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MIETHEMOGLOBINEMIA U TELIAT NAJMA VO VZTAHU MATKA - TELA
A PO EXPERIMENTALNOM OVPLYVNENI DUSICNANMI

L.. Slanina, P. Slivka, J. Struharikova, A. Elbertov4, P. Chandoga

SLANINA, L. — SLIVKA, P. — STRUHARIKOVA |. — ELBERTOVA, A. — CHAN-
DOGA, P. (Ustav experimentdlnej veterindrnej mediciny, Ko3ice; Vysoka 3kola
veterinarska, KoSice; Experimentdalne vyskumné stredisko, Zemplinska Teplica):
Methemoglobinémia u teliat najmdi vo vztahu matka—tela po experimentdlnom
ovplyvneni dusiénanmi. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (1): 1—

Previedli sme terénny prieskum methemoglobinémie u zdravych a hnackou po-
stihnutych teliat v roznom vekovom obdobi ako aj porovnanie methemoglobiné-
mie dojnic a ich novouliahnutych teliat v priemernom veku 2,5 dna. V druhej
casti prdace sme previedli experimentdlne ovplyvnenie organizmu teliat aplika-
ciou NO~3 ionu per os v davke 0,15 a 0,3 g KNO,.kg~! 2 h. ktoré vyvolali
mierny aZ stredny stupenl klinickej methemoglobinémie. Vysledky prace oprav-
fuja vyjadrit sa k fyziologickej norme methemoglobinémie (do 3 % MtHDb) z cel-
kového hemoglobinu k nutnej dobe vySetrenia methemoglobinu po prijme du-
sitnanov (2—8 h) vzhltadom k ich rychlej dynamike, k vyznamu subklinickej
formy methemoglobinémie ako aj k suvislostiam s ontogenetickym vyvojom te-
liat.

krv; methemoglobin; toxicita; dojnica; tela; dusi¢nany; dusitany

Vyznam problematiky otrdv dusiCnanmi vzrasti sibeZne s chemiza-
ciou polnohospodarstva, pricom rozhodujici dopad na produkciu a aj
erkonomiku chovu méa chronicka subtoxicka zataz.

Obsah methemoglobinu v krvi zvierat nepriamo poukazu]e na uroven
dlusicnanovej, resp. dusitanovej zataZe zvierat.

Z vysledkov, ktoré publikoval Lebeda a Kovafik (1978) je zrej-
meé, Ze v rozsahu fyziologickych hodndt methemoglobinémie uvddzanych
Bartikom a Rosivalom (1971) v rozmedzi 0,3—1,7 % bolo len
20,78 % stad. Naprosta vdcsina stad (79,22 %) mala hodnoty methemo-
sglobinémie zvy3ené, vidcsinou do 7 % (35,04 % stdad) a ostatné stada
eSte vySSie hodnoty. Z uvedeného vyplyva, Ze vacSina naSich stad trpi
chronickou subklinickou methemoglobinémiou. I ked ide o subklinicky
charakter ochorenia, nemoZno jeho vyznam podcefiovat. UZ len vyra-
denie 10 % hemoglobinu z funkcie si vyZiada u vykonnych dojnic kom-
lpenza¢né zrychlenie krvného obehu na ukor rezervnej energie, ktora
jie takto stratend pre produkciu. Parcidlna hypoxia proces eS$te zvyraz-
muje. U zvierat vySetrenych zo 140 mastali (Zilkova, 1983) bola vo
wiac ako polovici vzoriek methemoglobinémia nad 5 %.
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Schipper a Alstead (1975)a Olejnik (1978) popisali u pre-
zuvavcov schopnost ndavyku na zvySujice sa davky prijimanych dusic-
nanov. Za hlavna pri¢inu navyku sa povazuje prisposobovanie mikro-
flory gastrointestindlneho traktu k narastajicim davkam dusi¢nanov
v krmive (Kem p aj., 1976, 1977), pricom sa mikroflora prispésobuje ku
zvySenému prijmu dusicnanov uZ v priebehu 4—5 dni. Pricinou prispo-
sobenia sa mikroorganizmov je zrejmé zvySenie ich nitratreduktazovej
aktivity.

Skrivanek (1987) udava, Ze prijem zvySenych davok NO 5 mal
Skodlivy vplyv na zdravotny stav teliat. DIhodoby (aZ 53dilovy) prijem
KNO; vo zvy3ujicej sa davke od 25 aZ po 450 mg NO~;.kg™! Z. h. mal
za nasledok Statisticky nevyznamny pokles hmotnostnych prirastkov,

Bouda aj. (1986) pri experimentalnej dusiCnanovej otrave taktiez
zistili mozZnost navyku na zvySujice sa davky; 0,5 g NO 5. kg ! Z. h. u te-
liat na mliecnej vyzZive a 0,4 g NO 4. kg™ ! z. h. u teliat na rastlinnej vy-
zive vyvolali vyrazny vzostup methemoglobinémie a vyvoj klinickych pri-
znakov otravy.

Hnacky u teliat, ktorym st podavané vysSie davky NO~; mdzZu byt vy-
sledkom lokalneho drazdenia mukozy traviaceho traktu (Kihnert,
1981) a osmotického efektu (Bartik a Piskac, 1974).

Dagan aj. (1988) popisuju niekolko pripadov prechodnej methemo-
globinémie u hnackujicich infantov, pricom bol u nich vyluceny prijem
methemoglobinotvornych latok. Methemoglobinémia moZe byt sprievod-
nym priznakom hnacky pri endogénnej produkcii dusi¢cnanov alebo du-
sitanov bakteridlnymi povodcami hnackového ochorenia (Hegesh
a Schiloah, 1982) ako aj otrava dusiCnanmi moéZe svojim vplyvom
na osmotické pomery v gastrointestindlnom trakte vyustit v hnacku.

V prvej casti prace sme sa zamerali na plo§ny prieskum methemoglo-
binémie u teliat a ich matiek v niektorych chovoch za beZnych chova-
telskych podmienok. V experimentdlnej casti sme sledovali dynamiku
methemoglobinémie teliat po peroralnej aplikacii dusi¢nanu draselného
v zavislosti na davke a veku teliat.

MATERIAL A METODY

V piatich chovoch jedného okresu sme celkove vysetrili 90 teliat v obdobi mlieCnej
vyZivy, z toho 32 teliat (355 ") vykazovalo priznaky vyraznej hnacky. Vek zvierat
bol v priemere 7,5 dna, najvy3si bol 18 dni. Mliecna vyZiva bola rdzna: mlieko vlast-
nych matiek, zvySkové mlieko a stardie zvierata boli krmené kimnou zmesou Laktavit
v dennej davke 6—7 1.

Dalej sme vySetrili 27 parov matka—tela, kde priemerny vek teliat bol 2,5 diia a te-
lata boli kfmené len mledzivom, resp. materskym mliekom volnym cicanim alebo po-
mocou cumla po vydojeni. Kravy aj v tomto pripade boli krmené beZnym sposobom
(tab. I).

V experimentoch sme celkove u 27 teliat, resp. mladého dobytka v rdznom veku,
aplikovali po 12hodinovej kimnej prestavke miesto mlieka, resp. krmiva paZerakovou
sondou vo vodnom roztoku 0,3, resp. 0,15 g KNO3.kg—! Z. h. (obr. 1, tab. I a III).

Krv sme odoberali z v. jugularis a hemolyzat sme pripravili zmieSanim 1 ml Kkrvi
s 20 ml destilovanej vody. Obsah methemoglobinu sme vy3etrili fotometricky pomocou
kyanidu draselného (Veterindrne laboratorne vy3etrovacie metody, 1983) najneskor
do dvoch hodin po odbere.

Statistické vypod&ty boli prevedené Studentovym t-testom.
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VYSLEDKY A DISKUSIA

Priemerny obsah methemoglobinu v krvi vSetkych 90 vySetrenych te-
Jiat v beznych podmienkach chovu, hnackujicich i nehnackujiacich (tab.
1) bol 3,4 %, pricom maximalna zistena hodnota bola 16,4 % a minimdl-
na 0,1 %. U nehnackujucich teliat bola priemerna hodnota MtHb 2,5 %
a u hnackujacich teliat 4,9 %. Maximalna hodnota u nehnackujicich te-
liat bola 16,4 % a u hnacCkujucich teliat 10,1 %. Minimdlna hodnota bola
0,1 % u nehnackujucich a 0,3 % u hnackujicich teliat. Rozdiely hodnot
u hnacCkujacich a nehnackujicich teliat boli vyznamné na hladine vy-
znamnosti 0,0005.

. Koncentrdacia MtHD (") v krvi teliat a dojnic — MtHD concentrations (%) in the
blood of calves and dairy cows
; _ Koncentracia? Priemerny vek?
st | x| 4 e |,
l min. | max. | dni roky>
Vsetky a5 N C
telatao 3,4 2,98 0,1 16,4 7:9 90
Hnackujace . . .
telata’ 49 2,82 0,3 10,1 6,0 32
_ fa
Zdrave telata® 2.5 2,70 0,1 16,4 8,0 58
Dojnice? 42 3,92 0,1 19,9 5 27
] S
Aich telata!? 4,2 3,06 0,1 16,4 2,5 27

lgroup of animals, Zconcentration, 3average age, “days, “years, 6all calves, 7calves
suffering from diarrhoeas, ®healthy calves, dairy cows, 'and their calves

Obsah methemoglobinu v priemernej hodnote dosiahol u matiek a te-
liat v podstate rovnaku droveii 4,2 %. Maximalna hodnota methemoglo-
binémie u dojnic bola 19,9 % a u teliat 16,4 %, kym minimalna hodnota
bola u obidvoch 0,1 %. Korelacny koeficient (0,147526) bol velmi nizky
a rozdiely hladin boli len na drovni 0,5 % vyznamnosti.

Perordlna jednordzova aplikdcia 0,3 g KNOs;.kg ! Z. h. v porovnani
s nultym odberom vyvolala vyrazny vzostup tak individudlnych ako aj
priemernych hodndét methemoglobinu s kulmindciou v Stvrtej hodine po
aplikacii a naslednym poklesom na pociato¢nu aroveri v 24. hodine (tab.
Il a obr. 1).

Klinické priznaky sa vo forme miernej psychomotorickej excitacie, ta-
chypnoe, tachykardie a miernej cyanozy sliznic prejavili uz o tretej, kul-
minovali v $tvrtej hodine a vytratili sa do Siestej aZz osmej hodiny.

Obdobna tendencia, ale s nizSiou intenzitou klinickych priznakov &
uroviioun methemoglobinémie bola zaznamenana u vSetkych troch veko-
vych skupin experimentalnych zvierat pri davke 0,15 g KNO;. kg'~ Zi-
vej hmotnosti.
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1I. Koncentracia MtHb (%) u teliat (priemerny vek 35 dni) po p. o. aplikacii 0,3 g
KNO3.kg~! %. h. — MtHDb concentrations (%) in calves (average age of 35 days)
after p. o. administration of 0.3 g KNO, . kg—! liveweight

1 I - Koncentracia?

C;;S] ! " __Wi-s‘;~ ~ min. ~max. ] " o

0 24 | 047 2,0 82 6

2 g1 | 7,75 1,8 23,1 6

3 158 1198 6,3 39,5 6

4 21,0 | 10,39 12,9 41,5 6

6 168 | 1051 | 83 376 6

8 88 | 522 3,8 _ 18,9 ‘ 6

12 60 | 322 29 12,1 | s
24 jI 1,9 0,77 1,0 2,9 1 6

ltime, 2concentration

Vo vSetkych skupindch bola v podstate zhodna dynamika methemoglo-
binémie, s r6znou intenzitou v skupindch, v priemernych hodnotach (tab.
III, 1V, V a obr. 2). Pri rovnakej ddvke dusicnanu na kg Z. h. na vyslove-
ne mliecnej vyZive (vek 20 dni) a vyslovene na rastlinnej vyZive (vek
171 dni) reagovali telatd v podstate rovnako, kym telatd na prechode
z mlie¢nej do rastlinnej vyzivy (vek 35 dni) sme zaznamenali na vrcho-
le najvyraznejSiu priemerni koncentraciu.

Pri celkovom zhodnoteni methemoglobinémie z poc¢tu 90 vySetrenych
teliat bola koncentrdacia methemoglobinu do 1 % len u 26 teliat (28,9 %).
U zostdvajucich teliat bola methemoglobinémie od 1 do 3 % v 24 pripa-
doch, od 3 do 5 % v 11 pripadoch, ¢o predstavuje 32,2 %, v dvoch vy-
Setrovanych vzorkach krvi bola koncentracia methemoglobinu nad 10 %
(tab. VI).

III. Koncentracia MtHb (%) u teliat (priemerny vek 20 dnf) po p. o. aplikacii 0,15 g
KNO,.kg-! 2. h. — MtHb concentrations (%) in calves (average age of 20 days)
after p. 0. administration of 0.15 g KNO3. kg~! liveweight

([j;sll e +s . Koncelntracia-? "
min. max.

0 1,4 T 0,49 0,6 : 2,1 ' B 10

2 47 | 1,96 2,0 , 8,3 10

4 10,1 ’ 274 7,0 | 15,5 10

6 5:3 2,41 2,5 f 10,0 10

| 8 2,5 l 112 | 1,0 i 5,1 10
| 1 6 | o038 | 10 | 2.0 10

For 1—2 see Tab. II
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MtHb
(%)

20

1.

Dynamika koncentrdcie methemoglobinu
(% z celkového hemoglobinu) u teliat
v priemernom veku 35 dnf po p. o. apli-
kacii 0,3 g KNO,.kg~! Z h. — Dyna-
mics of methaemoglobin concentrations
(% out of the total haemoglobin) in
calves at the average age of 35 days
after p. o. administration of 0.3 g
KNO3. kg—! liveweight

=

MtHb
(%]
3

g i|

12 (h!
@ 171dni

i

0 4 6 8
O 20ani B 35dni
PRIEMERNY VEK

Dynamika koncentrdacie methemoglobi.
nu (% z celkového hemoglobinu) u te-
liat v priemernom veku 20, 35 a 171
dni po p. o. aplikéacii 0,15 g KNO; . kg—3
2. h. — Dynamics of methaemoglobin
concentrations (% out of the total hae-
moglobin) in calves at the average age
of 20, 35 and 171 days after p. o. ad-
ministration of 0.15 g KNO,.kg~! live-
weight

dni — days, priemerny vek — average
age

U hnackujicich teliat bola methemoglobinémia do 1 % v 15,6 % pri-
padov, od 1 do 3 % v 9,3 % pripadov, od 3 do 5 % v 12,5 % a nad 5 %
v 62,6 % pripadov.
U zdravych teliat bola koncentrdcia methemoglobinu do 1 % v 37,7 %,
od1do3%v41,4 %, 0d3do5 % v12 % anad 5 % v 13,9 % pripadov.

IV. Koncentrdacia MtHb (%) u teliat (priemerny vek 35 dni) po p. o. aplikacii 0,15 g

KNO,.kg-1 %. h. — MtHb concentrations (%) in calves (average age of 35 days)
after p. 0. administration of 0.15 g KNO3. —! liveweight
(i'?‘s]l < +5 : Koncentracia? n
min, max.
0 J 2,5 1,60 0,4 5,4 7
2 3,7 1,70 15 6,0 7
4 13,7 12,81 3,9 42,1 L 7
6 4,7 1,69 2,0 7,5 7
- 8 3,3 1,13 1,9 b3 7
12 | 2.4 1,05 1,1 l 43 7

For 1—2 see Tab. Il
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V. Koncentrdacia MtHDb (%) u teliat (priemerny vek 171 dni) po p. o. aplikacii 0,15 g
KNO;3.kg~! Z. h. — MtHDb concentrations (%) in calves (average age of 171 days)
after p. o. administration of 0.15 g KNO, . kg~! liveweight

1 = Koncentrécia® f
Cas Y _i_s - n |
(h) : ‘
min. R max. | !
o | 31 | o0 2,2 | 45 4
1 i -
i_ 34 | 0,79 2,9 1 4,6 4
4 | 108 | a7 7.6 72 4
6 | 62 | as2 32 | 13 4
8 | 38 | 254 2,0 | 7,6 ] 4
2 | 24 | 068 1.8 3.2 4
For 1—2 see Tab. I1
V1. RozloZenie methemoglobinémie vo vy8etrenom sabore teliat (n =90 ks) — Methae-
moglobinaemia distribution in the investigated population of calves (n =90 head)
MtHD (%) Pocet teliat! % ’
Vietky telata’ do 1 ‘ 26 28,9
1 <3 24 26,6 |
3—5 11 ‘ 12,2
nad 5 29 ‘ 32,2
Zdrave? do 1 19 1 32,7
1-3 24 41,4
3—5 7 12,0 ‘
nad 5 8 13,9 [
Hnackujace’ do 1 5 \ 15,6
18 3 ! 93
3—5 4 ‘ 12,5
nad 5 20 62,6

lnumber of calves, “all calves, *healthy, ‘suffering from diarrhoeas

Uvedeny prehlad dava urcitd moznost vyjadrit sa k fyziologickym,
resp. patologickym normam, ktoré sa dosial pohybuji na dvoch urov-
niach: do 2 % MtHb (Bartik a Rosival, 1971) ado 5 % (Zilko-
va, 1983).

Z prevedeného sledovania sa ukazuje, ze prvd norma je prili§ prisna
a druha norma je malo narocna.

Ako vidiet z nasho prehladu zo zdravych teliat do 3 % MtHb moZno
zacClenit takmer 75 % vySetrenych teliat. Do protikladu moZno uviest, Ze
hnackujice telatd, kde methemoglobinémia je spravidla len mierneho
stupiia oproti intoxikdciam NO, ionom, vykazuji v 75 % pripadov me-
themoglobinémiu nad 3 %. S prihliadnutim aj na experimentdlne vy-
sledky sa zda, Ze triezve rozhranie fyziologickej a patologickej methe-
moglobinémie sa pohybuje okolo 3 %.

Pozoruhodné vysledky sme zistili pri methemoglobinémii dojnic a ich
novouliahnutych teliat v priemernom veku 2,5 diia, kde boli hodnoty
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v priemere i v individudlnych hodnotich v podstate rovnaké. BliZsie
vztahy uvdadzame na inom mieste v sivislosti s transmamarnym prestu-
pom NO~, ionu.

Vysledky naSich vySetreni v terénnych podmienkach si obdobné ako
uvdadza Zilkova (1983) v chovoch dospelého hoviddzieho dobytka.
MoézZeme rovnako ako Lebeda a Kovarik (1978) konstatovat, Ze
vidcSina zvierat v nasSich beznych chovatelskych podmienkach trpi chro-
nickou subklinickou methemoglobinémiou.

Pri experimentdlne vyvolanej methemoglobinémii sme podobne ako
Skrivanek (1987) zaznamenali koncentrdacie methemoglobinu s kul-
minaciou v tretej az Stvrtej hodine po peroralnej aplikacii KNO,.

Na rovnaka davku nejvyraznejSie zareagovali methemoglobinémiou te-
latda v priemernom veku 35 dni, teda v obdobi prechodu z mliecnej na
rastlinna vyzivu. Je vS8ak pozoruhodné, Ze toto obdobie sa kryje s obdo-
bim maximéalne prehlbenej anémie teliat (Slanina, 1977), ¢o z hla-
diska naruSenia celkového zdravotného stavu moZe mat u teliat osobitny
vyznam. V tomto obdobi spravidla vrcholi aj kritickd imunobiologicka
faza, kde kolostralna imunita je uz len prahovd a vlastnd imunopoéza
eSte zaznamendva postupny ontogeneticky ndrast. Tato s:uto¢nost je
v silade s tvrdenim autorov Bouda aj. (1986), Ze telatda na mlieCnej
vyZive reaguju menej vyrazne ako telata na rastlinnej vyzive na pero-
ralnu aplikaciu dusicnanov. Reakcia jednotlivych zvierat na rovnaku
davku KNO, sa lisila tak v klinickych ako aj biochemickych ukazovate-
loch, Co sa odrazilo v znacnom rozptyle individualnych hodndt methemo-
globinémie. Na rozdielnu individualnu cilivost pri otrave NO 4 ionmi
poukazuje aj SkrFivanek (1987) a Bouda aj. (1986).

Prevedené sledovania a experimentalne pokusy Zziadaji nutne sa vy-
jadrit k toxickej davke, resp. k davke vyvolavajicej klinicke priznaky,
k dobe stanovenia methemoglobinémie po prijati dusicnanov, k vyzna-
mu latentnej methemoglobinémie a Ciasto¢ne k trovni methemoglobiné-
mie vyZadujucej terapeuticky zdkrok.

Preskii$and jednorazova davka 0,15 g KNO; . kg~! Z. h. vyvolala mierne,
ale spolahlivo zistiteIné klinické priznaky, kym davka 0,3 g KNO;. kg !
Z. h. vyvolala priznaky zretelné, ktoré vSak eSte nevyzadovali terapeutic-
ky zdkrok a vo vSetkych pripadoch doSlo spontanne Kk vy:iiiznutiu pre-
javov do Siestej aZz osmej hodiny.

Zatial nepublikované vysledky nami prevedenych pokusov pri davke
0,5 g KNO;.kg™' Zz. h. poukdazali na velmi vyrazni formu methemoglobi-
némie ohrozujucu Zzivot a vyzadujucu nutny terapeuticky zakrok. Teda
davku 0,5 KNO;. kg ! Z h. treba pokladat za toxicku, kym 0,3 g.kg™'
Z. h. za vystraznu.

Zda sa, Ze latentna, resp. subklinickd forma methemoglobinémie, pri-
padne velmi mierna, Casto zanedbatelna Kklinickda forma methemoglobi-
némie zohravd najvaznejsSi vyznam v patogenéze chordb teliat vzhladom
k jej vysokej prevalencii. Specidalne u teliat v suvislosti s ontogenetickym
dozrievanim organizmu hrd s velkou pravdepodobnostou obdobie pre-
chodu z mliecnej vyzZivy na rastlinna zavaznu ulohu.

Rychla dynamika methemoglobinémie po prijati dusicnanov vyZaduje
¢asove tzko ohranicent dobu odberu krvi v rozmedzi dve aZz osem ho-
din po prijati.
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VYSKYT STAFYLOKOKOVYCH DRUHU U KLINICKY ZDRAVYCH
HOSPODARSKYCH ZVIRAT

B. Skalka

SKALKA, B. (Vysoka S$kola veterinarni, Brno): Vyskyt stafylokokoviych druhi
u klinicky zdravych hospodarskjch zvirat. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (1):
9—19.

