost pro-
dukovat CPK in vitro na sladinkovém agaru se sdjovym peptonem.

MATERIAL A METODY

VYBER VZORKU

Vzorky jsme odebirali z bézné obchodni sité po dobu Sesti mésicti, ¢ast jich
poskytli pracovnici MEHS Brno. Jednotlivé skupiny vzorkll jsou znazornény v tab.I.

ZAKLADNf MYKOLOGICKY ROZBOR POZIVATIN

K zakladnimu mykologickému rozboru pozivatin jsme pouzili metodiku, kte-
rou popsala Jesenska (1987). Sbirkové kmeny Penicilium nalgoviensis 321, 322,
328 jsme ziskali od dr. L. Pokorné ze Shirky d&istfch mlékaiskych kultur MIléka-
renského prumyslu Praha. Kmeny Penicillium comune a Penicillium aurantiogriseum
byly ziskany z Ceskoslovenské sbirky mikroorganismi v Brns.
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1. Prehled pozivatin zkouSenych na vyskyt kyseliny cyklopiazonové (CPK) — A sur-
vey of foods examined for the content of cyclopiazonic acid (CPK)

Druh pozivatiny Pocet vzorku Vyskyt CPK
Ceredlie 13 2
Polotovary z ceredlii 22 1
Hotové téstoviny 8 0
Plistiové syry (se$krab povrchu) 7 6
Lusténiny 5 0
Maso, masné vyrobky 2 2
Ara$idy (loupané) 1 1

CPK = kyselina cyklopiazonovi

STANOVENI TOXINOGENITY KMENU

Toxinogenitu ¢istych izolath mikromycet na produkeci CPK jsme stanovili me-
todikou, kterou uvedli Polster aj. (1988), toxinogenitu ¢istych izolata Aspergillus
flavus na produkci aflatoxinu Bi podle metodiky, kterou popsali Folster a Lef-
nerova (1977). ’

METODIKA VYSETROVANI POZIVATIN NA OBSAH CPK

Vlastni extrakce a reextrakéni cCistici postup

50 g vzorku 4+ 2 ml HCI + 100 ml chloroformu (HCl5) — extrakce trepanim
2 X 5 minut na laboratorni trepacce. Filtraci vzorku po extrakci ziskdme hruby
chloroformovy extrakt. Ten je ddle extrahovan 150 ml NaHCO3 po dobu 2 X 5 minut,
Po skoncéeni extrakce je zasadita faze o pH =8 az 9 oddélena od chloroformové
faze v délici ndlevce a okyselena 6N HCl na pH = 2. Nésleduje reextrakce ziska-
né okyselené faze se 100 ml CHCI3 po dobu 5 minut. Ziskany ¢isty chloroformovy
extrakt pak odvodnime filtraci pres bezvody siran sodny a zahustime na méri-
telny zbytek.

Metoda stansveni CPK ve findlnich extraktech pomoci chromatografie na tenké
vrstvé (TLC)

Pouzili jsme desky Silufol promyté metanolem a impregnované 89/, kyselinou
Sfavelovou v metanolu a aktivované pri teploté 80 °C po dobu 40 minut.

Vyvijeci smés — toluen: octan etylnaty: kyselina mravendéi (5:4:1). Skvrny
CPK jsme detekovali na chromatogramu po usu$eni na vzduchu postiikem 1%,
p-dimetylaminobenzaldehydu ve smési 75 ml etanolu a 25 mlkoncentrované kyse-
liny chlorovodikové, Stanoveni CPK je semikvantitativni srovndnim barevné inten-
zity vzestupné rady koncentraci standardu CPK. Mez citlivosti uvedené metody je
25 ng na skvrnu a 0,02 ug.g-1 pozivatiny nebo krmiva.

Izolace Cisté CPK

Pouzity kmen: Penicillium griseofulvum CCM 8006.

Zivné médium: tekutd ptuda s 29, kvasniéného autolyzatu a 2,59, sacharézy.

Po 2ldenni kultivaci pri teploté 25°C jsme zpracovali obsah 20 Erlenmayero-
vych banék (1000 ml) s 200 ml zivné pudy a narostlym myceliem.

Vlastni zpracovani: obsah jedné Erlenmayerovy barky + 3 ml 6N HCI + 300 ml
CHCIs. Extrahujeme na trepacce 20 minut, nechdme stat v temnu a chladu do dru-
hého dne a potom extrahujeme trepanim 10 minut. Filtraci oddélime mycelium
a chloroformovy extrakt s Zivnou ptdou a kazdé zvlas{ zpracujeme.
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Mpycélium utfeme v treci misce s bezvodym siranem sodnym, dame do 1000 ml
Erlenmayerovy bariky a extrahujeme na tfepacce 10 minut se 200 ml chloroformu.
Extrakt pak odvodnime filtraci pres bezvody siran sodny a zahustime na objem
100 ml. Extrakt je pak pfipraven k dalSimu zpracovani reextrakénim ¢éisticim po-
stupem. Druhou ¢ast po filtraci, tj. chloroformovy extrakt s zivnou pudou, zpracu-
jeme takto: chloroformovy extrakt oddélime v délici nalevce od zZivné pudy. Takto
ziskany chloroformovy extrakt odvodnime filtraci pres nalevku s bezvodym siranem
sodnym a zahustime na objem 100 ml.

Dale nasleduje reextrakdéni é&istici postup. Extrakty o objemech 100 ml extra-
hujeme 2X 20 minut 1IN NaHCOs na tfepa¢ce. V délici ndlevce oddélime zasadi-
tou vodni fazi pH =9 a okyselime ji na pH =2 6N HCL Okyselenou vodni fazi
reextrahujeme 2X 100 ml CHCIl3; 2X 5 minut, zahustime na méritelny zbytek
500 ul.

Preparativni TLC

Friprava desek: Byly pouzity sklenéné desky se silikagelovou vrstvou
(Kieselgel G 60 Merck) o vysce 0,6 mm. Hotovou desku piedéistime metanolem,
impregnujeme 29, kyselinou S§favelovou v etanolu a desku aktivujeme pri teploté
105 °C jednu hodinu. Po aktivaci ji uloZime do exsikatoru.

Extrakt nana$ime velmi citlivé malymi krouzky v praméru asi 3 mm na
startovaci linku. Prekryvanim krouzka tak vytvorime pas.

Pouzita vyvijeci smés: CHCIs:metylizobutylketon (4:1). P vy-
vijeni chromatogramu, zvlasté na zaéatku, zahrivame fénem stejnomérné cely spo-
dek TLC kyvety. Ke konci vyvijeni vyjmeme chromatogram z kyvety a nechame
ho dukladné v temnu odvétrat. Detekci chromatogramu provadime z levé strany

2. Prstencovy test na stanoveni kyseli-
! ny cyklopiazonové — CPK (A — deska
‘ neimpregnovani; B — deska impregno-

vana 8%, kyselinou $favelovou v metano-
lu) — A ring test for the determination
of cyclopiazonic acid — CPK (A — a
nonimpregnated plate; B — a plate
impregnated with 89, oxalic acid in
B methanol)

A 240 260 280 300 350

A [wm]

0,80

0,60 A

3. UV charakteristika
8 kyseliny cyklopiazonové
0,40 (CPK) v metanolu (A —
— CPK vlastni pro-
dukce; B — CPK ziska-
nad od prof. L. Leistne-
ra) — UV characteristics
of cyclopiazonic acid
(CPK) in methanol (A —
— our own CFK isola-
te; B — CPK received
from prof. L. Leistner)
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4. Hmotova spektra kyseliny cyklopiazonové (CPK) — Mass spectra of cyclopia-
zonic acid (CPK)

desky vertikdlnim nanaSenim malych mnozZstvi detekéniho ¢inidla (19, p-dimetyl-
aminobenzaldehydu ve smési 75 ml etanolu + 25 ml koncentrovaného chlorovodi-
ku). Na vytvoreném pésu v bodé styku detekéniho ¢inidla a CPK dojde k reakei
a misto zfialovi. Tim muzZeme ohraniéit pas vyskytu CPK, ktery skalpelem vyskra-
beme. Takto ziskanym silikagelem naplnime sklen&nou kolonku 150 X 10 mm a ne-
chame prokapat CHCIl3 (cca 20 ml). U ziskanych frakeci vykoname prstencovy test.
Principem testu je metoda zaloZend na cirkuldrnim vyvijeni. Z desky Silufol
20 X 20 cm nastrihdme ¢tverce 50 X 50 mm, tzn., Ze z jedné desky ziskame 16
¢tvercu. Polovinu ¢tvercu impregnujeme 8%, kyselinou §favelovou v metanolu, dru-
ha polovina desti¢ek zlustane neimpregnovana. Na desti¢ku naneseme extrakt frak-
ce 5 ul a prikapavame po jednotlivych kapkach 5 X 20 ul chloroformu. Fo detekci
p-dimetylaminobenzaldehydem vznikne fialovy prstenec u desky impregnované
a fialovy krouzek u desky neimpregnované (obr. 2).

Vsechny ziskané frakce obsahujici CPK odpafime na co nejniZ$i objem na
vakuovém odparova¢i a dvakrat presrdazime metanolem. UV charakteristika nami
ziskané CPK (Specord UV-VIS, NDR) plné odpovidd UV spektru standardu CPK
poskytnutého prof. L. Leistnerem z Ustavu pro vyzkum masa, Kulmbach, NSR
(Schoch aj, 1984) (obr. 3). Hmotové spektrum ndmi ziskané CPK stanovil na
hmotovém spektrometru Hewlett-Packard (HP 5988 A) dr. L. Knesel z KHES
v Brné. Toto hmotové spektrum je srovnatelné a odpovidd hmotovému spektru
CPK uvadénému v literaturfe (Cole, 1984) obr. 4).

VYSLEDKY

Uvedenou modifikovanou metodou podle Dornera aj. (1983)
za pouZiti kmene Penicillium griseofulvum CCM 8006 a tekuté Zivné pi-
dy jsme ziskali 521 mg CPK.

