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VPLYV FLAVOMYCINU, SALINOMYCINU A LASALOCIDU
‘NA FERMENTACIU KRMNEJ DAVKY IN VITRO

D. Jal¥, M. Baran, P. Siroka

Ustav fyziolégie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

V pokuse bol sledovany vplyv dodania flavomycinu (F) - 6 ppm, salinomycinu (S) -
12 ppm a lasalocidu (L) - 33 ppm na fermenticiu kfmnej ddvky pozostivajiicej zo
sena a jalmetia (80:20 %) v umelom bachore (Rusitec). Zdkladné a stiasne aj koneéné
produkty fermentdcie ako aj u¥innost syntézy mikrobidlnej hmoty boli najviac
ovplyvnené salinomycinom a lasalocidom. Obidva ionoféry vyznamne zniZili stravi-
teTnost detergentnej vldkniny, celulézy a hemicelulézy kfmnej ddvky. S a L vyznamne
zvyskili produkciu celkovych UMK, hlavne v3ak kyseliny propiénovej (+75 %, resp.
+100 %). ZniZili pomer acetdt:propiondt (-40 %, resp. -52 %) a produkciu ostatnych
UMK, t. j. kyseliny n-maslovej, n- a izovalérovej. V dosledku tohto vplyvu na UMK
S a L zvysili energetickii vytanost UMK, produkciu adenosintrifosfitu (ATP),
mnoZstvo fermentovych hexéz a fermentovanej organickej hmoty. Flavomycin spo-
minané produkty fermenticie vyznamne neovplyvnil. Celkové produkcia bakteridinej
sudiny zbytkového krmiva a efluentu bola zni%ena vietkymi ionoférmi. U&innost synté-
zy mikrobidlnej hmoty vyjadrend vo forme Yatra v g mikrobidlneho dusika na kg
fermentovanej organickej hmoty (OMF) bola vyznamne zniZena oproti kontrole len S
a L a predstavovala pokles YaTr z 12,4 (kontrola) na 8,29(S), resp. 9,34 g (L)
a z 24,94 (kontrola) na 18,84 (S), resp. 22,02 g (L) mikrobidlneho N/kg OMF. Celkové
mikrobidlna sufina (protozodlna a bakteridlna) efluentu a zbytkového krmiva tieZ bola
zniZena vplyvom vsetkych ionoférov, €o sa prejavilo aj v szenej koncentracii amo-
niakédlneho dusika v efluente, aviak len pri podani S a L.

umely bachor; flavomycin; salinomycin; lasalocid; produkcia UMK; detergentna
vlaknina; i¢innost syntézy mikrobidlnej hmoty

Tonoféry st vysoko lipofilické substancie, ktoré su toxické pre vacSinu baktérii,
protozoi a plesni a teda napliiaju klasickd definiciu antibiotik (Pressman,
1976). Jednou z ich vyhod je schopnosf zlepSovaf vyuZitelnost krmiva
u prezivavcov, pricom bachorovd fermenticia je charakterizovana zvySenou pro-
dukciou propiondtu, iastotnou inhibiciou metanogenézy. V Sirokej Skdle boli io-
nofory preskiSané u preziuvavcov v pokusoch in vivo: monenzin (Goodrich
ai., 1984), lasalocid (Thonney ai., 1981), narazin (Droumev ai. 1988),
flavomycin(Murray ai., 1990), salinomycin (Ul brich,ai. 1990), resp v po-
kusoch in vitro: avoparcin Jouany a Thivend, 1986) abierixin a calcimy-
cn(Bogédert ai, 1989; Gomez ai., 1990).

Cielom tejto prace bolo porovnaf vplyv flavomycinu, salinomycinu a lasalocidu
na fermentaciu zdkladnej kfmnej ddvky (seno a jameri, 80:20 %) v umelom bachore
(Rusitec), t. j. na zdkladné a ostatné produkty bachorovej fermentdcie a na uéinnost
syntézy mikrobidlnej hmoty.
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MATERIAL A METODY

Fermentdcia kfmnej ddvky prebiehala v umelom bachore (Rusitec) ako ho opisuje
Czerkawski aBreckenridge (1977). Objem fermentanych niddob
bol 850 ml a prietok umelych slin M c¢ Dougall, 1948) 813 - 845 ml za deri.
Ako inokulum sme pouZli bachorovy obsah dospelych baranov plemena merino
kfmenych dobrym li¢nym senom (1200 g za derl). Zvieratd mali pristup k vode a mi-
nerdlnemu lizu pre ovce. Tekuty bachorovy obsah sme odobrali cez bachorovu fistu-
lu pomocou vyvevy a tuhy bachorovy obsah klie§tami. Experiment sme uskuto¢nili
v $tyroch fermentadnych nddobach (V) Rusitecu. 80 g pevnej trdveniny bolo nava-
Zenej do nylonovych vrecuSok o vefkosti 6k 200 pm a danej do fermentadnych
nadob Vjaz Vg4, ktoré boli naplnené zmesou bachorove;j tekutiny a Mc Dougallovho
pufru (1:1). V dennych intervaloch zahriiujic 1. deti experimentu vietky nddoby boli
tieZz doplnené kfmnou davkou pozostavajicou zo 11,69 g suliny (DM) senaa 2,81 g
DM ja¢meiia (80:20 %).

Ionoféry - flavomycin, salinomycin a lasalocid sme rozpustili v 96 % metanole
a ponuc od 2. difa experimentu sme denne pridali do V - 1 ml 96% metanolu, do
V24,35 mg (6 ppm) flavomycinu, do V3 - 2,9 mg (12 ppm) salinomycinu a do V4
- 4,78 mg (33 ppm) lasalocidu rozpustenych v 1 ml 96% metanolu. Flavomycin bol
pouzity vo forme 2% premixu (Flavofarm, Pharmachim Sofia), salinomycin vo
forme 6% premixu (Salinofarm, Pharmachim Sofia) a lasalocid vo forme 10% pre-
mixu. Do 1 litra Mc Dougallovho purfu pretekajiceho cez peristalticki pumpu do
Rusitecu sme denne dodali 224 mg mo€oviny, ¢im sme dosiahli, Ze kimna davka
v kaZdej fermenta¢nej nddobe obsahovala 13 % hrubého proteinu (CP).

Experiment trval 14 dni. Po¢as prvych 7 dni (steady state period) sa stabilizovali
podmienky fermentdcie. Na 8. - 14, defl sme odoberali vzorky efluentu (vytekajica
fermentand zmes), plynov a nestrdvenych zbytkov krmiva na analyzy ako to uvddza
Czerkawski aBreckenridge (1977). Koncentraciu unikavych
mastnych kyselin (UMK) v efluente sme stanovili metddou plynovej chromatografie
(Cottyn a Boucque, 1968) za pouZitia kyseliny krotonovej ako interného
Standardu na plynovom chromatografe Perkin-Elmer 8500. Objem produkovanych
plynov bol merany prietokovym plynomerom a plyny (metdn a CO,) boli analyzo-
vané plynovou chromatografiou (Czerkawski a Clapperton, 1968) na
plynovom chromatografe Chrom 4. Amoniakdlny dusik v efluente sme stanovili
mikrodifiiznou metédou (Conway a O’Malley, 1948). Mikrobidlnu suSinu
efluentu (PDM) sme ziskali dvojndsobnym centrifugovanim efluentu pri 20 000 g
po dobu 30 minit, dvojndsobnom premyti vodou a vysuSenim zbytku do kondtantnej
hmotnosti pri 105 °C. Nestravené zbytky krmiva po premyti s Mc Dougallovym
pufrom boli suSené do konstantnej hmotnosti pri teplote 105 °C k stanoveniu stra-
vitelnosti suliny a detergentnej vldkniny - neutrdlnej detergentnej vldkniny (NDF),
kyslej detergentnej vldkniny (ADF), celulézy (C) a hemicelulézy (HC) - Goe-
ring a Van Soest (1970). V zbytkovom krmive a efluente sme stanovili
bakteridlnu a protozodlnu biomasu pri pouZiti detergentu Tween 80 (Aliev a
DZzavalov, 1986)a v zbytkovom krmive aj kyselinu diaminopimelovii - DAPA
(Czerkawski, 1974). DalSie produkty fermentdcie sme vypocitali zo stoichio-
metrickych vztahov ako ich uvddza Czerkawski (1986).
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VYSLEDKY

Fermenticia kimnej ddvky pocas celej doby experimentu prebiehala pri pH 6,87 -
6,92 fermentatného média. Vplyvom ionoférov nebola zmenen4 stravitefnost susiny
(DMD) a organickej hmoty (OMD) zdkladnej kfmnej davky (tab. I). Salinomycin
(S) a lasalocid (L) viak vyznamne zniZili stravitefnost detergentnej vldkniny, &o sa
prejavilo vo fermentadnych nddobdch V3 a V4 poklesom strdvitelnosti NDF o 6 %,
resp. 4 %, ADF o 10 %, resp. 7 %, celulézy o 9 %, resp. 4 % a hemicelulézy o 4 %,
resp. 3 %. Flavomycin (F) strdvitelnost detergentnej vldkniny neovplyvnil (tab. I).
Celkové produkcia plynov bola vyznamne zniZend vietkymi tromi ionoférmi, ale
pokles produkcie metdnu a CO; nebol vyznamny (tab. I).

Specificky iginok na produkciu celkovych a jednotlivych UMK sa v tomto expe-
rimente prejavil vyznamnym vplyvom S a L pri fermentdcii kimnej divky vo V3

1. Vplyv ionoférov na strévitelnosf susiny, detergentnej vldkniny kimnej ddvky a produkciu plynov
- The effects of ionophores on dry matter digestibility of feed ration, detergent fibre digestibility
of feed ration and gas production

Kontrola' Flavomyciu2 Salinomycin3 Lasalocid®
Vi \P) Vs \7]

Stravitelnosf sudiny® -

| DMD (%) 52,30+£0,33 50,80+ 1,12 50,921+ 1,00 52,07 +£0,50
Strdvitelnosf organicke;j
hmoty‘ - OMD (%) 53,38 +0,64 51,6110,96 47,161 0,76 53,10+ 0,46
Strdvitelnosf neutrilne;j - -
detergentnej Vlﬁknin)”- 42,53+1,18 42,35+ 1,31 36,27+ 1,29 38,21 £ 0,64
NDF (%)
Stravitelnosf kyslej - o
detergentnej vlélminy‘ - 26,71 £0,75 25,63 +1,69 16,94+ 1,70 19,53 +0,83
ADF (%)

1 i 9 Ll -
3,'/0")“"“"‘”‘ hemicelulézy” | ¢; 60+0,58 |61,86+0,86 | 58,71+0,84" | 59,90+ 0,42
StrdviteTnost celulézy'® (%) | 36,43+1,05 |3541+1,47 |27,12+1,48 [ 32,39+0,71™

1 II - = -
Celkovd produkeia plynov™ | 474049 | 2,35+046 | 0,39+076" | 2,31%0,50
(Vdei) ,
pH 6,92 +0,02 6,921+0,03 6,901+ 0,01 6,871+0,01
Produkcia CH,4"? (mmol/dei) | 8,35+0,60 8,22+0,17 8,24 + 0,67 6,31+0,72
Produkcia CO;"* (mmol/ded) | 15,31 £1,15 | 10,57+£0,79 | 14,14£0,91 | 15,24+ 1,64

Vysvetlivky pre tab. I-IV - Explanatory notes to Tabs. I-IV:

t Standardnd strednd chyba (SEM) - standard error of the mean

Statistika-porovnanie V-V, V3, Vy4 - statistics-comparison V1-V2, V3, V4

* P <0,05; ** P<0,01; *** P < 0,001

! congrol, flavomycin, 3salinomycin, “lasalocid, 5dry matter digestibility, Sorganic matter digestibil-
ity, neigtral detergent fibre digestibility, “acid detergeﬂt fibre digestibilit?'S hemicellulose digesti-
bility, "“cellulose digestibility, Ttotal gas production, "“CHjs production, "“CO2 production
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a V4. Dokazom toho je zvySend produkcia celkovych UMK, hlavne v3ak kyseliny
propiénovej o 71 %, resp. 100 % a naopak zniZend produkcia kyselin n-maslovej,
n- a izovalérovej. Produkciu kyseliny octovej S a L neovplyvnili, avSak pomer ace-
tat : propiondt sa ich vplyvom zniZil o 41 %, resp. 52 %.

Dodanie flavomycinu (F) do kfmnej ddvky vo V3 neovplyvnilo produkciu celko-
vych UMK, produkciu kyseliny octovej, propiénovej a pomeru A/P. Vyznamne v3ak
znizilo produkciu kyseliny n- a izomaslovej a zvySilo produkciu n- a izovalérovej
(tab. II). Ak sme vyjadrili podiel jednotlivych UMK na celkovej produkcii UMK
v moldmych %, tak sa Specificky vplyv S a L prejavil eSte vyraznejsie, o Com
svedCia vysledky uvedené v tab. III.

Okrem spomenutych zdkladnych parametrov fermentdcie uvedenych v tab. I, I
a Ciasto¢ne v tab. III sme v tomto experimente sledovali aj dalSie produkty
fermenticie, ktoré sme vypocitali kalkuldciou zo zndmych stoichiometrickych vzfa-
hov v bachore. V tab. III a IV uvddzame hodnoty nasledujicich ukazovatefov -
energeticku vyfaznost UMK (E), vyuZitie gluk6zy, produkciu adenosintrifosfitu
(ATP), mnoZstvo fermentovanych hex6z a fermentovanej organickej hmoty (OMF).
Vyznamny u¢inok ionoférov S a L sa prejavil aj na vy3Sie spomenuté ukazovatele

II. Vplyv ionoférov na produkciu celkovych a jednotlivych UMK - The effects of ionophores on
the production of total volatile fatty acids and of the different ones

Kontrola' Flavomycinz Salinomycin3 Lasalocid’
v, Vv, \A v,

NH:-N v efluente’ (mg/l) |175,64+ 4,42 (17543108 [165,35% 6,19° [147,22+ 4,86
Celkova produkcia - .
UMK (mmoV/ded) 41,50+ 1,09 | 4324+ 1,63 | 46,53+ 1,24° | 46,50 + 0,68
Frodikoin kyssliny 2497+ 0,65 | 26,65+ 0,88 | 2542+ 0,69 | 24,09+ 0,30
octovej’ (mmol/detl)
Frodukoix kyseliny 9,01+ 0,42 | 889+ 045 | 1546+ 0,38 18,19+ 0,35
propiénovej- (mmol/deii)
Produkeis kyseliny 479+ 021 | 345+ 042" | 38+ 013" | 227+ 0,08™"
n-maslovej” (mmol/deii)

Produkcia kyseliny
izomaslove;j'® (mmol/def)

Produkcia kyseliny
n-valérovej'' (mmol/deit)

Produkcia kyseliny
izovalérovej'? (mmol/deil)

Acetst : propiont" 2,79+ 0,13 | 3,01+ 008 | 1,64+ 002" 1,32+ 0,027

0,57t 0,04 0,321 0,03” | 0,43+ 0,05 0,49 £ 0,04

1,06 + 0,04 1,98+ 0,07 | 0,86+ 0,02 | 1,02+ 0,07

1,09+ 0,08 2,03+ 0,09 | 0,46+ 0,03 | 043 0,02

For 1 - 4 see Tab. I; >NH3-N in the effluent, ®total production of VFA, "acetic acid production,
8pl'opion:lic acid production, Qbutyric acid 3pmduction, loisobutyric acid production, Myaleric acid

production, Zisovaleric acid production, ! acetate:propionate
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fermentdcie. Ich vplyvom sa vyznamne zvysila E, produkcia ATP, mnoZstvo
fermentovanych hex6z a OMF. VyuZitie glukézy nebolo vyznamne ovplyvnené.
Flavomycin nemal vyrazny u¢inok na kone¢né produkty fermentdcie a dokonca zni-
Zil energeticku vytaznost UMK.

Na zdklade vysledkov stanovenia mikrobidlnej suSinu efluentu (PDM) a DAPA
v zbytkovom krmive sme stanovili celkovi produkciu bakteridlnej suSiny vytvorenej
pocas fermentdcie v Rusitecu. Vyjadrili sme ju v g/kg strdvenej suSiny kimnej ddvky
podobne ako produkciu ATP v mol/kg strdvenej susiny. Pomocou tychto ukazova-
tefov sme vypocitali u¢innost syntézy mikrobidlnej hmoty - Y atp. Stanovili sme aj
iny ukazovatel mikrobidlnej proteosyntézy vyjadreny v g mikrobidlneho N na kg
OMF (tab. IV). Ako je vidief z idajov uvedenych v tab. IV, tak vplyvom S a L sa
zniZilo mnoZstvo bakteridlnej hmoty v efluente a zbytkovom krmive, o sa
vyznamne prejavilo v zniZeni u¢innosti mikrobidlnej proteosyntézy vyjadrenej
v YaTp ako aj v g mikrobidlneho N na kg OMF. Flavomycin vyznamne neovplyvnil
uéinnost syntézy mikrobidlnej hmoty, hoci tieZ zniZil celkovi produkciu bakteridlnej
hmoty v efluente a zbytkovom krmive. Mikrobidlna (protozodlna a bakteridlna) su-
Sina efluentu a zbytkového krmiva stanovend diferencidlnou centrifugdciou bola

III. Vplyv ionoférov na produkciu jednotlivych UMK a ostatnych produktov fermenticie - The
effects of ionophores on the production of the different VFA and other fermentation products

Kontrola' Flnvomycin2 Salinomycin:" Lasalocid®
v, v, V, Va4
z(ni’os;f/:';” octovd® 6028+024 | 61,67+0,41° | 54,62+0,19| 51,81£0,33""
:‘ni’os;'/l‘;’ Propidnov” | 5y 624015 | 20,55£061 | 3324+020°| 39,10 0,28
:‘n{os;f/:')" nmaslovd’ | ) o7y 0,18 7,9410,80" | 836+0,14 | 4,88+0,12"
:f:osro'/“)"’ izomaslovi’ 1,35+ 0,07 0,75+ 0,08" | 093+0,08" | 1,07+0,09°
:"-ni"os;'/";’ n-valérovd’ 2,54+ 0,06 438+0,117| 1,85+£0,05 | 220+0,14
:‘lzos;'/:')“ izovalérovi® | 5 534 0,12 469401377 099+0047| 092+0,03
gmsﬁ“(ig vylaZnost | 95354006 | 746040,17" | 79,66+ 008" 81,99%0,14™"
Zny;f:j:eﬁl;kézy * | 22sato61 | 2311t094 | 2519+ 065 | 2443%0,39"
:’:;::;;L‘ﬁ;‘"” 98,07+£2,77 |104,10£3,86 | 115814252 116,66+ 224"

For 1 - 4 see Tab. I; *acetic acid, 6pmgionit: acid, 7n-butyric acid, 8isobutyric acid, *n-valeric acid,

isovaleric acid, "energy efficiency,

2

glucose utilization, Badenosine triphosphate production
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vplyvom vietkych troch ionoférov zniZend (tab. IV), o sa tieZ prejavilo v zniZenej
produkcii amoniakdlneho dusika v efluente (tab. II), aviak len vo fermentanych
nddobdch V3 a V4.

DISKUSIA

Profil aktivity pouZitych ionoférov v tomto experimente vykazoval réznu
ucéinnost na bachorovii fermentdciu v Rusitecu. Tyka sa to hlavne flavomycinu, ktory
nevyrazne ovplyvnil trdviace procesy pravdepodobne v dosledku pouZitia niz3ej -
menej u¢innej ddvky. V experimente sme pouzili ddvku 6 ppm flavomycinu. V po-
kuse na jahmiatidch bola pouZitd ddvka 5, 10 a 15 ppm (Be d 6 ai., 1984) resp. 10,
20 a 40 ppm v pokuse na ovciachMurray ai., 1990). Salinomycin a lasalocid
vyraznejSie ovplyvnili fermentatné procesy v tomto experimente in vitro (B o -
gidert ai, 1989)resp.invivonaovciach(Bolat ai,1988;Droumev ai., 1988).