Vyskyt stafylokokovych druht u zdravych zvifat se sledoval metodou selektiv-
ni izolace kment u mladych a dospélych jedinci skotu, u prasat a kura do-
maciho. Z 6066 vzorkd se zachytilo 4567 kmenl, které zahrnovaly vsechny
znamé druhy, mimo Staphylococcus caseolyticus, S. saccharolyticus, S. schlei-
feri a S. lugdunensis. Zarazeni do druhu se nezdarilo u 3,8 % kment. Vzorky
na vySetreni se odebiraly po jatetném odporaZzeni vyXetrovanych zvifat, jen
u telat se vySetrovaly intravitalné odebrané vytéry tonzil. Nejcastéji izolova-
nymi druhy z tkan& tonzil dosp&lého skotu byly S. aureus (19,9 %), S. sapro-
phyticus (12,4 %), S. hyicus (8,8 %) a S. hominis (8,6 %), zatim co z tkan&
plic to byly S. saprophyticus (28,8 %), S. cohnii (10,6 %) a S. epidermidis (10,2
procenta) a z parenchymu mlééné zlazy S. saprophyticus (17,4 %), S. xylosus
(13,1 %) a S. epidermidis (10 %'). V tkani tonzil prasat byl S. aureus zastou-
pen 445 % a S. hyicus 31,8 % a v jejich plicich byly nejast&ji zjistény druhy
S. aureus (20,6 %), S. saprophyticus (12,3 %), S. hyicus (12,1 %) a S. epider-
midis (11,5 %). U kura domaciho se nejtastéji vyskytovaly S. epidermidis (23,7
procenta), S. qallinarum (16,5 %) a S. aureus (15,4 %). U telat byl nejtastéji
izolovan S. xylosus (37 %), S. saprophyticus (19,2 %) a S. cohnii (152 %).
Ostatni stafylokokové druhy se u vy$etfovanych zvifat vyskytovaly v nfzkgch
procentnich hodnotéach.

skot; prase; kur domadci; frekvence stafylokokovych druhi; selektivni izolace
stafylokokl

Rozdg&leni stafylokokii, v pievdzné vét§iné koaguldzanegativnich, do
novych druhti zahajily studie autort Kloos a Schleifer (1975)
a Schleifer a Kloos (1975), vesm&s reklasifikaci plvodnich typl
druh@t S. epidermidis a S. saprophyticus. K jejich ndvrhiim se pozdé&ji
pfipojovaly dalsi, urCujici nové druhy jak na podkladé reklasifikace né-
kterych mikrokokd (Devriese,1977; Kilpper-Bédlz a Schlei-
fer, 1981; Schleifer aj., 1982), tak i uréenim zcela novych druhi
stafylokokit (Hajek, 1976; Schleifer a Fischer, 1982; De-
vriese aj, 1983; Kloos a Schleifer, 1983; Schleifer aj.,
1984), anebo povySenim nékterych poddruht na samostatny druh
(Schleifer aj., 1983; Hajek aj., 1986). Oficidlnim uvedenim v sy-
stematice baktérii (Kloos a Schleifer, 1986) se vSak rist poctu
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stafylokokovych druhii neuzaviel, jak pro to svédc¢i navrh autortt Fre-
ney aj. (1988). S uvedenymi skutecnostmi se poji nutnost znalosti
moZného vyskytu nové urcenych druh stafylokokii v organismech riz-
nych hostiteli. Prikopnickymi pracemi v této oblasti jsou studie autorii
Kloos aj. (1976a; 1976b), sledujici distribuci stafylokokovych druhli na
kazi lidi a zvifat. Zajem lékafské bakteriologie v oblasti koaguldzanega-
tivnich stafylokokti se zaméruje predevSim na urceni vztahu mezi izolo-
vanym druhem a onemocnénim hostitele, coz shrnuji néktera souborna
pojednani (Fleer a Verhoef, 1984; Gemmel, 1986; 1987;
Gahrn—Hansen, 1987; Pulverer aj., 1987). V fadé praci veteri-
rniarni bakteriologie se sleduje spektrum vyskytu koaguldzanegativnich
druhi pfedevS8im v sekretu zdravé i onemocnélé mlécné Zlazy skotu
(Devriese, 1979; Devriese a Keyser, 1980; Park a Cho,
1983; Watts aj., 1984; 1986; Langlois aj., 1984; Devriese aj.,
1985; Rather aj, 1986; Boddie aj., 1987; Hirata aj., 1987; Ho -
gan aj, 1987; Watts a Owens, 1987; Harmon a Langlois,
1989). Existuji v3ak i studie zameéfené na cilené sledovani koaguldazane-
gativnich stafylokokovych druhii u jinych zvifat nez skotu (Poutrel,
1984; Cox aj, 1984; 1985; 1988; Devriese aj., 1984/85, 1985; Jen -
sen aj, 1987, Shimizu aj, 1987; Harvey a Gilmour, 1988).
Citovani autofi dosahovali dost rozdilné vysledky. Nékteré z nich uvadi
tab. I.

Predlozenou studii chceme prispét k dosavadnim znalostem o vysky-
tu druhtt koagulazanegativnich stafylokokii u nekterych animalnich hosti-
telti. Zamerili jsme se na sledovani této tematiky u klinicky zdravych
zvirfat vyznamnych pro clovéka jako zdroj Zivocisné bilkoviny.

MATERIAL A METODY

VYSETROVANE VZORKY

Pro studii jsme zvolili vySetfeni dospelych jedinct skotu a prasat, dale brojlery ku-
ra doméciho a telata. Vzorky na vySetreni se odebiraly z tkané tonzil skotu a prasat,
z plic skotu, prasat a kura domaciho a z parenchymu mlécné Zlazy skotu. Vysetrovala
se klinicky zdrava zvirata a vzorky se odebiraly po jejich odporazeni na jatkach. Tela
ta se vySetfovala intravitidlné a ke kultivacim se pouzily vytéry povrchu tonzil. Cel-
kem bylo vySetfeno 920 kusG skotu, 821 prasat, 390 kust kura domadaciho a 1385 telat.

IZOLACE STAFYLOKOKOVYCH KMENU

Odebrany material z uvedenych zdroji se kultivoval do tekutého média. Zakladem
byl Zivny bujon & 1 IMUNA, doplnény 7,5 % NacCl, kyselinou nalidixovou 15 ug.ml !
a kolistinem 10 wg.ml~!. Po inkubaci 24 h a 48 h pri teploté 37°C se z této pudy,
technikou izolace na jednu kolonii, kultivovalo na pevné médium. Pro jeho pripravu
byl pouzit zaklad pro krevni agar ¢. 4 IMUNA, doplnény 5 % defibrinované ovéi Krve,
Nartst se hodnotil po 24 h a 48 h inkubace pii teploté 37°C a izolované kolonie sta-
fylokokl se pouzily pro diagnostiku druhu.

DIAGNOSTICKE TESTY

Pro diagnostické zarazeni izolovanych kmenl se zjistovala jejich aktivita koagula-
zova, fibrinolytickd, hemolyticka, proteolyticka a lipolyticka, dale hydrolyza argini-
nu a urey, produkce shlukovaciho faktoru, pigmentu, hyaluronidazy, acetoinu a fosfa-
tazy, aerobnf produkce kyseliny v maltoze, manitu, mannoze, rafinoze, sacharoze, tu-
ranoze, xyloze, trenaloze redukce nitrati a citlivost novobiocinu. Pro uvedené testy
se pouZila konvenéni metoda. Uréené kmeny S. aureus se biotypizovaly podle doporu-
¢eni, které publikoval Devriese (1984).
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I. Spektrum stafylokokovych druht u hospodafskych zvifat zjisténé nékterymi auto-
ry (hodnoty v %) — The spectrum of staphylococcus species in farm animals deter-
mined by some researchers (values in %)

Autor! D(1) w I D(2) B s
Rok publikace” 1980 1984 1985 1987 1987
skot?, | skot?  skot?, | prase'?  kur skot? | prase!'2,
Vysetitovany miéena | masti- kazel®, | kaze™, domaci® miacna ton-
vzorek? 7lazad | tidni mléko!! nozdry™ kaZe!® | 3)42a% zily15
sekret’ | nozdry!3

Pocet vzorki! 228 N N | N N 992 126
Pocet

stafylokokovych

kmeni® 387 179 189 120 190 665 228
Staphylococcus

aureus N 40,8 N N N 11,7 25,0
intermedius N 6,1 N N N 0 0
hyicus 2,6 61 47 6.6 16,3 17,4 406
carnosus > 0 0 0 0 0 0
caprae X 0 0 0 0 0 0
chromogenes 4,7 11,7 11,6 16,7 5,2 48,7 0,3
epidermidis 14,5 50 29,1 0 2,1 0 1,4
auricularis X 0 0 0 0 0 0
haemolyticus 13,2 2,8 95 4,2 3,2 0 0,7
capitis 0,2 0 0 0 0 0 0
simulans 0,8 17,9 7.4 4,2 3,2 0,8 9,7
warneri ‘119 3,4 6,9 2,5 0 44 0
hominis ; 0 0 0 0 0 17,7
saprophyticus 0 0,5 1,6 0 2.1 0 0
cohnii 2,6 0,5 6,3 25 4,7 0 0
xylosus 27,0 22 10,1 9,2 111 13,1 1,0
equorum X X 0 0 0 0 0
arlettae 4 ¥ 0 0 0 0 0
gallinarum X 0 0 0 11,1 0 0
sciuri 16,0 Ld 2,6 21,7 8,9 39 0
lentus X 0 9,0 26,6 28,4 0 0
kloosii X b4 0 0 0 0o 0

Nezatrazené

do druhu 6,5 1,7 11 5,8 3,7 0 3,5

lauthor, Zyear of publication, 3test sample, ‘number of samples, number of staphylo-
coccus strains, unidentified species, 7cattle, ®mammary gland, “mastitis-infected secre-
tion, 1skin, 'milk, ’pig, Bnostrils, *domestic fowl, >tonsils

D(1) = Devriese a Keyser (1980); W = Watts aj, (1984); D(2) = De-
vriese aj, (1985); B — Boddie aj. (1987); S = Shimizu aj. (1987)

N = neuvedeno; >{ -= v dobé& publikace nebyl druh znamy; * = S. warneri a S. ho-
minis uvedeny spole¢né jako skupina M — N = not given; X = at the time of pa-
per publication this species was not known; * = S. warneri and S. hominis cited to-
gether as group M

VYSLEDKY

V pribéhu Ctyfleté studie jsme vySetfili celkem 6 066 vzorkdi a pro
dalsi sledovani jsme ziskali 4 567 stafylokokovych kmenl. Z tohoto podtu
se do druhu S. aureus Fadilo 704 (15,4 %), do druhu S. intermedius pou-
ze sedm (0,2 %) a do tfetiho koaguldazapozitivniho druhu S. hyicus 415
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(9,1 %) kmeni. Ke koagulazanegativnim stafylokoktim senzitivnim k no-
vobiocinu nélezelo 1158 (25,3 %) kmen a k druhtim rezistentnim na
novobiocin to bylo 2 113 (46,2 %) kmeni. Spolehlivé zafazeni do zna-
mych stafylokokovych druh@i se nezdafilo u 173 (3,8 %) stafylokoko-
vych kmentl, vesmé&s koaguldzanegativnich. S vyjimkou S. caseolyticus,
S. saccharolyticus, ale i zcela nové popsanych druht S. schleiferi a S. lug-
dunensis, se ndm zdarila izolace v8ech existujicich stafylokokovych dru-
hi, i kdyZ s vysokou variabilitou jejich vyskytu v riznych vzorcich a od
riznych hostiteld.

VySettfenim 2 666 vzorkl ze skotu se zachytilo celkem 1 332 stafyloko-
kovych kmen@i. NejpocCetnéjsSi byla skupina koaguldaza negativnich sta-
fylokokii rezistentnich k novobiocinu, zahrnujici 536 (40,2 %) kment.
Nejpocletnéji zastoupen byl S. saprophyticus, a to 254 kmeny, coZ pfed-
stavuje 47,4 % v ramci této skupiny. Jen o méalo mensi neZ predchozi
skupina byla skupina koaguldzanegativnich druhii senzitivnich k novo-
biocinu, reprezentovana 497 (37,3 %) kmeny. Nejpocetn&j§im druhem
v této skupin& byl S. epidermidis, zahrnujici 120 kment, coZ pfedstavuje
24,1 % kment této skupiny a druhym co do pocetnosti byl S. hominis,
jehoZ 105 kment reprezentuje 21,1 % této skupiny. S. aureus byl zastou-
pen 164 kmeny (12,3 %) a 77 (5,6 %) kmenl ndleZelo druhu S. hyicus.
S. intermedius se izoloval pouze jednou a 60 (4,5 %) kmend nebylo moZ-
né druhové zaradit. Vysledky z jednotlivfch orgdni jsou poné&kud odlis-
né od sumarniho hodnoceni. Z tonzil se izolovalo 547 kmen{ s nejpocet-
néjsim zastoupenim skupinou kOaguldzanegativnich, novobiocinzenzitiv-
nich druhd, a to 217 (39,6 %) kmeny. V ramci této skupiny byly nej-
frekventné&j$imi druhy S. hominis, S. epidermidis a S. chromogenes, za-
hrnujici 21,6 %, 18,9 % a 17,9 % jejich kment. Skupina koaguldzanega-
tivnich, novobiocinrezistentnich druhiti zahrnovala 151 (27,6 %) kment.
V této skupiné byl nejpocCetné&ji zastoupen S. saprophyticus, a to 68 kme-
ny, coZ predstavuje 45 % jejich kment. S. aureus reprezentovalo 109
(19,9 %) kment, S. hyicus 48 (8,8 %) a S. intermedius nebyl izolovan.
22 (4 %) kmeni se nezdafilo druhové urcit. Ve vzorcich z plic se izo-
lovalo 434 kmend. Nejpocetn&jdi skupinu s 218 (50,2 %) kmeny tvofily
koaguldzanegativni, novobiocinrezistentni druhy. S. saprophyticus svy-
mi 125 (57,3 %) kmeny vyrazng pifevy3oval polty ostatnich druht této
skupiny. 150 (34,6 %) kmenti bylo koagulazanegativnich, senzitivnich
k novobiocinu. NejpocCetné&ji byly zastoupeny kmeny S. epidermidis (44),
S. haemolyticus (35) a S. hominis (32), coZ predstavuje 29,3 %, 23,3 %
a 21,3 % kment této skupiny. 27 (6,2 %) naleZelo druhu S. aureus, 14
(3,2 %) k S. hyicus a jednou (0,2 %) byl izolovan S. intermedius. Dru-
hové zafFazeno nebylo 24 (5,5 %) kmend. Z parenchymu mlécné Zlazy
bylo izolovdno 351 kmeni. Nejpocetné&ji byly zastoupeny koaguldzane-
gativni, novobiocinrezistentni druhy, a to 167 (47,6 %) kmeny. Z nich
byly nejvice frekventni S. saprophyticus (61) a S. xylosus (46), coZ pfed-
stavuje 36,5 % a 27,5 % kment této skupiny. 130 (37 %) kmeni bylo
koaguldzanegativnich, novobiocinsenzitivnich. Z této skupiny byly nej-
vice zastoupeny S. epidermidis 35 (26,9 %) kmeny a S. hominis 26 (20
procent) kmeny. 28 (8 %) kment ndleZelo druhu S. aureus, 12 (3,4 %)
S. hyicus a 14 (3,9 %) kmenl nebylo moZné druhové zaftadit.

Z 1625 vzorkd z prasat bylo izolovdno 1363 stafylokokovych kmeni
a z tohoto poctu bylo 843 kmeni izolovdno z tonzil a 520 z plic. Nejpo-
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cetnéjsim druhem, reprezentovanym 482 (35,3 %) kmeny, byl S. aureus.
Na druhém misté byl S. hyicus s 331 (24,2 %) kmeny a témer stejny byl
pocCet koOaguldzanegativnich, novobiocinsenzitivnich druhd, zahrnujicich
328 (24,1 %) kmen. V této skupiné& byly nejvice zastoupeny S. chromo-
genes a S. epidermidis, reprezentujici 6,1 % a 6 % kmend skupiny. 183
(13,4 %) kmeni bylo koagulazanegativnich a rezistentnich k novobio-
cinu. Nejfrekventnéjsi byl S. saprophyticus s 82 (44,8 %) kmeny a stej-
né pocetne, a to po 39 (po 21,3 %) kmenech byly zastoupeny S. cohnii
a S. xylosus. Pouze dvakrat (0,1 %) byl izolovan S. intermedius a ne-
urcenych ztstalo 27 (2,7 %) kmen®. Rizné vsak byly vysledky vy3etie-
ni obou tkani. 375 (44,4 %) kmena S. aureus izolovanych z tonzil pied-
stavovalo nejpocetnéjsi skupinu a S. hyicus s 268 (31,8 %]) byl druhym
nejcastéji izolovanym druhem. 140 (16,6 %) kmenii nalezelo ke koagula-
zanegativnim, novobiocinsenzitivnim druh@im, nejcast&ji reprezentova-
nych 52 (37,1 %) kmeny S. chromogenes. 39 (4,6 %) kmend bylo koagu-
lazanegativnich, novobiocinrezistentnich a z nich byl nejvice zastoupen
S. saprophyticus 18 (46,1 %) kmeny. Pouze jednou byl izolovan S. inter-
medius a 20 (2,4 %) kment zlstalo neurceno. 188 (36,1 %) kmend koa-
gulazanegativnich, novobiocinsenzitivnich predstavovalo nejvétsi skupi-
nu stafylokokii ze vzorkl z plic. V této skupiné byl nejpocetné&ji zastou-
pen S. epidermidis 60 (31,9 %) kmeny. 144 (27,8 %) kmenl naleZelo
do skupiny koaguldzanegativnich stafylokoki, rezistentnich k novobio-
cinu a z nich byl nejpocetneéjsi S. saprophyticus svymi 64 (44,4 %) kme-
ny. S. aureus shrnoval 107 (20,6 %) kmen@ a S. hyicus 63 (12,11 %).
Jen jednou byl izolovan S. intermedius a do znamych druhli se nezafa-
dilo 17 (3,2 %) kmen.

Ze vzorki z kura domadciho se izolovalo 304 stafylokokovych kmenu a
nejpocetnéjsi byla skupina koaguldzanegativnich, novobiocinsenzitivnich
druhti, predstavovana 141 (46,4 %) kmeny. Nejvétsi podil z nich néle-
zel S. epidermidis, jehoZ 72 kment znamenalo 51 % v ramci této skupi-
ny. Ve skupiné koaguldzanegativnich, novobiocinrezistentnich stafyloko-
ki bylo 90 (29,6 %) kmeni a nejpoletn&jsi zastoupeni zde piipadlo 50
(55,5 %) kmentm S. gallinarum. K S. aureus se tadilo 47 (15,6 %) kme-
nd, k S. hyicus devét (3 %) kment, jednou byl izolovan S. intermedius
a 16 (5,3 %) kment nebylo mozZné druhové zaradit.

Z 1385 vytérh tonzil telat bylo izolovdno 1568 stafylokokovych kme-
nd. Skupina koaguldzanegativnich druhti, rezistentnich k novobiocinu,
zahrnovala 1304 (83,1 %) kmenl a pfevysovala tak ostatni skupiny. Nej-
pdetn&ji v ni byl zastoupen S. xylosus, a to 580 (44,5 %) kmeny. 192
(12,2 %) kment druhé skupiny koagulazanegativnich stafylokokt bylo
reprezentovano zejména 44 (22,9 %) kmeny S. epidermidis a témé&f stej-
nymi pocty S. chromogenes, S. haemolyticus a S. hominis. RovnéZ bylo
izolovano osm kment S. aureus, tfi kmeny S. intermedius a jeden kmen
S. hyicus, Zatrazeni do znamych druht se nezdafilo u 60 (3,8 %) kment.

Celkovy piehled vysledki dosaZenych v predloZené studii pod4va tab.
I1.

DISKUSE

Zameérem predloZené studie bylo ziskat co nejvétSi spektrum stafylo-
kokovych druhd z vySetfovaného materidlu. Skutec¢nost, Ze jsme izolo-
vali pFevdZnou vétsinu zndmych stafylokokovych druhdi, a to i t&ch, je-
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jichZ izolaci neuvddé&ji jind sdéleni, sledujici podobnou tematiku, svéd-
¢i jako pro splnéni naseho zaméru, tak i pro vhodnost pouzité metody.
Zdatila se nam izolace S. auricularis a S. capitis, povazovanych za typic-
Ky humanni kmeny, dale S. carnosus, jehoz vyskyt v animadlnich zdro-
jich se sice nepopird (Kloos a Schleifer, 1986]), ale nepopisuje
v nami citovanych studiich, rovnéz druht S. gallinarum, S. equorum, S.
arlettae a S. kloosii, jejichz vyskyt vesmés pozorovali pouze autofi téch-
to druhi (Devriese aj., 1983; Schleifer aj, 1984), ktefi je po-
psali jako typicky animdlni druhy. I kdyz na$ zachyt téchto druht byl,

[I. Zjisténé spektrum stafylokokovych druhti u nékterych hospodarskych zvitat (hod-
noty v %) — The spectrum of staphylococcus species determined in some farm ani-
mals (values in %)

- 7 Kur
1 i A rnen’ " X
Druh zvitete Skot Prase AGHaeT Tele”
42 ; = mlé¢na g > 3 O
Organ” tonzily!0| plice!! Z]laza‘f—’ tonzily !0 | plice!! plice!! | tonzily!f
Poget vzorkd® | 905 | 920 841 821 804 390 1 385
Pocet stalylo- [ !
kokovych 547 434 351 843 520 304 1568
kment?# 1 B |
Staphylo-
coceus A 0,7 0 0 0,5 0,6 0,3 0
B 0,4 0 0,3 295 11,2 13,8 0
aureus C1 6,6 1,8 5,4 2,0 19 0 0
c2 12,2 4.4 2.3 125 6,9 1:3 0,5
intermedius 0 0,2 0 0,1 0,2 0,3 0,2
hyicus 8,8 3,2 34 31,8 12,1 3,0 0,06
carnosus 0,4 0,2 0,3 0,1 0 0 0
caprae 0,9 0,9 0,6 0,7 1.5 1,6 0
chromogenes 7,1 1,8 43 6,2 6,0 3,0 27
epidermidis 7,5 10,2 10,0 2,6 11,5 23,7 2,8
auricularis 0,4 0 0 0 0,4 0,3 0
haemolyticus 4,9 8,1 BT, 17 6,3 3,6 2,7
capitis 1,8 1,6 2,3 0 0,6 2,0 0,1
simulans 5.3 2,1 3,1 19 25 1,0 0,7
warneri 2.7 2:3 3,9 0,8 23 3,0 0,6
hominis 8,6 7.4 7,4 2,6 5,0 82 2,6
saprophyticus 12,4 28,8 17 4 7N § 12,3 3,6 19,2
cohnii 4,4 10,6 8,8 0,9 6,0 1,3 15,2
xylosus 6,8 5.5 13,1 0,8 6,2 4.6 37,0
equorum 0 0 0,3 0 0 0 0,06
arlettae 0 0 0 0 0 0 0,4
gallinarum 0,2 0,2 0 0,2 0,2 16,5 0,9
seiuri 3,6 4,6 7.1 0,5 \ 2.7 3,0 9,6
lentus . 0 0,4 0,6 0 0 0,6 0,3
kloosii 0,2 0 0,3 0 0,4 0 0,4
Nezatrazené
46 druhis 4,0 5.5 3,9 2,4 3,2 5,3 3,8

lanimal species, organ, *number of samples, ‘number of staphylococcus strains, uni-
dentified with any species, “cattle, 7pig, 8domestic fowl, “calf, tonsils, ''lungs, “mam-
mary gland
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aZ na necCetné vyjimky, pouze v promilovych hodnotach, podporuji nase
vysledky nazor, Ze jejich mozny vyskyt u animalnich hostiteli nelze apri-
orne odmitat.

