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KONTAMINACE CERVIKALNIHO HLENU KRAV CHEMICKYMI PRVKY
VE VZTAHU KE KONCEPCI A VEKU

I. Simonik, J. Pavelka, E. Kudlaé

SIMONIK, I. — PAVELKA, J. — KUDLAC, E. (Okresnf veterinarni sprdva, Karviné;
Statni veterindrni Gstav, Ostrava-Martinov; Vysokd $kola veterinarni, Brno):
Kontaminace cervikdlniho hlenu krav chemickymi prvky ve vztahu ke koncepci
a véku. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4): 193—202.

Metodou absorpéni atomové spektrometrie (AAS) jsme prokazali kontaminaci
cervikdlnich hlentd chemickymi prvky — Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Zn v obdobi fije
krav v riznych ekologickych zemeédélskych oblastech Severomoravského kraje.
Vysledky sledovani odhalily pouze statisticky prikazny rozdil (P < 0,05) v ob-
sahu Cd ve sledovanych skupinach, pokusnd skupina ¥ = 0,015 ug.g~' Cd, kon-
trolnf skupina x = 0,006 ug.g~' Cd. Ndlezy Cr v cervikalnfm hlenu jsou priorit-
ni, stejné jako nalezy Cu. Bylo zjisténo, Ze Zn je prvek, ktery negativné ovliviiuje
koncepci krav. Byly prokazany signifikantné vyssi (P < 0,01) hodnoty Zn v cer-
vikédlnich hlenech nezabtezlgch krav (skupina koncepce — = 0,841 ug.g~! Zn,
skupina koncepce + = 0,219 ug.g~' Zn). Jako obraz celkové kontaminace cervi-
kalnfho hlenu jsme navrhli a hodnotili tzv. sumu chemickych prvkd — Cd -+ Pb +
-+ Hg - Cr 4 Cu + Zn. Tento ukazatel byl rovnéZ ovlivnén nalezy Zn ve sku-
piné brezich a nezabrezlych krav. Antagonismus Zn:Cd v cervikdlnich sekretech
jalovgych a zabrezlych krav byl specificky vysoce prikazny (P < 0,01). Sta-
noveni chemickych prvki v cervikdlnich hlenech bylo provedeno v digerovaném
vzorku cervikdlniho sekretu nami poprvé. Pomoci Kkorela¢nich koeficientdi bylo
zjisténo u krav (n = 99) z exponované oblasti, Ze obsah chemickych prvki
v cervikdlnim sekretu nebyl ovlivnén vékem krav. S rostoucim vékem se nezvy-
Soval obsah chemickg¢ch prvka v cervikdlnim sekretu.

skot; cervikdlni sekret; chemické prvky Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Zn; exponovana ob-
last; relativné Cista oblast; koncepce; vék

Cervikéalni sekret je produktem epitelidlnich bunék sliznice dé&loZniho
kréku, v dob& fije je hlavnim viditelnym fenoménem vrcholu rijového
cyklu skotu (Polasek aj., 1985). Je pak prokdzano, Ze kvantita a kva-
lita cervikdlniho hlenu je prfimym odrazem stadia pohlavniho cykluy,
jmenovité hladin gonadalnich hormonti (Kudlac¢ a Elec¢ ko, 1987).
Fyzikalni a biochemické vlastnosti cervikalniho hlenu jsou v literatuie
dobfe zndmé. Tuto problematiku studovala celd fada autordt (Horsky
a Presl, 1978; Gam<dcik aj, 1980; Rob, 1985, Simonik a
Kudlac¢, 1991).

Vliv rezidui chemickych prvki na organismus hospodafskych zvifat je
rizny, nékteré pomérné rychle naruduji funkci orgéant, jiné se kumuluji,
sniZuji odolnost vic¢i infekcim, naruSuji reprodukéni schopnost zvifat
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a Skodlivé zasahuiji do vyvoje juvenilnich jedinct. Chemické prvky nega-
tivng zasahuji do reprodukc¢ni sféry tcinkem cytotoxickym, embryoto-
xickym, fetotoxickym, teratogennim, mutagennim a karcinogennim tim,
Ze pronikaji a kumuluji se v reprodukc¢nich orgdnech (Bencko aj.,
1984). Wudl a Sherman (1983) uvadeji, ze toxické prvky, vCetné
t8Zkych kovi, vyvolavaji cytotoxicitu pri prostupu do sekretii pohlavniho
tstroji a dochazi k naruSeni embrya. Zarovein je prokazana jejich vy-
razna tendence ke kumulaci v pohlavnim ustroji ( Rob, 1985). Jed-
nim z mnoha vaZnych nebezpeci chronického privodu toxickych latek
(Cd, Hg, Pb) do organismu je i pozvolné narusovani reprodukcnich funk-
ci samcth a samic hospodafskych zvifat, které v postiZzenych oblastech
mohou vyvoldvat zdvazné ekonomické ztraty ( Rob, 1985).

Vyvodné pohlavni cesty jsou jednou z vyluCovacich cest organismu
zvifete. Rob (1985) jako prvni detekoval toxické prvky Cd, Pb, Hg,
Mo, V, Zn v cervikdlnich sekretech krav a uvadi vyraznou spermiotoxici-
tu genitdlnich sekreti in vitro v chovech se sniZenou plodnosti. R4 Z1i¢ -
ka (1986) detekoval Cd u 23 rijovych hlent a uvadi ndlezy < 0,02 az
0,02 mg.kg ' Cd. Nicméné prace vySe citovanych autorii nestudovaly
vztah chemickych prvki v genitalnich sekretech k individualni plod-
nosti. Cilem naseho Setfeni bylo stanovit kontaminaci cervikalniho
sekretu krav chemickymi prvky ve vztahu ke koncepci a véku.

MATERIAL A METODA

Cervikdlni hlen byl odebran od 99 dojnic Cernostrakatého niZinného plemene ve
véku 24—109 mésicl s minimdlni uZitkovosti 4000 kg mléka roc¢né, ve spontanni ¥iji
minimélng 42 dnf post partum, na farmé v exponované oblasti na pramyslovy spad
(VKK 1 R).

Srovnéavaci studie — odbér sedmi vzorku cervikalniho hlenu, byl proveden od sedmi
ndhodné vybrangych dojnic ¢ernostrakatého niZinného plemene s minimalni uZitkovosti
3700 kg mléka ro¢né ve spontanni Fiji, minimalné 42 dni p. p. v relativné Cisté oblasti
(ZD Dol).

Po odbé&ru cervikdlniho sekretu byla jak v pokusné, tak i kontrolni skupin& do
30 min provedena umeélda inseminace do deélozniho cervixu zmrazenym spermatem (po-
kusna skupina = 1.—4. inseminace, kontrolni skupina -— 1.—3. inseminace p. p.).

Odbér cervikalntho hlenu byl provadeén po predchozim zevnim, vaginalnim a rektal-
nim vySetfeni pohlavnich orgdnd krav a klinickém posouzeni fenoménu ri'e (otevieni
cervixu, hyperemie sliznic, Graafiv folikul, pritomnost hlenu). Plemenice, u nichZ Fije
vykazovala atypické priznaky, byly z 3etreni vylou€eny. Optimalni doba inseminace
— ffje byla v pokusné skupiné kontrolovana stanovenim progesteronu v mléce radio-
imunoanalyzou odstfedéného mléka (Hru3ka aj., 1983a, b). Vlastni odbér Fijového
sekretu pred provedenim inseminace spontanné se fPfjicich krav byl provadén steril-
nimi a chemicky Cistymi pipetami. Odbér byl proveden pod vizudlni kontrolou s po-
moci vagindlniho spekula z okolf zevni branky délozniho kréku v minimalnim mnoZ-
stvi 10 g. Takto ziskany cervikalni hlen byl pienesen do chemicky ¢istych a sterilnich
vzorkovnic, které byly okamZité uzavreny a vzorky cervikdlntho sekretu byly bezpro-
stfedné& zamraZeny na teplotu —18°C aZ do doby chemické analyzy metodou atomové
absorpéni spektrometrie. V cervikdlnich hlenech metodou AAS byly detekovany tyto
chemické prvky: Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Zn.

Detekce chemickych prvki v cervikdlnich hlenech byla provddéna v chovu v dobé&
nizké koncepce po 1. inseminaci 39,3 %, interval 67,9 dne a délka SP 101,5 dne.

Stanoveni chemickych prvki bylo provedeno v digerovaném vzorku metodou plame-
nové techniky atomové absorpéni spektrometrie u prvkd Cd, Pb, Cr, Cu a Zn na pfi-
stroji Perkin Elmer model 2380 v plameni acetylén—vzduch. Hg byla stanovena bez
pfedchozi dpravy vzorki cervikdlnfho sekretu na pristroji Trace Monitor TMA 254.
Podminky stanoveni jednotlivgch prvki hyly prevzaty z firemnf literatury vySe uve-
denych pifstrojd.

Vysledky koncepce — zabreznuti byly zjistovdny metodou ranné diagnostiky gravi-
dity (40—50 dnii po inseminaci).
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Matematicko-statistické vyhodnoceni ddaji bylo provedeno na poc&itai TNS pomoct
programi néasledujicimi statistickymi metodami:

— zavislost zabPeznuti na kvalitativnich znacich (pofadi inseminace) byla zjisfo-
vana pomoci kontingen&nich tabulek a z nich vychdzejictho testu nezavislosti,

— pro srovnani rozdild mezi primeéry zabfezlych a nezabtezlych krav byl pro vy-
brané znaky pouZit t-test,

— zdavislost obsahu chemickych prvkd v cervikdlnfm hlenu na véku krav byla ové-
Fovdna pomoci korelacnich koeficientd.

VYSLEDKY

Ze statistického souboru 99 krav v exponované oblasti 56 dojnic za-
biezlo v dob& 1.—4. inseminace, tj. 56,57 % a 43 dojnic ziistalo jalovych,
tj. 43,43 %. Z relativné cisté oblasti (kontrolni skupina n = 7) 5 krav
zabtezlo, tj. 71,43 % a 2 plemenice zlstaly jalové, tj. 28,57 %. Pfehled
vysledki koncepce pokusné a kontrolni skupiny uvadi tab. I.

Zjistili jsme, Ze vysledky koncepce v pokusné skupiné neovlivnilo
poradi inseminace, jak zndzorfuje tab. II. Test zavislosti bfezosti na
pofadi inseminace nebyl proveden pro maly statisticky soubor v kon-
trolni skupiné. Vysledky progesteronového testu v mléce v pokusné
skupiné ukdazaly, ze vSem plemenicim (n = 99) byl cervikdlni sekret
odebran v optimalni dob@ inseminace xj = 0,19 ng.ml~' progesteronu.
Progesteronovy test v kontrolni skupiné& nebyl proveden.

Obsahy chemickych prvkt v cervikdlnich hlenech krav v pokusné
skupiné (n = 99) v exponované oblasti a v kontrolni oblasti (n = 7)

I. Vysledky koncepce pokusné a kontrolni skupiny krav s odbérem cervikdlniho hlenu
— The results of conception in the test and control group of cows where the samples
of cervical mucus were taken

B Skupina®
Ukazatel! _ pokusna® M‘ kontrolnié
- e n | % I n | %
Koncepce? - [ 56 5657 5 71,43
Koncepce? — | a3 43,43 2 28,57
Celkem? i 99 100,00 7 100,00

Tcharacteristic, 2conception, 3total, ‘group, Stest, écontrol

II. Koncepce dojnic v zdvislosti na poradi inseminace v pokusné skupiné — The con-
ception of dairy cows in dependence on the order of insemination in the test group

sl Poradi inseminace3? p. p. CE:.ES{“
- 1L 2 % 4.
Koncepce? - 28 15 8 5 56
_Koncepce? — . 22 10 8 3 43
Koncepce? -+ 50 25 16 8 99
Znaky jsou na sob& nezdvislé pro alfa — 0,05 — The traits are independent of each

other for alpha = 0.05
For 1—2 see Tab. I; Jorder of insemination, ‘total number of cows
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jsou uvedeny v tab. III. Vysledky sledovani odhalily pouze statisticky
prikazny rozdil (P < 0,05) v obsahu Cd ve sledovanych skupindach;
pokusnd skupina x} = 0,015 ug.g~ ' Cd, kontrolni skupina x = 0,006
ug.g 1 Cd. Vysledky ,sumy chemickych prvkid“ v genitalnich sekretech
krav pokusné a kontrolni skupiny, jak uvadi tab. III, nebyly statisticky
odliSné. Antagonismus Zn a Cd v cervikdlnich hlenech krav pokusné
skupiny a kontrolni skupiny je rovnéz uveden v tab. III. Bylo zjiSténo,
Ze v pokusné skupiné (n = 99) byl prameérny pomeér Zn : Cd v cervikal-
nich hlenech 35,89:1 a v kontrolni skupiné (n = 7) byl primérny po-
meér Zn: Cd 86,87 : 1 pri vysoce signifikantni priikaznosti (P < 0,01).

Tab. IV uvadi obsahy jednotlivych chemickych prvkd v genitdlnich
sekretech krav v pokusné skupiné (n = 99), v exponované oblasti roz-
délené na zabfezlé dojnice (n = 56) a jalové dojnice (n = 43). Z tab. IV
je patrno, Ze nebyla zjiSténa statisticka priikaznost v obsahu Cd, Pb, Hg, Cr
a Cu ve skupiné brezich plemenic a ve skupiné jalovych plemenic v ex-
ponované oblasti. Statisticky vysoce priikazné (P < 0,01) se odliSuje
obsah Zn ve skupin& krav zabfezlych x = 0,219 ug .g ' Zn ve srovnani
se skupinou krav jalovych x = 0,622 ug.g~ ' Zn. Sledovanim byl zji§t&n
vysoce statisticky priikazny rozdil (P < 0,01) v obsahu primérné ,,sumy
chemickych prvki® mezi skupinou krav zabfezlych a jalovych v expono-
‘vané oblasti. Ve skuping bFezich plemenic (n - 56) byla primérna
nsuma chemickych prvkid“ x = 0,395 ug.g~ ! chemickych prvki, ve sku-
ping jalovych krav (n = 43) byla primérna ,suma chemickych prvki*
X = 0,841 ug.g ' chemickych prvkii. Tyto tidaje jsou uvedeny v tab. 1V,
z které je patrno, Ze byl zji§tén vysoce signifikantni rozdil (P < 0,01)
v antagonismu Zn:Cd ve skupiné bfezich plemenic a jalovych pleme-
nic. Ve skupiné bfezich plemenic byl primérny antagonismus Zn:Cd
22,98 : 1, u jalovych 52,71 : 1.

Tab. V uvadi obsahy jednotlivych chemickych prvki a ,,sumu chemic-
kych prvki@“ v kontrolni skuping (n = 7) z relativné Cisté oblasti roz-
dé&lené na zabrezlé plemenice (n = 5) a jalové plemenice (n = 2). Nelze
objektivné provést statistické hodnoceni pro maly pocet zvirat ve sku-
lpiné jalovych plemenic z relativné cisté oblasti. V souladu s jalovymi
plemenicemi (n = 43) z exponované oblasti byly zjiStény vy88i primérné
obsahy Zn u skupiny jalovych plemenic z relativné cisté oblasti x = 1,095

g.g ' Zn, ve srovnani se skupinou zabFezlych (n = 5) z relativné disté
oblasti, prim&rny obsah Zn v této skuping byl x = 0,236 ug.g ' Zn.
»Suma chemickych prvkd” u skupiny jalovych plemenic z relativng &is-
té oblasti X = 1,255 ug.g ' chemickych prvk() byla vy$si neZ primér-
né ,,suma chemickych prvki“ u skupiny zabFezlych plemenic z relativng
Cisté oblasti x = 0,357 ug.g" ' chemickych prvk{). Z téchto zjisténi lze
dedukovat, Ze Zn také v této neexponované oblasti negativné ovliviiuje
vysledky koncepce.

Tab. VI uvadi zdavislost obsahu chemickych prvkl v cervikdlnich hle-
nech krav z exponované oblasti (n = 99) na jejich véku. Tato z&vislost
byla ovéfovdna pomoci testu korelacnich koeficientdi, kde nulovou hy-
potézou bylo r = 0. Test pro korelacni koeficient r = 0, kritickd hodno-
ta 0,20 = 5 %. Zavislost obsahu chemickych prvkt v cervikdlnich hle-
nech na véku krav nebyla zjiSténa, nebot hodnoty korelacnich koefi-
cientti nebyly priikazné odlisné od nuly.
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T66T — VNIDIAIW INYYNIMILIA

L6T

111. Obsah chemickych prvkd [ug.g] v cervikdlnich hlenech krav pokusné a kontrolni skupiny — The content of chemical elements
[ug.g~'] in the cervical mucus of cows of the test and control group

Skupina3
Ukazatel! Ukazatell
pokusné?® (n =99 kontrolnf (n=7)
| — — = T |
! Chemicky prvek? F Fimin x| Fimin Fin Pl [ S
| cd | 0,015 0,000 0050 | 0,008 0,001 | 0,009 2,167 | P <005
00 | 0008 i 3
| Pb 0,058 0,000 0,470 0,058 0040 | 0085 0,004 —
|_Hg o | 00005 0,0000 0,0030 0,0000 0,0000 | 0,0000 1543 | —
| cr 0,028 0,000 0,240 0,026 0010 | 0040 | 0156 |  —
Cu 0,098 0,000 | 0,690 0,044 ~ 0030 | 0,090 1,304 -
Zn 0,394 0,003 1,730 0,481 0070 | 1180 0,616 —
Suma ch_e ickych 1
L chemigige 0,589 0,055 2,209 0,614 0165 | 1,354 0,147 -
prvki i
8
o GOGIGHIS 35,89 : 1 0,00 17857:1 | 86,87:1 | 1000:1 | 144,28:1 3,289 P <0,01

'characteristic, 2chemical element, 3group, *test, Scontrol, éstatistical significance, ’sum of chemical elements, 8antagonism




1661 — VNIOIQAW INYYNINALIZA 86T

IV. Obsah chemickych prvkd [ug.g~'] v cervikdlnich hlenech zabfezlych a nezabfezlych krav pokusné skupiny — The content of
chemical elements [ug.g~ '] in the cervical mucus of pregnant and nonpregnant cows of the test group

Skupina pokusna? (n = 99), # exponovand oblast
Ukazatel! Ukazatel!
koncepce® + (n = 56) | koncepce® — (n = 43)

Chemicky prvek? X Xmin Xmax X Xmin Xmax t [h] ;:gﬁ?;;cotié
cd o 0,015 0000 | 0050 | 0015 | 0,000 0040 | 0,004 -
Pb | o081 0000 | 0470 0053 | 0000 | 0250 | 0503 -

Hg 0,0005 0,0000 | 10,0030 00005 | 00000 | 00030 | 0110 | @ —
Cr | 0,024 0,000 0,188 0,032 0,000 0240 | 1192 | —
Cu 0,084 0,015 0,570 0,118 0,000 0,690 | 1,560 —

Zn 0219 0,003 0,640 0,622 0,005 1,730 I 6,685 P < 0,01
Suma chemickyeh 0,395 0,055 0,917 0,841 0,118 2210 | 5886 P < 0,01
prvkil [ 2,000 \

i 8
‘(}gt,agg’“smus | 2298:1 00,00 150,00 : 1 52,71:1 00,00 178,57:1 | 4,032 P < 0,01

For 1—2, 6—8, see Tab. III; 3test group, ‘contaminated area, Sconception



V. Obsah chemickych prvki [ug.g~'] v cervikalnich hlenech zabfezlych a nezabfez-
Igch krav kontrolni skupiny — The content of chemical elements [ug.g~'] in the
cervical mucus of pregnant and nonpregnant cows of the control group

Skupina kontrolni3 (n = 7), relativn& &ist4 oblast?
Ukazatel! =
| koncepce’ - (n=75) ’ koncepce’ — (n =2)
ick ; o - . -
C}ll)err‘jl;l(;? y X Xmin | Xmax X Xmin Xmax
.. ” S—— L o |
cd _ 0,005 | 0001 | 0008 | 0008 | 0007 | 0,009
PD o 0,050 | 0040 | 0,060 0,076 0,070 | 0,085
Hg - 0,0000 | 0,000 = 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
Cr - 0021 | 0010 | 0030 | 0038 | 0035 | 0,040
Cu | 0046 | 0030 = 0090 | 0038 | 0,035 | 0,040
Zn | 0236 | 0070 | 0460 | 1,005 | 1,000 | 1,180
|
Suma chemickych 0,357 0,165 | 0,586 1,255 | 1,157 1,354
prvkas ‘

For 1—2, see Tab. III; 3control group, ‘relatively uncontaminated area, Sconception,
Ssum of chemical elements

VI Zavislost obsahu chemickgch prvkd v cervikélnich hlenech krav na vé&ku v pokusné
skupiné (n = 99). Korela¢nf matice — Dependence of the content of chemical elements
in the cervical mucus of cows in the group (n = 99). Correlation matrix

Ukazatel' Chemicky prvek?

Cd PDh Hg ‘ Cr Cu ‘Zn

Vék krav? 24—109 ‘ |
mésice]

—0,03 —0,04 0,02 —0,10 0,14 0,04

Test pro r = 0, kritickd hodnota 5 % = 0,20 — Test for r = 0, critical value 5 % =
= 0.20
Icharacteristic, 2chemical element, 3age of cows [months]

DISKUSE

V literatufe je pomérné malo udaji o vztahu cizorodych latek k plod-
nosti hospodafskych zvifat. Rob (1985) prokéazal vylucovdani chemic-
kych prvka (Cd, Pb, Hg, Mo, V, Zn) genitadlnimi sekrety krav v obdobi
Fije. VySe citovany autor nalezl vysoka rezidua uvedenych chemickych
prvkld v Fijovych sekretech krav v zemédélskych podnicich vykazujicich
sniZené vysledky plodnosti.

Analyzy chemickych prvki (Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Zn) provadéné v cervi-
kalnich sekretech krav z obou srovnavacich zemédélskych zdvodid z riaz-
né exponovanych oblasti Severomoravského kraje prokazaly vylucovani
uvedenych chemickych prvka genitdlnimi sekrety krav v obdobi Fije.
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Chemické analyzy cervikalnich hlenti krav pokusné a kontrolni sku-
piny naseho $etfeni odhalily obsahy Cd v priméru o 10~' aZz 10-2 nizsi
hodnoty, u Pb hodnoty o 10-2 niZ8i, u Hg hodnoty v priméru o 10~2
niz§i a kKonecné u Zn byla primérnd hodnota o 10~ ' niz8i neZ uvadi
Rob (1985). Vysledky analyz metodou AAS prokéazaly, Ze také Cr a Cu
jsou chemické prvky, které jsou genitdlnimi sekrety v obdobi fije vy-
lucovany. Soucasna literatura neuvadi udaje o vlucovani Cr a Cu ge-
nitadlnim sekretem. V tomto sméru vysledky naSich Setfeni jsou prioritni
povahy.

Literatura rovn&Z neuvadi tGdaje o vztahu chemickych prvkd k plod-
nosti zvifat a skotu tak, jak bylo vytyCeno v naSem sledovani.

Chemické analyzy cervikdlnich hlenti pokusné skupiny (n = 99) a
kontrolni skupiny (n = 7) neprokézaly statistické rozdily v obsahu Pb,
Hg, Cr, Cu a Zn v cervikalnich sekretech krav z exponované oblasti ve
srovnadni s relativné cCistou oblasti (tab. III). Vysledky analyz prokézaly
pouze statistickou priikaznost (P < 0,05) v obsahu Cd v cervikdlnich
hlenech krav z exponované a neexponované oblasti, pficemZ kontaminace
cervikalnich hlenti krav v obou skupindch pravdépodobné zavisela na
zdrojich zneciSténi biotopu Cd, jak uvadéji néktefi autoli (napf. Fin -
dejsova aj, 1982; Kohnert, 1983; Cibulka, 1986).

Vysoce statistické rozdily (P < 0,01) v antagonismu Zn:Cd byly
ovlivnény mezi pokusnou a kontrolni oblasti v cervikdlnich hlenech
krav statisticky prikazné (P < 0,05) niz§imi primérnymi obsahy Cd
v kontrolni skupiné (tah. III). Antagonismus Zn : Cd byl hodnocen v cer-
vikdlnich hlenech z dtvodu, Ze cetné literdrni ndaje, napf. Bencko
aj. (1984) uvadéiji, Ze Zn a Cd jsou antagonistické prvky.

