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IN VITRO AMPLIFIKACIA FRAGMENTU GENOMU VIRUSU
SLIZNICNEJ CHOROBY (BVD-MD) PCR METODOU

8. Viltek

Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

Na dékaz gendmu virusu slizni¢nej choroby (BVD-MD) hovadzieho dobytka bol
vybrany 315 bp tsek z génu kédujiceho virusovy gp 80. DIZku amplifikovaného
fragmentu vymedzovali priemery P1-5-GTAGGTAGAGTGAAACCCGG-3’
a P2-5-CGGGACCTGGACTTCATAGC-3". Virusova RNA bola izolovand z
infek&ného média obsahujiceho virus BVD-MD (kmeti Ph) zmesou fenol-chloroform
(1:1). Pred amplifikaciou bola RNA prepisana do cDNA v pritomnosti P2 priemeru
uéinkom AMYV reverznej transkriptazy. cDNA bez izoldcie z transkrip&nej reakénej
zmesi bola priamo pouZitd do PCR reakcie. Pred zafatim amplifikicie bola DNA de-
naturovand zohriatim na teplotu 94 °C po dobu 10 minit. Boli zistené tieto vhodné
reakéné podmienky PCR metddy: Koncentrdcia priemerov Py a P2 v 100 pl reakéného
roztoku - 1 pM, dNTP - 100 puM, 2 - 4 U Taq polymerazy, 25 - 35 cyklov amplifikacie
s teplotnym reZimom: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min, s prediienou inkubéciou
73 °C/7 min v poslednom cykle. Na dokaz amplifikovaného produktu - 315 bp DNA
- vyhovuje elektroforeticka analyza v 1,5 aZ 2% agar6zovom gély v TAE pufri s farbe-
nim gélu etidium bromidom.

PCR metéda; virus slizni¢nej choroby (BVD-MD); reverzna transkripcia; in vitro
" amplifikicia

Slizni¢n4 choroba (BVD-MD) je vyznamné ochorenie hovidzieho dobytka, ktoré
sa prejavuje viacerymi klinickymi priznakmi, napr. hnac¢kou, v kombindcii s inymi
patogénmi ako respiraény syndrom, zvyS$enou citlivostou zvierat k roznym
infekcidm zniZenim 1Zitkovosti (Radostist Littlejohns, 1988;
Baum ai., 1989). Intrauterinnd infekcia mdZe viest k maltransformécii a aborcii
plodu (R o ss ai., 1986). Etiologickym agensom slizni¢nej choroby je RNA virus,
ktory patri medzi pestivirusy. Jeho geném tvori jednovldknovd RNA o dlzke
priblizne 12 500 nukleotidov (Collet a i, 1988).

Laboratérna diagnostika slizni¢nej choroby je zaloZend prevdZne na izoldcii vi-
rusu na bunkovych kultirach, imunofluorescen¢nej detekcii antigénu, detekcii Spe-
cifickych protildtok virus-neutralizaénym testom, alebo ELISA technikou
(Dubovi, 1990). Uvedené laboratorne vySetrenie maju z hladiska diagnostiky
niektoré nevyhody, napr. su ¢asovo zdrhavé a vyZaduju bunkovu kultivdciu, iné su
nedostato¢ne citlivé alebo Specifické, pretrvdvaji problémy s rozliSenim cytopa-
tickych a necytopatickych kmetiov virusu.

S rozvojom technik molekuldrnej biol6gie sa zaina aj dalSia inovdcia labora-
tormej diagnostiky infekénych chordb. NajvyznamnejSim trendom tejto inovécie je
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§irSie vyuzivanie molekuldrno-genetickych metéd (Pauli a i, 1991). Uvedené
metddy, na rozdiel od doteraz vyuZivanych, su zaloZené na detekcii genémov
mikroorganizmov vo vySetrovanych vzorkdch. Zvlasf PCR metdda (Saiki ai.,
1985), ktord umoziuje amplifikovaf v in vitro podmienkach vybrany uisek gendému
mikroorganizmu, pre svoju vysoku citlivost a $pecifitu md perspektivu v labora-
tornej detekcii agensov infek¢nych chordb. Zagiatkom 90. rokov viaceré laboratorid
vyuZli PCR metédu na detekciu virusu BVD-MD amplifikovanim vybratych frag-
mentov jeho genému (Hertig ai, 1991; Lopez ai, 1991; Hooft van
Idderkinge ai., 1992).

Na3e chovy hovidzieho dobytka s silne premorené infekciou slizni¢nej choroby.
Niektoré vySetrenia naznaduji, Ze viac ako 70 % zvierat m4 v sére Specifické pro-
tilitky. Rychly test na priamy ddokaz virusu nie je k dispozicii. K rieSeniu tohto
problému sme pristipili vyuZitim metéd molekulovej biolégie. Najprv sme na ino-
véciu detekcie virusu BVD-MD zvolili dot-blot hybridiziciu so Specifickou DNA
sondou (Vil&ek ai., 1992). V tejto prici uvddzame vysledky experimentov
ziskané pri zavddzani PCR metddy vyuZitej na amplifikdciu vybraného useku ge-
nému virusu BVD-MD.

MATERIAL A METODY

IZOLACIA VIRUSOVEJ RNA

K 500 pul suspenzie virusu BVD-MD (vakcina¢ny kmeii Ph, Bioveta Nitra) o titri
asi 10* TCIDsyml sme pridali 50 pl 10% SDS a 55 pl proteindzy K (Serva)
o koncentrécii 0,5 mg/ml. Po inkubdcii 56 °C/25 min sme RNA izolovali extrakciou
s0 600 pl fenol-chloroformu (1:1). Z 500 pul odobranej vodnej fdze sme RNA vyzri-
Zali pridanim 50 pl 3M octanu sodného (pH 5,2) a 1 ml 96% chladeného etanolu.
Precipitovani RNA (-20 °C/18 h) sme rozpipetovali po 2 pl alikvétoch a zmrazili
pri -20 °C.

PRIMERY NA REVERZNU TRANSKRIPCIU A PCR METODU

Na in vitro amplifikdciu sme vybrali 315 bp usek z génu kddujiceho virusovy
glykoprotein gp 80. Primery boli povodne navrhnuté autormi Hertig ai. (1991)
a poskytol ndm ich dr. Baird (Edinburg): P; - 5> GTAGGTAGAGTGAAACCCGG-3’
a P, - 5>CGGGACCTGGACTTCATAGC-3".

Pri prepise RNA na cDNA sme vyuZili reverzni transkriptdzu a P, primer.

PREPIS VIRUSOVEJ RNA NA ¢cDNA

K 2 pl RNA virusu BVD-MD sme pridali 5 pl injek&nej vody a 1 pul 100 pM
primeru P,. Roztok sme zohriali na teplotu 65 °C/5 min a rychle ponorili do fadu.
K denaturovanej RNA sme pridali 5 pl 10x reak&ného pufru pre reverzni
transkripciu (1x - 50 mM Tris-HCI, pH 8,3; 50 mM KCl, 10 mM MgCl,, 1 mM
ditiotreitol, 1 mM EDTA), 1 pl 10 mM dNTP (Pharmacia) a 1 pl AMV (avian mye-
loblastosis virus) reverznej transkriptdzy (7500 U/ml - Promega). Roztok sme
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doplnili injek&nou vodou na objem 50 pl a inkubovali pri 37 °C/2 hodiny. Po skond&e-
nf reakcie sme roztok zmrazili pri -20 °C.

PCR METODA

K 10 pl roztoku odobratého po skon&eni reverznej transkripcie (bez izoldcie DNA
fenoldciou) sme postupne pridali po 1 pl primerov Py, P, (koncentrdcia v reakénom
roztoku - 1 pM), 1 pl 10 mM dNTP (koncentrcia v reakénom roztoku - 100 pM)
potom 10 pl 10x reak&ného roztoku pre Tag polymerdzu (1x - 10 mM Tris-HCI,
pH 8,3; 1,5 mM MgCl,; 50 mM KCI; 1 mg/ml Zelatina) a 76 pl injek&nej vody a na
reak&ny roztok sme navrstvili 70 pl parafinového oleja. Roztok v Ependorphovej
skimavke sme inkubovali na 94 °C/10 mimit. Potom sme reak&ni zmes vytempe-
rovali na 73 °C a pridali 1 pl (1-4 U) Tagq polymerdzy (Boehringer Manheim).
In vitro amplifikdciu sme previedli ruénym premiestiiovanim skimavky do kiipefov
o teplote 94 °C/1 min; 56 °C/1 min; 73 °C/1 min naj&astejSie v reZzime 35 cyklov.
V poslednom cykle sme inkubdciu pri 73 °C prdlZili na 7 mint. Pri zistovani niekto-
rych zdvislosti sme menili poet cyklov (15-35), alebo teplotu pre vdzbu primerov
(50-62 °C).

ELEKTROFORETICKA ANALYZA APLIFIKOVANEHO PRODUKTU

Thned po skon&eni PCR metddy sme analyzovali fyzikdlnu velkost amplifikova-
ného produktu nanesenim 10 pl aplifikadnej zmesi na 1,5% agardzovy gél.
Elektorforézu sme robili za $tandardnych podmienok: TAE pufer, 110 V/45 min,
farbenie s etidium bromidom (M aniatis ai., 1982). Pozitivnu apmlifikiciu sme
detekovali elektroforetickym pdsmom o dlzke 315 bp, ktory sme kontrolovali oproti
markeru pBR 322-Alu L.

VYSLEDKY

Pred in vitro aplifikdciou sa RNA geném virusu BVD-MD musi prepisat na DNA.
Pri prepise sme pre DNA polymerdzowu aktivitu AMV reverznej transkriptdzy vyu-
Zili primer P,. Ziskand cDNA nebola izolovand z reak&nej zmesi, ale priamo pouZitd
na amplifikdciu PCR metédou. Po pridani oboch primerov, zmesi vietkych Styroch
deoxynukleotidtrifosfitov - ANTP a Taq polymerdzy sme po 35 cykloch amplifika-
cie zaznamenali pri elektroforetickej analyze jasny pas 315 bp fragmentu DNA
(obr. 1c). Spolu s 315 bp pdsom sa po amplifiklacii objavuje aj menej vyrazny mensi
fragment (asi pod 100 bp) nezndmej povahy, ale tento elektroforeticky pds neprekdza
dokazu hlavného produktu amplifikdcie. Pri kontrolnej elektroforetickej analyze
c¢DNA virusu BVD-MD (obr. 1a) a primeru P; (obr. 1b) sme nezistili Ziadne elektro-
foretické pdsy.

V Studovanom intervale tepldt hybridizdcie, t.j. vizby (annaeling) primerov
(50 - 62 °C) sme po 35 cykloch amplifikdcie vZdy zistili 315 bp fragment DNA
(obr. 2A). So zvySovanim teploty hybridizdcie dochddza k pecifickej¥ej amplifi-
kécii, Co sa prejavilo Cistej§im 315 bp elektroforetickym pdsom (bez ,.chvostova-
nia*). Pre dal§ie experimenty sme zvolili kompromisni teplotu 56 °C/1 min.
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1. Elektroforeticky dokaz 315 bp aplifikovaného fragmentu gend-
mu virusu BVD-MD: a - ¢cDNA virusu BVD-MD po reverznej
transkripcii RNA genému (koncentricia 5x vy$Sia ako v reaknej
zmesi po&as in vitro amplifikdcie); b - primer P2 (koncentrdcia 5x
vy33ia ako v reak&nej zmesi po&as in vitro amplifikdcie); ¢ - ampli-
fikdcia 315 bp fragmentu genému virusu BVD-MD, 35 cyklov
amplifikdcie, teplotny reZim: 94 °C/min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min,
4 U Tagq polymeréazy; d - marker pBR 322-Alu I (poloha déleZitych
pasov: 910 bp, 659+656 bp, 521 bp, 403 bp, 281 bp, 257 bp a
dalgich 9 mensich fragmentov. Elektroforéza: 1,5% agar6za v TAE
pufri, 110 V/45 min, farbenie s etidium bromidom; na analyzu bolo
naloZené 10 % objemu roztoku amplifikovanej zmesi, t.j. 10 pl —
Electrophoretic proof of 315 bp of the amplified genome fragment
of BVD-MD: a - cDNA of BVD-MD after reverse transcription of
RNA genome (fivefold higher concentration than in the reaction
mixture in the course of in-vitro amplification); b - primer P2 - (fi-
vefold higher concentration than in the reaction mixture in the
course of in-vitro amplification); ¢ - amplification of 315 bp of
BVD-MD genome fragment, 35 amplification cycles, temperature
regime: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min, 4 U Tagq polyme-
rase; d - pBR 322-Alu I marker (position of important bands:
910 bp, 659+656 bp, 521 bp, 403 bp, 281 bp, 257 bp and nine other
smaller fragments. Electrophoresis: 1.5% agarose in TAE buffer,
110 V/45 min, ethidium bromide staining; 10 % of the volume of
amplified mixture solution, i.e. 10 pl, were loaded for analysis

Dalej sme $tudovali vplyv po&tu cyklov amplifikicie a aktivity Tag polymerdzy
na mnoZstvo amplifikovaného produktu. Detekovatelny 315 bp elektroforeticky pds
sme zistili uz po 25 cykloch amplifikdcie (obr. 2B, c), pri¢om tento pds bol jasnej$i
po 35 cykloch (obr. 2B, d). V snahe zvysif citlivost PCR metddy je vyhodné usku-
toénif in vitro amplifikdciu s 35 cyklami v teplotnom rezime 94 °C/1 min;
56 °C/1 min; 73 °C/1 min. Za tychto podmienok je potrebné do reakéného roztoku
o objeme 100 pl pridat 2-4 U Taq polymerazy (obr. 2C, b, c).

DISKUSIA

PCR metdda, prvykrat popisand v polovici 80. rokov (Saiki ai., 1985;
Mulllis a Fallona, 1987), je zaloZend na principe in vitro amplifikdcie,
t.j. pomnoZeni vybraného tiseku dvojvldknovej DNA. Dizku amplifikovaného tiseku
DNA vymedzuju kratke syntetické molekuly DNA - primery, ktoré sa naviazu (pri-
hybridizuju) na jeho koncové sekvencie nukleotidov. DNA polymerdza, v siCasnosti
najCastejSie Taq polymerdza, dosyntetizuje v pritomnosti ANTP nové vldkno DNA,
podla matrice jednovldknovej DNA predlZovanim 3’ - konca primerov. Po dal$ej
denaturdcii novosyntetizovanej dvojvldknovej DNA sa pri vhodnej teplote opit na-
viaZu primery a enzym opaf dosyntetizuje nové komplementdrne vldkna DNA.
Tento proces sa mdze mnohokrét opakovat, takze v priebehu n cyklov (kazdy cyklus
je zloZeny z troch krokov: denaturdcia - hybridizicia primerov - syntéza DNA) teo-
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2. Vplyv teploty hybridizicie primerov (A) poétu cyklov (B) a aktivity Tag polymerazy (C) na ampli-
fikiciu 315 bp fragmentu genému virusu BVD-MD: A - teplota hybridizicie, t.j. vazby pn'merov
a-50°C,b-56°C,c-62°C,d- marker pBR 322-Alu I; 35 cyklov amplifikdcie: 94 °C/1 min,
50 - 62 °C/1 min, 73 °C/1 min, 4 U Taq polymerdzy); B - po&et cyklov amphﬁkame a-5b-15,
¢ - 25, d - 35, e - marker pBR 322-Alu I; tepelné rezimy cyklov: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min,
73 °C/1 min, 4 U Taq polymerazy; C - aktivita Tag polymerdzy (Amersham:a-1U,b-2U, ¢ -
4 U, d - marker pBR 322 Alu I; 35 cyklov amplifikicie: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min.
Elektroforéza: 1,5% agaréza v TAE pufri, 110 V/45 min, farbenie s etidium bromidom; na analyzu
bolo naloZené 10 % objemu roztoku amplifikovanej zmesi (t.j. 10 pl) — The effect of the temperature
of primer hybridization (A), cycle number (B) and Taq polymerase activity (C) on 315 bp ampli-
fication of BVD-MD genome fragment: A - hybridization temperature, i.e. primer bond: a - 50 °C,
b- 56 °C, ¢ - 62 °C, d - pBR 322-Alu I marker; 35 amplification cycles: 94 °C/1 min, 50-62 °C/1 min,
73 °C/1 min, 4 U Taq polymerase; B - number of amplification cycles: a- 5, b - 15, ¢ - 25, d - 35,
e - pBR 322-Alu I marker; temperature regimes of cycles: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min,
4 U Taq polymerase; C - Taq polymerase activity (Amersham: a- 1 U,b-2U,c-4U,d - pBR
322 Alu I marker). 35 amplification cycles: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/min. Electrophoresis:
1.5% agarose in TAE buffer, 11 V/45 min, ethidium bromide staining; 10 % of the volume of ampli-
fied mixture solution, i.e. 10 pl, were loaded for analysis

reticky ddjde k 2" pomnoZeniuy, t.j. amplifikdcii molekil DNA. V pnebehu 20 az
30 cyklov sa DNA v redlnych podmienkach pomnoZi asi 10°-10% (Lynch
aBrown, 1990), z femtogramovych mnoZstiev aZ na mikrogramové mnozstva.
Molekuly RNA je mozné PCR metddou amplifikovat aZ po ich prepise na DNA.
Tato modifikidcia PCR met6dy bola v literatire pomenovand RT-PCR (reverse
transcription PCR).

Okrem toho, ze PCR metdda naSla Siroké vyuzitie v zdkladnom vyskume
(Vosberg, 1989) vyrazne zasiahla aj do inovécie diagnostiky infek&nych cho-
rob. Dokaz mikroorganizmu spo&ivajuci na selektivnom pomnoZeni vybraného
useku jeho genému je velmi citlivy a Specificky. Pretoze PCR metdda vyuziva k do-
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kazu geneticky materidl mikroorganizmu, umozZiiuje detekovaf infek&né
a neinfek&né agensy vo v&asnej a latentnej faze infekcie, agensy, ktoré v organizme
vyvoldvaji iba slabi imunitni odpoved, agensy, ktoré sa tazko kultivuji, a to bez
potreby Zivého biologického systému d&i 1& ek, 1992). Metodicky jednoducha
PCR metéda silne konkuruje ¢asove zdlhavej a na bunkovej kultivdcii zdvislej me-
téde izoldcii infek&ného agensa. Tieto dovody viedli viaceré laboratéria k overova-
niu PCR met6dy aj na dokaz virusov vyznamnych nielen v humdnnej, ale aj
veterindrnej medicine, napr.: virus Aujezského choroby M aes ai., 1990), virus
besnoty (Ermine ai., 1990), rotavirus (Xu a i., 1990), prasali parvovirus
Molitor ai., 1990), virus leukézy Murtaugh ai., 1991), virus slintatky
a krivatlky M e yer ai., 1991), virus afrického moru oSfpanych (Steiger ai.,
1992) a iné.

