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IN VITRO AMPLIFIKÁCIA FRAGMENTU GENÓMU VÍRUSU 
SLIZNIČNEJ CHOROBY (BVD-MD) PCR METÓDOU

Š. Vilček

Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice

Na dókaz genómu virusu slizničnej choroby (BVD-MD) hovädzieho dobytka bol 
vybraný 315 bp úsek z génu kódujúceho virusový gp 80. DTžku amplifikovaného 
fragmentu vymedzovali priemery Pi-5-GTAGGTAGAGTGAAACCCGG-3’ 
a P2-5-CGGGACCTGGACTTCATAGC-3*. Virusová RNA bola izolovaná z 
infekčného média obsahujúceho virus BVD-MD (kmeň Ph) zmesou fenol-chloroform 
(1:1). Před amplifikáciou bola RNA prepísaná do cDNA v přítomnosti P2 priemeru 
účinkom AMV reverznej transkriptázy. cDNA bez izolácie z transkripčnej reakčnej 
zmesi bola priamo použitá do PCR reakcie. Před začatím amplifikácie bola DNA de- 
naturovaná zohriatím na teplotu 94 °C po dobu 10 minút. Boli zistené tieto vhodné 
reakčné podmienky PCR metody: Koncentrácia priemerov Pi a P2 v 100 pl reakčného 
roztoku - 1 цМ, dNTP -100 p.M, 2 - 4 U Taq polymerázy, 25 - 35 cyklov amplifikácie 
s teplotným režimom: 94 °C/1 min, 56 V/l min, 73 °C/1 min, spredíženou inkubáciou 
73 °СП min v poslednom cykle. Na dókaz amplifikovaného produktu - 315 bp DNA 
- vyhovuje elektroforetická analýza v 1,5 až 2% agarózovom gély v TAE pufri s faibe- 
ním gélu etidium bromidom.

PCR metoda; virus slizničnej choroby (BVD-MD); reverzná transkripcia; in vitro 
amplifikácia

Slizničná choroba (BVD-MD) je významné ochorenie hovädzieho dobytka, ktoré 
sa prejavuje viacerými klinickými príznakmi, napr. hnačkou, v kombinácii s inými 
patogénmi ako respiračný syndrom, zvýšenou citlivostmi zvierat к röznym 
infekciám znížením úžitkovosti (R a d o s t i s t Littlejohns, 1988; 
Baum a i., 1989). Intrauterinná infekcia može viesť к maltransformácii a aborcii 
plodu (Ross a i., 1986). Etiologickým agensom slizničnej choroby je RNA virus, 
ktorý patří medzi pestivírusy. Jeho genóm tvoří jednovláknová RNA o dlžke 
přibližné 12 500 nukleotidov (Collet a i., 1988).

Laboratórna diagnostika slizničnej choroby je založená prevážne na izolácii vi­
rusu na buňkových kultúrach, imunofluorescenčnej detekcii antigénu, detekcii Spe­
cifických protilátok vírus-neutralizačným testom, alebo ELISA technikou 
(Dubovi, 1990). Uvedené laboratorně vyšetrenie májů z hfadiska diagnostiky 
niektoré nevýhody, napr. sú časovo zdlhavé a vyžaduji! bunkovú kultiváciu, iné sú 
nedostatočne citlivé alebo Specifické, přetrvávají! problémy s rozlišením cytopa- 
tických a necytopatických kmeňov virusu.

S rozvojem technik molekulárnej biologie sa začína aj ďalšia inovácia labora- 
tómej diagnostiky infekčných chorob. Najvýznamnějším trendom tejto inovácie je
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širšie využívanie molekulámo-genetických metod (Pauli a i., 1991). Uvedené 
metody, na rozdiel od doteraz využívaných, sů založené na detekcii genómov 
mikroorganizmov vo vyšetřovaných vzorkách. Zvlášť PCR metóda (Saiki a i., 
1985), ktorá umožňuje amplifikovať v in vitro podmienkach vybraný úsek genómu 
mikroorganizmu, pre svoju vysokú citlivost* a špecifitu má perspektivu v labora- 
tórnej detekcii agensov infekčných chorob. Začiatkom 90. rokov viaceré laboratóriá 
využili PCR metodu na detekciu virusu BVD-MD amplifikovaním vybratých frag- 
mentovjeho genómu (He rt i g a i.,1991; Lopez ai.,1991; Hooft van 
Idderkinge a i., 1992).

Naše chovy hovädzieho dobytka sú silné premorené infekciou slizničnej choroby. 
Niektoré vyšetrenia naznačujú, že viac ako 70 % zvierat má v sére Specifické pro­
tilátky. Rýchly test na priamy dokaž virusu nie je к dispozícii. К riešeniu tohto 
problému sme pristúpili využitím metod molekulovej biologie. Najprv sme na ino- 
váciu detekcie virusu BVD-MD zvolili dot-blot hybridizáciu so Specifickou DNA 
sondou (V i 1 č e к a i., 1992). V tejto práci uvádzame výsledky experimentov 
získané pri zavádzaní PCR metody využitej na amplifikáciu vybraného úseku ge­
nómu virusu BVD-MD.

MATERIÁL A METÓDY

IZOLÁCIA VÍRUSOVEJ RNA

К 500 pl suspenzie virusu BVD-MD (vakcinačný kmeň Ph, Bioveta Nitra) o titri 
asi 104 TCIDsýml sme přidali 50 pl 10% SDS a 55 pl proteinázy К (Serva) 
o koncentrácii 0,5 mg/ml. Po inkubácii 56 °C/25 min sme RNA izolovali extrakciou 
so 600 pl fenol-chloroformu (1:1). Z 500 pl odobranej vodnej fáze sme RNA vyzrá- 
žali přidáním 50 pl 3M octanu sodného (pH 5,2) a 1 ml 96% chladeného etanolu. 
Precipitovanú RNA (-20 °C/18 h) sme rozpipetovali po 2 pl alikvótoch a zmrazili 
pri -20 °C.

PR1MERY NA REVERZNÍ! TRANSKRIPCIU A PCR METÓDU

Na in vitro amplifikáciu sme vybrali 315 bp úsek z génu kódujúceho virusový 
glykoproteín gp 80. Primery boh povodně navrhnuté autormi Hertig a i. (1991) 
a poskytol nám ich dr. Baird (Edinburg): Pi - 5-GTAGGTAGAGTGAAACCCGG-3*  
a P2 - 5-CGGGACCTGGACTTCATAGC-3*.

Pri přepise RNA na cDNA sme využili reverznú transkriptázu a P2 primer.

PŘEPIS VÍRUSOVEJ RNA NA cDNA

К 2 pl RNA virusu BVD-MD sme přidali 5 pl injekčnej vody a 1 pl 100 pM 
primem P2. Roztok sme zohriali na teplotu 65 °C/5 min a rýchle ponořili do fadu. 
К denaturovanej RNA sme přidali 5 pl Юх reakčného pufru pre reverznú 
transkripciu (lx - 50 mM Tris-HCl, pH 8,3; 50 mM KC1, 10 mM MgCl2, 1 mM 
ditiotreitol, 1 mM EDTA), 1 pl 10 mM dNTP (Pharmacia) a 1 pl AMV (avian mye­
loblastosis virus) reverznej transkriptázy (7500 U/ml - Promega). Roztok sme
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doplnili injekčnou vodou na objem 50 pl a inkubovali při 37 °C/2 hodiny. Po skonče­
ní reakcie sme roztok zmrazili pri -20 °C.

PCR METÓDA

К10 ц1 roztoku odobratého po skončení reverznej transkripcie (bez izolácie DNA 
fenoláciou) sme postupné přidali po 1 pl primerov Рь P2 (koncentrácia v reakčnom 
roztoku - 1 цМ), 1 pl 10 mM dNTP (koncentrácia v reakčnom roztoku - 100 цМ) 
potom 10 pl Юх reakčného roztoku pre Taq polymerázu (Ix - 10 mM Tris-HCl, 
pH 8,3; 1,5 mM MgCh; 50 mM KCl; 1 mg/ml želatina) a 76 pl injekčnej vody a na 
reakčný roztok sme navrstvili 70 |11 parafinového oleja. Roztok v Ependorphovej 
skúmavke sme inkubovali na 94 °C/10 minút. Potom sme reakčnú zmes vytempe- 
rovali na 73 °C a přidali 1 pl (1-4 U) Taq polymerázy (Boehringer Manheim). 
In vitro amplifikáciu sme previedli ručným premiestňovaním skúmavky do kúpeFov 
o teplote 94 °C/1 min; 56 °C/1 min; 73 °C/1 min najčastejšie v režime 35 cyklov. 
V poslednom cykle sme inkubáciu pri 73 °C prdížili na 7 minút. Pri zisťovaní niekto- 
rých závislostí sme měnili počet cyklov (15-35), alebo teplotu pre väzbu primerov 
(50-62 °C). . .