IV. Vplyv ionoférov na ostatné produkty fermenticie a u¢innosf syntézy mikrobidlnej hmoty - The
effects of ionophores on the other fermentation products and microbial matter synthesis efficiency

Kontrola' Flavomycin2 Salinomyc:in3 Lasalocid"
7 Y v, v,
5
f::n'fl';;‘;‘;‘)‘“é hexozy 21,77+ 0,57 |21,22+ 0,89 | 24,33+ 0,64 | 23,41+ 0,37
:fn';'t‘:“'ﬁ’)‘;‘{;‘zgzr)"’ 3,70+ 0,10 | 3,74+0,15 | 408+0,10 | 3,95+ 0,06
g:;:‘;")‘,b’m"“"’ b’ 1,149 1,089 0,958 1,088
a o 8
(h;/‘g')"ﬂ“ DM afiuentu 1,194 1,077 1,105 0,912
m:'?;/:z;"[ Zytkoveno 0,323 0,337 0,207 0,353
10
?g;‘g;"ﬂ“ DM celkové 1,517 1,414 1,312 1,266
(L;::)’bs'f:v’e .]i?dnﬁkﬁﬁva" 200,24 191,88 177,86 167,68
Y s7p (&/mol) 12,41+ 0,94 | 10,53+ 0,30 | 829+ 0,18" | 9,34+ 0,18
Mikrobidlny N (g/kg) OMF'2 | 24,94 + 0,67 | 23,45+ 0,89 | 18,84+ 0,50""| 22,024 0,35"

* PDM (particulate dry matter) efluentu + bakteridlna DM zbytkového krmiva vypo&itand z DAPA.
Mikrobidlna DM (bakteridlna + protozoalna) -

* PMD (particulate dry matter) of effluent + bacterial DM of residual feed calculated from DAPA.
Microbial DM ('bactenal + protozoal)

For 1 - 4 see Tab I; Sfermented hexoses, fermenled organic matter, total bacterial DM, 8 microbial
DM of effluent, *microbial DM of residual feed, 'total microbial DM, !'total microbial DM (g/kg)
of feed digested dry matter, 2microbial N (g/kg) of OMF
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Stravitelnost suSiny a organickej hmoty kfmnej ddvky nebola ovplyvnena prida-
nim ionoférov. Flavomycin tieZ neovplyvnil strivitelnost detergentnej vldkniny,
av8ak salinomycin a lasalocid ju vyznamne redukovali (tab. I). Stravitelnost de-
tergentnej vldkniny poklesla pravdepodobne v dosledku zniZenia populdcie grampo-
zitivnych baktérii Westley, 1977), teda hlavne celulolytickych baktérii
(Dennis ai., 1981). Potvrdzuju to tiez vysledky dosiahnuté v pokuse s lasalo-
cidomv Rusitecu(Bogédert ai., 1989). Celkova produkcia plynov bola vplyvom
v3etkych troch ionoférov vyznamne zniZzend, aviak produkcia jednotlivych plynov
- metdnu a CO; vykazovala len tendenciu ich poklesu (tab. I). Celkova produkcia
plynov bola tieZz potladend flavomycinom a salinomycinom (Richter
a Flachowski, 1991), ako aj lasalocidom (Bogédert ai. 1989).

Diferencovany u¢inok ionoférov sa prejavil aj v produkcii celkovych a jednotli-
vych UMK (tab. II). Flavomycin neovplyvnil produkciu celkovych UMK, acetitu
a propiondtu pravdepodobne v dosledku pouZitia niZSej ddvky. Pri ddvke 10 -
40 ppm flavomycin vyrazne zvySil moldmy podiel kyseliny propiénovej v bachore
oviec Murray ai., 1990). Specificky uginok na produkciu UMK sa prejavil
vplyvom salinomycinu a lasalocidu. Tieto antibiotikd vyznamne zvygili celkowi pro-
dukciu UMK, hlavne v8ak produkciu kyseliny propiénovej o 71 %, resp. 100 %. V
dosledku toho sa vyznamne zniZil pomer A/P o 41 %, resp. 52 %. Produkcia
ostatnych jednotlivych UMK bola vyznamne zvy3ena oproti kontrole. Celkovy profil
aktivity S a L na produkciu UMK sa eit& vyraznejSie prejavil v mol% jednotlivych
UMK (tab. III). Dosiahnuté vysledky podporuju aj udaje z pokusov so salinomyci-
nom (Richter a Flachowski, 1991) a lasalocidlom (Bogdert ai.,
1989). Zo zndmych stoichiometrickych vzfahov v bachore je mozné kalkuldciou vy-
pocitat dalSie produkty fermenticie (Czerkawski, 1986) a energeticki vy-
taznosf UMK (Orskov a i, 1968). Flavomycin vyznamne zniZil energeticku
vytaznost UMK - E (v dosledku zvySenia pomeru A/P), zatial ¢o salinomycin a la-
salocid E zvysili (v dosledku zniZeného pomeru A/P). Ostatné ukazovatele ko-
neCnych produktov fermentdcie - vyuZitie glukézy, produkcia ATP, mnoZstvo
fermentovanych hex6z a OMF boli vplyvom S a L zvySené. Ucinok F sa tu nepre-
javil (tab. III, IV).

V3etky ionoféry zniZili celkovu bakteridlnu populdciu v efluente a zbytkovom
krmive, ¢o sme stanovili frakénou centrifugdciou efluentu (PDM) a z DAPA baktérii
zbytkového krmiva (tab. IV). Pokles bakteridlnej populdcie pravdepodobne zapri-
&inil pokles gram® baktérii, ktoré si zna¢ne citlivé k ionoférom (Chen a
Wolin, 1979; Nagaraja a Taylor, 1987) a pokles DAPA indikuje
pokles gram” baktérii, ktoré vieobecne obsahujii viac DAPA ako gram™ baktérie
(Leclerc ai., 1983).

Celkova bakteridlna populdcia ovplyvnila aj ukazovatele ufinnosti syntézy
mikrobidlnej hmoty vyjadrené v Y o1p (g/mol) a v g mikrobidlneho N na kg OMF.
Ako je vidief z tab. IV flavomycin tieto ukazovatele neovplyvnil, aviak salinomycin
a lasalocid ich vyznamne zniZil. Pri 8% obsahu N v mikrobidlnej DM (Storm
a Orskov, 1983) v pokuse s lasalocidom bola u¢innost syntézy mikrobidlnej
hmoty zniZend z 24,3 na 18,3 g mikrobidlneho N na kg OMF (Bodgert ai,
1989). V pokusoch in vitro s flavomycinom a salinomycinom u&innost syntézy
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mikrobidlnej hmoty nebola sledovand. V tomto experimente sme stanovili aj celkovi
mikrobidlnu (protozodlnu a bakteridlnu) hmotu v efluente a zbytkovom krmive za
pouZitia detergentu Tween 80 (Aliev a DzZavalov, 1986). Ionoféory SaL
zniZili mnoZstvo celkovej mikrobidlnej susiny (tab. IV), €o sa prejavilo aj poklesom
koncentrdcie amoniakdlneho dusika v efluente (tab. II).

Ziverom je mozné kon§tatovaft, Ze dva ionoféry - salinomycin a lasalocid vyrazne
ovplyvnili bachorovii fermentdciu, t. j. zdkladné a ostatné produkty fermenticie ako
aj uéinnost syntézy mikrobidlnej hmoty v Rusitecu. Flavomycin mal menej vyrazny
ucinok.
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The effects of flavomycin, salinomycin and lasalocid on the fermentation of feed ration
in vitro.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (2): 65-74.

In our experiment the effects of flavomycin (F) - 6 ppm, salinomycin (S) - 12 ppm
and lasalocid (L) - 33 ppm on the fermentation of feed ration consisting of hay and
barley (80 : 20 %) were followed in a rumen pouch (Rusitec). The experiment lasted
14 days while the conditions of fermentation were stabilized within the first seven days.
Samples of effluent, gases and undigested residues of feeds were taken for analyses on
days 8 - 14.

Dry matter digestibility (DMD) and organic matter digestibility (OMD) of the feed
ration were not influenced by the addition of ionophores. The digestibility of detergent
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fibre however significantly decreased as a result of S and L additions. This was mani-
fested in a decrease in the digestibility of acid detergent fibre by 10 % (S) and 7 % (L),
neutral detergent fibre by 6 % (S) and 4 % (L), cellulose by 9 % (S) and 4 % (L),
hemicellulose by 4 % (S) and 3 % (L).

The total gas production decreased owing to the action of all ionophores, but the
production of methane and CO2 was not observed.

The production of total VFA as well as of propionic acid significantly increased due
to the effects of only S and L by 71 % and 100 %, respectively. Since the production
of acetic acid was not influenced, S and L decreased the acetate : propionate ratio by
41 % and 52 %, respectively. The production of n-butyric, n-valeric and isovaleric acids
significantly decreased owing to the effect of S and L. Flavomycin did not have any
effects on the production of total VFA, acetic and propionic acid and A : P ratio, but it
significantly decreased the production of n-butyric and isobutyric acids and increased
the production of n-valeric and isovaleric acids.

The energy efficiency of the feed ration VFAs decreased as a result of the low effect
of F on the VFA production and the values of end product fermentation - adenosine
triphosphate production (ATP), glucose utilization, amount of fermented hexoses and
fermented organic matter (OMF) - did not change in comparison with the control. The
above-mentioned parameters of fermentation end-products as well as the energy effi-
ciency of VFA significantly increased owing to the S and L effects.

The efficiency of microbial matter synthesis expressed as Yarp and the grammes of
microbial nitrogen’kg OMF were also established in the experiment. Based on the
determination of diaminopimelic acid (DAPA) in residual feed and microbial dry matter
in the effluent, the total bacterial dry matter was found to decrease due to the effects of
ionophores. If it were expressed in g/kg of digested DM of the residual feed and ATP
production in mol/kg of digested DM, the value of Yarp would be calculated. Yarp
however significantly decreased, in comparison with the control (12.41) only due to the
effects of S (8.29) and L (9.34). The efficiency of microbial N/kg OMF also significantly
decreased after S and L additions from 24.94 (control) to 18.84 (S) and 22.02 (L).

The bacterial and protozoal dry matter of the effluent and residual feed determined
by differential centrifugation was significantly reduced by all three ionophores. This was
manifested in the decreased production of ammonia nitrogen in the effluent but this
decrease was only significant after the S and L additions. It si evident that the individual
ionophores did not exhibit the same effects on the fermentation of feed ration in this
experiment. Salinomycin and lasalocid significantly influenced the basal and end
products of fermentation and efficiency of microbial matter synthesis. Flavomycin in-
fluenced the feed ration fermentation to a small extent only, this was probably due to
the use of the lower, less effective dose.

rumen pouch; flavomycin; salinomycin; lasalocid; volatile fatty acids; detergent fibre;
efficiency of microbial matter synthesis
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VYSKYT KMENOV STREPTOKOKOV REZISTENTNYCH
NA ANTIBIOTIKA V BACHOROVOM OBSAHU TELIAT

Z. Jonecovél, M. Marekovéz, V. Kmef”

! Ustav experimentdinej veterindrnej mediciny, KoSice
2Ustav Jyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

Sledovali sme vyskyt a spektrum rezistencie na antibiotikd; jej konjugativnost a pri-
tomnost plazmidovej DNA u kmetiov bachorovych streptokokov v $tyroch vekovych
kategoridch teliat v obdobi mlie€nej vyZivy. Ani jeden kmeii citlivy k vietkym sledo-
vanym antibiotikdm (tetracyklin, neomycin, erytromycin, chloramfenikol) nebol zachy-
teny vo vzorkidch bachorového obsahu 8 - 14dilovych teliat. VadSina izolovanych
kmetiov bola polyrezistentnd. U 6 - 8tyZdilovych teliat bol vyskyt kmeiiov re-
zistentnych na sledované antibiotika percentudlne niZ$i ako u mladsich vekovych ka-
tegorii. U 80 amylolytickych kmetiov Streptococcus bovis rezistentnych na tetracyklin
bol sledovany prenos tejto rezistencie konjugédciou v ramci druhu. Kojnugativny prenos
tetracyklinovej rezistencie bol \ispedny len u 9 kmeiiov, a to len pri konjugicidch na
pevnom povrchu. Frekvencia prenosu rezistencie na tetracyklin prepoditana na dono-
rovii bunku bola 107 - 1075, Izolovali sme plazmidovii DNA ¥tyroch donorovych
kmeriov, u ktorych bola agar6zovou gélovou elektroforézou DNA vizualizovanad.

tefatd; bachorové streptokoky; rezistencia na antibiotikd; plazmidy

Mikrobidlna kolonizdcia bachora mlddat preZzivavcov zacina bezprostredne po
narodeni, aj ked bachor je eSte vo funkCne latentnom stave a jeho obsah je tvoreny
hlavne slinami, odlipenymi epitelidlnymi bunkami a hlienom (Smith, 1959;
Fonty ai., 1987). V prvom obdobi Zivota mlddat tvoria bachorové streptokoky
spolu s laktobacilami a Escherichia coli podstatni sucast bachorovej mikroflory
(Zioleckia Briggs, 1961). S vyvojom bachorovej mikrofléry je uzko spo-
jeny pokles aerotolerancie, s &im stvisf aj pokles vyznamu fakultativne anaer6bnych
baktérii (Fonty ai., 1984).

Bachorové streptokoky su jedinymi fakultativne anaerobnymi baktériami, ktoré
st v signifikantnych mnoZstvich pravidelne izolované z bachora hovidzieho do-
bytka, oviec(Hungate,b 1966)akdéz(Dehority a Grubb, 1977). Tvoria
relativne malu Cast’ bachorovej populdcie u dospelych prezivavcov a st zastiipené
predovsetkym druhmi Streptococcus bovis, menej Streptococcus (Enterococcus) fae-
cium a Streptococcus (Enterococcus) faecalis (Latham a Jayne-
Williams, 1978). S vynimkou prvého tyzdiia Zivot tvori S. bovis 80 - 100 %
vietkych streptokokov izolovanych z bachora teliat M ann a i., 1954). Fyziolo-
gické vlastnosti S. bovis umoziiuju zaradit tento bakteridlny druh do troch ddleZitych
funk&nych skupin bachorovych baktérii - amylolytickej, laktogénnej a pektinoly-
tickej Latham aJayne-Williams, 1978; Ziolecki ai., 1972).
Ureolytickd aktivita kmetiov Enterococcus faecium a E. faecalis poukazuje na ich
vyznam v metabolizme dusika.
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Spektrum rezistencie na antibiotikd u bachorovych baktérii nebolo doteraz v li-
teratire popisané. Vac¢§ina pric sa zaoberala spektrom rezistencie v suvislosti
s vyskytom plazmidov rezistencie u kmetiov Escherichia coli izolovanych od teliat
(Sokol ai., 1978). Vyskyt a izoldciu konjugativnych plazmidov u bachorovych
baktérii kmetiov Enterococcus faecium popisuje Laukovd ai., 1990).

Ciefom tejto price bolo zmapovat frekvenciu vyskytu bachorovych kmefiov
streptokokov rezistentnych na antibiotikd u teliat v obdobi mlie¢nej vyZivy a deter-
minovat pritomnost plazmidov u rezistentnych kmetiov. Vyskyt plazmidov u bacho-
rovych baktérii je skimany predov3etkym z hlfadiska determindcie ich ulohy
v mikrobidlnej ekoldgii bachora ako potencidlnych nosiov génov rezistencie na
antibakteridlne latky, produkcie bakteriocinov alebo utilizdcie niektorych substritov
(Forsberg ai, 1986; Hespell, 1987).

MATERIAL A METODY

V pokuse boli zahmuté $tyri skupiny teliat v pote 6 - 18 kusov. Tefatd do veku
14 dni pochddzali z troch chovov - Dvorianky, Medov a Hatalov. Boli ustajnené
oddelene od matiek a napdjané mlie¢nou kfmnou zmesou. Tefatd vo vekovej kate-
gorii 6 - 8 tyzdiiov pochddzali z roznych VKT na vychodnom Slovensku. Telata
tejto skupiny dostdvali mlie¢nu kfmnu zmes, TKS, seno a mali pristup k vode.
Vzorky bachorového obsahu boli odoberané paZerdkovou sondou, vZdy 3 h po
rannom kfmeni.

Po&ty bachorovych streptokokov boli zisfované na Selektivnom agare pre izoldciu
fekdlnych streptokokov (Imuna) s pridavkom 5 - 10 % baranej krvi. V jednotlivych
vekovych kategoridch s uddvané ako aritmeticky priemer * strednd chyba priemeru
(SEM). Z bachorového obsahu kaZdého tefata bolo izolovanych pif kmetiov
z najvysSieho riedenia. U tychto kmetiov bola zistovani citlivost na antibiotika jed-
nak diskovou metédou (Lachema) na VL agare (Imuna) s obsahom 10 % defibri-
novanej krvi, jednak semikvantitativnou agarovou difiznou metédou. Boli pouZité
antibiotikd tetracyklin (Tc), erytromycin (Em), neomycin (Nm), streptomycin (Sm)
a choramfenikol (Chl) v koncentrdcii 20 pg/ml vody. Amyldzov4 aktivita bola sta-
novovand Spofa testom v nkat/ml.

Plazmidovd DNA bola izolovand podfa Klaenhammera (1984), jedno-
duchy konjugaény test bol vykondvany podfaN e ve ai. (1983). Vietky donorové
kmene boli izolované v naSom laboratériu. Ako recipientny kmeni bol pouzity
Streptococcus bovisBM 114 (Horodniceanu ai., 1982). Agarézova gélova
elektroforéza bola robend v TAE puffi pri napdti 5 V/cm. Gély boli farbené etidium
bromidom (5 pg/ml) a DNA vizualizovand v UV svetle. Ako $tandard bol pouzity
kmetl Escherichia coli V517 obsahujuci plazmidy o velkosti 1,4 - 35,8 DM
(Macrina ai., 1978).

VYSLEDKY
Frekvenciu vyskytu rezistencie na antibiotikd u kmetov streptokokov izolova-

nych z bachorového obsahu teliat do veku 14 dni a potom vo veku 6 - 8 tyZdiiov
uddva tab. I. Na streptomycin bolo rezistentnych viac ako 99 % testovanych kmeiiov,
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ktoré neboli zahrnuté do vyhodnotem Pocet streptokokov u teliat pocas celého sle-
dovaného obdobia bol priblizne 10° v 1 ml bachorového obsahu. Percentudlne
zastiipenie kmetiov streptokokov citlivych na vietky testované antibiotikd bolo po-
dobné u teliat v najmlad3ej vekovej skupine (1 - 3 dni) a v najstar3ej skupine teliat
(6 - 8 tyzdiiov). Zo vzoriek bachorového obsahu 4 - 7diiovych teliat bolo citlivych
len 2,7 % izolovanych streptokokov a zo vzoriek od 8 - 14diiovych teliat sme ne-
zachytili ani jeden citlivy kmeii. U najstarSej skupiny teliat (6 - 8 tyZdiiov) bol vyskyt
kmeriov rezistentnych na jednotlivé antibiotikd percentudlne niZsi ako u mladsich
vekovych kategorii, Co je zvIast vyrazné v pripade rezistencie na chloramfenikol.
Vo vietkych vekovych skupindch bolo 75 - 92 % kmertiov rezistentnych na viac ako
jedno testované antibiotikum. Tab. II uddva spektrum markerov rezistencie na anti-
biotikd v jednotlivych vekovych kategoriach teliat. Zatial ¢o u teliat do veku 14 dni
prevlddal Stvormarkerovy typ (41,6 - 50 % vSetkych rezistentnych izoldtov),
u star§ich teliat bol tento typ zastipeny len 1,7 %. V rdmci rezistentnych kmeriov
streptokokov izolovanych z bachora teliat vo veku 6 - 8 tyZdiiov boli dvojmarkerové
typy rezistencie zastipené najCastejSie (42,6 %).