Vysledky stanoveni CPK v poZivatindch rostlinného a ZivociSného
plivodu uvadsji tab. I a II. Podle tab. I obsahovalo CPK 20 % vy3etio-
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II. Piehled pozivatin s ndlezem Kkyseliny cyklopiazonové (CPK) — A list of foods
in which cyclopiazonic acid (CPK) was detected

Dl poZivatiny ?‘.?féflkg—liﬁ( (ipr;::aI: é\?;::ku)

Ryze 1. jakosti 0,20 loupana

Ryze 2. jakosti 0,15 loupana

Kroupy 0,20 velké ¢. 10

Arasidy 2. jakosti 0,20 loupané

Syr Hermelin 0,40 povrchovy plisfiovy sefkrab

Syr Hermelin 0,30 povrchovy plistiovy seSkrab

Syr Hermelin 0,50 povrchovy plisfiovy seskrab

Syr Hermelin 0,25 povrchovy plisfiovy sefkrab

Syr Hermelin 0,05 3mm podpovrchova vrstva po seSkrabu

Syr Bavaria blue 0,30 povrchovy seSkrab

Saldm Poli¢an 0,15 slupka a 3 mm povrchové vrstvy

Veprové maso 0,25 zaplisnény seskrab s 3mm podpovrchovou
vrstvou

CPK — kyselina cyklopiazonovi

vanych poZivatin. Vysledky jsou ponékud zkresleny vyskytem u syrd ’
camembertského typu, u kterych je vyskyt CPK obvykly. Tab. II ukazuje
konkrétni hodnoty semikvantitativniho stanoveni CPK v poZivatinach.
V tab. III jsou zachyceny kmeny Aspergillus flavus vySetfované na pro-
dukci CPK a aflatoxinil. 47 % vSech kment bylo bitoxinogennich (produ-
kovalo CPK a aflatoxin). Tab. IV ukazuje nédlezy mikromycet Penicillium

IIT. Néalezy Aspergillus flavus a jeho toxinogenita na k'yselinu cyklopiazonovou
(CPK) a aflatoxiny (AF) — Occurrence of Aspergillus flavus and its toxicogenic
effects on cyclopiazonic acid (CPK) and aflatoxin (AF)

Produkce
Celkem Netoxinogenni kmeny T e PR
CPK AF CPK + AF
19 2 7 1 9
(100 %) (10,5 %) (36,8 %) (5,26 %) (47,4 %)

IV. Nalezy kment Penicillium sp. (mimo Penicillium camemberti) toxinogennich
na kyselinu cyklopiazonovou (CPK) — Findings of strains of Penicillium sp. (except
Penicillium camemberti) with toxicogenic effects on cyclopiazonic acid (CPK)

Celk CPK CPK
CASELL pozitivni kmeny negativni kmeny
17 4 13
(100 %) (23,5 %) (76,5 %)
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sp. (mimo Penicillium camemberti). 23,5 % zachycenych kment bylo to-
xinogennich na produkci CPK.

Pri vySetfovani kment Penicillium nalgoviensis 321, 322, 328 na sla-
dinkovém agaru se s6jovym peptonem uvedené kmeny pfi teploté 25 °C
po dobu 21 dni CPK neprodukovaly. Sbirkové kmeny Penicillium com-
mune F-426 a Penicillium aurantiogriseum F-708 jsou naopak dobrymi
producenty CPK na sladinkovém agaru pfi teploté 25 °C po dobu 21 dni.

DISKUSE

Zatim velmi mdlo praci se zabyva vztahy a interakcemi mezi jed-
notlivymi mykotoxiny a jejich néslednym plisobenim na Zivy organismus.
Zajimava je otdzka bitoxinogenity u mikromycety Aspergillus flavus.
I z naSich vysledkdi je zFejmé, Ze bitoxinogennich kment je vé&t3ina.
CPK se pravdépodobné spolu s aflatoxiny podilela na nemoci X, pfi niZ
v roce 1961 uhynulo v Anglii 100 000 kritat (Porter aj., 1988). Khe -
ra aj. (1985) cituji starSi zpravu o moZném podilu CPK na etiologii kar-
cinomu jater u domorodcii kmene Bantu. Rao a Husain (1985) v In-
dii identifikovali v semenech prosa kmeny Aspergillus flavus a Aspergil-
lus tamarii, které produkovaly CPK jako moZného pfivodce otravy Kodo
u lidi a hospodéarskych zvirfat. CPK by byla tedy dalSim etiologickym
agens, které vedle cytochalasinli, produkovanych mikromycetou Pheno-
psis paspalli, tuto otravu zplsobuje.

Vysledky zachytu CPK u syri se pohybovaly od 0,05 do 0, 5 mg . kg1
Syry s vy38imi hodnotami CPK byly jiZ senzoricky zménéné a rozteklé.
Zajimavé je, Ze CPK difunduje i do podpovrchovych vrstev syra (3 mm).
Schoch aj. (1984) stanovili ve francouzskych syrech camembertského
typu hodnoty 0,25 a 0,37 mg.kg™! a ve Svycarskych syrech 0,08 mg.
.kg™l Le Bars (1979) hodnoty 0,05 aZ 1,5 ug.g~1 Still aj. (1978)
hodnotili syry, které b&hem zrdni byly uchovdny pét dni pfi teploté
25 °C — hodnota CPK byla 0,4 mg . kg1

Z toho 1ze usoudit, Ze jedinou prevenci vyskytu CPK v syrech ca-
membertského typu je dodrZovéani technologického postupu, tzn. teploty
a doby zrani. Syry by nemély byt expedovany nedozrdlé. To pak spotfe-
bitele svddi k tomu, aby nechal tento syr dozrat p¥i pokojové teploté.
Od distribuce do obchodni sité aZ po spotfebu by mély byt syry uchové-
ny v chladni¢ce pf¥i teploté do 10 °C.

Nami nalezené hodnoty CPK u vzorku ara3idd (0,2 mg.kg~1) lze
srovnat s vysledky, ke Kkterym dospéli Lansden a Davidson
(1983). Tito autofi zjistili v araSidech vyFazenych z prodeje aZ 1088 ug .
.kg~1 CPK. Pfirozeny vyskyt CPK u tepeln& neopracovanych masnych
vyrobkii (tzn. u saldmu Poli¢an), v baleném mase, podobné& jako v ryZi
a kroupéch, nebyl zatim — pokud je ndm zndmo — nikde zaznamenén
a publikovdn. Musime v3ak konstatovat, Ze oba vzorky saldmu i masa
byly proti norm& zménény. Saldm Poli¢an byl porostly mikromycetou
zelené barvy (Penicillium species). kterd produkovala in w»ifro na sla-
dinkovém agaru CPK. Vepfové maso (m. longissimus dorsil bylo bale-
no v ochranné atmosfére slozené z 20 % CO2 a 80 % O2 a bylo vlivem
poruchy chlazeni v chladnice porostlé mikromycetou Penicillium sp.
Tento kmen byl rovnéZ produkéni.
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MiZeme Fici, Ze ndmi vySetFfované sbirkové kmeny Penicillium nalgo-
viensis Laxa neprodukovaly in vitro na sladinkovém agaru se s6jovym
peptonem uvedenou CPK. Tyto kmeny, které dfive slouZily jako kulturni
plisné pi¥i vyrobé nalZovského syra, se nyni pouZivaji p¥i nékterych
technologiich v masném primyslu v NSR, ale zatim neni zndmo, Ze by
produkovaly mykotoxiny (vyjimkou je jeden kmen pozitivni na produkci
CPK ze 113) (E1 Bana, 1987). Hodnoty CPK nami zjiSténé jsou nizké
a nepredstavuji z hygienicko-toxikologického hlediska akutni nebezpeci
pro C¢lovéka a hospodéarskd zvirata. Pfi vyskytu vysSich hodnot CPK se
uZ poZivatina senzoricky zac¢ind meénit, proto musi byt vyfazena z lidské
vyZivy, neméla by vSak byt pouZita ani jako krmivo pro hospodéafské
zvifata.

Problém by mohl nastat u potravinovych surovin pochédzejicich ze
subtropickych a tropickych oblasti, které u nas slouZi jako polotovary
pro dalsi zpracovani na findlni vyrobky. Z téchto pohledli se tedy i na-
déale timto mykotoxinem zabyvame.
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Doslo dne 22, 7. 1988

OCTPbl, B. — MOJ/ICTEP, M. (LleHTp rurveHbl NUWENpPOMbIWAEHHbIX 3BeHbes, MHCTUTYT
rUrueHbl U anuaemuonoruun, BpHo) : OTKpbITME LMKNONMA30HOBOW KUCNOTLI U €€ NPOAYUEHTOB
8 nuwenpogykrax. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :421-430.

B TeueHue wecTu mecsueB Mbl obcnegoBanu 60 npo6 NUWENPOAYKTOB Ha COAEpXaHue
UMKNONMa30HOBOW KUCNOTbI. Mpo6bl NpoWwAM OCHOBHOE MHUKONOrMUECKOe UCCNehoBaHWE C Ha-
npaBneHuem Ha wrammbl Aspergillus flavus w Penicillium sp. BenuuuHbl uuknonuaso-
HOBOIW KWCNOTbI B npoGax cbipoB [epmenuH, apawugax, puce, Kpynax, kon6ace MMonuuaH
M ynakoOBaHHOTO MsCa He NpPEeBbICMNM HU Yy ogHoro obpasua 0,5 mr/kr. MNytem moauduum-
POBaHHON M30N5UMKU UMKNONHUA30HOBOMH kucnotel JopHepa u kon (1983) mbl nonyuunu
521 Mr pgaHHOrO MMKOTOKCMHa M3 wramma Penicillium griseofulvum CCM 8006 Ha
Xuakoit cpege c 29, apoxxesoro aytonusata u 2,59, caxaposb.. 479/, uzonupoBaHHbIX
wtammoB Aspergillus flavus 6bin0 GUTOKCUHOreHHbiXx (MPOU3BOAUNM LIUKNONWUA30HOBYIO
KMCnoTy u acnatokcuH). 23,50/, o6HapyxeHHbix wrammos Penicillium sp. npoussoaunu
uUMK/IONMa3oHOBYI0 kucnoTy. C6opHble wraMmmbl Penicillium nalgoviensis Henpoussoaunu
in vitro Ha arape cycna C COEBbIM NENTOHOM LMKNONWa30HOBOW kucnotbl. LUTtammbr Pe-
nicillium commune F-426 u Penicillium aurantiogriseum F-708 aBngioTCa XOpPOLWMUMU
NpoOAYUEHTaMMU 3TOM KWUCNOTHI.

NMpUpoAHOE Hanuuue, NUWenpoaykKTbl; MUKPOMULETDI; 6MTOKCMHOI‘8HMTB; MUKOTOKCHHbI

OSTRY, V. — POLSTER, M. (Centre for the Hygiene of Food Chains, Brno; Insti-
tute of Hygiene and Epidemiology, Praha): Demonstration of Cyclopiazonic Acid
and of its Producers in Foods. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 421-430.

In the course of six months, 60 samples of foods were examined for their contents
of cyclopiazonic acid. These samples were subjected to a basal mycological screening
aimed at Aspergillus flavus and Penicillium sp. strains. Cyclopiazonic acid con-
tents in samples of Hermelin cheese, peanuts, rice, peeled barley grains, Foli¢an
salami, and packaged meat did not exceed the value of 0.5 mg.kg—!. When using
a modification of the method of cyclopiazonic acid isolation described by Dorner
et al. (1983), 521 mg of this mycotoxin were isolated from a culture of Penicillium
griseofulvum CCM 8006 strain grown in liquid medium containing 2 9/, yeast autoly-
sate and 2.5 9, sucrose. About 479, of the isolated Aspergillus flavus strains were
bitoxicogenic (produced both cyclopiazonic acid and aflatoxin). Cyclopiazonic acid
was produced by 23.59, of the isolated Penicillium sp. strains. No cyclopiazonic
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acid was produced in vitro by Penicillium nalgoviensis strains from the Czechoslo-
vak collection on sweet wort agar containing peptone from soybean. Penicillium
commune F-426 and Penicillium aurantiogriseum F-708 strains are efficient pro-
ducers of this acid.

natural occurrence; foods; micromycetes; bitoxicogenic properties; mycotoxins

OSTRY, V. — POLSTER, M. (Zentrum fiir Hygiene der Lebensmittelketten, In-
stitut flir Hygiene und Epidemiologie, Brno): Nachweis von Cyklopiazonsiure und
ihren Produzenten in Lebensmitteln. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :421-430.