Vysledky koncepce v exponované oblasti ve vztahu k obsahu chemic-
kych prvka v cervikdlnich hlenech krav byly jednoznacné ovlivnény sta-
tisticky vysoce priikazné (P < 0,01) pouze vy$8imi priameérnymi obsahy
Zn v cervikdlnich hlenech nezabfezlych krav. Zdrojem zinkovych emisi
v ekponované oblasti byla zinkovna n. p. Autopal Novy Ji¢in, zavod
Rychvald, kterd se nachézi 1 km od objektu VKK 1 R, ve kterém byly
tyto cervikalni hleny odebirdany a pozdéji analyzovany. V relativné cisté
oblasti u krav nezabfezlych (n = 2) byly rovnéz zjistény vyS$8i obsahy
Zn v cervikdlnich hlenech ve srovnani se skupinou zabtezlych krav
(n = 5) v této oblasti. Zdrojem kontaminace relativné cisté oblasti byl
pravdépodobné dalkovy prenos emisi a exhaldti Zn.

Vysoce statisticky prikazné (P - 0,01) se liSil antagonismus Zn : Cd
u jalovych a zabfezlych krav v exponované oblasti. Sir§i antagonismus
ve skupiné& jalovych krav z exponované oblasti (Zn:Cd = 52,71:1) ve
srovnani s antagonismem vySe uvedenych prvkl u zabFezlych krav ze
stejné oblasti (Zn:Cd = 22,98:1) byl ovlivnén vysoce statisticky pri-
kazn& (P < 0,01) vyS88imi primérnymi obsahy Zn v cervikdlnich hlenech
jalovych krav z exponované oblasti (tab. IV). O negativnim vlivu Zn na
motilitu spermii referuji prace autordi White (1955), Holland
a White (1980) a Simonik (1989). Vysledky SetFeni prokazaly,
Ze Zn nemd jen esencidlni funkci v organismu jak uvadi napf¥. Under-
wood (1977), ale miliZe negativné ovliviiovat droveii koncepce skotu.

Z literarnich citaci, napf. Rob (1985), White (1955), Holland
a White (1980) lze predpokladat, Ze ptlisobeni jednotlivych chemic-
kych prvkl se musi v cervikalnim hlenu scitat a proto jsme navrhli a hod-
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notili ,,sumu chemickych prvka“. Priimérna ,suma chemickych prvka"
v cervikalnich hlenech jalovych krav v exponované oblasti byla statistic-
ky vysoce prukazné (P < 0,01) odlisna — vyS8i ve srovnani s priimérnou
,,sumou chemickych prvkia“ v cervikalnich hlenech zabFezlych krav ex-
ponované oblasti. Zn je prvek, ktery ovlivnil primérné ,sumy chemic-
kych prvk” bfezich a jalovych plemenic v cervikdlnich sekretech krav
v exponované oblasti (tab. IV). Primérnd ,suma chemickych prvka“
v cervikdlnich sekretech krav v exponované oblasti (n = 99) a relativné
Cisté oblasti (n = 7) nebyla statisticky odliSna. RovnéZ statisticky ne-
prikazné byly primérné ,sumy chemickych prvki” ve skupin& zabfez-
lych krav (n = 56) v exponované oblasti ve srovnani s primérnou ,,sumou
chemickych prvki“ zabrezlych krav z relativn& cisté oblasti (tab. III,
IV). Primérnd ,ssuma chemickych prvk@“ v cervikalnich hlenech pouze
dvou jalovych krav z neexponované oblasti byla vy38i neZ prameérna
,suma chemickych prvki“ v cervikdalnich hlenech nezabfezlych Kkrav
(n = 43) v exponované oblasti.

Z literarnich udaji mncha autorti (napr. Potter aj.,, 1971) je proka-
zan kumulativni vliv chemickych prvk v parenchymatoznich organech
skotu. V literarnich citacich chybi udaje o zavislosti obsahu chemickych
prvki v cervikalnich hlenech krav na jejich véku. Vysledky Setfeni v tom-
to sméru proti naSemu ocekavani prokazaly, Ze vylucovani chemickych
prvkit cervikdlnim hienem nebylo ovlivnéno jejich vékem. S rostoucim
vékem krav nestoupal ohsah chemickych prvka v cervikdlnim hlenu. To
znamend, ze adekvatni sekret delozniho krcku vytvari srovnatelné pro-
stiedi pro motilitu spermie po celou dobu reprodukéni periody plemeni-
ce. Je-li vSak kontaminovan chemickymi prvky (Zn) dochdazi k naruSeni
spermii a snizeni koncepce. Lze vyslovit domnénku, Ze obsah chemickych
prvkli v cervikalnim hlenu je pravdépodobné obrazem momentdlni kon-
taminace sliznice délozniho cervixu, tedy mista tvorby cervikalniho hlenu
v obdobi fije skoiu.

Z nélezli v tomto $etfeni lze dedukovat, Ze v ramci CR je obtiZné najit
oblast bez vlivii emisi a exhalatii na plodnost skotu.
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SIMONIK, 1. — PAVELKA, J. — KUDLAC, E. [District Veterinary Administration, Kar-
vind; State Veterinary Institute, Ostrava-Martinov; University of Veterinary Medicine,
Brno): Chemical contamination of cervical mucus in cows in relation to conception
and age. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4): 193—202.

Applying the method of absorption atom spectrometry (AAS), the contamination of
cervical mucus by chemical elements (Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Zn) was demonstrated in the
oestrus period of cows in different ecological agricultural regions of the North Mora-
vian region. The results of observation revealed only a statistically significant differ-
ence (P < 0.05) in Cd contents in the test groups; test group x = 0.015 ug.g~ 1 Cd,
control group x = 0.006 ug.g~' Cr findings in cervical mucus are of priority import-
ance, the same applies to Cu findings. Zinc was found to be an element influencing
negatively the conception of cows. The Zn values in cervical mucus of nonpregnant
cows were demonstrated to be significantly higher (P < 0.01) (conception — group =
= 0.841 ug.g~", conception -+ group = 0.219 ug.g~' Zn. So called sum of chemical
elements: Cd + Pb 4+ Hg -+ Cr 4 Cu -+ Zn was proposed and evaluated as a picture
of the total contamination of cervical mucus. This characteristic was also influenced
by the Zn findings in the group of pregnant and nonpregnant cows. Zn: Cd antagonism
in cervical secretions of barren and pregnant cows was statistically highly significant
(P < 0.01). Chemical elements in cervical mucus were determined for the first time
in a digested sample of cervical secretion. The correlation coefficients used for the
cows (n = 99) from a contaminated region showed that the content of chemical
elements in cervical secretion was not influenced by the age of cows. The content of
chemical elements in cervical secretion was not increasing with the age.

cattle; cervical secretion; chemical elements Cd, Pb, Hg, Cr, Cu, Zn; contaminated area;
relatively uncontaminated area; conception; age
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DETEKCIA REZIDUI NIEKTORYCH CUDZORODYCH LATOK V TKANI-
VACH GENITALU BYKOV A KRAV A V SPERME BYKOV

]. Fejes, 1. Breyl, H. SalitroSova

FEJES, ]. — BREYL, I. — SALITROSOVA, H. (Statny veterinarny udstav, KoSice;
Ustav zoohygieny a veterindrskej techniky, Kosice): Detekcia rezidui niektorgch
cudzorodjch latok v tkanivach genitdlu bykov a krdv a v sperme bykov. Veter.
Med. (Praha), 36, 1991 (4): 203—211.

V désledku castych porach reprodukcie v niektorych spoloénych chovoch Krav,
hlavne s priemyselnym sposobom prevdadzky, pokusili sme sa urobit sondu na zis-
tenie pritomnosti rezidui niektorych chemickych cudzorodgych latok v tkanivdch
genitdlu krdv a bykov a v sperme plemennych bykov. Predpokladali sme moZnost
negativneho vplyvu tychto latok na reprodukény proces krav a bykov. Podla na-
zoru a udajov niektorgch autorov v odbornej literatire konstatuje sa skutoénost,
Ze sperma a tkaniva genitalu patria medzi biologické materialy, ktoré medzi prvy-
mi reaguja na toxické vplyvy roznych chemickgych latok poruchami svojich fyzio-
logickych funkcii. Tieto poruchy, hlavne u spermalnych buniek, je moZné objek-
tivne posiddit cez meratelné zmeny fyzikdlnych a biologickych vlastnosti. Zamerali
sme sa na rezidud hexachlorbenzénu (HCB), «, 2, y izoméry hexachlorcyklohexanu,
Y DDT a jeho metabolitov a polychlorovanych bifenylov (PCB). Zistené hodnoty
rezidui tychto latok vo vySetrovanych biologickgch materidloch boli velmi nizke,
pripadne sme ich vdbec nezistili. Predpokladdme, Ze nemohli vyznamnejSie ov-
plyvnit fyziologickd funkénos( vySetrovangch krdv a bykov so zretelom na ich
reprodukéné orgdny. Ukazuje sa potreba rozsirenia a prehlbenia takychto vySetre-
ni, obzvlast v chovoch a oblastiach ekologicky ohroZenych, so zameranim sa na
vySetrovanie reziduf aktudlnych cudzorodgch latok z hladiska ekologickych po-
merov. Aktudlnost tejto poZiadavky je podporend aj udajmi v odbornej literatare,
Ze boli zistené a dokdzané pripady negatfvneho vplyvu niektorych cudzorodych
latok (PCB) na reprodukéné funkcie fudi a hospodarskych zvierat. Vysledky naSich
sledovani povaZujeme za jeden z prvych dotykov s uvedenou problematikou v na-
Sich podmienkach. PovaZujeme za uZitocné prehlbovanie, rozpracovanie a upres-
nenie diagnostickych postupov vzhladom na neute$ené ekologické problémy aj
v tejto oblasti.

skot; pohlavné orgény; cudzorodé latky; rezidua

Siroké uplatiiovanie réznych chemickych 14atok, pesticidov, herbicidov,
umelych hnojiv, lieciv a inych v polnohospodéarskej vyrobe, dava znacné
moznosti ku perzistencii rezidui tychto latok v rastlinnych kultirach,
v organizme hospodarskych zvierat a v potravinovom retazci.

Malik (1981) udava, Ze ¢s. polnohospodéarstvo zaujima jedno z po-
prednych miest vo svete pri spotrebe réznych chemickych latok. Rob
(1986) konstatuje, Ze v ¢s. polnohospodarstve sa vyuZivalo a siCasne
vyuZiva aZ 550 druhov herbicidov, pesticidov, insekticidov a exfoliantov.
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Tieto latky sa kumuluji v pode, vo vode, v Zivych organizmoch a dosta-
vaji sa az do buniek jednotlivych tkaniv. Ich odbtravanie z organizmu
prebieha v réznom c¢asovom obdobi, zhruba od 3 tyzdnov az do 30 mesia-
cov. Na 1 m? polnohospodarskej pody v niektorych okresoch boli name-
rané hodnoty az 6 mg réznych cudzorodych latok. Ohrozené st aj povr-
chové, aj spodné vody.

Rob (1986 — cit. Dixon a Lee, 1980; Mann a Lutwak-
-Mann, 1981) poukazuje na moznost negativinych ucinkov tychto che-
mikalii aj na reprodukc¢né funkcie hospodarskych zvierat. Pri samcoch
sa to mozZe prejavit negativnym posobenim na semenniky, prisemenniky
a pridavné pohlavné zlazy, alebo ovplyvnenim riadiacej osi hypotalamus-
-hypofyza-gonddy. Autor obzvlast poukazuje na polychlorované bifenyly
(PCB), ktoré vznikaju pri vyrobe plastickych hmot, st sticastou mazadiel
a syntetickych vlakien a velmi lahko prenikaji do organizmov cicavcov.

Ahmed a i. (1977) dokazuju negativny vplyv chlorovanych uhlovo-
dikov na spermiogenézu lenghorskych kohutov a nasledovné zniZenie
oplodnenosti sliepok a liahnivosti kurciat. Dibromchlorpropan (DBCP),
ktory sa pouZiva v polnohospoddrstve proti niektorym Skodlivym nema-
tédom, vyvolal pri zasiahnutych robotnikoch, ktori ho aplikovali, oligo-
spermiu a azoospermiu (Whorton, 1979; Whorton a Milby,
1980). Aj Potashnik a i (1979), Glass a Lynn (1979) zistili
pri aplikatoroch pesticidov koreldacie medzi poklesom poctu spermii v eja-
kuldtoch a manipulaciami s tymito chemickymi latkami. V testikularnych
bioptatoch tychto muZov boli zistované atrofie germinédlneho epitelu se-
mennikov a intaktnost Sertoliho a Leydigovych buniek. V spermiograme
sa to vyznacCovalo oligospermiou a azoospermiou. Najvyraznejsi ucinok
v tomto smere vykazoval dibrémchlorpropan.

Toxikanty, vratane polychlorovanych bifenylov, dibromchlorpropanu
a dusitanov vyvolavaja reprodukcéné poruchy pri vtakoch. Potvrdili to
Kosutsky a i (1979), Call a Harrell (1974), McLane a
Hughes (1980), Cecil a i. (1980), Busch a i. (1974). Negativny
vplyv tychto cudzorodych latok na poruchy reprodukcie pri norkach

a fretkach potvrdil Bleavius a i. (1980) a pri potkanoch Sager
(1983).

MATERIAL A METODY
<

Zamerali sme sa na detekciu rezidul nicklorych frekventovanych chemick§ch latok,
a to W sperme plemennych bykov a v tkanivdch genitdlu bygkov a krdav. Mali sme
na zreteli moZnosti negativneho vplyvu na biologicku kvalitu spermy bykov a na ostatné
reprodukéné funkcie genitalu hoviddzieho dobytka. Viedli nds k tomu dost asté pripady
porGch reprodukcie a zniZovanie plodnosti krav, obzvlast vo velkokapacitngch podmien-
kach chovu.

Vzorky nativnej spermy bykov, pohlavné orgdany odporazenych bykov a krav boli
zasielané z plemendrskej stanice M. a z vybranych jato¢nych zvierat odporazenych na
bitdnku K. Vzorky boli odoberané podla nasich poZiadaviek veterinarskymi androlégami
OVS a zasielané na oddelenie reprodukcie a RP pre cudzorodé latky v potravindch
a krmivach SVU Kosice.

Hodnoty rezidui cudzorodych latok v tychto biologickych materidloch boli robené
metédou plynovej chromatografie s detektorom elektronového zachytu. Purifikacia
extraktov pre plynovd chromatografiu bola real'zovand metodou kyslej hydrolgzy lipo-
filngch materidlov s ndsledujicou extrakciou do petroléteru. Tato screeningovd metoda
umoZiuje dokazat rezidud 0,01 mg. ke T tuku.

Vo vysetrovanych biologickych materidloch a v pomocnych porovndvacich vzorké&ch
sme zistovali hodnoty reziduf tychto chemickych latok:
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— HCB — hexachlérbenzén — ktory doneddvna bol stcastou moridiel obilia.
— Gama-HCl — gama izomér hexachlorcyklohexanu (tov. zn. Lindan), ktory sa pouziva
ako moridlo obilia a ku dezinfekcii pody proti hadatkam.
— Alfa a beta-HCH — alfa a beta izoméry hexachlorcyklohexanu, ktoré vznikaja ako
kontaminanty pri vyrobe Lindanu.
— X DDT a jeho metabolity p,p-DDE, p,p-DDD, o,p’-DDT a p,p’-DDT, ktoré vznikaji pri
biologickej degradacii YDDT a ukladaji sa v tkanivach Zivych organizmov. DDT sa od
roku 1974 v polnohospodéarskej vyrobe nepouZiva. Jeho zbytky moZu sa objavovat v rast-
linolekérstve, pripadne v starych nekontrolovatelnych zésobach. Pretrvavanie v orga-
nizme je velmi dlhé, z dovodov znacne zdlhavého rozpadu tejto chemickej latky.
— PCB — polychlorovany bifenyl, ktory byva stGfastou irokej palety rdznych vyrob-
kov. Je sucastou dielektrikumu v kondenzatoroch, nachadza sa v olejovych kvapali-
nach v transformadtoroch, ale hlavne bol sGcastou mazadiel a farieb. Tieto sa pouZivali
na néatery aj v potravinarskom a Kkrmivdarskom priemysle. Rovnako sa pouZivali na
mnéatery v polnohospodarstve (ndatery silaZnych vezi). Tato chemickd latka ma vy3e
200 izomérov, z ktorgch niektoré mozu posobit ako promoOtory karcinogenného pdso-
benia niektorgch ingch zlicCenin a latok. Niektoré izoméry s relativne nes$kodné.
Rezidud popisanych chemickych cudzorodych latok sme zistovali v nasledovnych bio-
logickgch materidloch: nativnhe sperma bykov, semenniky, prisemenniky, mechdrikovité
?lazy (vesiculae semindles) bykov, vajetniky krdv, krv bykov a ladvinovy¢ tuk bykov.

VYSLEDKY

V prvej sérii vySetreni sme sa zamerali na obsah rezidui sledovanych
cudzorodych latok v tkanivdch genitdlu a v ladvinovom tuku vybranych
jatoénych zvierat. I§lo o jato¢né vykrmové byky vo veku 13—15 mesia-
cov a jatoc¢né kravy, vyradené pre poruchy reprodukcie, ktoré boli vo
veku 3—11 rokov. Zvierata pochadzali z niekolkych chovov okresov T. a
K. Jednalo sa vécS§inou o kriZzencov slovenského strakatého a cierno-
strakatého niZinného plemena (tab. I, II).

Vysledky vySetreni z biologického materidlu od plemennych bykov
pochadzali od zvierat z plemendarskej stanice M. Jednalo sa o plemen-
nych bykov v insemindcii vo veku od 3—7 rokov. ISlo o bykov bez zjav-
nych poruch spermiogenézy, ale aj o bykov s ah§imi a hlb§imi porucha-
mi spermiogenézy a s produkciou biologicky menejhodnotnej spermy,
ktora vykazovala znfZenu fertiliza¢nu kapacitu. Spermiologicky nélez vy-
kazoval najCastejSie zniZenie motility spermii, zhorSenie ich preZivatel-
nosti a zmrazitelnosti (tab. III).

V dal3ej skupine 7 plemennych bykov z plemendarskej stanice P. CH.
sme zistovali a hodnotili rezidua sledovanych cudzorodych latok z do6-
vodov, Ze sa jednalo o plemendrsku stanicu, na ktorej az 60 % ustajne-
nych bykov vykazovalo dlhodobé poruchy spermiogenézy (nizka motilita
spermii, zniZena preZivatelnost a zld zmrazitelnost). Byci neprojavovali
Ziadne klinické priznaky ochorenia (tab. IV).

DISKUSIA

Snazili sme sa osvetlit vyznam niektorych netradi¢nych faktorov a ich
moZny negativny vplyv na poruchy reprodukcie hovddzieho dobytka v na-
Sich podmienkach. Sledovali sme preto pritomnost rezidui niektorych
chemickych cudzorodych latok v sperme bykov, v tkanivach genitdlu
bykov a krdv a v niektorych pomocnych orientac¢nych vzorkach (Yadvino-
vy tuk, krv). Celkom sme vySetrili 15 semennikov, 5 prisemennikov a 10
vzoriek tuku jato¢nych bykov, 5 vajecnikov vyradenych Kkrav, 7 vzoriek
nativnej spermy, 11 semennikov, 8 prisemennikov, 11 mechirikovitych
pridavnych pohlavnych Zliaz, 3 vzorky ladvinového tuku a 7 vzoriek krve
plemennych bykov. Dohromady sme vySetrili 82 réznych vzoriek.
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Z vysledkov kons$tatujeme, Ze niektoré chemické latky, a to polychlo-
rované bifenyly (PCB) a beta-izoméry hexachlorcyklohexanu (v tabul-
kach nie je uvedeny) neboli zistené v podobe rezidui v Ziadnej z vySetro-

1. Jato¢ni byci — Slaughter bulls

P
:E‘ § Obsah rezidui vo vyﬁetrgvanom materidle?
8 E [mg. kg=1]
> * Material?
s | 2 |
2 & HCB )'-HCH‘a-HCH DDE | DDD |ZDDT| PCB
_semennik’ | 0005|0016 | 0,012/ 0 [o0001]0001]| 0
L 1 prisemenni{k® |0 ! 0,001 | 0,006 0 0,910 0,010 ':_0‘__
| | semennik? | 0009|0012/ 0013 0 |op010|0010| o0
2 prisemennikS 0,007 | 0012| 0004| 0 | 0 0o | o
. [ |sememntk® 0001 0001 0001| O 0 | o0 | o
prisemennik®é |0 0,006 0,009 0 0 | 0 [
semennik® 0 | 0001/0002] 0 | o | o | o
4 ! prisemennfk® 0 \_@02 ‘_Oi)ﬁ L A_Q_|_0 B 0
_semennik’ I 0 lo003 0002 0o | 0o | o | o
P b [ risemenntie 0 0005|0004] o |ooo1looorl o
" - semennik> B _0_80;0‘ 0,610 0.360_ 0 0 0 0
B tuk Tadvinovy’ 0,004 0,060| 0030 | 014 | 0 |0140| 0
7 fi semennik’ 0130 0 (0130 0 | 0o | 0 | 0O
tuk ladvinovy? 1470| 0 [1,140| 171 | 0O 1,710 0
B 1 _semennf{k® - 0 | 0 |o2s0| 0 | 0 | 0 | O
tuk ladvinovy’ 0510/ 0 | 0130 039 | o0 0390| 0
g i semennfik> | o] o o | 0 0 | 0 0
tuk ladvinovy’ 0310/ 0 |0270| 153 | 0 |1530| 0
10 I semennik3 0] o o] 0o | o 0 | 0
tuk Tadvinovy’ 1410/ 0 |0400| 445 | 0 |4450| 0
11 1 semennik> 0 0 0 | 0 0 | 0 |_ 0O
tuk ladvinovy’ 0740 | 0 [ 0,040 4,89 | 4470| 9,360| 0
12 I semennik5 0001| 0 |0110| O 0 | 0| o0
tuk ladvinovy’ 0,300 0 |0110| 0,11 0 |o0110 ©
13 i semennfk’ 0 0 0 0 0 0 0
tuk ladvinov§’ 0070, 0 |0050| 0 0 0 0
14 1 semennik3 0 | 0o | o 0 0 0 | 0
tuk ladvinovy?’ 0370 0 [0220) 070 | 0 |0700| 0
15 1 semennfk> 0001 9 | O 0 | o | o 0
tuk ladvinovy? ol ol o 9 0ol o 0

sample number, 2group number, 3material, ‘content of residues in examined material,
Stestis, éepididymis, ’kidney fat
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I1. Jatocné kravy — Slaughter cows

Obsah reziduf vo vy3etrovanom materidle’
Cislo | Cfslo| y,o. [mg.kg—1]
vzor-| sku- (r.]3 Material?

ky! | piny?| ** | ‘

HCB r-HCHIm-HCH DDE | DDD | XDDT| 'PCB

1 111 1‘ 3 ! vajecnik® 0,001 | 0,002 | 0,003 0 0 0 0

o

2 11 4 vajecniké 0 0,130 | 0,012 0 0 0 0

5 11 5 | vajetnfks 0,012 | 0,010 | 0,006| © 0 0 0

4 I11 10 vajedniks 0,015 | 0,036 | 0,047 | 0.01 0 ‘ 0,01 0

5 ‘ HI | 11 | vajesniké 0 |o0015|0014| 0 | 0 0 0

For 1—2 see Tab. I; 3age (years), “material, ‘content of residues in the examined mate-

rial, Sovary

1II. Plemenni byci — Sires

Klinicky a ' Obsah reziduf vo vy3etrovanom materi4li®
Ve | Patologicko- ’ [mg.kg="]
Byk! [r.]2 -anatomick§| Material® |
i nalez na ‘
genitali3 ! HCB |y-HCH |x-HCH| DDE | DDD |(X DDT| PCB
. semennfk® | 0,010 0,050 | O 0 0 0 0
porucha mechiriko- ,
cu-24l 5 | spermio- | véZ2tazy® | 0 0004| 0 | 0 | o | o | o©
genézy$ tuk
ladvinovy 10 /0,006 | 0,003 | 0,380 | 0,380| O 0 0
semennfk® | 0,005 0,029 0 | 0,055| 0 0o | o
porucha mechdriko-
ce-13| s spermio- vé Zlazy’ | 0,010 0,003| O 0 0 0 0
genézyb tuk
L _advinovg™| 0,040 0,031 | 0 | 0384| 0 0 0
semennik® | 0,010 | 0,010 0 0 0 0 0
bez pato- mechtriko-
1c.13| 6 | logického | vé Zlazy® | 0 |o0010| o 0 0 0 0
" nélezu’ tuk
Tadvinovy ' | 0,005 | 0,001 0 0,120 0 0,1 0
_semennik® | 0,010 0 0 | o0 0 0 0
bez patolo- | Prisemen-
Hx.23l 4 | gickeho nik " 0 |o0010[ 0 0 0 0 0
nalezu’ mechiriko- |
vé 2lazy® | 0010| 0 0 0 0 0 0
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pokragovéni{ tab. III

Klinicky a Obsah rezidui vo vy3etrovanom materiali®
Vek | Patologicko- [mg.kg~"]
Byk! [r.)2 -anatomicky| Materi4l* | I i
v | uslezana HCB | y-HCH|«-HCH| DDE | DDD |2 DDT| PCB
genitali3 r |
semennik® | 0,010/ 0,010 0o | 0O 0 0 0
porucha prisemen- ‘ l
o4 | 4 | spermio- | mik™ 0 o000 0o | o | o 0 0
genézys mechdtriko- ; ‘
vé zlazy’ 0 (000 0o | o | o | o | o
semennik® 0,010] 0,010 | 0,01 o | o | o 0
— risemen- | e
MIR-| 53;;’;,‘}3 _ilik" Lol o] ol o 0| o | o
-5 genézy$ mechariko- | R A
vézlazy’ | 0 | 0 | 0 | o [ 0 | 0 0
| semennik8 o |o0o010|0010 o 0 0 | o
bez pato- | Prisemen-
1G-7| 4 | logického | DK™ | o0 | 0 | 0 jy 0 | 0O | 0 | 0O
nalezu’ mechuriko-
_vé zlazy’ | 0,020| 0,010 | 0010, 0 0 | o 0
I semennik® T 0 [ 0 | 0 | 0o | O 0 0
bez pato- | Prisemen- ‘
GU-23 4 10giCkéh0 __HL___,:_‘ _0_ 0'0]_0__ 0 0 . 0 _0_ _7(!_ N
nalezu’ mechuriko- |
o | ve zlazy’ | 0,002 0,010 | 0001 © 0 0 0
semennik® | 0 |0010| 0003 0 | 0 | 0 | 0
porucha prisemen- |
zu-3| 4 |spermio- | nK™ | 0 0020|0002 0 0 0 0
genézy® mechariko- \
vé Zlazy? ‘ 0,001 | 0,020 | 0,010/ 0 0 0 0
semennik® o 0,010 0,002 0 0 0 0
bez pato- prisemen- | I ‘
AL-4 5 logického lL_ ~ 0 | 0010 0 ‘ 0O | 0 | 0 | 0
nélezu’ mechdriko- | r
L vé 2lazy’ | 0,005(0003 0002 o | o | o | o
semennik® | 0 |0001| 0  ©0 | 0 | 0 | O
bez pato- prisemen- \
LR-6| 5 |logickeho ' 0k | 0 0006 0 0 | 0o | 0 | O
nalezu’ mechuriko- |
vé ztazy® | 0,003] 0002|0001 0 | o | o | o

sire, 2age (years), °clinical and patho-anatomic finding in the genitals, ‘material,
Scontent of residues in the examined material, éspermiogenesis disorder, no pathologic-
al finding, Stestis, *follicular glands, kidney fat, 'epididymis

vanych vzoriek. Aj rezidua pri ostatnych vySetrovanych chemickych 1lat-
kach boli v materialoch v nizkych, toxikologicky nevyznamnych hodno-
tdch alebo sa nenachéadzali vobec. VysSie hodnoty sme zaznamenali pri
Y, DDT v ladvinovom tuku niektorych jatoénych byckov.