V daliej Casti price sme sa zamerali na zisfovanie pritomnosti konjugativnych
plazmidov u rezistentnych kmetiov bachorovych streptokokov. Na konjugécie sme
vybrali 80 donorovych kmetiov S. bovis, ktoré sa vyznacovali amyldzovou aktivitou.
Kmene boli rezistentné na tetracyklin a citlivé na rifampicin. U tychto kmetiov sme
sledovali frekvenciu prenosu tetracyklinovej rezistencie na recipientny kmeii S. bovis
BM 114, ktory je chromozomalne rezistentny na rifampicin. Ako najvhodnejSia me-
todika sa ndm osvedc¢ila konjugdcia na membranovom filtri, pretoZe konjugdcie v te-
kutom médiu neboli uspesné. Prenos tetracyklinovej rezistencie sa podaril pri pouZiti
deviatich donorovych kmetiov. Vlastnosti §tyroch z nich s uvedené v tab. III. Pre
porovnanie je uvedeny aj kmen ¢. 36, u ktorého boli konjugaéné experimenty
neuspesné. Frekvencia prenosy rezistencie na Tc prepoCitand na donorovii bunku
bola u tychto kmeriov 10°-107 . Agar6zovu gélovu elektroforézu plazmidovej DNA

I. Dynamika vyskytu rezistencie na antibiotikd u streptokokov izolovanych z bachorového obsahu
teliat - The dynamics of the occurrence of resistance to antibiotics in streptococci isolated from the
ingesta of calves

Vekovi Priememy pocet’ Rezistentné kmene’ (%)

kategoria' (log 10 + SEM)/ml Te Nm Em Chl citlivé
1- 3dni 4,907 + 0,688 90,5 76,4 50,5 50,5 4,4
4- 7dnf 5,156 + 1,060 70,2 83,8 432 432 2,7
8 - 14 dni® 5,181 + 0,690 91,7 95,8 58,3 66,7 0

6 - 8 tysdiiov’ 5,670 + 0,880 85,9 57,8 54,6 1,6 4,7

Tc - tetracyklin, Nm - neomycin, Em - erytromycin, Chl - chloramgenikol (plati pro tab. I-III) - Tc
H tetracycline, Nm - neomycin, Em - erythmmycln, Chl - chloramphemcol (applies to Tabs I-111)
age category, 2avemge number, 3msnstzmt strains, *1 - 3 days, °4 %4-7 days, 8- 14 days, 76 - 8 weeks
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izolovanej z donorovych kmeriov zndzomiuje obr. 1. Zatial ¢o u kmena ¢. 36 sme
nezistili pritomnost plazmidovej DNA, u kmetia &. 50/2 je viditelnd jedna frakcia
o velkosti > 35,8 MD a u ostatnych kmeriov priblizne rovnako velké frakcie DNA
o velkosti > 4,8 MD a > 3,7 MD.

11. Spektrum rezistentnych kmeiiov streptokokov izolovanych z bachorového obsahu teliat v obdobi
mlieénej vyZivy - The spectrum of resistant strains of streptococci isolated from the ingesta of calves
in the milk diet period

Potet \ Poget rezistentnych k.meﬂov izolsovan}"ch
markerov? Fenotyp " z bachon; teliat vo veku . :
1- 3 dni 4 -7 dni 8-14dni |6 - 8 tyZzdiiov
q Tc 10 5 0 11
Nm 4 10 2 4
Tc, Nm 16 4 4 11
2 Tc, Em 0 0 0 13
Te, Chl 1 0 1 0
Nm, Em 0 0 0
Te, Nm, Chl 7 1 3
3 Tc, Nm, Em 4 1 2 19
Tc, Em, Chl 4 0 0 0
4 Tc, Nm, Chl, Em 36 15 12 1

! number of markers, 2pl:enotype, 3number of resistant strains isolated from the ingesta of calves at
the age of; for 4 - 7 see Tab. I

III. Vlastnosti donorovych kmefiov Streptococcus bovis, frekvencia prenosu rezistencie na tetra-
cyklin - The characteristics of donor strains of Streptococcus bovis, frequency of tetracycline
resistance transmission

Kmei &.! Amyldzova aktivita® Rezistencia pa Frekvencia prenosu rezistengie
) (nkat/ml) antibiotikd na Tc na donorovii bunku

48/1 2,258 Tc, Em '5,25% 10°

52/1 2,708 Te, Em 72 x10*

59/2 1,487 Tc, Em, Nm 2,9 x10°

50/2 2,176 Te 43 x107>

36 4,523 Nm 0

!strain no., 2nmylase activity, 3resistance to antibiotics, 4fl'equency of Tc resistance transmission to
donor cell
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1. Plazmidovy profil donorovych kmeiiov Strepto-
coccus bovis: 1 - DNA izolovana z buniek Esche-
richia coli V517 - $tandard; 2 - DNA izolovana
z kmenia S. bovis 48/1; 3 - DNA izolovanad z kmeiia
S. bovis 52/1; 4 - DNA izolovand z kmeiia S. bovis 36;
5 - DNA izolovand z kmeiia S. bovis 50/2; 6 - DNA
izolovand z kmeiia S. bovis 59/2 - The plasmid profile
of donor strains of Streptococcus bovis: 1 - DNA iso-
lated from the cells of Escherichia coli V517 -
standard; 2 - DNA isolated from S. bovis strain 48/1;
3 - DNA isolated from S. bovis strain 52/1; 4 - DNA
isolated from S. bovis strain 36; 5 - DNA isolated from
S. bovis strain 50/2; 6 - DNA isolated from S. bovis
strain 59/2

2 34 56

DISKUSIA

Vysoky vyskyt polyrezistentnych kmefiov medzi izoldtmi streptokokov z bacho-
rového obsahu teliat uZ v prvych diioch ich Zivota je pravdepodobne spdsobeny anti-
mikrobidlnou terapiou teliat a koreluje s idajmi W raya (1986) o vyskyte
polyrezistentnych kmeriov Escherichia coli u mladat preziuvavcov. Izoldty E. coli
od teliat mali tendenciu byt rezistentnejie ako izoldty od dospelého hovidzieho do-
bytka. Index antibiotickej rezistencie baktérii sa podla idajov autorov Hinton
a i. (1985) zvySoval, ak boli tefatd oddelené od svojich matiek. Dunny ai.
(1979) zistili, ze vietkych 100 testovanych izoldtov fekdlnych streptokokov ziska-
nych od réznych hospodarskych zvierat bolo rezistentnych aspoii na jedno antibio-
tikum, pri¢om vicSina kmetiov bola polyrezistentnd. Porovnavali profil rezistencie
a plazmidov tychto kmetiov s profilmi kmetiov streptokokov z huméannych klinic-
kych izoldtov a zstili ich velki podobnost. Literdrne vidaje o profile rezistencie
bachorovych streptokokov chybaju. Bondi ai. (1984) zistili, Ze 73,6 % izoldtov
D skupiny streptokokov izolovanych z klinickych humannych izoldtov bolo re-
zistentnych, pri¢om vySe 60 % z nich bolo rezistentnych na viac ako jedno antibio-
tikum. U bakteridlnych kmeniov Enterococcus faecalis subsp. zymogenes
a E. faecium bolo 100 % izoldtov rezistentnych na antibiotikd.

V poslednych rokoch bolo identifikovanych vela konjugativnych plazmidov
u réznych druhov streptokokov (Clewell, 1981). Rozozndvaji sa dve hlavné
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kategorie tychto plazmidov (Cle we 11, 1985). Jeden typ bol zisteny len u E. fae-
calis, velkost tychto plazmidov je viac ako 45 kb. Dali typ ma vel’kost 22 30 kb,
prend$a sa len pri konjugdcidch na pevnom povrchu s frekvenciou 107~ 10 v rAmci
druhu. Do tejto kategorie by mohli patrif aj nami demon$trované plazmidy, o &om
svedCia jednak naSe neuspe¥né pokusy s konjugdciami v tekutom médiu, jednak
zistend frekvencie prenosu. Konjugativny prenos tetracyklinovej rezistencie
u bachorovych baktérii E. faecmm s frekvenciou 102 - 10™*v rdmci druhu popisuju
vo svojej praci Laukov4d ai. (1990). Konjugativne plazmidy u bakteridlneho
druhu S. bovis neboli doposial v literatire popisané.
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The occurrence of antibiotic-resistant strains of streptococci in the ingesta of calves.
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The occurrence and antibiotic-resistance spectrum of some strains of rumen strepto-
cocci were investigated in calves of four age categories in the milk diet period at 1-3,
4-7, 8-14 days of age and 6-8 weeks of age. More than 75 % of the strains isolated from
the calves of all age categories were resistant to more than one tested antibiotic (tetracycline,
neomycin, erythromycin, streptomycin, chloramphenicol). The average number of strepto-
cocci isolated from the ingesta of calves during the period of observation was 10° per ml.

The per cent of resistant strains showed an increasing trend from birth to the age of
8-14 days (Tab. I). The occurrence of resistant strains in 6-8 week calves was even lower
than in the calves of the youngest age category. A four-marker type of resistance (41.6 -
50 %) prevailed within 14 days of age. Two-marker types of resistance (42.6 %) occurred
most frequently in the calves of the oldest age category. Tab. II shows the spectrum of
resistant strains. Tetracycline-resistant amylolytic strains of Streptococcus bovis were
selected from among the isolated strains to be used as donor strains in conjugation
experiments. Successful resistance transmission was observed in solid-surface conjuga-
tion. The transmission frequency ranged within the transconjugate values of 10 to 10
per donor cell within the species (Tab. IIT). A chromosomally rifampicin-resistant strain
of Streptococcus bovis BM114 was used as a recipient as it did not contain any plasmids
and was sensitive to the tested antibiotics. Agarose-gel electrophoresis was used to
visualize the presence of plasmid DNA in donor strains (Fig. 1).

calves; rumen streptococci; resistance to antibiotics; plasmids
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ZRYCHLENA METODA STANOVEN{ PSYCHROTROFNiCH
BAKTERIf V SYROVEM MLECE

E. Urbanova

Vyzkumny ustav veterindrniho lékarstvi, Brno

Vypracovand zrychlend kultivatni metoda stanoveni poftu psychrotrofnich baktérii
v mléce (zkrdceny kultivaini reZim pfi pokojové teploté, 72 h) byla ovéfena na
32 vzorcich mléka ze sb&mych tanki a svoznych cisteren. Vysledky metody byly
srovndvany s metodami s klasickym kultivatnim reZimem (pfi teplot€ 7 °C po dobu
10 dni) na MPA s gluk6zou a MPA s laktézou. Byly prokazany statisticky vyznamné
(P = 0,01), vysoké miry korelace mezi hodnocenymi metodami (r = 0,972, resp.
r =0,954).

mikrobidlni jakost mléka; psychrotrofni mikrofléra; metody stanoveni; kultivadni
reim

Kvalita syrového mléka ovliviiuje velmi podstatné nejen kvalitu b&Zného
konzumniho mléka, ale i technologii vyroby zakysanych mlé&nych vyrobki, masla,
syru, tzv. trvanlivého mléka o¥etfeného ultravysokym tepelnym zdhfevem i suSenou
kojeneckou a détskou vyZivu apod. Proto je b&Zné, Ze zpracovatelské zdvody pfi
smluvnich ndkupech (popf. udélovani koncesi) preferuji jakost suroviny, a to nejen
z hlediska hygienického, ale i technologického. Biologickd hodnota mléka je
vyznamné ovliviiovdna ¢innosti pfitomnych kontaminujicich mikroorganismi.

Mnoho na$ich odbormniki (Havliovd aCvak, 1990; Herian, 1990;
Kadlec, 1990; Urbanovad aj., 1993a) dokldd4, Ze pro prognézu chovéni
mléka pfi technologickych postupech a trvanlivosti mlé&nych vyrobki je
vyznamnym ukazatelem pocet psychrotrofnich baktérii v syrovém mléce.
Psychrotrofni mikroflora, jako plivodce technologickych problémi, nabyla na
vyznamu pfedevsim s rozsifenim chladirenské techniky v procesu ziskdvani a zpra-
covani mléka. Nizké teploty neovliviluji intenzivni ¢innost enzymatickych systému
protedz a lipdz psychrotrofnich baktérii, které se tak podili na zmé&ndch struktur
bilkovin a tuki. Zmé&néné vlastnosti suroviny se promitaji do zpracovatelskych
postupii, vedou k zdvaddm v technologii i k provoznim ztrtdm.

Pfi studiu metod stanoveni psychrotrofnich mikrobidlnich kontaminant byly
v pouzivanych i publikovanych metodikdch zjidt€ny zna¢né rozdily, u nds podpo-
rované pfedeviim neuplnou legislativou, nepfesnym pouzivinim pojmi
psychrotrofni a psychrofilni baktérie. Podle optimélni teploty ristu jsou charak-
terizovdny jako psychrotrofni ty baktérie, které maji optimum ristu kolem 20 °C
arostou od 5 °C (ale i méné&), bez ohledu na horni hranici ristovych teplot. Psychro-
filni baktérie maji optimum ristu kolem 5 °C a rostou od 0 °C (ale i ménég) jen do
20 °C (nebo méné&). Podle tohoto déleni jsou do psychrofilnich fazeny mikroorga-
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nismy pldni a vodni, baktérie studenych pramenti a ocednil. O tom, Ze v této oblasti
existuji diskrepance a nedostatky sv&d¢i i Veterindmni laboratorni metodiky VI, Hy-
giena potravin (1990). Tyto mimo v bod& 4.4.12 uvddéného stanoveni po&tu
psychrotrofnich mikroorganismi (kultivadni reZzim téméf klasicky 5 + 1 °C po dobu
10 dni), publikuji v bod& 4.4.13 i metodiku stanoveni psychrofilnich mikroorga-
nismi s kultiva®nim reZimem 20 1 °C po dobu 5 dni. Tuto metodu, ve svétle vyse
uvedenych informaci, je nutno oznacit jako nevhodnou.

V ptedloZené praci je popsdna zrychlend kultivadni metoda stanoveni
psychrotrofnich baktérii v syrovém mléce.

MATERIAL A METODA

Metoda byla ov&fovdna na vzorcich syrového kravského mléka z uchovnych
nadrzi zem&délskych farem a svoznych cisteren mlékdrmy v Bmé. Jako fedici mé- -
dium byl pouzit sterilni fyziologicky roztok (pH 7,2), jako pevnd kultivatni pida
masopeptonovy agar (CSN 86 4342) s 1 % glukézy. Kultivace byla provad&na pti
pokojové teploté (PT) po 3 dny. Vysledky byly porovndvany s klasickou kultivaci
(10 dni pfi 7 °C). Byl stanoven koeficient linedrni korelace (r) jako mira korelace
mezi vysledky testovanych metod a vyhodnocena statistickd zdvislost. Statistickd
data byla zpracovana na po¢itaci IBM PC/AT, s vyuzitim systému programi STAT
Matouskovd a Cigler, 1990).

PRACOVNI POSTUP

Vzorek syrového mléka po dikladném promich4ni byl fedén dle CSN 57 0101.
Pro stanoveni poc¢tu psychrotrofnich kontaminant v syrovém mléce bylo pro inoku-
laci nejvhodng;jsi Fedsni 102, 10a 10, PHi predpokladu silngji kontaminovaného
mléka bylo inokulovdno feddni 107, 10 a 107, Ke kultivatnimu médiu (maso-
peptonovy agar - MPA) po sterilizaci v autokldvu (15 min pfi teplot& 121 °C) byla*
pfiddna gluk6za v kone¢né koncentraci v médiu - 1 %. Tepla pida (45 °C) byla
rozd&lena po 20 ml do sterilnich Petriho misek (& 90 mm). Po ztuhnuti média byly
misky pfedsuSeny v termostatu pfi teplot& 37 °C po dobu 60 min. Inokulace byla
provadéna paraleln& na dv& misky. Sterilni pipetou bylo pfeneseno 0,2 ml pfislusné-
ho fedéni na pevnou plidu a stejnomérné rozetfeno sterilni sklenénou hokejkou. Po
kultivaci (PT/72 h) byly odecitiny narostlé kolonie, vypocet vysledkt byl proveden
shodn& jak uvadi CSN 57 0101.

VYSLEDKY

Zrychlend metoda stanoveni psychrotrofnich baktérii byla testovdna na
32 vzorcich syrového mléka. Jeji vysledky byly srovndvany s vysledky metod kulti-
vovanych klasicky pfi teplot€ 7 °C po dobu 10 dnti. Byly prokdzany statisticky
vyznamné, vysoké miry korelace. Pfi srovnani poéti psychrotrofnich baktérii, ziska-
nych testaci na MPA s glukdzou pfi kultivaci v PT po dobu tfi dni a pfi teploté
7 °C po dobu 10 dnii, byla ziskdna vysoka mira korelace (r = 0,972) - obr. 1. Tato
zdvislost je statisticky vyznamnd pfi P = 0,01. Z mnoha vy$e nazna¢enych divodi
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byla zrychlend metoda stanoveni po¢tu psychrotrofnich baktérii srovnivana i s kla-
sickou metodou kultivace pfi teplot& 7 °C po dobu 10 dni, na MPA a 1% lakt6zou
(CSN 57 0101). Pfi porovnani vysledkii byla dosaZena rovn&Z vysok4 mira korelace
(r = 0,954), statisticky vyznamnd (P = 0,01) - obr. 2. Vysokou miru korelace mezi
testy, danou vysokou statistickou vyznamnosti korela¢nich koeficientli, potvrdily
i vysledky statistického zhodnoceni dosazenych primé&rnych hodnot (x)
psychrotrofnich baktérii u jednotlivych metod, publikované v pfedchdzejici praci
(Urbanovd, 1993b). Tim bylo prokdzdno, Ze zrychlend metoda stanoveni
urovn& psychrotrofnich baktérii koreluje s metodami kultivace pfi teploté 7 °C po
dobu 10 dni. .

DISKUSE

Néroky na mikrobidlni kvalitu syrového mléka a mlé¢nych vyrobki se budou
i naddle zvySovat. Proto je tfeba v&€novat pozomnost i psychrotrofnim a termore-
zistentnim kontaminujicim baktériim, které predev§im jsou schopny narusit jejich
jakost a nutri¢ni hodnotu.

Stanoveni urovné psychrotrofnich baktérii je dilezitym ukazatelem technologické
jakosti nakupované suroviny, ale sou¢asné i ukazatelem hygienické urovné ziskdvani
mléka v zemé&délské prvovyrobé, pfedevsim sanitace dojiciho zafizeni Jooste
a Britz,1986; Malikov4d aj, 1987, Malikovd aj., 1988). Vzhledem
k sou¢asnym snahdm pozvednout wiroveri mikrobidlni kvality syrového mléka byly

log PP
7°C/10dni

3,0 + + ' + t —t
30 40 50 60 70 80 90

log PP
PT/3dny

1. Regresni pfimka vzajemné korelace mezi poéty psychrotrofnich baktérii stanovenymi na maso-
peptonovém agaru s gluk6zou ve dvou kultivaénich reZimech (7 °C/10 dni; PT/3 dny) - Regression
line of mutual correlations between the counts of psychrotrophic bacteria determined on meat-pepto-
ne agar with glucose under two cultivation regimes (7 °C/10 days; LT/3 days)
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2. Regresni plimka vzdjemné korelace mezi poéty psychrotrofnich baktérii stanovenymi na maso-
peptonovém agaru s glukézou (PT/3 dny) a masopeptonovém agaru s laktézou 7 °C/10 dni -
Regression line of mutual correlations between the counts of psychrotrophic bacteria determined
on meat-peptone agar with glucose (LT/3 days) and on meat-peptone agar with lactose (7 °C/10 days)
PT = pokojova teplota - laboratory temperature

PP = poétu psychrotrofnich - number of psychrotrophic bacteria

studovdny, zpracovany a hodnoceny vhodné metody stanoveni poétu
psychrotrofnich baktérii (Urbanov4d aj, 1988, Urbanovad, 1993b), které
by pfispély k racionalizaci kontrolni &innosti kvalitni, rychlou metodou. Znaénou
komplikaci pro praktické vyuZiti tohoto stanoveni je dlouhd kultivaini doba
standardni metodiky (10 dni pfi teplot& 7 °C). PfedloZend zrychlend metoda stano-
veni psychrotrofnich baktérii m4d zkrdceny kultivaéni rezim (PT/72 h) a je uplatni-
telnd v Siroké praxi potravindfskych a veterindrnich kontrolnich laboratofi, vyuZiva
b&Zznych tuzemskych médii a nevyZaduje ndkladné pfistrojové vybaveni. Podstatné
zkrdceni doby kultivace je z hlediska praktického vyuZiti této metody velmi
vyznamné, stejné jako skute¢nost, Ze nemusi byt ke kultivaci pouZito termoboxu,
resp. chladniCky.
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URBANOVA, E. (Veterinary Research Institute, Bmo):
An accelerated procedure of determination of psychrotrophic bacteria in raw milk.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (2): 83-88.

Determination of the counts of psychrotrophic bacteria offers an important indicator
of the technological quality of purchased raw milk, and also an indicator of the hygienic
level of its production in agricultural primary production, particularly with respect to
the sanitation of milking machines. The applied and published methods of determination
of the counts of psychrotrophic microbial contaminants have revealed large differences,
multiplied by insufficient legislation in this country, by vague and even wrong definition
of the given group of bacteria, and/or by the misuse of the concepts psychrotrophic and
psychrophil bacteria.