Nami zvolend metoda znamenala mozZnost zdachytu stafylokokiti i pri
jejich nepatrnych mnozstvich ve vysSetfovanych vzorcich. DOplnéni po-
mnozovaci pldy latkami potlacujicimi rdst jinych baktérii se osvédcilo,
i kdyZ ojedinéle dochazelo ke kontaminaci nékterymi streptokoky, ba-
cily, protey nebo pseudomonddami, coz znemoznilo daldi vySetfovani.
Nelze rovnéz vyloucit moznost bakteriostatického tcCinku sloZeni média
na neékteré velmi citlivé stafylokokové kmeny. Nedomnivame se vsak,
Ze by takovy efekt mohl podstatné ovlivnit nasSe vysledky.

V predloZené studii jsme nehodlali sledovat otdzky moZného etiolo-
gického vyznamu jednotlivych stafylokokovych druhl. Jednak jsme se
zamerili na vySetfovani klinicky zdravych jedinci, jednak si uvédomuje-
me, Ze pro reSeni takové problematiky je nutné zvolit metodu kvantita-
tivniho urceni vyskytu ve vySetfovaném vzorku, coz zdlraziuji i jini
autoli (Devriese a Keyser, 1980; Boddie aj.,, 1987; Hogan,
1987; Harmon a Langlois, 1989). Za urcCitou formu kvantitativ-
niho vySetieni lze povazovat pfimou kultivaci materidlu na pevné meé-
dium, nikoliv pouziti nami zvolené metody.

Detailni diagnostika koagulazanegativnich stafylokokovycih druhi se
poji s rizikem diagnostickych omyld, at jiz se pouzije néktery z komer-
ncich soubort testli nebo konvencni metoda (Langlois aj., 1984;
Watts aj, 1984; 1986; Cox aj.,, 1984; Rather aj, 1986; Gahrn-
-Hansen, 1987). Je rovnéz narocna casoveé i ekonomicky (Cox aj.,
1984). Z téchto davodi nékteri autori diagnostikuji jako druh pouze cast
z celkového poctu izolovanych kmentt (Langlois aj, 1994; Jensen
aj., 1987).

Z hlediska procenta nezaraditelnych kment je naSe zjisténi primeérné
nezaraditelnosti 3,8 % srovnatelné s vysledky vétsiny citovanych auto-
ri. Mnohem vétsi procento nezataditelnych kment popisuji Kloos aj.
(1976a; 1976b) 44 Y%, Devriese aj. (1984/85) 19 %, Hogan aj.
(1987) 15,6 %, Park a Cho (1983) 13,2 %, Poutrel (1984) 10,1
procenta. Néktefi autofi se domnivaji, Ze dalsi sledovani nezaraditelnych
kmenl mize rezultovat v urc¢eni novych druhGt (Kloos aj., 1976a;
1976b; Devriese aj., 1984/85), jini vysvetluji nemozZnost zafazeni do
druhu variabilitou kmenti i urcitou limitaci spolehlivosti souborit diagnos-
tickych testd (Rather aj., 1936; Hogan aj., 1987).

Neni zcela snadné konfrontovat nase vysledky s popisy jinych autora.
To vyplyva z rozdilnosti vySetifovanych vzorkl, z diferenci izolacnich
a diagnostickych metod a v neposledni fadé i z rozdili v technologiich
chovli vySetfovanych hostitelli. Domnivame se v8ak, Ze i vzdor témto
rozdilim je urcité srovnani mozné, zejména pii zameéreni se na nejvy-
znamnejsi shody nebo rozdily dosahovanych vysledkii.

Pokud autofi vySetfovali vzorky z mastitid skotu, izolovali S. aureus
az ve 40,8 % (Watts aj., 1984;1986), zatimco pfi vySetieni sekretu nor-
malni mlécné Zzlazy skotu zjiStovali tento druh v 11,4 % (Langlois
aj., 1984) nebo ve 12 % (Hirata aj., 1987; Boddie aj., 1987), coZ
se blizi naSemu zjistéeni 8% vyskytu. Na§ zachyt tohoto druhu v tonzi-
lach prasat vSak prevySuje tdaj autori Shimizu aj. (1987) o 25%
pozitivité vyskytu.
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Zanedbatelné pocty izolaci S. intermedius z nami vys$etfovanych zdro-
ji odpovidaji udajim vé&tSiny citovanych autori. Pouze Watts aj.
(1984) popisuji izolaci tohoto druhu z mlé&né Zlazy skotu v 6,1 % a v n4-
sledné studii (1986) v 3,1 %. Popisy 88,6% a 40,2% vyskytu S. interme-
dius u psi (Cox aj., 1984; 1988) a 13,5 % u kocek (Cox aj., 1985),
stejné jako 10,9 % u koni (Devriese aj., 1984/85), svéd¢i pro vyhra-
nénou afinitu tohoto druhu k urcéitym hostitelim.

NaSe ndlezy S. hyicus u sledovanych druhti zvifat se jen nepatrné lisi
od dfive publikovanych vysledk (Skalka, 1988). V mlé¢né Zlaze sko-
tu izolovali tento druh castdji neZ my Watts a Owens (1987)
vd44,2 %, Watts aj. (1986) v 30,8 % a Boddie aj. (1987) v 17,4 %.
Langlois aj. (1984) uvadi 22% a Harmon a Langlois (1989)
dokonce 58,8% pozitivitu, ale tito autofri nediferencovali mezi S. hyicus
a S. chromogenes. Park a Cho (1983) a Hirata aj. (1987) neza-
chytili ani jednou S. hyicus z mlécné 71adzy skotu. Shimizu aj. (1987)
izolovali tento druh z tonzil prasat ve 40,6 %, coZ je vys$i hodnota neZ
nase, kterd odpovida 31,8 %. U kura domaciho izolovali Devriese aj.
(1985) tento druh v 16,3 %, zatimco nas nalez byl 3 %.

Rozdily existuji i mezi naSimi ndlezy a popisy autor o izolacich koa-
guldzanegativnich stafylokoki. S. carnosus nebyl izolovan Zadnym z ci-
tovanych autortt a S. caprae pouze z mlécné Zlazy koz v 19,7 % (Pou-
trel, 1984) a 36 % (Harvey a Gilmour, 1988). Velmi odlisné
jsou tdaje o izolacich S. chromogenes, kolisajici u mlécné Zlazy skotu
od0% (Park a Cho,1983; Langlois aj., 1984; Rather aj., 1986;
Watts aj., 1986; Hogan aj., 1987; Hirata aj., 1987) aZ po 48,7 %
(Boddie aj., 1987). Udaje o Cetnosti vyskytu tohoto druhu u jinych
zvirat se rovnéZ rizni. Devriese aj., (1985) popisuji u prasat vyskyt
16,6 % tohoto druhu, ktery jsme my izolovali v 6 %, zatimco Shimizu
aj. (1987) uvadséji jen 0,3 %. Podobné kolisdani plati i pro idaje o vysky-
tu S. epidermidis. Zatimco my jsme zachycovali tento druh v rozmezi
2,6—23,7 %, popisuji se jeho izolace od 0 % (Devriese aj. 1985;
1984/85; Boddie aj, 1987; Hirata aj., 1987) aZ do 42,5 % (Jen-
sen aj., 1987), resp. 47,7 % (Poutrel 1984). V&t3ind autorl se ne-
zdaftila izolace S. haemolyticus nebo se jejich zjisténi témér shoduji s na-
§im pozorovanim. Casté izolace tohoto druhu popisuji Park a Cho
(1983), a to 16,5 % a Devriese a Keyser (1980) 13,2 %. Kom-
plikovand je situace tdaji o vyskytu S. simulans. Nékteri autofi se sho-
duji s na3im zjisténim jeho priim&rného 2% vyskytu (Devriese a
Keyser, 1980; Devriese aj, 1984/85; Cox aj., 1984; Boddie
aj., 1987), jini uvadéji znacné vysoké hodnoty vyskytu tohoto druhu, a to
345 % (Hirata aj., 1987), 35 % (Jensen aj., 1987), 41,7 % (Rat -
her aj., 1986) a 439 % (Cox aj., 1985). Podobné kolisani zjistované-
ho vyskytu plati i pro S. warneri a zejména S. hominis. S naS$im pozo-
rovanim 2,6—8,6 % vyskytu S. hominis se shoduji Cox aj. (1985;
1988), Watts aj. (1986), Hogan aj. (1987), Jensen aj. (1987),
Watts a Owens (1987), Harwey a Gilmour (1988) a Har-
mon a Langlois (1989), zatimco né&ktefi autofi tento druh neizo-
lovali (Park a Cho, 1983; Devriese aj., 1984/85, 1985; Watts
aj. 1984; Rather aj., 1986; Boddie aj., 1987), jini ho izolovali vel-
mi Casto v 17,7 % (Shimizu aj, 1987) i v 23 % (Langlois aj,
1984). i 4
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Jednim z nejvétSich rozdild je na$§ casty zachyt S. saprophyticus ze-
jména z plic skotu (28,8 %) i prasat a z tonzil telat a vysledky jinych
autorti, nepresahujici vesmeés 5 %. Vyjimku ¢ini udaj o 9,2% zachytu
(Hirata aj., 1987). Mnohem mensSi kolisani je v otdzce vyskytu S. coh-
nii. Diferentni Gdaje o vyskytu S. xylosus lze vysvétlit riznosti vySetfova-
ného materidlu. Tento druh se vyskytuje pfedev§im na povrchu sliznic
nebo kbZe. Na k@Zi hospodarskych zvirfat byl zjistén autory Kloo0s aj.
(1976a, 1976b) v 32 % a v sekretu mlécné Zlazy skotu v 27 % (De-
vriese a Keyser, 1980) nebo v 21,1 % (Hirata aj., 1987). Nase
zjisténi 37% vyskytu na povrchu tonzil telat pfevySuje tudaje i ostat-
nich citovanych autorti. Vét§ina autori izolovala S. sciuri zhruba ve stej-
ném procentu jako my. Nejvyssi hodnoty jeho vyskytu, a to 59,7 % u ovci
a 42 % u koz, zjistili Devriese aj. (1985). Témto autoriim se rovnéz
zdaftila izolace S. lentus ve vysokych hodnotach, 28,4 % u kura domaéci-
ho, 26,6 % u prasat a 25,8 % u ovci, c0Z kontrastuje s negativnimi zachy-
ty v popisech v8ech ostatnich citovanych autort i s nas$im nepatrnym
zdchytem tohoto druhu, ktery nepifesahl 0,6 %. Odhlédneme-li od prvni-
ho popisu S. kloosii (Schleifer aj., 1984), nesetkdme se s uvedenim
izolace tohoto druhu, ktery se nam zdarilo zachytit, i kdyZ v malych
poctech.

PredloZené vysledky upozoriiuji na moznost izolace témeér vSech zna-
mych stafylokokovych druh@i z hospodarskych zvifat a do jisté miry i na
frekvenci jejich vyskytu u sledovanych hostitelti. Pokud je lze izolovat
z klinicky zdravych jedinct, je moZné predpokladat, Ze se s nimi mizZe
setkat bakteriolog vySetfujici materidl z nemocnych zvifat, kde jsou da-
ny predpoklady pro jejich znatné pomnoZeni. Doposud nedostatecné vy-
FeSena problematika etiologického vyznamu nékterych koaguldzanega-
tivnich druht, resp. kment v rdmci druhu, si vyZaduje znalost moZnosti
vyskytu stafylokoki u klinicky zdravého hostitele, k CemuZ pfispiva
pfedloZena studie.
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SKALKA, B. (University of Veterinary Medicine, Brno): The incidence of staphylo-
coccus species in clinically healthy farm animals. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (1):
9—19.

The incidence of staphylococcus species in healthy animals was investigated in young
wnd adult individuals of cattle, in pigs and in domestic fowl, using the method of
selective isolation of strains. A total of 6066 samples was examined; 4567 strains
were revealed and they included all known species, except Staphylococcus caseoly-
ticus, S. saccharolyticus, S. schleiferi and S. lugdunensis. 3.8 Y% of strains failed to
be identified with any species. The test samples were taken from slaughtered animals,
only in calves intravital smears of tonsils were examined. The species most frequently
isolated from the tonsil tissue in adult cattle were as follows: S. aureus (19.9 %),
S. saprophyticus (12.4 %), S. hyicus (8.8 %) and S. hominis (8.6 %). The folowing
species were isolated from the lung tissue: S. saprophyticus (28.8 %), S. cohnii
(10.6 %) and S. epidermidis (10.2 %); from the mammary gland parenchyma these
were the species S. saprophyticus (17.4 %), S. xylosus (13.1 %) and S. epidermidis
(10 %). In the tonsil tissue of pigs the percent proportions of S. aureus and S. hyicus
were 445 % and 31.8 %, respectively; the most frequent species detected from the
lungs were S. aureus (20.6 %), S. saprophyticus (12.3 %), S. hyicus (12.1 %) and S.
epidermidis (11.5 %}). In domestic fowl the most frequently occurring species were
IS. epidermidis (23.7 %), S. gallinarum (165 %) and S. aureus (15.4 %). In calves
the incidence of S. xylosus (37 %), S. saprophyticus (19.2 %) and S. cohnii (15.2 %)
was found to be highest. The indicence of the other staphylococcus species in all
test animals can be expressed by low percentages. e

cattle; pig; domestic fowl: incidence of staphylococcus species; selective isolation
of staphylococci
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ENZYMATICKA AKTIVITA V PLACENTOMECH KRAV VE VZTAHU
K PRUBEHU PORODU

]. Canderle, V. Kummer, Z. Zraly

CANDERLE, ]. — KUMMER, V. — ZRALY, Z. (Vyzkumny ustav veterindrniho 1ékaf-
stvi, Brno): Enzymatickd aktivita v placentomech krav ve vztahu k pribéhu poro-
du. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (1): 21—28.

Aktivita aminopeptiddz a katepsini byla stanovena v homogendtech placentomii
krav extirpovanych po porodu telete a dale za ctyfi a osm hodin. U krav s reten-
¢i sekudin (r.s.) po indukovaném porodu byla aktivita téchto enzymi vZdy vy$si
nez u krav bez r.s., at po indukovaném nebo spontannim porodu, a byla na obdob-
né urovni nebo mirné vy3$si ne v osmém mésici bfezosti. Obsah celkovych bilko-
vin v placentomech krav s r.s. byl rovnéz vy33i. Tyto nalezy svéd¢i o nedostatec-
ném vyzrani, resp. zestarnuti placentarni tkané, které je spojeno s uvolnénim
lysozomalnich enzymi. Enzymy se mimo Jjiné uplatiuji na separaci fetdlni
placenty od matefské hydrolyzou a modifikaci bilkovin interceluldrnich vazeb.

skot; indukce porodu; retence sekundin; aminopeptiddzy; katepsiny; celkové
kilkoviny

Soucéasti fyziologické pfripravy na porod jsou funkéni a morfologické
zmény placenty. Morfologické zmény placentarnich struktur u kravy v
peripartalnim obdobi popsali napf. Grunert aj., 1976; Kummer aj.,
1987 a Williams aj.,, 1987. Funk¢ni zmény v transportnich, metabo-
lickych, endokrinnich a imunitnich systémech jsou u tohoto druhu poznéa-
ny jen v jednotlivostech (Baird a McDonald, 1964; Aust aj., 1977;
Ferrell a Ford, 1980; Williams a Gross, 1981 a dalsi).

Odrazem zmén funkc¢ni aktivity tkdné jsou zmény v aktivité enzymi,
rozdilnd distribuce enzymi, substrati a metabolickych produktd v jed-
notlivych c¢astech buiiky, resp. tkané. Prostfednictvim enzymi uplatiiuji
sviij regulaéni vliv i hormony. Enzymy protedzového typu moduluji uéin-
ky hormont tim, Ze méni vlastnosti bun&nych receptorii a u hormont
peptidovych nebo proteinovych jsou soulésti jejich degradaéniho systé-
mu. Diikazy o tom, Ze aminopeptiddzy degraduji receptory LH—RH v hy-
potalamu a hypofyze krys podali Kuhl aj. (1976). Jako indikdtor bunéc-
né aktivity placenty u lidi je pouZili Nesit a P&tros (1981). Simko
(1982) hodnotil funkci lidské placenty podle aktivity katepsint. Artal
aj. (1979) prokazali, Ze katepsiny se podili na degradaci koncl molekul
kolagenu a dekompozice vlaken kolagenu pak umoZiiuje rupturu plodo-
vych obalti. Cilem prace bylo sledovat aktivitu vybranych enzymi v pla-
centé krav v dob& porodu, zvl45t€ ve vztahu k Casnému poporodnimu
stadiu.
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MATERIAL A METODY

Aktivita aminopeptidaz (arylamiddaz) a katepsini byla stanovena v homogendtech
placentomi 34 krav plemen ceské strakaté, Cerné niZinné a jejich kriZenek. Primérny
vék krav byl 5,3 roku a hmotnost 593 kg. U deviti z nich byl nastup porodu indukovan
i. m. aplikacif 750 ug cloprostenolu (Oestrophan Spofa) a u sedmi 20 mg dexamethasonu
v praméru 277. den gravidity (274. — 284. den). U deseti nebyl nastup porodu medi-
kamentdzné ovlivnén a porodily v priméru 2825 dne po inseminaci. Placentomy byly
odebirdny extirpaci per vaginam z kauddlni c¢dasti délohy, vidy bezprostfedné po vypu-
zeni telete a nasledné za Ctyri a osm hodin [p.p./, jestliZe bylo zachovdno spojeni
fetdlni a materské placenty. Dale byly odebrany placentomy od osmi krav pri hyste-
rektomii v osmém mésici gravidity [a.p.).

Homogenéaty byly pripraveny neprodlené po odbéru tak, Ze ze strfedni c¢asti placen-
tomu byly zhotoveny fezy 3 — 5 mm tlusté (asi 10 g tkané), které byly zmrazeny v
tekutém dusiku a v tFistivém mlynku rozdrceny. Tkanovy prasek v navazce 500 mg byl
homogenizovan 90 s ve 2 ml na teplotu 2°C vychlazeného 66,7 nmol.1'! fosfatového
pufru (pH 7,4) sklenénym pistovym homogenizdatorem. Homogenaty zbavené bunécné
drté a jader odstred&nim 800 g po dobu 15 min pii teploté 0°C byly uchovany do dal-
siho zpracovani pii teploté —20 °C.

Ke stanoveni aktivity aminopeptiddaz byla pouzita kinetickd metoda, jejimZ principem
je hydrolyza chromogenniho substratu, pfi niZ se uvolnuje Zluty p—nitroanilin (NAp),
ktery je meéfen fotometricky primo v pribé&hu pocatecni reakce. Zakladni inkubacni
smés obhsahovala 1,8 ml 66,7 nmol.1'! fosfatového pufru (s pridavkem 0,5 g hovéziho
albuminu na 100 ml) a 0,1 ml homogendatu. Smés byla inkubovana 10 min pfi teploté
25°C a enzymatickd reakce byla odstartovana pridanim 0,1 ml 10”mol.1! zdkladniho
roztoku substratu v dimetylsulfoxidu. Jako substraty byly pouZity chromogenni amino-
kyselinové substituenty s p—nitroanilinem [(NAp), a to L—leucin—NAp, L—lyzin—
—NAp.2 HBr, glycin—NAp, L—fenylalanin—NAp a S—benzyl—L—cystein—NAp. Po té
byla reakéni smés pielita do fotometrickych kyvet trvale temperovanych na teplotu
25°C s Sifi m&fené vrstvy 10 mm. Absorpce svétla smési byla méfena proti vzduchu pti
vinové délce svetla 405 mm vidy odec¢tena pétkrat v minutovych intervalech. Aktivita
aminopeptiddz je udavéna v jednotkdch (mU), odpovidajicich mnoZstvi nanomoli sub-
stratu preménéného enzymem za minutu v litru biologického materidlu za standardnich
podminek objemu a teploty (nmol.min'.1-! (25°C)).

Katepsinova aktivita (KA), kterda zahrnuje komplex enzymQ s proteolytickym uc¢inkem
ve slabé kyselém prostiedi, byla stanovena metodou podle Homolky (1969). K 1 ml
citranfosforeénanového pufru (66,7 nmol.1-! pH 3,8) bylo pridano 250 ul homogendétu
a po promiseni rozpipetovano po 500 ul do dvou zkumavek. V jedné z nich (kontrolni)
byla srazena bilkovina kyselinou trichloroctovou ihned a v druhé (test) za 24 hodin
po inkubaci pFi teploté 37 °C. V supernatantu po neutralizaci a po pridani fenolového
Folin—Ciocalteauova cinidla bylo fotometricky stanoveno modré zabarveni proti vode,
pfi vinové délce svétla 645 nm a byl vypocitin rozdil absorbance testu vic¢i kontrolni-
mu stanoveni.

Ve v8ech pripadech byla stanoveni provedena v duplikdatech a ve snaze objektivizo-
vat vysledky méreni byla zjiSténa aktivita prepoctena na hmotnostni jednotku bilkovin
obsaZenych v daném objemu homogenatu. Ke stanoveni celkové bilkoviny v homogené-
tu byla pouzita metoda Lowryho a kol. (Homolka, 1969). Jako standard slouzil
roztok hovéziho albuminu, ve kterém byl obsah bilkovin urcen stanovenim dusiku
Kjeldahlovou metodou. Absorpce svétla ve vzorcich standardu a testu byla mérena pri
vinové délce svétla 506 nm proti slepé zkousce.

Vysledky stanoveni jsou uvdd&ny v aritmetickych primérech se stfedni chybou arit-
metického priméru. K hodnoceni statistické vyznamnosti rozdilu priiméru stanoveni
bylo pouZito Studentova f-testu.

VYSLEDKY

U 16 krav doSlo k porodu telete do 53 hodin po oSetfeni cloprosteno-
lem nebo dexametasonem (v prameéru za 37,2 -+ 2,4 hodiny). Gravidita
byla indukci porodu zkrdcena v praméru o ¢tyfi dny ve srovnani s trva-
nim gravidity 282,5 + 1,5 dne u kontrolni skupiny krav. Déle jak 12 ho-
din po porodu byly zadrZeny plodové obaly (r.s.) u 11 krav (68,7 %) ze
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skupiny s indukci porodu a u dvou (20 %) ze skupiny kontrolni se spon-
tannim porodem.

V zavislosti na case po porodu byl pozorovan mirny trend ke sniZovani
aktivity aminopeptidaz v placentomech odebranych za ¢tyfi a osm hodin
po porodu telete, pouze u krav s r. s. po spontannim porodu dochazelo
k mirnému zvySeni aktivity (obr. 1 a 2).

Aktivitu aminopeptiddz v homogenéatech placentomi krav, rozdélenych
podle zplisobu zahdjeni porodu a pribéhu jeho porodniho stadia (vypuze-
ni ¢i zadrZeni plodovych oball), avSak bez rozliSeni doby odbéru, v{ci
jednotlivym substratim shrnuje tab. I. Aktivita enzyma $tépicich L—Ileu-
cin—NAp, ktery byl z pouzitych substrati nejrychleji hydrolyzovan, by-
la nejvySsi v placentomech krav s r.s. po indukovaném porodu (21,011 +
0,740 mU.mg~' celkovych bilkovin; P < 0,001), kdeZto u dvou krav s r.s.
po spontannim porodu byla aktivita nejnizsi (P < 0,01). V placentomech
odebranych v osmém mesici brezosti byla zjiSténa rovnéZ vysoka akti-
vita (22,756 + 1,292 mU.mg ! celkovych bilkovin).