PretoZe v dostupnej odbornej literatire sme nenarazili na pripustné
normy rezidui sledovanych cudzorodych latok v sperme a v tkanivach
genitdlu hovddzieho dobytka, pripadne inych hospodarskych zvierat,
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IV. Plemenn{ bgci — Sires

Obsah reziduf vo vySetrovanom materiali?
[mg.kg~1]
Byk! Material?
HCB |y-HCH|¢-HCH| DDE | DDD | £DDT| PCB
|. nativne sperma® 0,001 | 0,001 0
SM-25 2 0,001 | o, 0 0 | o] o0
krv® 0 0 0 0 0 0 0
nativne sperma?* 0,001 0
T nativne sperma*® _ o0 0 | 0| 0 | o0 0
| kv 0| o | o | of| o o 0
nativne sperma?’ 0 001
b6E perma* 0, 0 0 0 0 0
krvS B 0 0 0 0 0 0| o
nativne sperma’ 0,020 | ,0,001 | 0,001 0
AGK-52 L 0 0 0
krvs . 0 | 0001|0001 0 0 0o | o
nativne sperma? 0,010 0
apgq | Mattvne spermat | o010 o | o o | o | o
krvs 0 0 0 0 0 0 0
nativne sperma? 0,001 0 0
PO-17 | = — 29 o 0 1 0
krvs N 7_ o | 0 | 0] 0o | 0 [ O
natfvne sperma® | 0,010 |
AT.27 I i (0010 o i 0 0 0 0 0
| kevs 10010/ 0 | o 0 0 0 0

bull, 2material, 3content of residues in the examined material, ‘native sperm, “bhlood

uvddzame pre porovnanie niektoré normativne hodnoty, ktoré su pripust-
né pre niektoré iné tkaniva a materialy zivociSneho pdvodu, ako to uvadza
Vyhlaska 35/1977 hlavného hygienika SR a niektoré navrhované normy:
— HCB-hexachlorbenzén — pripustna norma v mlieku 0,5 mg . kg~ mliec¢-
neho tuku. Uhnak ai. (1975) vo vySetrovanych vzorkdch mlieka krav
v SR zaznamenavali hodnoty od 0,07—0,2 mg . kg~
— Gama HCH (gama-hexachlorcyklohexan-Lindan) — pripustnd norma
v mlieku krav 0,2 mg. kg ' mliecneho tuku, pripustnd norma vo vaji¢ku
bez $krupiny 0,1 mg.kg 1. Izomér alfa-HCH v tab. I pri niektorych vy-
Setrovanych materialoch vykazoval vySSie hodnoty ako izomér gama-HCH,
¢o svedci o znamej skutocnosti, Ze alfa-izomér sa v organizme kumuluje,
zatial Co gama-izomér sa z organizmu vylucuje pomerne rychlo.
— Y, DDT-normou pripustna hodnota v mlieku krav je 0,4 mg . kg~ ' mliec-
neho tuku, vo vajicku bez $krupiny 0,5 mg.kg~'. V nasich vy3etreniach
v ladvinovom tuku piatich jato¢nych bykov sme zistili vy$Sie hodnoty
od 0,7—9,36 mg. kg ' Zo zaujimavejSich strednych hodnot z huménnej
mediciny uvddza Rosival ai. (1980): ), DDT v uteru Zien v SR 0,086—
—0,119, v placente Zien 0,07—0,36, v embryach c¢loveka 0,108, v krvi gra-
vidnych Zien 0,036, v tuku gravidnych Zien 4,41 mg . kg~'. Pokial sa tyka
gama-HCH (Lindan) zistoval tento autor nasledovné stredné hodnoty re-
zidui: krv Zien 0,18, placenta 0,018, tuk gravidnych Zien 0,018 mg. kg~
PCB nie je predmetom spominanej vyhlasky. Rozhodnutie hlavného
hygienika CR z 31. 1. 1990 dovoluje najvysSie pripustné normy reziduf
PCB v kravskom mlieku 0,3 mg. kg~ ' mlieéneho tuku, pri bravdovom
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méise a tuku je to 0,7 a pri hovddzom mése a loji 1,5 mg.kg"". Uhnak
(1980) udava, Ze pri svojich sledovaniach nezistoval Ziadne rezidua PCB
v mlieku krav z vySetrovanych chovov na Slovensku.

Z uvedenych vysledkov nemézZeme jednoznacne konStatovat, Ze by zis-
tené hodnoty rezidui niektorych sledovanych chemickych latok v sperme
bykov a v tkanivdach genitalu bykov a krdv, nemohli negativne ovplyv-
fiovat reprodukc¢né funkcie tychto zvierat, pretoZe v naSich podmien-
kach nemohli sme nami dosiahnuté vysledky podrobit porovnaniu v kon-
trolnej skupine zvierat. MoZny negativny vplyv tychto latok potvrdzuje
Busch a i. (1986), ktori vySetrili 170 ejakuldatov plodnych muZov,
muzov s idiopatickou oligospermiou alebo azoospermiou, pripadne po
vazektomii. Zachytili a analyzovali vo vzorkdch spermy 74 izomérov po-
lychlorovanych bifenylov, }; DDT a hexachlorbenzénu. Nalezy niektorych
izomérov polychlorovanych bifenylov boli v korelacii s poklesom motility
a s poklesom koncentracie spermii vo vySetrovanych vzorkdch a zniZo-
vali ich biologicku a fertilizacna kvalitu.

Z uvedeného vyplyva, Ze sice naSe vysledky dali hruby obraz o pritom-
nosti rezidui v sperme a genitdle vysetrovanych bykov a krav pri sledo-
vanych chemickych latkach, ale taktieZ moZno vyvodit, Ze v budicnosti
bude dbleZité zamerat sa pri vySetreniach na urcité chemické latky a ich
rezidud s moznym negativnhym vplyvom na reproduk¢éné orgdny samcov
a samic hospodarskych zvierat.
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FEJES, J]. — BREYL, 1. — SALITROSOVA, H. (State Veterinary Institute, Kogice; Insti-
tute of Zoo — hygiene and Veterinary Technique, Ko3ice): Detection of residues of
some foreign substances in the tissues of bull and cow genitals and in bull Sperm.
Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4): 203—211.

The presence of residues of some chemical foreign substances in the tissues of cow
and bull genitals and in sire sperm was investigated due to frequently occurring re-
productive disorders in some large cow herds, mainly with the large-scale rearing
system. Negative effects of these substances on the reproductive process of cows and
bulls were supposed to be exerted. In keeping with the opinions and data mentioned
by some authors in the literature there is a fact that the sperm and tissues of genitals
belong to those biological materials which are the first to respond to the toxic effects
of different chemicals by disorders of their physiological functions. These disorders,
imainly in sperm cells, can be evaluated objectively from the recorded changes in
physical and biological characteristics. The chemicals under investigation were residues
of hexachlorobenzene (HCB), «, £, y hexachlorocyclohexane isomers, YDDT and its
metabolites and of polychlorinated biphenyls (PCB). The concentrations of the residues
of these substances in the examined biological materials were very low, in some cases
they were not detected at all. It is therefore supposed that these residues could not
exert and significant effects on the physiological functions of examined cows and
bulls with respect to their reproductive organs. These examinations should become more
extensive and thorough, mainly in the herds and regions exposed to potential contami-
nation; the residues of foreign substances should be investigated in view of ecological
conditions. These postulates are very urgent, as illustrated by the literature data: in
some cases negative effects of certain foreign substances (PCB) were found out and
demonstrated on the reproductive functions of people and farm animals. The results
of our investigations can be taken as the first contacts with the given problems in
Czechoslovak conditions. It will be useful to formulate, elaborate and specify diagnostic
procedures aiming at a solution of pressing ecological problems in this sphere.

cattle; sex organs; foreign substances; residues
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Upozornéni pro prispévatele a ¢tendre Casopisu
VETERINARNI MEDICINA

Pro lepSi zpristupnéni vysledkd c¢eskoslovenského vyzkumu
zahranicnim odbératelim rozhodla redakéni rada casopisu
VETERINARNI MEDICINA poc¢inaje ro¢nikem 1991 uvefejio-
vat rozSifené, podrobné zpracované (s odkazy na tabulky
a obrazky) souhrny v anglictiné. Od ro¢niku 1992 budou tyto
souhrny podminkou pro pftijeti prispévkl do tisku.

Proto zddame autory nasSeho casopisu, aby prispévky zasilané
do redakce vybavili kratSim souhrnem, ktery bude publiko-
van v cestiné Ci slovensting, a dale delsim souhrnem (v roz-
sahu do dvou rukopisnych stran), ktery bude pieloZzen do an-
glictiny.

Doufdme, Ze se toto opatreni setka s priznivym ohlasem jak

PR

u autord, tak i u ¢tendrt naseho Casopisu.

Redakce Casopisu
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UCINNOST VYBRANYCH ANTIBIOTIK NA MIKROORGANISMY KONTAMI-
NUJICI EJAKULATY KANCU

J. Mazurova4, P. Vinter

MAZUROVA, ]J. — VINTER, P. (Statni veterindrni Gstav, Pardubice; Vgzkumny
ustav pro chov prasat, Kostelec nad Orlici): U&innost vybranych antibiotik na
mikroorganismy kontaminujicl ejakuldty kanci. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4):
213—223.

Ve dvou etapdach jsme sledovali vyskyt mikroorganismi, vcetné jejich celkovych
poéti v nativnich ejakuldtech kanci a dale ovlivnéni zjisténé kontaminace po
nafedéni spermatu fedidly obsahujicimi jednotlivd antibiotika: ampicilin, genta-
mycin, apramycin, cefoxitin nebo kombinace antibiotik: penicilinu se streptomy-
cinem, ampicilinu s cefoxitinem, gentamycinu s cefoxitinem a ampicilinu s gentamy-
cinem. Zastoupeni bakteridlnich druhd a celkové pocéty mikrobll v 1 ml rfed&ného
spermatu, uchovavaného pri teploté priblizné 18 °C jsme zjiSlovali za 24, 48 a 72 h
po naiedéni. Ze vSech nativnich ejakulati jsme vykultivovali mikroorganismy. Mezi
nejfrekventované&jsi patrily Proteus sp. (63,3 %) a Pseudomonas aeruginosa
(51,5 % z celkem vySettenych vzorkii). Pofty kontaminovanych rfedénych ejaku-
latd se pohybovaly za 24 h po natred&ni od 12,5 do 95,8 %, za 48 h od 12,5 do 98,5
procenta a za 72 hod 16,8 do 958 % z celkem vy3etfenych. Vyskyt mikroorganis-
mi vét§inou koreloval se spektrem uU&innosti obsaZengych antibiotik nebo jejich
kombinacif. Primérné poc¢ty mikroorganismi v 1 ml nativniho ejakuldtu dosaho-
valy v I. etapé 2363000, ve II. etapé 1472 108. Nejvy33i primérné polty v 1 ml
fed&ného spermatu byly zaznamenany v ejakuldtech obsahujicich cefoxitin a apra-
mycin. Z antibiotik pridavanych jednotlivé byl nejucinné&jsi gentamycin (primeér-
ny pocet mikroorganismid — CPM v 1 ml byl 416 za 24 h, 955 za 48 h a 2260 za
72 h po naredéni), z kombinaci byla nejvhodné&jsi ampicilin s gentamycinem
(14—20—21). Tato kombinace vykazovala velmi dobrou udinnost i na Proteus sp.
a Pseudomonas aeruginosa.

kanec; ejakulat; sperma; mikrofl6ra; kontaminace; antibiotika; dekontaminace

Jednim z vyznamnych ¢initeli negativné ovliviiujicich biologickou kva-
litu spermatu jsou mikroorganismy, které pronikaji do ejakuldtu pii jeho
odbéru i dalSim zpracovani v rtzném kvalitativhim i kvantitativnim za-
stoupeni. Podminky potfebné k uchovavani kancéiho spermatu do doby
inseminace umoZiuji jejich dal$i pomnoZeni v optimadlnim prostfedi se-
menné plazmy. Skodlivé t¢inky mikrobli na spermie se uplatiiuji zejména
prostfednictvim toxinl, produktli metabolismu a také tibytkem energetic-
kych zdroji z plazmy, coZ mé za nasledek sniZeni preZitelnosti i vlastni
oplozovaci schopnosti spermii. Mikroorganismy pfenesené kontaminova-
nym spermatem do délohy se mohou dile podilet na vzniku patologic-
kych procest riizného charakteru.
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PREHLED LITERATURY

Ve vétdiné ziskanych ejakuldti kanc byly mikroorganismy prokazény. Nejcastéji se
vyskytovaly Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Citrobacter sp., Proteus sp.,
stafylokoky, streptokoky, korynebaktérie, aerobni sporulujici baktérie a dalsi, zejména
gramnegativni mikroorganismy, vcetné spor hub. Celkove poCly Zivych bakterialnich
bun&k se pohybovaly od nékolika desitek do nékolika miliont v 1 ml spermatu ( Aam -
dal aj., 1958; Sachno a Sinjajeva, 1962; Lingam a Campbell, 1965;
Busch aj, 1969; Kozumplik a Vicek, 1970; Kozumplik, 1975; Gam-
¢ik a Nemed, 1981; Sone aj, 1982; Moroz a Makucha, 1986; Weitze
a Rath, 1987; Feje$ aj., 1989).

Vyskyt mikrobG v ejakulatech se dale méni v pribé&hu skladovani, priéemZ vyznamny
je jejich poc¢éateéni obsah, doba a zejména teplota, pri které je sperma uchovédvano.

Heidrich aj. (1964) sledovali mnozeni baktérii v ejakulatech pri teploté 15 C.
PoCet Zivych bakteridlnich buné&k stoupal a devdty den dosahoval 122 aZ 291 miliéni
v 1 ml. RovnéZ Busch aj. (1969) prokazali pomnoZovani mikrobli ve spermatu ucho-
vdvaném pri pokojové teploté., V prostredi chladni¢ky bylo pomalejsi a mnohdy docha-
zelo i ke sniZeni jejich poctu,

Zv14sté vysoka citlivost kanéich spermii vi¢i chladu vsak vyzaduje skladovaci teplo-
ty nad 15°C, coz umoZiiuje pomnozovani veétSiny mikroorganism vyskytujicich se
v ejakuldtech (Kozumplik a VI¢ek, 1973; Weitze a Rath,6 1987).

Negativni vlivy nékterych bakteridlnich druhit byly studovdany zejména na spermiich
bLykl. Pokusy provddéné Krolinskim (1977) prokdzaly nepriznivy vliv P. aeruginosa
na prezitelnost spermii. Intenzita ac¢inku byla pfimo umérna poctu bakteridlnich bu-
nek v ejakuldtu. Zkrdceni doby preZitelnosti bylo zpiusobeno toxiny, produkovanymi
pri vymeéné latkové a uvolnénim z bunék po jejich odumreni. Po 60minutové inkubaci
ejakulati obsahuiicich 3 miliony bakteridlnich bunék v 1 ml pri teplot& 37°C zjistil
Boryczko [(1982) vyrazny pokles obsahu zivych spermii vic¢i nekontaminované kon-
trole, a to ve vzorcich s P. aeruginosa o 6.9 %, E. coli 0 6,9 % a Staphylococcus aureus
0 9,7 %. Toxicky vliv produktii metabolismu S. aureus se projevoval ztritou motility
a akrozomu (Mayer, 1980). Snizeni motility nasledkem poklesu pH pii silné mi-
krobidlni kontaminaci kancich ejakulati prokdzal Hovorka (1984). Weitze
a Rath (1987) potvrdili jednoznacné& negativni vztahy mezi podilem morfologickych
zmé&n na spermiich a vysokym obsahem mikroorganismii v kan¢ich ejakulatech sklado-
vanych deldi dobu. Obdobné poznatky publikovali také Kozumplik a Vlidek
(1973).

Uvedené poznatky opodstatiiuji potiebu tlumeni rdstu mikrobl antibakteridlnimi
1é¢ivy. Jejich pouZiti je v3ak limitovdno vedlejsimi G¢inky na spermie i rdznou citli-
vosti bakteridlnich druhti pritomnych v e‘akulédtech.

Redidlo s obsahem 1000 IE penicilinu (PNC) a 1000 xg streptomycinu (STM) pouZi-
val k fredéni kanc¢iho spermatu Dziuk (1958). PFi konzervaéni teploté 16 °C pro-
kézal ve 40 % vzorku vy33{ vitalitu spermif neZ v ejakulatech bez antibiotik. Zvy$eni
davky obou lé¢iv v3ak puasobilo toxicky. Ucinky rdzngch koncentraci PNC, STM a sul-
fonilamidu ovérovali Busch aj. (1969). Rast baktérii nejspolehlivéji potladovala an-
tibiotika PNC (500 IE) se STM (500 wg v 1 mil fedidla). Vhodna byla také kombinace
STM (500 ug) a sulfonilamidu (0,1 % v 1 ml Fedidla).

Kozumplik a VI1éek (1973) zaznamenali nejlepsi vysledky v ejakulatech fe-
dénych redidlem obsahujicim 0,04 g STM, 50000 IE PNC a 0,4 g sulfanilamidu ve 100
mililitrech.

Pro zvy$ujici se rezistenci mikroorganismi vyskytujicich se v ejakuldtech kancid na
PNC a STM testovali Bamba aj. (1980) sulbenicilin, ktery ma $ir$f spektrum aéin-
nosti a veétsi stabilitu vic¢i penicilindze. Antibiotikum se osvé&dcilo a vyrazné&jsi inhibice
mikrobti bylo dosaZeno jeho kombinaci se STM.

V pribgéhu testace PNC, STM, penstreptenu, Linco-spectinu, polymyxinu B a genta-
mycinu dosdhla Mazurova (1981) nejspolehlivéjSich vysledkG pri pouziti redidla
s penstreptenem (350 IE PNC a 350 wg STM v 1 ml). Linco-spectin (500 ug), stejné
i PNC (500 IE v 1 ml) nebyly dostatecné ufinné zejména na gramnegativni baktérie,
gentamycin (80 ug v 1 ml) na streptokoky. Vysledky vSak byly rozdilné v zévislosti
na poc¢atednim obsahu mikroorganismi, zjisténém po odbéru i na poméru fredidla a eja-
kulatu pti redénf.

PFi testaci riznych koncentraci apralanu (APRA]) zjistili Kozumplik a V1&ek
(1982), Ze antibiotikum v mnoZstvi do 2 mg na 100 ml redéného ejakuldatu mnoZeni
mikroblt vyraznéji nezabraiiuje. Lep8i vysledky pozorovali s koncentraci kolem 20 mg,
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kdy byla statisticky vyznamné pozitivne ovlivnéna pohyblivost spermif, ale zéroveii
vétsi podkozeni akroz6md.

Sone aj. (1982) sledovali 74 ejakulati s obsahem 100 ug dibekacinu v 1 ml, ucho-
vavangych pii teplotd 15°C. Ani po sedmi dnech nevyrostly z 80 % vzorkd ?4dné bakté-
rie. Motilita dosahovala 76 % a normdlni akrozémy mélo 82,7 % spermif. Ejakuldty
se osveédcily i v inseminaci prasnic.

Gentamycin v koncentraci 0,3 obj. % pridavali do ejakulati Moroz a Makucha
(1986). PouZité mnoZstvi a&inn& potladovalo rast pritomngch mikroorganismi a oplod-
nénost prasnic inseminovanych takto o3etfenym spermatem dosahovala 83,3 %.

Weitze a Rath (1987) prokazali ve svych Setfenich nedostate¢né uéinky PNC
a STM, zejména pii vysoké pocateéni kontaminaci kanc¢ich ejakulatd. Aplikacf genta-
mycinu a bavtirilu dosahli jiz po 16 h velkého poklesu poétu baktérii. Autofi doporu-
¢uji pouZiti novych, ainnéjsich antibiotik, které by zajistily i pres vy3sf nédklady vy-
razné sniZzen{ kontaminace.

RovnéZ cilem na$i prdace bylo ovéfeni d¢inku nékterych antibiotik na mikroorganis-
my piitomné v kancich ejakulatech s perspektivou jejich vyuziti k redukci kontami-
nace inseminacnich davek.

MATERIAL A METODY

V pokusu jsme pouZili antibiotika ampicilin (AMP) inj. Spofa, apramycin (APRA)-
-apralan powder solub. Elanco, cefoxitin (CEF) inj. Spofa, gentamycin (GENT) inj.
Pharmachin, penstrepten (PENST]) inj. Biotika, n. p. ’

Pro testovdni dGdinnosti na mikroorganismy v ejakuldtech byla antibiotika pfiddvédna
do fedidla jednotlivé a v kombinacich. Ejakuldty byly fedény v poméru 1:4, ¢imZ bylo
dosaZeno nésledujicich koncentraci ac¢innych latek v 1 ml fedéného spermatu:

a) jednotlivgch antibiotik AMP 200 ug
APRA 80 ug
CEF 32 ug
GENT 32 ug
b) antibiotik v kombinaci INC 160 1E -+ STM 160 ug

AMP 200 ug - CEF 32 ug
GENT 16 ug + CEF 32 ug
AMP 200 ug -+ GENT 16 ug

Ve dvou etapach jsme vySetifovali nativni a fed&né ejakuldty ze dvou insemina&nich
stanic pro kance a Fedidla pouZitd k red&ni, KaZdy ejakul4at byl rozdélen na pét dild,
z toho prvni byl vy3etien v nativnhim stavu 24 h po odbé&ru, Ostatni dfly byly redé&ny
fedidly obsahujici jednotlivd antibiotika nebo kombinace antibiotik a vy3etfovany za
24, 48 a 72 h po nafedéni, provedeném do 3 aZ 4 h po odb&ru. B&hem vySetifovani byly
vzorky uchovavéany pri teploté pfFibliZzn& 18 °C.