Since the level of the microbial quality of raw milk should be increased, we inves-
tigated and developed convenient methods of determination of psychrotrophic bacterium
counts in the last years (Urbanov4 etal, 1988, Urbanova4, in print): these
methods should facilitate the reasonable control applying an expeditious procedure.
A long incubation time of standard procedure is a disadvantage complicating the prac-
tical use of the previous procedure (10 days at a temperature of 7 °C). An accelerated
procedure of psychrotrophic bacterium cultivation to determine their counts in raw milk
is described in this paper.
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After thorough stirring, a raw milk sample is diluted with sterile physiological solu-
tion (pH 7.2) pursuant to the standard CSN 57 0101. The dilutions 10, 10, 10 were
the most convenient for inoculation when the counts of psychrotrophic contaminants
were determined in raw milk. The dilutions 103, 10*, 10" were inoculated if higher milk
contaminations were expected. Glucose at the end concentration of 1 % in the medium
was added to the culture medium (meat-peptone agar - MPA) after sterilization in
autoclave (15 min at a temperature of 121 °C). The warm medium (45 °C) was filled in
sterile Petri dishes (& 90 mm) by 20 ml in each. After medium solidification the dishes
were pre-dried at thermostat at a temperature of 37 °C for 60 minutes. Two dishes were
parallelly inoculated. An amount of 0.2 ml of the given dilution was transferred by sterile
pipette to a solid medium and smeared homogeneously with sterile glass spatula. The
cultivation took place at laboratory temperature (LT) for three days. Grown colonies
were identified after cultivation. The results of this accelerated procedure were compared
with traditional cultivation (7 °C/10 days). A correlation coefficient was determined as
the rate of correlation between the results of tested methods and statistical significance
was evaluated.

The accelerated method of determination of the counts of psychrotrophic bacteria
was tested in 32 samples of raw milk. Statistically significant high correlation rates were
demonstrated. Comparison of the results of determination of psychrotrophic bacteria by
means of tests on MPA with glucose, cultivation at LT for three days and at 7 °C for
10 days, showed the high rate of correlation (» = 0.972, Fig. 1). This correlation is
statistically significant at P = 0.01. The accelerated method was also compared with the
traditional method of incubation on MPA with 1 % lactose (7 °C/10 days). In this case
the comparison of the results also showed the high rate of correlation (r = 0.954),
statistically significant (P = 0.01) - Fig. 2. The accelerated method of determination of
the counts of psychrotrophic bacteria was demonstrated to correlate with the methods
of incubation at a temperature of 7 °C for ten days.

The described procedure can be applied at food-control and veterinary control labo-
ratories on a large scale as commonly accessible media are used and no costly appara-
tuses are necessary. The shortening of incubation time is a very important feature in
view of practical application of this procedure.

microbial quality of milk; psychrotrophic microflora; methods of determination; culti-
vation regime
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ETOLOGICKA DETERMINACIA MATERSKEHO SPRAVANIA
U OSIPANYCH

A. Hvozdik

Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

Studovali sme epimeletické prejavy o¥ipanych, ako formy materského spravania a ich
vplyvy na mladatd. Cielom bolo porovnavaf uriené fenomény v ich biologickych,
socidlnych a zdZitkovych premennych v spravani sa pozorovanych zvierat. Porovnavali
sme dve kategdrie matiek a ich mlidatd. Prva skupina zvierat bola predstavovana
prvorodi¢kami a druhi skupinu tvorili jedinci po trefom pdrode. Priemerny index
sociability (IS), ako ukazovatel materského spravania mal v prvej skupine hodnotu
x = 1,7 a v druhej skupine x = 2,0.Podobné rozdiely sme zistili aj u jednotlivych
vrhov mlédat od tychto matiek, a to v hodnotéch pre prvii skupinu xA (a - g) = 1,8
a pre druhii skupinu xB (a - g) = 2,0. Pri celkovom hodnoteni porovnavacia analyza
ukdzala pozitivnu koreldciu v prospech socidlnej adapticie zvierat po trefom pdrode
oproti jedincom prvej skupiny. V tychto zdveroch je potrebné hladaf aj rizikd nega-
tivnych zaZitkov zvierat v priebehu ich gravidity s ndslednym distresovym vplyvom
na ich mladatd, ale aj na ich celkové reprodukéné prognozy.

odipané; interakcie matka - mladatd; etologia; epimeletické spravanie; sociabilita; so-
ciogenéza

Socidlne vztahy matky a mlddat su zdkladnymi predpokladmi ich biologického
a psychosocidlneho vyvoja. Otdzkou v3ak ostdva, ako tieto skutoCnosti vyznievaji
v ich preddomestikadnych a domestika¢nych konfrontdciach. Etologickd vybava
sucasnych foriem domestikovanych oSipanych sa totiZ nevymyka vSeobecnému ri-
ziku etopatie u vietkych domestikovanych zvierat. Plemenitba a jej experimentova-
nie s ekonomickym a pragmatickym ciefom eSte viacej exponuje tuto realitu.

Osipané majii svoje etologické 3pecifikd. Ci uz su to sklony ku infradpecifickej
agresivite, alebo ich zvy$ena excitabilita v ich spravani. Fyziologické, imunologické
a produkéné suvislosti tychto charakteristik len dokresfuju celkovy profil tohto
druhu zvierafa a obzvla$f opraviiuju k $tidiu tak senzitivneho obdobia, akym je so-
cidlna adaptdcia matky a mlddat, zo vSetkymi dosledkami o tieto interakcie so
sebou prind$aji. Preto neprekvapuje ani pozornost odbornikov, ktori sa z roznych
hladisk venuji tymto problémom (Shillito-Valser, 1978;Jensen,
1988; Hvozdik, 1991).

Preto aj nasim cielom bolo etologicky $tudovaf a porovndvat spravanie sa matiek
ku mlddatdm u prvostok a u zvierat, ktoré maji reproduk&ni skisennost z troch po
sebe iducich porodov. V tychto intenciach dalej $tudovaf dosledky na sociogenézu
mlddat a zamy3Tat sa nad genézou agresivneho spravania sa u tohto druhu zvierata.
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MATERIAL A METODY

Celé etologické §tudium zahriiovalo 40 matiek a 280 mlddat, landrase x biela
usfachtild, rozmnoZovacieho chovu. Zohfadiiujucimi kritériami bol dobry zdravotny
stav a kondicia zvierat. Pozorovania boli realizované vo velkochovnych
podmienkach, zo skrytého miesta. Ustajiiovacie priestory mali rozmery 3,55 x 2 m.
Kfmny reZim bol konvenény pre dané chovné podmienky. Zvierata boli rozdelené
do dvoch kategoérii.

Kategoéria A (1 - 20) sa skladala z 20 matiek, ktoré boli prvostky (prvy pdrod)
a ich 140 mlddat. Snimkovacia jednotka sa skladala s jednej matky a jej siedmich
mlddat, oznaenymi podfa ich kategorie, napr. Al (a - g), A2 (a - g) atd. Druhd
kategoria B (1 - 20) bola analogicka prvej skupine, ale matky boli treforodicky (treti
porod). Pozorovania trvali od narodenia aZ do odstavu zvierat, t. j. do 28 diia.
Snimkovania boli vykondvané u kazdej matky so svojimi mlddatmi v ¢ase od 8,00
do 10,00 h, od 14,00 do 16,00 h a od 19,00 do 20,00 hodin. V tychto ¢asovych
jednotkdch boli zaznamenané v3etky urené formy spravania. Frekvencia pozoro-
vani bola kazdy deni do 10. diia Zivota mlddat a v dalSom obdobi do odstavu;
snimkovania boli realizované kazdy druhy deii u kazdého vrhu.

KedZe materské spravanie je socidlnou aktivitou zvierat, index sociability matiek,
ako jeho indikator sme ziskali vypo¢tom z dvoch postuldtov. Epimeletické spravanie
matiek - poCet invitaénych reakcii k mlddatom (kontakt, vokalizdcia, kimenie) a et-
epimeletického sprdvania, t. j. poftom vyZadovanych reakcii mlddat k matke (pocet
kontaktov, digestivne pokusy, digescie). Dal$im na§im z4ujmom bolo sledovat a po-
rovndvat sociabilitu mlddat u tychto dvoch kategérii matiek. To znamend §tudovaf
ich koreldcie ako vysledok ich socidlneho vplyvu a ¢i pripadné rozdiely su $tatisticky
vyznamné. Za tymto uéelom bol u kazdého mlddata tiez vypocitany index sociability
v procese utvarania socidlnej hierarchie, ktord vznikala prostrednictvom ago-
nistickych stretov s naslednym obsadzovanim mlie¢nych cisterien. Mlddatd boli sa-
micieho pohlavia a vietky sledované formy spravania boli zaznamendvané zdpisom
do etogramov.

Skdlovanie jednotlivych foriem sprévania bolo: epimeletické aktivity - 2 body,
et-epimeletické aktivity - 1bod. Vypo€tom sme ziskali index sociability matky (IS),
ktory ¢im mal vy$8iu hodnoty, tym materské spravanie bolo adaptabilnejsie. Ska-
lovanie agonistickych interakcii u mlddat bolo: otvoreny utok - 5 bodov, ustipenie -
3 body a ttek - 1 bod. '

Index sociability u kazdého zvierata bol vypocitany z pomeru su¢tu su¢inov so-
cidlnej aktivity a prisluinej bodovej hodnoty pre danu aktivitu k su¢tu socidlnych
aktivit hodnoteného zvierafa. Vys8ie hodnoty IS urdovali dominantnych jedincov
a naopak. -

2 (socidlna aktivita x bodova hodnota)

5 = sicet socidlnych aktivit

pre IS mlddat: i = 1 - otvoreny 1tok
i = 2 - ustipenie
i=3 -atek
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pre IS matiek: i = 1 - epimeletické sprdvanie
i =2 - et-epimeletické spravanie

VYSLEDKY

Priemerny index sociability u matiek skupiny A (1 - 20) bol x = 1,7 a u skupiny
B (1 - 20) mal hodnotu x = 2,0 (tab. I). Pre 3tatistické spracovanie vysledkov sme
pouzili dvojvyberovy f-test pre porovnanie obidvoch vyberovych premien.
Predpokladom pouZitia tohto testu je homogemta rozptylu s? a s3, ktord bola uréend
F-testom pre rozptyl. Zisteny rozdiel rozptylov nie je Statisticky vyznamny, o zna-
mend, Ze podmienky pre pouZitie t-testu boli splnené. Na zdklade jeho vyhodnotenia
moZno konstatovat, Ze medz vyberovymi priemermi IS v obidvoch skupinich ma-
tiek je signifikantny rozdiel (obr. 1).

I. Indexy sociability (IS) matiek skupin A (1 - 20) a B (1 - 20) - The indexes of sociability (IS) of
the sows of groups A (1 - 20) and B (1 - 20)

A IS B IS
A, 1,33 B, 1,83
A, 1,71 B, 2,30
Ay 1,23 B, 2,10
A 1,00 B, 1,60
K; 1,62 Bs 1,20
Ag 1,33 B¢ 1,20
Ry 1,90 B, 2,60
Ag 1,78 Bg 2,32
Ay 2,00 By 1,9
A 2,10 Bjo 1,98
Ay 1,44 B, 1,9
A 1,58 B, 2,43
Kz 1,90 B, 1,93
Rig 1,73 - B, 2,60
As 1,33 Bjs 2,10
By 1,66 Big 2,22
Ay 1,80 B,; 1,9
Agg 2,00 B 2,20
Bip 1,79 Bjg 1,60
Ay 1,96 By 1,98
XA 1,7 % 2,0
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Této zistend diferencia epimeletickych aktivit v prospech matiek kategoérie B (1 -
20) nds motivovala sledovat a porovnavat aj jednotlivé vrhy mlddat, to znamena do
akej miery materské sprdvanie determinuje sociogenézu ciciakov. Zo zistenych prie-
memnych hodndt IS jednotlivych vrhov skupin A (1 - 20) a B (1 - 20) bol vypogitany
index sociability v ramci tychto dvoch skupin, pri¢om v prvej kategorii bola hodnota
xA (a - g) = 1,8 (tab. II) a v druhej kategorii B(1 - 20) bola hodnota B (a - g) = 2,0
(tab. III). Aj v tychto postuldtoch boli pouZité tie isté testovacie kritéria ako u matiek.
Na zdklade vyhodnotenia t-testu sme kon$tatovali aj v tomto pripade 3tatisticky
vyznamny rozdiel v prospech skupiny xB (a - g) - obr. 2. Pri celkovom hodnoteni
porovndvacia analyza ukdzala pozitivnu koreldciu pre matky kategérie B (1 - 20)
a ich jednotlivych vrhov mlddat, oproti druhej skupine matiek A (1 - 20) so svojimi

II. Indexy sociability (IS) mlddat matiek skupiny A (1 - 20) - The indexes of sociability (IS) of the
youngs of the sow group A (1 - 20)

' Mlidata’
Mntky a b c d e f g
A, 1,20 1,90 2,13 2,18 1,90 1,63 2,11 1,721
A, 2,18 2,13 1,16 1,92 1,82 2,00 1,92 1,875
A, 2,10 2,08 2,19 1,83 1,90 1,22 1,11 1,775
A, 2,13 2,20 2,25 1,12 1,13 1,85 2,20 1,840
Ag 2,25 1,31 2,29 1,11 2,45 2,26 1,45 1,881
Ag 2,30 1,12 1,40 1,37 1,38 1,93 1,94 1,634
A, 1,32 2,14 2,23 1,13 1,17 2,12 2,16 1,752
Ag 1,30 1,40 1,97 1,83 1,73 2,00 1,54 1,681
Ay 1,64 1,54 1,85 1,66 1,77 1,88 2,23 1,795
Ay

An

A

A

Ay

As

A

Ay

Agg

Ay

A

x

Aia-g)

1,12 1,85 2,33 2,22 1,16 2,22 1,98 1,828
1,80 1,93 2,10 2,00 1,99 2,45 1,75 2,002
2,47 1,89 1,90 1,00 2,68 2,80 1,49 2,032
2,90 1,80 1,10 1,20 1,34 1,84 1,93 1,730
2,33 1,42 1,88 1,23 1,11 2,40 2,10 1,781
1,80 2,33 2,22 2,80 1,30 1,20 1,14 1,827
1,28 1,63 2,73 2,82 2,01 1,74 1,58 1,970
1,66 1,73 1,20 1,20 1,31 1,41 1,33 1,405
2,23 2,44 1,33 1,27 1,22 1,18 2,01 1,668
1,33 1,66 2,11 1,33 1,28 1,99 2,23 1,704
1,18 1,93 1,22 1,11 2,11 2,18 2,22 1,707
1,8

'sows, 2youngs
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ciciakmi. Behaviordlny obraz pozorovanych zvierat koreSpondoval s uvedenymi
vysledkami. U skupiny matiek A (1 - 20) IS kolisal v rozpati 1,33 - 2,10 (tab. I).
Zvierata s niz$im IS sa prejavovali s malo expresivnymi vzorcami spravania. Ci uz
to boli invitatné reakcie vokalizaéného, alebo kontaktného charakteru. Zvierata
s extrémne nizkymi hodnotami, napr. jedinci A3 a Ay, posobili v prvych diioch po
porode az katalepticky s difiznymi prejavmi spravania. Motorika u tychto matiek
bola mélo Specifickd a bola pre samotné mlddatd rizikovd. Laktaéné invitaéné ste-
reotypy boli tieZ priamo iumemné jednotlivym koeficientom materského sprdvania.
Zvieratd s vyS$8imi IS boli v tomto smere adaptované v priemere na 6. defi po porode
(napr. Ag, Ag, A9, Ayp) a naopak problémy s epimeleticko-digestivnymi prejavmi
sme pozorovali u zvierat s niz§imi IS, ked k adaptdcii dochddzalo na 13. - 15. deii
po porode (napr. A3, A4, Ays).

III. Indexy sociability (IS) mlddat skupiny matiek B (1 - 20) - The indexes of sociability (IS) of
the youngs of the sow group B (1 - 20)

, Mlsdati
Matky a b c d e f g *Biay
B, 2,11 1,72 2,31 1,92 1,84 2,40 1,78 2,011
B, 1,63 1,88 2,60 2,30 1,55 1,71 1,99 1,951
B, 2,60 1,30 1,44 1,73 1,63 2,70 2,60 2,000
B, 2,64 2,89 1,66 1,83 2,12 © 2,45 2,66 2,321
By 1,83 1,63 1,74 1,85 2,60 2,80 2,64 2,155
B¢ 1,30 1,67 2,69 2,73 2,24 2,30 1,95 2,125
B, 1,66 1,90 2,00 2,12 2,60 2,81 1,66 2,170
Bg 1,67 1,73 2,84 2,60 2,73 1,93 2,15 2,235
By 3,67 2,75 1,67 1,83 1,12 1,16 1,19 1,912
By, 181 | 230 | 364 | 270 | 284 | 160 | 174 | 2375
By, 1,66 1,73 2,85 2,00 2,10 2,14 1,22 1,957
B, 1,94 1,84 1,99 1,30 2,70 1,40 2,20 1,910
B3 2,60 2,83 1,99 2,32 1,67 1,99 2,13 2,218
B4 2,11 1,40 1,90 2,89 1,10 1,90 1,11 1,772
B;s 2,03 2,11 1,80 2,30 1,35 1,74 2,13 1,922
B¢ 1,33 1,00 1,73 2,73 2,95 1,12 1,73 1,798
B, 2,11 2,55 1,11 1,22 1,17 2,45 2,34 1,850
B;g 2,55 1,95 2,10 1,28 1,44 2,02 1,84 1,882
Byo 1,73 1,28 2,65 2,88 2,73 1,11 1,55 1,847
By 1,13 2,34 1,88 2,02 2,60 2,88 1,72 2,078
x 2,021

For 1 - 2 see Tab. III
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Ako bolo spominané, celkovy obraz spravania sa matiek determinoval aj spra-
vanie ich mlddat. Indexy sociability ciciakov v tejto kategérii prvostok kolisali od
1,11 - 2,82 (tab. II). Prejavovalo sa to instabilitou socidlnej hierarchie. V tomto pro-
cese boli napr. jedinci zndmy v priemere na 8. deii Zivota ako dominantni, t. j. zvie-
ratd s vy33imi hodnotami IS. Naopak submisivne zvieratd boli registrované
v priemere na 6. deii a ich IS kore$pondovali s touto skuto&nostou.

Hodnoty IS kategorie zvierat B (1 - 20) sa pohybovali v rozpiti 1,20 - 2,60
(tab. I). Adaptdcia materského spravania akcelerovala v priemere na 2. deii a tito
behaviordlna hladina bola zachovald v priebehu celého pozorovaného obdobia. IS
ciciakov v tejto kategorii sa pohybovali od 1,00 do 2,95 (tab. III). Dominantné mld-
datd boli zndme v priemere na 4. deri Zivota a submisivne zvieratd boli registrované
v priemere na 2. deii Zivota.

DISKUSIA

Poznatky o materskom sprdavani s oSipanych a ich epimeletickych a et-epimele-
tickych derivdciach su z pohfadu moderne;j etoldgie predsa len nedostaujiice. Toto
konstatovanie treba chdpat v intencidch veterinirnej etologie vychddzajicej zo svojej
klinickej a medicinskej podstaty, reSpektujic zviera ako jedinca a nie len jeho dru-
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hovii prislusnost. Tato skuto¢nost este viacej favorizuje funk&nost vdzby matka -
mldda a celého postnatdlneho a juvenilného obdobia.