Hydrolyza L—lyzinu—NAp enzymy placentom@ krav s r.s. byla vy-
znamne vyS$Si jak po indukovaném porodu (P < 0,001), tak po spontan-
nim porodu (P - 0,05) neZ u krav bez r.s. i u krav v osmém meésici
bfezosti (1,869 + 0,290 mU.mg ! celkovych bilkovin), ktera vSak byla
vyznamne vySSi nez u krav bezr.s. (P < 0,05).

Za danych podminek proti nejpomaleji hydrolyzovanému substratu
glycinu—NAp byla aktivita aminopeptiddaz vySsi rovnéz v placentomech
krav s r.s. obou skupin, z nichz u krav po indukovaném porodu vysoce
vyznamne (P 0,001) nez u krav bez r.s. téZe porodni skupiny. Aktivita
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the eighth month of pregnancy; the explanations apply to Figs. 1—4

1. Aktivita L-leucin-NAp aminopeptidazy v 2. Aktivita glycin-NAp aminopeptidazy v
placentomech krav; A= mU.mg~-! celko- placentemech krav; A=mU.mg~-! celko-

vych bilkovin — The activity of L-leucine- vych bilkovin — The activity of glycine-
-NAp aminopeptidase in placentomas of -NAp aminopeptidase in placentomas of
cows; A= mU.mg~! total protein cows; A=mU.mg~! total protein
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I. Aktivita aminopeptiddz v homogenatech placentomd krav (mU.mg-! celkovych
bflkovin) — Aminopeptidase activity in placentoma homogenates in cows (mU.mg-!
of total proteins)

Spontdnni porod2 Indukovany porod3 '
' bez s bez )
Substrat! retence retenci retence retencn

! sekundin? sekundin® sekundin? sekundin® |
' n =13 | n= 6 » = 12 =33 ’

L—leucin—NAp f 15,774 + 0,957 | 12,203 4- 0,719 | 15,836 —l— 0, 811 | 21 ,011 + 0740
L—lyzin—NAp I 1,429 + 0,112 | 2,195 4 0,416 | 1,102 + 0,145 _2,332_i_0‘,@5_J
glycin—NAp |_0,298 + 0,030 | 0,529 + 0,141 | 0,150 + 0,036 | 0,409 4_;_0,027_1
s rffr‘l’j’_'l; Ao | 3 372 + 0,228 | 2,923 + 0,262 | 2,287 + 0,116 | 3,769 + 0,161 |

Cys(Bzl)—NAp l 2,972 4 0,216 | 2,857 4+ 0,195 ’ 2,313 1_—JJ.ZOI 3,399 ;0.174

Isubstrate, 2spontaneous parturition, Jinduced parturition, “without afterbirth reten-
tion, Swith afterbirth retention

x 4 s« = aritmeticky primér + stfedni chyba aritmetického praméru — x 4+ sy =
arithmetical mean -+ mean error of arithmetical mean
n = pocet vy$etifenych placentomi — n = number examined placentomas

placentdrnich aminopeptiddz krav osm meésict brezich byla v tomto prfi-
padé 0,311 4+ 0,042 mU.mg~! celkovych bilkovin.

Aktivita vic¢i L—fenylalaninu—NAp byla rovnéz nejvyssi u krav s re-
tenci sekundin po indukovaném porodu a byla na obdobné trovni jako
u krav v osmém mesici gravidity (3,863 + 0,331 mU.mg~' celkovych
bilkovin), coZ je ve srovndni se zbyvajicimi skupinami krav vyznamneé
vySSi aktivita (P < 0,01).

S—benzyl—L-—cystein—NAp, substrat pouZivany v humannim porod-
nictvi ke sledovani aktivity cysteinaminopeptiddzy (oxytocindzy) v séru
t8hotnych Zen, byl obdobné jako vétSina pfedchozich substratl hydroly-
zovan rychleji homogendty placentomt krav s r.s. po indukovaném po-
rodu, a to vysoce vyznamné ve srovnani s aktivitou u krav bez r.s. po
indukaci porodu (P < 0,001) i u krav v osmém meésici bfezosti (P <
0,01).

Primérnd aktivita kyselych katepsinti v homogendatech (obr. 3) byla
vy88i u krav s indukovanymi porody neZ se spontdnnimi, a to statisticky
vysoce vyznamné (P < 0,001). V placentomech krav s indukovanymi po-
rody, které byly nasledovdny r.s. ve srovndni s placentomy Kkrav téZe
skupiny, ale bez retence, byla katepsinova aktivita (KA) nevyznamné
vyS88i a u dvou krav s retenci sekundin po spontannim porodu byly na-
opak nevyznamné niZ8i{ neZ u krav s fyziologickym odchodem fetdlni
placenty po spontdnnim porodu. Celkové placentomy krav s retenci se-
kundin vykazovaly vyS8si KA neZ placentomy krav se spontdnnim odcho-
dem liZzka (P < 0,025). V placentomech odebranych v osmém mésici
gravidity byla zjiSténa KA na urovni placentomi s retenci po indukova-
nych porodech.

Celkové bilkoviny (obr. 4) byly stanoveny s cilem objektivizace sta-
noveni aktivity enzymi. Zaroveil vSak ukazuji na biologickou kvalitu
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3. Aktivita katepsint v placentomech krav; 4. Obsah celkovych bilkovin v placento-

A= AA mg-! celkovych bilkovin — The mech krav; A= mg.ml~! homogendtu —
activity of cathepsins in placentomas of The content of total proteins in placento-
cows; A= AA.mg~! total protein mas of cows A = mg.ml-! homogenate

tkané. Byl zjistén vysoce vyznamny rozdil mezi primérnym obsahem
celkovych bilkovin v homogendtech placentomi krav s r.s. 10,190 +
0,216 mg.ml~' a bez retence 9,170 + 0,314 mg.ml~' (P < 0,005), pFicemZ
rozdil mezi obsahem proteind v placentomech krav s indukovanymi nebo
spontannimi porody, 9,851 + 0,198 mg.ml~' a 9,651 + 0,441, nebyl vy-
znamny (P > 0,05). NnejniZ§i obsah byl zjiStén u krav spontanné porodiv-
$ich bez nasledné retence sekundin (8,979 + 0,536 mg.ml~!). Celkové bil-
koviny v placentomech odebranych po laparotomii v osmém mésici gravi-
dity byly na obdobné urovni jako u krav s r. s. a jejich obsah ¢€inil 10,220
+ 0,582 mg.ml~".

DISKUSE

Z poznatkl dosud nashromazZdénych vyplyvd, Ze na ukonceni gravidity
porodem se podili komplex déji, které jsou zavislé na funkéni vyzralosti
regula¢nich systéml matky a plodu a na jejich interakcich. PFiprava na
porod a jeho priibéh jsou doprovazeny dramatickymi zmé&nami v syntéze,
uvoliiovdni a metabolismu fady hormont, pfedeviim estrogend, progeste-
ronu, kortikosteroidd, prostaglandinu F2«¢ aj. (Kudlac aj., 1987). Mimo
endokrinnich systém® se zde uplatiiuji i nervové a imunitn{ systémy
matky a plodu.

Navozeni porodu indukci vychazi z mozZnosti vyvolat luteolyzu apli-
kaci prostaglandinu F.« nebo jeho analog a rovnéZ kortikosteroidi. Indu-
kované porody jsou vSak u krav doprovazeny ve zvySené mife retenci
sekundin, coZ potvrdily i nase vysledky (68,8 % ). To sv&d¢&i o dispropor-
ci mezi navozenymi podminkami umoziujicimi porodni ¢innost (uvolné-
ni porodnich cest a kontrakce myometria) a podminkami umoZiiujicimi
uvolnéni plodové ¢dsti placenty od mateiské.
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Pietrvavajici funk¢éni aktivitu u zadrZenych placent dokladaji ndmi
zjiSténé vys$Si aktivity aminopeptiddz, zvlaSté u krav s indukci porodu.
Uroveri aktivity sledovanych enzym@ byla v téchto piripadech obdobnéa
jako u placent odebranych od krav v osmém meésici brezosti. Naopak
aktivita aminopeptiddz v placentach krav, u nichZz doSlo k odlouceni a
vypuzeni plodovych obalii do 8 az 12 hodin po porodu, byla niz$i nez u
krav pred porodem. U placent zadrZenych po spontdnnim porodu se vidy
tento trend neprojevil nebo byl méné vyrazny, coZ lze vysvétlit jednak
mensim poctem vySetieni (pouze u dvou krav) a jednak moznou odliSnou
etiologii retence. Aktivita katepsinli byla vys5i v placentomech krav s
indukci porodu nez u krav se spontannim ndstupem porodu a byla na
arovni predporodnich aktivit. NejvySsi aktivita byla opét zjiSténa u krav
s retenci sekundin po indukovaném porodu.

Zphsob zpracovani a homogenizace placentomii umozZiiuji usuzovat,
ze byl ziskdan celkovy obsah (pool) enzymi v tkdni. Blahovec aj.
(1973) zpracovavali nativni placentu noZovym homogenizatorem pfi te-
ploté okolo 0°C a zjistili pro vétSinu substrdtii vyssi aktivitu v superna-
tantu po ultracentrifugaci nez v celém homogendatu, coZz nasvédcuje, Ze
enzymy nebyly vazany na nerozpustné casti buiiky. Zmrazeni a rozmra-
zeni prfi homogenizaci v naSem pripadé umoznilo navic dokonalé uvol-
néni enzymi z bunécnych organel. Nejvyssi aktivitu zjistili vySe uvedeni
autoli v placenté ve srovnani s dalSimi organy krav v dobé& porodu a ve
shodé s nami z pouZzitych substratia vici L-leucinu-NAp.

Nami zjisténé rozdilné aktivity aminopeptidaz a katepsinli v placenté
ve vztahu ke zplisobu vedeni a priibéhu porodu nemame moznost srov-
navat s obdobnymi poznatky u skotu. Nesit a Pétros (1981) zjistili
v krvi Zen s intrauterinni hypotrofii plodu nebo pri jeho prenaseni nizsi
aktivitu placentdrni cysteinaminopeptiddzy. Tato aktivita byla v urcitém
pozitivnhim vztahu k hmotnosti plodu a placenty. Obdobné monitorovani
funkéni drovné placenty v periferni krvi matky neni mozné u krav vzhle-
dem k rozdilnému typu placenty (Slesinger, 1967; Hrabak aj.,
1976a). Naopak u brezich morcat se stejnym typem placenty jako u Zen
zjistili Hrabak aj. (1976b), Zze k terminu porodu dochézi v krvi k po-
klesu aktivity uvedeného enzymu a rovnéZz pred abortem po pokusné in-
fekci. SniZenou aktivitu aminopeptiddaz a katepsinli v placentach krav se
spontdannim porodem a s vCasnym odchodem ltZka lze vysvétlit jak je-
jich sniZenou tvorbou, tak vycerpanim. O niZ8i proteosyntéze v téchto
placentach napovida i niz8i celkovy obsah bilkovin. Vyznamné rozdily
v aktivité enzymi pri pfepoctu na hmotnostni jednotku celkovych bilko-
vin svéd¢i v8ak i pro inaktivaci enzymi jiZz vytvorenych jejich uvolné-
nim a vazbou na substrat. SniZzena tvorba enzymii, jejich inaktivace a mo-
difikace i niZ8i proteosyntéza jsou obecné zjiStovany pfi zestdarnuti tkani
a organismt (Hocman, 1981). V pripadé placenty lze uvazovat i o zvy-
Sené specifické proteolyze ke konci brezosti a k porodu (Gross aj.,
1985). Sim ko (1982) potvrdil, Ze starnuti placenty u lidi a jeji posko-
zeni zpusobuji pokles aktivity katepsint a zménu jejich distribuce v tkani.

Williams aj. (1987) spojuji vyznamny tbytek binuklearnich bunék
v placentarni tkani krav pri fyziologickém pribéhu porodu s uvolnénim
enzymi hydrolyzujicich nebo modifikujicich bilkoviny celularniho spojeni
(glykoproteiny, kolageny apod.), coZ umoZiuje vzdjemnou separaci ma-
tefské a fetalni casti placenty. Témto predstavam odpovidaji i nase na-
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lezy a absence téchto procestt miZe byt pricinou retence sekundin,
zvlasté po indukovaném porodu.
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CANDERLE, J]. — KUMMER, V. — ZRALY, Z. (Veterinary Research Institute, Brno):
(Enzymatic activity in placentomas of cows in relation to the course of parturition.
Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (1): 21—28.

The activity of aminopeptidases and cathepsins was determined in placentoma homo-
genates; placentomas of cows were extirpated immediately after parturition and in
four and eight hours. In cows with afterbirth retention (a. r.) following induced parturi-
tion, the activity of these enzymes was always higher than in cows without a. r., no
matter if after induced and spotaneous parturitions; it was at a similar or slightly
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higher level than in the eighth moth of pregnancy. The content of total proteins in
placentomas of cows with a. r. was also higher. These findings point to the insuffi-
cient ripening, or aging of placental tissue, which is related to a release of lysosomal
enzymes. The enzymes are active through hydrolysis in the separation of foetal pla-
centa from the maternal one and in the modification of proteins participating in in-
tercellular linkages.

cattle; parturition induction; afterbirth retention; aminopeptidases; cathepsins; total
proteins
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VPLYV MONENZINU NA FERMENTACIU DIET S ROZNYM PODIELOM
SENA A KONCENTRATU V UMELOM BACHORE (RUSITEC)

D. Jal¢é, M. Baran, T. Vendrak, P. Siroka

JALC, D. -- BARAN, M. — VENDRAK, T. — SIROKA, P. (Ustav fyziolégie hospo-
darskych zvierat SAV, KoSice): Vplyv monenzinu na fermentdciu diét s réznym
podielom sena a koncentrdtu v umelom bachore (RUSITEC), Veter. Med. (Pra-
ha), 36, 1991 (1): 29—38,

Pokus bol uskuto¢neny v umelom bachore (RUSITEC — Rumen Simulation Tech-
nique). V Styroch fermenta&nych nadobach (V) bol podiel sena a jamefia na-
sledovny [%] : V;, — 40:60, V» — 60:40, V3 — 80:20 a V4 — 100:0. Denne
do kaZdej fermentacnej nddoby bolo dodané 5 mg monenzinu rozpusteného v 1 ml
96% etanolu. VSetky diéty boli izonitrogénne a po dodani mocoviny obsah
hrubého proteinu (CP) v kaZdej diéte bol 13 %. Experiment trval 12 dni, pri¢om
prvych Sest dni trvala tzv. steady state perioda, pocas ktorej sa stabilizovali
podmienky fermentacie. Monenzin zniZil straviteInost suSiny, produkciu celko-
vych unikavych mastnych kyselin (UMK], kyseliny octovej, n—maslovej, izo—
valérovej a pomer acetatu a propiondtu a zvys$il produkciu kyseliny propiénovej
a n—valérovej. ZnizZila sa produkcia metanu a CO-2. Vy38i podiel sena v diétach
mal za ndsledok zniZenie straviteInosti suSiny, detergentnej viakniny, celkovy¢ch
i jednotlivych UMK, CO», metanu, energetickej vytaznosti UMK (E), dalej zni-
Zenie vyuZitia glukoézy, produkcie adenosintrifosfatu (ATP) a produkcie fermen-
tovanych hexoz. ZniZzila sa aj produkcia, utilizacia a ndvratnost metabolického
vodika. U&innost syntézy mikrobidlnej hmoty (Yarep = 11,3) bola najvy33ia pri
fermentdcii diéty s obsahom 60 % sena a 40 % jadmeiia.

monenzin; umely bachor (RUSITEC); unikavé mastné kyseliny (UMK); COy;
metan; kone¢né produkty fermentacie

Pre dosahnutie lepSej efektivnosti vykrmu preZivavcov sa v posled-
nom desatroc¢i pouZivaji vo svete rézne mikrobidlne, chemické a enzy-
matické preparaty. V najvddSej miere sa z nich pouZiva monenzin —
biologicky aktivna latka produkovanda plesiiou Streptomyces cinna mo-
nensis. Experimenty in vitro ukézali, Ze monenzin ovplyviiuje mikrobidlnu
populaciu v bachore preZivavcov zmenou proporcie vytvaranych uni-
kavych mastnych kyselin (UMK). Vplyvom monenzinu dochddza k zvy-
Senej produkcii kyseliny propiénovej, zniZenej produkcii kyseliny octo-
vej a n—maslovej a k Ciasto¢nej inhibicii metanogenézy (Thornton
ai., 1976; Jouany a Senaud, 1978; Chalupa ai., 1980).

Monenzin tiez zniZuje koncentrdciu amoniaku v bachore a prietok
bakteridlneho dusika do duodena (Hanson a Klopfenstein, 1973;
Poos ai., 1979).
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Vplyv monenzinu na bachorovi fermentaciu bol sledovany in wvitro
(Van Nevel a Demeyer, 1977) a tieZ v umelom bachore (RUSI-
TEC) (Wallace a i., 1980, 1981; Stanier a Davis, 1981). RUSI-
TEC je fermentacné zariadenie, pouZivané k Stidiu bachorovej fermen-
tacie za prisne kontrolovatelnych podmienok (Czerkawski a Bre-
ckenridge, 1977) a oproti inym in vitro systtmom (Van Nevel
a Demeyer, 1977) ma vyhodu v tom, Ze stabilna fermentacia mo6ze byt
v Rusitecu udrziavand po dobu niekolko tyZdrov.

Cielom tejto prace bolo sledovat vplyv monenzinu na zdkladné para-
metre fermentdcie a kone¢né produkty fermentdcie v umelom bachore
pri fermentacii celoobjemnej, vysokoobjemnej a koncentrovanej diéty.

MATERIAL A METODY

Fermentdcia krmiv bola uskotecnena v umelom bachore (RUSITEC), ako ho popisuje
Czerkawski a Breckenridge (1977). Objem fermentacnych nadob bol 850 ml
a prietok umelych slin (Mc Dougal, 1948) 750—850 ml.den~-! Ako inokulum sme
pouZili bachorovy obsah dospelych baranov plemena merino, kimenych li¢nym senom
(1200 g.den—1!), Tekuty bachorovy obsah bol odobraty cez bachorovi fistulu vyvevou
a pevny bachorovy obsah kliesStiami. Koncentrdcia unikavych mastnych kyselin (UMK)
v effluente bola stanovena metodou plynovej chromatografie (Cottyn a Bouc-
que, 1968) za pouzitia kyseliny kroténovej ako interného Standardu na plynovom
chromatografe Perkin Elmer 8 500. Objem produkovanych plynov bol merany prietoko-
vym plynomerom a plyny (metdn a oxid uhli¢ity) boli analyzované plynovou chroma-
tografiou (Czerkawski a Clapperton, 1968) na plynovom chromatografe
Chrom 4. Amoniakalny dusik v effluente sme stanovili mikrodifiznou metodou (Con-
way a0O'Malley, 1948).

Nestravené zbytky krmiva po premyti s Mc Dougallovym pufrom boli suSené do
konstantnej hmotnosti pri teplote 105°C k stanoveniu straviteInosti susiny (DH) a
detergentnej vlakniny (Goering a Van Soest, 1970). Mikrobidlna suSina effluen-
tu bola ziskand dvojndsobnym centrifugovanim effluentu pri 20000 g po dobu 30 mintt,
dvojndsobnom premyti vodou a vysuSenim zbytku do konStantnej hmotnosti pri teplote
105°C. V nestravenych zbytkoch krmiva a éffluente sme stanovili kyselinu diaminopi-
melovi (DAP) (Czerkawski, 1974). Kone¢né produkty fermentdcie boli vypocitané
z0 stoichiometrickych vztahov ako ich uvadza Czerkawski (1986). Experiment bol
uskuto¢neny v Ctyroch fermentacnych nadobach (V), 80 g pevnej traveniny bachora
bolo navéaZené do nylonovych vreci$ok o velkosti 6k 200 um, dané do kaZdej fermen-
tacnej nadoby, ktoré boli naplnené zmesou bachorovej tekutiny a Mc Dougallovho pufru
(1:1). V dennych intervaloch, zahriiujic prvy defl experimentu, vSetky nadoby boli tiez
doplnené krmivom — senom a mletym ja¢meniom v nasledujicich mnoZstvach: vV, —
543 g a 7,87 g DM (40:60 %). Vo — 8,15 a 5,25 g DM (60:40 %). V3 — 10,86 a 262 g
DM (80:20 %) a V4 — 13,58 g DM (100:0 %) a uzavreté v nylonovych vrecaskach.
KaZdé vrecusko zotrvalo v nddobe dva dni.

Monenzin (Elanco Products CO., Indianapolis) sme rozpustili v 96% etanole. Poénic
od druhého diia experimentu sme denne dodali 1 ml 96% etanolu s obsahom 5 mg
monenzinu do fermentacného média fermentac¢nych nadob V;, Vo, V3 a Vs Do Mc
Dougallovho pufru infundovaného cez peristalticki pumpu sme dodali do V; — 108,2,
Vo, — 157,4, V3 — 2059 a Vs — 250,0 mg mocoviny. Tymto sme dosiahli, Ze kazda
diéta po doplneni mocovinou obsahovala 13 % hrubého proteinu (CP).

Experiment trval 12 dni. Pofas prvych Sest dni (steady state peri6da) sa stabilizo-
vali podmienky fermentdcie. Na 7. aZz 12. deii sa odberali vzorky effluentu, plynu a
zbytkového krmiva na analyzy ako to uvddza Czerkawski a Breckenridge
(1977).