Pro priikaz jednotlivgch bakteridlnich druhG byly ejakulaty Kkultivovany na krevnf
agar pripraveny ze zdkladu pro krevnf agar &. 4 (Imuna, Sari¥ské Michalany) se 7 %
beranf krve a na Endovu plidu steiné provenience. K stanoven{ po¢tu mikroorganismi
v 1 ml byly ejakuldty Fed&ny 0.85% roztokem NaCl v poméru 10— aZ 10-% Jednotliva
fed&nf byla zalévana masopeptonovym agarem s laktézou (Imuna, Sari§ské Michalany]).
Naofkovanad média byla inkubovédna 48 h pri teplot& 37 °C. Celkové pod&ty byly hodno-
ceny po 72hodinové inkubaci pii 37°C a néasledné 24hodinové inkubaci pfi laboratornfi
teploté.

Izolované kmeny byly typizovany podle laboratornich vySetfovacich metod USVO
a Enterotestem (Lachema, Brno).

VYSLEDKY

Vysledky dosaZené v priibéhu Setfeni uvddime v tabulkach I aZ VIII.

Jak je zFejmé z tidaji v tab. I vSechny nativni ejakuldaty obsahovaly mi-
kroorganismy. Mezi nejcastéji vyskytujici se druhy patfily Proteus vulga-
ris, P. mirabilis (63,3 %) a Pseudomonas aeruginosa (51,5 % vy3etie-
nych vzorkii). Z ostatnich baktérii ¢eledi Enterobacteriaceae, které kon-
taminovaly 77,9 % vzorkd byly vykultivovany Enterobacter sp., Esche-
richia coli, Citrobacter sp., Morganella morganii, Providencia sp. a Kleb-
siella sp. Ve skupiné& ostatnich gramnegativnich mikroorganismii pfeva-
Zovaly rody Alcaligenes a Aeromonas. Streptokoky byly izolovdny pouze
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I. Prehled o vyskytu mikroorganismé v nativnich a fedénych kanc¢ich ejakulatech za
24 h po naredéni — A survey of the occurrence of microorganisms in native and
diluted boar ejaculates in 24 h after dilution

Z toho % ejakuldti obsahujicich*
— ®
b d 0 a2l 8 S 2, : oy
Antibiotikum dodané Eo0C| oo < : '
1 —_ O — » « i
g fedidlem? nSE.lER| o (S8l | 2 3
> o3 Q.3 = o9 o \—
LoTX VS Q EKQ[EESe > SRS
&9 33 ~ |a9SgEZ: |5 Ex
‘ﬁgo RS S |[ExE|8a85 o Emg
lma';‘ LS| & |[8x3|88%E % |8&E
1 bez antibiotik** 44 100,0 { 50,0 | 59,1 | 75,0 | 34,1 | 6,8 9,1
ampicilin 44 84,1 45,4 31,8 | 25,0 25,0 2,3 2,3
penstrepten 44 77,3 | 11,4 | 22,7 | 45,4 | 22,7 6,8 2,3
gentamycin 44 84,1 45 2.3 2,3 | 38,6 | 38,6 —
apramycin 44 | 932| — 18,2 | 11,4 | 40,9 | 58,6 45
11 bez antibiotik** 24 100,0 | 54,2 | 70,8 | 83,3 | 50,0 — 50,4
cefoxitin 24 958 | 54,2 | 16,7 | 25,0 | 29,2 | 16,7 | 20,8
ampicilin - cefoxitin 24 70,8 | 45,8 4,2 4,2 | 208 — —
gentamycin -} cefo-
‘ Xitin 24 41,7 4,2 4,2 4,2 4,2 | 250 4,2
| ampicilin + genta-
| mycin 24 12.5 4,2 — — 4,2 4,2 —

** nativni ejakulaty — native ejaculates
stage, 2antibiotic applied in diluent, 3of bacterially positive samples, %of this: % of
ejaculates containing, *others, ¢other gram-negative, ‘other gram-positive

II. Prehled o vyskytu mikroorganismi v redénych kancéich ejakuldtech za 48 h po na-
redénf — A survey of the occurrence of microorganisms in diluted boar ejaculates in
48 h after dilution

Z toho Y% ejakulatd obsahujicich*

=] & £ z

P V=R S : g 2 > =

Antibiotikum dodané =62 58 O 4 | & k=t

Etapa’ Fedidlem? nSE| ES | . [ 2% | 2 | _F

522 88 2 |ER8| Be 2 c a

& el 3 S - SO8| & £ a2 B E

<NS| AL S (Bl 8w ® e

2ad <3 & |83 8&% > S &%

I ampicilin 44 84,1 | 34,1 36,4 | 22,7 | 18,2 — 2,3
penstrepten 44 79,6 6,8 | 22,7 36,4 36,4 4,5

gentamycin 44 90,9 2,3 2,3 23 | 454 | 409 2,3

apramycin 44 95,5 45 | 15,9 9,1 | 50,0 | 52,3 6,8

11 cefoxitin 24 958 | 54,2 | 12,5 | 20,8 | 20,8 | 25,0 8,3

ampicilin 4 cefoxitin 24 50,0 | 33,3 - — 20,8 8,3 —

gentamycin -+ cefoxitin 24 54,2 — 8,3 — 4,2 | 37,5 —

ampicilin - gentamycin| 24 12,5 4,2 — — 4,2 8,4 —

For 1—7 see Tab. I

ze t¥i vzorkd (4,4 %), z ostatnich grampozitivnich mikrobti zejména sta-
{fylokoky (S. aureus 4,4 %), dale Bacillus sp., Corynebacterium sp.,
aerobni streptomycety a ojedinéle i kvasinky.

PoCty kontaminovanych Fedénych ejakulati se podle obsaZenych an-
tibiotik pohybovaly za 24 h po nafedéni od 12,5 do 95,8 %, za 48 h od
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[1I. Prehled o vyskytu mikroorganismi v fedéngch kanéich ejakuldtech za 72 h po
narfedéni — A survey of the occurrence of microorganisms in diluted boar ejaculates
in 72 h after dilution

'

Etapa’

Il

Z toho % ejakulati obsahujicich?

] e, =
= = c =
Antibiotikum dodané 250 B L 3] = = =
S 2 n o= _| ©0° S ) (<]
redidlem ol g o 0w, S > Al ]
D29l S B =9 | &8s = ==Y
SRR TS D Be | 2E 2 ==
XN S| IR 1) s S QO S
©ONl QO = J w S R & ?
m &> K" N1 L ‘ o o 7] o

o | PET I
ampicilin |44 86,4 | 22,7 | 40,1 | 25.0 | 18,2 23 —
penstrepten | 44 909 | 45| 27,3 | 38,6 | 38,6 2,3 2,3
gentamycin | 44 95,5 45 11,4 2,3 50,0 | 36,4 2,3
apramycin | 44 95,5 — 295 | 13,6 | 61,4 | 43,2 —
cefoxitin 24 958 | 54,2 83| 125 | 125 | 458 8,3
ampicilin - cefoxitin 24 62,5 | 29,2 -~ — 20,8 8,3 42
gentamycin - cefoxitin 24 58,3 - 4,2 — 12,5 | 45,8 —
ampicilin 4 gentamycin 24 16,7 4,2 — — 4,2 4,2 —

For 1—7 see Tab. I

IV. Potty mikroorganismi zjisténé v 1 ml tedénych kan¢ich ejakulati v riznych caso-
vych intervalech po naredéni — The counts of microorganisms determined in 1 ml of
diluted boar ejaculates in different time intervals after dilution

Etapa’

I

e

Potet mikroorganismd® v 1 ml
Antibiotikum za 24 h { za 48 h za 72 h
dodané = —

N s ) i _

AR Jl;;?,, | rozmezi® ! r?gi“ rozmezi’ 3121“4 rozmezf>
ampicilin 547 | 0— 2220 | 1096 0— 8600 2702 0— 14900
penstrepten 632 0— 4640 | 1793| 0—11300 | 5731 0— 68 400
gentamycin 416, 0— 3960 955 | 0— 4480 | 2260 0— 12480
apramycin 1244 0— 6720 | 2730 0— 7760 6 033| 0— 46 800

cefoxitin 2704 0—-30400 | 6276| 0—59600 |13979| 0—105 000
ampicilin -

-+ cefoxitin 1033 0— 7920 591 0— 5480 988| 0— 6300
gentamycin -
-+ cefoxitin 89| 0— 560 658 0— 6880 | 3660, 0— 63200
ampicilin -}
- gentamycin 14| 0— 280 20| 0— 320 21| 0— 280

* Primérny pocdet mikroorganismi v 1 ml nativnich ejakuldtd za 24 h po odbéru

2363000 — Average counts of microorganisms in 1 ml of native ejaculates

after sampling — 2 363 000
** Primérny pocet mikroorganismi v 1 ml nativnich ejakulati za 24 h po odbéru

1472108 — Average counts of microorganisms in 1 ml of native ejaculates

after sampling — 1472 108
Istage, 2antibiotic applied in diluent, 3microorganism counts, ‘average, Srange

’

in 24 h

in 24 h

12,5 do 98,5 % a za 72 h od 16,8 do 95,8 % z celkem vy3etfenych vzorkd.
Z vysledkl zaznamenanych v tab. I az III je patrné, Ze nejniZsi pocty
kontaminovanych ejakulati byly ve v8ech cCasovych intervalech pfi po-
uziti fedidel obsahujicich AMP v kombinaci s GENT (12,5 % vzorki za
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24 h — 12,5 % za 48 h — 16,7 % za 72 h). Z ejakulati, které obsahovaly
pouze AMP Dbyly vykultivovdny gramnegativni mikroorganismy, zejména
Pseudomonas aeruginosa (45,4 % — 34,1 % — 22,7 %). Ve spermatech
Fedénych Fedidly s GENT se vyskytovaly vedle skupiny ostatnich gram-
negativnich baktérif hlavné streptokoky (38,6 % — 40,9 % — 36,4 %).
Vyskyt jednotlivych druhd mikroorganismit v fedénych ejakuldtech vét-
Sinou koreloval se spektrem tcinnosti obsaZenych antibiotik.

Primérné pocty mikroorganisméi v 1 ml nativnich ejakulatd, zjisténé
v 1. etap& dosahovaly 2 363 000, ve II. etapé 1472 108.

V. Zarazeni nativnich kanéich ejakuldti do skupin podle celkovych poc¢td mikroorga-
nismid zji§t&nych v 1 ml za 24 h po odb&ru — Division of native boar ejaculates into
groups with respect to the total counts of microorganisms determined in 1 ml in 24 h
after sampling

Pocet mikroorganismid? v 1 ml
10 000 az 50 000 aZ
5 000 5 000—10 000 50 000 100 000 100 000
Lokalita’ n R —_—
‘pocet pocet pocet pocet t pocet
eja- 0 eja- 0/ eja- 0 eja- 0 eja- 0
kulg-| P | kwa| P | kwa| P | xua ' % | gma-| %
th3 a3 i3 ta3 a3
I 36 —_ — 2 5,5 4 111 4 111 286 72,3
II 32 4 12,5 2 6,2 10 31,3 3 9,4 13 40,6
Celkem* 68 4 5,9 4 5,9 14 20,6 7 10,3 39 67,3

Tlocality, 2microorganism counts, 3number of ejaculates, *total

VI. Zatazen! fed&nych kanc¢ich ejakulatd do skupin podle celkovych poc¢td mikroorga-
nismid zjift&nych v 1 ml za 24 h po nated&n{ — Division of diluted boar ejaculates into
groups with respect to the total counts of microorganisms determined in 1 ml in 24 h
after dilution

Celkovy poet mikroorganisma? v 1 ml
1000 1000—5000 5000
o o~
ObsaZené antibiotikum? 58 |pacet ipotet pofet
23 | oA | gy | oelar |y | ela | g
2 % | kula- [kulé- kul4-
>8 | tdld tid tis
> o
“ e
Ampicilin 44 32 72.7 8 18,2 4 9,1
Penstrepten 44 31 70,5 9 20,4 4 9,1
Gentamycin 44 35 79,5 9 20,4 — —
Apramycin 44 28 63,7 13 29,5 3 6,8
Cefoxitin 24 13 54,2 7 29,2 4 16,6
Ampicilin - cefoxitin 24 20 83,4 2 8,3 2 8,3
Gentamycin -+ cefoxitin 24 24 (1000| — — — —
Ampicilin 4 gentamycin 24 23 95,8 1 4,2 — -

tused antibiotic, 2number of examined ejaculates, 3total counts of microorganisms,
‘number of ejaculates
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Jak vyplyva z Gdajt v tab. III a IV nejvy$$i primérné po&ty v 1 ml Fe-
déného spermatu se vyskytovaly v ejakuldtech obsahujicich CEF (30 400
za 24 h — 59600 za 48 h — 105000 za 72 h po naredéni) nebo APRA
(1244 — 2730 — 6033). Z antibiotik pfiddvanych jednotlivé byl nejGc¢in-
néjsi GENT (416 — 955 — 2 260), z kombinaci smés AMP s GENT (14 —

s Y e ZL

VII. Zarazeni Fedéngch kan&fch ejakuldtd do skupin podle celkovych po&td mikroor-
ganism{ zjisténych v 1 ml za 48 h po nafedénf — Division of diluted boar ejaculates
into groups with respect to the total counts of microorganisms determined in 1 ml

in 48 h after dilution

Celkovy pocet mikroorganism@3 v 1 ml |

< 1000 1000—5000 > 5000
ON
Obsazené antibiotikum'! 5?‘; pocet pocet pocet

B | O % |21 % Sia %

2 % | kula- kulé- kula- |

> | tht tad tad

>0
Ampicilin 44 24 54,6 13 29,5 7 15,9
Penstrepten 44 22 50,0 14 31,8 8 18,2
Gentamycin 44 29 65,9 11 25,0 4 9,1
Apramycin 44 14 31,8 12 27,3 18 40,9
Cefoxitin 24 9 37,5 8 33,3 7 | 29,2
Ampicilin + cefoxitin 24 21 87,5 2 8,3 1 4,1
Gentamycin -+ cefoxitin 24 20 83,4 3 12,5 i 41
Ampicilin 4 gentamycin 24 23 95,8 — — 1 4,1

For 1—4 see Tab. VI

VIII. Zatrazen! fed&nych kanc¢ich ejakuldatd do skupin podle celkovych poétd mikroor-
ganismid zji¥t&ngch v 1 ml za 72 h po naredéni — Division of diluted boar ejaculates
into groups with respect to the total counts of microorganisms determined in 1 ml in

72 h after dilution

Celkovy potet mikroorganismi3 v 1 ml

< 1000 1000—5000 > 5000
ON
ObsaZené antibiotikum' g2 [wodet pocet potet

5| el | g | el g | ela g,

2 % | kuld-| - kulé- kulé-

>0 | th4 ta4 tat

=)
Ampicilin 44 15 34,1 16 34,6 13 29,5
Penstrepten 44 17 38,6 10 22,7 17 38,6
Gentamycin 44 16 | 36,3 19 43,2 9 20,5
Apramycin 44 a0 22,7 13 29,6 21 47,7
Cefoxitin 24 7 29,2 5 20,8 12 50,0
Ampicilin -+ cefoxitin 24 20 83,4 2 8,3 2 8,3
Gentamycin -+ cefoxitin 24 17 70,8 4 16,7 3 12,5
Ampicilin + gentamycin 24 23 95,8 — — il 4,2

72 h after dilution
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Podle zjiS§t&nych celkovych pocti mikroorganism v 1 ml odpovidaly
pozadavkim kladenym na sperma pro inseminaci ON 46 7115 pouze Ctyfti
nativni ejakulaty (5,9 %], (tab. V). Z Fedénych nevyhovovaly za 24 h po
nafedéni ¢tyfi (9,1 %) s obsahem AMP, stejny pocet obsahujici PENST
nebo CEF, t¥i (6,8 %) s APRA a dva (8,3 %) ejakulaty fedéné fedidly
s antibiotiky CEF v kombinaci s AMP. Po 48 i 72 h skladovani obsahovalo
vice neZ 5000 mikroorganismii v 1 ml nejvice ejakuldati obsahujicich APRA
(40,9 % vzorkii po 48 h; 47,7 % po 72 h) nebo CEF (29,2 %; 50,0 %).
Diobrych vysledkt bylo dosaZeno pri pouziti antibiotik v kombinaci, z
nichZ nejicinnéjsi byla smés AMP s GENT. V ejakuldtech obsahujicich
tato 1éc¢iva nebyly zjiStény pocCty nad stanovenou normu v Zddném vzor-
ku za 24 h’po nafedéni a pouze v jednom (4,1 %) za 48 i 72 h (tab. VI
az VIII).

DISKUSE

V prib&hu Setfeni jsme na rozdil od Busche aj. (1969), Ko-
zumplika (1975) i Soneho aj. (1982) izolovali z nativnich ejaku-
1ath castéji mikroorganismy celedi Enterobacteriaceae (77,9 % vzorki),
pFfiemZ Proteus sp. obsahovalo 63,2 % ejakulati. Pseudomonas aerugi-
nosa kontaminoval pouze 51,5 % vySetienych vzorkii.

Shodné jako Aamdal aj. (1958), Busch aj. (1969), Kozum-
plik (1975), Gamc¢ik a Neme$§ (1981), Weitze a Rath
(1987) i dalSi autofi jsme zjiStovali rtizné pocty Zivych bakteridlnich
bunék v 1 ml nativnich ejakulatd, ziskanych od jednotlivych plemeniki.
Rozdily dosahovaly aZ milionovych hodnot jiZ za 24 h po odb&ru. RovnéZ
jsme zaznamenali znacné rozdily v kvantité i mezi inseminacnimi sta-
nicemi, z nichZ ejakuldty pochazely.

Vzhledem Kk relativné velké variabilite vyskytu mikroorganismi v na-
tivnich ejakuldtech kancii, potiebné skladovaci teploté kolem 16 °C, tj.
teploté, kter4 nebrani, ale spiSe podporuje riist pfitomnych baktérii, ¢cimZz
jsou potencovany jejich negativni vlivy na spermie, jak prokdzali Ko -
zumplik a VIicek (1973), Hovorka (1984) i Weitze a
Rath (1987), rovnéZ doporucujeme pri konzervaci spermatu aplikaci
antibakteridlnich pripravkil. Je vSak nutné ptriddavat substance uc¢inné na
viechny bakteridlni druhy vyskytujici se v ejakulatech.

V prvnich pokusech o ovlivnéni kontaminace kancich ejakulata anti-
biotiky se osvédc¢ily PNC a STM. Jejich dlouhodobé pouZivani vSak mélo
za néasledek néarist rezistence mikrobii, jak zjistili Bamba aj. (1980)
a déle potvrdili i Weitze a Rath (1987). Cilem naseho pokusu ne-
bylo sledovani rezistence na uvedend antibiotika, ale z vysledki je zfej-
mé, Ze koncentrace 160 IE PNC ve smési se 160 ug STM v 1 ml Fedéného
spermatu nebyla dostatec¢né uc¢innd, zejména pri silné pocatecni kontami-
naci. Zaznamenané vysledky nemtiZeme srovnat s publikovanymi tddaji,
nebot autofi uvddéji koncentraci pouZitého 1éciva v fedidle bez udani
pomérld Fedéni. Prokdzané toxické ucinky vy8Sich koncentraci obou 1é&iv
(Dziuk, 1958; Busch aj., 1969) i toxicita n&kterych SarZi STM
(Hovorka, 1984, 1985; Jirdnek — ustni sdéleni) svédci, Ze po-
uZiti téchto antibiotik neni optimalni.

Stejng jako Kozumplik a VIcek (1982) jsme nezaznamenali
vyrazné sniZeni kontaminace APRA (80 ug v 1 ml redéného spermatu)
i kdyZ nami pouZita koncentrace ucinné latky byla ctyFikrat vySsi. APRA
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nebyl G¢inny zejména na streptokoky, jejichZ nalezy v ejakulatech ob-
sahujicich toto 1éCivo prevaZovaly.

AMP v koncentraci 200 ug v 1 ml Fedéného spermatu dostate¢né& nepo-
tlacoval riist zejména Proteus sp. (40,1 % pozitivnich vzorki) i Pseudo-
monas aeruginosa (22,7 %). Toto antibiotikum je od roku 1985 b&Zné&
pfiddvano do fedidel urc¢enych ke konzervaci kancich ejakulatii v mnoz-
stvi 250 mg do 1000 ml Fedidla.

Nejvyraznéjsi sniZzeni kontaminace jednotlivymi antibiotiky jsme shod-
né jako Sone aj. (1982), Moroz a Makucha (1986) a Weitze
a Rath (1987) zaznamenali po aplikaci GENT. Obdobné jako v dfivéj-
8§im pokusu (Mazurova, 1981) jsme vSak prokazali jeho nedostatec-
nou ucinnost na streptokoky (38,6 % pozitivnich vzorka za 24 h, 40,9 %
za 48 h a 36,4 % za 72 h po nafedé&ni) a proto samotné pouZiti tohoto
antibiotika rovnéZ nespliluje pozadovand Kritéria.

Z uvedeného je zFejmé, Ze dekontaminaci kanc¢ich ejakulati nelze spo-
lehlivé realizovat pouze jednotlivymi 1é¢ivy. Jednou z moZnosti je pouZiti
jejich kombinaci, postihujicich co nej$ir§i spektrum mikrobni smési vy-
skytujici se ve spermatu, pficemZ neovlivni negativn& pohlavni buiiky.

Kombinace PNC se STM se z pocatku osvédcovala. Vyvoj dal$ich, acin-
néjich antibiotik, prokazan& pfirozena i ziskand odolnost nékterych
druhii i jednotlivych bakteridlnich buné&k na pouZitelné koncentrace obou
1é¢iv byla pri¢inou ovéfovani novych moznosti. Jako vhodnou oznadili
Busch aj. (1969) i Kozumplik a VI1cek (1973) kombinaci
PNC + STM + sulfonamidy. PFestoZe zcela nezabranila riistu pfitomnych
mikroorganismi bylo dosaZeno prikazné kladnych vysledkd v preZitel-
nosti spermii.

Také sulbenicilin v kombinaci se STM byl ucinné&jsi, jak zjistili Bam -
ba aj. (1980). Vysledky, které publikoval Hovorka (1985) nebo
Weitz a Rath (1987) rovnéZ svédci ve prospéch aplikace 1é¢iv v kom-
binaci. I Gdaje v nasi praci dokumentuji spolehliv&jsi vysledky pri kom-
binované medikaci. Potvrzuji i skutec¢nost, Ze kombinované uZiti antibio-
tik ma sva pravidla, které nutno respektovat, aby bylo dosaZeno cilené-
ho efektu. Nejvét§siho sniZeni kontaminace jsme docilili kombinaci AMP
s GENT, a to jednak pro synergické plisobeni obou 1é¢iv a jednak pro je-
jich Siroké antibakteridlni spektrum. Tato kombinace vykazovala velmi
dobrou uc¢innost na Pseudomonas aeruginosa i Proteus sp., které jsou
frekventovanymi kontaminantami kanc¢ich ejakulat a s jejich tlumenim
byly dosud problémy. PouzZité ucinné koncentrace rovné&Z neovliviiovaly
negativné pohlavni buriky.

Z nagich Setfeni i z publikovanych zprav je vsSak ziejmé, Ze antibakte-
ridalni 1é¢iva ani v kombinaci zcela nezabranila riistu mikroorganismi ve
spermatu béhem jeho uchovavani v poZadovanych podminkach, zejména
v pripadech silné pocatec¢ni kontaminace. Citlivost mikrobl se 1i§i kmen
od kmene i uvnitf druhu, rovnéZz koncentrace uc¢inné latky se v priib&hu
skladovani sniZuje. Nezbytnou soucdasti ziskdni biologicky kvalitnich
ejakulatti pro inseminaci jsou proto i prisnd hygienickd opatieni v cho-
vech plemenikii, pfi odbéru spermatu i jeho zpracovéani.
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MAZUROVA, ]J. — VINTER, P. (State Veterinary Institute, Pardubice; Research Institute
for Cattle Breeding, Kostelec nad Orlici): The effects of some antibiotics on microor-
ganisms contaminating boar ejaculates. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4): 213—223.