ELEKTROFORETICKÁ ANALÝZA APLIFIKOV ANÉHO PRODUKTU

Ihned* po skončení PCR metody sme analyzovali fyzikálnu velkost’ amplifikova- 
ného produktu nanesením 10 pl aplifikačnej zmesi na 1,5% agarózový gél. 
Elektorforézu sme robili za štandardných podmienok: TAE pufer, 110 V/45 min, 
farbenie s etídium bromidom (Maniatis a i., 1982). Pozitivnu apmlifikáciu sme 
detekovali elektro foretickým pásmom o dTžke 315 bp, ktorý sme kontrolovali oproti 
markem pBR 322-Alu I.

VÝSLEDKY

Před in vitro aplifikáciou sa RNA genóm virusu BVD-MD musí prepísaťna DNA. 
Pri přepise sme pre DNA polymerázovú aktivitu AMV reverznej transkriptázy vyu­
žili primer P2. Získaná cDNA nebola izolovaná z reakčnej zmesi, ale priamo použitá 
na amplifikáciu PCR metodou. Po přidaní oboch primerov, zmesi všetkých štyroch 
deoxynukleotidtrifosfátov - dNTP a Taq polymerázy sme po 35 cykloch amplifiká- 
cie zaznamenali pri elektroforetickej analýze jasný pás 315 bp fragmentu DNA 
(obr. 1c). Spolu s 315 bp pásom sa po amplifiklácii objavuje aj menej výrazný menší 
fragment (asi pod 100 bp) neznámej povahy, ale tento elektro foretický pás neprekáža 
dókazu hlavného produktu amplifikácie. Pri kontrolnej elektroforetickej analýze 
cDNA virusu BVD-MD (obr. la) a primem P2 (obr. 1b) sme nezistili žiadne elektro- 
foretické pásy.

V študovanom intervale teplot hybridizácie, t.j. väzby (annaeling) primerov 
(50 - 62 °C) sme po 35 cykloch amplifikácie vždy zistili 315 bp fragment DNA 
(obr. 2A). So zvyšováním teploty hybridizácie dochádza к špecifickejšej amplifi- 
kácii, čo sa prejavilo čistějším 315 bp elektroforetickým pásom (bez „chvostova- 
niä“). Pre ďajšie experimenty sme zvolili kompromisnú teplotu 56 °C/1 min.
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1. Elektroforetický dókaz 315 bp aplifikovaného fragmentu genó- 
mu virusu BVD-MD: a - cDNA virusu BVD-MD po reverznej 
transkripcii RNA genómu (koncentracia 5x vyššia ako v reakčnej 
zmesi počas in vitro amplifikácie); b - primer P2 (koncentracia 5x 
vyššia ako v reakčnej zmesi počas in vitro amplifikácie); c - ampli- 
fikácia 315 bp fragmentu genómu virusu BVD-MD, 35 cyklov 
amplifikácie, teplotný režim: 94 °C/min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min, 
4 U Taq polymerázy; d - marker pBR 322-Alu I (poloha dóležitých 
pásov: 910 bp, 659+656 bp, 521 bp, 403 bp, 281 bp, 257 bp a 
dalších 9 menších fragmentov. Elektroforéza: 1,5% agaróza v TAE 
pufri, 110 V/45 min, farbenie s etidium bromidom; na analýzu bolo 
naložené 10 % objemu roztoku amplifikovanej zmesi, t.j. 10 Ц1 — 
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); c - 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 Taq 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 Ц1, were loaded for analysis

Ďalej sme študovali vplyv počtu cyklov amplifikácie a aktivity Taq polymerázy 
na množstvo amplifikovaného produktu. DetekovateFný 315 bp elektroforetický pás 
sme zistili už po 25 cykloch amplifikácie (obr. 2B, c), pričom tento pás bol jasnější 
po 35 cykloch (obr. 2B, d). V snahe zvýšit’ citlivost’ PCR metody je výhodné usku­
tečnit’ in vitro amplifikáciu s 35 cyklami v teplotnom režime 94 °C/1 min; 
56 °C/1 min; 73 °C/1 min. Za týchto podmienok je potřebné do reakčného roztoku 
o objeme 100 Ц1 přidat’ 2-4 U Taq polymerázy (obr. 2C, b, c).

DISKUSIA

PCR metoda, prvýkrát popísaná v polovici 80. rokov (Saiki a i., 1985; 
M u 111 i s a F a 11 o n a , 1987), je založená na principe in vitro amplifikácie, 
t.j. pomnožení vybraného úseku dvojvláknovej DNA. DÍžku amplifikovaného úseku 
DNA vymedzujú krátké syntetické molekuly DNA - primery, ktoré sa naviažu (pri- 
hybridizujú) na jeho koncové sekvencie nukleotidov. DNA polymeráza, v súčasnosti 
najčastejšie Taq polymeráza, dosyntetizuje v přítomnosti dNTP nové vlákno DNA, 
podFa matrice jednovláknovej DNA predlžovaním 3’ - konca primerov. Po ďalšej 
denaturácii novosyntetizovanej dvojvláknovej DNA sa pri vhodnej teplote opáť na­
viažu primery a enzým opáť dosyntetizuje nové komplementárně vlákna DNA. 
Tento proces sa móže mnohokrát opakovat’, takže v priebehu n cyklov (každý cyklus 
je zložený z troch krokov: denaturácia - hybridizácia primerov - syntéza DNA) teo-
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2. Vplyv teploty hybridizácie primerov (A) počtu cyklov (В) a aktivity Taq polymerázy (C) na ampli- 
fikáciu 315 bp fragmentu genómu virusu BVD-MD: A - teplota hybridizácie, Lj. vázby primerov: 
a - 50 °C, b - 56 °C, c - 62 °C, d - marker pBR 322-Alu I; 35 cyklov amplifikácie: 94 °C/1 min, 
50 - 62 °C/1 min, 73 °C/1 min, 4 U Taq polymerázy); В - počet cyklov amplifikácie: a - 5, b - 15, 
c - 25, d - 35, e - marker pBR 322-Alu I; tepelné režimy cyklov: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 
73 °C/1 min, 4 U Taq polymerázy; C - aktivita Taq polymerázy (Amersham: a - 1 U, b - 2 U, c - 
4 U, d - marker pBR 322 Alu I; 35 cyklov amplifikácie: 94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min. 
Elektroforéza: 1,5% agaróza v TAE pufri, 110 V/45 min, farbenie s etidium bromidom; na analýzu 
bolo naložené 10 % objemu roztoku amplifikovanej zmesi (t.j. 10 Ц1) — 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, 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; В - number of amplification cycles: a - 5, b - 15, c - 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 - 2 U, c - 4 U, 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 pJ, were loaded for analysis

reticky dojde к 2” pomnoženiu, t.j. amplifikácii molekul DNA. V priebehu 20 až 
30 cyklov sa DNA v reálných podmienkach pomnoží asi 105-106 (Lynch 
а В r o w n , 1990), z femtogramových množstiev až na mikrogramové množstvá. 
Molekuly RNA je možné PCR metodou amplifikovať až po ich přepise na DNA. 
Táto modifikácia PCR metody bola v literatúre pomenovaná RT-PCR (reverse 
transcription PCR).

Okrem toho, že PCR metoda našla široké využitie v základnom výskume 
(V o s b e r g , 1989) výrazné zasiahla aj do inovácie diagnostiky infekčných cho­
rob. Dókaz mikroorganizmu spočívajúci na selektívnom pomnožení vybraného 
úseku jeho genómu je vermi citlivý a Specifický. Pretože PCR metoda využívá к dö-
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kazu genetický mat.eriál mikroorganizmu, umožňuje detekovať infekčně 
a neinfekčné agensy vo včasnej a latentnej fáze infekcie, agensy, ktoré v organizme 
vyvolávajú iba slabú imunitnú odpověď, agensy, ktoré sa ťažko kultivujú, a to bez 
potřeby živého biologického systému ÍV i 1 č e к, 1992). Metodicky jednoduchá 
PCR metóda silné konkuruje časové zdlhavej a na bunkovej kultivácii závislej me- 
tóde izolácii infekčného agensa. Tieto dóvody viedli viaceré laboratória к overova- 
niu PCR metódy aj na dókaz vírusov významných nielen v humánnej, ale aj 
veterinárnej medicine, napr.: virus Aujezského choroby (Maes a i., 1990), virus 
běsnoty (Ermine a i., 1990), rotavirus (X u a i., 1990), prasačí parvovirus 
(Molitor a i., 1990), virus leukózy (Murtaugh a i., 1991), virus slintačky 
a krívačky (Meyer a i., 1991), virus afrického moru ošípaných (Steiger a i., 
1992) a iné. '

Na amplifikáciu sme použili najjednoduchší model, infekčně médium obsahujúce 
virus BVD-MD (vakcinačný kmeň Ph), dodané v lyofilizovanom stave bez buniek. 
Prvým krokom bola izolácia virusového RNA genómu. Z róznych technik sme pou­
žili jednoduchá fenol-chloroformovú metódu. Pretože pri izolácii RNA hrozí riziko 
jej degradácie účinkom ribonukleáz, do reakčných roztoko  v sa spravidla přidávajú 
inhibitory týchto enzýmov (Maniatis a i., 1992) a sklo sa tepelne opracuváva. 
V našom laboratóriu sme pri izolácii RNA vynechali pridávanie drahých inhibítorov 
a všade, kde to bolo možné, sme použili polyetylénové skúmavky. К zníženiu degra­
dácie RNA na minimum sme RNA rozpúštali v injekčnej vodě, okamžité rozpipe- 
tovali do malých objemov a zmrazili pri -20 °C.