Im Verlauf von 6 Monaten untersuchten wir an die 60 Lebensmittelproben auf den
Gehalt an Cyklopiazonsdure. Die Proben unterzogen wir einer grundlegenden my-
kologischen Untersuchung auf das Vorkommen der Stimme Aspergillus flavus und
Penicillium sp. Die Werte der Cyklopiazonsdure in Proben von Hermelin-Kise, Ara-
schiden, Reis, Graupen, Salami ,Poli¢an“ und von Fleisch in Verbraucherpackung
tiberstiegen bei keiner Probe 0,5 mg.kg-1. Mittels einer modifizierten Methode
zur Isolation der Cyklopiazonsdure nach Dorner (1983) gewannen wir 521 mg
dieses Mykotoxins des Stammens Penicillium griseofulvum CCM 8006 auf fllissigem
Boden mit 29, Hefeautolysat und 2,59, Saccharose. 479, der isolierten Stamme
Aspergillus flavus waren bitoxigen (sie produzierten die Cyklopiazonsdure und
Aflatoxin). 23,59, der aufgefangenen Stimme Penicillium sp. produzierten die
Zyklopiazonsdure. Die Sammlungsstimme Penicillium nalgoviensis produzierten in
vitro auf Wirzeagar mit Sojapepton keine Cyklopiazonsdure. Die Stimme Peni-
cillium commune F-426 und Penicillium aurantiogriscum F-708 sind als gute
Produzenten dieser Sdure anzusehen.

natiirliches Vorkommen; Lebensmittel; Mikromyzeten; Bitoxinogenitit; Mykoto-
xine
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MVDr. Vladimir Ostry, doc. RNDr. Miroslav Polster, CSc., Centrum hygieny
potravinovych retézcl, institut hygieny a epidemiologie, Palackého 1 — 3, 61242
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FLUOROMETRICKE HODNOCENI AFLATOXINOGENITY KMENU
PLISNE ASPERGILLUS FLAVUS A ASPERGILLUS PARASITICUS
PO KULTIVACI V TEKUTEM MEDIU

M. Dvorak, A. Lanikova, S. Koskova, I. Diblikova

DVORAK, M. — LANIKOVA, A. — KOSKOVA, S. — DIBLIKOVA, 1. (Vy-
zkumny ustav veterinarniho lékarstvi, Brno): Fluorometrické hodnoceni afla-
toxinogenity kmenu plisné Aspergillus flavus a Aspergillus parasiticus po kul-
tivaci v tekutém médiu. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :431-439.

Zjisfovali jsme tvorbu aflatoxinu (AF) v tekutém syntetickém médiu GV
po kultivaci kmenu A. flavus a A. parasiticus sbirkovych nebo izolovanych
z krmiv a arasidu. Aflatoxinogenita byla hodnocena posouzenim fluorescence
po naneseni média na filtracni papir a meérenim intenzity emise chlorofor-
mového extraktu média na fluorescen¢nim spektrofotometru. V extraktech
s intenzitou emise 0-880 pri dvou stupnich citlivosti piistroje byla stanovena
koncentrace AFBi1 testem RIA v rozsahu 0 az 54,5 mg.1-1, Intenzita emise
nebyla v linedrnim vztahu k hladiné AFB1 v médiu a byla vétsi nez pri
odpovidajici koncentraci standardniho roztoku AFBi. Fluorometrickd metoda
je mnohondasobné citlivéjsi nez vizudlni hodnoceni fluorescence média na fil-
traénim papiru a to bylo spolehlivéj$i nez hodnoceni fluorescence pii kultiva-
ci kmenu se slabou tvorbou AF na pevném APA médiu. Tuto i dalsi screenin-
gové metody predéi pouzitd fluorometrickd metoda svou citlivosti a ¢asovou
usporou zejména pri pouZiti extraktu z meédia k dalsi upfestiujici ana-
lyze.

Aspergillus; aflatoxin; kultivaéni média; diagnostika; fluorescenéni spektrofoto-
metrie

e,

Plisné skupiny Aspergillus jsou v prirodé znalné rozsifeny a poten-
ciondlné aflatoxinogenni A. flavus a A. parasiticus se béZné vyskytuji
u riznych zemédélskych komodit. Jen mensSi Cast jejich kmend izolo-
vanych z krmiv nebo potravin v8ak byla schopna produkovat aflatoxin
(AF): 193% v USA (Trucksess aj, 1987), 15 % ve Spanélsku
(Carballo a Miguel, 1987), 7,1 % v CSSR (Polster aj., 1985).
Pro podminky CSSR je pozoruhodné zjist&ni, Ze v&tSina aflatoxinogen-
nich kmend A. flavus byla nalezena u potravin a krmiv z tropickych
a subtropickych zemi, kdeZto u potravin tuzemskych pouze 0,8 % kment
produkovalo AFB1 (Jesenskd a Polster, 1983). Nebyla prokéaza-
na korelace mezi detekci plisn& a obsahem AF v kuku¥ici; mnohé vzorky
i s vysokym poctem Kkonidii neobsahovaly AF a naopak (Dutton
a Westlake, 1985). RovnéZ zjisténi, Ze prijem experimentdlné kon-
taminovaného krmiva s obsahem aZ 37.10% konidii A. flavus v jednom
gramu nepiisobilo u mladych prasat zdravotni ani produkéni poruchy
"(Dvofak, nepublikovdno), dokladd potFebu doplilovat mykologické
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vySetieni pfi posuzovani zdravotni nezdvadnosti krmiv o stanoveni afla-
toxinogenity izolovanych kmenl A. flavus a A. parasiticus.

K detekci plisni produkujicich AF lze pouZit, jak o tom svéd¢i znac-
ny pocet referatd, riznych metod, které je mozZné v podstaté rozdélit do
¢tyF skupin. V prvni skupiné jsou metody zaloZené na produkci toxinu
v tekutych nebo pevnych substratech s navazujicimi extrakénimi a pu-
rifikacnimi procedurami a findlni chromatografickou detekci. Druhé sku-
pina zahrnuje metody spocivajici na zjiSténi fluorescence, kterou AF pii-
sobi pfFi kultivaci plisn& na specidlnich agarovych ptidach. Ve tfeti sku-
piné se pouZivd detekce AF difundovaného do agarového média chro-
matografii jeho malych ¢asti bez extrakce nebo purifikace. Posledni, no-
vd metoda spocivad ve stanoveni aflatoxinogenni plisné podle Cerné bar-
vy na UV fotografii (Yabe aj., 1987).

Zékladnim predpokladem v3ech testacnich metod je kultivace na
médiu podporujicim syntézu AF (Buchanan aj., 1987). Z pevnych
substratii je k tomu nejcastéji pouZivdna ryZe, podzemnice olejnd a kar-
lovarské suchary (Simtinek, 1981; Polster aj, 1985 Wei
a Jong, 1986; Carballo a Miguel, 1987), z pevnych Kkultivac-
nich ptd agar oznacovany napf. jako GYA, CAM, APA, AFPA, v nichZ
hlavnimi sloZkami je glukéza, drceny kokosovy ofech, kvasni¢ny nebo
kukuFi¢ny vytazek (Hara aj.,, 1974; Bottalico a Frisullo, 1981;
Sim aj.,, 1985; Yabe aj., 1987; Davis aj., 1987; Carballo a Mi-
guel, 1987). Tekutd syntetickd nebo semisyntetickd média pouZivana
k produkci AF zpravidla obsahuji glukézu nebo sacharézu, kvasnicny
extrakt, asparagin nebo dusi¢nan sodny, popfipadé siran amonny a v raz-
ném zastoupeni minerdlni latky a stopové prvky (Ehrlich a Cieg-
ler, 1984; Tiwari aj., 1986; Trucksess aj., 1987; Davis aj,
1987; Buchanan aj., 1987).

V predloZené préaci je popsdno ovéfovani metody, kterou jsme pouZili
k hodnoceni produkce AF a riznych experimentdlnich podminek in vitro
vedoucich k jeho kvantitativnim zméndm (Dvoféak, 1989) z hlediska
pouZitelnosti této metody pfi testaci aflatoxinogenity kmenl A. flavus
a A. parasiticus meéFenim intenzity fluorescence po kultivaci v teku-
tém médiu a po extrakci.

MATERIAL A METODY

Z pouzitych kment byly dva kmeny sbirkové: A. parasiticus F-550 (NRRL
2999) tvorici AFBi1, B2, Gi a G2 a aflatoxinogenni A. flavus F-108. Aflatoxinogen-
ni A. flavus 295 byl ziskdn z OHS Gottwaldov. DalSich 33 kment hylo izolovéno
z krmiv nebo z oriSkii podzemnice olejné. Byly uchovavany na sladinkovém agaru.

Syntetické tekuté médium GV bylo pripravovano metodou, kterou popsali
Ehrlich a Ciegler (1984) a obsahovalo v jednom litru destilované vody 85 g
sacharézy, 10 g asparaginu, 3,5 g (NH4)2SO04, 10 g KH2PO4, 2 g MgSO4.6H20,
75 mg CaClz.2H20, 10 mg ZnSO4.7TH20, 5 mg MnCl2.4H20, 2 mg (NH4)sMo7024 .
.4H20, 2 mg Naz2B407 a 2 mg FeSOs4.TH20. Dale bylo pouZito semisyntetické teku-
té médium, které uvedli Tiwari aj. (1963), s obsahem 150 g sacharézy a 20 g
kvasni¢ného extraktu v litru vody.