The occurrence of microorganisms, including their total counts in boar native ejacu-
lates, was investigated in two stages; the objective of this investigation also was to
determine contamination after the sperms were treated with diluents containing the
antibiotics ampicillin, gentamycin, apramycin, cefoxitin, or antibiotic combinations
penicillin -4 streptomycin, ampicillin -~ cefoxitin, gentamycin 4 cefoxitin and ampi-
cillin -+ gentamycin. The representation of bacterial species and total counts of
microbes in 1 ml diluted sperm stored at a temperature of about 18 °C were determin-
ed in 24, 48 and 72 h after dilution. The microorganisms were cultivated from all
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‘native ejaculates. Proteus sp. (63.3 %) and Pseudomonas aeruginosa (51.5 % of the
total number of examined samples) were the most frequent species. The number of
contaminated diluted ejaculates ranged from 12.5 to 95.8 % in 24 h after dilution,
from 12.5 to 98.5 % in 48 h and from 16.8 to 95.8 % of the total number of examined
lejaculates in 72 h. The occurrence of microorganisms correlated mostly with the
efficiency spectrum of the antibiotics or their combinations. The average counts of
microorganisms in 1 ml of native ejaculate made 2 363 000 in stage I and 1472108 in
stage 'I1. The highest average counts in 1 ml of diluted sperm were found in ejacu-
lates containing cefoxitin and apramycin. Gentamycin was the most effective anti-
biotic used as a sole component (average counts of microorganisms CPM in 1 ml were
416 in 24 h, 955 in 48 h and 2260 in 72 h after dilution); ampicillin and gentamycin
were the most efficient combination (14 — 20 — 21). This combination exerted very
good effects also on Proteus sp. and Pseudomonas aeruginosa.

boar; ejaculate; sperm; microflora; contamination; antibiotics; decontamination
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§-D-GLUKOSIDAZA MIKROVILOZNI ZONY ENTEROCYTUO TENKEHO
STREVA PRI EXPERIMENTALNI KOKCIDIOZE SAJICICH SELAT

M. Kudweis, Z. Lojda, I. Juli§

KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, I. (Vyzkumn4a a diagnosticka histochemicka
laboratoi nemocnice, Cesky Krumlov; Laborator pro histochemii pti lékafské
fakulté Univerzity Karlovy, Praha): g-D-glukosiddza mikrovilézni zény enterocyti
tenkého streva pri experimentdlni kokcidiéze sajicich selat. Veter. Med. (Praha),
36, 1991 (4): 225—234.

Ve sliznici tenkého streva 24 gnotobiotickych selat experimentdlné infikovangch
prvni den po porodu (DPP) oocystami kokcidie Isospora suis (infek&n{ dévka
100 000 oocyst) jsme provedli mikrodenzitometrické vyhodnoceni aktivity g-D-glu-
kosidazy (florizinhydrolaza; hetero-g-galaktosidaza; lakt4zo-g-glukosiddzovy kom-
plex; EC.3.2.1.21). Pozornost jsme vénovali topochemii enzymu, deponovanému
v mikrovilézni zoné enterocytd. Soucfasné jsme aktivitu g-D-glukosidazy studovali
v #thaném lemu enterocytd c¢tyf kontrolnich gnotobiotickych selat ve véku 2—5
dn. Zjistili jsme, Ze reakc¢ni produkt studované disacharidazy je ve vysoké kon-
centraci u zdravych selat lokalizovan v mikrovilézni z6né absorpénich bunék ce-
1ého tenkého stieva. Prokdzali jsme topograficky gradient, pri kterém aktivita
8-D-glukosiddzy klesa u kontrolnich selat od sliznice duodena smérem aboralnim.
P¥i pouZiti substrdtu volby pro g-D-glukosiddzu (5-Br-4-Cl-3-indolyl-3-D-glukosid)
jsme depozici enzymu mimo mikrovilozni z6nu enterocytli ve sténé stievnf ne-
zjistili. U experimentalng infikovanych selat byl negativni enteralnf vliv kokcidie
I. suis prokazatelny jiZz prvni den po infekci (DPI), kdy se aktivita g-D-glukosi-
dazy sniZila v celém tenkém stievd o 15 % (ileum) aZ 23 % (stfednf jejunum).
Pokles aktivity se od 1. DPI dale prohluboval a svého maxima dos&hl 9. DPI, kdy
koncentrace enzymu v mikrovilézni z6né& absorp&nfch buné&k dosahovala pouze
11 % drovnd& aktivity zjist&né u kontrolnich selat. 10. a 11. DPI jsme zaznamenali
zvgseni denzity reakéniho produktu g-D-glykosiddzy, avsak mikroviléznf zéna
byla i v této z4véretné etap& experimentdlnf infekce vyrazné deficitnf (31 %
aktivity sliznice stfevni kontrolnfch selat).

disacharidazy; glukosiddzy: Zfhany lem enterocytd; Isospora suis; histochemie;
mikrodensitometrie; malabsorpce

Ve vztahu k histochemii disachariddz mikrovilézni zény enterocyti,
mezi které g-D-glukosiddza patfi (Lojda, 1974), ma zdsadni vyznam
atrofie stfevnich klkli a nekroza epitelu, které dominuji histopatologic-
kému obrazu stfevni sliznice pfi zmin&né experimentdlni infekci selat
(Stuart a Lindsay, 1986). Vyznamna je rovnéZ ta skutecnost,
Ze infekce je u nejmladSich vékovych kategorii selat doprovédzena vod-
natym prijmem (Ruzicka a Andrews, 1984).

Choroba mé v experimentech bifdzicky prabéh, ktery je charakterizo-
véan dvoji alteraci sliznice tenkého stfeva (3.—4. a 8.—9. DPI), na kterou
plynule navazuji reparativni a regenerac¢ni procesy (5.—7. a 10.—12.
DPI; Vitovec a Koudela, 1990). Kromé& patologicky zméné&né
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morfologické struktury je sliznice tenkého stfeva pri isosporoze selat
narus$ena funkéné&, coZ se projevuje celkovou histochemickou destrukci
mikrovilézni zoény a absorpcnich a ostatnich bunék slizni¢niho povrchu
(Kudweis a Lojda, 1988; Kudweis, 1989; Kudweis aj.,
1989a, b, c, d).

Mezi vyznamné enzymy Zihaného lemu enterocytli patii disacharidazy,
které se podileji na transportnim mechanismu vstfebadvani (absorpce, mé-
né spradvné resorpce; Fric¢, 1969a; Lojda, 1974). Klasifikace disa-
chariddz prodélala nékolik zmén. Vychodiskem k moderni nomenklatufe
skupiny t&chto enzymi je prdce Dahlquistova tymu (Dahlquist a
Nordstroem, 1966).

Pfinos pro pochopeni histochemie disachariddz a jejich systémové
¢lenéni maji vSak predevsim préce autorii Lo jda (1969a, b, 1974, 1975),
Fric¢ aj. (1975) a Lojda aj. (1979).

Sliznice tenkého stfeva selete (konvenc¢niho i gnotobiotického) je na
aktivitu disachariddz bohatd (Lojda aj., 1984; Kudweis a Loj-
da, 1989a, b, c). Vysokou koncentraci téchto enzymi prokazalo vice
autord v mikrovilézni z6né& absorpcnich bunék také u mladat jinych druhi
zvifat: u telat Landsverk (1980), mysi a krys Lund a Smith
(1987) a u kraliki Vasseur (1989).

Pfi infekénim i neinfek&énim patologickém poskozeni sliznice tenkého
stfeva se aktivita disachariddz zpravidla méni ve smyslu znacné redukce
pivodni koncentrace enzymi. Dokldadaji to studie provedené na lidskych
enterdlnich biopsiich pfi malabsorpénim syndromu (Fric¢ aj., 1969b;
Lojda, 1969c; Fric¢ aj., 1975; Lojda, 1983; Saavedra a
Perman, 1989) a prace dalSich autorli, kteri prokazovali kinetiku
aktivity nékterych disacharidaz ve sliznici tenkého stfeva selat (Hor -
nich aj, 1974; Kudweis, 1989), telat (Landsverk, 1981;
Stiglmair-Herbovd a Pospischil, 1986), my$i a Kkrys
(Mayberry aj, 1986; Smith a Lloyd, 1989) a také kraliki
(Kaijian a Xing, 1986).

Nase prdce méa za cil, pfi pouZiti moderni vyhodnocovaci techniky,
posoudit droveii aktivity vyznamné disacharidazy ve sliznici tenkého
stfeva selat, experimentalné infikovanych kokcidii I. suis. Studie podava
také vysvétleni mechanismu prijmového charakteru onemocné&ni a sou-
Casné teoreticky upravuje vztah deficitu g-D-glukosiddazy k absorpci
cukrid v prib&hu infekce.

MATERIAL A METODA

V na3f praci jsme zpracovali tkdin tenkého stieva 24 gnotobiotickych selat experi-
mentdlné infikovangych 1. DPP oocystami kokcidie I. suis (infekéni ddvka 100 000 oocyst)
a &tyf selat kontrolnich ve v8ku 2—5 dni. Prehled téchto zvifat je uveden v tab. I.

Provedeni infekce, pfipravu gnotobiotickych selat, odb#&r vzorkd tenkého stieva a
techniku vyroby zmrazenych rezli jsme popsali diive (Kudweis aj, 1989b, d).

Kryostatové (zmrazené) Fezy byly zhotoveny na zaiizeni Frigocut Mod. 2700 (Reich-
ter-Jung, SRN) a jejich sfla nepresahovala 10 um. Pfipravené zmrazené fezy jsme in-
kubovali v médiu pro detekci g-D-glukosiddzy, jehoZ pH bylo upraveno na hodnotu 6,5.
Jako substrdtu volby jsme pouZili 5-Br-4-Cl-3-indolyl-3-D-glukosid podle Lojdy (1970).
Metoda se stejnym substrdtem a s polyvinylpyrolidinem (Pearson, 1961 — cit.
Lillie, 1965) o pH inkuba&niho média 5,4 nedédvala uspokojivé vysledky.

Rezy jsme po inkubaci vyhodnotili a aktivitu g-D-glukosiddzy jsme stanovili na po-
¢itatem fizeném (SAPI-ZPS-2) skanujicim a integrujicim mikrodenzitometru VICKERS-
-M-86 za pouZiti objektivu 20X a clony &. 2 (primér 2 um).
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I. Pfehled zpracovaného materidlu — A survey of processed material

Sele ® DPPin* DPI,** Vik!
ISg 1 1 1 | 2
1Sg 2 1 2 3
I1Sg 4, 5, 19, 20 1 3 4
1Sg 6, 23 1 4 | 5
ISg 9, 8, 11, 24 1 5 ]
ISg 10, 25, 26, 27 | 1 6 7
1Sg 12 \ 1 7 8
1Sg 13 1 8 9
1Sg 14, 15 l 1 9 10
1Sg 16, 17 \ 1 10 11
ISg 18, 21 ‘ 1 11 12
K1—K4*** 0 0 2—5
M sele, 1Sg — Isospora suis-gnotobiotické, *infekce ve dny po porodu, ** utraceni ve
dny po infekci, *** kontrolni selata — Mfarrow, 1Sg — IsoSpora suis-gnotobiotic,

“infection in the days of delivery, "* killed within the days after the infection,
"** control farrows
lage

Denzitu reakéniho produktu g-D-glukosiddzy jsme mérili pifi vinové délce 480 nm,
kterd v dané konfiguraci ptistroje odpovidala maxim4lni absorpci deponovaného re-
ak&niho produktu.

Pro objektivni zjisténi denzity studované disacharidazy v mikrovilézni z6n& absorpé-
nich bunék jsme jeji koncentraci meérili celkem na 15 fezech kaZdého useku tenkého
stfeva (duodenum, stfedni a zadni jejunum, ileum), priéemZ jsme na jednotlivych
fezech prohlédli 15 stfevnich klki. Na hodnocenych stfevnich klcich jsme denzitu
B-D-glukosiddzy merili na 15—20 bodech po celém obvodu strevnfho klku. Ziskané
ddaje jsme statisticky zpracovali a stanovili primérnou hodnotu denzity (Dx) reakd-
niho produktu 5-D-glukosiddzy v mikrovilozni zoné& enterocytd pro kaZdy tdsek tenkého
stfeva samostatne.

VYSLEDKY

PFi studiu aktivity g-D-glukosiddzy v oblasti mikrovilézni zény ente-
rocytl tenkého stfeva selat, experimentalné infikovanych kokcidif I. suis
jsme zjistili, Ze vysokou koncentraci enzymu je vybaven Zihany lem ab-
sorpénich bunék vSech studovanych tusekii (duodenum, stfedni a zadnf
jejunum, ileum).

Nejvice aktivity g-D-glukosiddzy je deponovano v Zihaném lemu ente-
rocytii duodena (Dx 264,13; obr. 1), od kterého se koncentrace enzymu
smérem abordalnim sniZuje (Dx 260,93; stfedni jejunum 256,05; zadnf
jejunum 237,27; ileum).

Aktivita 8-D-glukosiddzy je lokalizovdna pfi pouZitém substratu pouze
v oblasti mikrovil6zni zony enterocytii; neni prokazatelna na tdrovni Iyso-
zomil ani makrofdgli submukozy stény stfevni (obr. 2).

U experimentdlné infikovanych gnotobiotickych selat se koncentrace
£2-D-glukosiddzy v mikrovilozni zoné enterocytd sniZuje jiZ 1. DPI, kdy
ubytek aktivity kolisd od 15 % (ileum) do 23 % (st¥edni jejunum) v po-
rovnéani s kontrolnimi adaji.

V dalsich dnech experimentalni infekce (2.—9. DPI) Dx reaké&niho pro-
duktu enzymu déle klesd a minimalnich hodnot dosahuje 9. DPI. Nejvice
je 9. DPI postiZena mikrovilézni zona enterocytii obou tsekdl jejuna,
v nichZ Dx g-D-glukosiddzy ma hodnotu pouze 9 % tdrovn& aktivity enzy-
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1. Reak¢ni produkt g-D-glukosiddzy je lo- 2. Aktivita g-D-glukosiddzy u kontrolnfho

kalizovany pri pouZiti substrdtu 5-Br- selete ve véku 2 dny v oblasti stfedni-
-4-Cl-3-indolyl-g-D-glukosidu pouze v jejuna; —| bazalni membrany sliznic-
mikrovil6zni z6né enterocytii. Kontrolni nich bungk; zv. 140X — The g-D-glu-
sele ve véku 5 dnd, usek duodena; cosidase activity in a control farrow
- depozice reakénitho produktu; zv. of the age of 2 days within the middle
140> — The reaction product of g-D- jejunum. —| the basal membranes of
-glucosidase is located when using the mucosa cells; enlarged 140<

substrate  5-Br-4-Cl-3-indolyl-8-D-gluco-
side only in the microvilluous zone of
enterocytes. A control farrow in the
age of 5 days, the section of duode-
num; - deposition of reaction product;
enlarged 140)<

3. Vyrazna redukce aktivity g-D-glukosi-
dazy 9. DPI v aseku zadniho jejuna.
Zbytkova aktivita je lokalizovdna pou-
ze na bocich strevnich klkd (-), pti-
cemz pozitivnf je pouze bazalni ¢dast
mikrovilozni zony enterocytd (>). Hro-
ty strevnich klkd jsou vesmés negativ-
ni ("); zv. 160X — A significant re-
duction of the g-D-glucosidase activity
on the 9th day after the infection
within the back jejunum. The residual
activity is located only on the sides
of intestinal villi (-), while only the
basal part of microvilluous zone of en-
tercytes is positive (>). The apices-
of intestinal villi are predominantly
negative (*); enlarged 160X

mu_stejnych dsekii tenkého stfeva kontrolnich selat (obr. 3). Zbytkova
aktivita je deponovdna predeviim na bocich stFevnich klki. Celkové je
9. DPI tenké stfevo vybaveno 11 % g-D-glukosidazové aktivity pfi kore-
laci s Dx v3ech tseki tenkého stfeva kontrolnich zvifat.

2.—9. DPI jsme neprokdzali predispozici k hypoaktivité g-D-glukosi-
dazy u Zadného tseku tenkého stfeva infikovanych selat.

10.—11. DPI jsme ve sliznici stfevni zaregistrovali mirné zvyseni akti-
vity g-D-glukosidazy, ktera odpovidala 30 % (10. DPI) az 32 % (11. DPI)
drovné aktivity, zjiSténé u kontrolnich odbéri. Ani v pFipadé redlné re-
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IL. Vyvoj aktivity g-D-glukosiddzy ve sliznici tenkého stfeva experimentalng infikovangch selat — statistika® — Development of the
g-D-glucosidase activity in the small intestine mucosa of experimentally infected farrows — statistics*

|
Stfevo"" ] DPI1 l DPI2 l DPI3 ] DPI4 DPIS ] DPI6 | DPI7 DPI8 I DPIg '| DPI10 | DPI11 ‘ K1-K4*"*"
D 214,8 l 200,1 ‘ 171,1 121,6 138,3 ' 88,7 85,2 153,7 33,2 72,9 88,4 264,1
Ih 197,3 | 189,8 | 168,2 138,2 1424 85,9 81,8 54,5 224 75,1 82,9 260,9
J2 208,6 184,6 1 169,7 150,2 143,9 83,5 76,9 60,8 22,8 76,4 77,1 256,0
I 217,6 177,7 ‘ 173,2 156,8 137,1 80,5 63,9 63,1 30,8 76,2 73,9 237,3
X 209,6 188,1 ] 170,5 ’ 141,7 1405 | 846 76,9 58,0 27,3 75,1 BO,6 254,6
|
0 M 82,3 | 74,0 | 66,9 } 55,5 \ 55,1 l 331 29,9 22,8 10,6 29,5 l 31,4 100,0

* vysledky v l_)}, ** stfevo, D - duodenum, J; - stfednf jejunum, J,-zadni jejunum, ileum, *** kontrolni selata, Mvyvoj aktivity v % —
*results in Dx, **intestine, D - duodenum, J; - middle jejunum, J,-back jejunum, ileum, *** control farrows, Bactivity development
in %



konstrukce jsme neprokdzali prednostni tpravu aktivity g-D-glukosidizy
v nékterém ze studovanych tseki tenkého stfeva (obr. 4). PFfi obnové
aktivity g-D-glukosiddazy 10.—11. DPI jsme slabou pozitivitou disachari-
dazy zaznamenali také na trovni apexii stfevnich KIKg.

Statistika geneze reakc¢niho produktu g-D-glukosidazy, vyvoj jeji Dx
v mikrovilozni zoné enterocytd infikovanych selat je uveden v tab. II
a na obr. 5.

4. Aktivita g-D-glukosiddzy 11. DPI v ob-
lasti mikrovilozni zoény absorpénich bu-
nék zadniho jejuna. Slab& pozitivita en-
zyml je patrna také na apexech klka
(=); zv. 160X — The g-D-glucosidase
activity on the 11th day after the in-
fection within the microvilluous zone
of absorptive cells of back jejunum.
A weak positiveness of enzymes is also
visible on the apices of villi (-); en-
larged 160<

0%
160 O
\}mn “'nswg\‘tr:

%0

120

100

804

60 546 .

uv;

2| ' 5. Pribdh v§voje aktivity g-D-
1 : -glukosidazy — Development
— T of the g-D-glucosidase acti-

S , sty
DISKUSE

Nomenklatura disachariddz je sloZitd a prodélala celou radu zmén.
Urcité prehledné cClenéni skupiny téchto enzymii podal Dahlquis
a Nordstroem (1966).

Prdce uvedenych autori se daji ovSem v mnohém podrobit kritice,
zejména s ohledem na mikrovil6zni disachariddzy. Pfedn& nebyla prova-
déna v jejich studii morfologickd kontrola a samotnad aktivita laktazy
byla stanovovadna prevazné bez pridani P-Cl-merkuribenzoéatu, takZe se
na udavanych vysledcich rfiznou mérou podilela i lysozomalni g-D-ga-
laktosidaza (Lojda, 1970).

Do laktdzo-g-glukosiddzového komplexu lze podle Lojdy (1975)
jednoznatné zatadit laktdzu (neutralni-g-galaktosidaza; EC. 3.2.1.23.),
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lokalizovanou v mikrovilozni zoné enterocytii a absorpcnich bunék krypt
ve stadiu diferenciace; déale kyselou-g-galaktosidazu (g-galaktosid ga-
laktohydrolaza; EC. 3.2.1.23.*), deponovanou v lysozomech a g-D-gluko-
siddzu (hetero-g-galaktosiddza; EC. 3.2.1.21.), obsaZenou v mikrovilozni
z6ne diferencovanych enterocyti tenkého stfeva (Lojda, 1974; Loj-
da aj., 1979). g-D-glukosiddza je lokalizovdna v niZsi koncentraci také
v cytosolu absorpcnich bunék (Fric aj., 1975]).

Z uvedeného prehledu je patrné, Ze stejné jako je heterogenita popiso-
vana u maltazy, heterogenni je také laktdza (odtud nazev lakt4zo-g-glu-
kosidazovy komplex; Fric¢ aj., 1975; Lojda, 1975). Stejny vyznam
zdsadniho charakteru pro pochopeni systematiky disachariddz skupiny
8- maji ddle prace Lojdy (1969a, b). Fric aj. (1975) navic upfes-
fiuji optimalni pH pro kaZdou disachariddzu laktazo-g-glukosidazového
komplexu, které se odliSuji, zejména u kyselé g-galaktosidazy.

Sliznice tenkého stfeva je vybavena celym laktazo-g-glukosidazovym
komplexem (Lojda, 196%9a). Dokladaji to studie, zabyvajici se histo-
chemii lidskych enterdlnich biopsii ( Lojda, 1969b, 1974) a prace dal-
Sich autort, ktefi prokazovali bud cely g-glukosiddzovy komplex, nebo
jeho jednotlivé sloZky ve stfevni sliznici mladat riznych druhl zvirat:
selat (Lojda aj., 1984; Kudweis, 1989; Kudweis a Lojda,
1989a, b, c), telat (Landsverk, 1980), mySi a krys (Lund a
Smith, 1987) a krédliki (Vasseur, 1989).

Z uvedenych praci vSak neni zfejmé, které konkrétni disacharidazy
z laktdzo-g-glukosidazového komplexu autofi studovali. Pouze Lojda
aj. (1984), Kudweis (1989) a Kudweis a Lojda (1989a, b, c)
pfesné definuji prokazované enzymy. Vychazeji pfitom ze substratové
specifiénosti vdech tFi disachariddz g-komplexu, jak ji popisuji Lojda
aj. (1979).

Disacharidazy obecné&, tzn. ze skupiny «- i g-glukosidadz, b&hem pato-
logickych 1ézi tenkého streva, vznikajicich v dlisledku enterdlniho vlivu
infekéni i neinfekcni etiologie prodélavaji znacnou redukci své aktivity.

Tyto vysledky jsou znamé na zdkladé vyzkumi provedenych na lid-
skych enteralnich biopsiich u malabsorpcéniho syndromu, u kterého de-
ficit laktazy mikrovilézni zoény enterocytd prokazali Lojda (1983)
a Saavedra a Perman (1989), ubytek aktivity «-D-glukosiddz
komentoval Lojda (1969c) a na celkové sniZeni aktivity obou skupin
disachariddz (e«, §) upozornili Fric¢ (1969b) a Fric¢ aj. (1975).

U konvencnich selat na pokles aktivity «-D-glukosiddz («-D-glukosidéa-
zy a maltdzy) a $-D-glukosiddzy (EC. 3.2.1.21.) pfi experimentalni in-
fekci kokcidii I. suis upozoriiuje Kudweis (1989). Redukci ¢-D-gluko-
sidazy, @-D-glukosidazy a g-D-galaktosiddzy (zrejmé 23*) popisuji ve
sliznici stfevni selat onemocnélych diarrhoickou koliinfekci vyvolanou
kmeny Escherichia coli riznych séroskupin Hornich aj. (1974). Va-
riabilni vyvoj aktivity g-D-galaktosiddazy ve sliznici tenkého stfeva prij-
mujicich telat pozorovali Landsverk (1981) a Stiglmair-Her-
bovad a Pospischil (1986). Pri spontanni kokcidiéze kralikd, u kte-
ré byla jako etiologickd agens definovdna Eimeria spp. na pokles akti-
vity blize nedefinovanych disachariddz upozornili Kaijian a Xing
(1986). Redukci koncentrace laktazy a sukrazy (e«-glukohydrolaza) v Zi-
haném lemu enterocyt u krys a mys$i popisuji pfi experimentdlni infekci
helminty Mayberry aj. (1986) a Smith a Lloyd (1989).
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Kokcidioza sajicich selat, vyvolana experimentdlné oocystami I. suis
ma bifazicky pribéh, ktery je charakterizovan dvoji alteraci sliznice ten-
kého stieva (3.—4. a 8.—9. DPI), na kterou plynule navazuji reparativni
a regeneracni procesy (5.—7. a 10.—12. DPI; Vitovec a Koudela,
1990). NaSe vysledKky tuto ¢asovou charakteristiku experimentalni infek-
ce jednoznacné nepotvrzuji.