VYSLEDKY
Fermentdcia kimnej diéty pocas celej doby experimentu bola uskutoc-
nenda pri pH 6,69 az 6,92 fermentacného média. Stravitelnost susiny (DM)

sa postupne zniZovala so stipajicim podielom objemového krmiva v kim-
nej davke (tah. I). TieZ sa zniZovala straviteInost neutralnej detergentnej
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TE

I. Vplyv monenzinu na strdviteInost diét a produkciu celkovych unikavych mastngch kyselin (UMK]) — The effect of monensin on
feed digestibility and production of total volatile fatty acids (UMK])

Ukazovatel! Diéta 1 | Diéta 2 ! Diéta 3 Diéta 4
Stravitemnost diety? [%] B SUE= R U 4|_53v22 106"t | 4370 £064°° | 3654 4116
~NH;-N v gffluente3 [mmol 11—1] ) - 5,33 40,15 | 6,91 +0,16 g 7,@_;t0,19”' 7,63 £0,15**"
_Produkcia celkovgch UMK* [mmol.dei~']| 54,32 41,93 __‘ 50,51 +1,44 B9ET LApTe 35,13 43,48 *
Produkcia kyseliny octovejs [mmol . defi—] 20,17 40,47 ! 19,78 10,56 16,73 4-0,49*"* 16,59 +1,63*
mukci;l_(ysclmy pro;)iénov_eié— S .—- - 7 7 ! -
[mmol . deii~"} 28,58 +1.60 25,69 0,84 18.68 0,53 15,20 -L-1,55%%*

Produkcia kyseliny n-maslovej’

|

[mmol . deii '] 7 | 1,80 +0,12 | 1,70 £0,11 - 1,37 +0,11"*° | 183 0,13
Produkcia kyseliny n-valérovej? 1 l

[mmol . den~ ] 459 +030 | 2844021°°" 185 Hgggee | 134 HhRgeee
Produkcia kyseliny izo-valérovej’ | ‘

_[mmol . dei~ 1] 047 £004 0,48 0,06 033 4005 | o032 to08* |
Pomer acetdtu a propionatu 0,75 40,09 ‘ 0,77 --0,03 0,87 -1-0.04" ' 1,09 4-0,02***

characteristic, 2feed digestibility, 3NH;-N in effluent, ‘production of total VFA, ®production of acetic acid, ®production of propionic
acid, ’production of n-butyric acid, 8production of n-valeric acid, “production of isovaleric acid, Pacetate:propionate proportion

Vysvétlivky pro tab. 1—IV — Explanatory notes to Tabs. I—IV:
* = P < 0,05 ** =P < 001, *** = P < 0,001; 4 = 3tandardnda stredna chyba (SEM) — standard mean error (SEM)
Diéta 1 = podiel sena a jatmena 40:60 % — Diet 1 = hay barley percent proportion of 40:60

Diéta 2 — podiel sena a jaémeiia 60:40 "0 — Diet 2 — hay and barley percent proportion of 60:40
Diéta 3 — podiel sena a jatmefia 80:120 "y — Diet 3 = hay and barley percent proportion of 80:120
Diéta 4 — podiel sena a jac¢mefia 100:0 "v — Diet 4 hay ard barley percent proportion of 100:0



vlakniny (NDF), kyslej detergentnej vlakniny (ADF), celulézy a hemi-
celulozy. Koncentracia amoniakalneho dusika sa zvySovala, ¢o bolo prav-
depodobne splsobené zvySujicim sa mnoZstvom mocoviny dodanej do
Mc Douglavho pufru. Vplyvom monenzinu bola ovplyvnena celkova pro-
dukcia unikavych mastnych kyselin (UMK) ako aj jednotlivych UMK.
Celkovd produkcia UMK ako aj jednotlivych UMK (Kkyseliny octovej,
propiénovej, n—maslovej, n— a izo—valérovej) sa zniZovala a pomer
acetat/propionat sa zvySoval v diétach so stipajicim podielom sena.
Celkova produkcia plynov sa zniZovala, podobne aj produkcia CO,. Pro-
dukcia metdnu bola prakticky rovnakda vo vSetkych fermentaCnych na-
dobach umelého bachora RUSITEC (tab. II).

Zo znamych stoichiometrickych vztahov v bachore je moZné kalkula-
ciou stanovit vystupy konecnych produktov fermentacie v RUSITECu. V
tab. III uvddzame hodnoty tychto ukazatelov konecnych produktov fer-
mentacie — vyuZitie glukozy, mnoZstvo fermentovanych hex6z a pro-
dukciu adenosintrifosfatu (ATP). Okrem nich sme Kkalkuldciou z hodnot
produkcie UMK stanovili pomery energie E,, E, a E; ako aj energetickn
vytaZznost UMK (E). Vplyvom monenzinu sa zniZovala energetickd vy-
taznost UMK (E) ako aj podiel fermentovanej hex6zovej energie na
energiu UMK (E,;) so stapajicim podielom sena v kfmnej davke. Av3ak
podiel fermentovanej hexdzovej energie metanu (E.) a na produkciu
bakteridlnej hmoty (E;) sa zvySoval. TieZ sa zniZovala produkcia ATP,
mnozstvo fermentovanych hexéz a vyuZitie glukézy. Monenzin ovplyvnil
aj bilanciu metabolického vodika (H.). Prejavilo sa to zniZenou produk-
ciou, utilizdciou a navratnostou H, v diétach so stipajicim podielom
sena. Metabolicky H. bol najviac vyuZity na produkciu bakteridlnej hmo-
ty a najmenej na produkciu metanu (tab. IV).

Na zaklade vysledkov stanovenia mikrobidlnej suSiny (PDM), effluen-
tu a DAP v zbytkovom krmive sme stanovili celkovii produkciu mikro-
bidlnej suSiny pocas fermentacie v RUSITECu. V tab. IV sme ju vyjadrili
v g.kg ! stravenej DM kfmnej davky podobne ako produkciu ATP v
mol . kg~! strdvenej DM. Pomocou tychto ukazatelov sme vypocitali G-
¢innost syntézy mikrobidlnej hmoty — Yare. Vplyvom monenzinu sa pro-
dukcia mikrobidlnej su§iny a produkcia ATP.kg~! strdvenej DM ako aj
Yare zvySila so stipajicim podielom sena v kimnej davke.

DISKUSIA

Bachor simulujica technika (RUSITEC) umoZiiuje sledovat bachorovi
fermentaciu substrdtu za kontrolovatelnych podmienok in vitro. Fermen-
tacia substratu (sena a jacmeiia) bola v tomto experimente ovplyvnena
dodanim monenzinu. Prejavilo sa to vyznamnym zniZenim stravitelnosti
DM a detergentnej vlakniny — NDF, ADF, celulézy a hemicelulozy pri
stipajicom podieli sena v kifmnej ddvke. Hodnoty stravitelnosti DM vo
V., V,, V5 a V, boli zna¢ne niZSie ako hodnoty straviteInosti DM podob-
nych diét bez dodania monenzinu v pokusoch uskutotnenych v RUSITE-
Cu (Wallace a i, 1980; Czerkawski a i, 1984; Jalc¢ a i, v
tlaCi). Monenzin vyznamne ovplyvnil produkciu i jednotlivych UMK. So
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te

II. Vplyv monenzinu na mol % unikavych mastnych lyselin (UMK) a produkciu plynov (metinu a CO,) — The effect of monensin
on percent mo!l of volatile fatty acid (UMK) and production of gases (methane and CO,)

Ukazovatel! Diéta 1 Diéta 2 : Diéta 3 i Diéta 4
mol % kyseliny octovej? 37,24 +1,04 3917 40,51 42,30 4-0,32*** 47,00 40,31°**
mol % kyseliny propiénovej? 5003 +£137 | 50,85 +046 48,42 +0,73 4298 +031°""
mol % kyseliny n-maslovvej* 3,33 40,20 3,36 40,07 3,47 40,15 521 40,07""*
mol % kyseliny n-valérovej’ i 8,49 40,28 530 046" 4,69 40,25 383 £0,18"""
mol % Kkyseliny izo-valérovejé 0,86 0,02 0,95 40,06 0,84 +-0.07 0,92 40,07
Celkova produkcia plynov’ - o 7[
[1.den—1] ] 2,13 40,07 1,83 4005 1,80 40,01*** | 1,53 40,02***
Produkcia metanu® [mmol . den—1] 0,37 +0,07 0,94 +0,50 0,33 40,05 0,53 40,16
Produkcia® CO, [mmol . deii~] 26,74 2,44 | 18,50 +2,75* 12,49 +1,40*** 6,38 +1,19°**

Tcharacteristic, 2mol % of acetic acid, 3mol % of propionic acid, 4mol % of n-butyric acid, Smol % of n-valeric acid, émol % of
isovaleric acid, 7total production of gases, ®methane production, °CO, production
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III. Vplyv monenzinu na koneéné produkty fermentdcie a energeticki vytarnost UMK — The effect of monensin on the final

products of fermentation and energy yield of VFA

T66T — VNIDIAAW INYVNIMALAA

Ukazovatel!

Diéta 1 Dieta 2 l Diéta 3 Diéta 4
E [%] 88,35 4-0,64 87,99 4027 ' 86,60 +0,29* 8395 +0,16**"
Ei [%] 89,99 40,49 88,83 40,26 | 87,54 40,15 84,83 40,20°** |
E2 [%)] 113 £-094 | 148 40,25 | 276 408" 5,50 +0,10"**
E; [%] R 38,76 40,18 39,80 4-0,35°" | 39,83 4-0,18°* 39,32 +008*
VyuZitie glukézy? [mmol. den—1] 30,12 --0,98 27,29 +0,78" 1 20,72 40437 19,09 -+0,86***
Fermentované hex6zy?® [mmol . deii—1] 2552 40,92 | 24,44 4071 | 18,86 +0,78"*" 17,73 #1,75""
Produkcia ATP* [mmol . deii—1] 139,87 45,52 129,00 +-3,73 ‘ 9723 =4-2.09%** 87,06 4-8,51""*

'characteristic, 2glucose utilization, 3fermented hexoses, *ATP production




T66T — VNIDIAIW INYVNIYILIA
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IV. Vplyv monenzinu na mikrobidlny rast a navratnost vodika — The effect of monensin on microbial growth and hydrogen recovery

\
Ukazovatel' Diéta 1 Diéta 2 I Diéta 3 ’ Diéta 4
|
Produkcia mikrobialnej DM v g na 1 kg |
stravenej DM2 | 169,13 43,25 20371 +223 | 179,25 43,20 | 190,48 }-2.04
Produkcia ATP v mol na 1 kg stravnej
DM? - 1746 4045 18,08 +067 | 16,44 40,31 17,60 41,86 |
Yate [g.mol-T] - 972 4039 | 11,30 4-0,33°" 16,90 40,24" 10,32 17
Vodikova bilancia’ [mmol . dei] .
Produkcia’ H, - ‘88,61 42,37 80,61 42,25 62,33 41,29 59,79 5,81
Utilizacia® H,
na produkciu UMK’ 76,53 +3,39 66,15 +4-2,09* 47,44 +1,14*** 39,44 1-3,88***
na produkciu metdanud 1,51 +0,55 2,09 +0,96 1,27 0,45 2,13 40,65
na produkciu bakteridlnej hmoty? 10,94 +0,01 1177 4002*"r | 857 F001**% 7,65 $-0,006"**
Celkove® 88,73 43,65 79,60 —_»tZ.loi 57,04 4-1,40*** 49,23 +3,62*** |
Névratnost' H, [%] 100,13 | 98,74 91,51 82,34

Icharacteristic, 2production of microbial DM in g per 1 kg digested DM, 3ATP production in mol per 1 kg digested DM, *hydrogen
balance, Sproduction, ¢utilization, 7in relation to VFA production, 8to methane production, %o bacterial matter production, total,
"recovery



stipajicim podielom sena v diéte sa zniZovala produkcia UMK. Dodanim
monenzinu sa zniZili hodnoty produkcie UMK, Kkyseliny octovej, n—ma-
slovej a izo-valérovej a pomeru acetat/propionat a zvyS$ili hodnoty pro-
dukcie kyseliny propionovej a n—valérovej v porovnani k produkcii cel-
kovych i jednotlivych UMK pri fermentdcii podobnych diét bez dodania
monenzinu (Jalc¢ a i, v tlaCi; Wallace a i, 1981; Stanier a
Davis, 1981).

Celkova produkcia plynov sa zniZovala so stipajucim podielom sena
v diéte. Produkcia metdanu a CO, bola vplyvom monenzinu znac¢ne zniZe-
na. Produkcia metdanu a CO, pri fermentacii diét v RUSITECu je okolo
10—11, resp. 22—49 mmol . defi"! (Czerkawski a Breckenrid-
ge, 1985; Czerkawski a i., 1984).

Je znama skutocnost, Ze vplyvom monenzinu nastava pokles tvorby
metanu a vzostup kyseliny propiénovej. Pri bachorovej fermentacii je
pri tvorbe metanu a propionatu opacny vztah, ¢o vyplyva z urcitej kon-
kurencie obidvoch systémov odstrafiovania vodika. Monenzin nema pria-
my inhibi¢ény vplyv na metanogénne baktérie, ale potlaca rast baktérii
produkujicich acetdt, butyrat a odvddza metabolicky vodik z metanu do
propiondtu (Van Nevel a Demeyer, 1977).

V stilade s tym st aj naSe vysledky tykajice sa vyuzitia metabolického
vodika (H,), ktory bol najviac vyuZivany na produkciu UMK, potom na
produkciu bakteridalnej hmoty a najmenej na produkciu metdanu. So stu-
pajiucim podielom sena v diéte ako aj vplyvom monenzinu sa produkcia,
utilizacia a navratnost H., zniZovala (tab. IV). Podobné vysledky dosiahli
aj Wallace a i (1981). Kalkulaciou navratnosti metabolického vo-
dika sme uskutocnili podla stoichiometrie popisanej autormi Marty
a Demeyer(1973)aDemeyer a Van Nevel (1975).

Zo stoichiometrie bachorovej fermentdcie je moZné vypocitat konecné
produkty fermentacie v RUSITECu (Czerkawski, 1986) a energetic-
ku vytaznost UMK (Orskov a i, 1986). Pri fermentacii diét obsahu-
jicich seno a koncentrdat sa vplyvom dodania 2,5 a 10 mg monenzinu
(Jalé¢ a i., v tlac¢i), resp. 0,5 mg monenzinu (Stanier a Davis,
1981) zvysila vytaznost energie UMK (E), E, a E; a zniZilo E,. V tomto
experimente bola vy$Sia ucinnost energie UMK (E) a E, v koncentrato-
vej diéte (V,) neZ v objemovych dietach (V,, V; a V;) a nizia E, a Es.
Ostatné ukazovatele konecnych produktov fermentacie v umelom bachore
— vyuzitie glukoézy, produkcia ATP a mnozstvo fermentovanych hexoz
vykazovali vy$Sie hodnoty v koncentratovej diéte (V,) oproti objemo-
vym diétam. Jednotkou miery energie vytvorenej pocas fermentacie je
ATP. Na zaklade produkcie ATP a produkcie mikrobidlnej biomasy je
mozné stanovit ucinnost syntézy mikrobidlnej hmoty — Yare. Czer-
kawski (1986) uvadza hodnotu Yare 10,5 pre koncentratové a mieSané
diéty a 7,0 pre objemové diéty. Wallace ai. (1981) uvadzaja hodnotu
Yarr 9,8 @ 10,9 pri fermentacii sena koncentratu (50 : 50 % ). Vplyvom mo-
nenzinu (33 mg . defi~!) sa Yarr zvyS$ilo na 10,6wesp. 11,2. V naSom expe-
rimente bola zistend najvys$Sia ucinnost syntézy mikrobidlnej hmoty pri
fermentacii diéty obsahujicej 60 % a 40 % Kkoncentratu. NizZsie, avsak
podobné hodnoty Y,rp boli stanovené pri fermentacii ostatnych diét.

2.

Zaverom je mozZné konStatovat, Ze monenzin ovplyvnil fermentaciu
diét s roznym obsahom objemového krmiva a koncentratu, ¢o sa preja-
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vilo hlavne zvy$enou produkciou propiondtu, redukovanou produkciou
metidnu ako aj zmenami v produkcii kone¢nych produktov fermentacie.
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JALC, D. — BARAN, M. — VENDRAK, T. SIROKA, P. (Institute of Animal Physiology
of the Slovak Academy of Sciences, KoSice): The effect of monensin on the fermenta
tion of feed with different hay and concentrate proportions in (RUSITEC) rumen
pouch. Veter. Med., (Praha), 36, 1991: 29—38.

An experiment was conducted with rumen pouch (RUSITEC — Rumen Simulation Techni-
que). In four fermentation vessels (V), percent proportions of hay and barley were as
follows: Vi — 40:60, Vo — 60:40, V3 — 80:20 and Vy; — 100:0. Every day 5 mg of
monensin dissolved in 1 ml 96% ethanol were added to each fermentation vessel. All
diets were isonitrogenous, and after an addition of urea the crude protein (CP) content
made 13% in each diet. The experiment lasted 12 days: so called steady state period
took the first six days when the fermentation conditions were stabilized. Monensin re-
duced dry matter digestibility, production of total volatile fatty acids, acetic acid, n—
butyric and isovaleric acids and acetate : propionate proportion, and it increased the
production of propionic and n—valeric acids. The production of methane and CO:
decreased. The higher proportion of hay in diets decreased dry matter digestibility,
digestibility of detergent fibre, total and individual volatile fatty acids, CO2, methane
energy yield of volatile fatty acids (E), glucose utilization, production of adenosine
triphosphate and production of fermented hexoses. The production, utilization and
recovery of metabolic hydrogen also decreased. The effectiveness of microbial matter
synthesis (Yarp = 11.3) was highest during the fermentation of feed containing 60%
hay and 40% barley.

monensin; rumen pouch (RUSITEC); volatile fatty acids; CO»; methane; final products
of fermentation
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LYSOZOMALNI AKTIVITA ENTEROCYTU TENKEHO STREVA SELAT
EXPERIMENTALNE INFIKOVANYCH KOKCIDII /SOSPORA SUIS

M. Kudweis, Z. Lojda, I. Juli§

KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, I. (Vgzkumnd a diagnosticka histochemicka
laboratoir nemocnice, Cesky Krumlov; Laboratot pro histochemii pfi lékarské fa-
kulté Univerzity Karlovy, Praha): Lysozomalni aktivita enterocyti tenkého streva
selat experimentdlné infikovanych kokcidil 1sospora suis. Veter. Med. (Praha), 36,
1991 (1): 39—50.

U gnotobiotickych a konvencnich selat experimentalné infikovanych prvni den po
porodu (DPP) oocystami kokcidie Isospora suis jsme studovali lysozomdlni akti-
vitu enterocyti sliznice tenkého stieva. Pro zndzornéni lysozomi jsme pouZili
metodu k priikazu aktivity g-D-glukuronidazy (EC. 3.2.1.31.). Selata byla infiko-
vana odlidnou infekéni davkou oocyst (100000 oocyst u selat gnotobiotickych
a 200000 oocyst u selat konvenénich). U gnotobiotickych infikovanych selat jsme
aktivitu g-D-glukuronidéazy v lysozomech enterocytl studovali v obdobi 3.—11. den
po infekci (DPI) a u infikovanych selat konvenc¢nich v obdobi 2.—10. DPI. U kon-
trolnich selat, ve skupiné gnotobiotickych zvirat ve véku 2—5 dnl a v sestaveé
zvirat konvenc¢nich ve véku 4—7 dnl jsme prokazali, Ze vyssi aktivitu s-D-gluku-
roniddzy maji lysozomy enterocytil sliznice stievni u kontrolnich selat gnotobio-
tickych (-+5,30 primérné hodnoty denzity, Dx). U infikovanych gnotobiotick§ych
a konvencnich selat jsme zjistili, Ze vyvoj aktivity g-D-glukuronidazy prodé&lava
celkem tFi etapy v prabéhu onemocnéni. Dvé faze jsou doprovazeny znainym
zvySenim aktivity enzymu (3.—9. DPI u selat gnotobiotickych, 2.—3. a 7.—9. DPI
u selat konvencnich). Treti etapa, zretelnd zejména u infikovanych selat kon-
vencnich, je charakterizovdna vyraznym sniZenim aktivity £#-D-glukuronidazy, a to
az pod droven kontrolnich zjisténi (10. a zejména 11. DPI u selat gnotobiotickych,
4.—6. a 10. DPI u selat konvenc¢nich). Topograficky dvé faze vzestupu i etapa po-
klesu aktivity p-D-glukuroniddzy postihujf celé tenké stifevo bez predispoziéniho
defektu enzymu v jednotlivych tdsecich tenkého streva.

experimentalni infekce; histochemie; pA-D-glukuroniddza; lysozomy; Isospora suis

Prijmové onemocnéni v prabéhu klinické kokcidiézy sajicich selat
tivd obvykle 1—5dntt (Roberts a Walker, 1982).

Patologické zmeény se pri experimentalni kokcidioze sajicich selat mo-
hou vyskytovat v podstaté kdekoliv v pribéhu tenkého stfeva, obvykle
jsou vSak tézsi ve stfednim a zadnim jejunu a také vileu (Harleman
a Meyer, 1985).

Obecnym znakem histologickych zmén je rizné pokrocila atrofie stfev-
nich klki (Robinson aj, 1983). Atrofované klky jsou zpravidla
kryty kuboiddlnimi nebo dlaZdicovymi burikami, pri¢emZ Lieberkiihnovy
krypty jsou hyperplastické (Robinson aj., 1983).
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V experimentech ma choroba bifazicky pribéh (Harleman a
Meyer, 1985). Patogeneze enterdlnich zmén pri experimentalni isospo-
roze u gnotobiotickych a konvencnich selat probihd ve dvou fazich s dvoji
alteraci sliznice tenkého stfeva, na kterou navazuji faze reparace a rege-
nerace patologickych zmén (Vitovec a Koudela, 1990).

Studium aktivity lysozomalnich enzymi enterocyti je vhodnym mar-
kerem pro posouzeni funkc¢niho stavu a urovné vyzralosti absorpcnich
bunék v pribéhu stfevnich onemocnéni nejriznéjsi etiologie (Trier
a Rubin, 1965).

Lysozomy jsou téliska o primeéru 0,1—1,0 um, které funkcné a struktu-
ralné patri do skupiny enzymaticky bohatych cytozomi.

V enterocytech sliznice tenkého streva jsou lysozomy lokalizovany
pfednostné v supranuklearni oblasti burniky, méné v oblasti infranuklear-
ni (Lojda, 1969a, b; Kobayashi aj., 1980).

Funkce lysozom( neni jeSté v plném rozsahu zndama. Predpoklada se
jejich ucast na enzymatickém odbourdvani rtznych latek (napf. tuki)
intracelularniho i extracelularniho ptvodu (Biempica aj., 1962},
které se do buriky dostavaji pinocytéozou a fagocytozou (Trier a
Rubin, 1965). Jednoznacny podil lysozomi@ na resorpci tuki se vSak
ani v pozdeéjSich studiich prokazat nepodarilo (Barka, 1964).

Pro ucast v enzymatickém Stépeni svédCi bohatd enzymaticka sada, ob-
sazend v lysozomech. Obsahuji vysokou aktivitu kyselé fosfatdzy, E 600
rezistentni termolabilni esterazy, acetyl-g-D-glukozaminiddzy a £-D-glu-
kuroniddzy (Lojda, 1966a, 1974). V lysozomech jsou pravdépodobhné
lokalizovany také g-D-glukosidaza a g-galaktosiddaza (Lo jda, 1966a).

Pro studium lysozomadlni aktivity se za nejvhodnéjsi povazuje prikaz
4-D-glukuronidazy, ktera na metodicky vhodné zpracovaném materidlu
dava nejlepsi topochemickou lokalizaci (Lojda, 1967, 1974). Nepa-
trné mnozstvi tohoto enzymu je vazano také na endoplazmatické retiku-
lum, ovSem bez presné a vyrazné topochemie (Lojda aj., 1979a).

Jak bylo uvedeno vySe, aktivita g-D-glukuroniddzy je v enterocytech
zdravého tenkého stfeva prokazatelnd zejména v supranukledrni oblasti
[Lojda, 1969). Tuto lokalizaci dokladaji dale prace Lojdy (1974)
provedené na sliznici tenkého streva lidskych novorozencli a prace Kud -
weise a Lojdy (1989a, b), ktefi aktivitu 8-D-glukuronidazy studovali
ve sliznici tenkého stfeva gnotobiotickych a konvencnich selat.

VétSina enterocytarnich enzym@ prodelava ve své aktivité vyvoj, ktery
je zpravidla dokoncen po vynoreni enterocytu ze stfevni krypty a jeho
dislokaci na bazi stfevniho klku (Havrankova a Lojda, 1977;
Lojda, 1983a). Ani po této enzymatické diferenciaci neni aktivita en-
zymu enterocytu stdld a méni se napriklad v pribéhu dne (RuUzic-
kova aj., 1978).

Lysozomalni enzymy, vcetné g-D-glukoronidazy prodélavaji ve své ak-
tivité behem nejraznéjSich patologickych stavli variabilni zmény
(Fabry, 1959; Lojda, 1966b, 1983b; Lojda aj., 1970; Ross,
1980; Kudweis aj., 1987).