Erlenmeyerovy bafky obsahujici 20 aZ 100 ml tekutého média byly inokulova-
ny s 1 az 10.108 konidii z ¢erstvych kultur plisné suspendovanych ve sterilni des-
tilované vodé a inkubovany pii teploté 28 °C obvykle pét aZz osm dni. Po inkubaci
jsme 0,06 ml ¢irého média nanesli na filtraéni papir a po zaschnuti pii pokojové
teploté ozarili pro detekci fluorescence UV svétlem z Woodovy lampy nebo v pri-
stroji Fluotest Universal (NDR). Dal$i 0,2 ml média jsme prenesli do zkumavky
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se zabrouSenou zatkou a extrahovali se 6 ml chloroformu intenzivnim tifepanim

jednu minutu. Po ustani jsme odsali vodnou fazi,

pridali Spetku bezvodého sira-

nu sodného a po protrepani jsme extrakt prefiltrovali. Fluorescenci jsme mérili na

fluorescencnim spektrometru Perkin Elmer pri

citlivosti

0,7 a 7 (s rozsahem

intenzity emise 0 az 1100) a pri vinovych délkiach excitace a emise 365 a 420 nm

pro AF (Pons a Goldblatt, 1969) a 395 a 495

nm pro slouc¢eninu, v kterou

je konvertovana kyselina kojova (Lee aj., 1986). Potom byl chloroformovy extrakt
pod proudem dusiku odparen, aby mohla byt stanovena koncentrace AF s pouZitim
soupravy RIA-test-AFLA Bi (URVJT Kosice). Stejnym postupem jsme mérili fluo-

rescenci sterilnich kultiva¢nich médii a standardnich

roztoki AFBji (Calbiochem, La

Jolla, CA). Pro zjisténi pouzitelnosti tekutého média a citlivosti metody byla vi-
zualné hodnocena fluorescence na filtraénim papiru srovnavana s fluorescenci sta-
novenou stejnym zplisobem u kultur narostlych po desetidenni inkubaci pfi teploté
28 °C na Sikmém Czapkové agaru s obsahem 0,059, kukufi¢ného vyluhu, oznaéo-

vaném jako APA (Hara aj., 1974) a ke stanoveni

vaném.

VYSLEDKY

aflatoxinogenity casto pouzi-

Kultivaci kmenl A. flavus 295 a A. parasiticus F-550 v médiu GV
bylo potvrzeno, Ze poskytuje vhodné podminky pro rist plisn€ i tvorbu
AF. V pribé&hu 25denni inkubace s odbéry vzorki 3. 5., 7., 10., 14., 19.
a 25. den po inokulaci dosdhla hladina AFBi, stanovend testem RIA,
maxima paty den inkubace u kmene A. flavus a sedmy den u kmene
A. parasiticus. Potom se u obou mirné sniZovala. Intenzita fluorescence
extraktli, méfend na fluorescencnim spektrofotometru pfi citlivosti 0,7,
se prvnich sedm dni zvySovala v souladu se vzestupem hladin AFB1
v médiu, svymi hodnotami v dal$§im prib&hu se v8ak od nich i mezi

pouZitymi kmeny liSila (obr. 1).

Nejuz§i vztah mezi hodnotami AFBi1

a intenzitou emise byl zaznamenédn sedmy den.

AFB4- m‘g-‘l‘1 intenzita emise
20 r 7 100
o\ '\.\
0, .‘—'—‘_.\ 4 80
15 F o/ \ .y
o__—-—‘OHQ
60
10 F
41 40
5} °’°~8No
o SSo——o—°1 79
/ .
A - anudl . R : : e«
0 5 15 25 0 -5 15 25 dny

1. Hladina AFB:1 a intenzita emise pri citlivosti 0,7,

zjisténé v extraktu média

GV po 3 az 25denni Kkultivaci kmene A. flavus (nevyplnéné krouzky) a A. para-
siticus (vyplnéné krouzky) — AFB:1 levels and emission intensity at spectropho-
tometer sensitivity setting of 0.7, detected in GV medium extract following 3- to
25-day-long cultivations of A. flavus (open circles) and A. parasiticus (solid circles)

strains
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2. Vztah mezi koncentraci standardniho AFBi1 (kfizky spojené primkou), AFB1 sta-
noveného v médiu metodou RIA (krouzky) a intenzitou emise (osa x) méfené na
fluorescenénim spektrofotometru pii citlivosti 7 — Relationships between the con-
centrations of standard AFBi (crosses fitted by a straight line), the concentrat-
ions of AFB1 detected in the medium using RIA method (circles), and emission
intensity (x-axis) determined in a fluorescence spectrophotometer at a sensitivity
setting of 7

Pétidenni kultivaci 25 kmen@ Aspergillus v médiu GV a soudasnd
v médiu s kvasni¢nym extraktem bylo zji§t&no, Ze jejich rlist a zejména
tvorba AF jsou v druhém médiu na vySSi drovni. U 11 kmen® produku-
jicich AFB1 byla jeho primérnéd hladina 29,9 mg.1-1 (1,7—66), kdeZto
v GV médiu 9,0 mg.1-1 (0,3—44,3). Asi tfikrat niZ3i po kultivaci v GV
médiu byla také priimérné intenzita emise (35,7 a 13.9 pfi citlivosti 0,7).
V jednotlivych pfipadech vSak byl po kultivaci v médiu s kvasni¢nym
extraktem rozporuplny vztah mezi intenzitou emise a hladinou AFB1
(21:9 mg.1"1, 5:66 mg.1"1), kterd svou vy3i nékdy presahovala od-
povidajici fluorescenci standardniho chloroformového roztoku AFB1 (obr.
2). FaleSné vysokou hodnotu AFBi i intenzity emise dévalo i sterilni
médium. Po odelteni tohoto pozadi nebyla produkce AF zjiSténa ze 14
dalSich kmen@t u osmi kmen@ shodné po kultivaci jak v médiu GV, tak
v médiu s obsahem Kkvasni¢ného extraktu. PFednost byla ddna Kkultivaci
v GV médiu, a to i vzhledem ke zjisténi, Ze i pFi vyS$si intenzité emise
extraktu z média s kvasniénym extraktem neZ z GV média nebyla fluo-
rescence na filtranim papiru pro tmavé zabarveni média vZdy deteko-
véana, kdeZto p¥i kultivaci téhoZ kmene v GV médiu ano.

Celkem — kromé uvedeného — jsme analyzovali vice neZ 300 GV
médii po kultivaci riiznymi kmeny A. flavus a jednoho A. parasiticus
v riiznych experimentalnich podminkach. U extraktd, u nichZ byla fluo-
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rescence meéfena pri citlivosti pristroje 7, jsou uvedeny vztahy intenzity
emise ke stanovené hladiné AFB1 v obr. 2, s vyjimkou vétSiny vysledkil
s intenzitou emise mens$i neZ 5 a vysledkli méfitelnych jiZ pfi citlivosti
pristroje 0,7. V obr. 2 jsou také uddny hodnoty fluorescence standardni-
ho AFBi1 stanovené pf¥i koncentraci 1 aZ 6 mg.1™1; intenzita emise byla
relativné mala. Naproti tomu u extrakti z médii byla ve vztahu k hodno-
tam stanovenym RIA mnohonésobné vysSi, a to u vSech méieni. Z 98
analyz s intenzitou emise men3i neZ 5 nebyla fluorescence na pfistroji
detekovéana v 11 pfipadech, z nichZ testem RIA nebyl AFBi1 zjiStén Sest-
krat a pétkrat bylo zjiSténo 3 aZ 20 ug.1-1. Naopak v 21 pfipadech pii
intenzité emise 1 aZ 5 nebyl AFBi testem RIA prokazan. DalSich 52 ex-
traktd médii bylo méreno p¥i citlivosti 0,7. Testem RIA stanovené hla-
diny AFB1 byly v rozsahu 2,5 aZ 54,5 mg.1 1. Tyto mezni hodnoty byly
zjiStény pfFi intenzité emise 16 a 88. Ve vé&tSiné pfipadd nebyla pfima
relace mezi naméfenou fluorescenci a stanovenou hladinou AFBi.

Pri méfeni intenzity emise pfi vinovych délkach 395 a 495, pouZitych
pro stanoveni slouceniny, v kterou je konvertovdana kyselina kojova, by-
ly naméfeny hodnoty v urCitém pfimém nelinedrnim vztahu k hodno-
tdm emise pFi vinovych délkach pouZitych pro AF. Byly podstaté niZsi
v extraktech z GV médii neZ z médii obsahujicich kvasni¢ny extrakt, a to
po kultivaci i sterilnich. Byly zji§tény i p¥i méfeni roztokt standardniho
AFB1, a nejsou proto ve vztahu k tvorb& kyseliny kojové ani AF dale
hodnoceny.

Pro stanoveni aflatoxinogenity pouZitych kmenti na zakladé skvrn
na filtradnim papiru vytvofenych kdpnutim 0,05 ml ¢&irého média po-
rostlého plisni byla zjiSténa minimdlni koncentrace AFBi, kterd vyvola
po ozafeni patrnou (=), vyraznou (+) a velmi vyraznou (+ +) fluo-
rescenci. Pfi pouZiti standardniho chloroformového roztoku AFBi to bylo
ve stejném pofadi 1, 2 a 6 mg.1"! na skvrndch o primeéru 4 cm. Pfi po-
uZiti Fed&nych médii po kultivaci A. parasiticus F-550 to bylo 0,7, 1,2 a 3,0
mg . 1-1 testem RIA stanoveného AFBi na skvrnadch o priméru 3 cm.

U kmene A. parasiticus F-550, kmene A. flavus F-108 a 33 kmeni
A. flavus izolovanych z riznych krmiv a z ofiSkii podzemnice olejné
jsme porovnévali ¢tyFi metody a jejich citlivost k priikazu tvorby AF.
Kmen F-550 mél velmi vyraznou fluorescenci na APA pidé&, po Kkultivaci
na GV médiu jeho skvrna na filtraénim papiru m&la + + fluorescenci,
intenzita emise jeho extraktu byla 40 pfi citlivosti 0,7 a testem RIA bylo
zji§téno 44,2 mg.1-1l. Sbirkovy kmen 108 mé&l ve stejném potradi tento
charakter: =, +, 28 pfi citlivosti 7, AFB:1 5,0 mg.1-1. Z 33 vy3etFenych
izolovanych kmen mély + 4+ nebo + fluorescenci na APA tFi kmeny
s dald8imi charakteristikami: + 4+ nebo *+, 7—75 p¥i citlivosti 7, AFB1
1,6 aZ 6,6 mg.11l. Daldich sedm kmend meélo na APA fluorescenci =,
kterd byla shodné s fluorescenci média na papife ve dvou pfFipadech
(2 a 3 pfii citlivosti 7, AFB1 10 a 53 ug.1"1), v dalSich dvou pfFipadech
byla na papife + (2 a 8 pfFi citlivosti 7, AFB1 75 a 150 ug.171) a u tif
pfipadii se na papife fluorescence neprojevila (2 a 3 pfi citlivosti 7,
AFB1 0, 0,1 a 3,4 wg.1"1). Z 23 kment, které byly na APA negativni,
mély dva kmeny na papife fluorescenci + (6 a 7 pfi citlivosti 7, AFB1
0,9 a 3,6 ug.1"1) a dva kmeny = (2 a 4 pfi citlivosti 7, AFB1 169 a 450
ug .171). U zbyvajicich kment se fluorescence na APA ani na papife ne-
projevila (1—3 pfi citlivosti 7, AFB1 0—70 ug .171).
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DISKUSE