Pretože Taq polymeráza využívá ako substrát len molekuly DNA, před amplifi- 
káciou bola izolovaná RNA prepísaná reverznou transkriptázou s využitím primem 
P2, ktorý bol využitý aj pri PCRmetóde. Výsledok tejto reakcie nebol priamo kontro­
lovaný, ale cDNA bola ihneď bez izolácie z transkripčnej reakčnej zmesi priamo 
použitá ako zložka (amplifikovaná vzorka) PCR metódy.

Podobné ako iné laboratorně techniky aj PCR metóda vyžaduje optimalizáciu 
reakčných podmienok. Jednou z dóležitých zložiek PCR metódy sú vhodné primery. 
Na amplifikáciu časti genómu virusu BVD-MD vybral napr. Hertig a i. (1991) 
primery z génu kódujúceho virusový p80 polypeptid alebo obalový glykoproteín 
gp 53, iní autoři gén kódujúcu gp 48, holandskí autoři H o o f t van 
Iddenkinge a i. (1992) 482 bp úsek z oblasti gp 80 a napr. Lopez a i. 
(1991) 205 bp úsek z cDNA vymedzený polohami nukleotidov 9893-10098. Vzhfa- 
dom na dostupnost* primerov sme na amplifikáciu vybrali 315 bp úsek virusového 
génu kódujúceho polypeptid p80 navrhnutý autormi Hertig a i. (1991).

Z literárnych údajov je známe, že genómy cytopatogénnych a necytopatogénnych 
kmeňov virusu BVD-MD vykazujú značnú variabilitu (R i d p a t h а В o 1 i n , 
1991), preto sa vefmi ťažko hFadajů univerzálně PCR primery. Úspěšná amplifikácia 
kmeňa Ph naznačuje, že výběr primerov z génu kódujúceho gp 80 je perspektivný 
aj z hTadiska detekcie kmeňov virusu BVD-MD vyskytujúcich sa v našich chovoch. 
ZiaF, virus slizničnej choroby je často nežiadúca kontaminujúca zložka fetálnych sér, 
ktoré sa používajú pri kultivácii buniek (L e v i n g s a Wessman, 1991). Do 
akej miery tento fakt zohral úlohu v našich pokusoch s PCR metodou nie je možné 
zistiť, lebo virus BVD-MD sme získali vo forme lyofilizovaného média bez možnosti 
získat’ ako kontrolu samotné použité kultivačné médium.
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Vo všetkých experimentech in vitro amplifikácie genómu virusu slizničnej cho­
roby sme pozorovali okrem očakávaného elektroforetického pásu o velkosti 315 bp 
aj menší pás o velkosti okolo 100 bp. Výskyt menšieho pásuje najskór spósobený 
vytváraním nízkomolekulárnych štruktúr primer-dimer, pretože použité primery 
obsahujú štyri navzájem komplementárně nukleotidy. Tento fakt móže ovplyvniť 
citlivosť testu a preto pararelne s týmito experimentami overujeme aj vlastnosti 
ďalších Styroch párov primerov na detekciu genómu virusu BVD-MD.

Vazba primerov na vzorku DNA závisí na zvolení vhodnej teploty hybridizácie 
(annaeling). Volba tejto teploty súvisí s nukleotidovým zložením primerov. Podobné 
ako Hertig a i. (1991), aj my sme zistili, že vhodnou teplotou je kompromisná 
hodnota 56 °C/1 min. Pri nižšej teploto sa móže objaviť nešpecifícká amplifikácia, 
při vyššej teplote móže klesať účinnosť amplifikácie. Změnu teplot jednotlivých 
cyklov (94 °C/1 min, 56 °C/1 min, 73 °C/1 min) sme robili manuálnym premiestňo- 
vaním skúmavky do troch vodných kúpeFov. Táto operácia je velmi monotónna. 
Změnu teplót reakčného prostredia spravidla zabezpečuje automatické programova- 
tefrié zariadenie - termocykler. Naše předběžné experimenty s termocyklerom fy 
Perkin Elmer-Cetus potvrdili, že pri rovnakom teplotnom režime tiež dojde 
к úspešnej amplifikácii 315 bp fragmentu BVD-MD.

Kvalita a úspěch amplifikácie PCR metodou závisí aj od kvality Taq polymerázy. 
V našich pokusoch bol prevažne použitý termostabilný enzým fý Boehringer 
Mannheim alebo Amersham a čiastočne aj Perkin Elmer-Cetus, který optimálně pra­
cuje pri teplote 73 °C. Z vlastných skúseností móžeme potvrdiť, že niektoré šarže 
enzýmu fy Serva nám v PCR reakcii z neznámých příčin zlyhali. Kolísanie kvality 
Taq polymerázy tejto firmy pozorovali aj mí autoři (Malý a i., 1992).Množstvo 
produktu exponenciálně závisí na počte cyklov amplifikácie (Lynch a 
Brown, 1990). V našich podmienkách sme 315 bp fragment DNA mohli elektro- 
foreticky dokázať po 25 cykloch (2 U Taq polymerázy, celkový reakčný objem 
100 pl). Pri nezmenenom počte cyklov je možné redukováním reakčného roztoku 
na polovičný objem znížiť až o 50 % spotřebu vzácných primerov, enzýmu, dNTP, 
čo sme aj neskór potvrdili.

Zavedenie metody na amplifikáciu fragmentu genómu virusu BVD-MD PCR me- 
tódou je motivovaný vývojom citlivého, Specifického a rýchleho testu na diagnosti­
ku slizničnej choroby hovädzieho dobytka. V tomto Stádiu rozpracovania 
experimentov móžeme konštatovať, že metodika je časovo poměrně krátká: Izolácia 
RNA fenolovou technikou trvá asi 20 - 30 min, so zrážaním pri -20 °C 1 h, alebo 
výhodnejšie cez noc. Vzorky RNA móžu byť předpřipravené do zásoby a dlhodobo 
skladované pri -20 °C. Reverzná transkripcia trvá 2 h a následná amplifikácia PCR 
metódou 2 - 3 h, elektroforeticky dókaz produktu amplifikácie 1 hodinu. Pokusy 
určujúce citlivost’ a špecifitu nášho amplifikačného systému s využitím ďalších pri­
merov sú v Stádiu rozpracovania.

Inovácia diagnostických a detekčných postupov využívaných vo veterinámej me­
dicine je náš dlhodobejší výskumný záměr. Nedávno sme rozpracovali podmienky 
detekcie virusu BHV-1 metódou dot-blot hybridizácie (V i 1 č e к a i., 1992) 
a čiastočne aj PCR metódou (V i 1 č e к , 1993). Z našich experimentov tiež vyplý­
vá, že námi navrhnutý syntetický Oligonukleotid móže ako DNA sonda v dot-blot
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hybridizácii detekovať niektoré kmene virusu BVD-MD (V i 1 č e к a i., 1992). 
Avšak RT-PCR metoda popisovaná v tejto práci s využitím vhodných primerov 
umožní kvalitnejšiu detekciu virusu BVD-MD.
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VILČEK, Š. (University of Veterinary Medicine, Košice):

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 et al., 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 Pi - 5- GTAGGTAGAGTGAAACCCGG - 3’ 
and P2 - 5*- CGGGACCTGGACTTCATAGC - 3’(H e r t i g et al., 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-chlorofonn (1:1) mixture, and 
before amplification it was transcribed to cDNA in the P2 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: Pi and P2 
primer concentrations per 100 pl reaction solution - 1 цМ, dNTP -100 цМ, 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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ANTAGONISTICKÁ AKTIVITA BACHOROVÝCH BAKTÉRIÍ
ENTEROCOCCUS FAECIUM A STAPHYLOCOCCUS WARNERI

X. Lauková

Ústav fyziológie hospodářských zvierat SA V, Košice

Bachorové kmene E. faecium (5) a S. warneri (4) bolí testované na antagonistickú akti­
vitu resp. antimikrobiálne spektrum bacteriocin-like substancií produkovaných týmito 
baktériami. Ako indikátorové kmene boli použité izoláty bachorového i nebachorového 
póvodu. Všetky izoláty produkovali bacteriocin-like substancie inhibujúce rast aspoň 
jedného zo série 9 indikátorových kmeňov pri prevahe jasných inhibičných zón 
o velkosti 2-10 mm. Všeobecne, testované kmene inhibovali rast ako gram-pozi- 
tívnych, tak aj gram-negatívnych baktérii, avšak stafylokoky prejavili antagonistickú 
aktivitu s menším antimikrobiálnym spektrom v porovnaní s enterokokmi. Predfženie 
kultivačně] doby neovplyvnilo antagonistickú aktivitu testovaných kmeňov. Teplota 
60 °C (30 min) a ošetrenie trypsínom spósobili u váčšiny testovaných kmeňov stratu 
inhibičnej aktivity, zatialčo inhibičná aktivita bola zachovaná u váčšiny kmeňov po 
ošetření enzýmom pronáza P.