Cilem nasi prdace bylo na lysozomdlnim, topochemicky nejlépe lokali-
zovaném enzymu prOokdzat znacnou pestrost v aktivité lysozomadlnich
enzymu béhem experimentdlni infekce gnotobiotickych a konvencnich
selat kokcidii I. suis.
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Priace prinasi i nékteré nové poznatky o funk¢énim a strukturdlnim
(organelovém) poskozeni absorpCnich bunék sliznice stfevni v dobé
urychlené diferenciace bunék sliznice stfevni, o které jsme referovali
diive (Kudweis a Lojda, 1989c; Kudweis aj., 1989a, b, c).

MATERIAL A METODA

Prehled experimentalné infikovanych gnotobiotickych a konvenc¢nich selat kokcidif
1. suis, jejichz tkan sliznice tenkého stieva jsme vys$etiili, je uvedena v tab. I. Provedenf
infekce a zplsob odbéru vzorkd tenkého stieva jsou popsany jinde [ Kudweis aj,
1989b, c).

Vzorky byly ihned po utraceni selat a odbéru rychle zmrazeny na suchém ledu a do
zpracovani uloZeny v mrazicim pultu s teplotou —60 a? —70°C. Z takto pfipravenych
zmrazenych blo¢kl tenkého stieva byly porizeny sériové rezy na kryostatu (Frigocut,
Mod. 2700, Reichert-Jung, SRN) o tloustce do 7 um.

Rezy byly preneseny na tepla podlozni skla, na nichZ ihned roztaly a prischly.

Priikaz 8-D-glukuroniddzy jsme provadéli podle Lojdy (Lojda a Fric¢, 1967;
Lojda aj, 1979a). Jako substratu jsme pouZili naftol-AS-BI-Z-D-glukuronid (4.0 mg),
ktery jsme po rozpusténi v malém mnoZstvi dimetylformamidu (DMF) smichali s pufro-
vanym roztokem hexazo-p-rosanilinu (HPR) v poméru 0,7 ml HPR a 20 ml 0,2M octanu
'sodného. Pripravu HPR jsme provedli podle Lojdy aj. (1979a). pH inkubaéniho
média bylo upraveno na 5,0—5,2. Rezy jsme inkubovali pfi teploté 0—4°C (v lednié-
ce) tak, aby doba inkubace neptesdhla 12 hodin.

Aktivitu 8-D-glukuroniddazy v enterocytech jsme vyhodnotili na pocitacem Fizeném
(SAPI-ZPS 2) skanu'icim a integrujicim mikrodenzitometru VICKERS M86 pri standard-
nim pouziti objektivu 20°< a clony ¢. 2 (pramér 2 um).

Denzitu £-D-glukuronidazy jsme méfili pri vinové délce 540—560 nm, kterda odpovi-
dala pri dané konfiguraci pfistroje maximalni absorpci deponovaného reakéntho pro-
duktu.

Denzitu 8-D-glukuronidazy v enterocytech jsme métili tak, Ze jsme prohlédli 15 sério-
vych tezi kaZdého tGseku tenkého stieva a vyhodnotili v jednotlivgch fezech 10—15
sttevnich klki. Denzitu jsme pak meéfili v 15—20 enterocytech (se zaméfenim na pie-
vazujici lokalizaci §-D-glukuroniddzy) v rozsahu celého obvodu kaZdého prohlizeného
sttevniho klku.

I. Prehled zpracovaného materidlu — A survey of the treated material

) Gnotobiotick4 selata’ Konvenén{ selata?

sele @ DPPi,* DPI,** sele Bl DPPj, DPI,
1Sg 4 1 3 IS 22 1 2
ISg 7 1 4 1S 14 1 3
I1Sg 22 L 5 IS 16 1 4
1Sg 25 3 6 1S 20 1 5
1Sg 12 1 7 IS 24 1 6
ISg 13 1 8 IS 30 1 7
ISg 14 1 9 IS 33 1 8
I1Sg 17 1 10 IS 34 1 9
I1Sg 21 1 11 IS 35 1 10
K1—K4 0 | 2—50* K1—K4 0 4—7*1

'gnotobiotic piglets, 2conventional piglets

B[Sg — Isospora suis — gnotobiotické; MMIS — Isospora suis — B1Sg — Isospora suis
— gnotobiotic; BB IS — Isospora suis

* infekce ve dny po porodu; ** utraceni ve dny po infekci — *infection on days after
birth; ** killing on days after infection
8+ vék kontrolnich selat gnotobiotickych a *Nkonvenénich — B* age of gnotobiotic

and *®conventional control piglets
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Ziskané udaje jsme statisticky zpracovali a stanovili Dx s-D-glukuronidazy v entero-
cytech jednotlivych dsekl tenkého streva.

Dx g-D-glukuroniddazy jsme v paranuklearni a infranukledrni zoné absorpcnich bu-
nék nehodnotili, vzhledem k nizkému poctu lysozOml v téchto oblastech enterocyti.

VYSLEDKY

Pro objektivni studium lysozomadlni aktivity enterocytii jsme vyhodno-
tili aktivitu g-D-glukuronidazy ve sliznici tenkého stfeva infikovanych
selat.

PFi pfiprave této prace jsme pouZili i histochemickou detekci ostatnich
lysozomalnich enzymt (kyselé fosfatazy a acetyl-g-D-glukosaminidazy).
Zjistili jsme, Ze topochemie je nejpresnéjsi v pfipadé g-D-glukuronidazy,
coZz dokumentuje v porovnani s dal§imi snimky obr. 1 (reakce na kyselou
fosfatdzu).

U kontrolnich selat jsme prokdazali vyssi aktivitu g-D- glukmomda/y
v enterocytech sliznice stfevni gnotobiotickych zvirat [+5 30 DX ve srov-
nani s kontrolnimi selaty konven¢nimi).

Ve stifevnich kryptach jsme reakcni produkt g-D-glukuronidazy nezjis-
tili (obr. 2). Rozdil, ktery jsme prokdzali ve vybaveni enterocytl stfevni
sliznice mezi konvenc¢nimi a gnotobiotickymi selaty, zFejmé souvisi s od-
liSnym usporfddanim bunécnych organel (lysozomii), zejména s ohledem
ke specifickym podminkdm bezmikrobniho prostfedi vnitfniho povrchu
stfeva u gnotobiotickych selat. Pfesnou odpovéd by podala studie sliznice
stfevni pomoci elektronové mikroskopie. Vékovy rozdil mezi kontrolnimi
selaty nepovaZujeme za rozhodujici vzhledem na shodné vysledky pfi
vySetfeni kontrolnich selat ve stejném véku (5 dnii).

Topograficky je aktivita u kontrolnich selat rozloZena pravidelné.
U gnotobiotickych kontrolnich selat jsme mirnou prevahu aktivity g-D-
-glukuroniddzy zaznamenali v duodenu.

U obou skupin experimentalné infikovanych selat jsme zjistili tfi etapy
ve vyvoji aktivity #-D-glukuroniddzy. Dvé z téchto etap jsou charakteri-
zovany vyraznym vzestupem aktivity £-D-glukuroniddzy; treti etapa je
doprovazena naopak snizenim aktivity #-D-glukuronidazy, a to aZ pod
aroven kontrolnich zjisténi.

Rozdil mezi infikovanymi gnotobiotickymi a konvenc¢nimi selaty spo-
civa v odliSném, casové ohraniceném pribéhu jednotlivych fazi vyvoje
aktivity g-D-glukuronidazy v enterocytech tenkého stfeva.

U infikovanych gnotobiotickych selat probihd prvni a druhd etapa
(EA I; EA II) vzestupu aktivity g-D-glukuronidédzy v obdobi 3.—9. DPI
(obr. 3) s preruSenim trvalého zvysovani aktivity enzymu 6. (resp. 7.)
DPI. Treti faze (faze poklesu akt1v1ty 8-D-glukuronidazy; EA III) nasle-
(]u_]é 10. a zejména 11. DPI (obr. 4). v pribéhu EA I a EA II jsme nej-
vyS88i aktivitu g-D-glukuroniddzy prokdazali v duodenu, s vyjimkou po-
cétku EA III (8. DPI), kdy jsme zjistili nejvice reakc¢niho produktu
¢-D-glukuronidazy v ileu.

Vyvoj Dx g8-D-glukuroniddzy v enterocytech sliznice jednotlivych use-
ki tenkého streva infikovanych gnotobiotickych selat uvadi tab. II (Cast
A) a jeji pribéh je zndzornén na obr. 5.

U infikovanych konvencnich selat jsme EA [ prokazali v obdobi 2.—3.
DPI a EA II 7.—9. DPI. EA III je tudiZ u konvencnich infikovanych selat
vyraznejsi. Ve srovndni s prechodnym pozastavenim zvySovani aktivity
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s-D-glukuronidazy 6. (resp. 7.) DPI u infikovanych selat gnotobiotic-
kych je charakterizovina EA III u konvencnich infikovanych selat po-
klesem aktivity #-D-glukuronidazy mezi EA I a EA I1 (4.—6. DPI; obr. 6).
EA III pokracuje 10. DPI, kdy sniZzeni dosahuje hodnot 50,31 % (obr. 7)
v porovnani s kontrolnimi udaji (104,37—88,12 ve stejném obdobi a 11.
DPI u infikovanych selat gnotobiotickych).

VSechny tri etapy ve vyvoji aktivity 4-D-glukuronidazy enterocyti sliz-
nice tenkého streva probihaji u infikovanych selat konvencnich vyrovna-
néji a hodnoty Dx dosahuji minimalnich odchylek.

Dx A-D-glukuroniddzy enterocyti tenkého stfeva infikovanych kon-
vencnich selat v jednotlivé DPI dokumentuje tab. II (¢ast B) a obr. 8.

1. Reakce na kyselou fosfatazu. Reakéni 2. Reakéni produkt g-D-glukuronidazy je
produkt je lokalizovan praktickv ve presné topochemicky lokalizovan na
vsech tiech oblastech enterocytu bez lysozOémy, zejména v supranuklearni
presné topiky v lysozomech. Sele K4 oblasti enterocytii (-). Sele K2 —
-gnotobioticke, vek pét dna, usek stied konvencni, vék pet dna, dsek stredni-
niho jejuna (zv. 200><) — Reaction to ho jejuna (zv. 100<) — The reaction
acid phosphatase. The reaction pro- product of #-D-glucuronidase can be
duct is located practically in all three located in an exact topochemical man-
regions of enterocytes without any ner in lysosomes, mainly in the supra-
exact topical characteristics in lyso- nuclear region of enterocytes (-).
somes. Piglet Kd4-gnotobiotic, age of Piglet K2 — conventional, age of five
five days, middle jejunum (enlarged days, middle jejunum (enlarged 100 <)
2004)
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3. Zna¢né zvySeni aktivity 3-D-glukuroni-
dazy 3. DPI u gnotobiotickych selat
(ISg 4) v aseku duodena. Strevni Kryp-
ty ani u infikovanych selat reakéni pro-
dukt neobsahuji (*; viz text; zv. 100
krat) — A great increase in the £-D-
-glucuronidase activity on DAI 3 in
gnotobiotic piglets (ISg 4) in duode-
num. The reaction product is not con-
tained in intestinal crypts in the in-
fected piglets (*; cf. the text; enlarged
100<)

4. Vyraznée snizeni aktivity 8-D-glukuroni-
dazy 11. DPI (sele 1Sg 21) v dseku
stfedniho jejuna. Také pri této nizke
aktivité si enzym uchovava lysozomdal-
ni lokalizaci (-], zv. 2000< — A steep
fall of the pA-D-glucuronidase activity
on DAI 11 (piglet ISg 21) in middle
je unum. At this activity the enzyme
has also its lysosomal location (-],
enlarged 2007

rI
¢
|

601 FA

1 5. Vyvoj DX ve sliznici tenke-
0 ho streva gnotobiotickych
| infikovanych selat — The
204 development of DX in the
1 . small intestine mucosa of
e e | 7J—P'- gnotobiotic infected piglets

3 2 R e . kontrola — control
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1661 — VNIDIAQIW INYVNIYALIA

4 2

1. Prehled ziskanych vysledkii® — A survey of the results obtained in trials®

Strevo** | DPI2 | DPI3 DP14 DPI5 DPI6 DPI7 | DPI8 DPI9 DPI10 | DPII1 | K1—K4

‘ D ! 110,5 130.4 128.6 110,1 112.9 123,6 147,7 81,3 | 68,7 77,96

| I 1139 | 1276 126,4 112,4 1132 123,1 146.3 76,9 66,7 71,20

A 12 l 112,3 | 120,3 1227 110,4 1128 143.8 141,5 73,1 62,8 71,87

I | 1085 | 2121 127,6 111,0 111,0 159.6 136,3 72,8 61,8 72,46

X . 111,3 | 122.6 26,2 110,9 1124 137.5 143,0 76,0 65,0 73,36

D 93,1 95,3 52,9 53,8 56,4 109,7 | 107.0 118.0 33,8 67,16

J1 90,9 96,7 53,1 54,1 55,5 108,7 105,5 118.,6 33,9 68,38

B I2 92,8 96,5 52.9 53.9 93,3 109,4 113,4 115,5 33,9 68,17

I 92,5 95,0 53,2 53,3 446 113,8 | 1156 113.3 34,2 68,54

X 82,3 95,9 53,0 53.8 524 | 1104 | 1104 116,3 33,9 68,06
*vgsledky v Dx: ** D — duodenum; ]; — stiedni jejunum: J; — zadni jejunum; I — ileum; A — gnotobioticka selata; B — kon-
vencéni selata — *results in Dx: D — duodenum: |, — middle jejunum; J; — posterior jejunum; I — ileum: A — gnotobiotic piglets;

B — conventional piglets



6. SniZeni aktivity £-D-glukuronidazy 6.
DPI u infikovanych konvencnich selat
(IS 24) v useku zadniho jejuna. Zbyt-
kova aktivita je lokalizovana supra-
nuklearné (-), zv. 200X — A decrease
in the g-D-glucuronidase activity on
DAI 6 in conventional infected piglets
(IS 24) in posterior jejunum. The re-
sidual activity is located in the supra
nuclear region (--), enlarged 200 <

7. Pokles aktivity g-D-glukuronidazy 10.

DPI u infikovanych konvencnich selat
(IS 35) v uaseku stredniho jejuna. Ly-
sozomalni aktivita je zachovana (-),
stifevni krypty jsou také u infikova-
nych konvencénich selat bez reakcéniho
produktu (*: viz obr. 3; zv. 140<{) —
A decrease in the j-D-glucuronidase
activity on DAI 10 in conventional in-
fected piglets (IS 35) in middle jeju-

num. The lysosomal activity has been
maintained (-), the intestinal crypts
do not either contain any reaction pro-
ducts in conventional infected piglets
(*: cf. Fig. 3; enlarged 140X)

160
140
1204
1004
GDJ ¢

8-0“"0!&1

8. Vyvoj DX ve sliznici tenkeé-

«0! ho strfeva konvenénich .n-

] fikovanych selat — The de-
201 velopment of DX in the small

) intestine mucosa in conven-

[ : e ; < ; . 5 ; DPy, tional infected piglets

% 4 & ! 2 B, M kontrola — control
-

DISKUSE

Enterocyty (buriky absorpc¢ni) se od ostatnich bunék sliznice tenkého
stfeva a také od enteroblastu lisi nejen morfologicky, ale také funkcne
(Lojda, 1966a, 1967, 1974).
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Rozdil spociva predevsim v jejich enzymatickém vybaveni. Ani po do-
konceni diferenciace (tzn. po vynofeni enterocytu ze stfevnich Krypt)
neni jejich enzymaticka aktivita konstantni.

Enterocyty sliznice stfevni prodélavaji dalsi vyvoj své enzymatické
aktivity s pribyvajicim vékem, coZ dokladaji prace Lojdy (1974), pro-
vedené pri studiu histochemie enterocyti sliznice stfevni u lidskych no-
vorozencli, Havrankové a Lojdy (1977) u morcCat a krys, An-
tonowicze (1979) ulidia Lojdy aj. (1984) u krys a miniprasat.

Kromé vyvoje enzymatické aktivity enterocytd v zdvislosti na véku
byl prokazan topograficky gradient nékterych enzymu sliznice tenkého
stfeva vcetné lysozomadlnich enzymt (Lojda aj., 1979b) a také cirka-
dianni rytmus vybranych enzymi (RuazZickova aj., 1978).

#-D-glukuronidéaza (g-D-glukuronid glukuronohydrolaza; EC. 3.2.1.31.)
je vedle jinych enzymia (Kkyselé fosfatazy, acetyl-g-D-glukosaminiddzy
a k600 resistentni termolabilni esterazy) lokalizovana v lysozomech, pre-
vazné v supranuklearni zoné enterocytii sliznice stfevni (Lojda,
1966a, 1974).

Podili se na degradaci mukopolysacharidii a ma tudiZz velmi tésny vztah
k sacharidovému metabolismu (Lojda aj, 1979a). NaSe driveéjsi vy-
sledky s ohledem na ulohu £-D-glukuroniddzy vysvétluji funkéni stranku
poklesu mnozstvi mukosubstanci v povrchové vrstvicce hlenu a v pohér-
kovych bunkdach béhem infekce selat kokcidii I. suis, o kterém jsme jiz
referovali (Kudweis aj., 1989b). Jsme toho nazoru, Ze variabilita
v mnozstvi mukosubstanci ve sliznici stfevni je funkcné spojena s casovée
shodnym vykyvem aktivity g-D-glukuronidazy ve sliznici stfevni. PFi zvy-
Seni aktivity enzymu se mukopolysacharidy odbouravaji rychleji a jejich
mnozstvi klesd. Pri snizeni aktivity g-D-glukuronidazy je vyvoj v mnoz-
stvi mukosubstanci sliznice stfevni opa¢ny (Kudweis aj., 1989a).
Vyvoj histochemickych postuptl prikazu g-D-glukuronidazy byl bohaty.

Kromé metody pouzité v této praci (Lojda a Fric, 1967; Lojda
aj., 1979a) je casto pouzivdna také metoda detekce g-D-glukuronidazy
podle Meijerovy Skoly (Meijer a Vloedman, 1973).

Na vyznam studia aktivity lysozomalnich enzymi bylo jiZ upozornéno
diive v souvislosti s pribéhem nejr@znéjsich fyziologickych i patologic-
kych procesi (Holman, 1973).

Mezi enzymy, které jsou lokalizovany v lysozomech nejlépe tyto or-
ganely stopuje §-D-glukuroniddza (Lojda, 1967, 1974).

Volba studia lysozomélnich enzymi a lysozomadlni aktivity enterocytt
v pfipade experimentalni infekce selat kokcidii /. suis, kdy je prioritné
alterovano tenké strevo, vychazi ze zjiSténi, Ze se béhem onemocnéni
tenkého strfeva rizné etiologie meéni vedle aktivity lysozoméalnich enzymi
{Lojda, 1967, 1975) také pocet a struktura samotnych lysozomu
(Trier a Rubin, 1965; Lojda, 1967, 1974; Ross, 1980; Na -
rita aj., 1982).

Zmeény v aktivité lysozomalnich enzymt nejsou vSak zpravidla kon-
stantni (Lojda, 1966a). V nékterych pfipadech se podafilo zjistit
sniZzeni jejich aktivity (Sitko, 1970), jindy jejich zvySeni (Fabry,
1959; Lojda, 1967, 1974; Kudweis aj., 1987).

Také v naSi praci jsme prokazali ve vyvoji aktivity g-D-glukuronidazy
znacnou variabilitu. Predstavuje-li tento enzym topochemicky nejvérnéji

VETERINARNI MEDICINA — 1991 47



lysozomy, pak jsme také dolozili vyrazné kolisani poctu lysozomi bé&hem
experimentalni infekce.

Vitovec a Koudela (1990) popisuji pri experimentalni infekci
selat kokcidii I. suis dvoji alteraci sliznice stfevni (3.—4. DPI a 8.—9.
DPI) a dvoji reparaci patologickych zmeén (5.—7. DPI a 10.—12. DPI).

NaSe zavéry tedy dokladaji, Ze v dobé alterativnich fazi nastava zvy-
Sovani poctu lysozomi, kdezto v obdobi reparace dochazi k poklesu je-
jich poctu, coZ je doprovazeno zvy3enim nebo sniZzenim Dx reakcéniho
produktu g-D-glukuroniddzy ve sliznici tenkého stfeva.

Vyraznéji se faze poklesu poctu lysozomt (EA III) projevuje u infi-
kovanych selat konvencnich, kdeZto u infikovanych selat gnotobiotic-
kych je tato etapa charakterizovdna pouze pozastavenim dalSiho zvyS$o-
vanli jejich poctu.

DosaZené vysledky jsou tedy shodné se zavéry jinych autord (Fabry,
1959; Lojda, 1966a, 1967, 1974, 1983b; Sitko, 1970; Kudweis
aj., 1987), ktefi v nékterych pripadech casové omezeného onemocnéni
nebo fyziologické zatéze konstatovali ve vyvoji lysozomalnich enzyma-
tickych aktivit znacnou variabilitu.

Vysledky naS$i prace dokladaji, Ze absorpcni buiiky jsou funkcné posko-
zovany primarné a sekundarné. Predpokladame, ze primarni defekt ente-
rocyti zptsobuji enteralni zmény vyvolané samotnym vlivem kokcidie
1. suis, sekundarni poSkozeni pak urychlena diferenciace v obdobi prvni
alternativni fdze a pocatku prvni faze reparativnich zmén ve dny po
infekci, jak je casové vymezuji Vitovec a Koudela (1990). Funkc-
ni vysvétleni urychlené diferenciace jsme jiz dolozili ( Kudweis aj.,
1989a, b, c).

Je mozné vyslovit domnénku, Ze vlivem enterdlniho plisobeni kokcidie
I. suis jsou uvoliiovany nebo po urcité chemické interakci produkovdny
labilizatory lysozomadalnich membréan, které maji za nasledek vyplavovani
lysozomédlnich enzym@ do cytoplazmy absorp¢nich bunék, ¢imZ je naru-
gena topika lysozomii.

Soucasné vSak zrejmé probihd syntéza g-D-glukuronidazy ve stdvaji-
cich lysozomech, coZ méa za nasledek celkové zvySeni aktivity tohoto
lysozoméalniho enzymu v obdobi morfologickych alteraci.

Naopak v dobé pozastaveni zvySovani lysozomdlni aktivity (6., resp.
7. DPI u infikovanych selat gnotobiotickych) nebo dokonce sniZeni této
aktivity (4.—6. a 10. DPI u infikovanych selat konvenc¢nich a 11. DPI
u infikovanych selat gnotobiotickych) se urychlenou diferenciaci ( Kud -
weis aj., 1989a, c, d) uvoliuji ne zcela vyzralé enterocyty, které jesté
nemaji lysozomalni aktivitu na fyziologické urovni a proto se aktivita
lysozémt v této dobé snizuje. Ta se upravuje, v naSem pripadé velice
rychle podle predpokladu rady autori (Lojda, 1974; Antono-
wicz, 1979; Havrdnkova a Lojda, 1977; Lojda aj., 1984)
s pribyvajicim vékem.

V souhrnu naSe prace dokladd znacnou variabilitu lysozom&lni en-
zymatické aktivity a souCasné podava mozné vysveétleni funkéniho po-
$kozeni absorpcnich bunék ve vztahu k specificky lokalizovanému en-
zymu.