Aj nase $tudium potvrdilo zloZitosf tychto otdzok a pestrosf vzfahov matky a mla-
dat, ale aj vice versa. Vyber naho Studijného zamerania bol tieZ podmieneny sku-
to¢nostou, do akej miery vrodené faktory materského sprévania su posiliiované
ufenim a z tohto pohfadu ako ovplyviiuji mlddatd v ich sociogenéze. Poznatky,
ktoré sme ziskali nim ddvaju predpoklady sledovat etologicky osud tychto mlddat
samicieho pohlavia aj v dospelosti a tym kontrolovat' ich reprodukéné prognozy.
Cely komplex materského spravania mal komplementidrny charakter. Digestivna
apetencia, ako primdrmy motiva¢ny mechanizmus, zohrdva vyznamni tlohu (Fr a -
ser, 1973). Zadiatky aktivit u matiek sme zaznamenali po narodeni posledného
mlddafa. Ciciaky sa v tomto obdobi skor habituovali, ako zdmerne sprévali.
Obsadzovanie mlie¢nych cisterien sme zaznamenali v kategorii A (1 - 20) na 5. -
6. detl a v kateg6rii B (1 - 20) v priemere na druhy defi po porode. V obidvoch
pripadoch sme pozorovali preferencie pektordlnych mlie¢nych cisterien. Motivécia
digestivneho zdZitku, ako moznej hypotézy tychto tendencii, je z ndSho hladiska po-
lemickd. U matiek Ay, Ag, Ay, ale hlavne u zvierat By, B3, B7, Bg, bol objem pekto-
ralnych cisterien vyrazne mensi, ako v strednej, alebo inguindlnej €asti ventrdlnej
oblasti tela zvierat. Poznanie, Ze tento jav bol pozorovany v signifikantnej pofetnosti
v kategorii B (1 - 20), naznaduje funkény predpoklad skisennosti matiek v beha-
viordlnej stimuldcii k mlddatdm, ktord hypoteticky mdzZe byf posiliiovand ich mne-
mickou fixdciou rytmiky kardiovaskuldrneho systému. Matky pritom lezali na jednej
strane, hlavu a mlie¢nu Zlazu vytacali v exponovany smer, nohami ¢asto pohybujuc,
za neustdlej vokalizdcie. Fra ser (1973) vo svojej praci popisuje minutové
intervaly vyustujice do prudkého zvukového prejavu. Tento emociondlny prejav
predchddza vlastnej ejekcii mlieka v jej priebehu ustdiva. Whittemore a
Frasser (1974) vo svojej prici upozornili na mnohé nejasnosti pri tychto pro-
cesoch rezonancii a dizonancii matky a mlddat. Rizikd vidia aj v negativnych emo-
ciondlnych reakcidch (fobia), Co mdze neskorSie vyustif v dynamicky stereotyp.

Pri mlie¢nej Zlaze sa postupne vytvara stabilnd socidlna hierarchia, a to formami
socidlnych interakcii. Syme a Syme (1979) ich klasifikuju ako agresivne
expresie. Sambraus (1978) preferuje termin agonistické vyboje. Genéza endo-
génnych agresivnych potencialit je doleZitym faktorom v etoldgii, v jej porovnava-
cich hfadiskdch a o$ipana je v tomto zmysle $pecifickym druhom zvierata so svojimi
puerperdlnymi prekurzormi agresivity. Na druhej strane je potrebné byt rezervovany
pred undhlenou generalizdciou o agresivnom ,,ndboji* v prvych diioch Zivota
(Hvozdik, 1982). Pri tychto ivahdch musime re§pektovat hru mlddat ako be-
haviordlny faktor, ktory nesie so sebou simuldciu konfliktogénnych stretov. Indika-
torom hry je v takom pripade ndhle prerufenie komunikdcie medzi dvoma jedincami,
ktoré spontdnne prechddza v inu aktivitu zvierata, bilan¢ne neutrdlnu (Hvozdik,
1987). '

Pri naSich pozorovaniach ciciakov pri potravovych aktivitich do 15. diia Zivota,
sme nezaznamenali direktivne behaviordlne prejavy konfliktogénnej schémy hlava -
hlava. Mlddatd sa sice assertivne koncentrovali pri mlie¢nej Zlaze, ale ich kontakty
mali skor somaticky charakter, bez kefalickych tendencii.
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Nase $tudium epimeletickych prejavov prasnic, ako derivdtu ich materského spra-
vania, upozoriuje na kvantitativny a kvalitativny aspekt tychto problémov. Zd4 sa,
Ze tieto formy sprdvania nie si podmienené len laktacnymi, biologickymi dispozi-
ciami, ale maju $irSie etologické, zoopsychologické a biosocidlne suvislosti u tohto
druhu zvierafa. V tomto kontexte aj behaviordlna genetika upozoriiuje na svoju
existenciu a len dokresluje potrebu hlbsieho pozndvania tejto problematiky.
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HVOZDIK, A. (University of Veterinary Medicine, Kogice):
Ethological determination of maternal behaviour in pigs.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (2): 89-97.

Care giving behaviour was investigated in pigs as a form of maternal behaviour and
its effects on the youngs. The objective of observation was to compare the identified
phenomena in their biological, social and experience variables of the behaviour of the
investigated animals. The observations included 40 sows and 280 youngs of the Landrace
x Large White breed, of the female sex. They took place in semi-natural conditions while
the standard criteria of management were maintained. Two categories of sows and their
youngs were investigated. The first group included 20 sows (first-litter gilts) and their
youngs: A (1 - 20). A study unit comprised one sow and seven youngs. The other
category, B (1 - 20), had analogical numbers of individuals but the sows were after their
third parturitions.

As an indicator of maternal behaviour the average index of sociability (IS) had the
value x = 1.7 for the first category and the value x = 2.0 for the second category.
Evaluation of these differences enables to determine a significant difference between the
average IS for both groups (Fig. 1). This fact, which spoke in favour of B (1 - 20) group,
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made us follow the different litters. That means we wanted to know how the maternal
behaviour determined piglet sociogenesis. IS was calculated from the average values of
IS determined in both categories within their adequate litters. The value xA (a-g)=1.8
was determined for the first category (Tab. II) while for the second category B (1 - 20)
the value xB (a - g) made 2.0 (Tab. III).

Evaluation of the t-test also revealed a statistically significant difference in favour of
xB (a- g) group (Fig. 2). A comparative analysis performed within the overall evaluation
revealed a positive correlation in favour of the social adaptation of animals after the
third parturition, in comparison with the individuals of the first group. These conclusions
point to the risk of negative experiences in this stage of ontogeny, and also to general
reproductive predictions.

pigs; mother - young interaction; ethology; care giving; sociability; sociogenesis

Kontaktnd adresa:
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ZAHAJUJETE RESENI NOVEHO
VYZKUMNEHO UKOLU?

Potom budete zcela jist& pot¥ebovat nejnovéjsi domdci i zahrani¢ni
informace o stavu v&édy a vyzkumu v oblasti, kterou se zabyvite.

Ustav zem&d&lskych a potravinafskych informaci,
oddé&leni informa&nich systémi, Vam nabizi:

Refer¥e z mezindrodnfho informad&niho systému AGRIS. Baze dat AGRIS obsa-
huje téméf 2 000 000 zdznami z oblasti zem&dE&lstvi, potravinafstvi a lesnictvi
s retrospektivou od roku 1975.

Retrospektivni reSerSe se zpracovavaji z kompaktnich diski. Pti formulaci dotazu
se mohou kromé tematického zaméfen{zohlednit i dal3i specifické poZadavky uZivatele
(jazyk dokumentu, autor, zem& plivodu ap.). Doba dodéni reerSe je jeden tyden po
obdrZeni objednavky. V pfipadé€ zidjmu se uZivatel miZe zpracovani zu€astnit osobné&
a upfesiiovat v priib&hu vyhleddvani svilj dotaz. ReSerSe doddvame ti§t€éné nebo na
disketach.

PriibéZné reSerSe se zpracovavaji na zdkladé trvalé objednavky a pe€livé odladéného
dotazu. Na poZadani uZivatell je moZné provadét v zadani potfebné zmény. Reserse
dodavame uZivatelim jednou mési¢né v ti$téné formé.

Re3ere ze zahranitnich bazi dat. Nabizime zpracovani retrospektivnich reSersi
z vice nez 500 bazi dat, uloZenych v databizovych centrech v Evrop& i v USA.
Databédzova centra zpfistuptiuji dokumentografické i faktografické informace, sta-
tistické a ekonomické tidaje a informace o zahrani¢nich firmach. Re$er$e dodavame
tilténé nebo na disketach.

Velkeré informace V4m poskytne a Va¥e objedndvky piijme:

Ustav zem&d&lskych a potravinafskych informaci
oddéleni informa¢nich systémi
120 56 Praha 2, Slezska 7
(metro A, stanice nAm. Miru)

tel.: 25 14 21, 25 74 75,25 75 41/274, 276, 340
fax: 2570 90




VPLYV SUPERMETRINU NA AMONIAK - UTILIZUJUCE
ENZYMY BACHOROVYCH BAKTERI{

V. Lenértova!, K. Holovské!, E. RyboSové?, P. Javorsky?, J. Legéth’

l('Im‘verzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice
2Ustav JSyziologie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

Bol sledovany 1i¢inok supermetrinu na enzymaticki aktivitu GDH a GS bachorovych
baktérii oviec. Supermetrin poddvany ovciam v krmive v subchronickych ddvkach
50 mg a 200 - 300 mg na kg Zivej hmotnosti vyznamne neovplyvnil aktivitu enzymov
baktérii zmesnej populacie bachorového obsahu. Vyznamne sa viak zniZila aktivita
tychto enzymov u baktérii adherovanych na bachorovy epitel. UZ pridavok 50 mg
supermetrinu zniZil aktivitu GDH-NADH z 1171,40 £ 161,40 na 302,80 + 118,73;
aktivitu GDH-NADPH z 240,29 + 120,61 na 39,45 + 10,14 nkat/mg bielkovin. Aktivita
GS bola inhibovan4 viplne. U &istych kultir bachorovych baktérii boli pozorované
diferencie v citlivosti na supermetrin.

ovca; bachorové baktérie; glutamatdehydrogenaza; glutaminsyntetdza; supermetrin

Syntetické pyretroidy patria medzi insekticidy, ktoré maji vysoku selektivitu a to-
xicitu vo¢i hmyzu a relativne nizku toxicitu voéi savcom, o predurfuje ich
vyznamné vyuZitie v humdnnej a veterindrnej medicine (Ze bra, 1988). Bola
syntetizovand Sirokd paleta tychto zli¢enin s roznymi dihalovinyl analégmi cis
a trans chryzantémovej kyseliny a 3-phenoxybenzyl alkoholu (E11iott, 1985).
ZvI4¥f (&inné sa ukdzali pyretroidy typu II, ktoré obsahuji a-kyano-phenoxybenzy-
lovy zvySok, avSak zdroveri sa u nich prejavili aj niektoré vedrajSie neziaduce u€inky
vocisavcom (Taplin ai., 1990). Pyretroidy pdsobia na centrdlny nervovy systém
hmyzu ako silné neurotické ¢inidld a ich ufinok zdvisi od ich stereochemicke;j
Struktiry a od modifikdcii v uhfovodikovom refazci (Soderlund ai., 1989).
Pyretroidy sa rychlo degraduju $tiepenim esterovej vizby, oxiddciou a fotodegra-
ddciou (Swaine, 1985). Bola zistend aj ich mikrobidlna degraddcia pre-
dovSetkym hydrolyzou a oxidaénymi mechanizmami (Hill, 1985). Relativne
nizka toxicita pyretroidov vyplyva z ich rychleho metabolizmu, takZe pri odporica-
nych ddvkach nehrozi riziko kontaminacie prostredia (Stephenson, 1985;
Edwards a Millburn, 1985). AvSak pri poruseni technologickej discipliny
pri aplikdcii insekticidov méZe dojst ku znaéne zvy$enému zafaZeniu potravinového
refazca a preto je nevyhnutné poznaf ich iginok aj za zvySenych koncentrécii.

KedZe bachorovd mikrofléra sa vo vyznamnej miere podiefa na celkovom me-
tabolizme preXivavcov, v naSej praci sme sa zamerali na sledovanie moZného
uCinku supermetrinu a kli¢ové enzymy dusikového metabolizmu bachorovych
baktérii glutamatdehydrogendzu (GDH-NADH E.C.1.4.1.2., GDH-NADPH
E.C.14.14.) a glutaminsyntetdzu (GS E.C.6.3.1.2.).
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MATERIAL A METODY

Experimenty boli robené na 15 ovciach plemena slovenské merino vo veku 8 me-
siacov 0 hmotnosti 21 - 28 kg. Ovce boli rozdelené do troch skupin, ktorym boli
po dobu 6 tyZdiiov poddvané subchronické ddvky supermetrinu [(RS) - a-kyano-3-fe-
noxybenzyl-(1 RS)-cis-3(2,2-dichlorvinyl)-2,2-dimetyl cyklopropan karboxyldt &s.
vyroby] v melasovom krmive (CSN 46 7070).

Prva skupina dostdvala supermetrin v ddvkach 50 mg/kg Z. h., druhd skupina
200 mg/kg Z. h. a v poslednom tyZdni 300 mg/kg Zivej hmotnosti. Tretia skupina
bola kontrolnd. Krmivo s primieSanym supermetrinom bolo poddvané v rannych ho-
dindch a v odpoludiiaj§ich hodinich boli zvieratd dokrmované li¢nym senom.
K vode mali neobmedzeny pristup. '

Po odporazeni oviec boli z bachora izolované dve bakteridlne frakcie - baktérie
bachorovej tekutiny Meyer ai., 1967) a baktérie adherované na ventrdlnom
vaku bachora Javorsky ai., 1983).

CISTE KULTURY BAKTERIALNYCH KMENOV

Osem bakteridlnych kmetiov izolovanych z bachora bolo testovanych v citlivosti
na supermetrin. V3etky kmene boli zo zbierky UFHZ SAV KofSice.

METODA KULTIVACIE A MEDIA

Bola pouzitd anaérobnd kultivatnd technika podfa Hungate (1950) modifi-
kovand Bryantom (1972). Fibrobacter succinogenes 16 ], Bacteroides rumi-
nicola 3/3 a Megasphaera elsdenni 4 MJ boli kultivované v médiu M 10
(Caldwell aBryant, 1966), Selenomonas ruminantium A 17 réstol
v M médiu podfa Tiwariho ai. (1969), Staphylococcus xylosus 310 a Ente-
rococcus faecium 2 boli kultivované aérobne na Zivnom bujéne &. 2 (Imuna, Sari¥ské
Michafany), Streptococcus bovis A O 24/84 v Todd-Hevittovom médiu (Imuna, Sa-
ri§ské Michafany) a Lactobacillus plantarum v MRS médiu (M an ai., 1960). Ako
inokulum boli pouZité no¢né kultiry, ktoré boli prenesené do 50 ml vhodného média
v takom mnoZstve, aby optickd denzita pri 675 nm bola od 0,05 do 0,15. K médiu bol
pridany supermetrin v aceténovom roztoku v koncentrdcidch 66, 166, 660 mg/100 ml
pddy. Koncentrdcia 660 mg/100 ml odpoveda toxickej ddvke pre ovce (2500 mg/kg
Z. h. pri hmotnosti ovce 40 kg). Kultiry boli inkubované bez trepania pri teplote 37
°C. Vzorky na stanovenie enzymovej aktivity boli odobrané v staciondme;j fize.

Baktérie boli spracované ako v predchddzajicich pokusoch (Lendrtovd ai.,
1985). GDH aktivita bola stanovend spektrofotometricky z ibytku NADH
a NADPH meranymi pri 340 nm (Frieden, 1961). Biosyntetickd GS aktivita
bola stanovend metddou podfa Tachiki ai. (1983) na zdklade spektrofoto-
metrického merania y-glutamylhydroxamatu.

Enzymovi aktivita bola vyjadrend v nkat/mg bielkovin. Statistickd vyznamnost
rozdielov bola urend t-testom.

VYSLEDKY

Supermetrin poddvany pokusnym ovciam v krmive vyznamne neovplyvnil akti-
vitu glutamdtdehydrogendzy s koenzymami NADH a NADPH v zmesnej populdcii
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bachorového obsahu (tab. I). Namerané aktivity GDH-NADH 3pecifickej boli nie-
koTko ndsobne vy3Sie ako aktivity GDH-NADPH S3pecifickej. Supermetrin
vyznamne neovplyvnil ani aktivitu glutaminsyntetdzy. Rozdielny bol jeho uéinok
na baktérie adherované na bachorovej stene. Vyrazné zniZzenie GDH aktivity
s obidvoma koenzymami sme pozorovali uz pri koncentrdcii 50 mg/kg Zivej
hmotnosti. GDH-NADH aktivita sa zniZila z 1171,40 + 161,44 na 302,80 +
118,73 nkat/mg bielkovin, GDH-NADPH aktivita z 240,29 + 120,61 na 39,45 +
10,14 nkat/mg bielkovin. GS aktivita bola inhibovan4 tiplne (obr. 1).

Aby sme zistili ako pdsobi supermetrin na jednotlivé bakteridlne kmene, sledovali
sme jeho u¢inok na dsmich vybranych &istych bakteridlnych kultirach izolovanych
z bachora. GDH-NADH aktivita, ktord sme zistili len u S. ruminantium nebola
ovplyvnend supermetrinom. GDH-NADPH aktivitu sme zistili u $iestich bakte-
ridlnych kmertiov, a to u S. bovis, E. faecium, L. plantarum, S. ruminantium, F. succi-
nogenes a B. ruminicola. Supermetrin ovplyvnil aktivitu len ju F. succinogenes
(tab. II).

Utinky supermetrinu na GS aktivitu, ktori sme zistili u vSetkych baktérii, boli
vyraznejSie. Inhibiciu aktivity sme pozorovali u S. xylosus. ZvySenie aktivity sme
zaznamenali u L. plantarum a M. elsdenii (tab. III).

BISKUSIA

Na proteosyntéze a metabolizme dusikatych ldtok u prezivavcov sa v rozho-
dujticej miere podielaji bachorové baktérie Bryant a Robinson, 1962).
Pre syntézu proteinu je ddleZity mechanizmus inkorpordcie amoniaku, ktory je za-
bezpeCovany GDH a pri nizkych koncentrdcidch amoniaku v bachore systémom
glutaminsyntetdza/glutamdtsyntdza (Lendrtovd ai., 1985).

Bolo zistené, Ze niektoré toxické latky ako pentachlérfenol (PCP) zniZuju
uéinnost bachorovej fermentdcie tym, Ze ovplyviiuji bachorové mikroorganizmy
bez toho, aby boli toxické pre zvieratd (Y okoyama ai., 1988). Pri skrmovani
subchronickych ddvok supermetrinu sme pozorovali jeho inhibi¢ny u¢inok na enzy-
my GDH a GS len u baktérii adherovanych na bachorovy epitel. Aktivita baktérii
bachorovej tekutiny nebola ovplyvnend. Této skutodnost mdZe stvisief s roznou
permeabilitou buneénych membran mikroorganizmov. Podla udajov autorov

I. Vplyv supermetrinu na GDH a GS aktivitu baktérii bachorového obsahu - The effects of su-
permethrin on the GDH and GS activities of rumen fluid bacteria

Enzym (nkat/mg Kontrola® 1. skupina’ 1. skupina®
bielkoviny)I (n=15) (n=15) (n=5)
GDH (NADH) 290,76 + 84,10 283,97 + 38,17 274,78 + 58,35
GDH (NADPH) 55,10 £ 0,95 5197+ 7,17 37,77 £ 4,17
GS 73,21 23,48 31,30 + 18,43 44,40 + 18,34

lenzyme (nkat/mg of protein), Zcontrol, 3group I, 4group I
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II. Vplyv supermetrinu na aktivitu glutamatdehydrogenizy (nkat/mg bielkoviny) - The effects of supermethrin on the activity of glutamate dehydro-

genase (nkat/mg of protein)
GDH - NADH GDH - NADPH

K A B K A B
Streptococcus bovis 0 0 0 7,51 £ 4,02 2,53 147 9,50 + 5,47
Staphylococcus xylosus 0 0 0 0 0’ 0
Enterococcus faecium 0 0 0 2,48 £ 0,52 st.opy+l 2,66 £ 1,13
Lactobacillus plantarum 0 0 0 0,72 £ 0,08 0,63 + 0,22 2,31 £ 1,00
Megasphaera elsdenii 0 0 0 0 0 0
Selenomonas ruminantium 10,27 + 5,28 8,09 + 1,14 9,81 2,07 8,70 + 4,48 16,97 + 7,00 15,63 £ 5,58
Fibrobacter succinogenes 0 0 9 stopy1 28,19+ 391 a 6,86 £ 4,491
Bacteroides ruminicola 0 0 0 12,76 £ 2,44 6,81 £ 3,05 17,26 * 8,40

ltmces

Vysoko vyznamné rozdiely na hladine vyznamnosti = 0,1 (a - b) - Highly significant differences at a significance level & = 0.1 (a - b)

Vysvetlivky pre tab. II a III - Explanatory notes to Tabs. II and III:

K = kontrola - control

A = pridavok 66 mg/100 ml pédy - addition of 66 mg/100 ml of the medium
A" = pridavok 166 mg/100 ml pddy - addition of 166 mg/100 ml of the medium
B = pridavok 664 mg/100 ml pody - addition of 664 mg/100 ml of the medium




1. Vplyv supermetrinu na GDH a
GS aktivitu adherentnych baktérii
(priemerné hodnoty *S.E.M.);
prézdne stlpce = kontrolna skupina,
prie¢ne $rafované stlpce = I. skupi-
na, vodorovne ¥rafované stlpce =1II.
skupina - The effects of su-
permethrin on the GDH and GS
activities of adherent bacteria (ave-
rage values + S.E.M.); open co-
lumns = control group,
crosshatched columns = group I,
horizontally hatched columns =
group II

nkatng
1300}

1200 |

100 |

1000;

400f
300+

2001

100 |

GDH
{NADH)

GDH
(NADPH)

GS .