Na amplifikdciu sme pouZili najjednoduchsi model, infek&né médium obsahujice
virus BVD-MD (vakcina¢ny kmeii Ph), dodané v lyofilizovanom stave bez buniek.
Prvym krokom bola izoldcia virusového RNA genému. Z roznych technik sme pou-
Zili jednoduchu fenol-chloroformowvii metddu. PretoZe pri izoldcii RNA hrozi riziko
jej degraddcie u¢inkom ribonukledz, do reak&nych roztokov sa spravidla priddvaji
inhibitory tychto enzymov (M aniatis ai., 1992) a sklo sa tepelne opracuvava.
V na¥om laborato6riu sme pri izoldcii RNA vynechali priddvanie drahych inhibitorov
a v8ade, kde to bolo moZné, sme pouZili polyetylénové skiimavky. K zniZeniu degra-
décie RNA na minimum sme RNA rozpusfali v injek&nej vode, okamzZite rozpipe-
tovali do malych objemov a zmrazili pri -20 °C.

PretoZze Taq polymerdza vyuZziva ako substrdt len molekuly DNA, pred amplifi-
kéciou bola izolovand RNA prepisand reverznou transkriptdzou s vyuZitim primeru
Py, ktory bol vyuZity aj pri PCR metdde. Vysledok tejto reakcie nebol priamo kontro-
lovany, ale cDNA bola ihned bez izoldcie z transkripénej reak&nej zmesi priamo
pouzitd ako zlozka (amplifikovand vzorka) PCR met6dy.

Podobne ako iné laboratorne techniky aj PCR metdda vyZaduje optimaliziciu
reakénych podmienok. Jednou z doleZitych zloZiek PCR metddy su vhodné primery.
Na amplifikdciu ¢asti genému virusu BVD-MD vybral napr. Hertig ai. (1991)
primery z génu kddujiceho virusovy p80 polypeptid alebo obalovy glykoprotein
gp 53, ini autori gén kédujucu gp 48, holandski autori Hooft van
Iddenkinge ai. (1992) 482 bp usek z oblasti gp 80 anapr. Lopez ai.
(1991) 205 bp usek z cDNA vymedzeny polohami nukleotidov 9893-10098. Vzh[a-
dom na dostupnost primerov sme na amplifikdciu vybrali 315 bp usek virusového
génu kédujuceho polypeptid p80 navrhnuty autormi Hertig ai. (1991).

Z literdrmych udajov je zndme, Ze gendmy cytopatogénnych a necytopatogénnych
kmeriov virusu BVD-MD vykazuju zna¢nu variabilitu (Ridpath aBolin,
1991), preto sa velmi taZko hladaju univerzilne PCR primery. Uspe$na amplifikdcia
kmetia Ph naznaduje, Ze vyber primerov z génu kodujiceho gp 80 je perspektivny
%' z hladiska detekcie kmetiov virusu BVD-MD vyskytujucich sa v naich chovoch.

ial, virus slizni¢nej choroby je Casto neZiadica kontaminujuca zloZka fetdlnych sér,
ktoré sa pouZivaji pri kultivicii buniek (Levings aWessman, 1991). Do
akej miery tento fakt zohral ilohu v naSich pokusoch s PCR metddou nie je moZzné
zistit, lebo virus BVD-MD sme ziskali vo forme lyofilizovaného média bez moZnosti
ziskat' ako kontrolu samotné pouzité kultivatné médium.
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Vo v3etkych experimentoch in vitro amplifikdcie genému virusu slizni¢nej cho-
roby sme pozorovali okrem oakdvaného elektroforetického pdsu o velkosti 315 bp
aj mensi pds o velkosti okolo 100 bp. Vyskyt mensieho pdsu je najskdr spdsobeny
vytvdranim nizkomolekuldmych ¥truktir primer-dimer, pretoZe pouZité primery
obsahuju Styri navzdjom komplementdme nukleotidy. Tento fakt mdZe ovplyvnif
citlivost testu a preto pararelne s tymito experimentami overujeme aj vlastnosti
dalsich $tyroch pdrov primerov na detekciu genému virusu BVD-MD.

Vizba primerov na vzorku DNA zdvisi na zvoleni vhodnej teploty hybridizdcie
(annaeling). Volba tejto teploty suvisi s nukleotidovym zloZenim primerov. Podobne
ako Hertig ai. (1991), aj my sme zstili, Ze vhodnou teplotou je kompromisna
hodnota 56 °C/1 min. Pri niZ$ej teplote sa mdZe objavif neSpecifickd amplifikdcia,
pri vySSej teplote moZe klesaf uinnost amplifikdcie. Zmenu tepldt jednotlivych
cyklov (94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min) sme robili manudlnym premiestiio-
vanim skimavky do troch vodnych kipefov. T4to operdcia je vefmi monoténna.
Zmenu tepldt reakEného prostredia spravidla zabezpe€uje automatické programova-
tefné zariadenie - termocykler. Nae predbeZzné experimenty s termocyklerom fy
Perkin Elmer-Cetus potvrdili, Ze pri rovnakom teplotnom reZime tieZ ddjde
k uspednej amplifikdcii 315 bp fragmentu BVD-MD.

Kvalita a ispech amplifikdcie PCR metddou zdvisi aj od kvality Tag polymerazy.
V na8ich pokusoch bol prevaZzne pouZity termostabilny enzym fy Boehringer
Mannheim alebo Amersham a &iasto&ne aj Perkin Elmer-Cetus, ktory optimalne pra-
cuje pri teplote 73 °C. Z vlastnych skusenosti mdZeme potvrdif, Ze niektoré SarZe
enzymu fy Serva ndm v PCR reakcii z nezndmych pri¢in zlyhali. Kolisanie kvality
Taq polymerdzy tejto firmy pozorovali aj ini autori M aly ai., 1992).MnoZstvo
produktu exponencidlne zdvisi na po¢te cyklov amplifikdcie (Lynch a
B rown, 1990). V nafich podmienkach sme 315 bp fragment DNA mohli elektro-
foreticky dokdzaf po 25 cykloch (2 U Taq polymerédzy, celkovy reakény objem
100 pl). Pri nezmenenom poéte cyklov je moZzné redukovanim reak&ného roztoku
na polovi¢ny objem zniZif aZ o 50 % spotrebu vzdcnych primerov, enzymu, dNTP,
¢o sme aj neskor potvrdili.

Zavedenie met6dy na amplifikdciu fragmentu genému virusu BVD-MD PCR me-
todou je motivovany vyvojom citlivého, Specifického a rychleho testu na diagnosti-
ku slizni¢nej choroby hoviddzieho dobytka. V tomto 3tddiu rozpracovania
experimentov mdZeme konstatovat, Ze metodika je asovo pomerne krétka: Izoldcia
RNA fenolovou technikou trvd asi 20 - 30 min, so zrdZanim pri -20 °C 1 h, alebo
vyhodnejsie cez noc. Vzorky RNA mdZu byt predpripravené do zdsoby a dlhodobo
skladované pri -20 °C. Reverzna transkripcia trvd 2 h a ndslednd amplifikacia PCR
metddou 2 - 3 h, elektroforeticky dokaz produktu amplifikdcie 1 hodinu. Pokusy
ur&ujuce citlivost a Specifitu ndSho amplifikadného systému s vyuzitim dalSich pri-
merov s v §taddiu rozpracovania.

Inovécia diagnostickych a detek&nych postupov vyuZivanych vo veterindrnej me-
dicine je nd§ dlhodobejsi vyskumny zimer. Neddvno sme rozpracovali podmienky
detekcie virusu BHV-1 metédou dot-blot hybridizdcie (Vil&ek a i., 1992)
a Ciasto¢ne aj PCR metddou (Vil&e k, 1993). Z naSich experimentov tieZ vyply-
va, Ze nami navrhnuty synteticky oligonukleotid moze ako DNA sonda v dot-blot
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hybridizdcii detekovaf niektoré kmene virusu BVD-MD (Vil&ek ai., 1992).
Avsak RT-PCR metdda popisovand v tejto prici s vyuZitim vhodnych primerov
umozni kvalitnejSiu detekciu virusu BVD-MD.
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In-vitro amplification of genome fragment of bovine viral diarrhea-mucosal disease
(BVD-MD) by PCR method.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5) : 257-266.

DNA in-vitro amplification when a PCR (polymerase chain reaction) method is used
(Saiki etal, 1985) provides for a simple technique of marked amplification of a se-
lected DNA fragment. The length of a DNA amplified fragment is determined by two
synthetic primers which spontaneously (at an appropriate temperature) hybridize with
the opposite ends of antiparallelly oriented strains of denatured DNA. The enzyme Taq
polymerase completes the synthetisation of new DNA strains from the primers. Repeti-
tion of these cycles (denaturing, primer bonds, DNA synthesis) enhances the DNA am-
plification of a defined strain length to such an extent that is possible to prove this process
by e.g. electrophoretic analysis.

For the purposes of a proof of BVD-MD genome in cattle the fragment 315 bp was chosen
from the virus-coding gene gp 80. The primers P, - 5~ GTAGGTAGAGTGAAACCCGG - 3’
and P; - 5’- CGGGACCTGGACTTCATAGC-3’(Hertig etal., 1991) determined
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the length of the amplified fragment. Virus RNA was isolated from the infectious
BVD-MD-containing medium (Ph strain) using a phenol-chloroform (1:1) mixture, and
before amplification it was transcribed to cDNA in the P, presence by the effect of AMV
reverse transcriptase. cDNA without isolation from the transcription reaction mixture was
directly used for PCR. DNA was denatured at 94 °C for 10 minutes before the outset
of amplification. These reaction conditions are suitable for the PCR method: P; and P>
primer concentrations per 100 pl reaction solution - 1 uM, dNTP - 100 uM, 2 -4 U Taq
polymerase, 25 - 35 amplification cycles with the temperature regime: 94 °C/1 min,
56 °C/1 min, 73 °C/1 min, and prolonged incubation 73 °C/7 min in the last cycle. Proof
of the amplified product 315 bp DNA - electrophoretic analysis of 1.5 to 2% agarose
gel in TAE buffer and ethidium bromide staining of gel are suitable.

The introduced PCR method gives opportunities for innovations of BVD-MD diag-
nosis in cattle on the basis of virus genome proof without any cell cultivation need.

PCR method; BVD-MD; reverse transcription; in-vitro amplification
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ANTAGONISTICKA AKTIVITA BACHOROVYCH BAKTERI{
ENTEROCOCCUS FAECIUM A STAPHYLOCOCCUS WARNERI

A. Laukova

Ustav fyzioldgie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

Bachorové kmene E. faecium (5) a S. warneri (4) boli testované na antagonisticki akti-
vitu resp. antimikrobidlne spektrum bacteriocin-like substancii produkovanych tymito
baktériami. Ako indikdtorové kmene boli pouZité izolaty bachorového i nebachorového
povodu. V3etky izolity produkovali bacteriocin-like substancie inhibujlice rast aspoii
jedného zo série 9 indikdtorovych kmeiiov pri prevahe jasnych inhibi&nych z6n
o velkosti 2-10 mm. V3eobecne, testované kmene inhibovali rast ako gram-pozi-
tivnych, tak aj gram-negativnych baktérii, aviak stafylokoky prejavili antagonisticki
aktivitu s men3im antimikrobidlnym spektrom v porovnani s enterokokmi. PredlZenie
kultivatnej doby neovplyvnilo antagonistickii aktivitu testovanych kmetiov. Teplota
60 °C (30 min) a oSetrenie trypsinom spdsobili u vatsiny testovanych kmefiov stratu
inhibi&nej aktivity, zatialéo inhibi&nd aktivita bola zachovand u va&Siny kmetiov po
o3etreni enzymom pronaza P.

Enterococcus faecium; Staphylococcus warneri, antagonistickd aktivita; bacteriocin-
-like substancia; antimikrobidlne spektrum; teplota; enzymy

Stafylokoky a enterokoky patria ku prvym kyselinu mlie¢nu produkujicim bakté-
riam v bachorovom mikrobidlnom ekosystéme mlddat prezivavcov (Barr ai,
1980). Enterokoky (laktobacily nevynimajic) sui dokonca jej hlavnymi producenta-
mi v prvom tyZdni Zivota teliat (K met a i, 1990). U preZivavcov sa kyselinu
mlie¢nu produkujice baktérie aktivne zucastiiuju intermedidrmeho metabolizmu
(Laukovd aKuncovd, 1991). Kyselinu mlie¢nu produkujice baktérie st
taktieZ producentaml heterogénnej skupiny jednoduchych protemov ako aj poly-
peptidov s rdznym zloZenim aminokyselin, ktoré sa vyznaduju roznymi chemickymi
¢i fyzikdlnymi vlastnostami, molekulovymi hmotnostami ako aj antimikrobidlnym
spektrom ucinku - bakteriocinov resp. lantibiotik (Schillinger, 1990). Boli
publikované uZ viaceré price predstavujice gram-pozitivne baktérie ako producentov
bakteriocinov ¢i lantibiotik (Tagg ai, 1976; Kaletta ai, 1989; Parrot,
1990), aviak prezentované izoldty boli zvatSa humanneho alebo nutri¢tného povodu.

Cielfom tejto prdce bolo sledovaf antagonisticku aktivitu bachorovych druhov
E. faecium a S. warneri, ktoré su najCastej§imi zdstupcami svojich bakteridlnych
skupin v bachore mladych prezivavcov (Laukovd, 1992a, b).

MATERIAL A METODA

Kmene E. faecium (5) boli izolované z bachorového obsahu teliat a kmene
S. warneri SW24, SW34, SW48 boli izolované z bachorového obsahu jahniat
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a kmeri SW98 bol izolovany z bachorovej steny jahniat. Na zdchyt druhov E. fae-
cium bol pouzity Selektivny bujon pre fekdlne streptokoky (Imuna, Sari¥ské Micha-
lany) s pridavkom 60 g chloridu sodného, 18 g agaru a 10 % defibrinovanej baranej
krvi. Kmene S. warneri boli selektované na manitolovom médiu s obsahom 2 ml
hovidzieho koncentrovaného odvaru, 10 g peptonu, 10 g manitolu, 75 g chloridu
sodného, 25 ml fenolovej ¢ervene a 18 g agaru. Izoldty boli diagnostikované ako
druhy E. faecium a S. warneri na zéklade vysledkov pouZitého identifikacného systé-
mu Strepto- resp. Staphy-test (Lachema, Brno) ako aj podla autorov K10 o's
aSchleifer (1975), Schleifer a Kilpper-Bidlz (1984)
a Ruoff (1990).

Antagonistickd aktivita (bacteriocin-like produktivita) bola testovand metddou
podlaautorov Skalka ai.(1983), pricom bola sledovand velkosf (mm) a jasnost
inhibi¢nych zon. Ako indikdtorové baktérie boli pouZité bachorové kmene Strepto-
coccus bovis A024/85 (Ustav experimentdlnej veterindrnej mediciny, KoSice),
Lactobacillus plantarum L53 (uZ uvedené pracovisko), Enterococcus faecium A26
a Staphylococcus sp. ST20 (UFHZ SAV, Kogice), ale tieZ kmene rézneho povodu
ako Staphylococcus aureus Oxford 209 P, Corynebacterium renale CCM 5740
(VSV, Bro), Providentia stuartii J.H.1. (Detskd nemocnica Toronto, Kanada)
a Escherichia coli ECT (UFHZ SAV, KoSice) — tab. 1. Pozitivnou baktoeriocin pro-
dukujticou kontrolou boli kmene S. aureus CB 44 (VSV, Bmo) a E. faecium AL6
(vlastny izoldt).

Citlivost produkovanych bacteriocin-like substancii na teplotu 60 °C (3G min)
bola sledovana podla autorov Lyon a Glatz (1991), pri¢om boli vzorky po
teplotnej expozicii testované na pretrvdvajucu aktivitu.

Citlivost bacteriocin-like substancii na o%etrenie trypsinom a prondzou P bola sta-
novend metddou podla Tobu ai. (1991). Trypsin (Serva, Germany) a proniza P
(Sigma, USA) boli do vzoriek pridané v kone¢nej koncentrécii 0,5 mg/ml. Vzorky
s enzymami ako aj bez ich pridavkov boli inkubované 1 h pri teplote 37 °C a potom
testované na pretrvdvajicu aktivitu. Reprodukovatelné vysledky boli ziskané po
trojndsobnom opakovani testovania.