V neposledni radé jsou vysledky tohoto studia dalS§im potvrzenim do-
mnénky o patologické, znacné urychlené diferenciaci bunék sliznice
strfevni v obdobi infek¢niho protozoarniho onemocnéni.
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KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, 1. [Research and diagnostical Histochemistry La-
boratory of the Regional Hospital, Cesky Krumlov; Laboratory of Histochemistry affi-
liated to the Faculty of Medicine of Charles University, Praha): Lysosomal activity of
small intestine enterocytes in piglets experimentally infected by the coccidia Isospora
suis. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (1): 39—50.

The lysosomal activity of enterocytes of the small intestine mucosa was investigated
in gnotobiotic and conventional piglets experimentally infected on the first day after
birth (DAB) by the oocysts of the coccidia Isospora suis. A method of the proof of
#-D-glucuronidase (EC.3.2.1.31.) activity was used to demonstrate lysosomes. The piglets
were infected by different infection doses of oocysts (100000 oocysts in gnotobiotic
piglets and 200 000 oocysts in conventional piglets). In the gnotobiotic infected piglets
the activity of 4-D-glucuronidase in enterocyte lysosomes was investigated in the period
from day 3 to day 11 after infection [DAI) and in the infected conventional piglets
in the period from day 2 to day 10 after infection. Comparing the control piglets,
the group of gnotobiotic piglets at the age of 2—5 days and the groun of conventional
piglets at the age of 4—7 days, the higher activity of 2-D-glucuronidase was demon-
strated in the lvsosomes of intestinal mucosa enterocytes in the gnotobiotic control
piglets (--5.20 of the average density value, Dx). In the infected gnotobiotic and con-
ventional piglets the pattern of 2-D-glucuronidase activity was found to have three
wtages in the course of this infection. Two stages can be characterized by a great
increase in the enzyme activity (DAI 3—9 in gnotobiotic piglets, DAI 2—3 and 7—9 in
conventional piglets. The third stage., which is manifest mainly in the conventional
infected piglets, is characterized by a marked decrease in the activity of 3-D-glucuro-
nidase, reaching the level of control findings (DAI 10 and mainly 11 in gnotobiotic
piglets. DAT 4—6 and 10 in conventional piglets). A topographical picture shows that
the two stages of increase and the stage of 3-D-glucuronidase activity decrease occur
in the whole small intestine without any predisposition defect of the enzyme in the
different sections of the small intestine.

experimental infection; histochemistry: 4-D-glucuronidase:; lysosomes; Isospora suis
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OVERENI METODY A TESTACE UCINNOSTI ANTIFASCIOLIK PROTI
JUVENILNIM STADIIM MOTOLICE FASCIOLA HEPATICA
U LABORATORNICH MYSI

K. Babiéek, ]J. Danék

BABICEK, K. — DANEK, J. (Vyzkumny ustav pro biofaktory a veterinarni léciva,
Pohofi-Chotoun): Owveéirenl metody a testace ucéinnosti antifasciolik proti juvenil-
nim stadilm motolice Fasciola hepatica u laboratornich mysi. Veter. Med. (Praha),
36, 1991 (1): 51—56.

Letalita mys$i s rozdilnou pocdateéni hmotnosti pri experimentalni infekci 11—12 g,
resp. 30—35 g byla sledovdana po infek¢nich davkach 5, 7 a 10 adoleskarii. Po
davce péti adoleskarii uhynulo 33,3 % resp. 58,3 % po davce sedmi adoleskarii
uhynulo 50 % resp. 66,7 % a po davce 10 adoleskarii uhynulo 83,3 % resp. 91,7
procenta infikovanych mysi. Temeér vsechny uhyny byly zaznamenany v obdobi
od 23. do 35. dne po infekci (DPIl). Uc¢innost substanci clorsulonu, closantelu,
oxyklozanidu, rafoxanidu na juvenilni stadia motolic F. hepatica byla sledovdna
u mysi experimentdlné infikovanych davkou 10 adoleskdrii. Substance byly apli-
kovany per os 13. a 14. DPI v davkach od 50 mg do 400 mg.kg-' 2. h. a den.
U clorsulonu byla zaznamenana vy3si nez 90% ucinnost po aplikaci davek 100 mg
a 200 mg.kg—' Z h. a po podani davky 400 mg.kg-"' Z. h. byla dosaZzena 100%
acinnost. O&innost 77,8 % byla zaznamendna u diamfenetidu po aplikaci davky
200 mg.kg~'Z h. a po davce 400 mg . kg—"' Z h. Cinila ucinnost 100 %. Substance
closantelu, rafoxanidu a oxyklozanidu neprokazaly standardni u¢innost na juve-
nilni stadia motolice F. hepatica. U vylécenych my$i byla jaterni tkan v dobé
ukonceni testaci, tj. 22, DPI regenerovana. Laboratorni model F. hepatica u mysi
Ize pri popsané metodice vyuZivat pro screening latek.

screening; mys$; Fasciola hepatica; juvenilni stadia; odstupinované davky ado-
leskarii; letalita

Pri farmakologickém vyhleddavacim vyzkumu potencidlnich latek s an-
titrematodickym ucinkem je nejcastéji vyuZivan model Fasciola hepatica
u laboratornich potkani (Lammler, «1959; Thorpe, 1965a, b;
Chroustovda a Willomitzer, 1968; Boray, 1969; Babi-
cek a Daneék, 1989a).

Pouziti laboratornich mySi pro testace ucinku antifasciolik na adultni
formy motolic je limitovano vysokou letalitou experimentalné infikova-
nych zvifat v zavéru akutni faze fasciolozy jiz po infek¢nich davkach jed-
né az dvou adoleskarii (Dawes, 1962; Lang, 1966). Masaba
(1981) popisuje od 21. dne po infekci (DPI) klinické zmény zdravotniho
stavu a od 29. DPI uhyny experimentdlné infikovanych mys$i po in-
fekéni davce dvou adoleskarii. Dawes (1962) zaznamenal vyrazny he-
morhagicky exsudat v brfiSni dutiné od 24. DPI davkou péti adoles-
karii na my$. Babic¢ek a Dané&k (1989b) popisuji 25% letalitu po
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infekéni davce tFi adoleskdrie na my§, po ddvce péti az sedmi adoles-
/Kéarii uhynulo 58 % zvifat a po davkach 10 a 15 adoleskéarii uhynula
viechna zvifata. Uhyny byly zaznamenadny v akutni fazi fasciolozy od 24.
do 31. DPI.

Andrews (1979) pred 21. DPI zaznamenal pouze ojedinély
thyn po ddvce ¢tyfr adoleskéarii ve skupiné 25 mySi a ve skupiné 15 my3i
nezaznamenal Zadny uhyn po infekéni ddvce osmi adoleskdrii na mys.

O metod4ach testace uc¢inku antifasciolik a o jejich acinnosti na juve-
nilni formy motolic F. hepatica u laboratornich mySsi jsme nachézeli pou-
ze ojedinglé udaje. Boray (1969) cituje nepublikovana pozorovani
Happicha, ktery aplikoval dvakrat po sob& nitroxynil, hexachloro-
fen, Hilomid a Hetol experimentalné invadovanym my3$im ddvkou 10 ado-
leskarii. Aplikace byla provddéna tfeti tyden po infekci a za sedm dni
po lé¢bé byla zvifata utracena. Autor popisuje thyny myS$i po obvykle
tolerovanych davkach a nedoporucCuje pouzZivani my3i pro testace.

Coles (1976) zjistil sniZzenou aktivitu jaterniho parenchymu u my3i
pfi uvoliiovani ucinnych metaboliti diamfenetidu. Andrews (1979)
testoval vliv antifasciolik na juvenilni stadia F. hepatica u mySsi. Potvrdil
ucinnost rafoxanidu a niz§f ucinnost diamfenetidu, oxyklozanid nebyl
uéinny. PouZité d4avky vS8ak neuvadi. Autor doporucuje provadé&t screen-
ing acinnych latek proti juvenilnim i adultnim motolicim F. hepatica
u my$3i za urcCitych omezeni.

Cilem nasi prace bylo provéfeni moznosti testace ucinku vybranych
antifasciolik rafoxanidu, clorsulonu, closantelu, oxyklozanidu a diamfe-
netidu na juvenilni stadia motolice F. hepatica u experimentalné infiko-
vanych laboratornich my3i. Na zaklad& ziskanych vysledki posoudit
vhodnost metody pro screening latek neznamé aktivity.

MATERIAL A METODY

Detailnf metodiky odchovu mezihostitelskych plZii Lymnaea tomentosa, ziskavani
a osetfovani adoleskarii vCetné& vychozich literarnich citaci byly publikovany autory
Babic¢ek a Danék (1989a).

Infekéni ddvku adoleskérii v pokusech 1 a 2 jsme aplikovali pomoci jicnové sondy
perordlné. Ve v3ech pokusech jsme pouZivali samce laboratornich mysi kmene CRI
(Velaz), ktefi byli krmeni kompletni krmnou smési DOS 2B a napdjeni vodou ad libi-
tum.

V pokuse 1 jsme sledovali letalitu my3i po infekénich davkach 5, 7 a 10 adoleskarii
pro toto ve dvou soub&zZnych skupinach. Do prvni skupiny jsme zaradili my3i o pocatec-
ni hmotnosti 11—12 g a do druhé skupiny o pocateé¢ni hmotnosti 30-35 g. V kaZdé
pokusné skupiné i v prisludnych neinfikovanych kontrolnich skupindch bylo 12 mysi.

Wwokusy jsme ukonéili 56. DPI. Na zé&kladé helmintologické pitvy jater jsme sta-
novili intenzitu a extenzitu infekce (II, EI) u preZivajicich laboratornich mys3i.

Na zéaklad& ziskanych vysledki z pokusu 1 jsme ovéiovali v pokuse 2 Géinnost vy-
branych substanci znamych antifasciolik na juvenilni stadia F. hepatica u mysi s po-
C¢atecni hmotnosti 11—12 g. My3i ve v3ech pokusnych skupindch jsme nulty den pokusu
infikovali ddvkou 10 adoleskarii. Do kaZdé lécené skupiny jsme zaradili Sest zvirat
a do nelétené kontrolni skupiny 12 laboratornich mysi. U¢inné substance clorsulonu
(MSD AGVET), rafoxanidu (MSD AGVET), closantelu (Janssen Pharmaceutic), oxyklo-
zanidu (COOPERS) a diamfenetidu (VCHZ Synthesia) jsme aplikovali suspendované
v Dorfmanové ¢&inidle 13. a 14 DPI. PouZité davky jednotlivgch G¢inngch substanct
uvadime v tab. II. Pokus jsme ukonéili 22. DPI a jitra v8ech pokusnych zvifat
jsme mikroskopicky vyS$etFili kompresni metodou. Na zakladé vysledki helmintologické
organové pitvy jater jsme stanovili ufinnost metodou neptimé aktivity, kterou publiko-
val Steward (1955).

52 VETERINARNI MEDICINA — 1991



VYSLEDKY

Letalitu mySi v pokuse 1 s pocateCni hmotnosti 11—12 g uvadime na
obr. 1 a thyny myS3i s poCatecni hmotnosti 30—35 g jsou zaznamendany
na obr. 2.

Nalezy motolic na zakladé helmintologické pitvy jater a dosaZend
intenzita a extenzita infekce u obou skupin je uvedena v tab. I. U uhynu-
lych infikovanych mySi jsme pfi patologickoanatomickém vyS$etfeni zjis-
tovali rozsdhlé nekrozy jaterniho parenchymu, hematomy v jatrech,
ascites a fibrinozni peritonitidy. U utracenych zvirat 56. den pokusu jsme
nachézeli pohlavné zralé motolice F. hepatica, které byly lokalizovany
v dilatovanych ZluCovodech. U kontrolnich zviFat bylo patologickoanato-
mické i helmintologické vySetfeni negativni.

Vysledky dcinnosti testovanych antifasciolik v pokuse 2 uvadime v ta-
bulce II.

Pfi mikroskopickém vySetfovani jaterniho parenchymu kompresni me-
todou jsme 22. den po infekci, tj. osmy den po posledni aplikaci antifas-
ciolik nachézeli vyhradné Zivé a neporusSené motolice F. hepatica. U vy-
léCenych my3i jsme nachazeli bélavd nekroticka loZiska s amorfnim ob-
sahem o praméru 1—2 mm, okolni jaterni tkamn byla pfevaZné regenero-
vana.

U kontrolnich nelécenych a u nevylécenych pokusnych myS$i jsme na-
chéazeli ascites, fibrinozni peritonitidy, rozsahlé nekrozy a hematomy v ja-
terni tkani.
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dny po infekci — days after infection
. Ohyny my$i po rozdilngch infekénich 2. Ohyny mysi po rozdilnych infeké&nich
davkach F. hepatica (hmotnost pfi in- davkach F. hepatica (hmotnost pfi in-

fekci 11—12 g) — Mortality of mice

fekci 30—35 g) — Mortality of mice

after administration of different infec- after administration of different in-
tion doses of E. hepatica (body fection doses of F. hepatica (body
weight at the time of infection weight at the time of infection
11—12 g) 30—35 g)
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I. Vysledky helmintologické pitvy jater a bridni dutiny po odstupiiovanych déavkach
adoleskérif v pokuse 1 — The results of a helminthological dissection of liver and
organs in the abdominal cavity after administration of gradated doses of metacercariae
in Trial 1

Pocdatedn Infeként Primeérny nalez motolic (x)3 Zachyt- Ohyn
hmotnost ddvka | uuhynu-| upfrezi- most* | g1 [0 | celkem®

mysf! adoleskarie?| lych | vajicich | celkem® | (05 [%]

[g] mysi? mysi® 3

0 0,0 0,0 0,0 — — 0,0

1112 5 2,5 2,25 12,33 46,6 100,0 33,3

7 2,83 2,5 2,67 38,1 100,0 50,0

10 4,1 4,0 4,08 '40,8 1100,0 83,3

0 0,0 0,0 0,0 — — 0,0

30—35 5 2,14 0,8 1,58 .31.6 . 91,67 58,3

7 3;13 2,5 2,92 417 100,0 66,7

10 3,9 13,0 3,83 | 383 1000 | 91,7

Istarting weight of mice, “infection dose of metacercariae, “average number of liver
flukes, “mortality of mice, ®surviving mice, °total number of liver flukes, “catch rate,
Stotal

1. U&innost standardnich antifasciolik na juvenilni motolice Fasciola hepatica u expe-
rimentalné infikovanych mysi — The efficacy of standard antifasciolics in the control
of juvenile liver flukes Fasciola hepatica in experimentally infected mice

Skupina’ Dennf davka3 Podet | Uhyny rﬁf;ltl;?;& Ucinnost?
O¢inna latka? |mg.kg—' % h.]‘| mys$t* | mysi® [X] [%)]
Kontroln{
nelégen4?d ' - i I 0 i B

|
Clorsulon 50 6 1 1,60 64,4
100 6 0 0,33 92,6
200 6 0 0,17 96,2
L 400 6 0 D00 | 1000
Rafoxanid 50 6 0 4,33 3,8
100 6 0 2,67 40,6
200 6 0 4,5 0,0
400 6 0 3,16 29,8
Diamfenetid 100 6 0 3,16 29,8
200 6 2 1,00 77,8
400 6 0 0,00 100,0
Closantel 100 6 0 2,83 37,1
200 6 0 2,83 37,1
400 ! 6 0 2,17 51,7
Oxyklozanid 200 ' 6 0 12,67 40,6
400 I 6 2 4,75 0,0

lgroup, 2active substance, 3daily dose, ‘number of mice, “mortality of mice, “total num-
ber of liver flukes, 7efficacy, 8control — untreated

DISKUSE

Vétsinu thynl experimentalné infikovanych laboratornich mys$i v po-
kuse 1 jsme zaznamenali v obdobi od 23. do 35. DPI nezavisle na
hmotnosti my3i a velikosti nami pouzitych infek¢nich davek. Andrews
(1979) obdobné zaznamenaval ojedinélé uhyny infikovanych mysi moto-
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licemi F. hepatica do 21. DPI, nejvy8si thyny pozoroval témér shodné
s nasSimi vysledky od 21. do 31. DPI. Rozdilné vSak zaznamenaval
pomeérné vysoké thyny mysSi v chronické fazi fasciolozy. Podle naSich,
doposud nepublikovanych pozorovani, jsou motolice F. hepatica od 35.
DPI vyhradné lokalizovany v dilatovanych zluc¢ovodech. Jaterni pa-
renchym neni naddle rozruSovan migraci helminti a nastava jeho rychla
regenerace, coz vede k vyraznému sniZzeni tthynl experimentdlné infiko-
vanych myS8i. Nepotvrdili jsme doporuceni, které uvefejnil Andrews
(1979), v nemZ udava nejzaz$i termin pro ukoncCeni testaci 28. DPI.
Na zakladé vysledkl vlastnich pozorovani doporucujeme ukoncit testace
ucinku antifasciolik na juvenilni formy motolic u mysi 22. DPI,
protoze v ndasledujicich dnech nastavaji vyrazné zmeény klinického stavu
a dochazi k thyntim zvirat.

U uhynulych mysi jsme pri patologickoanatomické pitvé nachéazeli
ascites, fibrinozni peritonitidy, nekrozy a hematomy v jaternim paren-
chymu shodné s udaji, které publikoval Dawes (1962). Dale jsme
zjistili, ze od 24. dne po infekci je hodnota kompresniho vySetfeni ome-
zovana zvysSujici se induraci a kalcifikaci jaterni tkané a Zlucovodd.

Na zdakladé téchto vysledk( jsme upravili metodicky postup pfi usku-
tecnéni pokusu 2, ve kterém byla hodnocena ucinnost vybranych stan-
dardnich antifasciolik.

Ucinna substance diamfenetid prokazala 100% ucinnost aZz po dvakrat
opakované aplikaci vysoké davky 400 mg . kg~ ' zivé hmotnosti. Pro srov-
nani napt. Elizian a Tamiji (1977) a Bajagin a Demidov
(1980) popisuji 100% ucinnost na juvenilni motolice F. hepatica ve véku
meéneé nez peét tydni u ovci jiz po davece 100 mg . kg~ ! hmotnosti. Nepfimo
tim potvrzujeme zavéry Colese (1976), ktery prokazuje sniZzenou tvor-
bu dezacetylaci uvoliiovanych tc¢innych metaboliti diamfenetidu v jater-
nim parenchymu mysi.

Substance clorsulonu dosahovala vysokou ucinnost v davkach 100, 200
a 400 mg. kg ! Zivé hmotnosti. Literarni citace o ucinnosti ndmi pouZi-
tych davek clorsulonu na vyvojova stadia u laboratornich myS$i jsme v do-
stupné literature nezaznamenali. Mrozik aj. (1977) popisuji po jed-
norazové davce 15 mg. kg ' Z. h. ovci vy3s$i icinnost nez 90 % na moto-
fice ve véku péti tydna po infekci. Po davce 400 mg . kg~' Z. h. nepozoro-
val u ovci vedlejsi klinické priznaky.

U substanci oxyklozanidu, rafoxanidu a closantelu jsme nezaznamenali
standardni vysoky ucinek na juvenilni stadia motolic u experimentdlng
infikovanych laboratornich mysi.

Pro objektivni hodnoceni Uc¢innosti testovanych latek je dileZity ca-
sovy interval osm dn@i od posledni aplikace latek do ukoncéeni pokusu,
tj. provedeni helmintologické pitvy jater a Zlucovodi. V tomto terminu
jiz nedochazi pri diagnostice k zaméné mezi uhynulymi a preZivajicimi
motolicemi.

Laboratorni model F. hepatica u myS$i lze vyuZit pro vyhleddavédni po-
tencidlnich antitrematodik s ucinnosti na juvenilni stadia motolic pfi
screeningu latek.
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BABICEK, K. — DANEK, J. (Research Institute of Feed Supplements and Veterinary
Products, Pohoti-Chotoui): Verification of the method and tests of the efficacy of
antifasciolics in the control of juvenile stages of the liver fluke Fasciola hepatica in
laboratory mice. Veter. Med., (Praha), 36, 1991: 51—56.

Lethality of mice experimentally infected by the metacercariae of F. hepatica was de-
termined. Starting body weights of mice were 11—12 g and 30—35 g respectively; in-
fection doses were 5, 7 or 10 metacercariae respectively. After the dose of five
metacercariae 33.3 %, or 583 % of infected mice died; respective percentages
after administration of the doses of seven and ten metacercariae were 50 %,
or 66.7 %, and 83.3 %, or 91.7 %. Almost all losses were recorded in the period
from day 23 to day 35 after infection (DAI). The efficacy of the substances clorsulon,
closantel, oxyclozanid, rafoxanid was investigated in the control of juvenile stages of
the liver fluke F. hepatica in mice infected by the dose of ten metacercariae. The
substances were administered per os on DAI 13 and 14 at the doses from 50 mg to 400
mg per kg live weight/day. The efficacy of clorsulon was higher than 90 % after admini-
ktration of the doses 100 mg and 200 mg per kg live weight, 100% efficacy being
rcached after administration of the dose 400 mg per kg liveweight. The efficacy of
diamfenetid doses 200 mg per kg live weight and 400 mg per kg live weight reached
77.8 % and 100 %, respectively. The products closantel, rafoxanid and oxyclozanid did
not show standard efficacy in the control of juvenile stages of the liver fluke F. he-
patica. The liver tissue of cured mice was found to be regenerated at the end of the
tests, i. e. on DAI 22. The laboratory model of F. hepatica in mice can be used for
substance screening applying the described method.

screening; mouse; Fasciola hepatica; juvenile stages; gradated doses of mitacercariae;

lethality
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BOTULISMUS PTACTVA NA VODNIM DILE NOVE MLYNY
(OKRES BRECLAV)

Z. Hubalek, ]. Pellantova, K. Hudec, J. Halouzka, ]J. Chytil, P. Machéaé&ek,
M. Sebela, F. Kubitek

HUBALEK, Z. — PELLANTOVA, ]. — HUDEC, K. — HALOUZKA, J. — CHYTIL, J.
— MACHACEK, P. — SEBELA, M. — KUBICEK, F.: (Ustav systematické a ekolo-
gické biologie CSAV, Brno; Sprdva CHKO a BR Palava, Mikulov; Regionalnf
muzeum, Mikulov; Moravské muzeum, Brno; Ptirodovédecka fakulta UJEP, Brnoj:
Botulismus ptactva na vodnim dile Nové Mlyny (okres Bieclav). Veter. Med.
(Praha), 36, 1991 (1): 57—63.