Disacharidazy jsou enzymy, Které se pri své lokalizaci v mikrovil6zni
zoné& enterocytd zudcastiiuji na hydrolyze disacharidd (Lojda, 1969a,
b, 1974).

Disacharid, jehoZ hydrolyza v tenkém stifevé vazne, pfechazi v nezmé-
néné podob& do tlustého stfeva, kde je rychle hydrolyzovan bakterial-
nimi disachariddazami. Vzniklé monosacharidy se dale §tépi u¢inkem dal-
Sich mikrobidlnich enzymi za vzniku organickych kyselin (zejména
mlécné a octové) a oxidu uhlic¢itého. Kyseliny vyvolavaji vydatnou sekre-
ci vody do stfevniho lumen jednak primym iritacnim Gcinkem na sliznici,
jednak svou osmotickou aktivitou. Soucasné se zvySuje peristaltika stfev-
ni a za 30 aZ 90 minut po pozZiti disacharidu se objevuje vodnaty prijem,
ktery miiZe byt zpénén, obsahuje hojné organickych kyselin, hlen a jeho
pH obvykle klesa pod fyziologickou normu (Fric¢ aj., 1975).

Vysvétleni vodnatého prajmu u selat, infikovanych kokecidii 1. suis, jak
ho popisuji Ruzicka a Andrews (1984), spatfujeme jednak v tom,
Ze také v pripadé infekce gnotobiotickych selat jsou zrejmé ve sliznici
stfevni redukovany aktivity e«-D-glukosidaz (u konvencnich selat jsme
hypoaktivitu «-D-glukosiddaz popsali drive; Kudweis, 1989) a nove
také g-D-glukosidazy.

Znamend to, Ze prisluSné disacharidy nejsou v tenkém stifevé hydro-
lyzovany a pfechazeji do stfeva tlustého, kde se po prodélané ,nahrad-
ni“ hydrolyze zasadné podileji na vzniku prijmového charakteru onemoc-
néni (podle uvedeného schématu; Fric¢ aj., 1975).

Prdace ve svém souhrnu predstavuje aplikovatelné vysledky, korelujici
s Kklinickym projevem experimentalni isosporozy sajicich selat. Tvori
soucasné& dobra vychodiska pro vyzkumné zaméreni zejména v oblasti
patologické histochemie a otevird tak moznosti rozsirit soubor kritérii
pro hodnoceni patologicko-anatomického obrazu sliznice tenkého stfeva
selat v obdobi experimentalni, ale i spontanni isosporozy.
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KUDWEIS, M. — LOJDA, Z. — JULIS, 1. (Research and diagnostical Histochemistry
Laboratory of the Regional Hospital, Cesky Krumlov; Histochemical Laboratory at the
Faculty of Medicine of Charles University, Praha): 4-D-glucosidase of the microvilluous
zone of small intestine enterocytes in the experimental coccidiosis of sucking farrows.
Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4): 225—234.

In the small intestine mucosa of 24 gnotobiotic farrows experimentally infected with
the oocysts of coccidiosis of Isospora suis (infection administration — 100 000 oocysts)
on the first day after the delivery, we carried out the microdensitometric evaluation
of the activity of g-D-glucosidase [phlorizinhydrolase; hetero-g-galactosidase; lactase-
--glucosidase complex; EC. 3.2.1.21). Great attention was paid to the topochemistry
of enzyme, deposited in a microvilluous zone of enterocytes. We studied likewise the
activity of g-D-glucosidase in the striped fringe of enterocytes of the four control
gnotobiotic farrows, in the age from 2 to 5 days. We found out that in healthy farrows
the reaction product of studied disaccharidase is located in high concentrations in the
microvilluous zone of absorptive cells of the whole small intestine. We proved a topo-
graphic gradient at which the 3-D-glucosidase activity decreases in control farrows
the duodenum mucosa in the aboral direction. When using the choice substrate for
8-D-glucosidase (5-Br-4-Cl-g-indolyl-3-D-glucoside) we did not prove the enzyme de-
position in the small intestine wall. The negative enteral effect of coccidiosis I. suis
was provable in the farrows experimentally infected already on the first day after the
infection (DPI) when the @#-D-glucosidase activity decreased within the whole small
intestine by 15 % (ileum) and even by 23 9% (middle jejunum). The activity reduction
had been deepening since the first after the infection and it reached its maximum
on the 9th day after the infection when the enzyme concentration in the microvilluous
zone of absorptive cells reached only 11 % of the activity level found in control
farrows. On the 10th and 11th day after the infection we registered the increase of the
density of g-D-glucosidase reaction product, however the microvilluous zone was even
in that final stage of experimental infection significantly deficient (31 % of intestine
mucosa activity of control farrows).

disaccharidase; glucosidase; striped fringe of enterocytes; Isospora suis; histochemistry;
microdensitonometry; malabsorption
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SARKOCYSTOZA JEHNAT

V. Svobodova

SVOBODOVA, V. (Vysoka 8kola veterindrni, Brno): Sarkocystéza jehiiat. Veter.
Med. (Praha), 36, 1991 (4): 235—243.

Problematiku sarkocystézy jehnat jsme sledovali z hlediska pfFenosu protilatek
z bahnic na jehnata. Protilatky v krevnim séru 26 bahnic zjiSténé pomoci nepiimé
imunofluorescenéni reakce (NFR) kolfsaly v rozmez{ titrd 640—5120. Jejich mle-
zivo obsahovalo protilatky v titrech 640—5120, pri¢emZ v 3esti pfipadech byla
jejich hladina vy38i neZ v krvi. U zddného z novorozenych jehiiat nebyly pfed
napitim kolostra prokdazany protilatky proti sarkocystoze, ale za tfi dny jsme
jiz detekovali protilatky v redéni 1:4 aZ 1:128. Déle jsme sledovali dynamiku titru
protilatek u odstavenych jehnat. Ve vEku 10—18 tydnd jsme prokazovali pouze
nizke titry protilatek, od 20. do 24. tydne dochézelo k pozvolnému zvy$ovani
titrd a od 26. do 30. tydne se hladina protilatek vyrazn& zvysila (titr 5120) s ma-
ximem kolem 28. tydne. Zvifata nemela 24adné klinické priznaky onemocnént.
V daldi casti prace jsme trdvici metodou vy$etfili svalovinu 342 jehiiat poraze-
nych na jatkach a provedli sérologické vysetieni krve (NFR). Mikrocysty jsme
zjistili u 3567 Y jehnat, zatimco makrocysty jsme nena$li u Z&adného zvifete.
Specifické protilatky proti sarkocystéze jsme detekovali u 94,44 % mladgch
zvirat. Vysokd dynamicka diskrepanace obou metodik (61,69 %) u mladgch zvirat
je zplisobena vgraznou protilatkovou odpovédi pri dosud nevyvinutych svalovych
cystach.

ovce; pienos protilatek; svalové cysty; dynamika titru protildatek

Sarkocystoza je u ovei velmi rozs$ifend parazitéza manifestujici se tvor-
bou cyst ve svaloviné. V naSich podminkach se touto problematikou za-
byval Gut (1982), ktery vyuZitim travici metody zjistil sarkocysty
u 92 % ovci. Obdobné vysledky dosahly Cernd a Merhautova
(1981), které zachytily cysty u 82 0 zvifat. Svobodovad a Nevo-
le (1985) diagnostikovali sarkocystozu u 64,9 % smiSenych vzorkd
svaloviny bahnic, beranti a jehiniat. Z téchto praci vyplyvad znacéné pro-
mofeni chovili ovci u nés. Je v8ak tfeba sarkocystdzu posuzovat specificky
také vzhledem k véku zvifat. Pro ovce je nejdileZitéjSim priméarnim hos-
titelem pes, ktery vylucuje sporocysty patogennich druhd S. ovicanis,
S. arieticanis (S. tenella) tvoricich ve svaloving mezihostitele mikrocysty.
Druh, jehoZ definitivnim hostitelem je kocka, se nazyva S. gigantea. Je
charakteristicky tvorbou makrocyst, jejichZ riist trva jeden rok a je po-
vazovan za nepatogenni (Dubey aj., 1986). Patogenni druhy jsou zné-
mé svym plisobenim na jehilata a bFezi ovce. Nejvyznamné&j$i klinické
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symptomy jsou spojovany s druhou generaci schizontli a s penetraci me-
rozoitd do svalové tkdn&d (Tadros a Laarman, 1982). Akutni sar-
kocystozu jehiiat popisuje napf. Munday (1979). Jehiata vykazovala
pFiznaky inapetence, teploty, snizené hmotnosti a anémii. Castym dopro-
vodnym pFiznakem je nehnisava meningoencephalitida (Hilgenfeld
a Punke, 1974; Morgan aj., 1984). PostiZzeni nervového systému
se projevuje letargii a celkovou zmeénou chovani (Herbert a
Smith, 1987). Lokalizace schizontii nebo cyst v miSe se manifestuje
parézami (Stubbings a Jeffrey, 1985). Landsverk a
Bratberg (1979) popsali polyarthritis nodosa u jehiiat vyvolanou sar-
kocystami. Klinické a postmortalni ndlezy zdviseji na mnoZstvi pfijatych
patogennich sporocyst.

MATERIAL A METODY

Ve snaze o vytvorFeni uceleného obrazu sarkocystozy jehiat jsme spojili tFi rizna
pozorovani.

VZTAH MEZI PROTILATKAMI V KRVI A MLEZIVU BAHNIC A V KRVI JEHNAT

V priib&hu ledna 1988 jsme odebrali krev 26 bahnicim, chovangm na farmé& SpeSov,
okr. Blansko, tésné pred nebo bezprostfedné po porodu. Ziskané sérum jsme vy3etfili
na protilatky proti sarkocystoze neptrimou imunofluorescen¢ni reakci (NFR) v redéni
od titru 10 do 10 240. V reakci jsme uzivali antigamaglobulinovy konjugéat krali¢i proti
ovéim gamaglobulinim znaceny fluoresceinizothiocyandtem RAS FITC, vyrobeny v Bio-
vetd Ivanovice na Hané. Z makrocyst S. gigantea jsme ziskali zoity, které jsme po vy-
cisténi pouzivali jako korpuskularni antigen., Vlastni provedeni reakce je popsano
v prdaci Svobodové (1989).

Novorozenym jehilatim jsme je$t& pred napitim mleziva také odebrali krev a ziskané
sérim opét vysetrili NFR. Na rozdil od bahnic u jehnat jsme volili zdkladni redéni séra
v poméru 1:4. Od bahnic jsme oddojili asi 10 ml mleziva a dal3im postupem ziskali
mlééné sérum, ve Kkterém jsme pomoci NFR zjistovali protilatky proti sarkocystoze.
Jehnatim jsme znovu odebrali krev tfi dny po narozeni a sérum vySettili op&t NFR
v redéni od 1:4 do 1:128. V zdvéru této casti prdace byly nejdilezitéjsf vztahy a zévis-
losti statisticky vyhodnoceny (Hamilton a Rinaldi, 1988).

DYNAMIKA PROTILATEK U JEHNAT A HODNOTY HEMATOKRITU

V prvni poloviné roku 1987 jsme za uacelem zjisténi dynamiky titru protilatek proti
sarkocystoze na farmé SpeSov, okr. Blansko odebirali pravidelng ve l4dennich interva-
lech (celkem 10krat) krev jehiiatiim. Séra jsme vySetiovali NFR. Vybrali jsme 32¢&len-
nou skupinu odstavenych jehinat plemene merino, obojiho pohlavi, ve véku 12 tydnu,
0o hmotnosti 20—25 kg, uréenych k chovu. Po odstavu krmna davka sestdvala ze sena
a silaZze aZ do konce dubna, kdy jehiiata zacala dostdvat zelené krmivo. Na farmé
chovali dva ovCacké psy a tii kotata, ktefi se pohybovali volné mezi ovcemi. V pri-
b&hu sledovanf jsme provadéli orientované Kklinické vyZetfeni zamérené na vyZivny
stav, hodnoty triasu, stav sliznic a priznaky dehydratace organismu. Ve véku 18, 26
a 30 tydnid jsme odebrali jehiiatim rovneéZ krev na stanoveni hodnot hematokritu.
Byl vy3etfen metodou mikrohematokritu podle Janetzki.

POSTMORTALNI PRIMA A NEPRIMA DIAGNOSTIKA SARKOCYSTOZY

Pri porazeni jsme vySetfili 342 jehnat a mladych zvitat ve véku do jednoho roku
pochéazejicich ze spadovgch oblasti jatek v Tisnové, Strakonicich, Klatovech a Nymbur-
ce. 0d kazdého kusu byl odebran vzorek svaloviny jicnu a branice a vzorek krve. Sva-
lovinu jsme vy3etfili adspekci a vzorky pro mikroskopické vySetfeni pripravili meto-
dou travici (Nevole a Luke$ova, 1981). Pro hodnoceni intenzity jsme stanovili
nasledujici stupnici: nalez 1—2 cyst v sedimentu (-), 3—5 cyst (++) a 6 a vice
cyst (+-+-+). Krevni sérum jsme vySetiili metodou NFR v radé od titru 10 do 10240
s vyuzitim korpuskuldrnfho antigenu zoitit S. gigantea.
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VYSLEDKY

VZTAH MEZI PROTILATKAMI V KRVI A MLEZIVU BAHNIC A PROTILATKAMI U JEHNAT

Vysledky sérologickych vySetfeni vzorkdi krve bahnic, jejich mleziva
a dvou vzorkl krve novorozenych jehiiat (1. odb&r pfed napitim mleziva,
2. odbér ve véku tii dnll) jsou shrnuty v tab. I. Protilatky v krevnim séru
bahnic kolisaly v fedéni 1:640 aZ 1:5120 (25 ovci). Pouze u jedné bahnice
byl zjistén titr 80. Mlezivo téchto bahnic obsahovalo protildtky v titru
640—5120. V Sesti pFipadech byly v mlezivu titry specifickych protilatek
nizsi neZ v krvi, ve 12 stejné a v osmi pfripadech vys$si. U Zadného z 26
jehiniat vySe uvedenych matek (v pFipadech, kdy se narodila dvojcata,
bylo testovano pouze jedno jehné z vrhu) nebyly v séru pred napitim
mleziva prokdzany protilatky proti sarkocystoze. Za tfi dny jsme u jeh-
nat zjistovali protilatky v fedéni 1:4 aZ 1:128 a jedno jehné& bylo sérolo-
gicky negativni.

I. Vztah mezi protilatkami v krvi a mlezivu bahnic a protilatkami jejich jehnat — Rela-
tion between the antibodies in blood and in the colostrum of ewes and the antibodies
of lambs

Titr specifickych protilatek
Kategorie! (pocet zviFat s protildtkami v pFisluiném
titru)®

Bahnice?
Sérum3 80 (1) 640 (3) 1280 (4) 2560 (3) 5120 (15)
Mlezivo* 1280 (1) 640 (1) 5120 (4) 2560 (2) 640 (1)
5120 (2) 5120 (1) 2560 (5)
5120 (9)

Jehiiata’
Sérum?3 0 (1) 0 (3) 0 (4) 0 (3) 0 (15)
(pfed napitimsé) 8 (1) 16 (2) 4 (1) 32 (1) 0 (1)
Sérum3 32 (1) 16 (1) 64 (2) 4 (3)
(tieti den)? 32 (1) 8 (2)
64 (1) 16 (3)
32 (2)
64 (2)
128 (2)

lcategory, 2ewes, 3serum, “colostrum, *lambs, ¢(before drinking), 7(on the third day),
8the titre of specific antibodies (number of animals with antibodies in the correspond-
ing titre)

V zavéru sledovani jsme provedli statistické vyhodnoceni vztahu mezi
mnoZstvim protildtek v séru bahnic a jejich mlezivu a dale pak srovnani
hladiny protilatek v mlezivu bahnic a krevnim séru jehiiat po napiti.
Statisticky urc¢enou primeérnou vysku titru v kazdé testované skupiné zné-
zorfiuje obr. 1. Zjistili jsme, Ze nelze prokazat Zadny vztah mezi témito
parametry.
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DYNAMIKA TITRU PROTILATEK U JEHNAT

Dynamika titru protilatek jehiat ve véku 12 aZ 30 tydni je uvedena na
obr. 2. Pokus jsme zahdjili s 32 jehilaty a posledni dva odbéry bylo v po-
kuse 27 a 24 jehnat. Ve véku 12—18 tydnu byla jehriata sérologicky ne-
gativni nebo méla pouze nizké hladiny specifickych protilatek (do titru
80). V obdobi 20—24 tydni véku jehiiat doSlo k pozvolnému zvy3ovani
poctu zvifat s protilatkovou odpoveédi a vySe zjiStovanych titri vystou-
pila aZ na 320. Ve tretim obdobi, tj. od 24. do 30. tydne véku jehiat se
hladina protilatek vyrazné zvysila (titry aZz 5120) s maximem Kkolem
28. tydne. Statisticky vyjadfena dynamika titri protildtek je zndzorné-
na na obr. 3.

Hodnoty hematokritd zachycené podle véku jehnat jsou statisticky vy-
hodnoceny v tab. II. Z vysledkl vyplyva, Ze s pFibyvajicim vékem docha-
zi k pozvolnému zvySovani hodnot hematokritu (z 0,28 na 0,31). Po celou
dobu sledovani nejevila zvifata zZadné klinické pfiznaky onemocnénf
sarkocystozou, a to ani v obdobi intenzivni protilatkové odpové&di.

POSTMORTALNI PRIMA A NEPRIMA DIAGNOSTIKA SARKOCYSTOZY

Pfimymi metodami jsme zachytili ve svaloviné jicnu a branice mikro-
cysty u 122 jehiiat (35,67 %). Makrocysty nebyly zjist&ny v Zadném
pfipadé. Statistickym vyhodnocenim ziskanych ddaja jsme prok&zali, Ze
vyskyt cyst se zvySuje s vékem (P < 0,005). Zjistili jsme, Ze u mladych
zvifat je bréanice z testovanych orgdnid mistem s nejvy33i extenzitou
vyskytu cyst. Jen v branici se cysty nachazely u 21,05 %, zatimco nélezy
cyst jen v jicnu (5,26 %) a soucasné v jicnu a v branici (9,36 %) lze
u jehmniat povaZovat za sporadické. Extenzitu a intenzitu vyskytu sarko-
cyst v jicnu a branici uvadi tab. III. U jehiiat jsme nejCastéji nachéazeli
slabou invazi (+). Zjistili jsme, Ze s vékem ptibyva vyznamné (P < 0,005)
zachytd na ++4 aZ +++.
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Titry protil4tek!

5120 19 26 13
2560 1 1 3
1280 1 5
640 3 3
320 3
160 9 2 7
80 1 5 1 10 i5 7
40 1 4 10 5
20 6 1 4 4 9
10 14 17 3 2 4
0 18 7 27 19 9 1
12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Vék (tydny)?
2. Dynamika titri protildtek u odstavenych jehiiat (NFR — cetnost titrG) — Dynamics

of the titres of antibodies in weaned lambs (NFR — titre rate)
titres of antibodies, 2age (weeks)

log
686

825
766

of

78 . 30 ttyany’]

Dynamika titrd protilatek u odstave-
nych jehiat (statistické vyhodnoceni)
— Dynamics of the titres of antibodies
in weaned lambs (statistic evaluation)
* = prdmérny titr protilatek ziskany

odlogaritmovanim — mean titre of
antibodies obtained by finding the an-
tilogaritm

lage, 2weeks

Specifické protilatky proti sarkocystoze byly zjiStény u 323 jehiiat
(94,44 %). Nejvyssi hladiny protilatek od titru 1280—10 240 byly u 124

kusti (34,6 %).

Srovnani obou diagnostickych metod uvadi tab. IV. Vyplyvd z ni, Ze
na vysoké diskrepanci vysledki obou metod (61,69 %) se podili Gasty
zachyt protilatek, ktery nebyl doprovdzen prfimym priikazem sarkocyst.

VETERINARNI MEDICINA — 1991 239



I1. Hodnoty hematokritu jehiiat v pribehu sledovdni — The haematocrit values of lambs

within the course of studying

Vék jehiniat (datum odbéru)é

Kategorie' 18 tydnt? | 26 tgdnud 30 tydni?
(19. 3. 87) 1 (14. 5. 87) (18. 6. 87)
Podet vySetfenych jehiiat? (n) 31 ' 31 24
Aritmeticky primér3 (x) 0,281 0,283 0,309
Smérodatna odchylka® (s) 0,039 0,024 0,021
Variaén{ koeficient® (V) 13,843 8,539 6,845

Tcategory, 2number of examined lambs, 3arithmetical mean, %standard deviation, Scoef-
ficient of variation, 6the age of lambs (the date of sampling), 718 weeks, 826 weeks,
230 weeks

111, Extenzita a intenzita vyskytu cyst — The extensity and intensity of the ocurrence
of cysts
Pozitivni néalezy
Intenzita vyskytu cyst! = ==z = e . s =
pocet! %
Jicen?
Slaba3 (*) 45 29,22
Stredni* (**) 4 2,60
Silnas (***) 1 0,65
Jicen celkem$ 50 32,47
Bréanice’
Slaba3 (*) 89 57,79
Stredni® (**) 9 5,84
Siln&> [*ee) 6 3,90
Brénice celkem? 104 67,53
Celkem’ ' 154 100,00

lintensity of cyst ocurrence, 2gullet, 3weak, “medium, Sstrong, Sgullet as a whole,
’diaphragm, 8diaphragm as a whole, positive findings, ‘number

IV. Srovnéan{ primého priikazu sarkocyst s vysledky nepiimé imunofluorescenéni reakce
— The comparison of direct evidence of sarcocysts with the results of indirect immu-
nofluorescent reaction

VySetfovaci metoda (vysledek)! i ]eln_ﬁgtaz
Piimé vySetieni3 NFR4 pocet® l Y%
(—) [+=]} 14 ’ 4,10
(+) (—) 5 1,46
(=] (+) 206 60,23
Celkem jedna reakce pozitivnié 1 211 61,69
(+) (= | 117 34,21
Celkem vy$etieno zviiat? 342 100,00 |

'method of examination (results), 2lambs, 3direct examination, ‘indirect immunofluores-
cent reaction (NFR), “number, as a whole one positive reaction, 7animals examined
total
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DISKUSE

Ovce jsou v naSich podminkdch mezihostitelem tfi druhd rodu Sarco-
cystis. Jejich definitivhim hostitelem jsou psovité a kockovité Selmy.
Vzhledem k tésnému souziti téchto Zivo¢iSnych druhti je sarkocystoza vel-
mi rozsSifena. Extenzita vyskytu se liSi nejen v zdvislosti na geografic-
kych podminkéach a pouzitych diagnostickych metod4ch, ale projevuje
se vyrazna zavislost na véku zvirat.

Vyskyt svalovych cyst jsme zaznamenali pouze u 35,67 %  jehiiat.
Vysledek ukazuje, Ze extenzita sarkocyst se vyrazné zvySuje s vékem
zvirat (P < 0,005), coZz je v souladu s pozorovanimi autori Herbert
a Smith (1987), ale také naSimi zavéry (Svobodova, 1989).
Jehiiata se obvykle nakazi aZ v pocatcich prijmu objemného krmiva, které
je casto kontaminovano sporocystami rodu Sarcocystis. Prvni svalové
cysty miiZeme pozorovat az za tii mésice po nakazeni (Leek aj., 1977;
O‘Toole aj, 1986). Ve svalovin& branice jsme cysty u jehiiat nacha-
zeli Castéji. Druhy tvorici mikrocysty maji k branici vyssi afinitu (Hey -
dorn aj., 1975). Naproti tomu S. gigantea, charakteristickd tvorbou
makrocyst, se lokalizuje ¢astéji v jicnu (Collins aj., 1979), ale u mla-
dych zvifat zpravidla neurcime teprve se formujici svalové cysty. Zralé
makrocysty jsme u jehnat nezjistili vzhledem k dlouhé dobé jejich vy-
voje.

Sarkocysty jsme nachézeli nejcastéji ve slabé invazi (+), nebot i in-
tenzita se signifikantné zvySuje s vékem zvifat (P = 0,005). Castgjsimu
vyskytu mikrocyst odpovida i vyS$i ndlez sporocyst Sarcocystis sp. v tru-
su psi ve srovnani s kockami (Svobodova aj, 1983, 1984). Dia-
gnostika sarkocystozy u jehiiat nemiZe spoléhat pouze na adspekci, ale
je tfeba pouZit mikroskopické vy$etieni svaloviny.