VYSLEDKY

Vsetky izolaty (okrem SW48 a EF24c v pripade indikatorov bachorového pdovo-
du) produkovali bacteriocin-like substancie inhibujiice rast aspoii jedného zo série
9 pouzitych indikdtorovych kmeriov. Pri posudzovani inhibi¢nych zén z morfolo-
gického hladiska prevlddali jasné zény inhibicie so zaoblenymi okrajmi o velkosti
2 - 10 mm (tab. II, III). U testovanych enterokokov bol intenzivnejSie inhibovany
rast nebachorovych indikdtorov v porovnani s idnikatormi bachorového povodu,
av3ak prevlddali inhibi¢né zony vo velkosti (Sirka) 2 - 5 mm. VSeobecne, stafylokoky
prejavili antagonisticku aktivitu s men$im antimikrobidlnym spektrom v porovnani
s enterokokmi. V3etky kmene, vynimajic S. warneri SW48, inhibovali rast indika-
tora 209 P. Rast indikdtora E. coli EC7 inhibovali vietky testované enterokoky. Ani
jeden z testovanych kmetiov neinhiboval rast indikatorovej baktérie E. faecium A26.
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1. Indikdtorové baktérie pouZité pri testovani antagonistickej aktivity — Indicator bacteria used in
the tests of antagonistic activity

Drub’ Zdroj?
Rézne izolaty
Gram-pozitivne kmene* Staphylococcus aureus Oxford 209P klinicky izolat’
Corynebacterium renale CCM 5740 klinicky izolat’
Lactobacillus acidophilus CCM 467 mlieny izoldt®
Gram-negativne kmene” Escherichia coli EC7 kurga-slepé Erevo®
Providentia stuartii J.H.1. klinicky izolat’

Bachorové izolity®

bachor-tela'®
bachor-tefa'®
bachor-tefa'®

bachor-tefa'®

Streptococcus bovis A024/85
Staphylococcus sp. ST20
Enterococcus faecium A26
Lactobacillus plantarum 153

lspecies, Zsource, “different isolates, 4gmm-positive strains, 5gmm-negalive strains, rumen isolates,
T¢linical isolate, 8actic isolate, 9cac:cum-chick. 10 umen-calf

II. Antimikrobidlne spektrum bacteriocin-like substancii produkovanych bachorovymi izoldtmi
E. faecium a S. warneri — Antimicrobial spectrum of bacteriocin-like substances produced by the
rumen isolates E. faecium and S. warneri

Indikétorové baktérie bachorového povodu®
Testované kmene' Velkosf inhibiénych zén (mm)
A024/85* sT20° L53°
Staphylococcus warneri SW24c - - -
SW34 +
SWog + + +
Enterococcus faecium  EF35 + - -
EF26/142 + & &
EF24/232 + + .
EF61 - + s

Ani jeden z testovanych kmefiov neinhiboval rast indikdtora E. faecium A26 — None of the tested
strains inhibited the growth of the indicator E. faecium A26

Kmene SW48 a EF24c boli bez antagonistickej aktivity pri pouZiti bachorovych indikitorov —
SW48 and EF24c strains were without antagonistic activity using indicators of rumen origin

+ = velkosf inhibi¢nej zény 2 - 5 mm — diameter of the zone of inhibition 2 - 5 mm

- = Ziadna inhibi¢nd z6na — no inhibition zone

ltested strains, Zindicator bacteria - rumen isolates, *diameter of the zones of inhibition (mm),
4Streplococcus bovis, sSlaphylococt:us sp., ®Lactobacillus plantarum
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III. Antimikrobidlne spektrum bacteriocin-like substancii produkovanych bachorovymi izolétmi
E. faecium a S, warneri — Antimicrobial spectrum of bacteriocin-like substances produced by rumen
isolates E. faecium and S. warneri

Indikétorové baktérie réznebo povodu’
Tetivish kitisns? Velkos{ inhibi¢nych zén (mm)’
(2”0‘;‘;.'9 o | So¥ | B’ | ama?
Staphylococcus warneri SW24 + + . . %
SW34 + . . . &
SwWos + + - - +
SwW48 - - 5 = +
Enterococcus faecium  EF35 + + + + +
EF26/142 + ND = + +
EF24/232 + + - ++ 3
EF61 ++ % . P .
EF24c + + & + -

SW24, SW34, SW48 = kmene izolované z bachorového obsahu jahniat — strains isolated from

the rumen contents of lambs

SW98 = izoldt z bachorovej steny jahniat — isolate from the rumen wall of lambs

EF - kmene izolované z bachorového obsahu teliat — strains isolated from the rumen contents
of calves

+ = velkosf inhibi&nej zény 2 - 5 mm — diameter of the zone of inhibition 2 - 5 mm

++ = velkos{ inhibi¢nej zény 5 - 10 mm — diameter of the zone of inhibition 5 - 10 mm

- = Ziadna inhibi¢nd z6na — no inhibition zone

ND = not determined

ltested strains, Zindicator bacteria of non-rumen origin, 3diameter of inhibition zones (mm),
‘Staphylococcus aureus, > Corynebacterium renale, "Lactobacillus acidophilus, "Escherichia coli,
8 providentia stuartii

Indikdtor L. plantarum L53 bol inhibovany len bacteriocin-like substanciou produ-
kovanou kmetiom SW34, Predlenie kultivatnej doby neovplyvnilo antagonistickd
aktivitu testovanych kmeiiov. Celkove bol inhibovany rast ako gram-pozitivnych,
tak aj gram-negativnych baktérii.

U kmeriov EF35, SW34 a SW98 bola antagonistickd aktivita zachovand po
oSetreni trypsinom. U ostatnych kmeriov v3ak toto oSetrenie spdsobilo stratu anta-
gonistickej aktivity. Pri pouZiti prondzy P do$lo ku strate aktivity u kmetiov SW24,
EF35 a EF26/142. U ostatnych testovanych izoldtov nespdsobil u¢inok prondzy P
stratu aktivity (tab. IV).

Teplota 60 °C (30 min) nespdsobila stratu inhibi¢ne;j aktivity len u kmetiov EF35,
EF24/232 a EF24c (tab. IV).
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IV. Utinok tepla a enzymov na antagonisticku aktivitu bacteriocin-like substancii produkovanych
bachorovymi izoldtmi E. faecium a S. warneri — The effect of heat and enzyme treatment on the
antagonistic activity of bacteriocin-like substances produced by the rumen isolates E. faecium and
S. warneri

Testované kmene' 60 °C* Trypsinb Pronéza P°
Staphylococcus warneri SW24 S S S
SW34 S R R
SwW9s S R R
SwW4s S S R
Enterococcus faecium  EF35 R R S
EF26/142 S S S
EF24/232 R S R
EF61 S S R
EF24c R S R
S = strata antagonistickej aktivity — loss of antagonistic activity
R = zachovani antagonistick4 aktivita — presence of antagonistic activity

= 60 °C (30 min)
, ¢ = enzymy pridané v koncentrdcii 0,5 mg/ml — concentration of trypsin and pronase P was
.5 mg/ml

[=2-a8

ltested strains

DISKUSIA

S. warneri SW24 a SW48 produkovali bacteriocin-like substancie termolabilné
pri teplote 60 °C, a zdroveii trypsin-senzitivne, o poukazuje na nizkomolekuldme
bakteriociny na zdklade klasifikdcie bakteriocinov podfa Bradleyho (1976).
Bacteriocin-like substancie produkované kmetimi S. warneri SW34 a SW98 sa pre-
javili ako trypsin-rezistentné a teplo-senzitivne, ¢o poukazuje podfa Bradleyho kla-
sifikdcie na vysokomolekuldrne bakteriociny. Av3ak presnd diferencidcia tychto
substancii si vyZaduje podrobnu analyzu sekvencie aminokyselin v ich peptidovom
retazci, kedZe u niektorych stafylokokovych druhov (S. gallinarum F16/P57 alebo
Tii 3928, S. epidermidis 5) boli purifikované bakteriocinové substancie s obsahom
aminokyselin lahthionin a methyllanthionin, tzv. lantibiotiki (Sahl a Brandis,
1981; Kellner, 1988). Bacteriocin-like substancie produkované kmetimi E. fae-
cium EF24c a EF24/232 st pravdepodobne nizkomolekuldrne resp. je moZné zaradif
ich do tejto skupiny bakteriocinov, ked'Ze sa prejavili ako trypsin-senzitivne a teplo-
rezistentné. Kmene E. faecium EF26/142 a EF61 produkovali sice trypsin-senzi-
tivne, aviak zdroverl tieZ teplo-senzitivne bacteriocin-like substancie, o poukazuje
skdr na nizkomolekuldrne substancie resp. bakteriociny. U kmeiia E. faecium EF35
je mozné uvaZovat o produkcii vysokomolekuldrneho bakteriocinu, pretoZe nim pro-
dukovand substancia sa javila ako trypsin-rezistentnd aj ked zdroveni teplo-re-
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zistentnd. AvSak i u tychto kmeiiov je potrebnd pre uZsiu Specifikdciu sekven¢nd
analyza purifikovanych substancii. Z hfadiska molekuldrnej genetiky, moZnosti ako
vyuzif ziskané poznatky pre dalSie experimenty, poskytuji uidaje o plazmidovej de-
termindcii bakteriocinov u niektorych stafylokokov a enterokokov (Colmar a
Horaud, 1987, Archer a Scott, 199];Libertin ai, 1991).
Z praktického hfadiska je zas ddleztd moZnost vyberu niektorych producentov pre
aplika¢né pouzitie. Prikladom je bachorovy kmei E. faecium CCM 4231 v preparite
Inhicol na zdklade silnej bakteriocinovej produkcie ureny na potld&anie enteritid
u mladych prezivavcov, prasiat a kuréiat (K met a i., 1992). Inhibi¢né G¢inky
bakteriocinov produkovanych kyselinu mlie¢nu produkujicimi baktériami su tieZ
v sutasnosti vyuzivané v potravindrskom priemysle na potlatanie patogénnych za-
rodkov (Okereke a Montville, 1991). Dokonca enteropatogény z hy-
diny perzistujice v fudskom &reve boli potld€ané bakteriocinmi produkovanymi
laktobacilmi a pediokokmi Juven ai., 1991), o poukazuje na rozsiahle
moznosti ich uplatnenia nielen z hfadiska veterindmej mediciny.
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Antagonistic activities of the rumen bacteria Enterococcus faecium and Staphylococcus
warneri
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The bacterial strains E. faecium and S. warneri were tested for their antagonistic ac-
tivities, and/or for the antimicrobial spectrum of bacteriocin-like substances produced
by these bacteria. Isolates of rumen and non-rumen origin were used as indicator strains
(Tab. I). All the isolates (except the strains SW48 and EF24c as indicators of rumen
origin) produced bacteriocin-like substances inhibiting the growth of at least one of the
series of the nine indicators used while clear inhibition zones 2 - 10 mm prevailed (Tabs.
I1, III). Among the enterococci, the inhibition of non-rumen indicators was more inten-
sive in comparison with the indicators of rumen origin, but the inhibition zones were
only 2 - 5 mm. In general, the staphylococci showed the antagonistic activity with the
lower antimicrobial spectrum in comparison with the enterococci. None of the tested
strains inhibited the growth of the indicator E. faecium A26. The summary results show
that the growth of both gram-positive and gram-negative bacteria was inhibited. The pro-
longed cultivation time did not influence the antagonistic activity of the tested strains.
In the strains EF35, SW34 and SW98, the antagonistic activity was maintained after
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trypsin treatment. But in the other strains, this treatment led to the loss of the antagonistic
activity. The use of pronase P resulted in the loss of the activity in the strains SW24,
EF35 and EF26/142. The use of pronase P did not lead to the loss of the activity in the
other tested isolates (Tab. IV). The temperature of 60 °C did not induce the loss of the
inhibition activity only in the strains EF 35, EF24/232 and EF24c (Tab. IV). The speci-
fication of the bacteriocin-like substances produced by the tested strains to the group of
low or high molecular bacteriocins requires a detailed analysis of amino acids in the
peptide chain of these substances after their purification.

Enterococcus faecium; Staphylococcus warneri; antagonistic activity; bacteriocin-like
substance; antimicrobial spectrum; temperature; enzymes
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STIMULACIA BACHOROVEJ FERMENTACIE
CICAJUCICH JAHNIAT

A. Bomba R. iltﬂan L Komarovil M. Stachovﬁl L. Kolo(lzleyslu3
J. Fej& J Lenért?

1 Ustav experimentdlnej veterindrnej mediciny, Kosice
Vyskumny ustav Zivocisnej vyroby, Nitra
Univerzita veterindrskeho lekdrstva, KoSice

4Ustav JSyziologie hospoddrskych zvierat SAV, KoSice

Sledovali sme vplyv aplikdcie pripravku obsahujiceho Ziviny a rastové faktory pre
bachorové baktérie na troveil bachorovej fermentacie cicajiicich jahniat. Preparat bol
podavany jahiiatdim vo veku od 1 do 6 tyZdilov perorélne, v didvke 1,5 g pre jahiia
a defi. Obe skupiny jahniat okrem materinského mlieka dostivali jadrovii krmnii zmes
a mali volny pristup k senu a vode. Vo veku 1, 4, 6 a 10 tyZdiiov boli odporazené
vZdy po dve jahiiata z pokusnej a kontrolnej skupiny. U jahniat pokusnej skupiny sme
zistili vy38ie zastipenie kyseliny propidénovej a valérovej v bachorovej tekutine
s najvac$imi rozdielmi vo veku 10 tyZdilov (kyselina propiénova u pokusnych jahniat
21,5 mol %, u kontrolnej skupiny 16,3 mol % a kyselina valérova 1,91 mol % oproti
0,85 mol %). Energetickd vytanost produkcie unikavych mastnych kyselin v bachore
bola vy33ia a pomer acetat : propionat bol niZ¥i u jahniat pokusnej skupiny. Aktivita
alfa-amylazy bachorovej tekutiny (E.C. 3.2.1.1.) pokusnych jahniat bola vy38ia v prie-
behu celého sledovaného obdobia so signifikantnym rozdielom (p < 0,05) vo veku
10 tyZdiiov. Aktivita alfa-amyldzy mikrofléry adherovanej na bachorovy epitel po-
kusnych )ahmat dosiahla vo veku 6 tyZdiiov trojndsobok hodnét kontrolnej skupiny
2,711 nkat/cm? pokusna a 0,86 nkat/cm kontrolnd skupina). Po&ty amylolytickych
baktérii, streptokokov a laktobacilov v bachorovom obsahu i adherovanych na bacho-
rovy epitel boli signifikantne vy$Sie u pokusnych jahniat. Rastrovacou elektrénovou
mikroskopiou sme zistili zjavne lep3ie vyvinuté papily bachorového epitelu jahniat po-
kusnej skupiny. Priememé denné prirastky hmotnosti za celé sledované obdobie do-
siahli v pokusnej skupine 0,208 kg a v kontrolnej skupine 0,184 kg. Uvedené vysledky
dokladajii pozitivny vplyv pripravku s obsahom Zivin a rastovych faktorov pre bacho-
rové baktérie na viroveri bachorovej fermenticie cicajiicich jahniat.

jahnata; stimulaény pripravok; bachorova fermentacia

Bachorovd fermenticia je komplexnym systémom interak&nych procesov
mikrofléry, krmiva a makroorganizmu. Optimalizdcia bachorového travenia mani-
puldciou tohto systému by mala byt zaloZend na ddkladnych poznatkoch u¢inkov
manipuldcie na vzijomné vzfahy jeho jednotlivych komponentov (D emeyer
ai., 1986). Pre stimuldciu bachorového typu trdvenia maju osobltny vyznam bacho-
rovy epitel a mikrofléra bachora.
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Rozvoj epitelu bachora moZno ovplyviiovat predovietkym v&asnym skfmovanim
suchych krmiv (Hutjens, 1985; Cruywagen a Horn, 1985;
Klein a i, 1987), priCom rozvijajica sa mikroflora produkuje bachorovou
fermentdciou unikavé mastné kyseliny (UMK), ktoré su chemickym stimulom
rozvoja bachorového epitelu (Holub ai, 1969; Williams a i, 1987).
Rychlosf rastu bachorovych papil zdvisi od mnoZstva tvoriacich sa UMK
(Orskov, 1985). Vyvoj bachorovej mikroflory mozno podporit mikrobidlnymi
prepardtmi, predovSetkym v obdobi zadiatku poddvania suchych krmiv (K me ¢
a i., 1984). Efektivne pouZitie mikrobidlnych prepardtov u mladat je zdvislé aj od
urovne poznania tzv. ekologickych faktorov v bachore, ktoré uréuju, v akom veku
moZe ten ktory mikroorganizmus kolonizovat bachor a umoZnif rozvoj celulolytickej
mikrofléry (F onty ai., 1983). V naSej praxi sa pouZivajiu mikrobidlne preparaty obsa-
hujuce Zivé, lyofilizované baktérie. Ich nevyhodou je pomerne kritka expiratna doba.

Ciefom na3ej prace bolo ovplyvnif uroveil bachorovej fermenticie cicajicich
jahniat aplikdciou pripravku obsahujiceho Ziviny a rastové faktory pre bachorové
baktérie.

MATERIAL A METODA

Do experimentu bolo zaradenych 20 cicajicich jahniat s bahnicami, plemena
zoS¥fachtend vala¥ka. Zvieratd boli ustajnené skupinovo, v dvoch skupindch po 10 je-
dincov. Jahiatd prijimali materinské mlieko ad libitum. Vo veku od 1 do 3 tyzdriov
dost4vali jahiatd oboch skupin predtartér COJ 1 v ddvkach: 2. tyZdeti Zivota 0,01 kg
a 3. tyzdeil 0,05 kg na jahila a defi. Obsah Zivin v prestartéri COJ 1: NL 25,2 %;
SNL 22,9 %; vléknina 5,4 %; SJ 0,713; NEK 321,2. Od veku 3 tyZdne do konca
sledovaného obdobia dostdvali jahiiatd doplnkovii zmes pre skory odstav jahniat
Startér COJ 2 v ddvkach: v 4. tyzdni Zivota 0,1 kg, v 5. a 6. tyzdni 0,15 kg, v 7.
a 8. tyzdni 0,2 kg, v 9. a 10. tyZdni Zivota 0,25 kg na jahia a den. Obsah Zivin
v Startéri COJ 2: NL 20,4 %; SNL 17,7 %; vldknina 6,5 %; SJ 0,685; NEK 258,4.
Jahniatd v oboch skupindch mali volny pristup k senu a vode. Pokusnej skupine
jahniat sme aplikovali pripravok na stimuldciu bachorovej fermentdcie, ktory obsa-
hoval: sulené odstredené mlieko 31 %, Zivny bujon ¢&. 1 (Imuna, Sarisské Micha-
fany) 20 %, gluk6za 20 %, kyselina askorbova 13 %, pecetiovy hydrolyzit (Imuna)
8 %, enzymovy kazeinovy hydrolyzit (Imuna) 4 %, sdjovy pepton (Imuna) 4 %.
Pripravok bol sterilizovany a lyofilizovany. Pri jeho laboratérne;j testécii bol zisteny
pozitivny ndrast bakteridlnych kmetiov Streptococcus bovis a Lactobacillus cello-
biosus. Pripravok bol aplikovany jahriatdim v pokusnej skupine denne vo veku od
8. do 42. diia. Jahiiatd dostdvali pripravok individudlne per os v diavke 1,5 g pre
jahiia a derl. Vo veku 1, 4, 6 a 10 tyZdiiov sme z kaZdej skupiny odporazili po
2 jahmiata, 3 - 4 hodiny po nakfmeni. Boli odobraté vzorky bachorovej tekutiny
a bachorovej steny z dorzdlneho bachorového vaku. Vzorky bachorovej steny na
stanovenie aktivity alfa-amyldzy boli uloZzené do NTS-flafe s obsahom 50 ml fy-
ziologického roztoku. Ihned po odbere boli vzorky bachorovej steny zhomogenizo-
vané homogenizdtorom po dobu 1 min pri 7000 otd¢kach. Po homogenizicii boli
vzorky centrifugované pri 5000 otd¢kach po dobu 4 minut. Pre analyzy bol pouZity
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supernatant. Vzorky bachorovej steny na rastrovaciu elektronovii mikroskopiu sa
premyli v kakodylanovom pufri a okamZite fixovali v zmesi 2% paraformaldehydu
a 2,5% glutaraldehydu v kakodylanovom pufri. Pri odvodneni alkoholovou radou
s absolitnym aceténom sa vzorky vysuSili kritickym bodom tekutého kysli¢nika
uhli¢itého a pokovili zlatom o hnibke 20 nm pri teplote 4 °C. Vzorky boli pozoro-
vané elektronovym mikroskopom JEM 100 CX II firmy JOEL s ASID 4D rastro-
vacim pridavnym zariadenim pri urychfovacom napit{ 40 kV. Unikavé mastné
kyseliny boli stanovené metédou plynovej chromatografie na pristroji Hewlet
Packard (USA) na kol6éne 10 % SP + 1 % H3PO4 na chromosorb W. Energetick4
vytaznost produkcie UMK bola stanovend metddou podfa autorov Orskov ai.
(1968). Na stanovenie alfa-amyldzy (E.C. 3.2.1.1.) sme pouZili Spofa-test alfa-amy-
laza (Slovakofarma, Hlohovec). Na stanovenie po¢tov amylolytickych baktérii bolo
pouzité modifikované zdkladné médium podfa autorov Bryant a Burkey

(1953). Na stanovenie po¢tu streptokokov bol pouZity selektivny ag [na izoldciu
fekdlnych streptokokov (Imuna, Sari§ské Michalany) a na stanovenie poétu lakto-

bacilov bol pouzity selektivny Rogosa agar.