Pii hodnoceni dosaZenych vysledki je tieba vychéazet z nékolika za-
kladnich skutecCnosti. K pfesnému stanoveni jednotlivych AF se pouZiva
kvantifikace intenzity jejich tluorescence v UV svétle po extrakci biolo-
gického materidlu, CiSténi extraktu a chromatografickém déleni. Stano-
veni AFB1 testem RIA predstavuje rozSifeni diagnostickych moZnosti, je
v8ak tfeba pocitat s tim, Ze d4va faleSné pozitivni hodnoty (Fukal
aj., 1987). Fluorescencni vlastnosti jednotlivych AF nejsou stejné. V chlo-
roformovém prostiedi je intenzita fluorescence u AFGi a Gz asi tficet-
krat vétSi neZ u AFB1 a Bz Vedle jmenovanych aflatoxint, AFMi, Mz,
B,, @ Gz, jsou vSak znamé i dal$i fluoreskujici metabolity A. flavus
(Pons a Goldblatt, 1969). RovnéZ kyselina kojova, toxicky meta-
bolit plisné Aspergillus, je konvertovdna peroxiddzou ze substratu v slou-
¢eninu se zelenoZlutou fluorescenci, kterd miZe vznikat i degradaci AF
(Lee aj., 1986). Dalsi artefakty ptisobi fluoreskujici pyraziny (Mont-
ville a Goldstein, 1987). Metody presné analyzy AF jsou dost
nédro¢né, jen materidlové ndklady na stanoveni obsahu AFB1 v Krmivu
dvojrozmérnou chromatografii na tenké vrstvé silikagelu ¢ini asi 122 Kc¢s
(Paldsek aj., 1984). Pro zesileni citlivosti analyzy je doporuCovdna
prfeména AFB1 na vice fluoreskujici derivity (Gregory a Manley,
1980).

PouZiti chromatografickych metod je rozhodujici pro urceni, zda
plisné skupiny Aspergillus maji schopnost produkovat jednotlivé AF ne-
bo ne. Hranice detekovatelnosti je 1 ng.ml"1 (Trucksess aj., 1987).
popiipadé stopy AF pfi tvorbé mensi neZ 0,1 ug.ml-! nebo 0,1 ug.g™!
(Wei a Jong, 1986). Vzhledem k tomu, Ze mnoZstvi AF produkovand
na riiznych médiich se mohou li§it, je rozhodujici prokézat toxinogenitu,
tj. sebemensi tvorbu AF. Pfi jejim posuzovéani jen na zakladé fluorescence
kultivovaného meédia nejsou mald mnoZstvi AF zjistitelnd (Clev-
strom a Ljunggren, 1985). Pfesto se vSak pro diagnostiku afla-
toxinogennich kmentd velmi €asto pouZivd posouzeni fluorescence jejich
porostii na vhodnych médiich, ¢asto na ptidé APA. Intenzita fluorescence
na ném ziskand je i po slabSim riistu p¥i dobré kvalité kukufi¢ného
vyluhu vétSi neZ na agaru CAM, kde ji vétSi kolonie mohou zastinit
(Davis aj., 1987).

APA byl pouZit i v nasi studii a ve srovnani s intenzitou fluorescen-
ce kultivovaného GV média naneseného na filtra¢nim papiru byl méné
spolehlivy pfi sporné a nezjiSténé fluorescenci. V takovych pfipadech
bylo moZné zjistit na papiru produkci AF na GV médiu v mnoZstvi 0,075
a 0,9 mg.1"1, pfi méFeni fluorescence extraktu kultivovanych médii na
fluorescen¢nim spektrofotometru vSak v mnoZstvi podstatné& niZsim, po-
tvrzeném v kombinaci s pouZitim testu RIA. PFi intenzité emise mensi
neZ 5 pri citlivosti pfistroje 7 a pti hodnotach RIA menS$ich neZ 20 ug.
.1-1 jsou vSak vysledky problematické, a to pro pravdépodobny obsah
fluorogend jinych neZ AF, popfipadé pro sniZenou vérohodnost testu
RIA. 1 za téchto predpokladi vSak pouZitd metoda pfedstavuje pro
diagnostiku zavaZnou okolnost: zachyceni kment slabé produkujicich
v médiich AF, které u pouZivanych screeningovych metod nebyly deteko-
vatelné. Nebyl zjis§tén linedrni vztah mezi intenzitou emise extraktl
z médii GV a hladinou AFBi1 stanovenou RIA. Fluorescence byla podstat-
né intenzivn&jsi neZ pri meéreni standardniho roztoku AFBi. Vzhledem
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k uvedenym literarnim tdajim to bylo moZné ocekavat. Vyrazné roz-
dily mezi intenzitou emise a hodnotami AFBi1 byly zejména pfi kultiva-
ci kmene A. parasiticus F-550. Produkuje totiZ mnohem vice AFGi neZ
B1 a jiZ po sedmidenni inkubaci se absolutni i relativni obsah AFB1
v médiu sniZuje (Rusul a Marth, 1987).

Nelze predpokladat, Ze by hodnoceni hladiny AF produkovaného
v GV médiu pomoci meéreni intenzity emise na fluorescencnim spektro-
fotometru mohlo nahradit kvantitativni analyzu chromatografickymi po-
stupy. Je vS8ak nékolikanasobné citlivéj8i neZ kterdkoliv jind screeningo-
v metoda. M4 i mnoho dal$ich vyhod. Lze zajistit vétSi bezpecnost pra-
ce nez pf'i pouZiti pevnych Zivnych substratd, poskytuje c¢asovou i fi-
nancni dsporu; z materidlovych nédkladd je nejdraZ$i chloroform k ex-
trakci. V pFipad& potfeby mohou byt médium a extrakt pouZity nejen
k RIA AFBi, ale i k chromatografickému stanoveni jednotlivych AF
v souladu s ON 46 7710 (1986). Pfi zachovédni standardnich postupd,
zejména mnoZstvi média, velikosti inokula a sedmidenni inkubace, do-
pliiuje pri hodnoceni hygienické kvality krmiv mykologické vySetfeni
a jejich posouzeni jen podle nédlezu poc¢tu konidii A. flavus. Urceni je-
jich aflatoxinogenity pravdépodobné sniZi mnoZstvi krmiv s omezenym
pouZitim a ziskaji se podklady pro zajisténi konzervace krmiv s nalezem
kmenl produkujicich AF.
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Doslo dne 11. 8. 1988

ABOPXAK, M. — NAHUKOBA, A. — KOCKOBA, C. — AUB/IUKOBA, WU. (HayuHo-
-UCCnepoBaTenbCkUin MHCTUTYT BeTepuHapuu, BpHo): (Pnyopomerpuueckas oueHka adnarto-
KCUHOreHWThl wTammoB nnecenn Aspergillus flavus u Aspergillus parasiticus nocne Kynb-
TUBauumu B xuaKoii cpeae. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 1989 (7) :431-439.

Mol onpeaensnu o6pasoBaHue adnatokcuHa (A®D) B xuakoi cuHTeTHueckoi cpeae GV
nocne kynbtupupoBaHus wrammos A. flavus u A. parasiticus C60pHbIX UAM U30NUPOBaH-
HbIX M3 KOPMOB M apawunaoB. AdnaToKCMHoreHuTa 6Gbina oueHeHa o6CnegoBaHUeM dnyopec-
UEHUUM nocCne HAHECEHUs cpeapl Ha MUNLTPAUUOHHYIO GyMary U U3MEpeHUEM WUHTEeHCUB-
HOCTU 3MHUCUM XNOPOGOPMOBOro 3KCTpPaKTa Cpeabl Ha (ONYOPEeCUEeH3UOHHOM CnekTpodoTo-
MeTpe. B akcCTpakTax € MHTeHCUBHOW asmuccuein 0-880 npu aBYX CTEneHsx UYBCTBUTENb-
HOCTM npubopa Gbina ycrtaHoBneHa koHueHTpauus A(QB1, nytem Tecta RIA B auanazoHe
0—54,5 Mr . n. MHTEHCUBHOCTb 3MUCCUU He 6Gbina B NUHENHOM OTHOWwEHUU K ypoBHio AQB1
B cpege ¥ Gbina Bbille UEM NMpPU COOTBETCTBYIOU|E KOHUEHTpaluuu CTaHAapTHOro pacreBopa
ADB1. OnyopomeTpuueckuii METOoa BO MHOTO pa3 YYBCTBUTE/NbHEE, YeM BU3yanbHas oueHKa
thyopocueHUUu cpeasl Ha UNLTPELUMOHHOW Gymare, a 3To OblI0 HaAEXHEEe UEM OuEeHKa
nyopecueHuMn npyu KynbTUBaLMK WTaMMOB CO cnabbiM obpasosaHuem AQ Ha nnotHoii QPA
cpeje. 3TU U Apyrue cenekUuMOHHble MeTOoAbl MPEBOCXOAUT WUCMNONb30BaHHbIA (NyOopOMeTpH-
YECKWii MeToA CBOEH UYBCTBUTENbHOCTbIO U BPEMEHHOW 3KOHOMMEl, rnaBHbiM o6pa3oM npu
UCNONb30BaHWUM 3KCTPaKTa U3 Cpeabl ANA fanbHEWLero YTOUHSIOWEro aHanusa.

Aspergillus; acnaToKCWUH; Cpeabl KYNbTUBaUWMW; AWarHoCTHKa; nyopecueHTHas CnekTpo-
doToMeTpUS
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DVORAK, M. — LANIKOVA, A. — KOSKOVA, S. — DIBLIKOVA, I. (Veterina-
ry Research Institute, Brno): Fluorometric Evaluation of Aflatoxicogenic Effects of
Aspergillus flavus and Asperillus parasiticus Strains Cultured in Liquid Media.
Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :431-439.

The production of aflatoxin (AF) by A. flavus and A. parasiticus strains originating
either from the Czechoslovak collection or isolated from feed mixtures and from
peanut samples was determined following their cultivation in liquid synthetic GV
medium. Their aflatoxicogenic effects were estimated from fluorescence of the GV
medium after its application onto filter paper or by determining emission intensity
of chloroform extracts of the medium in a fluorescence spectrophotometer. In
extracts with emission intensity from 0 to 880 at two sensitivity settings of the
device, AFB1 concentration was found to be in the range from 0 to 54.5 mg.1-1
when determined by means of the RIA method. Emission intensity was not in
a linear relationship wjith AFB1 level in the medium and was higher than at
a corresponding concentration of AFBi1 standard solution. The fluorometric method
is many times more sensitive than visual assessment of medium fluorescence on
filter paper, which, for its part, was more reliable than the estimation of flu-
orescence following the cultivation of strains with low AF production on solid
APA medium. This and other screening methods are surpassed by the employed
fluorometric method as far as the sensitivity and saving of time are concerned,
especially when medium extract is used for further more precise analysis.