Enterococcus faecium; Staphylococcus warneri; antagonistická aktivita; bacteriocin- 
-like substancia; antimikrobiálne spektrum; teplota; enzýmy

Stafylokoky a enterokoky patria ku prvým kyselinu mliečnu produkujúcim bakté- 
riám v bachorovom mikrobiálnom ekosystéme mláďat prežúvavcov (В a r r a i., 
1980). Enterokoky (laktobacily nevynímajúc) sú dokonca jej hlavnými producenta- 
mi v prvom týždni života teliat (K m e ť a i., 1990). U prežúvavcov sa kyselinu 
mliečnu produkujúce baktérie aktivně zúčastňujú intermediámeho metabolizmu 
(Lauková a Kuncová, 1991). Kyselinu mliečnu produkujúce baktérie sú 
taktiež producentami heterogénnej skupiny jednoduchých proteínov ako aj poly- 
peptidov s róznym zložením aminokyselin, ktoré sa vyznačujú róznymi chemickými 
či fyzikálnymi vlastnosťami, molekulovými hmotnosťami ako aj antimikrobiálnym 
spektrom účinku - bakteriocínov resp. lantibiotík (Schillinger, 1990). Boli 
publikované už viaceré práce predstavujúce gram-pozitívne baktérie ako producentov 
bakteriocínov či lantibiotík (T a g g a i., 1976; Kaletta a i., 1989; Parrot, 
1990), avšak prezentované izoláty boli zvačša humánneho alebo nutričného póvodu.

CieFom tejto práce bolo sledovat’ antagonistickú aktivitu bachorových druhov 
E. faecium a 5. warnen, ktoré sú najčastejšími zástupcami svojich bakteriálnych 
skupin v bachore mladých prežúvavcov (Lauková, 1992a, b).

MATERIÁL A METÓDA

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 kmeň SW98 bol izolovaný z bachorovej steny jahniat. Na záchyt druhov E. fae­
cium bol použitý Selektívny bujón pre fekálne streptokoky (Imuna, Šarišské Micha- 
Гапу) s prídavkom 60 g chloridu sodného, 18 g agaru a 10 % defibrinovanej baranej 
krvi. Kmene 5. warneri boli selektované na manitolovom médiu s obsahom 2 ml 
hovädzieho koncentrovaného odvaru, 10 g peptónu, 10 g manitolu, 75 g chloridu 
sodného, 25 ml fenolovej červene a 18 g agaru. Izoláty boli diagnostikované ako 
druhy E. faecium a 5. warneri na základe výsledkov použitého identifikačného systé­
mu Strepto- resp. Staphy-test (Lachema, Brno) ako aj podlá autorov Kloos 
aSchleifer (1975), Schleifer a Kilpper-Bälz (1984) 
a Ruoff (1990).

Antagonistická aktivita (bacteriocin-like produktivita) bola testovaná metodou 
podlá autorov Skalka a i. (1983), pričom bola sledovaná velkost’ (mm) a jasnost’ 
inhibičných zón. Ako indikátorové baktérie boli použité bachorové kmene Strepto­
coccus bovis A024/85 (Ústav experimentálnej veterinárnej medicíny, Košice), 
Lactobacillus plantarum L53 (už uvedené pracovisko), Enterococcus faecium A26 
a Staphylococcus sp. ST20 (ÚFHZ SAV, Košice), ale tiež kmene rózneho póvodu 
ako Staphylococcus aureus Oxford 209 P, Corynebacterium renale CCM 5740 
(VŠV, Brno), Providentia stuartii J.H.l. (Dětská nemocnica Toronto, Kanada) 
a Escherichia coli EC7 (ÚFHZ SAV, Košice) — tab. I. Pozitívnou baktoeriocín pro- 
dukujúcou kontrolou boli kmene S. aureus ČB 44 (VŠV, Brno) a E. faecium AL6 
(vlastný izolát).

Citlivost’ produkovaných bacteriocin-like substancií na teplotu 60 °C (30 min) 
bola sledovaná podlá autorov Lyon a Glatz (1991), pričom boli vzorky po 
teplotnej expozícii testované na pretrvávajúcu aktivitu.

Citlivost’bacteriocin-like substancií na ošetrenie trypsínom a pronázou P bola sta­
novená metodou podlá T o b u a i. (1991). Trypsin (Serva, Germany) a pronáza P 
(Sigma, USA) boli do vzoriek přidané v konečnej koncentrácii 0,5 mg/nd. Vzorký 
s enzýmami ako aj bez ich pridavkov boli inkubované 1 h pri teplote 37 °C a potom 
testované na pretrvávajúcu aktivitu. ReprodukovateFné výsledky boli získané po 
trojnásobnom opakovaní testovania.

VÝSLEDKY

Všetky izoláty (okrem SW48 a EF24c v případe indikátorov bachorového póvo­
du) produkovali bacteriocin-like substancie inhibujúce rast aspoň jedného zo série 
9 použitých indikátorových kmeňov. Pri posudzovaní inhibičných zón z morfolo- 
gického hfadiska převládali jasné zóny inhibície so zaoblenými okrajmi o velkosti 
2-10 mm (tab. II, III). U testovaných enterokokov bol intenzívnejšie inhibovaný 
rast nebachorových indikátorov v porovnám s idnikátormi bachorového póvodu, 
avšak převládali inhibičné zóny vo velkosti (šířka) 2-5 mm. Všeobecne, stafylokoky 
prejavili antagonistickú aktivitu s menším antimikrobiálnym spektrom v porovnaní 
s enterokokmi. Všetky kmene, vynímajúc S. warneri SW48, inhibovali rast indiká­
tora 209 P. Rast indikátora E. coli EC7 inhibovali všetky testované enterokoky. Ani 
jeden z testovaných kmeňov neinhiboval rast indikátorovej baktérie E. faecium A26.

268 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5): 267-274



I. Indikátorové baktérie použité při testovaní antagonistickej aktivity — Indicator bacteria used in 
the tests of antagonistic activity

Druh1 Zdroj2

Rožne izoláty
Gram-pozitívne kmene4 Staphylococcus aureus Oxford 209P 

Corynebacterium renale ССМ 5740 

Lactobacillus acidophilus ССМ 467
Gram-negatívne kmene5 Escherichia coli EC7

Providentia stuartii J.H.l.

klinický izolát7 

klinický izolát7 

mliečny izolát8 

kurča-slepé črevo9 

klinický izolát7

Bachorové izoláty6

Streptococcus bovis A024/85 

Staphylococcus sp. ST20 

Enterococcus /aecium A26 

Lactobacillus plantarum L53

bachor-tefa10 

bachor-tefa10 

bachor-tefa10 

bachor-tefa10

1 species, 2source, 3different isolates, 4gram-positive strains, 5gram-negative strains, 6rumen isolates, 
7clinical isolate, 8lactic isolate, 9caecum-chick, 10rumen-calf

II. Anti mikrobiálně spektrum bacteriocin-like substanci! produkovaných bachorovými izolátmi 
E. /aecium a S. warneri — Antimicrobial spectrum of bacteriocin-like substances produced by the 
rumen isolates E. /aecium and S. warneri

Testované kmene1

2
Indikátorové baktérie bachorového póvodu 

Vefkosť inhibičných zón (mm)3

AO24/854 ST205 L536

Staphylococcus warneri SW24c - - -

SW34 4- 4- 4-

SW98 4- + +

Enterococcus /aecium EF35 4- - - 1

EF26/142 4- - -

EF24/232 4- 4- -

EF61 - + -

Ani jeden z testovaných kmeňov neinhiboval rast indikátora E. /aecium Мб — None of the tested 
strains inhibited the growth of the indicator E. /aecium A26
Kmene SW48 a EF24c boli bez antagonistickej aktivity při použití bachorových indikátorov —
SW48 and EF24c strains were without antagonistic activity using indicators of rumen origin
+ = vefkosf inhibičnej zóny 2-5 mm —• diameter of the zone of inhibition 2-5 mm
- = žiadna inhibičná zóna — no inhibition zone