VYSLEDKY

Priemerné denné prirastky hmotnosti za obdobie 1 - 4 tyZdne veku boli v oboch
skupindch 0,179 kg, vo veku 6 tyZdiiov v pokusnej skupine 0,212 kg a v kontrolne;j
0,189 kg a za celé sledované obdobie dosiahli v pokusnej skupine 0,208 a
v kontrolnej skupine 0,184 kg.

Dynamika koncentrcie celkovych UMK (obr. 1) u oboch sledovanych skupin
mala s vekom vzostupnu tendenciu s najvy$§imi hodnotami (125,9 + 8,5 mmol/1
u kontrolnej a 130,7 + 17,2 mmol/1 u pokusnej skupiny) vo veku 10 tyZdiiov.
Rozdiely medzi skupinami neboli signifikantné. V zastipeni jednotlivych UMK sme
najvicsie rozdiely zistili u kyseliny propiénovej a valérovej. Podiel kyseliny pro-
piénovej (obr. 2) stupal u pokusnej skupiny s vekom, s postupne nardstajicim
rozdielom v prospech pokusnej skupiny. Vo veku 10 tyZdiiov bol moldrny podiel
kyseliny propionovej u pokusnej skupiny v priemere 21,5 + 4,1 mol %, u kontrolne;j
skupiny len 16,3 £ 2,9 mol %. Kyselina valérovd dosiahla najvy$8ich hodnot
u oboch sledovanych skupin vo veku 4 tyzdne (2,03 £ 0,7 mol % v pokusnej a 1,4 +
0,2 mol % v kontrolnej skupine - obr. 3). V zastupeni ostatnych UMK sme nezistili
vyraznejSie rozdiely. Energetickd vytaznost produkcie UMK (E %) v priebehu apli-
kdcie prepardtu i po jej ukonCeni dosahovala u jahniat pokusnej skupiny vy3Sich
hodnot a pomer acetdt : propiondt (A : P) niz8ich hodnot ako u kontrolnej skupiny
(obr. 4). Najvicsie rozdiely sme zaznamenali vo veku 10 tyZdiiov, kedy dosiahla
energeticka vytaznost produkcie UMK u pokusnej skupiny v priemere 74,9 + 1,6 %,
u kontrolnej skupiny 72,5 + 1,0 % a pomer acetat : propiondt u pokusnej skupiny
3,1 £ 0,6 a kontrolnej skupiny 4,4 + 0,7. Energetickd vytaznosf produkcie UMK
u jahniat pokusnej skupiny sa v priebehu celého sledovaného obdobia zvy3ovala
a pomer acetdt : propiondt sa naopak zniZoval. U jahniat v kontrolnej skupine
energetickd vyfaznost UMK stipala a pomer acetdt : propiondt v bachore klesal len
do veku 6 tyzdiiov.
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1. Koncentricia celkovych unika-

vych mastnych kyselin (UMK)
120 v bachorovej tekutine cicajicich
%00 jahniat; osa x - vek (tyZdne), ...
80 skupina (plati pre obr. 1 - 5) — The
concentrations of total volatile fatty
6o acids (VFA) in the rumen fluid of
@ sucking lambs; x-axis - age (weeks),
... control group, experimental
= group (applies to Figs. 1 - 5)
2. Molamy podiel kyseliny propi6-
novej (P) v bachorovej tekutine ci-
cajucich jahniat — The molar pro-
z portion of propionate (P) in the
24 rumen fluid of sucking lambs
20
191
8+
17 -
”J:
1 4 [ 10 3. Molimy podiel kyseliny valéro-
V (mol %) vej (V) v bachorovej tekutine ci-
' cajucich jahniat — The molar pro-
20 portion of valerate (V) in the rumen
. fluid of sucking lambs
1.6
14
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Aktivita alfa-amyldzy (E.C. 3.2.1.1.) bachorove;j tekutiny cicajtcich jahniat (obr. 5)
mala s vekom u oboch sledovanych skupin vzostupny charakter s najvac$imi rozdielmi
v prospech pokusnej skupiny vo veku 6 tyZdiiov (v kontrolnej 1,76 + 0,04 pkat/1,
v pokusnej skupine 2,7 + 0,5 pkat/1) a vo veku 10 tyZdiiov (kontrolnd 2,2 pkat/1
a pokusn4 skupina 3,1 + 0,1 pkat/1; p < 0,05). Aktivita alfa-amyldzy bachorového
epitelu vykazovala u pokusnej skupiny vzostupnu tendenciu do veku 6 tyzdiiov,
kedy dosmhla oproti kontrolnej skupine tro;nésobnych hodnét (kontrolnd 0,86 *
0,2 nkat/cm? , pokusnd skupina 2,7 £ 1,0 nkat’em?). U kontrolnej skupiny dosaho-
vala aktivita alfa—amylézy v priemere vrchol vo veku 4 tyZdne (1,5 £ 0,7 nkat/cm? )
a potom poklesla.

Pocty streptokokov v bachorovej tekutine i adherovanych na bachorovy epitel
(obr. 6) boli u jahniat pokusnej skupiny signifikantne vysSie (p < 0,05 a p <0,001).
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4. Energetickd vyfaZnosf produkcie unikavych
mastnych kyselin (E) a pomer acetdt : propionat
(A : P) v bachore cicajicich jahniat — The
energetic efficiency of VFA production (E) and 7%
the acetate : propionate ratio (A : P) in the rumen
of sucking lambs u
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5. Aktivita alfa-amyldzy bachorovej tekutiny
(AT) a bachorového epitelu (AE) cicajucich AT (pkat 11}
jahniat; * = p <0.05 — The alpha-amylase acti-
vity of rumen fluid (AF) and rumen epithelium
(AE) in sucking lambs; * = p < 0.05 2,4
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Najvyssie pocty baktérii za celé sledované obdobie sme zistili u pokusnej skupiny
vo veku 6 tyZdilov (streptokoky - bachorovd tekutina 6,76 log 10/ml, bachorovy
epitel 6,16 log 10/ml; laktobacily - bachorova tekutina 4,9 log 10/ml, bachorovy
epitel 4,76 log 10/ml). Poty amylolytickych baktérii v bachorovej tekutine boli
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6. Polty streptokokov v bachorovej tekutine (ST) a adherovanych na bachorovy epitel (SE) a po&ty
laktobacilov v bachorovej tekutine (LT) a adherovanych na bachorovy epitel (LE) u cicajicich
jahniat; osa x - vek (tyZdne), (3 kontroln4 skupina; E5 pokusni skupina; * = p <0,05; ** =p < 0,01;
*** = p < 0,001 (plati pre obr. 6 a 7) — The counts of streptococci in rumen fluid (ST) and of
those adhered to rumen epithelium (SE) and the counts of lactobacilli in rumen fluid (LT) and of
those adhered to rumen epithelium (LE) in sucking lambs; x-axis - age (weeks), 3 control group,
experimental group; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001 (applies to Figs. 6 and 7)
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7. Polty amylolytickych baktérii (AB) v bachorovej tekutine cicajiicich jahniat — The counts of
amylolytic bacteria (AB) in the rumen fluid of sucking lambs
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8. Elektrénogram bachorovych papil pokusného jahiiata vo veku 4 tyZdne (zvacSenie 68x) — Electro-
nogramme of the rumen papillae of an experimental lamb at the age of four weeks (68x enlargement)

signifikantne (p < 0,05) vy33ie u jahniat pokusnej skupiny vo veku 4 a 10 tyzdiiov
(obr. 7), s najvy38§imi hodnotami na konci sledovaného obdobia (8,05 log 10/ml).

Na snimkach zhotovenych rastrovacou elektrénovou mikroskopiou mozno vidief,
Ze bachorové papily pokusného jahiiata vo veku 4 tyZdne (obr. 8) st v porovnani
s jahriatom kontrolnej skupiny (obr. 9) dlhsie a diferencovanejsie.

DISKUSIA

Na podporu rozvoja bachorového travenia mladat prezivavcov sa doteraz ove-
rovali rozne spdsoby dietetickej (iprava zloZenia a formy suchého krmiva) a mikro-
bidlnej stimuldcie (mikrobiotik4). Specificita pouZitia mikrobiotik spodiva
v moZnosti pdsobif na utvdranie bachorového ekosystému a aplikdcia vybranych
kmetiov bachorovych mikroorganizmov vytvara zdklad budicej populdcie s vysokou
fermentacnou aktivitou. Kolonizdcia vybranymi kultirami Zivych mikroorganizmov
m4 umoznif v&asne;jii a stabilnejsi nastup bachorového typu travenia (Siminek
a Kopedny, 1989).

V na8ej prici sme overovali nepriamy spdosob mikrobidlnej stimuldcie, t.zn., Ze
sme neaplikovali priamo bachorové baktérie, ale pokusnym jahiiatdm sme ddvali
pripravok, ktory obsahoval zdkladné Ziviny a rastové faktory pre bachorovu
mikrofloru v koncentrovanej forme. Pri jeho zostavovani sme zohladnili aj poznatky
Barto§a (1987), ktory medzi zikladné Ziviny bachorovych baktérii radi unikavé
mastné kyseliny s rozvetvenym a dlh$im refazcom, valerat, amoniak, biotin, para-
aminobenzoovu kyselinu a aminokyseliny.

Dosiahnuté vysledky potvrdzuju, Ze aplikdcia pripravku mala pozitivny vplyv na
uroveri bachorovej fermentdcie, ktori ovplyvnila predovietkym z kvalitativneho
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9. Elektrénogram bachorovych papil kontrolného jahiiata vo veku 4 tyZdne (zvag3enie 68x) —
Electronogramme of the rumen papillae of a control lamb at the age of four weeks (68x enlargement)

hladiska. Vy$8ie zastupenie kyseliny propidnovej u pokusnych jahniat, ktoré je
cenné tak z hladiska stimuldcie vyvoja bachorového epitelu, ako aj z hladiska
energetického metabolizmu, si moZno vysvetlif vy$§imi po¢tami amylolytickych
baktérii a vy3Sou droviiou ich enzymovej aktivity vo vzfahu k trdveniu jadrovej
zloZzky krmiva. Zmena zastupenia jednotlivych UMK sa odrazila aj v niZSom pomere
acetdt : propiondt a vy33ej energetickej vytaznosti UMK u jahniat pokusne;j skupiny.
Nami zistené hodnoty celkovych UMK a podielu jednotlivych UMK st porovna-
telné s udajmi autorov Jelinek ai. (1989) a hodnoty energetickej vyfaznosti
UMK so zisteniami autorov Baran ai. (1982)a Orskov (1975). Podobne
ako v na$ich predchddzajticich pracach sme zistili priamu, ale negativnu zdvislost
medzi pomerom acetdt-propiondt a energetickou vytaznostou produkcie UMK.

Vys3ia aktivita alfa-amyldzy bachorového obsahu pokusnych jahniat koreluje so
signifikantne vy$§imi poStami amylolytickych baktérii u tejto skupiny. Vzostup akti-
vity alfa-amyldzy bachorového epitelu trval u pokusnych jahniat do neskorSieho
veku, o tieZ pripisujeme stimulaénému ¢inku aplikovaného pripravku na adhe-
rentni bachorovii mikrofloru. Dynamika alfa-amyldzy bachorového epitelu s jej
vzostupom do veku 4 - 6 tyzdiov a poklesom v neskorSom veku je podobna tej,
ktori zaznamenali aj Kme f ai. (1986). Signifikantne vysSie polty streptokokov
a laktobacilov v bachorovej tekutine i adherovanych na bachorovy epitel pripisuje-
me pozitivnemu efektu aplikovaného pripravku, ktory svojim zloZenim poskytoval
bachorovej mikroflére pokusnych jahniat vi¢Sie mnoZstvo Zivin v porovnani
s kontrolnou skupinou.

Zistené priemerné denné prirastky u cicajicich jahniat s blizke \idajom autorov
Skfivdanek ai. (1990). Z tohto hfadiska je mozno otakdvaf vyraznejsi efekt predo-
vietkym po odstave, kedy by sa mala prejavif vys§ia tiroveti funk&ného rozvoja bachora.
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Na zéklade dosiahnutych vysledkov mozno konstatovat, Ze overovany pripravok
uréeny na stimuldciu bachorovej fermentdcie je u€inny. Pre objektiviziciu jeho
u¢innosti ho hodldme overif u gnotobiotickych zvierat v definovanych pod-
mienkach.
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The effect of administration of a preparation containing nutrients and growth factors
which stimulate rumen bacteria was investigated with respect to the level of rumen fer-
mentation in sucking lambs. The preparation was administered orally at a dose of 1.5 g
per lamb/day to lambs at the age of 1 to 6 weeks. In addition to genuine milk, both
groups of lambs received a concentrate mixture and had free choice of hay and water.
Two lambs from the experimental group and two lambs from the control group were
slaughtered at the age of 1, 4, 6, 10 weeks.

The average daily weight gains over the period of 1 to 4 weeks were 0.179 kg in the
control and experimental groups, 0.212 kg in the experimental group at the age of six
weeks, and 0.189 kg in the control group at the same age while over the whole period
of investigation they were 0.208 kg and 0.184 kg in the experimental and control group,
respectively. '

The dynamics of total volatile fatty acid concentrations (Fig. 1) showed an increasing
trend in both investigated groups with the growing age while the highest values (125.9 +
8.5 mmol/1 in the control group and 130.7 + 17.2 mmol/1 in the experimental group)
were recorded at the age of 10 weeks. The between-the-group differences were not sig-
nificant. As for the percentage of individual volatile fatty acids, the largest differences
were observed in propionate and valerate. The percentage of propionate (Fig. 2) was
increasing with the growing age of lambs of the experimental group, and this difference
enlarged in favour of the experimental group. At the age of 10 weeks, the molar pro-
portion of propionate was on average 21.5 + 4.1 mol % in the experimental group, and
only 16.3 = 2.9 mol % in the control group. The valerate values were highest in both
investigated groups at the age of four weeks (2.03 £ 0.7 mol % in the experimental group
and 1.4 + 0.2 mol % in the control group; Fig. 3). There were not any larger differences
in the percentages of the other VFA. The energetic efficiency of VFA production (E %)
showed the higher values in the lambs of experimental group in the course of preparation
administration and after its termination, and the acetate to propionate ratio (A : P) was
lower than in the control group (Fig. 4). The differences were largest at the age of ten
weeks, when the energetic efficiency of VFA production was on average 74.9 + 1.6 %
in the experimental group, and 72.5 £ 1.0 % in the control group, while the acetate :
propionate ratios were 3.1 + 0.6 and 4.4 £ 0.7 in the experimental and control group,
respectively. The energetic efficiency of VFA production was rising in the lambs of ex-
perimental group during the whole period of investigation, and on the other hand the
acetate : propionate ratio was decreasing. In the lambs of control group the energetic
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efficienicy of VFA was increasing and the acetate : propionate ratio in the rumen was
decreasing to the age of six weeks only.

The alpha-amylase (E.C.3.2.1.1.) activity of the rumen fluid of sucking lambs (Fig. 5)
showed an increasing trend with the growing age in both investigated groups, with the
largest differences in favour of the experimental group at the age of six weeks (1.76 £
0.04 pkat/1 in the control group, 2.7 + 0.5 pkat/1 in the experimental group) and at the
age of 10 weeks (2.2 pkat/1 in the control group and 3.1 1 0.1 pkat/1 in the experimental
group; p < 0.05). The alpha-amylase activity of rumen epithelium had an increasing trend
in the experimental group to the age of six weeks, when it reached threefold values in
comparison with the control group (control group 0.86 * 0.2 nkat/cm’, experimental
group 2.7 + 1.0 nkat/cm?). In the control group, the peak of alpha-amylase activity was
recorded on average at the age of four weeks (1.5 + 0.7 nkat/cm?), then the activity de-
creased.

The counts of streptococci and lactobacilli in the rumen fluid and of those adhered
to the rumen epithelium (Fig. 6) were significantly higher (p < 0.05 and p < 0.001) in
the lambs of the experimental group. The highest counts of bacteria over the whole period
of investigation were determined in the experimental group at the age of six weeks (strep-
tococci - rumen fluid: 6.76 log 10/ml, rumen epithelium: 6.16 log 10/ml, lactobacilli -
rumen fluid: 4.9 log 10/ml, rumen epithelium 4.76 log 10/ml). The counts of amy-
lolytic bacteria in the rumen fluid were significantly (p < 0.05) higher in the lambs
of experimental group at the age of four and ten weeks (Fig. 7), with the highest values
at the end of the period of investigation (8.05 log 10/ml).

The photos taken by scanning electrone microscopy show that the rumen papillae of
an experimental lamb at the age of four weeks (Fig. 9) are longer and more differentiated
in comparison with a lamb of control group (Fig. 8).

lambs; stimulating preparation; rumen fermentation
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DLHODOBA EXPOZiCIA BROJLEROVYCH KURCIAT PCB -
METABOLICKE A IMUNOTOXICKE UCINKY

J. Koutzky', E. Koutzka', L. Lenfuchové?

lV)')skumnj tistav chovu hydiny, Ivanka pri Dunaji
2$tdmy veterindrny tistav, Nitra

Sledovali sa klinické, metabolické a patologicko-anatomické 1i¢inky polychlérovanych
bifenylov (PCB) u brojlerovych kur¢iat. PouZili sa povodné komeréné vyrobky PCB
(Delor 103 a Delor 105) v divke 5 a 50 mg/kg krmiva, di¥ka expozicie od 1 do 42
dni veku. Hmotnost kur&iat bola vyznamne ovplyvnena vo veku 21 a 28 dni, nie viak
pri konci pokusu (42 dni). Castym pitevnym nédlezom u exponovanych kurdiat bola
hepatitida a hydroperikarditida. Hmotnost petene preukazne narastala, hmotnost
lymforetikularnych organov vyznamne poklesla. Hladiny cholesterolu a triglyceridov
preukazne stipali. U exponovanych skupin sa pozorovali niZSie hodnoty lyzozymu
v krvnom sére, rozdiel nebol 3tatisticky vyznamny. Dlhodoba aplikacia PCB preukazne
zniZovala hladiny vitaminu A v pe&eni, nepozoroval sa pokles hladin vitaminu E. Vy-
znamny imunosupresivny u¢inok sa prejavil niZ$im titrom protildtok na preventivnu
vakcinaciu (AVIPEST-NDV) a imuniziciu inymi antigénami (SRBC, Ba-antigén). Po-
zorovalo sa vyrazné imunotoxické pdsobenie, involicia lymfatického tkaniva, zhor$e-
nie krvného obrazu a charakteristicky pitevny nélez.

kur&ata; polychlérované bifenyly (PCB); metabolické zmeny; imunotoxické i¢inky

Dolezitosf $tidia vplyvov prostredia a chemiza¢nych faktorov narastd aj v oblasti
hydindrskej vyroby. Dokazom toho su aj uidaje z poslednych rokov o tom, Ze podiel
neinfek&nych a metabolickych chordb u brojlerov prevysuje 50 % z celkovych strat
pripisovanych chorobdm kurciat vo vykrme.