Aspergillus; aflatoxin; culture media; diagnostics; fluorescence spectrophotometry

DVORAK, M. — LANIKOVA, A. — KOSKOVA, S. — DIBLIKOVA, I. (Forschungs-
institut fiir Veterinidrmedizin, Brno): Fluorometrische Bewertung der Aflatoxinoge-
nitit der Stimme der Schimmelpilze Aspergillus flavus und Aspergillus parasiti-
cus nach Kultivierung im Flissigmedium. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) :431-
-439.

Wir untersuchten die Bildung von Aflatoxin (AF) im synthetischen Fliissigmedium
GV nach Kultivierung der Staimme A. flavus und A. parasiticus, die gesammelt
oder aus Futtermitteln und Erdniissen isoliert worden waren. Die Aflatoxinogenitit
wurde bewertet anhand der Beurteilung der Fluoreszenz nach Auftragen des Me-
diums auf das Filterpapier und mittels der Messung der Intensitit der Emission des
Chloroformextraktes des Mediums am Fluoreszenzspektrofotometer. In den Extrak-
ten mit einer Emissionsintensitit von 0-880 bei zwei Empfindlichkeitsstufen des
Geridtes wurde die AFBi-Konzentration anhand des RIA- Tests in einem Bereich
von 0 bis 54,5 mg. ! festgelegt. Die Emissionsintensitit war in keiner linearen
Beziehung zum AFBi-Spiegel im Medium und war grosser als bei der entsprechen-
den Konzentration der AFBi-Standardlosung. Die fluorometrische Methode ist viel
empfindlicher als die visuelle Bewertung der Fluoreszenz des Mediums auf dem
Filterpapier und diese war zuverlidssiger als die Bewertung der Fluoreszenz bei
der Kultivierung der Stimme mit einer schwachen AF-Bildung auf einem festen
APA des Mediums. Diese als auch die weiteren Screening-Methoden werden von
der angewendeten fluorometrischen Methode an Empfindlichkeit und Zeitersparnis
insbesondere beim Einsatz des Extraktes aus dem Medium fiir eine weitere pri-
zisierende Analyse libertroffen.

Aspergillus; Aflatoxin; Kultivierungsmedien; Diagnostik; Fluoreszenspektrofoto-
metrie

Adresa autoru:

MVDr. Miroslav Dvoifak, CSc, MVDr. Alena Lanikova RNDr. Stanislava
Koskova, RNDr. Ivana Diblikovad, Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi,
Hudcova 70, 621 32 Brno 3
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKYCH CASOPISU CSAZ

Casopis uverejfiuje puvodni védecké prace, kratka sdéleni a prehledné refe-
raty, tzn. prace, jejichz podkladem je studium literatury a které shrnuji nejnovéjsi
poznatky a souc¢asny stav v dané oblasti.

Autor je plné odpovédny za puvodnost price a za jeji vécnou i formalni sprav-
nost. K praci musi byt pfipojen souhlas vedouciho pracovis§té s publi-
kaci ¢lanku a prohlaseni autora o tcm, Ze prace nebyla publikovana jinde.

Jednotlivé priace nemaji presahovat rozsah 12 stran psanych na stro-
ji véetné tabulek, obrazku a grafu. V praci je nuiné pouzivat jednotky odpovidajici
soustavé mérovych jednotek SI (CSN 01 1300).

Technicka tprava rukopisu

Uprava rukopisu ma odpovidat statni normé& CSN 88 0220 (format A4, 30 radek
na stranku, 60 thozi na fadek, mezi fadky dvojité mezery). Ilustrace, grafy, ta-
bulky a fotografie se dodavaji zvlasf, nepodlepuji se. Na zadni strané se vyznaét
tuzkou poradové ¢islo obrazku nebo grafu a napiSe se jméno autora ¢lanku. Texty
k obrazkim a grafim se dodavaji na zvlastnim listé, umisténi se oznaduje na le-
vém okraji piislu$né strany rukopisu éislici v krouzku. Tabulky se ¢isluji zvlast
rimskymi éislicemi.

Vlastni dprava price

Nazev prace (titul) nema presahovat 85 uhozu. Jména autori se uvadéji bez
titultt s podateénim pismenem jména.

Souhrn — Vypracovani souhrnu je nutné vénovat obzvlastni péci. Autor
do ného ma shrnout vse. co je na jeho praci pozoruhodné a nové a co ma byt do-
kumentovano. Souhrn ma byt nekritickym informaénim vybérem vyznamného ob-
sahu a zavéru c¢lanku, nikoliv vsak jeho pouhym popisem. Musi vyjadiit vSechno
podstatné, co je obsaZeno ve védecké prici, nema ji vSak nahradit. Nesmi prekrodit
rozsah 170 slov. Je tfeba, aby byl psan celymi vétami a ne telegrafickym zpusobem.
Souhrn zadina jménem autoru, adresou pracovisté, titulem ¢lanku a citaci ¢asopisu.

Kliédova slova (Key words, index terms) — Pripojuji se po vynechani
radku pod souhrn. Kli¢ovym slovem rozumime substantivum, které je nutné pro
vécné zarazeni predlozené prace. Kli¢ova slova se radi smérem od obecnéjSich vy-
raziu ke konkrétnim. Zaéinaji malym pismenem a oddéluji se stfednikem. Jejich
podet zavisi na povaze prace a nemél by klesnout pod tfi a prevysit dvanact slov.

Uvod — M4 obsahovat hlavni duvody, proé byla prace uskuteénéna a velmi
struénou formou stav studované otazky. Je nutno se v ném vyhnout rozsahlym
historickym piehledim. Uvadi se bez nadpisu, je moZné v ném uvést k praci se
vztahujici autory, pfi¢emz se doporuduje co nejniz$i podet autoru. )

Material a metoda — Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li puvodni,
jinak postaduje citovat autora metod a uvadét jen pfipadné odchylky. Je v nich
popsan pokusny material. Popis metody by mél umoznit, aby kdokoliv z odborniku
mohl podle ného a pri pouziti uvedenych citaci praci opakovat.

Vysledky — Doporuduje se nepouzivat k vyjadieni kvantitativnich stavi
tabulek a dat prednost grafim, anebo tabulky shrnout v statistickém hodnoceni
namérenych hodnot. Tato éast by neméla obsahovat teoretické zavéry ani dedukce,
ale pouze faktické nalezy.

Diskuse — Obsahuje zhodnoceni prace, diskutuje se o mozZnych nedostat-
cich a prace se konfrontuje s vysledky dfive publikovanymi (poZaduje se ocitovat
jen ty autory, ktefi maji k publikované préaci blizsi vztah), pokud maji souvislost
‘nebo jsou s predlozenou praci néjak srovnatelné.

Literatura — Musi odpovidat stdtni norm& CSN 01 0197, tj. citace seradit
abecedné podle jména prvnich autorl; pfijmeni (verzalkami); zkratka jména (dvoj-
te¢ka); plny nazev prace (tec¢ka); uredni zkratka ¢asopisu, roc¢nik, rok vydani, éislo,
prvni stranka — posledni stranka (pfed éislo se uvadi zkratka & a pred prvni
stranku s.); u knih je uvedeno misto vydani, vydavatel a rok. Odkazy na literaturu
v textu jsou uvedeny jménem autora (¢arka) a rokem vydani. Do seznamu se za-
radi jen prace citované v textu.

Pokud autor pouZiva v praci zkratek jakéhokoliv druhu, je nutné je vysvétlit,
aby se predeslo omylium pii pifekladech. V nazvu price a v souhrnu je lépe zkra-
tek nepouzivat.

Na zvla$tnim listé uvede autor plné jméno (i u spoluautorl), akademické,
yvédecké a pedagogické tituly a podrobnou adresu pracoviité s PSC.



FERTILIZACNA KAPACITA EJAKULATU NUTRII
(MYOCASTOR COYPUS) PO EXSTIRPACII SEMENNYCH VACKOV
ZISTENA TESTOM PENETRACIE A PRIRODZENYM PARENIM

1. Jakubicka, M. Barta, P. Babusik

JAKUBICKA, I. — BARTA, M. — BABUSIK, P. (Vyskumny ustav zivoéiSnej
vyroby, Nitra): Fertiliza¢na kapacita ejakuldatu nutrii (Myocastor coypus) po
exstirpdcii semennych wvackov zistend testom penetrdacie a prirodzenym pd-
renim. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 441-446.

Sledovali sme fertilizaéni schopnosf spermii samcov nutrii po exstirpacii se-
mennych vackov. Pri sledovani sme pouzili test penetracie do vaji¢ka chréka
syrskeho (Mesocricetus auratus). Ejakulaty od piatich samcov sme ziskali
elekiroejakulaciou v halothanovej narkoéze. Penetraénym testom zona-free
hamster eggs (ZFHE) bolo zistené, Ze ejakulaty od vsetkych chirurgicky oSetre-
nych samcov boli fertilné a hodnoty ZFHE sa pohybovali od 54 do 76,6 Y%,.
Na zaklade prirodzeného parenia sme zistili, Ze odstranenie semennych vac¢kov
samcov nutrii nema negativny vplyv na ich oplodnovaciu schopnosf. Od de-
siatich nutrii, ktoré boli naparené chirurgicky o$etrenymi samcami, bolo post
mortem zistenych 47 plodov, ¢o v priemere predstavuje 4,7 plodov na jednu
samicu.

fertiliza¢na schopnosf; semenné vacky:; koagulacia; elektroejakulacia v ha-
lothanovej narkoéze

Specifickou vlastnostou ejakuldtu nutrii je jeho rychla koagulécia
(Barta a Jakubicdka, 1986). Pricina koaguldcie ejakuldtu nutrii
ako aj funkcia vagindlnej zatky v procese oplodiiovania nie si dosta-
tone preskimané (JakubicCka a Barta, 1984) a zatial sa presne
nevie, ktory sekrét pridavnych pohlavnych Zliaz koagulaciu spésobuje.

U nutrii, podobne ako u dalSich zvierat z radu hlodavcov (Scott
a Dziuk, 1959; Birnbaum a Hall 1961; Lawson a So-
renson, 1964; Snyder, 1966; Pang a i, 1979), je snahou procesu
koagulacie ejakuldtu zabrénit.

Odstranenie niektorej samcej pridavnej pohlavnej Zlazy moZe vy-
volat kombinéciu viacerych procesov. Blandau a Jordan (1945)
zistili, Ze akykolvek spdsob odstrdnenia pridavnych pohlavnych Zliaz
u krys vedie k infertilite, ¢o potvrdil svojimi prdcami aj Merton
(1939) u mySi. Naproti tomu Pang a i. (1979) zistili, Ze na néslednu
infertilitu mys$i vplyva len exstirpdcia semennych vackov, zatial ¢o od-
stranenie prostaty k tomuto javu nevedie.

Odstrdanenie pridavnych pohlavnych Zliaz hlodavcov neovplyviiuje
ani libido, ani fertilizaénd schopnost samcov (Blandau a Jor-
dan, 1945).