’tested strains, indicator bacteria - rumen isolates, 3diameter of the zones of inhibition (mm), 
4Streptococcus bovis, 5Staphylococcus sp., 6Lactobacillus plantarum
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III. Antimikrobiálne spektrum bacteriocin-like substanci! produkovaných bačkorovými izolátmi 
E. faecium a S, warneri — Antimicrobial spectrum of bacteriocin-like substances produced by rumen 
isolates E. jaecium and S. warneri

Testované kmene1

2
Indikátorové baktérie různého původu

Velkosť inhibičných zón (mm)3

Oxford 
209P4

CCM 
57405

CCM 
4Ó76 EC77 J.H.I.*

Staphylococcus warneri SW24 4- 4- - - +

SW34 + - - - +

SW98 + + - - 4-

SW48 - - - - +

Enterococcus Jaecium EF35 + + + + +

EF26/142 4- ND - + +
EF24/232 + + - 4-4- +

EF61 4-4 4- - 44 -
EF24c + 4- - + -

SW24, SW34, SW48 = kmene izolované z bachorového obsahu jahniat — strains isolated from 
the rumen contents of lambs
SW98 = izolát 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
+ = velkosť inhibičnej zóny 2-5 mm — diameter of the zone of inhibition 2-5 mm
++ = velkosť inhibičnej zóny 5-10 mm — diameter of the zone of inhibition 5-10 mm
- = žiadna inhibičná zóna — no inhibition zone
ND = not determined

1 tested strains, indicator bacteria of non-rumen origin, 3diameter of inhibition zones (mm),
4Staphylococcus aureus, SCorynebacterium renale, ^Lactobacillus acidophilus, 7Escherichia coli, 
8Providentia stuartii

Indikátor L. plantarum L53 bol inhibovaný len bacteriocin-like substanciou produ­
kovanou kmeňom SW34. Predíženie kultivačně] doby neovplyvnilo antagonistická 
aktivitu testovaných kmeňov. Celkove bol inhibovaný rast ako gram-pozitívnych, 
tak aj gram-negatívnych baktérií.

U kmeňov EF35, SW34 a SW98 bola antagonistická aktivita zachovaná po 
ošetření trypsínom. U ostatných kmeňov však toto ošetrenie spösobilo stratu anta- 
gonistickej aktivity. Pri použití pronázy P došlo ku strate aktivity u kmeňov SW24, 
EF35 a EF26/142. U ostatných testovaných izolátov nespösobil účinok pronázy P 
stratu aktivity (tab. IV).

Teplota 60 °C (30 min) nespósobila stratu inhibičnej aktivity len u kmeňov EF35, 
EF24/232 a EF24c (tab. IV).
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IV. Účinok tepla a enzýmov na antagonistická aktivitu bacteriocin-like substancií produkovaných 
bachorovými izolátmi E. faecium a S. warnen — The effect of heat and enzyme treatment on the 
antagonistic activity of bacteriocin-like substances produced by the rumen isolates E. faecium and 
S. warnen

Testované kmene1 60 °C1 Trypsin6 Pronáza Pc \

Staphylococcus warneri SW24 S S S

SW34 S R R

SW98 S R R

SW48 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 = zachovaná antagonistická aktivita — presence of antagonistic activity
a = 60 °C (30 min)
b, c = enzymy přidané v koncentrácii 0,5 mg/ml — concentration of trypsin and pronase P was 
0.5 mg/ml

1 tested strains

DISKUSIÄ

5. warneri SW24 a SW48 produkovali bacteriocin-like substancie termolabilné 
pri teplote 60 °C, a zároveň trypsín-senzitívne, čo poukazuje na nízkomolekuláme 
bakteriocíny na základe klasifikácie bakteriocínov podTa Bradleyho (1976). 
Bacteriocin-like substancie produkované kmeňmi 5. warneri SW34 a SW98 sa pre- 
javili ako trypsín-rezistentné a teplo-senzitívne, čo poukazuje podTa Bradleyho kla­
sifikácie na vysokomolekulárne bakteriocíny. Avšak přesná diferenciácia týchto 
substancií si vyžaduje podrobnú analýzu sekvencie aminokyselin v ich peptidovom 
retazci, keďže u niektorých stafylokokových druhov (5. gallinarum F16/P57 alebo 
Tü 3928, 5. epidermidis 5) boli purifikované bakteriocínové substancie s obsahom 
aminokyselin lahthionin a methyllanthionin, tzv. lantibiotiká (Sahl a Brandis, 
1981; Kellner, 1988). Bacteriocin-like substancie produkované kmeňmi E. fae­
cium EF24c a EF24/232 sú pravděpodobně nízkomolekuláme resp. je možné zařadit’ 
ich do tejto skupiny bakteriocínov, keďže sa prejavili ako trypsín-senzitívne a teplo- 
rezistentné. Kmene E. faecium EF26/142 a EF61 produkovali sice trypsín-senzi­
tívne, avšak zároveň tiež teplo-senzitívne bacteriocin-like substancie, čo poukazuje 
skór na nízkomolekuláme substancie resp. bakteriocíny. U kmeňa E. faecium EF35 
je možné uvažovat’ o produkcii vysokomolekulárneho bakteriocínu, pretože ním pro­
dukovaná substancia sa javila ako trypsín-rezistentná aj keď zároveň teplo-re-
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zistentná. Avšak i u týchto kmeňov je potřebná pre užšiu špecifikáciu sekvenčná 
analýza purifíkovaných substancií. Z hTadiska molekulárně] genetiky, možnosti ako 
využit’ získané poznatky pře ďaTšie experimenty, poskytujú údaje o plazmidovej de- 
terminácii bakteriocínov u niektorých stafylokokov a enterokokov (Colmar a 
H o r a u d , 1987; Archer a S c o 11, 1991; L i b e r t i n a i., 1991). 
Z praktického hTadiska je zas doležitá možnost’ výběru niektorých producentov pre 
aplikačné použitie. Príkladom je bachorový kmeň E.faecium CCM 4231 v preparáte 
Inhicol na základe silnej bakteriocínovej produkcie určený na potláčanie enteritíd 
u mladých prežúvavcov, prasiat a kurčiat (K m e f a i., 1992). Inhibičné účinky 
bakteriocínov produkovaných kyselinu mliečnu produkujúcimi baktériami sú tiež 
v súčasnosti využívané v potravinářskou! priemysle na potláčanie patogénnych zá- 
rodkov (Okereke a M o n t v i 11 e , 1991). Dokonca enteropatogény z hy- 
diny perzistujúce v Tudskom čreve boli potláčané bakteriocínmi produkovanými 
laktobacilmi a pediokokmi (Juven a i., 1991), čo poukazuje na rozsiahle 
možnosti ich uplatnenia nielen z hTadiska veterinárnej medicíny.
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LAUKOVÁ, A. (Institute of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Košice):

Antagonistic activities of the rumen bacteria Enterococcus faecium and Staphylococcus 
warnerL
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5) : 267-274.

The bacterial strains E. faecium and 5. 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. 
И, П1). 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. TV). 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 faeciunc, Staphylococcus warneri; antagonistic activity; bacteriocin-like 
substance; antimicrobial spectrum; temperature; enzymes
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STIMULÁCIA BACHOROVEJ FERMENTÁCIE 
CICAJŮCICH JAHNIAT

A. Bomba1, R. Žitň an2,1. Koni arová1, M. Stachová1, L. Kolodzieyski3, 
J. Feješ4, J. Lenárt4

1 Ústav experimentálnej veterinámej medicíny, Košice 
2Výskumný ústav živočišnej výroby, Nitra 
3 Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice 
4ÚstavJyziológie hospodářských zvierat SAV, Košice