III. Vplyv supermetrinu na aktivitu glutaminsyntetdzy (nkat/mg bielkoviny) - The effects of su-
permethrin on the activity of glutamine synthetase (nkat/mg of protein)

K A

B

Streptococcus bovis

63,90 £ 0,12

68,15 + 16,33"

105,30 + 28,87

Staphylococcus xylosus 403,45 +£130,58a | 129,80 + 11,12"b| 140,50 + 17,06 ¢
Enterococcus faecium 83,09 £ 19,90 201,28 +104,90" 71,08 = 38,50
Lactobacillus plantarum 851 £ 448a 19,69 £ 5,95 33,37 £ 9,12e¢
Selenomonas ruminantium 53,74 £ 32,04 76,20 + 33,03 121,79 + 39,00
Fibrobacter succinogenes 68,69 £ 35,19 436,44 123495 79,89 + 58,30
Bacteroides ruminicola 95,93 + 47,95 72,21 + 40,86 661,13 378,71

Megasphaera elsdenii

282,59 + 37,63b

516,18 + 55,53 g

310,85 +218,28

Vysoko vyznamné rozdiely na hladine vyznamnosti a = 0,1 (f- g);a=0,05(a-b,a-c,d-e)-
Highly significant differences at a significance level a=0.1 (f-g); a=0.05(a-b,a-c,d-e)
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Cheng ai. (1980) adherentnii populdciu bachorovej steny tvorila va&sinou g
baktérie, ktorych membréana obsahuje mene;j lipoproteinov viazanych na peptidogly-
kanovu truktiru, ¢o mdZe ovplyvilovat permeabilitu ich membrany. Tak napr.
vid&Siu rezistenciu g~ baktérii vo¢i PCP pozorovali 1z a ki ai. (1981), aviak niekto-
ré iné $tudie nepotvrdzuju tito tedriu (Sacher ai., 1985).

Glutamatdehydrogendza baktérii sa li8i od tkanivového enzymu tym, Ze u vacSiny
bakteridlnych kmetiov sa prejavuje Specificita len ku jednému z koenzymov. Vo
vieobecnosti mozno povedat, Ze NADH - $pecifickdi GDH ma4 katabolicki funkciu,
zatial o NADPH - $pecifickd GDH sluzi pre biosyntetické ciele (Sanwal 1961;
Mustafa ai., 1978). Obidve tieto aktivity u adherentnej populdcii boli inhibo-
vané supermetrinom uZ v koncentracii 50 mg/kg Zivej hmotnosti. Uplna inhibiciu
sme zistili u GS aktivity.

Pyretroidy ako silné neurotoxické ¢inidld ovplyviiuji permabilitu bunednych
membrén neurénov. Neddvne price ukazali, Ze pyretroidy Typu I inhibujii Na*, K*
- adenosintrifosfatdzu, ktord sa podiela na udrziavani iénového gradientu funk¢ne;j
membrany neurénov a inych buniek a pyretroidy Typu II s a-CN skupinou sa viac
podiefaji na inhibicii mitochondridlnej Mg2+- adenosintrifosfatazy, ktord participuje
na biosyntéze ATP (Soderlund, 1989). Nedostatok energie a nedostato¢nd re-
cyklizdcia nikotinovych nukleotidov mdze byf dal$im faktorom, ktory moze
ovplyviiovaf aktivitu nami sledovanych enzymov.

Pri metabolizicii a-kyano-pyretroidov dochddza k 3tiepeniu esterovej vazby, pri-
¢om vznikd o-kyano-3-phenoxybenzylalkohol, ktory sa oxiduje na prislu$nu kyse-
linu. Dal$im faktorom, ktory mdZe ovplyviiovaf bachorové mikroorganizmy je CN”
skupina, ktori baktérie moZu uvoliiovat zo supermetrinu podobne ako je to v pripade
kyanogénnych glykozidov z niektorych rastlin. Kyanovodik sa v bachorovom obsa-
hu za pritomnosti siry a enzymu rodandzy transformuje na netoxicky rodanid. De-
toxika¢né schopnosti jednotlivych bakteridlnych kmeitiov si rozne Majak
a Cheng, 1984).

Pri sledovani u€inku supermetrinu na enzymaticku aktivitu izolovanych bakte-
ridlnych kmetiov sme zistili inhibi¢ny vplyv len na aktivitu GDH i B. succinogenes
a GS aktivitu S. xylosus. U L. plantarum a M. elsdenii sme pozorovali mierne zvy-
Senie aktivity. Tieto diferencie v citlivosti na toxické uginky boli pozorované u jednotli-
vych bakteridlnych bachorovych kmetiov aj vo¢i PCP (Yokoyama ai., 1988).

Autori usudzuji, Ze rdzne kmene st schopné rozne sa adaptovat voci kodlivym
vplyvom ked maju k dispozicii fermentovatelné substraty pre svoj rast.
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The effects of supermethrin on ammonia-utilizing enzymes of rumen bacteria.
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*Synthetic pyrethroids are neuroactive substances with high selectivity to insects. They
are fast-degrading and show low toxicity to the other organisms. In spite of all these
characteristics there are certain risks for ruminants in these chemicals because the rumi-
nants as herbivorous animals consume large amounts of plants treated with insecticides.

As bacterial microflora plays an important role in ruminant physiology, the effects
of supermethrin were investigated in relation to the activity of key enzymes of nitrogen
metabolism of rumen bacteria, namely of glutamate dehydrogenase (GDH-NADH
E.C.1.4.1.2., GDH-NADPH E.C.14.14.) and glutamine synthetase (GS E.C.6.3.1.2.).

Supermethrin (Czechoslovak product) was administered to 15 sheep of the Slovak
Merino breed at the age of eight months, at subchronical doses (50 - 300 mg/kg live
weight) for six weeks. Two bacterial fractions were isolated from rumen after sheep
slaughter: rumen fluid bacteria and rumen-wall adhering bacteria, in which GDH and
GS activities were determined.

The activities of these enzymes in eight pure bacterial rumen cultures were investi-
gated to determine the effects of supennetﬁrin on the different bacterial strains: S. ru-
minantium A 17, F. succinogenes 16 J, B. ruminicola 3/3, M. elsdenii 4 MJ, L. plantarum
MRS, S. bovis A 24, S. xylosus 310 and E. faecium 2. The bacteria were cultivated in
media with supermethrin additions at concentrations of 0.66; 1.66 and 6.6 mg/ml of the
nutrient medium.

The results have demonstrated that the dietary supermethrin did not have any signifi-
cant effects on the investigated enzymes in rumen fluid bacteria. The activities of specific
GDH-NADH ranged from 274 + 58 to 290 * 84 nkat/mg of protein, the activities of
specific GDH-NADPH ranged from 37 £+ 4 to 55 + 0.9 nkat/mg of protein.

The activity of the enzymes of rumen-wall adhering bacteria decreased significantly.
An addition of 50 mg of dietary supermethrin decreased the activity of GDH-NADH
from 1171 £ 161 to 302 + 118 nkat/mg of protein, the activity of GDH-NADPH from
200 % 120 to 39 £ 10 nkat/mg protein. The GS activity was fully inhibited.

Supermethrin exerted different effects on pure strains of rumen bacteria. The activity
of GDH-NADPH was significantly inhibited only in F. succinogenes and the GS activity
only in S. xylosus.

sheep; rumen bacteria; glutamate dehydrogenase; glutamate synthetase; supermethrin

Kontaktnd adresa:

Doc. Ing. Viera Lendrtova, CSc., Univerzita veterinarskeho lekarstva, Komenského 73,
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VLASTNOSTI ADHERENTNYCH STAFYLOKOKOV
IZOLOVANYCH Z BACHOROVEJ STENY JAHNIAT

A. Laukova

Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

Sest definovanych kmetiov adherentnych, koaguldza-negativnych a kataldza-pozi-
tivnych stafylokokov bolo izolovanych z bachorovej steny jahniat. Na zaklade
diagnostickych testov, podra identifikatného kli¢a boli tri kmene priradené ku druhu
Staphylococcus warneri (SW34, SW64, SW6), dva ku druhu S. epidermidis (SE30,
SEA49) a jeden ku druhu S. cohnii subsp.urealyticum (SCU32). V3etky izolaty sa vyzna-
Covali nizkou, strednou aZ vysokou adherenciou na epitelidine bunky bachorove;j
steny resp. uredzovou aktivitou (1,9 + 0,02 az 14,9 + 2,12; 2,3 + 0,15 aZ 29,3 +
1,16 nkat/ml) a primeranou produkciou kyseliny mlie¢nej (0,164 aZ 0,687 mol/l).
Izolované kmene, s vynimkou kmeiia SE30, produkovali bacteriocin-like substancie,
ktoré inhibovali rast najviac 4 zo 6 pouZitych indikdtorovych baktérii rovnakého a pri-
buzného druhu, pri¢om dosahovali sice malé, ale jasné zony inhibicie o velkosti 2 aZ
5 mm. V3etky testované kmene boli rezistentné na sledované faZké kovy.

jahiiata; bachorova stena; stafylokoky; adherencia; uredza; bakteriocin; kyselina
mlie¢na; rezistencia

Bachorovd mikroflora prezivavcov predstavuje uceleny ekosystém, ktory zahfiia
nielen mikroorganizmy pritomné v bachorovej tekutine, ale tieZ baktérie asociované
s CiastoCkami krmiva a rovnako aj baktérie adherované na epitel bachorove;j steny.
Poznatky o adherentnej bachorovej mikroflore su v literatiire uvddzané len
poslednych desaf rokov (Kme f a i, 1990). Sucasné vedomosti o tejto subpopu-
lacii bachorovej mikrofléry zdsadne menia moZnosti ovplyviiovania vyvoja bacho-
rovej mikrofléry u mlddat preziivavcov, napr. pomocou kolonizaénych preparatov.
Vyznam adherentnej fakultativne anaerébnej mikrobidlnej populécne ktorej polty
dosahuju 107 az 10®baktérif (Rieu a.i., 1989) spo¢iva hlavne v jej aktivnej ucasti
v dusikovom metabolizme. Uredza produkované epimurdlnou mikroflérou méd do-
lezité miesto v recyklizdcii endogénnej mocoviny do bachora (Cheng
a Costerton,1980). V experimentoch na gnotobiotickych jahiiatich sa zistilo,
Ze amoniak reguluje expresiu uredzovej aktivity adherentnych fakultativne anae-
robnych ureolytickych baktérii (Cheng a Wallace 1979). Hydrolyza endo-
génnej moéovmy uredzou na amoniak a oxid uhli¢ity na povrchu epitelu bachorove;j
steny vytvara priaznivy koncentraCny gradient na prechod moc¢ovinového dusika vo
forme amoniaku do bachora preziivavcov. A kedZe medzi najviac zastipené bacho-
rové baktérie v obdobi mlie¢nej vyZivy u mlddat preaivavcov patria okrem fakulta-
tivne anaerébnych streptokokov a laktobacilov aj adherentné a uredzu produkujice
stafylokoky bolo zdmerom tejto prace diferencovat druhové zastipene adherentnych
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stafylokokov, ako aj sledovat ich dal%ie vlastnosti a tym Specifikovat, rozsirif
a upresnit doterajsie poznatky o adherentnej bachorovej populdcii.

MATERIAL A METODY

Stafylokoky boli izolované z bachorovej steny 24 jahniat vo veku 2 aZ 8 tyZdiiov
v obdobi mlie¢nej vyZivy. Bachorové stena bola odoberand zo zvierat ihned po za-
biti a uloZend do fyziologického roztoku. Dalej boli vzorky spracované metédou
podfa autorovJavorsky ai. (1983). Jednotlivé izolity boli ziskané kultiviciou
riedenych vzoriek (1 : 9) na selektivnom médiu Mannitol Salt Agar (MSA, Oxoid).
Zo 40 izoldtov bolo pre dalSie vy3etrenie vybranych 12, priC¢om na ich zdkladnu
diagnostiku bol pouZity komer¢ne vyrdbany identifikatny mikrotest Staphytest
(Lachema, Brno). Na detekovanie koaguldzy bol pouZity rovnako komer&ny test Se-
vatest Staphylo PK (Imuna, Sari¥ské Michalany). Hemolyza bola sledovana na VL
agare s pridavkom 10% defibrinovanej baranej krvi (Imuna, Sari¥ské Michalany).
Produkcia kataldzy bola testovand pridanim dvoch kvapiek 3% peroxidu vodika ku
suzpenzii prislu$ného kmetia. Adherencia stafylokokov na epitelidlne bunky bacho-
rovej steny bola sledovand mikroskopicky podla autorov Kme f a i. (1984), pri-
¢om adheren¢ny index predstavuje priemerny pocet baktérii adherovanych na jednu
epitelidlnu bunku bachorove;j steny. Uredzova aktivita (E. C. 3. 5. 1. 5.) bola stanovena
kvantitativnou metédou podfa Cooka (1976) a vyjadrend v nkat/ml. Produkcia
kyseliny mlie¢nej bola determinovand precipitanou metédou (Pryce, 1969)
a vyjadrend v mol/l. Indikdtorové kmene pouZité pri testovani produkcie bacterio-
cin-like substancii s zahrnuté v tab. III a metéda podfa Skalku ai. (1983) bola
pouZitd na toto testovanie. S. aureus CB44 (VSV Brno) bol pozitivnou kontrolou.
Rezistencia na fazké kovy (Cd-kadmium sulfat, Hg-chlorid ortutnaty) bola deteko-
vani semikvantitativnou diluénou metédou. Kazdy kmeii bol testovany na Zivnom
agare &. 2 (Imuna, Sari¥ské Michalany) s doplnkom roztoku soli fazkého kovu
v prislu3nej koncentrécii. Po 24-hodinovej kultivdcii pri teplote 37 °C bola stanovend
najniZ8ia koncentricia fazkého kovu, pri ktorej bol inhibovany rast testovaného
kmetia (MIC). Izolaty boli potom vyhodnotené podfa autorov Poston a Li
Saw Hee (1991)a Grewal a Tiwari (1990). Vysledky uredzovej akti-
vity a adherencie st aritmetickym priemerom + S. E. M. Reprodukovatelné vysledky
produkcie bacteriocin-like substancii a rezistencie na fazké kovy boli ziskané po
dvojndsobnom opakovani testov.

VYSLEDKY A DISKUSIA

Na zdklade diagnostickych testov, podla identifika¢ného kli¢a bolo Sest izolatov
adherentnych, koaguldza-negativnych, gram-pozitivnych kokov presne definova-
nych, pri¢om tri kmene boli priradené ku druhu S. warneri (SW34, SW64, SW6),
dva ku druhu S. epidermidis (SE30, SE49) a jeden kmeii bol priradeny ku druhu
S. cohnii subsp. urealyticum (SCU32) - tab. I. Ostatné kmene neboli bliZ§ie $peci-
fikované. V3etky identifikované stafylokoky fermentovali maltézu a mali pozitivnu
produkciu acetoinu a kataldzy. V tab. II si zahmuté vysledky testovania adheren¢ne;j
schopnosti, uredzovej aktivity a produkcie kyseliny mlie¢nej u izolovanych baktérii.
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1. Z4kladné vlastnosti adherentnych stafylokokov izolovanych z bachorovej steny jahniat - The basic
propetties of staphylococci isolated from the rumen wall of lambs

Fermenticia' SW34 | SEA9 SW64 SW6 | SCU32 | SE30
Sachar6za’ + v + + v +
Trehaléza® + - + + v -
Laktéza® + v v + + 8
Mannitol + = + ) N
Glycerol + " + + - )
Ostatné testy®

Alkalicks fosfatdza® v - v ) +
Redukcia nitritov’ + - - - +
Kataldza® + + + + + +
Hemolyzag + - + + - =

V3etky izolaty boli koaguldza-negativne - All isolates were coagulase negative

V3etky kmene mali pozitivnu produkciu acetoinu a fermentovali maltézu - All strains were ace-
toin positive and all strains fermented maltose

+ = pozitivna reakcia - positive reaction

- = négaﬁvna reakcia - negative reaction

(+) = slabo pozitivna reakcia - delayed reaction

v = variabilnd reakcia - variability in the reaction

SW34 - S. warneri SEA9 - 8. epidermidis

SW64 - S. warneri SW6 - S. warneri

SCU32 - S. cohnii subsp. urealyticum SE30 - S. epidermidis

lfem'nentation, 2s‘n.lctvose, 3uehalose, ‘lactose, Sother tests, Salkaline phosphatase, Tnitrate reduction,
catalase, s’he:molysis

Adherenény index jednotlivych izoldtov variroval od 1,9 + 0,02 do 14,9 £ 2,12
baktérii adherovanych na jednu epitelidlnu bunku bachorovej steny. V produkcii
uredzy sa prejavili zna¢né rozdiely medzi jednotlivymi kmefimi (2,3 + 0,15 aZ
29,3 + 1,16 nkat/ml), pri¢om kmeni SCU32 sa prejavil ako silne ureolyticky
s dobrou adherenénou schopnosfou. Silnd uredzova produkcia u kmeria SCU 32 je
aj jednym z hlavnych diagnostickych znakov (Kloos aWolfshohl, 1991)
tejto subspécie. Podra klasifikdcie autorov K me t a i. (1984) na zdklade namera-
nych hodnét je moZné izoldty vyhodnotif ako stafylokoky s nizkou, strednou a vy-
sokou adherenénou schopnostou resp. uredzovou aktivitou. Zdrovefi mozno
vzdjomne porovnat dosiahnuté hodnoty v produkcii uredzovej aktivity s podobnymi
vysledkami (W allace ai. 1979). Adherentné stafylokoky su jednym z prvych
producentov kyseliny mlie¢nej zo skupiny fakultativne anaerébnych baktérii, a teda
dosahovand produkcia kyseliny mlie¢nej u ziskanych izoldtov zodpoveda produkcii
u jej hlavnych producentov-laktobacilov (Marounek a i, 1988). V priemere
rovnaké hodnoty kyseliny mlie¢nej boli namerané tiez u stafylokokov izolovanych
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II. Adherencia, uredzova aktivita a produkcia kyseliny mlieZnej u testovanych kmefiov - Adherence,
urease activity and lactic acid production by the tested strains

3

" ; - g
Kmene' Adherencia.2 [nlxjkr:xa.rz:l"] Kyse;::lellnf tna
Staphylococcus 8,0+0,2 3,0 £ 0,02
warneri SW34 0,338
wse4 (149 + 212 23 10,15 0,687
swe 1,9 £ 0,02 5,7 %0,74 0,441
Staphylococcus 3,7+0,19 19.7 £2.71
epidermidis SE30 0,436
SE49 |6,7 £ 0,05 6,1 £ 0,08 0,164
Staphylococcus cohnii 10,6 £ 1,25 29,3 + 1,16
subsp. urealyticum
SCU32 0,206

.pn'emem)’l podet bakiérii adherovanych na jednu epitelidlnu bunku bachorovej steny - the average
counts of bacteria adhered to one epithelial cell of the rumen wall
1strains, 2adhenancc.e. 3 urease, 4lactic acid

z bachorového obsahu jahniat (Laukovd a Kmet, 1992). Testované baktérie
produkovali bacteriocin-like substancie, ktoré inhibovali rast najviac 4 zo 6 pouZi-
tych indikdtorov. S. epidermidis SE30 bol bez bakteriocinovej produkcie (tab. III).
Celkove bola produkcia bacteriocin-like substancii vyrovnana pri pouZiti indikdtora
rovnakého druhu (stafylokoky) ako aj druhov pribuznych (streptokoky, enterokoky)
pri dosahovani sice malych, ale jasnych z6n inhibicie o velkosti 2 - 5 mm. Aviak
uvedené izoldty je moZné povaZovaf za malo aktivnych producentov bakteriocino-
vych substancii. Je potrebné viak uvazZovat o niz$ej produkcii bakteriocinovych
substancii u adherentnych stafylokokov v kontexte s variabilnosfou v ich druhovom
zastipeni ako aj v suvislosti s pouZitymi indikdtorovymi kmetimi.Pri sledovani re-
zistencie na fazké kovy (Cd, Hg) sa prejavili vietky izoldty ako rezistentné
(MIC = 50 mg/1 pri Hg a pri Cd MIC dosahovalo viac ako 5 gres. 2 - 5 g/l). Vysokd
rezistencia na sledované fazké kovy mdzZe byt vysvetfovand v suvislosti s pri-
tomnostou plazmidov kdédujucich rezistenciu na fazké kovy (Hg, Cd) u stafylokokov
akootomreferuyjiBabich ai. (1990)a Foster (1983). Skalka (1991)
diagnostikoval tu prezentované druhy koaguldza-negativnych stafylokokov u hos-
podarskych zvierat vyznamnych pre ¢loveka ako zdroj Zivo¢iSnych bielkovin. Etio-
logicky vyznam niektorych koaguldza-negativnych stafylokokov je problematika
doposial nedostato&ne vyrie§end a jej rieSenie si vyZaduje dostatoény prehlad
o vyskyte takychto stafylokokov u klinicky zdravych hospodarskych zvierat. Preto
vyskyt a charakteristika koaguldza-negativnych, kataldza - pozitivnych stafylokokov
prezentovanych v tejto praci prispieva ku rozdireniu doteraj8ich vedomosti o dru-
hovom zastipeni stafylokokov u hospodarskych zvierat (Devriese ai., 1985;
Laukovd aKmef,1992; Laukovd a Marounek, 1992) a ziroveri
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III. Bakteriocinovéd produkcia stafylokokov izolovanych z bachorovej steny jahniat - Bacteriocin
production in staphylococci isolated from the rumen wall of lambs

Indikitorové kmem:2
209P SX63 SC7 SP10535 EF35 A024/85

Testovany kmeit'

Staphylococcus

warneri SW34 + + + ND + ND
SW64 ND + % + 4 +
SwWeé - + - + + +

Staphylococcus

epidermidis SE30 - - - = o %
SE49 - + - - + -

Staphylococcus cohnii
subsp. urealyticum
SCU32 + - = % z .