Jednou z moZnosti overenia fertilizaénej schopnosti samcov je sper-
miologické vyS3etrenie. Toto vySetrenie poddva len zdkladné informécie
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0 spermiogenéze, pripadne o funkénom stave pridavnych pohlavnych
Zliaz, nemusi vSak dévat spolahlivy obraz o hlavhom poslani spermii —
o schopnosti vniknut do vajicka a oplodnit ho.

V ostatnych rokoch sa objavuji prace, ktoré sa touto otdzkou zaobe-
raji a rieSia moZnost detekcie tejto hlavnej funkcie. Principem je hodno-
tenie, ako spermie prenikaji do cytoplazmy zrelého vajicka po pred-
chadzajicom odstrdneni zény pellucidy. Zéna pellucida predstavuje dru-
hovo 3pecifickti bariéru pre spermie iného druhu. Yannagimachi
(1972) zistil, Ze odstrdnenim zoény pellucidy sa druhova 3pecifita vajic-
ka straca. Experimentdlne dok&zal, Ze vaji¢ka chréka syrskeho zbavené
z6ony pellucidy méZu byt oplodnené kapacitovanymi spermiami morca-
ta. Takto boli ziskané i medzidruhové oplodnenia u dal$ich druhov ci-
cavcov (Hanada a Chang, 1976; Imai ai., 1977; Pavlok,
1979; BabusSik a Majerc¢iak, 1983).

PretoZe ejakuldt nutrii bezprostredne po odbere koaguluje, a tak
zabrafiuje uskutoCnit riadend reprodukciu, bolo na$im cielom zabréanit
uvedenému javu exstirpdciou semennych vackov a zéroveii zistit, ¢i ex-
stirpdcia semennych vackov samcov nutrii neovplyviiuje ich fertilizac-
nu schopnost.

MATERIAL A METODY

HODNOTENIE FERTILIZACNEJ SCHOPNOSTI SAMCOV NUTRII
PO EXSTIRPACII SEMENNYCH VACKOV TESTOM PENETRACIE DO VAJICKA
CHRCKA SYRSKEHO (MESOCRICETUS AURATUS)

Na hodnotenie fertiliza¢nej kapacity spermii sme pouzili oocyty dospelych sa-
miciek chréka syrskeho. K indukcii superovula¢ného efektu u samiéek bol intra-
peritonealne injektovany PMSG (Antex-Leo, Copenhagen) v mnozstve 20 az 30 IU
na 0,2 ml fyziologického roztoku. Po 74 hodindch sme za ucelom vyvolania ovula-
cie intraperitonealne injektovali HCG (Praedyn Spofa) v davke 15 az 20 IU na
0,2 ml fyziologického roztoku. Ovuldcia sa u samiciek dostavila za 14 az 16 hodin.
V tomto ¢ase boli zvieratd v éterovej narkéze usmrcované. Exstirpované vaje¢niky
s vajcovodami sme umiestiiovali do Petriho misiek s kultivaénym médiom TCM-
-199.

Po perforacii vajcovodov v ich ampularnej oblasti sme vyplavené wvajicka
preniesli mikropipetou do roztoku hyaluroniddzy (Sevac-Praha) 190 TRU .ml-1 za
Ucelom odstranenia kumuldrnych buniek. Po dvoch minutach sme vaji¢ka preniesli
do cerstvého kultivaéného média TCM-199, v ktorom sme ich dvakrat premyvali.
Médium bolo obohatené lyofilizovanymi rastovymi proteinmi v mnozZstve 10 mg.
.ml-1. Takto oSetrené vajicka sme zbavovali zény pellucidy 0,29, roztokom chy-
motripsinu (Koch-Light Laboratories Ltd., England). Priblizne po 10 sekundach
priameho poOsobenia chymotrypsinu dochadzalo k 1yze zény. Vaji¢ka s odstrane-
nou zoénou sme opiaf trikrat premyvali v kultivaénom médiu a po ich doékladnom
premyti sme ich preniesli do chemicky ¢istych a sterilnych Petriho misiek s obsa-
hom 0,2 ml kultivaéného média TCM-199. Uvedeny obsah kultivaénej kvapky bol
pokryty parafinovym olejom. V kazdej kultiva¢nej kvapke bolo priblizne 20 va-
jicok.

Ejakulat od piatich chirurgicky o$etrenych samcov nutrii (exstirpované se-
menné vaéky v blizkosti vyustenia semenovodov) sme ziskavali metédou elektroeja-
kulacie v halothanovej narkoéze (Barta, 1982) a bezprostredne po odbere sme hod-
notili objem, motilitu a pH podla autorov Gam¢éik a Kozumplik (1976). Kon-
centracia spermii v ejakuldte nie je hodnotend, nakolko ziskané ejakulaty koagulo-
vali a kvantitativne sledovanie beZnymi laboratérnymi metédami nedéavalo objek-
tivne vysledky. Jedna ¢asf ejakulatu bola pouZitd pre konvenénu spermiologicku
analyzu objemu, motility a pH, druhid pre test penetrdcie do vaji¢tka. Klasické
spermiologické vy3Setrenie bolo robené miniméalne dvakridt a v koneénom hodno-
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teni sme sa pridrziavali priemernych numerickych hodndt sledovanych spermiolo-
gickych ukazovatelov.

Po 30 minatach inkubacie pri laboratérnej teplote sa spermie trikrat premy-
vali v kultivaécnom médiu a centrifiigovali pri 1300 g po dobu 10 mintt. K navo-
deniu akrozomovej reakcie v podmienkach in wvitro sme pouzili metodiku, ktora
popisal Pavlok (1979). Inkubdacia spermii sa uskuto¢novala v kultivacnom médiu
TCM-199 pri teplote 37,5°C a prebiehala pri umelych atmosferickych podmienkach
(59, oxidu uhli¢itého, 909, dusika a 59, kyslika). Cas potrebny pre inkubdaciu
akrozomovej reakcie bol tri az styri hodiny.

Takto inkubované spermie sme mikropipetou pridavali k vajiékam chréka
zbavenym zoény pellucidy. Po 16-hodinovej spermaticko-vajeénej inkubacii sme va-
jicka fixovali, farbili 2}, orceinom a hodnotili pouzitim fazového kontrastu.

HODNOTENIE FERTILIZACNEJ SCHOPNOSTI SAMCOV NUTRI{ PO ,
EXSTIRPACII SEMENNYCH VACKOV NA ZAKLADE PRIRODZENEHO
PARENIA

Na experiment sme pouzili paf chirurgicky oSetrenych samcov nutrii, kto-
rych sme individudlne péarili s pohlavne dospelymi samickami, pricom kazdy sa-
mec bol ustajneny s dvomi samic¢kami. Asi po dvoch mesiacoch od zabreznutia sme
samic¢ky usmrtili a zisfovali sme pocet plodov a ich umiestnenie v maternici.

VYSLEDKY

HODNOTENIE FERTILIZACNEJ SCHOPNOSTI SAMCOV NUTRII
PO EXSTIRPACII SEMENNYCH VACKOV TESTOM PENETRACIE DO VAJICKA
CHRCKA SYRSKEHO (MESOCRICETUS AURATUS)

Vysledky sledovanych spermiologickych ukazovatelov a penetrac-
ného testu skimaného stboru samcov nutrii si uvedené v tab. L.

1. Vysledky klasickych spermiologickych analyz a penetraéného testu — The results
of classical spermiologic analyses and of the penetration test

s Ohjern g e oH ZFHE test
1 1,66 75 6,92 104/60 —57,7 %
2 1,24 60 6,85 64/49 —176,6 %
3 1,24 80 7,10 43/24—55,8 %
4 1,20 70 7,11 50/27 —54,0 %
5 1,40 80 6,84 53/30—56,0 %

Na zédklade testu penetrdcie sme zistili, Ze vSetkych pét sledova-
nych samcov bolo fertilnych a rozdiely v percente penetricie boli u nich
pribliZne na rovnakej drovni.

HODNOTENIE FERTILIZACNEJ SCHOPNOSTI SAMCOV NUTRII PO
EXSTIRPACII SEMENNYCH VACKOV NA ZAKLADE PRIRODZENEHO
PARENIA

Ako vyplyva z tab. II, na zdklade vysledkov prirodzeného parenia
sme zistili, Ze exstirpacia semennych vackov nespésobuje infertilitu sam-
cov nutrii, nakolko devit z desiatich samic pouZitych v pokuse zabrezlo.
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II. Hodnotenie fertiliza¢nej schopnosti samcov nutrii na zéklade prirodzeného péa-
renia — An evaluation of male coypu fertility obtained in experiments with natural
mating

Samec Samice Pocet plodov v maternici
(o ¢ Tavy roh pravy roh spolu
1 Po, Po 2-0 0—1 -
2 Py, Py 3 3.3 13
3 Py, P2 2—-6 #==1 13
4 P3, P3 0—1 0—5 6
5 L, Ly 3-2 34 12

NiZ8iu plodnost sme zistili u samiciek parenych samcom ¢. 1. Po samcovi
€. 4 zabrezla jedna samiCka a zistili sme u nej Sest plodov, u druhej
samiCky sme plody nenaS$li. Od desiatich nutrii, ktoré boli parené piatimi
chirurgicky oSetrenymi samcami, sme post mortem zistili 47 plodov, Co
v priemere predstavuje 4,7 plodu na jednu samicu.

Pri porovnani vysledkov fertilizacnej schopnosti samcov zistenych
penetratnym testom s vysledkami zistenymi po prirodzenom pareni uve-
denych samcov st niZ$ie a nezodpovedaji fertiliza¢nej schopnosti ziste-
nej testom ZFHE.

DISKUSIA

Testovanie fertilizatnej schopnosti samcov nutrii po exstirpéacii se-
mennych vackov potvrdilo, Ze vSetkych p&t overovanych samcov bolo
fertilnych. Poukazuje to na skutoCnost, Ze ani elektroejakuldcia v ha-
lothanovej narkoze, ani exstirpdcia semennych vackov nezniZuje libido
a schopnost samcov prirodzene sa parit, aj ked vysledky prirodzeného
parenia samcov ¢. 1 a 4 su nizSie ako u samcov ¢. 2, 3 a 5. NiZ8iu ferti-
liza¢ni schopnost uvedenych samcov zistent prirodzenym parenim si
moZno vysvetlit aj niZSou plodnostou samiciek ¢. Po, Po, alebo opozde-
nym nastupom estra u samicky €. P3, i ked to v praci nebolo jednoznacne
dokéazané.