Na rozsdhlych mélkych ddolnich néddrzich vodniho dila Nové Mlyny probé&hla od
kvétna do Fijna 1988 a nasledné& od Gnora do pocatku dubna 1989 velka epizoocie
volné Zijiciho vodnfho ptactva, zpisobend toxinem Clostridium botulinum typ C.
Celkem bylo zaznamenadno vice neZz 3000 mrtvgch ¢i hynoucich ptdkd 44 druhg,
s prtevahou tadt Anseriformes (56 %), Lariformes (33 %), Charadriiformes (6
procent) a Ralliformes (4 %). Botulotoxin byl detekovan ve vysoké koncentraci
v sarkofdgnich musich larvach Calliphora vomitoria a Lucilia sericata, sbfranych
z ptacich kadaverl, nebyl viak prokazédn v riznych sloZzkach vodnfho prostiedf
(voda, submerzn{ vegetace, fytoplankton, zooplankton, Gastropoda, Crustacea,
Oligochaeta, larvy Odonata, Chironomidae a Ceratopogonidae). Dalsi vyvoj epi-
zootické situace na vodnfm dile Nové Mlyny bude zavisly na stavu vodnf hladiny
a meteorologickych podminkdach v kritickém obdobf (kv&ten aZ zarf).

vodni ptédci; botulismus; Clostridium botulinum typ C; sarkofdgni mouchy

Vodni dilo Nové Mlyny (VDNM)]) je budovdno postupné od roku 1975
v adolni nivé rfeky Dyje a jejiho pFitoku Svratky. Je tvofeno tfemi zdrZe-
mi, z nichZ horni (528 ha) byla dokoncena a definitivn& napusténa v roce
1979, stiedni (1031 ha) 1987 a dolni (1668 ha) 1989. Voda v nddrZich je
mé&lkd, primérnd hloubka jednotlivych zdrZi je 2,2 (horni), 3,4 (stfedni)
a 5,2 m (dolni). a voda je charakterizovdna znatnym zneciSténim orga-
nickymi a anorganickymi latkami (fosfaty, nitraty, amonné ionty), sil-
nym Kkolisdnim koncentrace rozpusténého Kkysliku, mirnou alkalinitou
(pH 7,0—9,2) a velkym prisunem suspendovanych nerozpusténych latek
(HeteSa a Marvan, 1984; Kockovad a Pellantovi,
1988). VDNM je situovano v klimaticky suché a teplé oblasti: primérnéa
ro¢ni teplota vzduchu je 9 °C, lednova —2 °C a ¢ervencova 20 °C (pramér
maximdalnich dennich teplot v &ervenci 26 °C); primérna délka vege-
tacniho obdobi (primérné denni teploty 10°C a vice) 175—180 dni;
prameérny ro¢ni thrn srdZek 495—550 mm (Vesecky aj, 1961; De-
mek a Macka, 1970).
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Vysoky stupen eutrofizace vody VDNM je spojen s Fadou nezadoucich
privodnich jevd, mj. s intenzivnim rastem anaerobnich mikroorganismi
a produkci jejich toxinl. NejvétSi dopad mda toxinogeneze u Clostridium
botulinum typu C, kterda se projevuje sporadickym az masovym hynutim
vodniho ptactva na nadrzich. I kdyz se v zdajmové oblasti botulismus
ptakt obcas vyskytoval, pravdépodobné i pred napusténim nadrzi v le-
tech 1967—1983 — podle klinickych priznakti u nemocnych vodnich
ptakit na lokalitdch Pansee (Strachotin) a Sakvicky rybnik (Hudec
aj., 1984; Hudec a Pellantova, 1985), a C. botulinum typu C
bylo izolovdno v roce 1983 z bahna na lokalitée Pansee (Neubauer
aj., 1988), k velkym epizoociim botulismu doslo az po zaplaveni Gzemi.
Neubauer aj. (1988) dokazali pritomnost plivodce otravy na horni
i stfedni zdrzi VDNM v bahné a na vodnich rasach.

Zv]aste rozsahla epizoocie botulismu byla pozorovana na stredni a spod-
ni zdrzi VDNM od kvétna do Fijna 1988, s pokracovanim jeSté v predjari
a na jare 1989. Rozsah hynuti zneklidnil nejen konzervatory prirody, ale
i Sirokou vefejnost na okrese Breclav, ponévadz uhynulo nejméné 65
labuti (Cygnus olor) a vice nez 1000 divokych kachen (prevazné Anas
rplatyrhynchos a A. crecca). Uhynuli i vzacni morcaci Mergus albellus,
kolpik Platalea leucorodia, racci Larus minutus a bahnaci Calidris mi-
nuta, C. temminckii, Limosa limosa (Chytil, 1988, 1989a, b).

V této praci referujeme o poctech uhynulych ptakt a o vysledcich la-
boratorniho vySetfeni nemocnych jedinct i nékterych dalSich slozek vod-
niho ekosystému na pritomnost botulotoxinu.

MATERIAL A METODY

Sledovani uhynulych ptakt bylo uskutecnéno na vetsi casti stiredni a dolni zdrze
VDNM v meésicich kvéten az bijen 1988, podrobné scitani pak v obdobi nejvetsiho roz-
machu epizoocie 4. 8., 8. 8., 17. 8., 19. 8., 22, 8., 23. 8., 26.—27. 8., 29.—30. 8., 8. 9., 2.
10. a 30. 10. — prevazné jen na stredni zdrzi a v oblasti Sakvického rybnika na dolni
zdrzi. V predjari a na jare 1989 byla provedena kontrola na spodni zdrzi VDNM v ob
lasti Sakvického rybnika a Pansee ve dnech 8. 2., 2. 3., 3. 3., 10. 3. a 6. 4.

Nemocnym ptakim na dolni zdrzi VDNM v prostoru Sakvického rybnika byly odebra-
ny vzorky krve k laboratornimu vySetreni 11. rijna 1988 (2 labuté velké, Cygnus olor
— B 44, B 45) a 3.—10. brezna 1989 (7 polakt chocholacek, Aythya fuligula — B 73
az B 79). V den odbéru byla separovana krevni séra zmraZena (—20°C) aZ do vy-
Setrenf, které bylo uskute¢néno intraperitonealni inokulaci po 0,5 ml nativniho séra
vzdy dvéma adultnim SPF mysim. Pokud zvirata uhynula do 3—5 dn po inokulaci,
byl proveden s danym vzorkem séra toxin-neutralizaéni test (TNT) s botulinickymi
antiséry typli A az E a tepelna zkouska obdobné jako v nasi predeslé praci (Huba -
lek aj, 1984). Toxin byl titrovan intraperitonedlni inokulaci mys$i po 0,5 ml vzorki
fedénych geometrickou radou s koeficientem 4 nebo 10 a titr vyjadien v LDsg.ml—",

11. Fijna 1988 byly pobliz ptacich kadavert odebrany k toxikologickému vySetieni
‘dalsi vzorky z oblasti dolni zdrze VDNM (lokalita Sakvicky rybnik): zelené rasy
(vzorek B 33), submerzni stonky rdkosu Phragmites communis (B 34), voda o pH 8,3
[B 25), zooplankton (B 36, B 37), 400 cerv( Oligochaeta (B 38, B 39), 12 larev Cerato-
rogonidae (B 40), 17 larev Chironomidae (B 41), 1 plovatka Lymnaea stagnalis (B 42)
a nékolik desitek larev much Calliphora vomitoria a Lucilia sericata (det. Prof. Dr.
D. Povolny, VSZ Brno) z kadaverii labuti a kachen (B 46 az B 49). V dobé odbéru
vzorkli (v Fijnu 1988) nebyla jeSté dokon¢ena vystavba hrazi dolni nadrZe VDNM,
nadrZz nebyla napu$téna a na jeji ploSe se nachdzely tiné, mokriny a drobné vodni
plochy ve sniZzeninach. Sakvicky rybnik byl dosud oddélen hrazi.

6. brezna 1989 byly na stfedni a dolni zdrZi VDNM odebriany a vySetfeny vzorky:
27 levatek Physa acuta (B 80, B 83), 11 plovatek Lymnaea stagnalis (B 81), 24 ucha-
tek Radix peregra (B 82), trus plzi Gastropoda (B 101, 102), jedna pijavice Glossipho-
nia complanata (B 84), 42 berusek Asellus aquaticus (B 85), 13 blesiveh Gammarus
roeselit (B 86), Sest larev Odonata (B 87, B 89), 508 nitének Tubifex tubifex (B 88,
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B 92, B 94, B 95 B 100), 33 nitének Limnodrilus hofmeisteri (B 96), 59 larev celedi
Chironomidae -- Chironomus gr. plumosus, Limnochironomus gr. nervosus, Procladius
cp. (B 90, B 93, B 97 az B 99) a jedna larva Ceratopogonidae (B 91). Vzorky na stiedni
nadrzi byly odebirany v mistech masového thynu ptadki — pod soutokem Svratky
a Jihlavy. V meélké vode kolem ostrivkl, pod kameny a na naplaveném driivi byli
brani vSichni bezobratli zivocCichove, kteri by mohli slouZit v této ¢asné jarni dobé jako
potrava vodnich ptak a zaroven byt i nositeli botulotoxinu. K odebirani vzorki ve
vétsi hloubce bylo pouzito dredZe. Na dolni nadrZi byly odebirany vzorky z prostoru
Sakvického rybnika jednak z vodniho sloupce a jednak z hloubky 2—3 m pomoci
dredze. V této dobé jiz byla plocha tohoto byvalého rybnika soucasti celé nadrZe, bez
patrnych hrazi.

Toxikologicke vySetieni techto neaviarnich vzorka bylo uskute¢néno po jejich homo-
genizaci ve vychlazenych trecich miskach v mensim objemu fyziologického roztoku
s gentamicinem (200 w«g.ml~ ), eluci (60 min pii teploté 20°C ve tmé&) a centrifu-
gaci; supernatanty byly ockovany myS$im intraperitonealné po 0,4 ml. Dalsi vy3etieni
bylo provedeno obdobné jako se vzorky sér nemocnych ptaku.

VYSLEDKY
MORTALITA PTACTVA

V obdobi kvéten—cerven 1988 bylo registrovano priblizné 500 uhynu-

lych kachen Anas platyrhynchos a 100 Cirek Anas crecca. Nejvyssi frek-
vence uhynt byla zjisSténa od konce cervence do rijna 1988, kdy bylo
zaznamendano v oblasti stfedni a dolni zdrze VDNM priblizné 1000 mrt-
vych rackt Larus ridibundus a 1413 dalSich ptakd 42 druhtt (Chytil,
1989b):
5 Podiceps nigricollis*, 2 Phalacrocorax carbo*, 1 Platalea leucorodia,
68 Cygnus olor*, 1 Anser anser*, 667 Anas platyrhynchos*®, 17 A. strepe-
ra*, 3 A. penelope, 240 A. crecca, 20 A. querquedula®, 15 A. clypeata®,
2 Netta rufina*, 12 Aythya ferina*, 23 A. fuligula*, 1 Mergus albellus,
120 Fulica atra*, 1 Gallinula chloropus*, 92 Vanellus vanellus*®, 4 Charad-
rius dubius*, 2 C. hiaticula, 3 Gallinago gallinago*, 1 Numenius arquata,
1 Limosa limosa*, 4 Tringa erythropus, 27 T. glareola, 2 T. ochropus, 1 T.
totanus*, 1 T. nebularia, 25 Actitis hypoleucos, 3 Calidris alpina, 3 C.
minuta, 2 C. temminckii, 2 C. ferruginea, 18 Philomachus pugnax, 1 Larus
argentatus, 1 L. canus*, 2 L. minutus, 2 Sterna hirundo*®, 6 Motacilla
alba*, 4 Sturnus vulgaris, 1 Pica pica a 7 Corvus monedula. Hvézdickou
jsou oznaceny druhy na VDNM hnizdici; ne vSichni nalezeni jedinci vSak
museli na nadrzich hnizdit — mohli protahovat. Pro dalsi druhy je nadrz
evropsky vyznamnou tahovou zastavkou.

Od pocatku tnora do pocatku dubna 1989 pokracovalo hynuti v mensi
intenzité, prevazné u potapivych kachen. Bylo registrovano 47 mrtvych
nebo nemocnych Aythya fuligula*, 1 A. ferina*, 12 Bucephala clangula,
3 Anas platyrhynchos*, 1 Cygnus olor*, 3 Fulica atra®, 1 Phalacrocorax
carbo*, 2 Larus ridibundus*®.

DalSi nemocni ptdci byli pozorovani na VDNM 14. a 28. Cervence a 3.
srpna 1989: ptiblizné 137 Anas platyrhynchos, 16 A. strepera, 2 A. clypea-
ta, 2 A. querquedula, 1 A. crecca, 7 Aythya fuligula, 1 Netta rufina, 26
Fulica atra, 1 Gallinula chloropus, 1 Ardea cinerea, 150 Larus ridibundus,
2 Chlidonias nigra, 3 Philomachus pugnax, 1 Tringa totanus, 2 T. glareola,
1 Galinago galinago, 4 Actitis hypoleucos, 1 Calidris alpina aj. Toto hy-
nuti se preruSilo po zvySeni hladiny ve stfedni zdrzi VDNM pocatkem
srpna.
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Prakticky u v8ech hynoucich ptdkd byly pozorovdany symptomy slu-
citelné s klinickym obrazem botulismu: parézy az paralyzy svalstva (Kkii-
del, krku, nohou), ztiZené dychani, apatie.

PRUOKAZ BOTULOTOXINU U PTAKU

V krevnim séru obou nemocnych labuti z 11. Fijna 1988 byl prokazan
toxin C. botulinum typu C v koncentraci 2 (B 44: S ad.) a 6 (B 45: Q juv.)
LDsp. ml~ 1. Rovn&Z v sérech viech sedmi vy3etfenych nemocnych polaki
chocholacek (B 73 aZ B 79) z 3. aZ 10. brfezna 1989 byl detegovéan botulo-
toxin C, v koncentracich 2,5 aZ 8 LDsy. ml "', VSichni vySetieni ptaci (la-
buté i kachny) byli v dobrém vyZivném stavu (napf. hmotnost Sesti samct
chocholacek byla 510—700 g, a jedina samice byla mirné kachektickd —
460 g), u nékterych byl pozorovan silny prajem zelenoZluté barvy. Dale
byly zjiStény parézy kfidelného a krc¢niho svalstva.

TOXIKOLOGICKE VYSETRENI OSTATNICH VZORKUO

VSechny vzorky neavidrniho materidlu z Fijna 1988 i bfezna 1989
byly negativni, s vyjimkou Ctyr vySetfenych vzorkt (B 46 aZ B 49) sarko-
fagnich larev dipter druhl Calliphora vomitoria (L.) a Lucilia sericata
(Meig.), sbiranych 11. Fijna 1988 z kadaveri labuti a kachen na dolni
zdrZzi VDNM. V téchto larvach byly prokazany vysoké koncentrace toxinu
C. botulinum typu C, a sice 2500 LDsy.g ! (B 46, B 48), 8000 LDsy. g~ !
(B 49) a 80000 LDsg. g~ (B 47).

DISKUSE

V obdobi kvéten aZ Fijen 1988 bylo registrovdano v oblasti stfedni a dol-
nf zdrZze VDNM celkem 3013 mrtvych nebo moribundnich ptdkd 43 dru-
hit a v inoru az dubnu 1989 celkem 70 mrtvych nebo nemocnych ptakd
osmi druhi. Epizoocie 1988/89 tedy zasahla nejméné& 3073 ptaka 44 druhd,
s pFevahou Fadii uzce vazanych na vodni prostiedi: Anseriformes (56,4 %
obé&ti), Lariformes (32,8 %), Charadriiformes (6,2 %), Ralliformes (4,0
procenta). Jen vyjimecné& (0,6 % obéti) byli postiZeni napf. terrestricti
pévci (Motacilla alba, Sturnus vulgaris, Pica pica, Corvus monedula),
a to pravdépodobné v disledku sbéru intoxikovanych musSich larev z ka-
davertd. Je samozrejmé, Ze zde uvadéné soucty postiZzenych ptadku repre-
zentuji jen ¢ast (odhadem nanejvy3 polovinu) veSkerych skutecné uhy-
nulych ptakii, ponévadz podchyceni absolutniho poc¢tu obéti (nap¥. skry-
tych v pobfeZni vegetaci anebo odplavenych na hladinu) neni moZné;
navic nebyly prohliZeny bfehy vSech zdrZi po celé délce.

V krevnim séru vSech vysetfovanych nemocnych labuti a kachen jsme
prokazali toxin C. botulinum typu C. Rovn&Z na SVU Brno (MVDr. Z. Ko-
Zusnik, MVDr. Kovarik) prokdazali botulotoxin v séru ¢tyP vy$etifovanych
labuti velkych z Fijna 1988 na VDNM a bakteriologickym vySetfenim ne-
zjistili pritomnost Zadnych specifickych patogent v jatrech a stfevnim
traktu u ¢tyfr vySetfenych labuti, jedné kachny divoké a jedné lysky z té-
Ze lokality; patologicko-anatomické vySetfeni (MVDr. Lojda) ukéazalo jen
kataralni enteritidu u vétSiny téchto ptakd, ostatni ndlezy byly nevyraz-
né. Na zakladé klinickych pFiznakili, pozorovanych prakticky u vSech
hynoucich ptdk b&hem epizoocie, a laboratorniho priikazu botulotoxinu
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typu C v krvi vSech vySetfenych ptakd, lze vyslovit zaver, Ze pozorovana
epizoocie byla intoxikaci ptakid bakterialnim jedem C. botulinum typu C,
ktery byl pfic¢inou thynu bud vSech, nebo témér vSech jedinci. U ichtyo-
fagniho druhu Phalacrocorax carbo vSak neni vylouCen toxin typu E,

jak je zndmo z literatury. Uhynuli jedinci nebyli v tomto sméru vySetfeni.

Botulotoxin C byl jako pri¢ina masového hynuti volné Zijiciho vodniho
ptactva diagnostikovdan v Ceskoslovensku poprvé nedaleko uzemi VDNM
na Pohorelicku (Hubalek aj., 1982, 1984), pozdéji i na dal3ich loka-
litich (Rachac¢, 1984). Podobné jako v zahrani¢ci (Haagsma,
1974; Graham aj., 1978; Wobeser aj., 1983), i v Ceskoslovensku
jsou v posledni dobé zaznamenavany pripady aviarniho botulismu v jar-
nim obdobi (Rachadc¢ 1984, 1986). Na VDNM se rovnéZz vytvorila si-
tuace, kdy po probéhlé letné podzimni epizoocii 1988 hynuli ptéaci
i v predjafi a na jare 1989. Postizeny byly prfedevS§im druhy kachen rodi
Aythya a Bucephala, potapéjici se za potravou na dno vodnich nadrzi —
v souladu s pozorovanimi autori Rachac¢ (1986) a Wobeser aj.
(1983). Tyto jarni thyny jsou vysvétlitelné perzistenci toxinu C. botuli-
num C ve vodnich ekosystémech pifes chladné zimni obdobi (Graham
aj., 1978, Hubdadlek a Halouzka, 1988). Vzhledem k tomu, Ze pfe-
vdZna cast vodnich organisml hyne na podzim a zimu pfeZivaji nové ge-
nerace v podobé spor, vajicek nebo kukel, vyskytuje se v ¢asném jarnim
obdobi ve vodnich ekosystémech pouze malé mnoZstvi organismi, které
mohou fungovat jako konzervy botulotoxinu, vytvofeného Clostridium bo-
tulinum v podzimnich mésicich. PFi toxikologickém vyS$etfovani riznych
neaviarnich materidli ve vodnim ekosystému jsme prokézali jed C. botu-
linum C pouze v sarkofdgnich musich larvach rodt Calliphora a Lucilia,
a to ve znacné koncentraci. Ve shodé s fadou dalSich autori (Duncan
a Jensen, 1976; Wobeser aj, 1983; Shayegani aj., 1984;
Rachac, 1986; Griull aj., 1987) se domnivame, Ze tito bezobratli
jsou hlavnim rezervoarem toxinu ve vodnich ekosystémech a zdrojem
nakazy obratlovci. Larvy dipter z kadaveri se na podzim bud zakukli
na sous$i (pokud se kadavery nachéazeji u bfehu nebo pFimo na sousi),
nebo jsou splachnuty do vody, zahynou a néktera jejich téla jsou pres
zimu uchovdna v chladné vodé u dna. Tyto pak mohou slouZit jako potra-
va potapivym druhiim a zdroj intoxikace v jarnim obdobi néasledujiciho
roku. Jen ojedinéle je zjiStovan botulotoxin v jinych slozkach vodniho
prostfedi. Tak napf. Neubauer aj. (1988) detekovali menS§i mnoZstvi
toxinu v zooplanktonu stfedni zdrZze VDNM. Naproti tomu za hlavni re-
zervoar baktérie C. botulinum typ C je vSeobecné povaZovana plida a bah-
no eutrofickych vodnich nadrZi a toki (Smith, 1978; Neubauer aj.,
1988).

Dosavadni epizooticka situace aviarniho botulismu na VDNM je odra-
zem podminek prostredi, zejména drovné vodni hladiny, eutrofizace a or-
ganického znecis$téni vody v nadrZich. Nizky stav vodni hladiny vede
k vytvareni rozsahlejSich melcin s intenzivnéji prohfivanou vodou a lep-
8imi podminkami pro rdst C. botulinum i pro tvorbu toxinu. Kromé zvy-
Sené teploty dalSim dilezitym CcCinitelem podporujicim toxinogenezi je
‘deficit kysliku ve vod& meélkych pobfeZnich partif. Ten vznikda v di-
sledku silného rozvoje a nésledného tleni mékké vodni vegetace a po-
klesu koncentrace kysliku ve vodé, nékdy také ptri zvifeni hlub$ich ne-
oxidovanych vrstev dna néddrzi béhem vlnobiti. Znac¢nd rozloha nadrZzi
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umoziiuje totiz casty vznik intenzivnich vinobiti (HeteSa a Mar-
van, 1984).

Prognoza epizootické situace doposud nestabilizovanych biotopi VDNM
bude podminéna predevsim stavem vodni hladiny (plochou mélcin) a me-
teorologickymi podminkami, zejména teplotou v kritickém obdobi (kvé-
ten az zari).

MozZnosti prevence a profylaxe aviarniho botulismu jsou omezené.
Patfi k nim napf. vystavba cCisticich stanic, pohyb (zvyS$eni) vodni hladi-
ny, pravidelna odstraniovani ptacich kadavert (asanacni sluzba) a trans-
port Zivych, slabé&ji intoxikovanych jedinci na nezasazené biotopy. K te-
rapii lze s castecnym tuspéchem vyuzit antibotulinického séra.
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MACHACEK, P. — SEBELA, M. — KUBICEK, F. — (Institute of Systematic and Ecologic-
al Biology of the Czechoslovak Academy of Sciences, Brno; Administration of the Pala-
va Protected Landscape Region, Mikulov; Regional Museum, Mikulov; Moravian Museum,
Brmo; Faculty of Science of Jan Evangelista Purkyné University, Brno): Botulism of
birds living in the region of the Nové Mlyny artificial lakes (Breclav district). Veter.
Med., (Praha), 36, 1991: 57 —63.

Epizootic of wild water birds caused by the toxin Clostridium botulinum of C type
occurred in extensive shallow artificial lakes of the Nové Mlyny dam system from
May to October 1988 and later on from February to early April 1989. In total more
than 3.000 dead or dying birds ol 44 species were found, the following orders were
preva'ling: Anseriformes (56 %), Lariformes (33 %), Charadriiformes (6 %) and
Ralliformes (4 "u). Botulotoxin was detected at high concentrations in sarcophagic
fly larvae of Calliphora vomitoria and Lucilia sericata which were collected in bird
cadavers, but it was not found in different components of the aquatic environment
(water, submersed vegetation, phytoplankton, zooplankton, Gastropoda, Crustacea,
Oligochaeta, larvae of Odonata, Chironom'dae and Ceratopogonidae). Future develop-
ment of the epizootic situation in the Nové Mlyny artilicial lakes will depend on the
water level and meteorological conditions in the critical period (May to September).

water birds: botulism; Clostridium botulinum of C type; sarcophagic flies
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