+ = pritomnos{ zény inhibicie - presence of zone of inhibition

- = npepritomnos{ zény - no zone of inhibition

ND = nedeterminovné - not determined

Staphylococcus aureus 209P (V3V, Bmo - University of Veterinary Medicine, Brmo)
Streptococcus bovis A024/85 (UEVM, Kodice - Research Institute of Experimental Veterinary
Medicine, Kosice)

Streptococcus pyogenes SP10535 (Fakulta zubného lekdrstva, Michigan, USA - University of Dental
Medicine, Michigan, USA)

Staphylococcus xylosus SX63, Staphylococcus cohnii SC7 a Enterococcus faecium EF35 (UFHZ -
SAV, Kofdice - Institute of Animal Physiology of the Slovak Academy of Sciences, Kogice)
'tested strain, Zindicator strains

predkladd moZnosti pre $tidium dafSich vlastnosti tychto zdstupcov mikrobidlnej
flory u hospoddrskych zvierat.Jedna sa najma o detekciu plazmidovej DNA u bacho-
rovych stafylokokov. Pozitivne vysledky by tak prispeli ku dotvoreniu komplexu
informdcii o tejto skupine baktérii a jej zastipeni v bachore prezivavcov, najmi ked
u niektorych druhov stafylokokov humdnneho pdvodu bola uZ plazmidovd DNA de-
terminovand (Augustin a Gotz, 1990; Archer a Scott, 1991).
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LAUKOVA, A. (Institute of Animal Physiology of the Slovak Academy of Sciences, Kogice):

The properties of adherent staphylococci isolated from the rumen wall of lambs.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (2): 107-113.

Six defined strains of adherent, coagulase-negative and catalase-positive staphylo-
cocci were isolated from the rumen wall of lambs. All the strains fermented maltose and
had positive acetoin production. The strains were classified as follows on the basis of
diagnostic tests, according to an identification key: three strains belonged to the species
Staphylococcus warneri (SW34, SW64, SW6), two to the species S. epidermidis (SE30,
SE49) and one to the species S. cohnii subsp. urealyticum (SCU32) - Tab. 1. The
adherence index of the different isolates ranged from 1.9 £ 0.02 to 14.9 £+ 2.12 of bacteria
adhering to one epithelial cell of the rumen wall. There were large differences in urease
production (2.3 £+ 0.15 to 29.3 £ 1.16 nkat/ml). But in general the isolated staphylococci
can be taken as strains with low, medium or high adherence, and /or urease activity
(Tab. II). In the group of facultative anaerobic bacteria the staphylococci are the first,
lactic acid producing bacteria and the attained production (0.164 to 0.687 mol/l) is
adequate to their portion in the rumen (Tab. II). The isolated strains produced bacte-
riocin-like substances which inhibited the growth of maximally four out of the six used
indicator bacteria of the same species, and also of a related species (Tab. III) while they
showed small but clear zones of inhibition of the size 2 to 5 mm. In general, the
mentioned staphylococci can be considered as little active producers of bacteriocin-like
substances. All the tested strains were resistant to the observed heavy metals.

lambs; rumen wall; staphylococci; adherence; urease; lactic acid; resistance
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AKUTNA ORALNA TOXICITA CESKOSLOVENSKEHO
VYVOJOVEHO HERBICIDU BENTAZON U BAZANTOV
A KRALIKOV A KLINICKA SYMPTOMATOLOGIA OTRAVY

J. Neuschl, P. Katmér

Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

V rémci zdviaznej toxikologickej testicie Ceskoslovenského vyvojového herbicidu
bentazén (Vyskumny tstav chemickej technoldgie, Bratislava) sa na dospelych kréli-
koch plemena novozélandské bicle a dospelych baZantoch oby&ajnych obojkovych
zisfovala miera jeho akiitnej ordlne;j toxicity (LDso) a klinickd symptomatolégia otravy
po z4faZi organizmu letdlnymi ddvkami. Sti¢asne sa sledovalo zotavenie sa intoxiko-
vanych jedincov z toxickych udinkov herbicidu po jeho podani v subletilnej davke.
Akitna ordlna toxicita (LDso) bola u krdlikov stanovend na 1139 mg/kg a u baZantov
na 2918 mg/kg Zivej hmotnosti. Z klinickych priznakov akiitnej orélnej intoxikacie
(letdlne davky: 1110 a 1170 mg/kg u krélikov, resp. 2750 a 3100 mg/kg Z. h. u ba-
Zantov) vystupovali do popredia plytké abdominélne zrychlené, staZené aZ preruSované
dychanie a cyanéza, apatia, sommolencia, zrychlend ncpravidglné srdcovd &innost,
zvySend telesnd teplota, rychly ndstup a intenzivny rigor mortis. Uhyn nastal udusenim
v $tddiu svalovych za¥kibov a klonicko-tonickych kféov v zavislosti od didvky medzi
6. - 20. hodinou. Z prejavov otravy dominovali hlavne poruchy dychu. Po jednorazove;j
subletilnej davke (1000 mg/kg u krdlikov a 2200 mg/kg Z. h. u baZantov) doslo
k VipInému uzdraveniu intoxikovanych zvierat po 2 - 4 diioch. Mierne zrychlené a sfa-
Zené dychanie, slabd cyandza, tachykardia a mierne zvySena telesna teplota vymizli
za | - 2 dni, nevyrazn4 apatia, sommolencia a hypodynamia za 2 - 3 dni. Za predpokla-
du, Ze sa dodr#i doporuéené technoldgia herbicidneho o3etrenia pestovanych kultir
(480 g na 100 m ) nebude pre kraliky a baZanty, ale pravdepodobne tieZ pre vietky
druhy kurovitych vtikov a zajace, predstavovat faktor vyvoldvajiici akiitne intoxikécie.
V zmysle klasifikacie WHO (1975) patri predmetny herbicid medzi malo toxické latky.

Ceskoslovensky herbicid bentazon; baZant; krdlik; strednd smrtelnd ddvka; klinické
prejavy otravy

V poslednych rokoch sa problematika moznych negativnych uinkov réznych
pesticidov na biologické systémy stdva stredobodom pozornosti viacerych medzi-
nérodnych organizicii a odbornej svetovej literattiry. V CSFR sa rozsiahle vyui-
vaju pesticidy, z ktorych aZ 58 % tvoria herbicidy. Aktudlnest uvedene;j
problematiky je umocnena skuto¢nostou, Ze v su¢asnosti va¢§ina pouzivanych herbi-
cidov nevyhovuje naliehavej poZiadavke vysokej Specifickosti, €o je spojené s rizi-
kom intoxikdcii uZitkovych zvierat. Riziko $kodlivého u¢inku po plosnom oSetreni
porastu pesticidmi je vacSie u volne Zjucich zvierat. Tieto mézu konzumovaft oSetreny
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porast po¢as ochrannej lehoty i napriek tomu, Ze sa pouZivaji rozne spdsoby na ich
odpla3ovanie.

Zivaza toxikologick4 testdcia novych pesticidov aj u volne Zjucich zvierat sa
stdva doleZitym faktorom prispievajucim k objektivizacii miery ich toxikologického
rizika a biologickych u¢inkov hlavne z aspektu ich zdsahu do produk&nej a repro-
dukénej schopnosti zveri.

Z uvedeného aspektu v ndvidznosti na predchddzajuce toxikologické Stadie
Ceskoslovenského herbicidu bentazénuoviec(Ka&madr ai.,, 1988; Neuschl
aKadmadr, 1992a,b) prezentujeme v predloZenej praci mieru jeho akutnej
ordlnej toxicity (LDs), klinicki symptomatol6giu otravy u krélikov a baZantov po
z4faZi organizmu letdlnymi ddvkami a zotavenie sa intoxikovanych jedincov z to-
xickych uéinkov bentazénu po jeho podani v subletdlnej davke.

Akitna ordlny toxicita (LDsg) &s. bentazénu bola doposial stanovend u potkanov
(Cerey, 1987;Inczinger, 1987) au oviec Neuschl a Ka&mir,
1992a). Stcasne popisali aj klinicki symptomatoldgiu otravy. Z dostupnych toxi-
kologickych tidajov o bentazéne vyrdbaného v SRN (na bdze bentazénu sa vyrdba
pripravok Basagran) vyplyva, Ze jeho strednd smrtefnd ddvky bola stanovend iba
u niektorych druhov laboratérnych zvierat, u ktorych bola zistend rozdielna citlivost
MePnikov ai, 1980; Sedokur, 1986; Zavoronkov ai., 1986).
Klinické prejavy otravy bentazénom zahrani¢nej proveniencie popisal Sedokur
(1986) u mysiek a potkanov.

Nami §tudovany bentazén &s. proveniencie je technicky produkt (Vyskumny
ustav chemickej technoldgie, Bratislava) a liSi sa od bentazénu vyrdbaného v SRN
tym, Ze sa vyraba z inych vychodzich komponentov a mdzZe obsahovat iné vedrajsie
produkty syntézy. Z chemického hfadiska patri do Sirokej skupiny heterocyklickych
zliCenin, k diazinom. Ide o 3-izopropyl 1-hydro-2,1,3-henztiadiazin-4-on-2,2-dio-
xid s molekulovou hmotnostou 240,3. Velmi slabo sa rozpufa vo vode, menej dobre
v jedlom oleji a dobre v acetone, benzine, chloroforme, resp. v etanole.

MATERIAL A METODY

STANOVENIE AKUTNEJ ORALNEJ TOXICITY

Strednd smrtelnd ddvka (LDsg) bentazénu sa stanovovala dvojddvkovou interpo-
la¢nou metddou podFfa autorov R o th ai. (1962). Stanovovala sa na 22 dospelych
krdlikoch plemena novozélandské biele obojakého pohlavia o hmotnosti 2,25 -
3,00 kg na zdklade exitu do 24 hodin a na 26 dospelych bazantoch obyc¢ajnych
obojkovych, oboch pohlavi, o hmotnosti 0,75 - 1,26 kg tieZ na ziklade thynu do
24 hodin. StibeZne pri stanoveni strednej smrtelnej ddvky bentazénu sa zistovala aj
klinickd symptomatolégia - otravy po dvoch odstuptiovanych letdlnych ddvkach.
Rozvoj priznakov intoxik4cie sa registroval v pravidelnych polhodinovych interva-
loch po aplikdcii bentazénu v ddvke 1110 mg/kg a 1170 mg/kg Z. h. u krélikov,
resp. v ddvke 2750 a 3110 mg/kg Z. h. u baZantov. Pokusné skupiny zvierat, ktorym
sa uvedené ddvky aplikovali, pozostdvali zo siedmich jedincov. Vzhfadom na jeho
velmi slabu rozpustnost vo vode sa aplikoval v slne¢nicovom oleji v pomere 1:5,
sondou per os. K vode a krmivu mali zvieratd neobmedzeny pristup.
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REGISTRACIA USTUPU PRIZNAKOV INTOXIKACIE

V priebehu siedmich dni sme sledovali zotavenie sa intoxikovanych zvierat z to-
xickych ii¢inkov predmetného herbicidu po jeho podani v subletélnej divke. Casovy
sled vymiznutia priznakov otravy sme sledovali u siedmich dospelych kralikov,
oboch pohlavi o hmotnosti 1,90 - 2,15 kg po jednordzovej subletdlnej ddvke
1000 mg/kg Z. h. a u siedmich dospelych baZantov, oboch pohlavi o hmotnosti 0,93 -
1,47 kg po jednordzovej subletdlnej ddvke 2000 mg/kg Zivej hmotnosti. Testovany
herbicid sa pokusnym zvieratdm aplikoval tieZ v slnenicovom oleji v pomere 1:5
sondou per os. Potas trvania experimentu boli pokusné zvieratd krmené granulova-
nou kfmnou zmesou neobmedzene. Vodu mali k dispozicii ad libitum.

VYSLEDKY

AKUTNA ORALNA TOXICITA

Kriliky: Strednd smrtefnd ddvka (LDsp) ¢s. bentazénu bola u krdlikov stanovend
na 1139 mg/kg Z. h. s homou medzou spolahlivosti 1186 mg/kg a dolnou 1109
mg/kg Zivej hmotnosti.

BaZanty: Strednd smrtelnd ddvka bola u baZzantov stanovend na 2918 mg/kg Z. h.
s hormou medzou spofahlivosti 3126 mg/kg a dolnou 2723 mg/kg Zivej hmotnosti.

Hodnoty akutnej ordlnej toxicity (LDsg) bentazénu zahrani¢nej proveniencie a &s.
bentazénu uvddzame v tab. I.

KLINICKA SYMPTOMATOLOGIA INTOXIKACIE U KRALIKOV

Priznaky zo strany dychacieho systému: Za 1 - 2 hodiny nastupuje tachypnoe
a mierné dyspnoe. Stucasne sa pridrzuje mierna cyan6za. V dalSom priebehu into-
xikdcie sa tachypnoe a dyspnoe zintenziviiuje, prehlbuje sa cyandza a pozoruje sa
plytsie abdomindlne dychanie. Pol a dve hodiny pred exitom sa zrychlené, sazené
a preruSované dychanie natolko zintenziviluje, Ze zvieratd dychaju s otvorenym
pyskom. Tesne pred exitom pozorovaf svalové zisklby, resp. tonickoklonické kr&e
a zvieratd hyni udusenim medzi 6 - 20 hodinou.

Priznaky zo strany CNS: Po 1 - 2 hodindch nastupuje apatia, sommolencia a hy-
podynamia. Utlm CNS sa postupne prehlbuje a 1 - 2 hodiny pred exitom dochddza
k relaxdcii svalstva na panvovych kon¢atindch, na bruSnom a chrbtovom svalstve.

Priznaky zo strany srdcovej ¢innosti: Za 2 - 4 hodiny sa pridruZuje tachykardia,
ktord sa v dalSom priebehu intoxikdcie zintenziviiuje natolko, Ze pred exitom su
srdcové ozvy neohrani¢ené.

Telesnd teplota: Zacina sa zvySovat za 2 - 4 hodiny a pred exitom hodnoty do-
sahuju az 42 - 43 °C.

Rigor mortis: Nastupuje velmi rychlo (po 3 - 4 minutdch) a je velmi vyrazny.

KLINICKA SYMPTOMATOLOGIA INTOXIKACIE U BAZANTOV

Klinické priznaky su v podstate zhodné s klinickou symptomatoldgiou otravy
krélikov. Priznaky otravy nastupuju za 1 - 2 hodiny prejavujice sa sommolenciou,
zniZenou pohyblivostou aZ adynamiou a na¥tichorenym perim. V dal§om priebehu
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intoxikdcie sa dostavuje zrychlené a stazené dychanie s vyraznou cyandzou. Telesnd
teplota vystupuje aZ na 45 °C. Tesne pred exitom v podstate nepozorovat vyraznejsie
klonicko-tonické kfle, ale obvykle 2 - 4 svalové za3klby a zvieratd hyni udusenim
v zdvislosti od ddvky medzi 6 - 20 hodinou. Rigor mortis nastupuje rychlejSie ako
u krdlikov (1 - 3 minity) a je vyrazne;jsi.

CASOVY SLED VYMIZNUTIA PRIZNAKOV INTOXIKACIE

Po jednordzovej perordlnej subletdlnej ddvke (100 mg/kg u krdlikov
a 2200 mg/kg Z. h. u bazantov) doslo k iplnému uzdraveniu zvierat po 2 - 4 diioch.
Mieme zrychlené a staZené dychanie, slabd cyan6za a mierne zvySend telesnd teplo-
ta vymizli za 1 - 2 dni, nevyraznd apatia, sommolencia a hypodynamia za 2 - 3 dni,
nechutenstvo pretrvalo 2 - 4 dni. Doba latencie klinickych priznakov otravy bola
1,5 - 3,0 hodiny.

DISKUSIA

Dostupné toxikologické $tudie s bentazénom zahrani¢nej proveniencie (SRN) na
laboratémych zvieratich poukazujii na ich rozdielnu druhovi citlivost. Melfnikov

I. Hodnoty akiitnej ordlnej toxicity (LDso) bentazénu zahrani¢nej proveniencie (SRN) a &eskoslo-
venského bentazénu - The values of acute oral toxicity (LDso) in bentazon of foreign provenance
(FRG) and in Czechoslovak bentazon

Druh zvierafa' LDg, (mg.kg'l %h.) Autor’
Bentazén zahrani¢nej proveniencie8
1050 Sedokur (1986)
—— 1100 MeTnikov a i. (1980)
1100 Agrochemicals Handbook (1983)
1100 Pesticide Manual (1979)
My 428 Sedokur (1986)
400 Melnikov a i. (1980)
Krdlik® 750 Agrochem Handbook (1983)
750 Merlnikov a i. (1980)
Mazka® 500 MeTlnikov a i. (1980)
500 Agrochemicals Handbook (1983)
Cs. vyvojovy bentazén®
Potkan® 1650 Cerey (1987)
Ovce - jarky‘s 1950 nami stanovena LD_f,olo

! animal cies, 2sewer—ta!, 3mouse. ‘mbbit, 5cat, 6ewc-hoggs, 7author, ®bentazon of foreign pro-

venance, ~Czechoslovak developmental bentazon, 1%determined LDso
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ai. (1980) uvadzajui pre potkany 1100 mg, myS$i 400 mg, krdlikov 750 mg a macky
500 mg/kg Zivej hmotnosti. Rovnakd LDsg zahrani¢ného bentazénu pre uvedené
druhy zvierat je uvedend vA grochemicals Handbook (1983). Jeho
ordlna akitna toxicita pre potkany uvedendv Pesticide Manual (1979)
je tiez zhodnd s LDsguvddzanou Mefnikovom ai. (1980). Podfa Sedo -
kura (1986) LDsqpre potkany &ini 1050 mg/kg Zivej hmotnosti.

Miera akitnej ordlne;j toxicity eskoslovenského bentazénu u potkanov stanovena
Cereyom (1987) na 1650 mg/kg poukazuje, %e pre potkany je menej toxicky .
ako bentazon zahrani¢nej proveniencie. Porovnanim nami stanovene;j strednej
smrtefnej ddvky ¢s. bentazonu u krdlikov (1139 mg/kg) s ordlnou LDsg bentazénu
zahrani¢nej vyroby (750 mg/kg) uvddzanouM e nik o vom ai. (1980) vyplyva,
Ze aj pre krilikov je menej toxicky. Skutotnost, Ze aj u baZantov sme zistili jeho
nizku akutnu ordlnu toxicitu (LDsp = 2918 mg/kg) nasved¢uje, Ze v porovnani so
zahrani¢nym sa javi ako bezpe&nejsi herbicid. Poukazuji na to i naSe
predchaddzajice toxikologické Stidie u oviec Neuschl a Kaé¢madr, 1992a)
u ktorych LDsg €ini 1950 mg/kg Zivej hmotnosti. Z vysledkov stanovenia LDsg Cs.
bentazénu vyplyva, Ze v zmysle klasifikdcie WHO (1975) patri medzi mdlo toxické
latky.