Pri rieSeni problematiky sme zistili, Ze ejakulat samcov nutrii ziska-
ny metoédou elektroejakuldcie v halothanovej narkéze po exstirpacii se-
mennych vackov koaguluje v porovnani s ejakuldtmi intaktnych samcov
pomal3ie, avSak tento chirurgicky zdkrok nezabrafiuje koaguldcii. Do-
mnievame sa, Ze koagulicia ejakuldtu samcov nutrii nie je spdsobend
len sekrétom semennych vackov, ale podobne ako u Krys, my$i a morciat
(Blandau a Jordan, 1945; Birnbaum a Hall, 1961; Law -
son a Sorenson, 1964; Nejedly, 1967; Pang a i, 1979) kom-
plexom sekrétov samcich pridavnych pohlavnych Zliaz.
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Doslo dna 9. 9. 1988

AKYBUUKA, U. — BAPTA, M. — BABYLUUK, M. (HayuHo-uccnesoBaTeNbCKUM HMHCTUTYT
XUBOTHOBOACTBa, HuTpa): EMKOCTL hepTUnbHOCTM 3skynar HyTpui (Myocastor coypus)
nocne ypaneHWs CeMeHHbIX MelOUKOB YCTaHOB/NEHHas NyTeM TeCTUPOBaHUs MNDOHUKaHUSA
u npupoaHoii cnyukon. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 441-446.

Mbl uccnepoBanu CNOCOGHOCTb (PEPTUNBHOCTU CNEPMUI CaMUOB HYTPUMM Nocne ypaaneHus
cemeHHbIXx mewoukoB. lMpu uccnegoBaHUMM Mbl UCNONb3OBANU TECT NPOHUKHOBEHWUS B ANMUKO
cupuiickoro xopbka (Mesocricetus auratus). sKynatbl y NaTH CaMLUOB Mbl MNONYUUNU
3NeKTpo-3aKyNaunen noa ranoTaHOBbIM Hapko3oM. [lytem TeCTa npPOHWKHOBEHUA «30Ha-
-tbpee ramatex erra» (3QPrE) 6bin0 yCTAHOBAEHO, UTO JAKYAATbHI MONYUEHHbIE Y BCEX XH-
pypruuecku o6paboTaHHbIX CaMuos O6binM epTuabHbiMM u BenuuuHbl 3QFE konebanuco
ot 54 po 76,6 %, Ha ocHoBe NpPUPOAHOM CAYUKW Mbl YCTAHOBMNM, UTO YCTPaHEHUE CEMEH-
HbIX MELIOUKOB Y CaMUOB HYTPUWU He BAUSET OTPUUATENbHO Ha WMX OMNNOAOTBOPHUTENLHYIO
CnocoGHOCTb, Y AEcAaTH HYTPWUA, KOTOpble CNyuyanucb C XUPYPruuecku o6paboTaHHbIMU
camuamu, nocne cMepTu Gbino ycraHoeneHo 47 nnopoB, UTo B CpeAgHem cocTaBnseT 4,/ nno-
AOB Ha OAHY CaMky.

hepTUnbHas CNOCOGHOCTb; CEMEHHble MEWOUYKW; KOoarynauus, SNeKTpOodsKynsuus B ranorva-
HOBOM Hapko3e
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JAKUBICKA, I. — BARTA, M. — BABUSIK, P. (Research Institute of Animal
Production, Nitra): Fertility of Coypu (Myocastor coypus) Ejaculate Following the
Egxtirpation of Seminal Vesicles as Determined by means of the Penetration Test
and Natural Mating. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 441-446.

The fertility of male coypu sperm following seminal vesicle extirpation was in-
vestigated using the penetration test into the egg of Syrian golden hamster eso-
cricetus auratus). Ejaculates were obtained from five males by means of electro-
ejaculation under halothane narcosis. The results of the zona-free hamster eggs
(ZFHE) penetration test showed that the ejaculates of all the surgically treated
coypu males were fertile and that ZFHE value fluctuated from 54 to 76.6 °,. The
results obtained in experiments with natural mating revealed that the extirpation
of male coypu seminal vesicles did not affect their fertility. In total 47 foetuses
were found post mortem in ten coypu females covered by surgically treated ma-
les, which on average represented 4.7 foetuses per female.

fertility, seminal vesicles; coagulation; electroejaculation under halothane narcosis

JAKUBICKA, I. — BARTA, M. — BABUSIK, P. (Forschungsinstitut fiir Tier-
produktion, Nitra): Befruchtungsvermoégen des Ejakulats der Nutrias (Myocastor
coypus) nach Exstirpation der Samenbeutel, festgestellt mit Hilfe des Penetrations-
tests und der natiirlichen Paarung. Veter. Med. (Praha), 34, 1989 (7) : 441-446.

Wir untersuchten das Befruchtungsvermoégen der Spermien der Nutriaminnchen
nach der Exstirpation der Samenbeutel. Dazu benutzten wir den Test der Penetration
ins Ei des Hamsters (Mesocricetus auratus). Die Ejakulate von fiinf Madnnchen ge-
wannen wir mittels der Elektroejakulation in der sog. Halothannarkose. Mit Hilfe
des Penetrationstest ,zona-free hamster egges (ZFHE)* konnten wir feststellen,
dass die von allen chirurgisch behandelten Miannchen gewonnenen Ejakulate
fertil waren und dass die ZFHE-Werte von 54 bis 76,6 Y, schwankten. Auf Grund
der natiirlichen Paarung stellten wir fest, dass die Exstirpation der Samenbeutel
der Nutriamédnnchen keinen negativen Einfluss auf ihr Befruchtungsvermogen
ausiibt. Von 10 Nutrias, die von chirurgisch behandelten Minnchen gedeckt worden
waren, wurden post mortem 47 Friichte festgestellt, was im Durchschnitt 4,7
Friichte je Weibchen darstellt. ’

Befruchtungsvermogen; Samenbeutel; Koaggulation; Elektroejakulation in der Ha-
lothannarkose
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Ing. Ivor Jakubid¢ka, CSc, ing. Milan Barta, ing. Pavol Babu$ik, CSc., Vy-
skumny ustav zivoé¢iSnej vyroby, Hlohovska 2, 949 92 Nitra
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RECENZE

ACARI-BORNE RICKETTSIAE AND RICKETTSIONES IN EURASIA

J. Rehacek, I. V. Tarasevicova

Vydavatelstvo Veda Slovenskej akadémie vied vydalo v roku 1988
prvé vydanie knihy Acari-borne rickettsiae and rickettsiones in Eurasia
ako svoju 2806. publikdciu. Text mé& 344 strdn a pojedndva o rickett-
siozach prenaSanych klieStami (R. conorii, R. sibirica, R. slovaca, R. hel-
vetica) a roztoc¢mi (R. acari, R. tsutsugamushi).

Obaja autori patria medzi znamych odbornikov. J. Rehéacdek,
DrSc., je vediucim Oddelenia ricketsii Virologického tstavu SAV v Bra-
tislave a publikoval v tejto oblasti okolo 200 vedeckych préc. Prof. Irina
Vladimirovna Tarasevic¢ova, DrSc., je vedicou Laboratoria eko-
logie ricketsii Gamalejovho tstavu epidemiolégie a mikrobiologie Aka-
démie medicinskych vied ZSSR. Patri tieZ medzi poprednych odbornikov
v tejto oblasti a publikovala v nej Styri knihy a okolo 150 vedeckych
prac.

Monografia je urCena pre Specialistov v medicinskej entomoldgii,
parazitologii, ekologii, mikrobiologii, epidemiolégii, epizootologii a vset-
kym tym, ktori sa chcii zoznamit s touto aktudlnou problematikou. Auto-
ri prezentuju nielen vlastné poznatky, ale tieZz stucasny stav poznania
s ohladom na histériu, taxonoémiu, geografické rozSirenie, biologické
a fyzikalne vlastnosti poévodcu, ekologiu, epidemiolégiu, Kliniku,
diagnostiku, lieCbu a tlmenie. Akcentuju biologické a ekologické aspek-
ty, Co je dané zameranim ich vlastnej vedeckej tvorby.

Vedecka monografia vhodne dopliia biologicko-medicinsku literata-
ru nielen u nés, ale aj v celoeurépskom a é&zijskom kontexte. Tvorivo
spracovdva udaje naSich a zahrani¢nych autorov, ¢o napoméZe bliZSIm
zdujemcom o problematiku. Znacnd c¢ast monografie je venovand ko-
xieloze — Q horucke, ktord v naSich ekologickych podmienkach maé

Ve

z popisanych jednotiek najvacsi zdravotny vyznam.

Akademik Otto Jaroslav Vrtiak
Vusoka skola veterindrska, Kosice
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ZIVOTNI JUBILEA

Zivotné jubileum akademika A. Ch. Sarkisova

Predneddvnom osldvil 80. vyrodie narodenia vyznamny Ssovietsky
vedec akademik VASCHNIL Artjun Christoforovic Sarkisouv.

Svoj Zivot wvenoval $tidiu patogénnych hiub a napomohol konSti-
tuovat mykologiu ako vedné odvetvie. [e autorom. vySe 200 vedeckych
prdc, z ktorgch mnohé pozndme aj u nds v Ceskoslovensku. Rozsiahlu
bddatel'ski prdcu uspeSne zavisil poGetnymi prioritngmi viysledikami a ob-
javmi. Artjun Christoforovié¢ vytvoril v Sovietskom zvdze svoju vlastni
vedecku Skolu a vychoval 52 kandiddtov a doktorov vied. Vysokého
uznania a popularity dosiahli jeho monografie ,Mykotoxikdézy éloveka
a zvierat“ a dalej ,Atlas hiub patogénnych pre zvieratd“, ktoré dodnes
predstavuji fundamentdlny prinos a pomoc pre vsetkiych, ktori sa myko-
logiou zaoberajii. Medzi prvymi na svete poukdzal na velky zdravotny
vyznam mykotoxikéz a vypracoval zdklady ich diagnostiky a prevencie.
Velky ekonomicky a zdravotny vyznam maji prdce a objavy tykajice
sa imunity u dermatomykdz, zavi$ené vyvojom a zavedenim uspesnej
vakciny, o ktori sa dovtedy mdrne usilovali mnohé vedeck? pracoviskd.
Jeho dielo presldvilo sovietskd vedu., o ¢fom svedCi celosvetovy ohlas
na jeho prdce. Bol odmeneny viacerymi vyznamenaniami — napr. Stdt-
nou cenou ZSSR, Stdtnou cenou Esténskej socialistickej republiky a iny-
mi poctami. Technolégia pripravy vakciny proti dermatomykdézam bola
patentovand nielen v krajindch RVHP, ale aj v inych §tdtoch — napr.
v Holandsku, Ddnsku, Svédsku a inde.

Objavy akademika VASCHNIL A. Ch. Sarkisova otvorili novi
epochu boja s dermatomykdzami, ktoré spésobovali v celosvetovom me-
radle taZko 'vydislitelné Skody na zdravi ludi a zvierat. Vysledky jeho
prdce hodnotime vysoko aj u nds. Vdaka zavedeniu vakcindcie mohlo
Ceskoslovensko — ako prvé na svete — koncom roku 1983 ohldsit
trichofytidzu dobytka za zdolanii.

Vedeckd obec a s riou vSetci polnohospodari srdeéne blahoZelajiu
jubilantovi a praji mu pevné zdravie a mnoho dalSich rokov Zivota.

Akademik Otto Jaroslav Vrtiak
Vysokad Skola veterinarska, KoSice
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