Préice o nepriaznivych biologickych u¢inkoch PCB na modely hydiny sme pre-
zentovali uz ddvnejSie K oSutzky ai, 1979; Bobdkovd ai, 1980; Ko -
§utzky, 1987). Redlne vzniknuté problémy v Zivo¢isnej vyrobe u nds sa zacali
objavovat aZ neskor, hlavne v savislosti s prienikom PCB do potravinového refazca
hospodarskych zvierat. V ostatnych rokoch sa o polychlérovanych bifenyloch vedie
osvetova kampari, hlavne z dovodov zaistenia prevencie kontamindcie prostredia.
Jej vyznamnou sucasfou je monitorizdcia tychto litok v najroznejich komoditdch.
Vzhladom k lipofilnym a vysoko perzistentnym vlastnostiam PCB v biologickych
materidloch a prostredi, ako aj nutnosti vyuzivat pri ich detekcii $pi¢kovu analyticka
techniku, vytvorili sa v tomto smere aj viaceré medzindrodné vyskumné projekty.
Cast tiinkov tychto 1atok zostiva sledovana hlavne zo strany intiticii zameranych
na preventivnu humdnnu a veterindrnu medicinu a hygienu (Safe a
Hutzinger,1987; Piska¢ a i., 1990; Rupricha Piska¢,
1990; Halouzka ai, 1990,Petrik ai, 1991; Ko ¢an ai. 1991).
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Napriek obmedzeniu komeréného vyuZivania PCB a zdkazu jeho vyroby (1984)
zostdvaju v sutasnosti nebezpetenstvom ich zdsoby a kontaminované odpady odha-
dované unds na 10 000 t (Petrik ai., 1991). V hydindrstve moZno ofakdvat
nahodné kontamindcie krmiva (inik hydraulickych olejov), pripadne kontakt hydiny
s materidlom obsahujiicim PCB (farby, omietky, kontaminovand podstielka a pod.).
Okrem toho sa i¢inky PCB u brojlerovych kuréiat ddvaju do suvislosti so vznikom
tzv. edémovej choroby, resp. hydroptického syndrému. Nemenej ddleZité si popi-
sané vzfahy nepriaznivého farmakodynamického efektu a imunosupresivnych
vlastnosti, o by mohlo maf vyznamny dopad nielen na vysledky vykrmu brojlerov
vo velkochovoch, ale aj na ich zdravotny stav. Viaceré prace naznacili interakcie
s horménmi a vitaminmi (Ko8inovd ai, 1977, Hudecovd ai, 1977,
Bobdkovd ai., 1981) a metabolizmom minerdlnych ldtok (Lo -
puchovsky,1986Ruprich a Piska¢, 1990). Vyznamnou vlastnostou
vi&8iny cudzorodych latok, obzvld$t PCB je indukcia mikrozomélnych enzymov pe-
Cene Bobdkovd ai., 1978, 1981). Tdto mdZe maf nepriaznivé dosledky na
rychlost metabolizdcie horménov a vitaminov ako aj preukazny farmakodynamicky
efekt na lipofilné lie€ivd poddvané cielene, napr. vo velkochovoch. Z réznych typov
PCB patria medzi najtoxickejsie 3,3’4,4’,5-pentachlorbifenyly, ktoré najicinnejSie
indukuji mikrozomalne enzymy petene (Brunstrom, 1989).

Ciefom tohoto pokusu bolo ziskaf podklady o nepriaznivych biologickych
uc¢inkoch PCB u brojlerovych kur€iat exponovanych po¢as vykrmu nizkym hladi-
nam tychto perzistentnych ldtok. Zamerali sme sa na hodnotenie metabolickych
a imunotoxickych u¢inkov PCB.

MATERIAL A METODA

120 kusov jednodennych sexovanych kohutikov HYBRO (findl) sa odvazilo,
ocislovalo a rozdelilo ndhodnym vyberom po 40 kusoch do troch oddeleni na hlboku
podstielku. Pokusny priestor sa vykuroval elektrickymi kvo&iiami, pouZil sa
nepretrzity svetelny reZzim, kfmenie a napdjanie ad libitum. Na pokus sa pouZila
kfmna zmes BR2 (ME 12,8 MJ, N-litky 19,9 %) namie3ana podra platnej receptiry
na VUH. Pre skupiny PCB bola kimna zmes kontaminovana rovnakym dielom pre-
pardtov PCB (vyrobky Chemko Strazske - Delor 103 a Delor 105) v ddvke 5
a 50 mg/kg krmiva. PCB sa rozpustilo v 200 ml chloroformu, ktory sa aplikoval na
3 kg premixu sypkej zmesi BR2 a po dokonalom premieSani vzorky sa nechal volne
odparif cez noc pri laboratornej teplote. 3 kg premixu sa pouzili na pripravu konta-
minovanej zmesi (30 kg) v mieSacke. Pre pripravu premixu kontrolnej skupiny sa
pouZilo 200 ml &istého chloroformu. Pokus bol usporiadany v troch skupindch:

1. skupina bola kontrolna (40 ks), 2. skupina - ddvka 5 mg PCB na 1 kg krmiva
(40 ks), 3. skupina - ddvka 50 mg PCB na 1 kg krmiva (40 ks).

Expozicia kur€iat PCB trvala od 1. do 42. diia veku. U kur¢iat sa sledovali tieto
parametre:

— Hmotnost kur¢iat: vdZenie sa vykonalo vzdy po 12-hodinovej hladovke, kazdy
tyzdeti (1. - 6.tyZderl).
— Relativna hmotnost orgdnov: pe&eti, Fabriciov vdgok, tymus, slezina vo veku

21, 28, 35 a 42 dni (vZdy po 6 ks z kaZdej skupiny).

288 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5): 287-296



— Stanovenie cholesterolu, triglyceridov a bielkovin v krvnom sére v rovnakych
¢asovych intervaloch pomocou beZznych komerénych suprav LACHEMA.

— Stanovenie vdpnika sa vykonalo titratnou komplexometrickou metddou za pou-
Zitia indikatora fluorexonu (Homolk a, 1969).

— Hladiny vitaminu A a E sa stanovili pri konci pokusu vo veku 42 dni (vZdy
v pravom laloku pecene kuriat) fluorometrickou metédou.

— Hladiny protildtok na opakovani imunizdciu kuréiat vakcinou proti pseudomoru
(AVIPEST) sa hodnotili na SVU v Nitre. Imunizcia sa robila aplikiciou jednej
kvapky antigénu do oka kur¢iat vo veku 9 a 28 dni.

— Hladiny lyzozymu v krvnom sére sa stanovili vo veku 21, 28, 35 a 42 dni ko-
lorimetrickou metddou (Micrococcus lysodeicticus).

— Krvny obraz kurc¢iat: Hemoglobin sa stanovil fotometrickou kyanhemoglobino-
voumetédou(Hrubi§ko a Hule, 1970) za pouZitia fotokolorimetra Spe-
kol. Na zhotovenie kalibratnej krivky bol pouzity Sevatest Standard Hb (Imuna,
Sari¥ské Michalany). Na poditanie erytrocytov sa pouzila Biirkerova banitkova
metoda a Hayemov roztok podla navodu autorov Hrubi¥ko aHule
(1970) s 200-ndsobnym riedenim za pouZitia heparinizovanej venoznej krvi,
v Biirkerovej komorke. Mikrohematokrit sa stanovil metédou autorov Hru -
biSko a Hule (1970) za pouzitia sklenenych kapildr a mikrohematokrito-
vej odstredivky.

VYSLEDKY A DISKUSIA

V danych experimentdlnych podmienkach sa pouzili relativne nizke divky PCB
k ziskaniu udajov o klinickych a biochemickych zmendch u brojlerov po&as
vykrmu. Nakolko sa PCB podévalo kontinudlne od 1. do 42.dia veku, vyznamnost
pozorovanych zmien narastala so zvySovanim veku a spotreby krmiva. Z hladiska
presnosti prace sa zvolila pre cely pokus sypkd zmes BR2, ktord sa kontaminovala
ddvkami PCB 5 a 50 mg/kg krmiva. Z uvedeného ddvodu si vysledky hmotnosti
brojlerovych kurciat neobvykle nizke, a to v ramci v3etkych skupin (tab. I). Pri
hodnoteni hmotnosti v prvej polovici pokusu badaf tendenciu poklesu hmotnosti
u PCB skupin (preukazne vo veku 21, 28 a ¢iasto¢ne vo veku 35 dni), pri€¢om nebolo
badat rozdiel medzi skupinou 5 a 50 mg PCB. V dalSom priebehu do$lo k vyrovna-
niu hmotnosti kur¢iat na uroverl kontrolnej skupiny. Vo veku 42 dni vykazovali
najvys§iu hmotnost kurdatd exponované PCB (50 mg). Na rozdiel od relativne
nizkych ddvok PCB v tomto pokuse, popisuje Pisk a ¢ a i (1990) po akitnej
intoxikacii (1000 mg/kg PCB) preukazne zniZenii hmotnosf kurdiat. Redlnej8i obraz
o nepriaznivych biologickych uinkoch ddvaji vysledky pitiev a patologicko-ana-
tomické ndlezy (hepatitida, hydroperikarditida a iné). Rozdiely sa prejavili i v rela-
tivnej hmotnosti orgdnov kur€iat (tab. II). Z prezentovanych dajov je zrejmé, Ze
s dlzkou aplikdcie narastd hmotnost peene a klesd hmotnost lymforetikulsrnych
organov (burza, tymus, slezina). Podobne ndlezy biochemickych ukazovatefov
v krvnom sére kurdiat (tab. III) poukazuju na zdvazné metabolické poruchy, suvi-
siace s fazkym poskodenim centrdlneho metabolického orgdnu - pe¢ene. Hladiny
cholesterolu a triglyceridov preukazne stipali, hladiny celkovych bielkovin neboli
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I. Zmeny v hmotnosti (g) brojlerovych kuréiat po aplikdcii PCB v krmive (x * s) — Variations in
the weight (g) of broiler chicks after administration of dietary PCB (x £ s)

L Vek kurciat (dni)®
Skupiny
1 7 14 21 28 35 2
Kontrola®| 45+ 4 | 116 £ 17 | 210431 |341+37 [536+51 | 801+66 [1000+112
PCBS5 |45+3|123+13| 199424 |305+29%* | 463+41%*| 753+72% | 986+ 90
PCB SO |45+4| 122416 | 194+27% | 303+ 34** | 463+37**| 772163 |1024% 84

* =P <005 **=P<0,01
1groups. Zchicken age (days), 3control

Vysvetlivky pre tab. I aZz VIII - Explanatory notes to Tabs. I to VIII:
PCB 5 = ddvka S mg PCB na 1 kg krmiva — a dose of 5 mg PCB per 1 kg of feed
PCB 50 = divka 50 mg PCB na 1 kg krmiva — a dose of 50 mg PCB per 1 kg of feed

II. Relativna hmotnosf pegene, Fabriciovho vaZku, tymusu a sleziny u brojlerovych kurgiat po apli-
kdcii PCB v krmive (x + s) — Relative weights of liver, bursa Fabricii, thymus and spleen in broiler
chicks after administration of dietary PCB (x * s)

Relativna hmotnost Vek kurgiat (tllli)3

organov Skupiny?

(/100 g 2.h.)' 21 28 35 42
kontrola® | 3,8+0,2 2,8+0,3 2,510,2 2,3%0,3

Peieii’ PCB 5§ 3,5+0,6 2,410,2* 2,410,2 3,41 0,5%*
PCB 50 4,0+0,4 28402 3,1+0,4* 5210,4**
kontrola® | 0,34+0,08 | 0,37+0,11 | 0,39+0,09 | 0,39+0,04

Fabriciov vitok® | PCB 5 0,37£0,11 | 0,28+0,03* | 0,32£0,08 | 0,35+0,07
PCB 50 | 0,25+0,05* | 0,22%0,01** 0,21+ 0,03**| 0,29 +0,06*
kontrola® | 0,33+0,08 - 0,36+ 0,06 -

Tymus® PCB 5 0,36+ 0,12 - 0,28 + 0,05 -
PCB 50 | 0,41%0,12 - 0,26 +0,03* -
kontrola® | 0,10%£0,02 | 0,09+0,03 | 0,13+0,02 | 0,18+0,05

Slezina’ PCB 5 0,10£0,02 | 0,09+0,02 | 0,10£0,02 | 0,17+0,07
PCB50 | 0,09+0,02 | 0,08+0,01 | 0,11£0,02 | 0,11+0,02*

*=P<0,05 **=P<0,01

Irelative organ weight (g/100 g lw.), 2groups, 3chicken age (days), “Jiver, *bursa Fabricii, Gthymus.

spleen, “control
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III. Uginok PCB v krmive na hladinu cholesterolu, triglyceridov, celkovych bielkovin a vipnika v
krvnom sére brojlerovych kuriat (x + s) — The effects of dietary PCB on the concentrations of
cholesterol, triglycerides, total proteins and calcium in the blood serum of broiler chicks (x * s)

’ Vv o w3

;Sali:l:;:::l‘ Shuping® ~ zsek kurtiat (dm;5 -
ke s kontrola® 3,740, 43104 4,1402 -
(amol/1) PCB 5 4,440,5* 46+0,5 4540,5 -

PCB 50 4,440,4%* 4,840,4%* 5,7+0,8%* -
n——— kontrola® - . 2,3+0,6 2,0£0,5
(nmo)I'/‘l:; " | pcB s - . 2,3+0,4 3,1+0,7*

PCB 50 » - 2,5+0,4 4,6 +1,2%*
Celkové kontrola® 32,2+2,3 - % 32,5+4,0
bielkoviny® | PCB 5 31,9429 . : 322422
@100 mib PCB 50 31,5+3,82 - - 33,81+ 4,1
e kontrola® 45405 4,8+0,4 4,7+0,5 47404
(mEN) PCB 5 3,8+0,4 3,7403* | 4,0+0,3* 4,6+0,3

PCB 50 3,710, 3,710,2%* 3,7£0,1** 4,6+0,3

*=pP<0,05 **=P<0,01
Iinvestigated parameter, “groups, 3chicken age (days), 4 cholesterol, striglycetides, Stotal proteins,
Tcalcium, 3control

preukazne zmenené. Hladiny sérového vdpnika preukazne poklesli vo veku 28
a 35 dni, vo veku 42 dni boli rozdiely nepreukazné. Zmeny v hladindch lyzozymu
v sére brojlerovych kurciat prezentuje tab. IV. U kontrolnej skupiny sa pozorovali
relativne vyrovnané hodnoty lyzozymu v rozmedzi 6,7 - 7,7 mg/l. U exponovanych
skupin sa pozorovali v priemere niZ8ie hodnoty lyzozymu ako u kur&iat kontrolnej
skupiny, rozdiely neboli Statisticky vyznamné.

Na vyrazny imunotoxicky u€inok poukazuje aj niZ3i titer protildtok na opakovanu
imuniziciu brojlerovych kuréiat vakcinou proti pseudomoru (AVIPEST). Priemerny
titer protildtok bol u kurciat exponovanych PCB preukazne niZ3i (tab. V). Podobny
imunosupresivny u¢inok PCB sa zaznamenal pri pouZiti inych antigénov (SRBC,
Ba-antigén), o sumarizuje tab. VI. Celkovy nepriaznivy i¢inok expozicie kurdiat
dokresluje aj zhorSeny krvny obraz, a to vo vSetkych sledovanych ukazovatefoch
(tab. VII).