Sérologickym vySetfenim NFR jsme zachytili vétS§i pocCet pozitivnich
zvifat neZ pfimym prikazem sarkocyst. Specifické protilatky proti sarko-
cystoze jsme diagnostikovali u 94,4 % jehiiat. U 112 zvifat (34,6 %) jsme
nachézeli vysoké titry protilatek (1280 aZ 10 240) svédcici o akutni in-
fekci. Vyrazny rozdil mezi pfimym prikazem sarkocyst a pFitomnosti
protilatek u mladych zvirat je zptisobeny dynamickou diskrepanci spo-
¢ivajici v tvorbé protildtek v pocatcich infekce, kdy se je3té nevyvinuly
diagnostikovatelné svalové cysty. Diskrepance u 61,69 % jehiiat ukazuje,
Ze k vytvoreni celkového obrazu promofenosti sarkocyst6zou musime
pfi diagnostice u mladych zvirat nezbytné& vyuZit vhodnou sérologickou
metodu.

Prvnim pokusem jsme prokéazali, Ze jehilata nejsou na pocCatku svého
zivota chranéna proti této parazitoze. V krevnim séru bahnic zjiStujeme
specifické protilatky proti sarkocystoze, ale k jejich pFenosu na jehiata
béhem brezosti nedochdazi. Teprve po napiti mleziva, které obsahuje vy-
s0ké hladiny protilatek proti sarkocystoze, se v krevnim séru jehriat
objevuji nizké hladiny, které byly ziskdny z kolostra. Munday (1982)
zjistil, Ze jehnata =ziskdvaji protilatky proti sarkocystéoze z mleziva
matek, ale pasivné ziskané protilatky nechrani jehiiata pred nakaZe-
nim. Tento nazor potvrzuje i ndmi sledovanad dynamika titru protildtek
u jehnat, kdy nebyly zaznamendny vyznamné rozdily v protilatkové od-
‘povédi mezi jehnaty s rezidudlnimi kolostrdlnimi protildtkami a bez
protilatek. Od 18. tydne véku zvifat jsme pozorovali mirny vzestup
protilatek a mezi 24. a 26. tydnem Zivota jehiiat do$lo k prudkému vze-
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stupu a tato hladina s mirnym poklesem pretrvdavala az do ukonceni po-
kusu. Cerna a Kolafova (1978) uvadgji, ze nejvétdi protilatkova
odpovéd je v obdobi formovéani svalovych cyst. Z toho vyplyva, Ze jehnata
v naSem pokusu se nakazila asi kolem 20. tydne Zivota. Rozdilna vyska
titru u jednotlivych zvifat souvisela spiSe s riiznou schopnosti imunitni
odpovédi, neZ s invazni dadvkou, kterd podle autorii Reiter aj. (1981)
nema vliv na tvorbu protilatek. Ani v obdobi maximalniho vzestupu hla-
diny specifickych protilatek nejevila zvirata zadné klinické prFiznaky
akutnfho onemocnéni. Ve véku 20 tydnd je jiz obranyschopnost orga-
nismu rozvinuta a onemocnéni se klinicky neprojevi (Munday, 1984).
1 kdyZ hodnoty hematokritu byly ponékud nizsi nez uvadéji Jago$§ aj.
(1986), neni tfeba vyznam téchto rozdilG preceliovat. Patrné se zde
uplatnily rtzné podminky chovu a stupné hydratace organismu. Je nut-
né si uvédomit, Ze klinické priznaky sarkocystozy jsou nespecifické a
domnivdme se, Ze toto onemocnéni se maZe projevit i v naSich podmin-
kach, ale v disledku narocnéjsi diagnostiky se skryva za jinou nosolo-
gickou jednotkou s podobnymi symptomy (horecka, priijem, anemie,
hubnuti). Na tuto moZnost upozoriiuje také Cerna (1989).

Jehniata se nakazi sporocystami kontaminujicimi prostfedi stdje, seno
apod. S ohledem k vysoké odolnosti sporocyst ve vnéj$im prostiedi
(Leek, 1986) a b&Znému kontaktu s definitivnimi hostiteli je velmi
problematické tomuto cyklu zamezit. Obdobné podminky predpokladame
na ostatnich farmach, nebot pri vySetreni jehriat poraZenych na jatkach
jsme nachazeli rovnéZz vysokeé titry protilatek proti sarkocystoze.
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Do3lo dne 17. 4. 1990

SVOBODOVA, V. (University of Veterinary Medicine, Brno): Sarcocystosis of lambs.
Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4): 235—243.

We studied the problems of sarcocystosis of lambs in regard to the transfer of anti-
bodies over ewes to lambs. Antibodies in the blood serum of 26 ewes found out by help
of indirect immunofluorescent reaction (NFR) varied within the range from 640 to 5120
titres, while in six cases their level was higher than in blood. In none of new-born
lambs there were proved antibodies to the sarcocystosis before the drinking of colo-
strum but three days later we already detected antibodies in the dilution 1:4 to 1:128.
Then we studied the titre dynamics of antibodies in weaned lambs. In the age of 10—18
weeks we proved only low titres of antibodies, from the 20th to the 24th weeks the
titres gradually increased and from the 26th to the 30th weeks the level of antibodies
increased significantly (5120 titres) with its maximum on about the 28th week. Animals
had no clinic symptoms of disease. In the other part of the work we examined the
muscular substance of 342 lambs, killed in the slaughter house, by a digestive method
and we carried out the blood serologic examination (NFR). Microcysts were found out
in 35.67 % of lambs while macrocysts were so in none of them. Specific antibodies of
sarcocystosis were detected in 94.44 Y% of young animals. A high discrepance of the
both methods (61.69 %) in young animals is a result of a significant antibodily reaction
at still undeveloped muscular cysts.

sheep; transfer on antibodies; muscular cysts; dynamics of the titre of antibodies
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Ustav védeckotechnickych informaci pro zemeédeélstvi pobotka
Nitra vydava novy odborny ¢asopis o alternativnim zemédeélstvi

NATURALIS

Jde o odborny casopis, ktery ma v CSFR podpofit snahy
o produkci zdravych potravin a raciondlni vyZivu. Je urcen
pro péstitele rostlin, chovatele hospodéarskych zvirat, obchod-
niky, zpracovatele a samozrejmé konzumenty biopotra-
vin.

Vychazi jako dvoumési¢nik; v roce 1991 vyjdou tri cisla
a v roce 1992 jiz Sest Cisel. Cena jednoho vytisku 11 Kcs.

Déale vydava ve spolupraci s redakci AGSAMO odborny ¢asopis
CHOV SLIMAKOV

Casopis poskytuje domaci i zahrani¢ni informace z oblasti
chovu hlemyzdi a zpracovani jejich masa. Jeho dalSim cilem
je prispét k podpore chovatelskych snah z hlediska Zivotniho
prostiedi a k urychlenému schvdleni zdkona o ochrané Zivo-
¢iSného druhu hlemyzd zahradni (Helix pomatia) na celém
uzemi CSFR. Casopis je urcen viem, ktefi se zabyvaji chovem,
zpracovanim a managementem hlemyzdii.

Vychazi jako dvoumeésicnik, roc¢ni predplatné je 50 Kcs.

Objednavky na oba Casopisy zasilejte na adresu:

Ustav vedeckotechnickych informécii pre polnohospo-
déarstvo pobocka Nitra

Samova 9

950 10 Nitra
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ENZYMOIMUNOLOGICKE STANOVENI MYKOTOXINU OCHRATOXIN A

J. Ruprich, V. Ostry

RUPRICH, ]. — OSTRY, V. (Institut hygieny a epidemiologie, Brno): Enzymoimu-
nologické stanoveni mykotoxinu ochratoxin A. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4):
245—249.

Bylo rozpracovano nepiime, enzymoimunologické stanoveni mykotoxinu ochrato-
xin A. Ve stanoveni byla pouzita polyklonalni protilatka (krali¢i) proti ochratoxi-
nu A a druhd, peroxidazou znacCena protilatka (praseCi anti krali¢i). Citlivost sta-
noveni se pohybovala okolo 75 pg ochratoxinu A na jamku. Rozsah kalibra¢nf kiiv-
ky byl mezi 10—1000 pg na jamku. KriZové reakce s jingmi ochratoxiny byly do
1,4 % (ochratoxin C). ELISA stanoveni ochratoxinu A je pouZitelné jako rychla
screeningovd metoda pro orienta¢ni vySetfeni vétsiho poétu vzorkd.

ELISA; mykotoxiny; ochratoxin A

Mykotoxin ochratoxin A (OA) je sekundarni metabolit nékterych mi-
kroskopickych hub (plisni) rodu Aspergillus a Penicillium (Krogh,
1978). Z chemického hlediska se jednd o derivdt kumarinu kondenzo-
vany s L-beta-fenylalaninem. Jeho toxikologicky vyznam je ddn negativ-
nim vlivem na zdravotni stav zvifat a ¢lovéka. Je potenciondlnim nefroto-
Xinem a hepatotoxinem, zivazny je i jeho imunosupresni, teratogenni
a mozZny karcinogenni ii¢inek (Roschenthaler aj, 1984; Bauer,
1987).

V CR byl prokazan jeho vyskyt v fadé krmiv a potravin rostlinného i Zi-
vocisného plvodu (Veseld aj., 1978; Piskac aj., 1979; Ruprich
aj., 1988b). MnoZstvi ochratoxinu A v potravindch je v CR limitovdno
hygienickymi predpisy (Sv. 61/1986, Sm. ¢. 69), a to 20 ug . kg~ obecns,
5 ug . kg 1u détské vyZivy, 1 ug. kg 'u kojenecké vyZivy. Po zvaZeni ne-
gativnich efektt ochratoxinu A pri vypoctu denni pfipustné davky (ADI)
byl (pri bézné skladbé vyzivy) doporucen limit obsahu ochratoxinu A
v 1 kg masa na 1,2 ng (Bauer aj, 1987). PoZadavky na vysokou
citlivost analytickych metod jsou proto znacné.

VyuZivany jsou predevS§im metody chromatografické (TLC, HPLC).
PouZity v3ak byly i citlivé metody imunochemické, RIA ( Chu aj., 1976;
Rousseau aj., 1985, 1986; Ruprich aj., 1988a) a ELISA (Pest-
ka aj, 1981; Morgan aj., 1983; Lee aj., 1984; Candlich aj,
1986, 1988). V CR byla dosud vyuZivdna pouze metoda RIA (soupravu
vyrabi URV]T Kosice).

Cilem na$i prace bylo ovérit moznost nepfimého, kompetitivniho ELISA
stanoveni ochratoxinu A, s vyuZitim nékterych komponent pfipravenych
jiZz dFive pro RIA stanoveni.
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MATERIAL A METODY

PouZité chemikdalie: Ochratoxin A [pripraveny metodou podle autori Rup -
rich aj. (1987), ochratoxin A (Sigma 0-04001), ochratoxin B, ochratoxin alfa. ochra-
toxin C (pripravili a laskavé poskytli Vere$ a Schmiedova z UNBR MBUO CSAV
Praha), aflatoxin B; (Sigma A 6636), citrinin (pFipravil Ruprich, 1988b, CHPR Brno),
L-beta-fenylalanin a D-beta-fenylalanin (Serva 32191 a 32140), 1-etyl-3 (3-dimetylamino-
propyl) carbodiimid (Sigma E-7750), bovinni sérovy albumin (BSA) (Sigma A-7888),
bovinni sérovy albumin (Imuna), vaje¢ny albumin (EGA) (Sigma A-5503), gelatin
(Serva 22151), Tween 80 (Lachema) a daldi bézné chemikalie.

Priprava proteinovygch konjugatid OA: Ochratoxin byl konjugovéan
s BSA, resp. s EGA, carbodiimidovou metodou nebo metodou smiSeného anhydridu
(Ruprich aj, 1988b). Vysledny produkt reakce byl ¢istén dialgzou (Nadir, Hoechst
5623245) a gelovou chromatografii (Sephadex LH 20, Pharmacia). Cisty konjugét byl
charakterizovan spektrdlné a moralni pomér byl kontrolovdn ninhydrinovou metodou.
Dosazeny molarni pomeér se u konjugdti pohyboval okolo 10 aZ 20:1 (ochratoxin A:al-
bumin). Konjugat rozpudtény ve fosfdatovém pufru (pH = 7,5; 0,05 mol.dm~-3) byl kon-
zervovan pridavkem 0,1 % azidu sodného a uchovavan v temnu pii teploté 4°C. V pri-
padé pouZiti konjugdtu k imunizaci byl roztok lyofilizovan bez ptidavku azidu.

Pfiprava protilatek proti OA: K imunizaci jsme vyuZili konjugat OA-EGA.
Jako adjuvans byl pouZit Al-Span-Oil [Sevac). Imunizace byla provedena metodou
mnohocetné intradermdlni a nasledné subkutdanni a intramuskuldrni aplikace imuno-
genu (Ruprich aj., 1988a). K imunizaci byli pouziti krdlici (samice) plemene novo-
zélandsky bilg. Hyperimunni sérum Kkralikii bylo lyofilizovdno, charakterizovdno RIA
metodou (Ruprich aj, 1988a) a pouZito v ELISA jako zdroj specifické protilatky
proti ochratoxinu A (prvni protildtka).

Priprava mikrotitraé¢nich ploten pro ELISA: Byly pouZity plotny
Koh-I-Noor, typ P (Koh-I-Noor). Plotny byly pired pouZitim myty 96% etanolem. Stény
jamek byly povledeny konjugdtem OA-BSA. K vazbé jsme pouZili uhli¢itanovy, alkalic-
k¢ vazebny roztok (pH = 96; Mancal, 1987), ve kterém byl ptidan konjugéat
v mnoZstvi 3 uxg bilkoviny.ml~"' v muoZstvi 200 «1 na jamku. Plotny byly inkubovény
1 h pfi teploté 40°C nebo 3 h phi teplot® 28°C. Po inkubaci byl vazebny roztok odsat
a plotna byla opakovan& myta roztokem 0,15 mol NaCl.1-' s pFfdavkem 0,1 % Tweenu
80. Plotny byly po myti suSeny pri pokojové teploté ve vakuu. Suché plotny byly zata-
veny do polyetylenové folie a skladovdny pii pokojové teploté v temnu a suchu aZ do
pouZiti. Trvanlivost ploten byla vy388i nez tii mésice (déle jsme plotny neskladovali).

ELISA postup: Plotna povlefenda konjugdtem OA-BSA byla vyjmuta z obalu a je-
denkrat myta roztokem NaCl — Tween. Do jamek byl v triplikdtech nebo quadruplika-
tech pridan standard ochratoxinu A (nebo vzorek) v mnoZstvi 100 «] na jamku. Standard
(nebo vzorek) byl rozpustén v metanolu a naiedén na 10 % podilu v pufru PBS (pH =
= 7,4; Mandc¢al, 1987), s piidavkem 0,5 % gelatinu a 0,1 % Tweenu 80. Pufr byl
konzervovan merthioldtem sodnym. Pro usnadnéni pipetovani byl pufr obarven ptidav-
kem fenolové &erven& (4 mg.1-'). Ve stejném pufru (bez pridavku metanolu) byla
do jamek prid4na i protilatka proti OA, v mnoZstvi 100 ul a fed&nf 1:10000. Plotny byly
inkubovény 1 h pfti teplot& 40 °C. Nasledovalo trojndasobné myti roztokem NaCl — Tween.
Pak bylo do jamek pridano 200 ul roztoku peroxiddzou znacené prasec¢i protildtky proti
krali¢fm imunoglobulinim (SwAR/Px; USOL), v fed&ni 1:5000. K ted&ni byl pouZit
pufr TRIS (pH = 7,2; Mancal, 1987) s piidavkem 1 % BSA, 1 % prasecfho séra
a 0,1 % Tweenu 80. Plotny s druhou protilatkou byly inkubovany 1 h pfFi teplot& 40°C.
Nésledovalo trojndsobné myt{ ploten roztokem NaCl — Tween. Do vSech jamek pak
bylo priddano 200 wl &erstvé pfFipraveného roztoku substrdatu (1,4 diaminobenzen . HCI,
Fluka 78460, optimum absorpce barevného produktu pfi 492 nm) v substrdtovém pufru
(citrdtovy pufr, pH = 5,0; Mancal, 1987). Plotny byly inkubovany 30 min pii tep-
lot& 40°C v temnu. Enzymatickd reakce byla pak zastavena pridavkem 50 u1 2 mol
H,S04.1-1 na jamku. Zbarveni bylo hodnoceno vizudln& nebo fotometricky (fotometr
Multiscan MC, Labsystem OY) do 1 h po zastaveni reakce. Vysledky stanoveni (foto-
metrické) byly zpracovdny pomoci programu KIM (USOL).

VYSLEDKY A DISKUSE

Princip popisované ELISA metody stanoveni ochratoxinu A spocivé
v soutéZi vazby ochratoxinu A ze vzorku (standardu) a ochratoxinu A
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fixovaného konjugatem (OA-BSA) na sténé jamky na specifickou proti-
latku. Po odstraneni zbytka reakcni smeési je kvantifikovdna specificka
protilatka proti OA navazand na sténach jamek pomoci druhé protilatky
(SwaR/Px) znaCené enzymem. MnoZstvi ochratoxinu A ve vzorku je
tedy nepfimo uUmérné mnoZstvi vdzané prvni protilatky (proti OA).
Princip neni novy, s uspéchem jej pouZili napf. Morgan aj. (1983)
nebo Candlish aj. (1986). V naSem pripadé byl pouZit odlisny bilko-
vinny nosi¢ OA — vajecny albumin a odli$na druha protilatka (SwaR/Px).

Pripravené protilatky proti OA byly testovany z hlediska kFiZovych re-
akci, homogenity a efektivni afinitni konstanty. Vysledky kfiZovych
reakci s pfibuznymi ligandy a nékterymi dalSimi mykotoxiny u vybrané
protilatky pouZité pro ELISA stanoveni (AB-887) shrnuje tab. I.

Udaje tykajici se kiiZovych reakci jsou priznivé z hlediska praktického
pouZiti protilatky. V podstaté nedochazi k reakci s méné toxickym ochra-
toxinem B ani ochratoxinem alfa. RovnéZ casto ochratoxin A doprovéaze-
jici mykotoxin, citrinin s protilatkou vyrazné nereaguje. Protilatka vy-
znamné nereaguje ani s produkty enzymatického Stépeni ochratoxinu A
karboxypeptiddzou. V RIA stanoveni (Ruprich aj, 1988a) byla sta-
novena homogenita pouZité protilatky na alfa — 1,01, coZ je priznivé.
V tomtéZ stanoveni byla urCena efektivni afinitni konstanta protilatky
Ka = 5,2.1077 1.mol . To umoZziiuje dosdhnout ve stanoveni potfebné
citlivosti. Kalibracni krivka z RIA stanoveni je zndzornéna na obr. 1.

Provedeni celého ELISA postupu trva asi tfi az ¢tyri hodiny. Na jedné
plotné je moZné vySetfit soucasné 10—20 vzorki. Pfiklad kalibraéni kiiv-
ky ELISA stanoveni OA je na obr. 2. Jak je z obr. patrné ¢ini rozsah ka-
libracni kfivky, jeZ lze pouZzit pro odecitdani, asi 10—1000 pg ochratoxinu
A na jamku. Pozadi barevné reakce (tj. bez pfidavku prvni protilatky) se
pohybuje okolo 10 % optické denzity nulového standardu. Statisticky
urcena citlivost metody (tj. O. D. nulového standardu —3 smérodatné od-
chylky) se pohybuje mezi 50—100 pg na jamku. Relativn& nizka citlivost
je podminéna pomérné€ vysokym variacnim koeficientem mezi jednotli-
vymi jamkami (okolo 10 %), coZ povaZujeme z Casti za disledek jedno-
duchého technického vybaveni laboratofe a kvality pouZitych ploten.

I. KiiZové reakce protildtky AB 887 (anti ochratoxin A-EGA) v RIA a ELISA stanoveni,
(RIA metoda podle autor@ Ruprich aj., 1988) — The cross reactions of antibody
AB 887 (anti ochratoxin A-EGA) in the RIA and ELISA techniques. (The RIA method
in after Ruprich et al., 1988)

[ KiiZovd reakce? [%]
Ligand! — R ===

RIA | ELISA
Ochratoxin A 100 100
Ochratoxin B 0,7 0,01
Ochratoxin alfa 6,1 0,03
Ochratoxin C — 1,4
L-beta-fenylalanin <0,001 <0,0004
D-beta-fenylalanin <0,001 <0,0004
Citrinin <0,4 <0,003
Aflatoxin B1 <0,4 <0,003

ligand, 2cross reaction
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1. Kalibradni kiivka RIA stanoveni ochra- Kalibra¢ni krivka ELISA stanoveni o-

toxinu A (kalibracni body = primér chratoxinu A [Kkalibra¢ni body = pri-
-+ smérodatnd odchylka; AB — 887, mér -+ smérodatnd odchylka; AB1.-887,
OCH-1'?5, separace 1,5% dextr. Norit A, AB2.-SWAR/Px, OPD, 0. D. (A) 510 nm]
no¢nf inkubace) — RIA calibration — ELISA calibration curve of ochrato-
curve of ochratoxin A (calibration xin A [calibration points = mean -
points = mean - standard deviation; -~ standard deviation; AB1.-887, AB2.-
AB — 887, OCH-1'%5, 1.5% dextr. sepa- wAR/Px, OPD, 0. D. (A) 510 nm|

ration. Norit A, night incubation)

Stejné podminky lze vSak ocekavat pri pouziti ELISA v terénnich labora-
tofich. I v citlivosti je vS8ak popisovana metoda plné srovnatelnda se za-
hrani¢nimi citovanymi pracemi. V daném provedeni méla ELISA mensi
rozliSovaci schopnost proti RIA ( Ruprich aj., 1988a).

V daném uspofadéani je problematickd optimalizace ELISA stanoveni.
Pokud vyhodnocujeme stanoveni vizualng, je potreba dosahnout vyraz-
néjsiho vybarveni v jamkdch. To vSak neni mozné odecitat primo na fo-
tometru, protoZe intenzita vybarveni presahuje meérici rozsah pfristroje.
Volili jsme proto kompromis. Pro vizualni odecitani byla pouzZita vySSi
koncentrace reagujicich sloZzek v kompeticni casti ELISA reakce (zejmé-
na zvySené koncentrace prvni protilatky) a pri fotometrickém hodnoceni
pak odecitdni optické denzity mimo absorb¢ni maximum barevného
produktu.

Problém spontdanni vazby ochratoxinu A na albumin (Roschen-
thaler aj., 1984), jsme feSili nahradou BSA v pufru pouzitém v kom-
peti¢ni Casti reakce, za gelatin. Ke konzervaci pufrt byl pouZit merthio-
lat sodny (azid sodny inhibuje peroxidazu).

Pfi koncipovani ELISA metody stanoveni ochratoxinu A jsme se snaZili
vyuzZivat b&zné dostupné chemikélie a laboratorni techniku. VétSina pufri
odpovidd jinym ELISA metodam (Mancal, 1987). Druha protilatka
je b&Zné dostupnd v USOL Praha, dosahuje dobré kvality a stability (Zi-
votnost pres jeden rok). Metoda ELISA je pouzitelnd i v terénnich labo-
ratofich bez zvySenych hygienickych ndroki. Diky dlouhé Zivotnosti
konjugatt a protilatek a nizké spotieb& zdkladnich komponent stanoveni
je cenové vyhodnéjsi nezZ RIA metoda. Velkym pozitivem je moZnost vi-
zudlniho hodnoceni. Na druhé strané je nutné vzit v tivahu nizsi presnost
ELISA stanoveni ve srovnéni s fyzikalné chemickymi metodami. Idedlnim
mistem pro vyuZiti ELISA metody bude hromadnd, orienta¢ni kontrola
krmiv a potravin. MiiZe se stat i vhodnym nastrojem pro orientacni kon-
trolu surovin pfed jejich nakupem v zahranici. Jednim z limitujicich
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faktorti pro pouziti ELISA metody zistdva adekvatni priprava vzorkl
pro stanoveni. V tomto sméru se jako vyhodné jevi pouZiti mikrokolonek
typu SILICA-cart C18 (Tessek]).
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tmmunological assays of the mycotoxin ochratoxin A. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (4):
245—249.

Indirect, enzymoimmunological assays of the mycotoxin ochratoxin A were developed.
In this technique a polyclonal (rabbit) antibody to ochratoxin A was used, along with
the other, peroxidase-labelled [pig anti rabbit) antibody. The sensitivity of this method
ranged around 75 pg of ochratoxin A per pit. The range of calibration curve was from
10 to 1000 pg per pit. The cross reactions with other ochratoxins made 1.4 % (ochra-
toxin C). The ELISA test of ochratoxin A can be used as an expeditious screening
method for a preliminary examination of the greater number of samples.