Sledovali sme vplyv aplikácie přípravku obsahujúceho živiny a rastové faktory pře 
bachorové baktérie na úroveň bachorovej fermentácie cicajůcich jahniat. Preparát bol 
podávaný jahňatám vo veku od 1 do 6 týždňov perorálne, v dávke 1,5 g pre jahňa 
a deň. Obe skupiny jahniat okrem materinského mlieka dostávali jadrovú krmnú zmes 
a mali voTný přístup к senu a vodě. Vo veku 1, 4, 6 a 10 týždňov boli odporazené 
vždy po dve jahňatá z pokusnej a kontrolnej skupiny. U jahniat pokusnej skupiny sme 
zistili vyššie zastúpenie kyseliny propiónovej a valérovej v bachorovej tekutině 
s najváčšími rozdielmi vo veku 10 týždňov (kyselina propiónová u pokusných jahniat 
21,5 mol %, u kontrolnej skupiny 16,3 mol % a kyselina valérová 1,91 mol % oproti 
0,85 mol %). Energetická výťažnost produkcie unikavých mastných kyselin v bachore 
bola vyššia a poměr acetát: propionát bol nižší u jahniat pokusnej skupiny. Aktivita 
alfa-amylázy bachorovej tekutiny (E.C. 3.2.1.1.) pokusných jahniat bola vyššia v prie- 
behu celého sledovaného obdobia so signifikantným rozdielom (p < 0,05) vo veku 
10 týždňov. Aktivita alfa-amylázy mikroflóry adherovanej na bachorový epitel po­
kusných jahniat dosiahla vo veku 6 týždňov trojnásobek hodnot kontrolnej skupiny 
(2,71 nkat/cm2 pokusná a 0,86 nkat/cm kontrolná skupina). Počty amylolytických 
baktérií, streptokokov a laktobacilov v bachorovom obsahu i adherovaných na bacho­
rový epitel boli signifikantně vyššie u pokusných jahniat. Rastrovacou elektronovou 
mikroskopiou sme zistili zjavne lepšie vyvinuté papily bachorového epitelu jahniat po­
kusnej skupiny. Priememé denné prírastky hmotnosti za celé sledované obdobie do- 
siahli v pokusnej skupině 0,208 kg a v kontrolnej skupině 0,184 kg. Uvedené výsledky 
dokladajú pozitivny vplyv přípravku s obsahom živin a rastových faktorov pre bacho­
rové baktérie na úroveň bachorovej fermentácie cicajůcich jahniat.

jahňatá; stimulačný přípravek; bachorová fermentácia

Bachorová fermentácia je komplexným systémom interakčných procesov 
mikroflóry, krmivá a makroorganizmu. Optimalizácia bachorového trávenia mani- 
puláciou tohto systému by mala byť založená na dokladných poznatkoch účinkov 
manipulácie na vzájomné vztahy jeho jednotlivých komponentov (D e m e у e r 
a i., 1986). Pre stimuláciu bachorového typu trávenia majú osobitný význam bacho­
rový epitel a mikroflóra bachora. 1
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Rozvoj epitelu bachora možno ovplyvňovať predovšetkým včasným skfmovaním 
suchých krmív (Hutjens , 1985; Cruywagen a H o r n , 1 985; 
Klein a i., 1987), pričom rozvíjajúca sa mikroflóra produkuje bachorovou 
fermentáciou unikavé mastné kyseliny (UMK), ktoré sú chemickým stimulem 
rozvoja bachorového epitelu (Holub a i., 1969; Williams a i., 1987). 
Rýchlosť rastu bachorových papíl závisí od množstva tvoriacich sa UMK 
(O r s к o v , 1985). Vývoj bachorovej mikroflóry možno podpořit’ mikrobiálnymi 
preparátmi, predovšetkým v období začiatku podávania suchých krmív (K m e ť 
a i., 1984). Efektivně použitie mikrobiálnych preparátov u mláďat je závislé aj od 
úrovně poznania tzv. ekologických faktorov v bachore, ktoré určujú, v akom veku 
móže ten ktorý mikroorganizmus kolonizovat’bachor a umožnit’rozvoj celulolytickej 
mikroflóry (Fonty a i., 1983). V našej praxi sa používajú mikrobiálně preparáty obsa- 
hujúce živé, lyofilizované baktérie. Ich nevýhodou je pomeme krátká expiračná doba.

Cielom našej práce bolo ovplyvniť úroveň bachorovej fermentácie cicajúcich 
jahniat aplikáciou přípravku obsahujúceho živiny a rastové faktory pre bachorové 
baktérie.

MATERIÁL A METÓDA

Do experimentu bolo zařáděných 20 cicajúcich jahniat s bahnicami, plemena 
zošfachtená valaška. Zvieratá boli ustajnené skupinovo, v dvoch skupinách po 10 je- 
dincov. Jahňatá přijímali materinské mlieko ad libitum. Vo veku od 1 do 3 týždňov 
dostávali jahňatá oboch skupin preštartér ČOJ 1 v dávkách: 2. týždeň života 0,01 kg 
a 3. týždeň 0,05 kg na jahňa a deň. Obsah živin v preštartéri ČOJ 1: NL 25,2 %; 
SNL 22,9 %; vláknina 5,4 %; ŠJ 0,713; NEK 321,2. Od veku 3 týždne do konca 
sledovaného obdobia dostávali jahňatá doplnkovú zmes pre skorý odstav jahniat 
Startér ČOJ 2 v dávkách: v 4. týždni života 0,1 kg, v 5. a 6. týždni 0,15 kg, v 7. 
a 8. týždni 0,2 kg, v 9. a 10. týždni života 0,25 kg na jahňa a deň. Obsah živin 
v Startéři ČOJ 2: NL 20,4 %; SNL 17,7 %; vláknina 6,5 %; ŠJ 0,685; NEK 258,4. 
Jahňatá v oboch skupinách malí volný přístup к senu a vodě. Pokusnej skupině 
jahniat sme aplikovali pripravok na stimuláciu bachorovej fermentácie, ktorý obsa­
hoval: sušené odstředěné mlieko 31 %, živný bujón č. 1 (Imuna, Šarišské Micha- 
Гапу) 20 %, glukóza 20 %, kyselina askorbová 13 %, pečeňový hydrolyzát (Imuna) 
8 %, enzýmový kazeínový hydrolyzát (Imuna) 4 %, sójový peptón (Imuna) 4 %. 
Pripravok bol sterilizovaný a lyofílizovaný. Pri jeho laboratórnej testácii bol zistený 
pozitivny nárast bakteriálnych kmeňov Streptococcus bovis a Lactobacillus cello- 
biosus. Pripravok bol aplikovaný jahňatám v pokusnej skupině derme vo veku od 
8. do 42. dňa. Jahňatá dostávali pripravok individuálně per os v dávke 1,5 g pre 
jahňa a deň. Vo veku 1, 4, 6 a 10 týždňov sme z každej skupiny odporazili po 
2 jahňatá, 3-4 hodiny po nakrmení. Boli odobraté vzorky bachorovej tekutiny 
a bachorovej steny z dorzálneho bachorového vaku. Vzorky bachorovej steny na 
stanovenie aktivity alfa-amylázy boli uložené do NTS-fTaše s obsahom 50 ml fy­
ziologického roztoku. Ihneď po odbere boli vzorky bachorovej steny zhomogenizo- 
vané homogenizátorom po dobu 1 min pri 7000 otáčkách. Po homogenizácii boli 
vzorky centrifugované pri 5000 otáčkách po dobu 4 minút. Pre analýzy bol použitý
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supernatant. Vzorky bachorovej steny na rastrovaciu elektronová mikroskopiu sa 
premyli v kakodylanovom pufri a okamžité fixovali v zmesi 2% paraformaldehydu 
a 2,5% glutaraldehydu v kakodylanovom pufri. Pri odvodnění alkoholovou radou 
s absolátnym acetónom sa vzorky vysušili kritickým bodom tekutého kysličníka 
uhličitého a pokovili zlatom o hrábke 20 nm pri teplote 4 °C. Vzorky bolí pozoro­
vané elektronovým mikroskopom JEM 100 CX II firmy JOEL s ASID 4D rastro­
vacím přídavným zariadením pri urýchFovacom napátí 40 kV. Unikavé mastné 
kyseliny boli stanovené metodou plynové] Chromatografie na přístroji Hewlet 
Packard (USA) na kolóne 10 % SP + 1 % H3PO4 na chromosorb W. Energetická 
výtažnost’ produkcie UMK bola stanovená metodou podFa autorov O r s к o v a i. 
(1968). Na stanovenie alfa-amylázy (E.C. 3.2.1.1.) sme použili Spofa-test alfa-amy- 
láza (Slovakofarma, Hlohovec). Na stanovenie počtov amylolytických baktérií bolo 
použité modifikované základné médium podTa autorov Bryant a Burkey 
(1953). Na stanovenie počtu streptokokov bol použitý selektívny aga^/na izoláciu 
fekálnych streptokokov (Imuna, Sarišské MichaFany) a na stanovenie počtu lakto- 
bacilov bol použitý selektívny Rogosa agar.

VÝSLEDKY

Priemerné denné prírastky hmotnosti za obdobie 1 - 4 týždne veku boli v oboch 
skupinách 0,179 kg, vo veku 6 týždňov v pokusnej skupině 0,212 kg a v kontrolně] 
0,189 kg a za celé sledované obdobie dosiahli v pokusnej skupině 0,208 a 
v kontrolně] skupině 0,184 kg.