Hladiny lipofilnych vitaminov v pe&eni (vitamin A a E) mdZu byf dobrym vo-
ditkom pre hodnotenie zdravotného stavu kur€iat a odrdZaji funk&ny stav dolezitého
detoxika¢ného orgdnu - peene. Na vyznamnu interakciu PCB s biologickou
u¢innosfou vitaminu D u kuréiat poukdzal Lopuchovsky (1986) a jeho
vysledky svedCia o poruchdch homeostdzy a farmakokinetiky cholekalciferolu.
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IV. Utinok PCB na hladinu lyzozymu (mg/l) v sére brojlerovych kuriat (x + s) — The effect of
PCB on lysozyme concentrations (mg/l) in the blood serum of broiler chicks (x * s)

o Vek kurtiat (dni)’
Skupiny
21 28 35 42
Kantrola® 7,7+1,1 7,3+1,7 74+19 6,7+ 1,4
PCB 5 51+1,1* 74+ 1,1 60+ 18 55+1,3
PCB 50 59+1,5 60+ 1,4 681, 6,0+0,6
* =P <005

lgmups, chicken age (days), 3control

V. Priemenmy titer protildtok u kontrolnych a exponovanych kurgiat po opakovanej imunizacii kur€iat
vakcinou proti pseudomoru (AVIPEST). Vysledky sérologického vysetrenia (HIT - NDV) — Ave-
rage antibody titres in control and exposed chicks after chick repeated immunization with a vaccine
against Newcastle disease (AVIPEST). The results of serological examination (HIT - NDV)

Skupinyl . vin::nkiji(‘::i)z Sta:zv::; 'z;.:ii;ét()k Priememy titc:r4
Kontrola® 9228 42 1:38
PCB5 9228 £ 1:12%
PCB 50 9a28 42 1:7%*

Stanovenia sa vykonali na Stdtnom veterindrnom ustave v Nitre — The determinations were
performed in the State Veterinary Institute at Nitra

* =P <005 **=P<0,01

groups, “immunization at the age of (days), 3determination of antibodies at the age of (days), ‘ave-
rage titre, “control

VI. Priememy titer protilitok u brojlerov exponovanych PCB — The average titres of antibodies
in PCB-exposed broilers

Skupiny' Priememny titer pnotilétok2 (log 2)

primdma oupoved'.4 sekunddrna odpoved"
?o“:;‘:m'l‘:? protil ok 6 10 14 4 7
Kontrola® 4,1 2,0 0,9 2,7 2,5
PCB 5 (SRBC-antigén) LS 1,0 0,3 0,5 0,9
Kontrola® 5,4 56 . 49 6,6
PCB 50 (Ba-antigén) 2,9 33 - 3,4 4,4

lgtvoups, 2average titres of antibodies, 3primary reaction, ‘seconda.ry reaction, sdays of antibody de-
termination after immunization, “control
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VII. Uinok PCB podivanych v krmive brojlerovych kurtiat na ukazovatele krvného obrazu —

The effects of dietary PCB administered to broiler chicks on the parameters of blood picture

. Podet 4 Polet .6
; Vek kurtiat 3 | Hemoglobin 5 | Hematokrit
Skupiny' w2 stanoveni € Y
i (dni) @%) i (%)
(. )

Kontmla7 42 10 8712 24101 301
PCB 5 42 812 22101 291
PCB 50 42 752 1,9%0,1 261

! groups, Zchicken age (days), 3number of determinations, 4lmemoglobiu, Sarythmcyte counts, *hae-
matocrit, ‘control

VIII. Priemerné hladiny vitaminu A a E v pedeni brojlerovych kuriat po dlhodobej expozicii PCB
(x £ s) — The average concentrations of vitamins A and E in the liver of broiler chicks after their
long-range exposure to PCB (x t s)

_— Vek kurdiat (dni)®
21 [ 28 | 35 | 42
Vitamin A (pg vitaminu A acetitu/lg peéene)3
Kontrola* 15,820 24,1 6,4 27,5 28 28,8 +4,8
PCB 5 220+59 27,5 7,0 29,5+ 11,4 17,116,
PCB 50 155+ 4,4 1821 4,2 2,4t 34 13,1£3,1
Vitamin E (ug vitaminu E acetdtu/lg peéene)s
Kontrola* 28,0+ 4,8 260+ 6,6 349+ 5,7 279479
PCB 5 29,0+ 4,1 40,4+13,6 36,6 +17,9 36,0 6,0
PCB 50 26,0 + 8,0 31,4%10,5 240t 3,5 26,6+ 1,8

Poéet stanovem bol 5-8za kaidu skupinu — The number of determinations was 5-8in each group
groups, Zchicken age (days), 3vitamin A (Mg acetate vitamin A/1 g of liver), 4control, *vitamin E
(ng of acetate vitamin E/1 g of liver)

K poruchdm dochddza aj pri podrobnejSom hodnoteni hladin dal$ich horménov -
tyroxinu, trijodtyroninu, androgénov a estrogénov (Herzig ai., 1985; Ko -
Sutzky,1987; Ruprich a Piskac¢, 1990). V pokuse sme opakovane sta-
novili hladiny oboch vitaminov v peceni brojlerov rozneho veku (tab. VIII).
Potvrdilo sa, Ze polychlérované bifenyly nepriaznivo pdsobia na hladinu vitaminu
A. K jeho poklesu dochddza hlavne v skupine s vy$Sou ddvkou PCB. Zo ziskanych
vysledkov je zrejmé, Ze niz8ia pouzitd ddvka (Smg/kg) vyvolala pokles hladin vi-
taminu A aZ pri konci aplikaného obdobia (42 dni). Hodnoty vitaminu E (ako pri-
rodzeného antioxidantu) nasvedCuju na tesny vztah k toxickym u¢inkom PCB
s tendenciou zvySovania jeho hladin v peceni. Toto pdsobenie sa didva do suvislosti
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s aktivdciou detoxika¢nych enzymatickych mechanizmov heparu (Hudecovd
ai, 1977). -

Celkove moZno zo sledovanych klinickych a metabolickych ukazovatefov
u brojlerov exponovanych PCB poukézat hlavne na zmeny tychto parametrov:
— vyskyt hydroperikardu a perihepatitidy,
— vyrazny pokles hmotnosti lymfoidnych organov,
— vzostup triglyceridov a cholesterolu v krvnej plazme,
— pokles titra protildtok na vakcindciu (AVIPEST a iné antigény),
— celkové zhor¥enie ukazovatefov krvného obrazu,
— pokles hladin vitaminu A v pefeni.

Dlhodobé poddvanie dvoch relativne nizkych ddvok PCB brojlerovym kuratdm
v krmive sa vyznacovalo $irokym spektrom imunotoxickych a metabolickych
u¢inkov. Charakteristicky bol pitevny ndlez, zhorSeny krvny obraz a pokles hladiny
vitaminu A v peceni. Na rozdiel od klinickych priznakov popisanych u brojlerov
pri hydroptickom syndréme vo velkochovoch JantoSovi¢ ai., 1991) sme
ascites pozorovali len vynimo¢ne. Rovnako nedochddzalo k poklesu vitaminu E
v pedeni. Za velmi zdvazné mozno povazovat postihnutie lymfatického tkaniva.
Nase vysledky o imunotoxickom pdsobeni potvrdzuje i praca autorov Ha -
louzka a Jurajda (1991) o synergickom u¢inku PCB a virusu Markovej
choroby (MDV) na intenzitu imunosupresie sledovani na zdklade cytolytickych
zmien lymfatickych orgdnov kurciat.
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KOSUTZKY, J. - KOSUTZKA, E. - LENCUCHOVA, L. (Research Institute of Breeding
Poultry, Ivanka pri Dunaji; State Veterinary Institute, Nitra):

Long-range exposure of chickens to PCB - metabolic and immunotoxic effects.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5) : 287-296.

Even though it has been forbidden to produce and commercially use polychlorinated
biphenyls (PCB) in this country, their stocks and contaminated refuses continue to be a
source of danger at present. Hence prevention of environment and food chain contami-
nation is being focused on, along with their monitoring in various commodities. In the
poultry operations random contacts of poultry with PCB-containing materials may be
expected (paints, plasters, litter).

In our experiment we investigated metabolic and immunotoxic effects of low PCB
doses on broiler chickens. A hundred and twenty sexed straight-run chicks randomly
divided themselves into three departments on deep litter. Cockerels had an ad libitum
access to feeds and water, and they were reared under a continuous lighting regime. A
feed mix BR-2 (ME 12.8 i.u., crude protein 19.9 %) was used as an experimental diet.
The experimental groups received a contaminated mix (equal portions of original com-
mercial PCB preparations - Delor 103 and Delor 105 manufactured by the firm Chemko
Strazske) at doses of 5 and 50 mg/kg. Chick exposure to PCB lasted from the first to
42nd day of their life. Chick weight, relative organ weight and vitamin A and E levels
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in liver were determined at the end of the experiment (42 days). The concentrations of
cholesterol, triglycerides, proteins, calcium and lysozyme were determined in the blood
serum. The concentrations of antibodies to chick repeated immunization with a vaccine
against Newcastle disease (AVIPEST) and the blood picture of chicks were also evalu-
ated.

Chronical PCB applications in broiler diet resulted in a significant decrease in the
weight of broiler chicks at the age of 21 and 28 days (P <0.01). The weight differences
were compensated later on, and the chick weight of the different groups at the age of
42 days was not significantly affected by this treatment. Hepatitis and hydropericarditis
were found in affected chicks at their dissection (age of 42 days). Liver weight signifi-
cantly increased after administration of both PCB doses (P < 0.01), but the relative weight
of lymphoreticular organs (thymus, spleen, bursa Fabricii) decreased (P < 0.05). There
were serious metabolic disorders in the blood serum after 42-day PCB applications.
Cholesterol and triglyceride concentrations (P < 0.01) were significantly increasing
(P < 0.01), while the content of serum calcium significantly dropped (28 and 35 days
of age). PCB exposed cockerels had the significantly lower titre of antibodies to repeated
immunization against Newcastle disease. Inmunosuppressive effects were also observed
after applications of other antigens (B. abortus-antigen, SRBC-antigen) and after titre
readings of the corresponding antibodies. A drop of lysozyme concentrations (insignifi-
cant) and worse blood picture in all the investigated parameters were found in the blood
serum of PCB group chicks. The vitamin E concentrations in liver did not change, the
vitamin A concentrations significantly decreased. A typical post-mortem finding (hepa-
titis, hydropericarditis) and a broad spectrum of clinical and metabolic disorders were
observed in the PCB-exposed groups.

chickens; polychlorinated biphenyls (PCB); metabolic disorders; immunotoxic effects
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MVDr.Jozef KoSutzky, DrSc., Vyskumny tistav chovu hydiny, 900 28 Ivanka pri
Dunaji, Slovak Republic
Tel. 07 943121
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FORMY XANTIN OXIDOREDUKTAZY V TKANIVACH
JAPONSKEJ PREPELICE

J. Jankela, M. Baranovska, J. Antalikova

Ustav biochémie a genetiky Zivocichov SAV, Ivanka pri Dunaji

Xantin oxidoreduktdza (XOR) sa v tkanivach japonskej prepelice nachddza v troch
formach vyuZivajicich ako akceptor elektrénov NAD', Oz, metylénovii modri
(MM).V peceni a v obli¢kach sa nachadzaji vetky tri formy XOR, v pankrease
absentuje forma vyuZivajica O2. Pedeiiova forma XOR-NAD a XOR-MM st v li-
nearnej koreldcii s obsahom bielkovin v krmive v rozmedzi 120 - 370 g N x 6,25/kg,
v obli¢kach je popisand linedma zavislost len u formy XOR-MM.

Coturnix coturnix japonica; peceii; obli¢ky; pankreas; xantin oxidaza a dehydrogenaza;
NAD": Oz metylénovd modrd; vplyv bielkovin krmiva

Xantin oxidoreduktdza (XOR) je enzym Siroko distribuovany v ZivoliSnej risi.
U vtdkov xantin oxidoreduktiza utilizujica NAD" ti¢inkuje v elimindcii aminoky-
selinového dusika. V peceni vtdkov je aktivita tohoto enzymu v priamej koreldcii
s obsahom bielkovin v krmive (Jank e 1 a, 1978). Predpoklada sa, Ze rovnako ako
u vtakov aj u cicavcov je XOR dehydrogendzového typu. Price autorov Stripe
a Corte (1969) poukdzali na to, Ze dehydrogenazova forma enzymu mdzZe byt
v tkanivach cicavcov reverzibilne menend na oxiddzovi formu, vyuZivajicu mole-
kuldmy kyslik(Batelli ai., 1992). Oxiddzova forma enzymu mdZe teda za urci-
tych podmienok existovat v tkanive in vivo Mc¢ Kelvey ai., 1988). Podla
autorov Margolin a Behrman (1992) hodnota aktivity oxiddzovej formy
dosahuje aZ 1/3 hladiny dehydrogendzy. V prezentovane;j praci sme sa pokusili overif
¢i dehydrogendzova forma je jedinou formou XOR v tkanivdch vtikov a ak nie, tak
¢i koreldcia medzi aktivitou a obsahom bielkovin v krmive plati aj pre iné formy

enzymu.
MATERIAL A METODY

Japonské prepelice - kohttiky z chovu UBGZ SAV vo veku 41 dni boli rozdelené
do 5 skupin po 10 zvierat. Styri skupiny boli kimené ad libitum dietami na bize
suSeného vaje¢ného albuminu s obsahom 0, 120, 240, 300 g N x 6,25/kg krmiva.
ZloZenie krmiv je v tab. 1. Piata skupina bola kfmen4 $tandardnou kfrmnou zmesou
KR1 s obsahom 260 g N x 6,25/kg.

Po 10driovom krfmeni boli zvieratd dekapitované. Okamzite po usmrteni boli
pecei, obli¢ky a pankreas homogenizované v sklennom Potter-Elvehjemovom ho-
mogenizdtore v tris-HCI tlmivom roztoku (pH 7,4) pri teplote 4 °C. Jadernd frakcia
homogendtov bola odstranena centrifugdciou po dobu 20 min (800 G, 4 °C) a mikro-
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I. ZloZenie experimentdlnych diét — The formulae of experimental diets

Komponent' ® Experimentdlna dieta'

I 1 I v
Suseny vajedny bielok? - 15,15 30,30 45,45
Kukuri¢ny krob® 30,50 25,45 20,40 14,75
Glukéza® 61,00 50,90 40,80 30,70
Klickovy olej’ 1,0 1,0 1,0 1,0
Slne&nicovy ole;j® 2,0 2,0 2,0 2,0
Celuléza’ 3,0 3,0 3,0 3,0
Vitaminovy doplnok® 1,0 1,0 1,0 1,0
Minerdlny doplnok9 1,5 1,5 1,5 1,5
g N x 6,25/kg 0 120 240 370

1ingredient, %dried e albumen, 3 maize starch, 4glucose, 5germ oil, Ssunflower oil, 7c«:llulose, 8bio-

factors supplement, “mineral supplement, ‘oexperimental diet

zomalna frakcia naslednou centrifugdciou po dobu 30 min (24 000 G, 4 °C). Hruba
cytoplazmaticka frakcia bola 3 h dialyzovand oproti 200ndsobku tris-HCI tlmivého
roztoku (pH 7,4) pri teplote 4 °C.

V dialyzitoch bol stanoveny obsah celkovych bielkovin podFa autorov L o wry
ai. (1951) a aktivity xantin oxidoreduktizy (EC 1.2.99.2.) pre akceptory NAD", mo-
lekulzimy kyslik, resp. metylénovd modrd. Stanovenie dehydrogendzove;j fonny
enzymu (akceptor NAD") bolo uskutonené v tris-HCI timivom roztoku meranim
tvorby NADH pri 340 nm v pritomnosti 0,015 mmol xantinu a 1,088 mmol NAD".
Aktivita oxiddzovej formy (akceptor O,, metylénovd modrd) bola merand v pri-
tomnosti 0,015 mmol xantinu a 0,8 pmol mety]énovej modrej, resp. pri syteni kysli-
kom na zziklade merania tvorby kyselmy mocovej pri 292 nm.

Hodnoty 3pecifickej aktivity (kat/mg bielkovin) boli Statisticky vyhodnotené na
preukaznost rozdielov medzi skupinami ¢-testom a vplyv bielkovin krmiva na akti-
vitu bol testovany linedrnou regresiou.

VYSLEDKY

Specifick4 aktivita XOR meran4 pre akceptor NAD" (XOR-NAD) je na obr. 1.
Pritomnost tejto dehydrogendzovej formy enzymu bola zistend vo vSetkych troch
sledovanych orgdnoch. Najvy3s3ie Specifické aktivity boli pozorované v obli¢kich,
najniz3ie v pankrease.

Hodnoty Specifickej aktivity XOR-NAD v peceni boli signifikantne rozdielne len
medzi skupinou zvierat kimenych dietou obsahujicou 120 g N x 6,25/kg a zviera-
tami s krmivom obsahujucim 370 g N x 6,25/kg. Regresnd analyza ukdzala, Ze
v rozmedzi 120 - 370 g N x 6,25/kg je vzostup Specifickej aktivity XOR-NAD li-
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nedrny (regresny koeficient (RK = 0,962). Linearita vzrastu aktivity v celom sledo-
vanom rozmedzi obsahu bielkovin v krmive je o nie¢o slabSia (RK = 0,923). Hodno-
ta Specifickej aktivity u zvierat kimenych kontrolnym krmivom (260 g N x 6,25/kg)
je nizia ako by vyplyvalo z linedrneho vzfahu aktivity a obsahu bielkovin v krmive.
Variabilita obli¢kovej Specifickej aktivity bola pomeme zna¢nd, rozdiely medzi
jednotlivymi skupinami neboli preukazné. Trend vzostupu aktivity pri kfmeni die-
tami s obsahom 120 - 370 g N x 6,25/kg nie je linedmy (RK = 0,634). Analyza
Specifickej aktivity XOR-NAD v pankrease pouk4zala sice na preukazné rozdiely
medzi hodnotami aktivity u zvierat kimenych bezdusikovou dietou a zvierat kfme-
nych dietami s obsahom 240, resp.370 g N x 6,25/kg, ale trendy v zdvislosti medz
aktivitou a hladinou dusikatych latok v diete neboli pozorované. Podobne ako v pe-
Ceni je pozorovany znadny pokles Specifickej aktivity u zvierat kfmenych
kontrolnym krmivom (260 g N x 6,25/kg), priom individudlna variabilita hodndt
je velmi nizka (SD = 0,13).

Xantin oxidoreduktdza vyuZzivajuca molekuldry kyslik (obr. 2) bola zistend len
v peceni a obli¢kdch, aj to len u niektorych skupin zvierat. Pri pouZiti bezbielkovi-
nove;j diety nebola zistend pritomnost tejto formy enzymu ani v jednom orgéne, v pe-
Ceni navySe absentovala aj u zvierat kimenych dietou s obsahom 240 a 370 g
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N x 6,25/kg. Oblickova aktivita tejto formy XOR vykazovala tendenciu k poklesu
v zdvislosti na obsahu bielkovin v krmive.

Na obr. 3 je Specifickd aktivita XOR merand pre umely akceptor - metylénovi
modni (XOR-MM). Rovnako ako v pripade XOR-NAD bola tito forma enzymu
detekovand vo vSetkych troch orgdnoch s najvy$8imi hodnotami v obli¢kdch
a najniZ8imi v pankrease. V peceni zvierat kimenych bezbielkovinovou dietou ne-
bola zistend pritomnost XOR-MM. U ostatnych skupin dochddzalo k prudkému,
signifikantnému vzostupu Specifickej aktivity v zdvislosti na hladine dusikatych
latok v diete, pricom linearita tohoto vzostupu je vefmi vysoka (RK = 0,99). Obli¢ko-
va XOR-MM bola s pomeme vysokou Specifickou aktivitou stanovena u zvierat
kfmenych bezbielkovinovou dietou. V rozmedzi 120 - 370 g N x 6,25/kg bol po-
zorovany mierny, nepreukazny linedrny vzostup aktivity (regresny koeficient
RK = 0,939). Pankreaticky enzym utilizujici MM bol zisteny u vietkych skupin
zvierat s vefmi nizkou individudlnou variabilitou, najmi u zvierat kimenych dietou
s 0, 120, resp. 240 g N x 6,25/kg (SD = 0,092, 0,063, resp. 0,086).