ELISA; mycotoxins; ochratoxin A
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SCRE_ENINGOVA METODA PRO IMUNOCHEMICKE SIMULTANNI STANO-
VENI AFLATOXINU A OCHRATOXINU A V OBILNINACH A KRMIVECH

L. Fukal, M. Marek

FUKAL, L. — MAREK, M. (Vysokd $kola chemicko-technologickd, Praha): Scree-
ningovd metoda pro imunochemické simultdnni stanoveni aflatoxinu a ochratoxi-
nu A v obilnindch a krmivech. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (2): AK

Byla navrzena a ovérena imunochemickda metoda pro simultanni stanoveni afla-
toxinu a ochratoxinu A za pouZiti smésnych roztokii nasledujicich reagencii: stan-
dardd obou mykotoxinl, antisér proti jednotlivym mykotoxinim a radioligandi
125]-aflatoxinu B, a ™5I-ochratoxinu A. Vysledkem analytické procedury je hodnota
koncentrace sumy aflatoxinu a ochratoxinu A ve vzorku. Spotfeba reagencil a
pracovni naroc¢nost simultanni analyzy je poloviéni ve srovndn{ s imunostanove-
nim obou mykotoxind jednotlivé. Navrzend simultanni imunoanalyza je vhodnéd
k velkoplosné kontrole nezdvadnosti obilnin a krmiv z hlediska obsahu aflatoxinu
a ochratoxinu A.

krmiva; aflatoxin; ochratoxin A; simultanni radioimunoanalyza

Mykotoxiny jsou sekund&rni metabolity nékterych plisni. Svymi to-
xickymi Gcéinky mohou nepfiznivé ovliviiovat uZitkovost hospodéfskych
zvirat i zdravi clovéka. Proto jsou pro nejtoxi¢téjSi mykotoxiny legisla-
tivhé ustavovany nejvyssi pripustné koncentrace v krmivech i v potra-
vindch (Van Egmond, 1989). Mezi nejvice sledované patfi aflato-
xiny a ochratoxin A. Pro stanoveni jednotlivych mykotoxint se pouZiva-
ji specifické, predevSim chromatografické metody. Vedle nich byly v po-
sledni dobé rozpracovany ke stanoveni Fady mykotoxint také imuno-
chemické metody (Fukal aj., 1988; Pestka, 1988; Morgan,
1989). Ty se s vyhodou mohou uplatnit pfedevSim pfi analyze velkych
sérii vzorkid. Vyznam aplikace imunochemickych metod pii kontrole
vyskytu mykotoxini jisté vzroste po jejich neddvném zaclen&ni mezi ofi-
cidlni analytické metody AOAC (Scott, 1989).

Za ucelem vySetfovani vzorkl krmiv a potravin na pritomnost vice
mykotoxinti jsou vypracovavany multidetekéni metody pro extrakci a
chromatografickou separaci celych skupin mykotoxini (Gimeno,
1979; Ehrlich a Lee, 1984; Letutour aj., 1983; Grabarkie-
wicz-Szczesna aj., 1985). V této praci je demonstrovana moznost
soucasného stanoveni aflatoxini a ochratoxinu A imunochemickou meto-
dou za pouziti komerc¢né vyrabénych souprav.
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MATERIAL A METODY

Soupravy RIA-test-AFLA B; a RIA-test-OCHRA pro radioimunochemické stanoveni
aflatoxinu B; a ochratoxinu A byly dodany z Ustavu radioekologie a vyuZiti jaderné
techniky v KoSicich.

Extrakce vzorku: Z rozemletého homogenniho vzorku krmiva ¢i obilnin (50 g) byly
navéZeny 2 g, zvlh¢eny 1 ml 0,1 M H3;PO, a extrahovany 20 ml chloroformu tfepanim
po dobu 30 minut. Po filtraci chloroformové vrstvy byl extrakt odpafen a odparek
rozpusStén ve 4 ml acetonu. 0,1 ml takto pfipraveného acetonového extraktu bylo
pridano k 0,9 ml veronalového pufru. V tomto roztoku byl metodou RIA stanoven afla-
toxin a ochratoxin A.

Radioimunochemické stanoveni mykotoxinG v extraktech bylo provedeno podle na-
vodd pro pouZitf analytickych souprav za sjednoceni procedury pro aflatoxiny a pro
ochratoxin A. Ve zkumavkach se inkubovalo 100 ul extraktu ¢i standardu mykotoxinu,
100 ul radioindikatoru a 100 ul antiséra 60 minut pri teploté 45°C a nasledn& 20 mi-
nut pfi teploté 4°C. Po priddni 500 w1 vychlazeného roztoku polyetylenglykolu byla
vznikl4 srazenina odstredéna a supernatant nad ni odsdn. Ve sraZeniné na dné zku-
mavky byla méfena radioaktivita. Za ucelem soucasného stanoveni aflatoxinu a ochra-
toxinu A v jedné analyze byly smichany roztoky odpovidajicich standardd, antisér a ra-
dioligandd z obou souprav v poméru 1:1 a se ziskanymi smésnymi roztoky byla pro-
vedena stejna procedura RIA, jak je popsano vyse.

KriZové reakce antiséra na stanoveni aflatoxinu mely hodnoty 100 % pro aflatoxin
By, 53 % pro aflatoxin B,, 63 % pro aflatoxin G;, 10 % pro aflatoxin G, a 0 % pro
ochratoxin A. Antisérum ze soupravy na stanoveni ochratoxinu A je charakterizovdno
kfizovymi reakcemi s ochratoxinem A 100 %, s ochratoxinem B 4 %, s ochratoxinem
C 27 % a s aflatoxinem By 0 %.

VYSLEDKY A DISKUSE

JelikoZ se zvy3ujicimi se poZadavky na nezdvadnost krmiv a potravin
je mimo jiné nutné kontrolovat vyskyt vice mykotoxint v tomto druhu
vzorki, navrhli jsme simultdanni stanoveni aflatoxini a ochratoxinu A
v jedné analyze za vyuZiti imunochemickych souprav pro oddélené sta-
noveni téchto mykotoxin.

Vzhledem k tomu, Ze v kalibracnich grafech pro radioimunochemické
stanoveni aflatoxinu By a stanoveni ochratoxinu A (obr. 1) jsou hodnoty
B/By pro shodné koncentrace analytii velice podobné, byly reagencéni
roztoky pro simultdnni stanoveni uhrnné koncentrace aflatoxinu B,
a ochratoxinu A pfipraveny smichdnim reagencnich roztoki ze souprav
prostanoveni jednotlivfch mykotoxini v poméru 1:1. Kalibra¢ni graf
pro simultdnni radioimunoanalyzu je pak obdobny jako pro oddé&lené
radfoimunoanalyzy (obr. 1). Za uvedenych okolnosti je nutnou pod-
minkou pro tuto shodu také pfFibliZnd rovnost hodnot radioaktivit vna-
Senych do reakce pfi oddélenych radioimunoanalyzach.

Pouzitelnost navrZené simultdnni analyzy ke kontrole vyskytu zmi-
nénych mykotoxini v obilnindch a krmivech byla ov&fovdna porovné-
nim vysledkl s vysledky jednotlivych radioimunoanalyz (tab. I). U Fady
vzorkl se hodnoty souctu koncentrace aflatoxinu a ochratoxinu A ziskané
uvedenymi dv&ma zpisoby 1ii o 10 % a vice, ale u Zadného z osmi ana-
lyZovanych vzork@ nepfesahuje odchylka 20 %. Podstatné je, Ze pfi
navrZené simultdnni radioimunoanalyze aflatoxinu a ochratoxinu A je
spotfeba reagencii i pracovni narocnost polovicni ve srovnani se stano-
venim obou mykotoxinii jednotlivé. Simultdnni metoda ovSem neumoZz-
fiuje v pfipadé pozitivnhiho ndlezu rozhodnout, kterym ze dvou mykoto-
xind je vzorek kontaminovén, Ci v jakém pomeéru se oba ve vzorku na-
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chézeji. Informuje pouze s postacujici pfesnosti o koncentraci sumy afla-
toxinu a ochratoxinu A. Proto miZe nalézt uplatnéni p¥i velkoplo3nych
kontroladch nezdvadnosti obilnin a krmiv,

1.
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Kalibra¢ni zévislosti pro rdzné systémy radioimunoanalyzy; B — specifickd vazba
radioligandu pii rdzngch koncentracich standardu mykotoxinu, By, — specifick4
vazba radioligandu v nepfitomnosti mykotoxinu, K — koncentrace standardu myko-
toxinu (logaritmické souradnice), () aflatoxin B;, e ochratoxin A, aflatoxin
B; a ochratoxin A (1:1) — Calibration dependences for different systems of ra-
dioimmunoanalysis; B — specific bond of radioligand at different concentrations
of mycotoxin standard, By — specific bond of radioligand in the absence of myco-
toxin, K — concentration of mycotoxin standard (logarithmic co-ordinates), (O afla-
toxin B,, e ochratoxin A, aflatoxin B; and ochratoxin A (1:1)

Porovnéanf v¢sledkl stanoveni koncentrace aflatoxini a ochratoxinu A v obilnindch

a v krmivech pro prasata riznymi systémy radioimunoanalyzy — Comparison of the
results of determination of aflatoxin and ochratoxin A in cereals and feeds for pigs,
using different radioimmunoanalytical systems

Analyzovan§ Stanovené koncentrace mykotoxind [ug.kg—'] metodou?
vzorek! RIA-AFLA RIA-OCHRA | RIA

¥ : -(AFLA-}-OCHRA)
Krmivo? 1 17 ND 15
Krmivo3 11 48 66 97
Krmivo3 III ND 28 31
Krmivo3 IV 62 ND 54
P$enicet 1 ND ND ND
P3enice’ 11 6 ND 6
Jeémen?® 1 4 6 8
JeEmen3 I1 ND 85 73

ND = obsah mykotoxinu niZ3i neZ detekéni limit metody — ND = not detected:

mycotoxin level below the method's detection threshod
lanalyzed sample, 2determined mycotoxin concentrations method, 3feed, *wheat, Sbarley
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Pokud bychom chtéli hodnotit kontaminaci obilnin z hlediska nej-
vy$Sich pripustnych koncentraci (Anonym, 1986), které jsou pro
aflatoxin B; 5 ug.kg™' a pro ochratoxin A 20 ug.kg™ ', simultinni sta-
noveni obou mykotoxintt by si vyzadalo urc¢itou Gpravu. Redéni antisér
by muselo byt zménéno tak, aby mély shodny pribéh kalibra¢ni kiivky
pro oddélenou radioimunoanalyzu aflatoxinu B; a Ctyfndsobnych mnoz-
stvi ochratoxinu A.
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FUKAL, L. — MAREK, M. (College of Chemical Technology, Praha): Screening method
for immunochemical simultaneous determination of aflatoxin and ochratoxin A in cereals
and feeds. Veter. Med. (Praha), 36, 1991 (2): AK

An immunochemical method was proposed for simultaneous determination of aflatoxin
and ochratoxin A with the use of mixed solutions of the following reagents: standards
of both mycotoxins, antiserums against the mycotoxins, and radioligands of ™5I-afla-
toxin B; and ™°I-ochratoxin A. The result of the analytical procedure is the value of
concentration of the aflatoxin - ochratoxin A sum in the sample. The procedure needs
half the amount of reagents as separate determination of each of the two mycotoxin,
and is far less laborious. The proposed simultaneous immunoanalysis is suitable for
large-area inspection of grain and feed safety from the viewpoint of aflatoxin and
ochratoxin A levels.

feeds; aflatoxin; ochratoxin A; simultaneous radioimmunoanalysis
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INFORMACE

VYUZITI GLYCERINU PRI DETEKCI OOCYST Cryptosporidium parvum A C. baileyi
V TRUSU SAVCU A PTAKU

Diagnostika protozoarniho onemocnéni vyvolaného kokcidiemi rodu Cryptosporidium
(Apicomplexa: Cryptosporidiidae) byla aZ do druhé poloviny 70. let zaloZena prede-
v3im na prikazu vyvojovych stadif prvoka v daném hostiteli metodami rutinniho histo-
logického vy3etfovani a v roztérech slizniéniho epitelu ilea (pripadné i jingch dsekd
stfev) nebo pomoci elektronové mikroskopie. V té dob& byly ndlezy vice méné naho-
dilé a vetsinou pouze dopliovaly vysledky specidlnich mikrobiologickych a virologickych
vydetfen{ pri hledani plivodci prijmovych onemocnénf, nutngch poraZzek a Ghynid riz-
nygch hositel. Situace se vyrazné zmeénila zji§ténimi, kdy zejména Panciera aj.
(1971) u jedné jalovicky, Barker a Carbonell (1974) u telete a jehiiat, Nime
aj. (1976) u c¢lovéka a v ndsledujicim obdobi (1978—1982) rada daldich autord upozor-
nila na patogenni plsobenf kryptosporidif a je,ich vgznamny podil na vysoké morbidité&
a mortalité zejména mladat hospodarckych zvirat. Tato skutetnost proto znamenala
potirebu metodik diagnostikovat prvoka u Zivych hostiteld a prispéla k tomu, Ze se
zataly pomérné velmi rychle vyvijet nejriznéjsf jednoduché ¢i sloZit€j$i metody de-
tekce kokcidif rodu Cryptosporidium.

Detailnf a opravdu skveély popis endogenniho vyvoje C. parvum u my3i (Tyzzer,
1912) a potvrzenf jeho zjisténi o existenci oocyst se Ctyfmi sporozoity vyluCovanymi
trusem nakaZenych hostiteli do vnejsiho prosetredi (Iseki, 1979) pri popisu C. felis
z kocek se staly dileZitym meznikem jak pro rutinni diagnostiku kryptosporidiov§ch
nakaz, tak i k rizngm experimentalnim studiim Cryptosporidium spp.

Prikaz oocyst kryptosporidii v trusu je tedy zdkladem diagnostiky prvoka stejné
jako oocysty, napt. kokcidii rodu Eimeria, cysty prvoki a vajicka nebo larvy helmintd.

Slozitost a problematika detekce oocyst kryptosporidil spoCivd predevdim v jejich
malé velikosti (4,5—6,3{4,5--5,5 um), v tom, Ze oocysty jsou bezbarvé a mohou byt
nezkudenym pozorovatelem zaménény za cysty nékterych kvasinek, hub a nejcastéji
jsou prosté prehlizeny. Proto se pouZivaji k diferencidlni diagnostice riizné barvici
metody roztéri trusu (napf. metoda podle Henriksena a Pohlenze, 1981).
‘I kdyZ je pro tohoto prvoka charakteristické, Ze v dob& patentni periody doché&zi
k ohromnému poétu vylucovani oocyst trusem nakaZenych hostitell, presto maji tyto
metody (pokud se nevy3etif série vice roztérovych prepardati z téhoZ hostitele) uréitou
nevyhodu v tom, Ze se nemusi podarit ,zachytit“ ty pripady, kdy intenzita vylucova-
nych oocyst je z raznych divodi nizka. Z téchto divodl se proto pouZivaji flota&ng-
-centrifugadni metody s vyuZitim rGznych nasycenych roztokl, které zkoncentrujf
parazitdrni zarodky do vrchni vrstvy supernatantu, kter4d se potom vySetfuje.

Cilem tohoto kratkého sdéleni je uvést metodiku detekce oocyst kryptosporidif v tru-
su savcl a ptdkd (v nativnim prepardtu) s vyuzitim glycerinu, ktery se také vyzna-
¢uje koncentrac¢nimi vlastnostmi podobné& jako jiné flotacni roztoky.

POPIS METODIKY

1—3 gramy vzorku trusu rozmichdme dobfe ve tfeci misce nebo ve zkumavce s tako-
vym mnoZstvim vody ¢i fyziologického roztoku, abychom =ziskali ridkou aZ vodnatou
smé&s, Kterou miZeme podle potieby jeSté precedit pres cajové sitko k odstranéni hru-
bych necistot. Tekutinu promichdme a pomoci Pasteurovy pipety nebo ponorenim ézy
do hloubky filtratu naneseme na podloznf sklicko tfi kapky takto pripraveného vzorku
nebo vodnatych vykali pri prijmovych onemocnénich telat a jehiiat. Ke kaZdé prida-
me po kapce koncentrovaného glycerinu nebo redéného 1:1 destilovanou vodou a skle-
nénou ty¢inkou promichame. Také pfi detekci oocyst C. baileyi prFi ,bursélni, kloakéal-
ni a respiratorni“ ndkaze (Pavlasek, 1887a, b) priddvame glycerin ke kapkam
tekutiny ziskané z vyplacht kloaky a dutiny zobaku. PFi priloZeni kryciho sklic¢ka
prohlizime takto pripraveny nativni prepardt pri zvétSeni mikroskopu 400—600krat.
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Oacysty kryptosporidii flotuji okamZité nahoru a koncentruji se v nejvrchngjsi
vrstvé nejblize k objektivu mikroskopu. Velmi vyznamnym jevem je, Ze pisobenfm
glycerinu dochédzi v optickém mikroskopu k typicky rdZovemu zbarveni vnitFnfho
obsahu oocyst a jejich st&ny jsou kontrastni. Toto zbarveni je jeSté vyraznéjsi, pouZije-
ime-li misto modrého filtru mléc¢né bily. Tez§i zbytky vykald zlstavaji v sedimentu
a stejn& jako baktérie a ostatni struktury se po pisobeni glycerinu nemé&éni a prede-
v8im zlstavaji bezbarvé. Ve vyplasich kloak a dutin zobaki, ale i v trusu spont4nné&
nakaZenych kufat a jingch ptaki, se v disledku lokalizace C. baileyi odlupuji naru-
Sené epitelidlni buiiky sliznic kloaky, bursy Fabricii nebo jsou obsaZeny v nadm&rng
vyluCovaném hlenu pii ,respiratorni” kryptosporidiové nakaze. Tato metodika v tako-
vych prFipadech umoZiuje prokdzat sexudlnf stadia, nezralé i zralé oocysty je¥t& uvnitf
parazitoforni vakuoly s narGZovélym ndadechem, které se lisi od destruované bezbarvé
tkdné hostitele.

Podle nagich zku3enosti doporucujeme, aby diagnostika oocyst C. parvum byla pro-
vedena do 30 minut po smichanf vySetfovaného vzorku tekutiny trusu s glycerinem,
nebot po jeho deldim puasobeni dochdzi k naruSeni stén oocyst a jejich determinace
je potom velmi obtiZn4. V této souvislosti jsme zjistili, Ze oocysty C. baileyi jsou viadi
glycerinu mnohem odolng&jsf a lze je bez problémi detekovat je$t& po 10—14 hodiné4ch.

Zavérem lze konstatovat, 2e nami navrhovand metodika je velmi rychlda a efektivni.
Spolehlivé (po ziskani zkusSenosti] a jednoduchym zplsobem umoZnuje diferencidlni
diagnostiku oocyst C. baileyi a C. parvum v nativnim preparéatu pri zvé&t3enf mikroskopu
400—600krat. Proto ji doporucujeme veterindrnim i huméannim parazitologickym dia-
gnostickym laboratoiim k detekci oocyst kokcidif rodu Cryptosporidium.
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POKYNY PRO AUTORY VEDECKEHO CASOPISU VETERINARNI MEDICINA

Casopis VETERINARNI MEDICINA uvefejiiuje plvodni préce, recenze apod.

Autor je plné odpovédny za plvodnost prdce a za jeji vécnou i formélni spravnost.
K praci musi byt pfipojeno prohld3eni autora o tom, Ze prdce nebyla publi-
kovéna jinde.

O uvefejn&ni prace rozhoduje redakéni rada ¢asopisu, a to se zfetelem k lektor-

skym posudkiim, védeckému vyznamu a pFinosu i kvalit® praci. Jednotlivé préce ne-
maji mit rozsah vétdi nez 10 a% 12 stran psanych na stroji se v3emi pFilohami.
Technickd dprava rukopisu. Uprava rukopisu mé odpovidat CSN 88 0220 (forméat A,
30 radek na stranku, 60 Ghozi na Fadku, tzn., Ze mezi Fadky se délaji dvojité mezery).
Ilustrace, grafy, tabulky a fotografie (&ernobilé) maji vyhovovat CSN 88 2109, dodéavaji
se zvlast a nepodlepuji se. Rysuji se tudi na bily nebo pauzovaci papir a popisuji se
jednotnou velikosti pisma (3ablona 3,5 mm). Na zadni stran& se vyzna&i tuZkou pofa-
dové Cislo obrazku a napiSe se jméno autora ¢lanku. Texty k obrazkim se dodéavaji
na zvlastnim listé, umisténi obrazkid se oznacuje na levém okraji prislusné strany
rukopisu ¢€islici v krouzku. Tabulky se ¢isluji Fimskymi Cislicemi. Na v3Sechny obréazky
i tabulky musi byt v textu prdce odkazy. Pro preklad do angliftiny je nutné vysvétlit
viechny pouZité zkratky.
Oprava vlastni prace. Nazev prdce nemé presahovat 85 tihozil. Je nutné se v nazvu vy-
varovat obecnych frazi jako: Studie o..., PFispévek k... Kazdy zaslany ¢lanek musi
byt samostatnou praci, nemohou byt publikovany ¢lanky na pokraCovéni, stejn& tak
jsou vylouceny podtituly ¢lankua.

Jména autori se uvadéji bez titulit — prijmeni a prvni pismeno jména.

Souhrn. Vypracovani souhrnu je nutné vénovat obzvlastni péci. Autor do né&ho ma
shrnout vSe, co je na jeho praci pozoruhodné a nové a co ma byt dokumentovano.
Souhrn ma byt nekritickym informa¢nim vyb&rem vyznamného obsahu a zavéru, ni-
koliv vSak jeho pouhym popisem. Musi vyjadiit viechno podstatné, co je obsaZeno ve
védecké praci, nemd ji vSak nahradit. Nesmi prekrocit rozsah 170 slov. Je t¥eba, aby
byl psan celymi vétami, nikoliv telegrafickym zplsobem. Pro pfeklad do angliftiny se
poZaduje souhrn del$i (do dvou rukopisnych stran) s odkazy na tabulky a obrézky,
popf. s anglickymi odbornymi terminy nebo uZ pfeloZeny do anglitiny. Souhrn zaéina
jménem autorii, ndzvem pracovisté a jeho sidlem (v zavorce), titulem ¢lanku a ci-
taci: Veter. Med. (Praha), 00, 1990. Mista oznaCend nulami doplni na kompletni citaci
pri korektufe redakce.

Klitova slova. Pod souhrn je nutno po vynechédni Ffadky piipojit kliova slova. Ta
maji slouZit k rychlé orientaci a pri zafazovani prace do kartotéky. KliCovych slov by
nemélo byt méné nez 3 a vice neZ 12. ZaCinaji malym pismenem a oddé&luji se stf¥ed-
nikem.

Uvod, Uvod ma obsahovat hlavni diivody pro& byla prdce uskutec¢néna a velmi strud-
nou formou stav studované otdzky. Je nutné se v ném vyhnout rozsdhlym historickym
prfehlediim. Uvadi se bez nadpisu, je moZné v né&m uvést k praci se vztahujici citaci
Materidl a metody. Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li pvodni, jinak postatuje
citovat autora metod a uvadét jen pfipadné odchylky. Je v nich popsdn pokusny ma-
terial. Popis metod by mé&l umoZnit, aby kdokoliv z odbornikii mohl podle ného a pFi
pouZiti uvedenych citaci prédci opakovat.

Vysledky. Doporucuje se nepouzivat k vyjddrFeni kvantitativnich stavii tabulek a dat
pfednost grafiim nebo tabulky shrnout ve statistickém hodnoceni namérenych hodnot.
Tato ¢ast by nemé&la obsahovat teoretické zavéry ani dedukce, ale faktické nalezy.

Diskuse. Diskuse obsahuje zhodnoceni préace. Diskutuje se o moZnych nedostatcich
a prace se konfrontuje s vysledky dfive publikovanymi (poZaduje se citovat jen ty
autory, ktefi maji k publikované praci bliZ8i vztah), pokud maji souvislost nebo pokud
jsou s predloZenou praci néjak srovnatelné.

Literatura. V textu se pfFi citaci uvede jméno autora a rok publikovdni. Do seznamu
se zaradi v3echny préace citované v textu €lanku, a to podle abecedy, bez Cislovéni,
kazda citace na novém fradku. Je-li vice praci od téhoZ autora ve stejném roce, pFida
se k letopoétu oznadeni a, b, c. Literatura musi odpovidat CSN 01 0197.

Zkratky nézvQd casopisti je tfeba dodrZovat podle publikace doc. Bojiianského a kol.,
vydané v roce 1982 Slovenskou akadémiou vied pod nédzvom Periodik& z oblasti b
gicko-poInohospodérskych vied, ich citdcie a skratky. €\
Adresa autora. Na zvlastnim listé uvede autor akademicky titul, jméno ;
zkratku), prijmeni, v&deckou hodnost a podrobnou adresu pracovisté s P
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