Dynamika koncentrácie celkových UMK (obr. 1) u oboch sledovaných skupin 
mala s vekom vzestupná tendenciu s na]vyššími hodnotami (125,9 ± 8,5 mmol/1 
u kontrolně] a 130,7 ± 17,2 mmol/1 u pokusnej skupiny) vo veku 10 týždňov. 
Rozdiely medzi skupinami neboli signifikantné. V zastápení jednotlivých UMK sme 
najváčšie rozdiely zistili u kyseliny propiónovej a valérovej. Podiel kyseliny pro- 
piónovej (obr. 2) stápal u pokusnej skupiny s vekom, s postupné narástajácim 
rozdielom v prospěch pokusnej skupiny. Vo veku 10 týždňov bol molárny podiel 
kyseliny propiónovej u pokusnej skupiny v priemere 21,5 ± 4,1 mol %, u kontrolně] 
skupiny len 16,3 ± 2,9 mol %. Kyselina valérová dosiahla najvyšších hodnot 
u oboch sledovaných skupin vo veku 4 týždne (2,03 ± 0,7 mol % v pokusnej a 1,4 ± 
0,2 mol % v kontrolně] skupině - obr. 3). V zastápení ostatných UMK sme nezistili 
výraznejšie rozdiely. Energetická výtažnost’ produkcie UMK (E %) v priebehu apli- 
kácie preparátu i po jej ukončení dosahovala u jahniat pokusnej skupiny vyšších 
hodnot a poměr acetát : propionát (A : P) nižších hodnot ako u kontrolně] skupiny 
(obr. 4). Najváčšie rozdiely sme zaznamenali vo veku 10 týždňov, kedy dosiahla 
energetická výtažnost’ produkcie UMK u pokusnej skupiny v priemere 74,9 ± 1,6 %, 
u kontrolně] skupiny 72,5 ± 1,0 % a poměr acetát : propionát u pokusnej skupiny 
3,1 ± 0,6 a kontrolně] skupiny 4,4 ± 0,7. Energetická výtažnost’ produkcie UMK 
u jahniat pokusnej skupiny sa v priebehu celého sledovaného obdobia zvyšovala 
a poměr acetát : propionát sa naopak znižoval. U jahniat v kontrolně] skupině 
energetická výtažnost’ UMK stápala a poměr acetát: propionát v bachore klesal len 
do veku 6týždňov.
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1. Koncentrácia celkových unika­
vých mastných kyselin (UMK) 
v bachorovej tekutině cicajúcich 
jahniat; osa x - vek (týždne), ... 
kontrolní skupina,----- pokusná 
skupina (platí pře obr. 1-5) — The 
concentrations of total volatile fatty 
acids (VFA) in the rumen fluid of 
sucking lambs; x-axis - age (weeks), 
... control group,----- experimental 
group (applies to Figs. 1 - 5)

2. Molámy podiel kyseliny propió- 
novej (P) v bachorovej tekutině ci­
cajúcich jahniat — The molar pro­
portion of propionate (P) in the 
rumen fluid of sucking lambs

3. Molámy podiel kyseliny valéro- 
vej (V) v bachorovej tekuti ne ci­
cajúcich jahniat — The molar pro­
portion of valerate (V) in the rumen 
fluid of sucking lambs

Aktivita alfa-amylázy (E.C. 3.2.1.1.) bachorovej tekutiny cicajúcich jahniat (obr. 5) 
mala s vekom u oboch sledovaných skupin vzostupný charakter s najváčšími rozdielmi 
v prospěch pokusnej skupiny vo veku 6 týždňov (v kontrolnej 1,76 ± 0,04 pkat/1, 
v pokusnej skupině 2,7 ± 0,5 pkat/l) a vo veku 10 týždňov (kontrolná 2,2 pkat/l 
a pokusná skupina 3,1 ± 0,1 pkat/1; p < 0,05). Aktivita alfa-amylázy bachorového 
epitelu vykazovala u pokusnej skupiny vzostupnú tendenciu do veku 6 týždňov, 
kedy dosiahla oproti kontrolnej skupině trojnásobných hodnot (kontrolná 0,86 ± 
0,2 nkat/cm2, pokusná skupina 2,7 ± 1,0 nkat/cm2). U kontrolnej skupiny dosaho­
vala aktivita alfa-amylázy v priemere vrchol vo veku 4 týždne (1,5 ± 0,7 nkat/cm2) 
a potom poklesla.

Počty streptokokov v bachorovej tekutině i adherovaných na bachorový epitel 
(obr. 6) boli u jahniat pokusnej skupiny signifikantně vyššie (p < 0,05 ap < 0,001).
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4. Energetická výťažnosť produkcie unikavých 
mastných kyselin (E) a poměr acetát : propionát 
(A : P) v bachore cicajúcich jahniat — The 
energetic efficiency of VFA production (E) and 
the acetate : propionate ratio (A : P) in the rumen 
of sucking lambs

5. Aktivita alfa-amylázy bachorovej tekutiny 
(AT) a bachorového epitelu (AE) cicajúcich 
jahniat; * = p < 0.05 — The alpha-amylase acti­
vity of rumen fluid (AF) and rumen epithelium 
(AE) in sucking lambs; * = p < 0.05

Najvyššie počty baktérií za celé sledované obdobie sme zistili u pokusnej skupiny 
vo veku 6 týždňov (streptokoky - bachorová tekutina 6,76 log 10/ml, bachorový 
epitel 6,16 log 10/ml; laktobacily - bachorová tekutina 4,9 log 10/ml, bachorový 
epitel 4,76 log 10/ml). Počty amylolytických baktérií v bachorovej tekutině boli
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6. Počty streptokokov v bachorovej tekutine (ST) a adherovaných na bačkorový epitel (SE) a počty 
laktobacilov v bachorovej tekutine (LT) a adherovaných na bachorový epitel (LE) u cicajúcich 
jahniat; osa x - vek (týždne), □ kontrolná skupina; E3 pokusná skupina; * = p < 0,05; ** = p < 0,01; 
*** = p < 0,001 (platí pře obr. 6 a 7) — The counts of streptococci in rumen fluid (ST) and of 
those adhered to tumen 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), □ control group, 
E3 experimental group; * = p < 0.05; ** = p < 0.01; *** = p < 0.001 (applies to Figs. 6 and 7)

7. Počty amylolytických baktérií (AB) v bachorovej tekutine cicajúcich jahniat — The counts of 
amylolytic bacteria (AB) in the rumen fluid of sucking lambs
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8. Elektrónogram bachorových papi! pokusného jahňata vo veku 4 týždne (zváčšenie 68x) — Electro­
nogramme of the ramen papillae of an experimental lamb at the age of four weeks (68x enlargement)

signifikantně (p < 0,05) vyššie u jahniat pokusnej skupiny vo veku 4 a 10 týždňov 
(obr. 7), s najvyššími hodnotami na konci sledovaného obdobia (8,05 log 10/ml).

Na snímkách zhotovených rastrovacou elektronovou mikroskopiou možno vidieť, 
že bachorové papily pokusného jahňata vo veku 4 týždne (obr. 8) sú v porovnaní 
s jahňaťom kontrolnej skupiny (obr. 9) dlhšie a diferencovanejšie.

DISKUSIA

Na podporu rozvoja bachorového trávenia mláďat prežúvavcov sa doteraz ově­
řovali rožne sposoby dietetickej (úprava zloženia a formy suchého krmivá) a mikro- 
biálnej stimulácie (mikrobiotiká). Špecificita použitia mikrobiotík spočívá 
v možnosti pósobiť na utváranie bachorového ekosystému a aplikácia vybraných 
kmeňov bachorových mikroorganizmov vytvára základ budúcej populácie s vysokou 
fermentačnou aktivitou. Kolonizácia vybranými kultúrami živých mikroorganizmov 
má umožnit’ včasnější a stabilnější nástup bachorového typu trávenia (Š i m ů n e к 
a Kopečný, 1989).

V našej práci sme ověřovali nepriamy sposob mikrobiálnej stimulácie, t.zn., že 
sme neaplikovali priamo bachorové baktérie, ale pokusným jahňatám sme dávali 
prípravok, ktorý obsahoval základné živiny a rastové faktory pre bachorovú 
mikroflóru v koncentrovanej forme. Pri jeho zostavovaní sme zohTadnili aj poznatky 
В a r t o š a (1987), ktorý medzi základné živiny bachorových baktérií radí unikavé 
mastné kyseliny s rozvětveným a dlhším retazcom, valerát, amoniak, biotín, para- 
aminobenzoovú kyselinu a aminokyseliny.