Na obr 4 su sumarizované aktivity foriem XOR unhzujuce NAD" a MM ako aj
percentudlny podiel dehydrogendzovej formy. Regresna analyza pecetiovych foriem
enzymu ukazuje na vysoku linearitu vzostupu sumarne;j aktivity v zdvislosti na obsa-
hu bielkovin v krmive v rozmedz 0 - 370 g N x 6,25/kg (RK = 0,998). Okrem zvierat
krmenych bezbielkovinovou dietou je viak podiel dehydrogendzovej formy na su-
marnej aktivite len 45 %. V oblickach je zastipenie formy XOR utilizujiicej NAD*
len 33 %, vzostup sumairnej aktivity v rozmedzi 120 - 370 g N x 6,25/kg je viak
preukazateme lineamy (RK = 0,965). Aktivita XOR vyuzivajica prirodzené akcepto-
ry NAD" a molekuldry kyslik je sumarizovana na obr. 5. Percentudlny podiel de-
hydrogenazovej aktivity je vysoky a neklesa pod 80 %.
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DISKUSIA

O mechanizmoch konverzie foriem XOR pojedndva niekofko prac. Oxiddciou,
alebo blokovanim tiolovych skupin enzymu dochddza k reverzibilnej premene de-
hydrogendzovej formy na oxiddzovi (Corte a Stirpe, 1972), rovnako ako
za urCitych patologickych podmienok (Kuppusamy a Zweier, 1989) pri
zvySenej dostupnosti purinovych metabolitov(Marubayashi ai., 1991), resp.
starnutim prepardtu (Corte a Stirpe, 1968a), alebo inkubdciou s proteoly-
tickymi enzymami (Corte a Stirpe, 1968b). Metodika pripravy vzorky v po-
pisanej praci bola zvolena tak, aby sa do najniz8ej miery zniZili mozné ucinky
prirodzenych determinantov enzymatickej konverzie. Casovy postup pripravy pre-
paratu nepresiahol paf hodin a teda vplyv starnutia prepardtu na formu XOR mohol
byt zanedbateny. Zaradenie dialyzatného stupria malo za ciel odstrénif nativne pri-
tomné kofaktory, alebo inicidtory konverzne Pri samotnom testovani enzymaticke;j
aktivity bol pouzity akceptor NAD",0,, resp. metylénova modra v nadbytku, teda
nemohlo ddjst k artefaktom vyplyvajicim z jeho nedostatku. Ukézalo sa, Ze napriek
uvedenym zdsaddm pripravy vzorky bola hodnota 3pecifickej aktivity oxiddzovej
formy pri pouziti umelého akceptoru - metylénovej modrej vo vacSine pripadov
vysSia ako aktivita dehydrogenazového typu.

V peceni zvierat kimenych bezbielkovinovou dietou nebola aktivita oxiddzovej
formy stanovend. U ostatnych skupin zvierat prevaZovala nad dehydrogendzovou
formou asi 1,3-ndsobne. V obli¢kdch zvierat vietkych skupin bola oxxdézové forma
enzymu, vyuZivajiica MM 2,0 - 3,1-krét vy3$ia ako forma utilizujica NAD"*. Me-
tylénovd modrd ako umely produkt sa v organizme nevyskytuje, aktivita enzymu
vyuzivajuceho tento akceptor je teda viac menej experimentilnou zaleZitostou.
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Z hladiska prirodzeného substratu je podstatnejSia afinita XOR k molekuldrnemu
kysliku. Aktivita tejto formy XOR je viak detekovatefnd prakticky len v oblickich
a ani tu nedosahuje viac ako 18 % dehydrogendzovej aktivity. Z tohoto dovodu
mozno uzatvdraf, Z¢ XOR v sledovanych tkanivich vtdkov je prevazne dehydroge-
nazového typu. Koreldcia medzi obsahom bielkovin v krmive a aktivitou XOR de-
hydrogendzového typu bola uZ dokumentovand (Jankela, 1978;
Baranovskd a GazZo, 1990). Linearita tohoto vzfahu v oblasti 15 - 60 %
bielkovin v krmive bola popisand pre aktivitu v pedeni, ale nie v obli¢kdch a
v pankrease.

Hodnoty aktivity u zvierat kimenych kontrolnou kfmnou zmesou s obsahom
260 g N x 6,25/kg su najmd v peCeni a v pankrease mimo rozsahu hodnot
u ostatnych skupin zvierat. Tento fakt mdZe poukazovaf na vplyv nebielkovinovych
ltok v krmive, ktoré rovnakym sposobom ovplyvﬂujl'l petetiovil a pankreaticku, ale
nie obli¢kovu aktivitu (Jankela, 1992) a nie si pntomné v semisyntetickych
dietach pouzitych u ostatnych skupm zvierat.

Prekvapujice su vysledky aktivity XOR vyuZivajucej MM. Aktivita tejto formy
enzymu v peceni a v obli¢kich citlivejSie reaguje na zmeny obsahu bielkovin
v krmive. Regresnd analyza poukazuje na velku linearitu vzfahu aktivity a obsahu
kfmnych bielkovin nielen v peeni, ale dokonca aj v obli¢kach.

Z hladiska vyuZitia stanovenia XOR aktivity ako markeru nutri¢nej hodnoty krmi-
va preukaznd vypoved tejto metodlky vyzna¢ne stipa. Sumarizicia aktivit xantin
oxidoreduktizy vyuZivajiicej NAD" a MM umozni ziskaf koreldcie medzi aktivitou
XOR a obsahom bielkovin v krmive v rozsahu od 0 do 370 g N x 6,25/kg.
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JANKELA, J. - BARANOVSKA, M. - ANTALIKOVA, J. (Institute of Animal Biochemistry
and Genetics, Slovak Academy of Sciences, Ivanka pri Dunaji):

Xanthine oxidoreductase forms in tissues of Japanese quail.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5) : 297-304.

The Japanese quail tissues — liver, kidney and pancreas were analysed for the pres-
ence of forms of xanthine oxidoreductase utilised cofactors NAD", molecular oxygen
or artificial acceptor - methylene blue, as well as for the validity of correlation between
enzymatic activity and diet protein content. Four groups of animals with the experimental
diets, the formulae of which are given in Tab. I, and control group with a commercial
mash were fed for ten days. For enzyme preparation, the rough purification of cytoplas-
mic fraction with subsequent dialysis was used. The xanthine oxidoreductase utilised
NAD" (XOR-NAD) was detected in all examined tissues (Fig. 1), whereby the correlation
of enzymatic activity with diet protein content was shown only in liver, according our
previous findings(Jankela; 1978, Baranovskd and GaZo, 1990). The
values in liver and pancreas of animals fed a commercial mash were somewhat out of
the range of linearity, probably because of the presence of nonprotein substances in mash,
which affected the XOR activity in these organs (Jan k el a, 1992). The XOR utilised
O2 (Fig. 2) was only detected in liver and kidney with certain activity in animals fed
free protein diet. The percentage of this enzyme form was below 18 % of the total activity
(Fig. 5). The xanthine oxidoreductase utilised methylene blue (XOR-MM) was detected
in liver, kidney and pancreas (Fig. 3). The correlation of enzymatic activity with diet
protein content was linear in liver and kidney. The percentage of XOR-MM activity was
very high, it amounted to 55 % of the total activity (Fig. 4). The joint determination of
both forms of XOR (XOR-NAD" and XOR-MM) may be a valuable tool for utilization
of XOR activity as a marker of the nutritional value of feed.

Coturnix coturnix japonica; liver; kidneys; pancreas; xanthine oxidase and dehydro-
genase; NAD"; O2; methylene blue; effect of feed proteins
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VYSKYT AVIARNi MYKOBAKTERIOZY U VOLNE ZI1JiCIHO
PTACTVA V RUZNYCH EPIZOOTOLOGICKYCH POMERECH
TUBERKULOZY DRUBEZE

K. Hejli¢ek, F. Treml
Vysokd $kola veterindrni a farmaceutickd, Brno

Byl sledovan vztah mez vyskytem aviimi mykobakteriézy u voln& Zjiciho ptactva
a tuberkulozou dribeZe. Z Sesti drilbeZiren s vyskytem tuberkul6zy kura domaciho
byly v péti pfipadech u ptactva prokiziny mykobakterie, popF. patologickoanatomické
tuberkul6zni zmény. Obdobné byly prokiziny mykobakterie u ptikii ulovenych v ze-
médé&lskych zavodech, v jejichZ prostiedi nebo okoli se vyskytovala tuberkulézni drii-
beZ. Naproti tomu u ptiki ulovenych v zavodech bez tuberkul6zni dritbeZe, v prosttedi
tuberkulozy prostého velkochovu driibeZe a ve volné pfirodé nebyly, s vyjimkou
havrana polniho (Corvus frugilegus), prokiziny mykobakterie, resp. nalezeny tuberku-
16zni zmény. Bylo vy3etieno 3210 jedincii naleZejicich k 69 zoologickym druhim. My-
kobakterie byly prokazany u 37 jedinca (1,15 %) a 13 druhi (18,84 %).
Patologickoanatomické tuberkulézni zmény byly nalezeny u péti jedinci (0,15 %)
a dvou druhii (2,89 %). Z izolovanych kmentu 86,6 % bylo v biologickém pokusu pa-
togennich pro kura domaciho. Z vysledki 1ze usuzovat, Ze vyskyt mykobakteriozy
u voln& Zijiciho ptactva je podminén pfitomnosti tuberkul6zni driibeZe jako hlavniho
zdroje. Pfetrvavani a Sifeni avidmich mykobakterii v hejnech voln€ Zijiciho ptactva
u nas trvale Zjiciho nelze pfedpokladat.

tuberkul6za; voln€ Zijici ptactvo; dribeZ

V 1dobi po eliminaci bovinni tuberkulézy vyrazng& ziskaly na vyznamu infekce
zvifat zpisobené M. avium a atypickymi mykobakteriemi. Jsou sledoviny riizné
zdroje a cesty $ifeni t&chto mykobakterii, jako nutny pfedpoklad uinné prevence
a tlumeni jimi zpisobovanych infekci. Hlavnim zdrojem M. avium pro ptiky i savce
je kur domdci, zejména jedinci s pokro¢ilymi formami onemocnéni, ktefi intenzivné
kontaminuji prostfedi chovu. Po utlumeni tuberkulézy driibeze ve velkochovech
ziistivaji dnes hlavnim zdrojem tuberkulézy dnibeZe malochovy, v nichZ se nikaza
vyskytuje ¢asto dlouhodobé. Z dalSich zdrojii M. avium se uplatiiuje voln& Zijici
ptactvo, pfedevsim synantropni druhy, které pfichdzeji do t&sného styku s hospo-
dafskymi zvifaty. Vyznam tohoto zdroje pro pfenos avidmi mykobakteriézy neni
vZdy sprivné hodnocen, zejména epizootologické souvislosti pfi jeho vzniku
a pfetrvavini. V naSich dlouholetych studiich epizootologie aviiarni mykobakteriézy
jsme v&novali pozornost také niznym faktorim s moZnym vztahem k vyskytu a 3i-
feni mykobakteriézy volng Zijiciho ptactva. Jednim z nich byla tuberkulézni driibeZ,
resp. kur domdci.

Tuberkul6za volng& Zjiciho ptactva byla znima jiZ koncem minulého stoleti.
Crips (1875) v Anglii zjistil tuberkulézu u baZanta (Phasianus colchicus)
a Sibley (1889) u sycka (Strix pratincola). Od té doby byla tuberkul6za, resp.
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mykobakterioza, popsdna u velkého po¢tu riiznych druhi voln& Zjicich ptdki. Byly
prokdziny patologickoanatomické zmény nebo izolovany mykobakterie z nezmé-
nénych orgdnt a tkdni. Literdrni udaje o vyskytu mykobakterii a tuberkuléznich
zmén u jednotlivych druhid volng Zijicich ptdkd do roku 1973 shrnul Hejlidek
(1977). Podle n&ho do té doby byla nalezena mykobakteriéza u 59 druhi, v nékte-
rych pfipadech opakovan& riznymi autory. Pozdé&ji byla popsdna mykobakteriéza
jeSt& u t&chto druhid voln& Zijicich ptdkt: dudek chocholaty (Upupa epops), datel
cerny (Dryocopus martius), strakapoud velky (Dendrocopos major), krkavec velky
(Corvus corax), konipas bily (Motacilla alba) , sykora sp. (Parus sp.), stehlik obecny
(Carduelis carduelis) - Michaljova (1976); konopka obecnd (Carduelis
cannabina), vlaStovka obecnd (Hirundo rustica), krutihlav obecny (Jynx torquilla)
- Hejlic¢ ek (1977); raroh jizni (Falco biarmicus) - Nie aj. (1982); orel stepni
(Aquila rapax), sokol stéhovavy (Falco peregrinus) - Stika (1989); rohd& po-
tapka (Podiceps cristatus), kolnik bily (Platalea leucorodia), labuf mald (Cygnus
columbianus),labuf velka (Cygnus olor), berneska tmavé (Branta bernicla), mor&ak
maly (Mergus albellus), dfemlik tundrovity (Falco columbarius), lyska &ema (Fulica
atra), racek bouini (Larus canus), holub doupiidk (Columba oenas) a kalous uSaty
(Asio otus) - Smit aj. (1987).

Pozornost byla vénovdna nejen vyskytu mykobakteriézy u riznych druhii ptaki.
Neékteti autofi vySetfovali i obsdhlé soubory jedincti téhoz druhu s cilem zjistit roz3i-
feni nakazy v jejich populaci. Vysledky jejich vySetfeni za léta 1917 - 1973 shrnul
do pfehledu Hejlic¢ ek (1977). Podle jednotlivych druhi a lokalit &inila pozi-
tivita 0,89 - 60 %, vyjimecné 100 %. V obsdhlé studii pfi vySetfeni 999 vrabcti na
uzemi Danska P 1um (1942) upozomil, Ze v nékterych lokalitich pozoroval vy-
soké procento vyskytu onemocnéni, jinde vSak byla hejna onemocnéni zcela prosta,
i kdyZ vrabci méli moZnost se nakazit.

V naSich dlouholetych epizootologickych depistdZich avidrni mykobakteriozy
jsme vénovali rovnéZ pozornost riznym aspektiim mykobakteriézy voln& Zjiciho
ptactva. Jednim z nich byl i vyskyt mykobakteriézy v zdvislosti na epizootologické
situaci tuberkul6zy driibeze v prostfedi, v némz se ptici nachdzeli.

MATERIAL A METODY

V létech 1966 - 1990 jsme vySetfovali voln& Zijici ptactvo:
— v driibeZzdréch s rizné intenzivnim roz§ifenim tuberkuldzy,
— v zem&dé&lskych zavodech s vyskytem tuberkul6zy driibeZe v blizkych malochovech,
— v zemé&délskych zdvodech bez vyskytu malochovii dritbeZe v okoli,
— ve velkokapacitni dribeZdrn& prosté tuberkuldzy,
— ve volné piirodé bez chovii driibeze, v zem&délské oblasti.

Ptéky jsme ziskdvali odstfelem nebo odchytem do siti. Po druhovém ur&eni jsme
ptaky pitvali, zji§fovali patologickoanatomicky nélez a kultivaéng vy3etfili z kazdé-
ho jedince smésny vzorek z jater a sleziny. Z narostlych mykobakterii jsme zakl4-
dali subkulturu a pak v biologickém pokusu na kuru domdcim ovéfovali patogenitu
a alergenognni vlastnosti. Celkem jsme vySetfili 3210 jedinct ndleZejicich k 69 zoo-
logickym druhtim (tab. I).
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VYSLEDKY

Z tab. II je patmé, Ze v prostfedi Sesti dribezdren s vyskytem tuberkulézy (a)
jsme v pé&ti pfipadech z voln& Zijicich ptdki izolovali mykobakterie. Pouze v drii-
bezdrné& N., kde rok pfed naSim vy3etfenim byla obm&n&na piivodni infikovand drii-
beZ a zahdjeno tlumeni jednoro&ni obmé&nou hejna, jsme u voln& Zijicich ptdki
mykobakterie neprokdzali. V ostatnich p&ti driibezdmdch frekvence ndlezi myko-
bakterii u voln& Zijiciho ptactva vcelku odpovidala epizootologické situaci, tj.
nejnizsi byla v driibezdmé V., kde bylo zahdjeno tlumeni. Naopak nejvyss§i v dri-
bezdrmné& T., s Cetnymi thyny, kde byl téZ prokdzdn jediny pfipad infekce s patolo-
gickoanatomickymi tuberkuléznimi zm&nami. Obdobn4 situace byla i u volng
Zijicich ptdki v zemé&délskych zdvodech s vyskytem tuberkulézy v blizkych ma-
lochovech dribeZe (b). V zdvodech N.D. a P., s vyskytem &etnych reagenti u drii-
beze, byly u uloveného ptactva nalezeny mykobakterie. V zdvod& T., pouze
s ojedinélym vyskytem reagujici driibeZe v obci, nebyly u ptactva mykobakterie
prokdzdny. Bez ndlezu mykobakterii byli téZ voln& Zjici ptdci uloveni v zemg-
d&lskych zdvodech, v jejichZ okoli nebyly malochovy driibeZe (c). Mykobakterie se
nepodafilo prokdzat ani z volng Zijictho ptactva z prostfedi velkokapacitni driibeZiamy
prosté tuberkul6zy (d), i kdyZ bylo v priib&hu péti let pfi odlovech vySetfeno 298 jedincii
naleZejicich 24 druhim. V posledni skupin& (e), u ptdki ulovenych ve volné krajiné
v zem&dé&lské oblasti, byly nalezeny patologickoanatomické zm&ny a mykobakterie
pouze v lokalit® CH. Ve viech &tyfech ptipadech se jednalo o jedince havrana polni-
ho (Corvus frugilegus), ktery zalétd do lokality v zimnim obdobi v hojnych po&tech.

Z 3210 vy3etfenych jedincl voln& Zijicich ptdkti ndleZejicich k 69 zoologickym
druhim (tab. I) byly mykobakterie izolovany z 37 jedinct (1,15 %) ndleZejicich
13 druhtim (18,84 %). Z druhti s v&t§im podétem vySetfenych jedinct byl nejéastjsi
nélez mykobakterii u havrana polniho (Corvus frugilegus) - 5,3 %, strnada obecného
(Emberiza citrinella) - 4,4 % a vla$tovky obecné (Hirundo rustica) - 3,9 %. Pato-
logickoanatomické zmény byly nalezeny u péti jedinci (0,15 %) ndleZejicich dvéma
druhiim (2,89 %), a to u havrana polniho (Corvus frugilegus) - 5,4 % a vrabce do-
mdciho (Passer domesticus) - 0,06 %.

Z izolovanych kmeni mykobakterii sledovanych v biologickém pokusu bylo
86,6 % patogennich pro kura domdciho. Vybrané kmeny byly ve viech ptipadech
typizovany jako M. avium, sérotyp 2.