KedZe odli¥né vehikulum mdzZe do zna¢nej miery ovplyvnif hodnoty LDsq
v ddsledku ovplyvnenia resorpénych pochodov, zohladnili sme tito skutodnost pri
aplikdcii tohto herbicidu. Pre moZnost exaktného porovnania nami ziskanych hodnot
LDs testovanej ldtky s hodnotami uvddzanymi inymi autormi sme preto pouZili
obdobné vehikulum. Volba pouZitého vehikula napokon suvisi s fyzikdlno-chemic- -
kymi vlastnostami bentazénu. Tieto si rovnaké u doméceho i v zahraniéi vyraba-
ného bentazonu.

Z vysledkov tieZ vyplyva, Ze klinické priznaky otravy si u oboch druhov zvierat
zhodné. Zaznamenané klinické priznaky otravy poukazuju na to, Ze testovany benta-
z6n vo vysokych ddvkach popri utlmu CNS, ovplyvnenia srdcovej ¢innosti a zvy-
Senia telesnej teploty pdsobi negativne hlavne na respira¢ny aparat. Skuto&nost, Ze
patanatomickym vy3etrenim bola pravidelne registrovand vyraznd hyperémia
a edém plic, registrované poruchy respirdcie ddvame primdrne do suvislosti s jeho
rozvojom. Rovnaky obraz otravy sme zaznamenali aj u oviec (Neuschl a
K a &mdr, 1992a), Nami registrované priznaky otravy zo strany dychacieho apa-
rétu st zhodné z priznakmi, ktoré u potkanov popisal Cerey (1987). Podobné
priznaky intoxikécie po bentazéne zahrani¢nej vyroby popisal Sed ok ur (1986)
u potkanov a my$iek. Uvddza zrychlené povrchové dychanie a dychavi¢nost. Chy-
baju akékolvek udaje, ktoré by potvrdili nale zistenia, Ze v letdlnych a subletdlnych
ddvkach bentazon zvySuje telesnu teplotu, resp. Ze rigor mortis nastupuje rychlo
a je vyrazny. '

Zistenia, Ze po relativne vysokych subletdlnych ddvkach do3lo po 2 - 4 diioch
k uplnému uzdraveniu pokusnych zvierat sved&i o tom, Ze &s. bentazén je uvedenymi
druhmi zvierat dobre znaSany. Na dobri zndSanlivost subletdlnej ddvky poukazuji
aj vysledky sucasne sledovanych biochemickych a hematologickych ukazovatefov
a histopatologické vy3etrenia, ktord s predmetom samostatnych publikdcii. Tieto
zistenia ako aj skuto¢nost, Ze u pokusnych zvierat sme si¢asne zaznamenali aj jeho
nizku LDsg svedCia, Ze testovany bentazdn sa javi ako bezpe¢ny herbicid nielen pre
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baZanty a kréliky, ale pravdepodobne tieZ pre-zajace a vietky druhy kurovitych vta-
kov. Pri dodrzani doporugene;j technolégw a zdsad herbicidneho o3etrenia porastu
(predpokladzi sa pouzif 480 g na 100 m ) nebude pre uvedené druhy zvierat predsta-
vovat faktor vyvoldvajici akutne intoxik4cie.
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Acute oral toxicity of bentazon, Czechoslovak developmental herbicide, to pheasants and
rabbits and clinical symptomatology of poisoning.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (2): 115-121.

Adult rabbits of the New Zealand White breed and pheasants were used to determine
the rate of acute oral toxicity (LDso), clinical symptomatology of poisoning of organisms
loaded with lethal doses, and the recovery of intoxicated individuals from the toxic
effects of bentazon, Czechoslovak developmental herbicide (Research Institute of
Chemical Technology, Bratislava), administered at sublethal doses within the framework
of obligatory toxicological testing of this herbicide.
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The determined acute oral toxicity (LDso) was 1139 mg/kg in rabbits and 2918 mg/kg
of live weight in pheasants. The table shows LDso of the tested herbicide for various
animal species. The LDso values of bentazon produced abroad (Germany) are also shown
for comparison in this table. If the LDso values of both herbicides are compared, Czecho-
slovak developmental bentazon appears safer. The administration of lethal doses (1110
and 1170 mg/kg in rabbits, 2750 and 3100 mg/kg of live weight in pheasants) resulted
in clinical symptoms of poisoning detected predominantly in the respiratory system.
Shallow accelerated breathing and dyspnoea, CNS suppression, pronounced increase in
body temperature, rapid onset and high intensity of rigor mortis were observed. Animals
which died as a result of asphyxia induced by the sublethal doses (1000 mg/kg in rabbits
and 2200 mg/kg in pheasants) were observed after 2 - 4 days. Difficult accelerated
breathing and increased body temperature disappeared after 1 - 2 days while the remain-
ing symptoms after 2 - 3 days. The loss of appetite persisted for 2 - 4 days.

The results of the LDso determinations of the tested herbicide indicate that it will not
produce acute intoxications in pheasants and rabbits provided the recommended tech-
nology of herbicidal treatmens of crops (480 g per 100 m?) is observed. The above
mentioned aspects as well as the findings that the given animal species tolerate this
herbicide easily lead to a conclusion that it is safe for rabbits and pheasants. It may
likely be safe for all gallinaceous birds and hares. It belongs to the low-toxic substances
according to the WHO classification (1975).

bentazon - Czechoslovak developmental herbicide; pheasant; rabbit; medium lethal dose;
symptoms of intoxication

Kontakind adresa:

MVDr. Jozef Neuschl, CSc., Univerzita veterinidrskeho lekdrstva, Komenského 73,
041 81 Kosice ~
Tel. 095/321 11 - 15, fax 095/767675

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (2): 115-121 121



VYHODNY LEASING

STROJU A ZARIZENI
NEJEN PRO ZACINAJICI
A PODNIKATELE

ADEKO a. s. Vam nabizi

O kapitalovou udast v jinych podnikatelskych subjektech

O spoleéné podnikani

O poradenskou, konzulta¢ni a zprostfedkovatelskou ¢innost
v oboru ekologie

O investorskou a investi¢ni ¢innost

O feSeni odbytovych potizi vyrobcim a obchodnim
organizacim formou leasingového financovani

ADEKO a. s.
Slezska 7
120 56 Praha 2

tel.: 258 342
fax: 207 229

4




VYSKYT PROTILATEK PROTI LEPTOSPIRAM V KREVNICH
SERECH LOVNE ZVERE

F. Treml, E. Nesiialové

Vysokd Skola veterindrni a farmaceutickd, Brno

Sérologicky reakci mikroaglutinace lyze (RMAL) s 12 kmeny leptospir bylo vy3etfeno
792 krevnich sér lovné zvéfe, néleZejici k 14 zoologickym druhiim. Protildtky pouze
proti leptospirdm sérovaru L. grippotyphosa byly prokaziny v krevnich sérech $esti
vySetfovanych zoologickych druhi zvifat, a to v 50 ptipadech (6,31 %). Krevni séra
jelentt (Cervus elephus) reagovala v 3,76 %, smcu (Capreolus capreolus) v 6,61 %,
muflonit (Ovis musimon) v 2,5 %, divokych prasat (Sus scrofa) v 13,93 %, ondater
(Ondatra zibethica) v 14,28 %, lisek (Vulpes vulpes) v 5,26 %.

lovna zvéf; sérologie; protilatky; leptospiry; L. grippotyphosa

Patogenni leptospiry zpusobuji rizné zdvaznd onemocnéni lidi, hospodafskych
zvifat i zvifat volng Zjicich.

Pfi rozboru epidemiologie a epizootologie leptospirozy je tfeba vychdzet ze zna-
mého faktu, Ze leptospiry jsou primdrnimi parazity zvifat, pfedeviim volné Zjicich
hlodavci, ktefi se pak podileji na vzniku a pfetrvdvani pfirodnich a synantropnich
ohnisek ndkazy (Anjanin, 1971; Sebek, 1985).

Mnohé sérovary leptospir jsou viak zna¢n& roziifeny i u n&kterych druhti doma4-
cich zvifat, kde pak vytvafeji ohniska anthropourgickd (Sosov, 1974; Sebek
a Rosicky, 1974; Ellis aj., 1982 a dalsi).

Vzhledem k Siroké ekologické valenci hlavnich rezervoarovych zvifat, ale
i k velmi Sirokému okruhu potenciondlnich rezervodrii miizeme ohniska leptospir6-
zy nachdzet na nejrizn&j$ich typech stanovi¥f - pole, louky, pastviny, lesy, pfirodni,
ale i méstské parky apod.

Proto je krom& drobnych zemnich savci v&€novana pozornost i v&tSim druhiim
voln& Zijicich savci. Pom&mé& vysokou séropozitivitu zjistili napf. Se b ek
aVoSta (1958) na Tdborsku u zajici (kolem 25 %). Horsch aj., (1970)
u zajicu zjidfovali protildtky proti leptospirdm sérovaru L. grippotyphosa v 22,5 %.
Problematikou leptospiréz lovné zv&fe se u nds zabyvali pfedevs§im Se b e k
(1960)a Sebek a Rosicky (1975). Sérologickym vySetfenim krevnich sér
lovné zvé&fe zjistili, Ze nejCastdji se vyskytujicim sérovarem, ktery se podili na infekci
zvifat, je sérovar L. grippotyphosa. Ho rs c h aj. (1970) u lovné zvéfe zjistili spo-
radicky vyskyt protilatek proti leptospirdm sérovaru L. pomona a L. grippotyphosa
u ¢erné zvéte a jelend. Hiibner aHorsch (1977) pti sérologickém vySetfeni
volné Zijicich zvifat nachdzeli protilatky proti leptospirdm 14 sérovarii u 14,5 % vy-
Setfovanych zvifat. Pfevlddaly reakce s leptospirami sérovaru L. grippotyphosa. Po-
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zitivng reagovalo 3,55 % vy3etfovanych smci, 3,45 % jeleni, 13,4 % Semné zvite
a 24,3 % zajich. Weber aChristoph (1981) zjistili protildtky proti
leptospirdm Sesti sérovani u jelend v 2,1 %, smcii v 1,8 %, temé zvéfe v 18,6 %.
Sérologicky negativni byla vySetfovand séra dariki a mufloni. Witt aj. (1986) °
prokdzali protildtky v 9,86 % pfi vySetfovani sér Cerné zvéfe. Nejastgji byly reakce
prokazovany se sérovarem L. grippotyphosa. W i tt aj. (1988) v rdmci sérolo-
gického priizkumu spdrkaté zvéfe v oblastech, kde jiZ dfive byla prokdzina leptospi-
réza ¢emé zvéfe, zjistili protilitky u jelenti v 8,3 % a u smci v 4,9 %.

Vzhledem k moZnosti vySetfovat séra lovné zvéfe v letech 1987 - 1989 jsme se
zaméfili na zji¥fovan{ etiologické struktury a vyskytu protildtek proti leptospirdm
v t&chto sérech.

MATERIAL A METODA

V priib&hu let 1987 - 1989 jsme ziskali a vy3etfili krevni séra lovné zv&fe pochd-
zejici z riiznych honiteb CR. Podty i druhova pestrost vySetfované lovné zvéte zi-
visely na iniciativé pracovniki lesnich zdvodl povéfenych spolupraci s nami.
Celkem bylo vySetfeno 792 jedinct ndleZejicich k 14 zoologickym druhiim.

Séra na pfitomnost protilatek proti leptospirdm jsme vySetfovali podle standardni
metodiky (% ebek, 1979). K reakci aglutinace lyze bylo pouZito t&chto kment
leptospir: L. grippotyphosa - P 125; L. icterohaemorrhagiae - FrySava; L. sejroe -
M 84; L. canicola C 7; L. jeZ bratislava - JeZ Bratislava; L. pomona - Simon; L. arbo-
reae - M 7; L. bataviae - Moldava; L. bulgarica - Nikolaevo; L. sorex jalnd - Sorex
Jalnd; L. pyrogenes - Salinem; L. tarassovi - S 42.

Séra reagujici v zdkladnim fedéni 1 : 100 byla vy3etfovdna s pfisluSnym kmenem
do titru.

V Zidném piipad& u vySetfovanych zvifat nebylo z klinického hlediska podezfeni
na leptospir6zu.

VYSLEDKY

Vysledky vySetfeni jsou shrnuty v tab. I, z které je patmé, Ze v prub&hu let 1987 -
1989 bylo vySetfeno 792 krevnich sér lovné zvéfe ndleZejicich ke 14 zoologickym
druhtim a protildtky byly prokazovany v 50 vzorcich, tj. v 6,31 %.

Celkem bylo vySetfeno: 398 krevnich sér jeleni (Cervus elephus), tj. 50,2 %;
165 krevnich sér divokych prasat (Sus scrofa), tj. 20,8 %; 136 krevnich sér (Capreo-
lus capreolus), tj. 18,6 %; 40 krevnich sér muflond (Ovis musimon), tj. 5,0 %
z poltu vySetfovanych. Krevni séra ostatnich zvifat byla vySetfovdna v mensich
poctech.

Protildtky byly prokazovdny v krevnich sérech zvifat $esti zoologickych druhi,
a to pouze proti leptospirdm sérovaru L. grippotyphosa.

Nejcastgji byly protilatky prokdzdny v krevnich sérech ondater (Ondatra zibethi-
ca), a to ve 14,28 %,; divokych prasat (Sus scrofa) ve 13,93 %; smci (Capreolus
capreolus) v 6,61 %,; liSek (Vulpes vulpes) v 5,26 %; jelent (Cervus elephus)
v 3,76 %; mufloni (Ovis musimon) v 2,5 %.

V krevnich sérech zvifat ostatnich zoologickych druhti nebyly protildtky prokazany.
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DISKUSE

V préci byl sledovan vyskyt protildtek proti leptospirdm v krevnich sérech lovné
zvéte. Protiltky byly prokdziny v 50 pfipadech vy3etfovanych vzorkd, tj. 6,31 %,
a to u Sesti zoologickych druhi ze 14 vySetfovanych. VySetfovand séra reagovala
pouze s leptospirami sérovaru L. grippotyphosa.

Vyrazn& naj&ast&jsi vyskyt protildtek byl zaznamendn u prasete divokého
(13,93 %). Obdobné vysledky publikovali Sebek (1960), Hibner a
Horsch (1977),Weber a Christoph (1981)a Witt aj. (1986), ktefi
pti sérologickém vy3etfovani vice druhii lovné zvéfe nachdzeli u prasete divokého
nejvyS3i sérologickou pozitivitu. :

Stejné tak vyskyt protildtek u srnct (6,61 %) a jeleni (3,76 %) pfiblizn& odpo-
vidd vysledkim vy$Se uvedenych autoril. V jejich Setfenich sice také dominoval
vyskyt protildtek proti leptospirdm sérovaru L. grippotyphosa, pfesto viak proka-
zovali protildtky i k jinym sérovarim leptospir, napf. L. interohaemorrhagiae, .
L. ballum a L. pomona (Weber a Christoph, 1981; Witt aj., 1988).

T

L. Vysledky sérologického vySetfeni krevnich sér lovné zvéfe na pfitomnost protilitek proti leptospi-
rim - The results of serological examination of blood sera of the game for the presence of antibodies
to Leptospiras

Vyheliovany: dnib! vf;':::l Pozitival %
Jelen lesni (Cervus elephus) 398 15 3,76
Smec obecny (Capreolus capreolus) 136 9 6,61
Muflon (Ovis musimon) 40 1 2,50
Dané&k skvmity (Dama dama) 10 0 0
Prase divoké (Sus scrofa) 165 23 13,93
Zajic polni (Lepus europaeus) 3 0 0
Krdlik divoky (Oryctolagus cuniculous) 1 0 0
Ondatra piZmov4 (Ondatra zibethica) 7 1 14,28
Ligka obecna (Vulpes vulpes) 19 1 5,26
Tchot tmavy (Putorius putorius) 1 0 0
Kuna skalni (Martes foina) 1 0 0
Kuna lesni (Martes martes) 7 0 0
Lasice kolava (Mustela nivialis) 3 0 0
Jezevec lesni (Meles meles) 1 0 0
Celkem® 792 50 6,31

vlexamined Zoo-species, %total number of examined animals, 3positive, 4total
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Protildtky proti leptospirdm nejsou prokazovany jenom u lovné zvéfe, ale vysky-
tuji se i u $kodné. NaSe Setfeni vSak prokazuji pouze sporadicky vyskyt protilatek
proti leptospirdm u lisky. Je v8ak tfeba brat v uvahu, Ze byly vySetfovany relativng
malé soubory zvifat. Sebek a Rosicky (1975) prokdzali u $kodné (lisky,
tchofi, kuny) podstatné vy38i séropozitivitu, a to od 34,3 % do 46,8 %. Hatha -
way aj. (1983) Casto prokazovali protildtky proti leptospirdm u jezevcu, vyder,
liSek a poukazovali pfitom na zvlastnosti ekologickych podminek ve Velké Britanii.

Vysoké procento séropozitivity jsme zjistili u ondater (14,28 %). I v tomto pfi-
padé je zapotfebi vysledky hodnotit obezfetn&, nebof byl vysetfovdn pouze maly
poet jedincti. AvSak podle naSich dfiv&jsich Setfeni, ale i praci Sebka aRo-
sického (1975), popfipadé Desmechta aColina (1988), je mozno
fadit ondatru mezi potenciondlni zdroje onemocnéni leptospirami, zpisobované pfe-
devsim sérovarem L. grippotyphosa. Uvedeni autofi prokazovali pfi vySetfenich vy-
sokou sérologickou pozitivitu a podafila se i izolace piivodce z vySetfovanych
zvitat.

Nédmi dosazené vysledky v porovndni s naSimi a zahrani¢nimi autory ukazuji
zna¢nou vnimavost lovné zvéfe k infekci riznymi sérovary leptospir. Je v8ak mozno
konstatovat, Ze tato zvifata, aZ na malé vyjimky, nemaji vyznamnou roli v epizoo-
tologii leptospirozy. SpiSe je mozno pfedpoklddat, Ze se tato zvifata, podobné jako
i ostatni domdci zvifata a ¢lovék, infikuji v prostfedi, které je kontaminovano re-
zervodrovymi zvifaty patogennich leptospir, jimiZ jsou, jak u nds tak i v jinych std-
tech, pfedevsim voln& Zijici drobni zemni savci. K infekci dochdzi pfedevsim z
nekontrolovanych vodnich zdrojt, ale i z vngj§iho prostfedi kontaminovaného moci
infikovanych mikromamalii.
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Bmo):

The occurrence of antibodies to Leptospira in the blood serum of game.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (2): 123-127.

The blood serum of game was examined for the presence of antibodies to Leptospiras
in 1987 - 1989. A total of 792 blood sera from animals belonging to 14 zoo-species
were examined (Tab. I). The blood serum of red deer (Cervus elephus) was examined
the most often within the group of animals, in 398 cases, i.e. 50.2 %, followed by
165 blood sera of wild boar (Sus scrofa), representing 20.8 %, and by 136 blood sera
of roedeer (Capreolus capreolus), representing 18.6 %. Small numbers of blood sera of
the other animals were examined.

A serological reaction of microagglutination - lysion revealed the antibodies to Lep-
tospiras in fifty examined samples, i.e. 6.31 %, of the six examined zoo-species: muskrat
(Ondatra zibethica) 14.28 %, wild boar (Sus scrofa) 13.93 %, roedeer (Capreolus
capreolus) 6.76 %, fox (Vulpes vulpes) 5.26 %, red deer (Cervus elephus) 3.76 %,
mouflon (Ovis musimon) 2.50 %. No antibodies to Leptospiras were found in the blood
serum of the other animal species (Tab. I).

Twelve strains of Leptospira were used for serological examination according to the
standard method (8 e b e k , 1979). The examined blood sera of game reacted only with
Leptospiras of the serotype L. grippotyphosa. No reaction with other Leptospira sero-
types was observed.

Our results have demonstrated, in comparison with the results of foreign authors,
great susceptibility of the game to infection with different serotypes of Leptospira. But
it is possible to say that with certain exceptions these game species do not play an
important role in the epidemiology of Leptospirosis.

game; serology; antibodies; Leptospiras; Leptospira grippotyphosa
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