DISKUSE

V epizootologii avidarni mykobakteriézy md prvofady vyznam pozndni zdroji
M. avium. Za nejzivazn&;si zdroj je povaZzovan kur domédci. Z dalSich avidrnich zdro-
ju je vénovdna zna¢nd pozornost volné Zijicimu ptactvu. Je k dispozici velké
mnozZstvi zprdv o vyskytu infekce niznych druhti voln& Zijicich ptdki a stejn& tak
je znama rozdilna vnimavost jednotlivych druhti k M. avium. Pfi vySetfovani i téhoZ
dnihu ptdki z riznych lokalit je zjifovan riizny stupeti postizeni mykobakteriézou.
Na to upozomil jiZ P 1 um (1942 ) v Ddnsku. Vznik4 otdzka jak si tento jev
vysvétlit. Zda infekt pfetrvava a $ifi se v hejnech voln& Zijictho ptactva nebo zda
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I. Pfehled vySetfenych druhli a jedinci voln& Zjiciho ptactva v jednotlivych lokalitich a ndlezy mykobakterii, popf. patologickoanatomickych tu-
berkuléznich zm&n — A survey of examined species and individuals of free-living birds at the different localities and findings of mycobacteria,
and/or patho-anatomic tuberculosis lesions

Drub! Lokalits Celkem’
H|{Vv|M|K|T|N|ND|P|T|M|s|V|cH|B

BaZant obecny (Phasianus colchicus) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 4

B&lofit 3edy (Oenanthe oenanthe) ol 2|olo|loflo|lo|lo]o|lolo]o|o] o] 2

Brambornitek hnédy (Saxicolarubetra) | 0 | 1 | o | o | o| ol o[ o| ol o] o] o] o] o 1

Bravnik (Turdus viscivorus) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Brhlik lesni (Sitta europaea) oloflolo|lojo|lo|lo|o|lo|o]|1]9o] 1| n

Budni¢ek mensi (Phylloscopus collybita)| 0 171 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 2 4 13/1 (7,6%)

Budni&ek vétsi (Phylloscopus trochilus) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2

Cejka chocholati (Vanellus vanellus) 0 ol o|lo|lo|lolo|oflo]o|o|2]|0] 2

Cervenka obecni (Erithacus rubecula) 1 ool o|l 1|0l o0l O0O|O|O]| 7| 8] 3 20

?o':: ”‘:r“:":::;y {CaccoghpaRsmE 2{0|lo|lo|lo|lofloflo]o|o|o|o| 2|0 4

Drozd zp&vny (Turdus philomelos) vl ol ol ol olo|loflo|] oo o] 1] 3]0 5/1 (20,0%)

Havran polni (Corvus frugilegus) ol o|6|o|o|lo|o|o|o| o o o704 o 764(53%)

2’:’:"2&';‘“‘ (Columba lissa ). olo|l2lo|lo|alolofl1|lo]o]|2]7]2] 3

HFivnéé (Columba palumbus) ol ofoflo|lolo|lo|lo|o|lo|o]|]o]1]o0 1

i‘dc;f;)”h"d“{ (ecgiopin 2 4|loflo| 15| ool 2|0]o0o| ofise]| s]| 175

Hrdlitka divoké (Streptopelia turtur) ol ofloflo|o|o|o|lo]o|lo|o]|]of2]|2]| 2

Hyl obecny (Pyrrhula pyrrhula) 4 5 0 0. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 13
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Pokra¢ovani tab. I

Druh' Lokalita Celkem®
H|V| M|K|T|NI|ND P|T|M|S|V|CH|B

Pénice pokfovni (Sylvia curruca) 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 4

Pénice slavikova (Sylvia borin) 21 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 5/1 (20,0%)
Pénice vlasskd (Sylvia nisoria) 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4

Pénkava obecnad (Fringilla coelebs) 3 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 |18 6 |15 45

Pévuska modrd (Prunella modularis) olo|o|lo|lolo|lo|lolo|lo]|o|o]|1]1 2

Pustik obecny (Strix aluco) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

Racek chechtavy (Larus ridibundus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17 0 17
f:’.:;:::“‘;b““"' {AsEphs olololo|lolo|lo|lo|lolo|lo|l1]|lo]o]| 1
;j‘:‘u‘;:;'; 2pevity (Acrosephale ol o|lo|lo|lo|lo|o|lo|lo|lo|lo|lo]|o]| 2] 2

Rehek domici (Phoenicurus ochruros) 2 1 0 0 0 0 0 3 0 0 0 (10 (16 | 10 42
:};3::0’:“"":;1“ (Phosiicsrs 1l ol ol ol ool oflo|o|lo|of|2]|o]fo9]| 12183%)
Skfivan polni (4d/auda arvensis) 3 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 6

Sojka obecna (Garrulus glandarius) o|l1/o0lo|o|lo|lo|lo|]o|o|o|of1]o 2

Stehlik obecny (Carduelis carduelis) 0 9 771 0 0 0 0 1 0 0 0 0|10 |12 39/1 (2,6%)
Strakapoud velky (Dendrocopus major) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 4

Strnad obecny (Emberiza citrinella) a1 61/ 620 o | o| 1| o o] o o of 61255 | 90/4(44%)
Strnad rdkosni (Emberiza schoeniclus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4

Sykora babka (Parus palustris) 2 olo|lo|lo|lo|o|o|o]fo 3

Sykora koiadra (Parus major) 0 0 0 0 0 0 0 0 |42 (17 |19 92
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Drub' Lokalita’ Celkem®
H V| M| K T N [ND| P T | M S V |CH| B

Sykora modfinka (Parus coeruleus) 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 |15 |11 38

Sykora uihelnitek (Parus ater) o 1/oflofofo ol oflo|o]|o 0| 1

Spatek obecny (Sturnus vulgaris) 2| 1|10 1| 0]O ol 0| 0| 0] O 21

;’;“gﬁiﬁfl“‘m"w (Certhia ol ololo|lolo|lojo|o|o|o|o|1]|o] 1

?;ﬁ’:y‘;ﬁc‘;’z‘f"“w (Cearthia ololololo|lololo|lolo|lo|lo]|o] 1] 1

Tuhyk obecny (Lanius collurio) 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 8

Vlastovka obecna (Hirundo rustica) 5/1| 10 0 0 0 0 3/1 S5/1f 0 0 2 1 |21 |30 77/3 (3,9%)

Vrabec domici (Passer domesticus) 50/1| 21/1| 47/1| 28/3 171 19 | 12/1] 4 8 |25 9 [121 |530 (725 |1600/8 (0,5%)

Vrabec polni (Passer montanus) s36| 3620 321] o | 11|35 | 2| o| 2| 0| o |26 |174 |87 | 44810 22%)

Zvonek zeleny (Carduelis chloris) 5 |11 1 0 0 2/1 0 0 0 0 4 | 31 59/1 (1,7%)

Zvonohlik zahradni (Serinus serinus) 3 2 0 0 0 0 0] 0 0 2 |19 30

Zluna zelena (Picus viridis) 0| 0| 0] 0] O o o0| 0] 0 1|0 1

Zluva hajni (Oriolus oriolus) 0ol 0| 0] 0] O ol 0| 0] 0 1] 0 1

VySetteno celkem® 179 | 136 | 110 | 30 4 | 67 |20 | 14 | 13 | 25 | 11 | 298 (1193|1110( 3210

S ndlezem mykobakterii® 13 s{ s| 32| o 4| 1| o] ol of o 4 o 370,15%

vy3etfeno jedincli/z toho s nilezem mykobakterii — individuals examined/individuals among these with mycobacterium findings
* nilez patologickoanatomickych tuberkuléznich zm&n — finding of patho-anatomic tuberculosis lesions

1species, 2locality, 3total, 4examined in total, Swith mycobacterium findings
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II. Vyskyt mykobakterii a patologickoanatomickych tuberkuléznich (P.A. tbc) zm&n u volné Zijiciho ptactva v riznych epizootologickych pomérech
tuberkul6zy driibee — The occurrence of mycobacteria and patho-anatomic tuberculosis lesions (P.A.tbc) in free-living birds at different epizooto-
logical situation of poultry tuberculosis

Uloveno a vy3etfeno puiln'xs Uloveno a vy3etfeno druhd’®
L a o Oy o* =
2 b A
Rok vy3etfeni ; s i o o
~a | Potet odstt 16 Epizootologickd charakteristika % .§ _g E
3 "3 R g "3 5 8 g
g < <
3 g qE. o 2 2E o
a) drilbeZ4my s vyskytem tuberkulézy'®
1966-1968 41,2% reagentl na tuberkulin, = =
H o ¥kt Mingckoh e 179  |13(7,2%) 0 32 8(25%) | 0
1966-1968 | 38 % reagentil na tuberkulin, . )
\% - héjeni tlumeni!2 136 5(3,6 %) 0 28 4(143%)| 0
1967-1968 nakaza zji¥fovina nékolik let, o .
M ; vyskyt pokrogilyech forem'® 110 5 (4,5 %) 0 13 4(30,7%)| 0
1966 ndkaza zjidfovdna n&kolik let, 5 "
K 3 vyskyt pokrotilyeh forem!> 30 3(10 %) 0 3 1(33,3%)| 0
1966 &asté klinické formy,3-5 hyni G o & .
L 2 dennt, drObezima pred likvidaci®® 4| 200%) | 1@5%) . Coang. | e
v 1.1965 24% reagentii, po obméné .
1966-1967 hejna v r.1966 a 1967 2% a 0,8% 67 0 0 74 0 0
N 4 .15
reagentu
526 |28(53%) | 1(02%)
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Uloveno a vy3etfeno pﬁh’ls

Uloveno a vy3etfeno druhd’®

[ (-3 [~} -3
2 g S d R+
Rok vy3etieni : 3 sians 4
= s | Poget odsth 1 Epizootologick4 charakteristika g E g §
3 "3 NS = " N 2
< o ¥ <
3 §. g E A §. K E A
b) zemédélské zivody s vyskytem tuberkulézy driibeZe v blizkych malochovech'®
1966 Cetni reagenti v sousedicich a o
ND # e e b 20 4(20 %) 0 5 4(80 %) 0
1966 reagenti v malochovech driibeZe _ . 5
g 1 uvnitf zem&d&lského zévodu'® 14 LELL%) 0 A 1@0% g
1966 v celé obci v malochovech driibeZe
T 1 jen ojedinéli reagentiw 3 . . 4 0 0
47 5 (10,6 %) 0
¢) zem&d&lské zévody bez malochovil driibeZe v okoli*’
1967 driibeZ v blizkosti zemé&d&lského
= 2 zdvodu neni chovdna®! =5 - . ! - 9
1967 driibeZ v blizkosti zemé&dé&lského
S 1 zévodu neni chovéna®! 1 0 . 2 9 Y
36 0 0
d) velkokapacitni driibe24ma prosti tuberkulézy’>
1986-1990 driibeZdrma pro 120 000 nosnic
AV 19 prostd tuberkulézy23 28 " . - i 0
298 0 0
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Pokradovani tab. II

Uloveno a vy3etfeno ptékl'ls Uloveno a vysetfeno druhi®
2 o _ ) a L. * =
Rok vyZetfeni . ; e e S - 5 E
—,é Potet odstfeli’ Epizootologickd charakteristika _§ g § g
—_ ~ o~
3 3 24 < 3 32| <
=4 2 E A 2 g E a
e) volnd krajina v zemé&dé&lské oblasti**
1977-1980 stavebni misto o o o o
o 19 556 welliokespacilil ki 618 2(0,3%) .2 0,3 %) 38 1(26%) | 1(2,6%)
e 12'(:984 575 2(03%) | 2(0,3%) 36 127%) | 1(2,7%)
1977-1980 stavebni misto
19 pro velkokapacitni kravin®® o . . . . .
" 1981-1984 563 0 0 24 0 0
20
2303 4(0,17%) | 4 (0,17 %)
3210 | 37(1,15%)| 5 (0,15 %)
llocality, 2year of examination, >number of deadshot birds, ‘epizootological characteristics, birds caught and examined, 6species caught and examined,

"humber, ?r'nycobacten'um finding, °p.A.tbe, 1) poultry farms with tuberculosis occurrence, 1141.2 % of reactors to tuberculin, occurrence of clinical
forms, 1238 % of reactors to tuberculin, outset of attenuation, Binfection found out several years, occurrence of advanced forms, : frequently occurring
clinical forms, 3-5 deaths a day, poultry farn facing the liquidation, 1524 % of reactors in 1965, 2 % and 0.8 % of reactors in 1966 and 1967 after
flock exchange, lsb) agribusiness enterprises with poultry tuberculosis occurrence on near small farms, ”frequent reactors on the neighbouring small
poultry farms, 18 eactors in small flocks within an agribusiness enterprise, wonly single reactors on small poultry farms in the whole village, 20c)
agribusiness enterprises without small poultry farms in the vicinity, Tno poultry is reared in the proximity of agribusiness enterprise, 22d) large-capacity
poultry farm free of tuberculosis, 23poult|y farm for 120,000 laying hens free of tuberculosis, 24e) open landscape in the agricultural area, ““construction

site for a large-capacity cow-house




se ptdci musi infikovat z primdrniho zdroje, tj. nej¢astéji od tuberkulézni driibeZe,
resp. kura domdciho. Této otdzce jsme vénovali pozomnost v ramci na$ich dlouho-
letych epizootologickych depistdZi avidrni mykobakteriozy. Vysledky, jichZ jsme
dosdhli, ukazuji na t&snou souvislost mezi vyskytem M. avium u volng Zijicich ptdka
a pfitomnosti tuberkul6zni driibeZze v prostfedi zem&d&lského zdvodu a okoli. To
jsme mohli potvrdit u ptdki ulovenych v tuberkul6znich driibezdrndch, kde i rozsah
a pokrotilost ndkazy u dribeze se projevila v intenzit® mykobakteridlni infekce
u voln& Zjiciho ptactva. To dokazuje i pfiklad dribezdrmy N., kde bylo zahdjeno
tlumeni tuberkul6zy driibeze a tedy se vyrazn& zmenSila kontaminace prostfedi my-
kobakteriemi. Tam u ptactva mykobakterie nalezeny nebyly. Naopak v driibe-
zarmé& T., kde nebyla kondna ani minimdlni opatfeni, jako odstran&ni klinicky
nemocné driibeZe, byla zjit€na u jednoho vrabce domdciho (Passer domesticus) ge-
neralizovand tuberkul6za. Stejnd pozorovéni byla u€inéna i pfi vySetfeni volng& Z-
jicich ptdkl v zem&d&lskych zdvodech, kde byl zji§fovan moZny zdroj avidrni
tuberkuldzy pro skot, popf. prasata. I tam byl ndlez mykobakterii u ptactva ur€ovan
vyskytem tuberkuldzy, resp. reagentli na tuberkulin u drilbeZe v malochovech,
stejné jako situovdnim téchto malochovii ve vztahu k zem&délskému zdvodu. Ne-
gativni vysledek vySetfeni byl i v prostfedi, kde dribeZ nebyla chovéna a az na vy-
jimky i u ptdkli z volné krajiny. Jediny vyskyt tuberkulézy v této skupiné (e) se
vztahuje k havranu polnimu (Corvus frugilegus), ktery viak u nds pouze zimuje a 1ze
pfedpoklddat, Ze se infikuje v jinych lokalitdch. Nebezpeci mykobakteridlni infekce
je unéj potencovano i velmi pestrou skladbou potravy. Nase pfedpoklady potvrzuje
i negativni vySetfeni ptdkt z prostfedi velkokapacitni drilbeZdmy prosté tuberkulo-
zy, konané v riznych ro¢nich obdobich po dobu péti let. Lze tedy vysledky naSich
vySetfeni shrnout v tom, Ze v nafich pomérech vyskyt mykobakterii, resp. tuberku-
16znich zmé&n, u volng& Zijictho ptactva je podminé&n pfitomnosti zdroji M. avium
v chovech dniibeze. Tam se ptéci infikuji a mohou piivodce déle §ifit. Pfenos uvnitf
hejn voln& Zijiciho ptactva zfejm& nenastdvd, pfedeviim pro zna¢nou prostorovou
disperzi a vé&tSinou krdtkov&kost nejcastéji se vyskytujicich synantropnich druh,
kterd je pfipadnou mykobakteridlni infekci jeSté sniZzena. Vyjimku v tomto sméru
¢ini havran polni (Corvus frugilegus), migrujici druh, ktery ma moznost se nakazit
v rizném prostiedi, a to opakované po fadu let. Proto je tomuto druhu, jako zdroji
M. avium, nutno v&novat zvySenou pozornost. Nelze tedy vyznam volné Zijicich
ptaki jako zdroje M. avium podceiiovat, na druhé strané se vSak zfejmé jednd
o vedlejsi zdroj, jehoZ existence je vdzdna na zdroj hlavni, tj. pfedevsim tuberku-
16zniho kura doméciho.
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The occurrence of avian mycobacteriosis in free-living birds at different epizootological
situation of poultry tuberculosis.

Vet.Med. - Czech, 38, 1993 (5) : 305-317.

The occurrence of tuberculosis in free-living birds was studied in relation to a certain
epidemiological situation in a long-term study from 1966 to 1990. A total of 3210 birds
were examined. Mycobacteria were isolated in five cases from free-living birds in the
environment of six poultry rearing farms where tuberculosis was found in domestic fowl.
At individual localities, the occurrence of mycobacteria was 3.5 - 50.0 %. Generalized
tuberculosis was found in one case in house sparrow (Passer domesticus). On the in-
vestigated poultry rearing farms, the distribution of tuberculosis infection in free-living
birds was directly related to the distribution and stage of tuberculosis in poultry or to
the achieved extent of eradication. On a poultry rearing farm where no mycobacteria
were isolated from free-living birds, a successful eradication of tuberculosis by flock
exchange was in progress. During the examination of free-living birds on three farms,
mycobacteria were found at two localities where poultry infected with tuberculosis was
kept either on the farm or in its immediate vicinity. On the third farm, where no myco-
bacteria were found in free-living birds, only sporadic reactors to tuberculin were found
during survey in spatially separated flocks. No mycobacteria were isolated from birds
examined on two farms in whose vicinity poultry was not reared at all. Similarly, bac-
teriological cultures were negative in a group of 298 birds examined during five years
in the environment of a poultry enterprise farm free from tuberculosis. No mycobacteria
were found in a large group of 2303 free-living birds taken in the wild except four rooks
(Corvus frugilegus). However, this is a migratory species which is noted for its consid-
erable longevity. It is thus more probable that these birds were infected outside the lo-
cality which the specimens were taken from.
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Out of the isolated strains of mycobacteria that were further examined by a biological
experiment, 86.6 % were pathogenic to domestic fowl, serotype M. avium 2.

The results of these examinations suggest that the presence of tuberculosis-infected poultry
as amajor source of M. avium is necessary for the infection of free-living birds. The infectious
agent apparently does not persist and spread within the flocks of free-living birds.

tuberculosis; free-living birds; poultry
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