Dosiahnuté výsledky potvrdzujú, že aplikácia přípravku mala pozitivny vplyv na 
úroveň bachorovej fermentácie, ktorú ovplyvnila predovšetkým z kvalitatívneho
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9. Elektrónogram bachorových papíl kontrolného jahňata vo veku 4 týždne (zváčšenie 68x) — 
Electronogramme of the ramen papillae of a control lamb at the age of four weeks (68x enlargement)

hradiska. Vyššie zastúpenie kyseliny propiónovej u pokusných jahniat, ktoré je 
cenné tak z hTadiska stimulácie vývoja bachorového epitelu, ako aj z hTadiska 
energetického metabolizmu, si možno vysvětlit’ vyššími počtami amylolytických 
baktérií a vyššou úrovňou ich enzýmovej aktivity vo vztahu к tráveniu jadrovej 
zložky krmivá. Změna zastúpenia jednotlivých UMK sa odrazila aj v nižšom pomere 
acetát: propionát a vyššej energetickej výtažnosti UMK u jahniat pokusnej skupiny. 
Námi zistené hodnoty celkových UMK a podielu jednotlivých UMK sú porovna- 
teTné s údajmi autorov Jelínek a i. (1989) a hodnoty energetickej výtažnosti 
UMK so zisteniami autorov Baran a i. (1982) a O r s к o v (1975). Podobné 
ako v našich predchádzajúcich prácach sme zistili priamu, ale negativnu závislost’ 
medzi pomerom acetát-propionát a energetickou výtážnosťou produkcie UMK.

Vyššia aktivita alfa-amylázy bachorového obsahu pokusných jahniat koreluje so 
signifikantně vyššími počtami amylolytických baktérií u tejto skupiny. Vzostup akti­
vity alfa-amylázy bachorového epitelu trval u pokusných jahniat do neskoršieho 
veku, čo tiež připisujeme stimulačnému účinku aplikovaného přípravku na adhe- 
rentnú bachorovú mikroflóru. Dynamika alfa-amylázy bachorového epitelu s jej 
vzostupom do veku 4-6 týždňov a poklesem v neskoršom veku je podobná tej, 
ktorú zaznamenali aj К m e ť a i. (1986). Signifikantně vyššie počty streptokokov 
a laktobacilov v bachorovej tekutině i adherovaných na bachorový epitel připisuje­
me pozitívnemu efektu aplikovaného přípravku, ktorý svojím zložením poskytoval 
bachorovej mikroflóre pokusných jahniat váčšie množstvo živin v porovnaní 
s kontrolnou skupinou.

Zistené priemerné denné prírastky u cicajúcich jahniat sú blízké údajom autorov 
Skřivánek a i. (1990). Z tohto hTadiska je možno očakávať výraznější efekt predo- 
všetkým po odstave, kedy by sa mala prejaviť vyššia úroveň funkčného rozvoja báchora.

282 Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5): 275-285



Na základe dosiahnutých výsledkov možno konštatovať, že ověřovaný přípravek 
určený na stimuláciu bachorovej fermentácie je účinný. Pre objektivizáciu jeho 
účinnosti ho hodláme overiť u gnotobiotických zvierat v definovaných pod- 
mienkach.
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Stimulation of rumen fermentation in sucking lambs.
Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5) : 275-285.

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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efficiency 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/l in the experimental group) and at the 
age of 10 weeks (2.2 |tkat/l in the control group and 3.1 ± 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/cm2, experimental 
group 2.7 ± 1.0 nkat/cm2). 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/cm2), then the activity de­
creased.

Contact Address:

MVDr. Alojz Bomba, CSc., Ústav experimentálnej veterinárnej medicíny, 
Hlinková 1/A, 041 81 Košice, Slovak Republic
Tel. 095 37429, fax 095 31853

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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DLHODOBÁ EXPOZÍCIA BROJLEROVÝCH KURČIAT PCB - 
METABOLICKÉ A IMUNOTOXICKÉ ÚČINKY

J. Košutzký1, E. Košutzká1, L. Lenčuchová2

1 Výskumný ústav chovu hydiny, Ivanka pri Dunaji
2Štátny veterinárny ústav, Nitra

Sledovali sa klinické, metabolické a patologicko-anatomické účinky polychlorovaných 
bifenylov (PCB) u brojlerových kurčiat. Použili sa povodně komerčně výrobky PCB 
(Delor 103 a Delor 105) v dávke 5 a 50 mg/kg krmivá, dížka expozície od 1 do 42 
dní veku. Hmotnost kurčiat bola významné ovplyvnená vo veku 21 a 28 dní, nie však 
pri konci pokusu (42 dní). Častým pitevným nálezom u exponovaných kurčiat bola 
hepatitída a hydroperikarditída. Hmotnost pečene preukazne narastala, hmotnost 
lymforetikulárnych orgánov významné poklesla. Hladiny cholesterolu a triglyceridov 
preukazne stúpali. U exponovaných skupin sa pozorovali nižšie hodnoty lyzozýmu 
v krvnom sére, rozdiel nebol Statisticky významný. Dlhodobá aplikácia PCB preukazne 
znižovala hladiny vitamínu A v pečeni, nepozoroval sa pokles hladin vitamínu E. Vý­
znamný imunosupresívny účinok sa prejavil nižším titrom protilátok na preventívnu 
vakcináciu (AVIPEST-NDV) a imunizáciu inými antigénami (SRBC, Ba-antigén). Po­
zorovalo sa výrazné imunotoxické pösobenie, involúcia lymfatického tkaniva, zhorše- 
nie krvného obrazu a charakteristický pitevný nález.

kurčatá; polychlorované bifenyly (PCB); metabolické změny; imunotoxické účinky

Doležitosť Stádia vplyvov prostredia a chemizačných faktorov narastá aj v oblasti 
hydinárskej výroby. Dökazom toho sú aj údaje z posledných rokov o tom, že podiel 
neinfekčných a metabolických chorob u brojlerov převyšuje 50 % z celkových strát 
připisovaných chorobám kurčiat vo výkrme.

Práce o nepriaznivých biologických účinkoch PCB na modely hydiny sme pre­
zentovali už dávnejšie (Košutzký a i., 1979; Bobáková a i., 1980; Ko­
šutzký, 1987). Reálne vzniknuté problémy v živočíšnej výrobě u nás sa začali 
objavovať až neskör, hlavně v súvislosti s prienikom PCB do potravinového retazca 
hospodářských zvierat. V ostatných rokoch sa o polychlorovaných bifenylech vedie 
osvětová kampaň, hlavně z dövodov zaistenia prevencie kontaminácie prostredia. 
Jej významnou súčasťou je monitorizácia týchto látok v najrdznejších komoditách. 
VzhTadom к lipofilným a vysoko perzistentným vlastnostiam PCB v biologických 
materiáloch a prostředí, ako aj nutnosti využívat’pri ich detekcii špičková analytická 
techniku, vytvořili sa v tomto smere aj viaceré medzinárodné výskumné projekty. 
Časť áčinkov týchto látok zostáva sledovaná hlavně zo strany inštitácií zameraných 
na preventívnu humánnu a veterinárnu medicínu a hygienu (Safe a 
Hutz inger , 1987; Pis к ač a i., 1 9 90; RuprichaPiskač, 
1990; Halouzka a i., 1990, Petřík a i., 1991; К o č a n a i., 1991).
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Napriek obmedzeniu komerčného využívania PCB a zákazu jeho výroby (1984) ' 
zostávajú v súčasnosti nebezpečenstvom ich zásoby a kontaminované odpady odha­
dované u nás na 10 000 t (P e t r i к a i., 1991). V hydinárstve možno očakávať 
náhodné kontaminácie krmivá (únik hydraulických olejov), připadne kontakt hydiny 
s materiálom obsahujúcim PCB (farby, omietky, kontaminovaná podstielka a pod.). 
Okrem toho sa účinky PCB u brojlerových kurčiat dávajú do súvislosti so vznikom 
tzv. edémovej choroby, resp. hydroptického syndromu. Nemenej důležité sú popí- 
sané vztahy nepriaznivého farmakodynamického efektu a imunosupresívnych 
vlastností, čo by mohlo mať významný dopad nielen na výsledky výkrmu brojlerov 
vo velkochovech, ale aj na ich zdravotný stav. Viaceré práce naznačili interakcie 
s hormónmi a vitamínmi (К o š i n o v á a i., 1977; Hudecová a i., 1977; 
Bobáková a i., 1981) a metabolizmom minerálnych látok (L o - 
puchovský,l 986; R u p r i c h a P i s к a č , 1990). Významnou vlastnosťou 
váčšiny cudzorodých látok, obzvlášť PCB je indukcia mikrozomálnych enzýmov pe- 
čene (Bobáková a i., 1978, 1981). Táto může maťnepriaznivé důsledky na 
rýchlosť metabolizácie hormónov a vitamínov ako aj preukazný farmakodynamický 
efekt na lipofilné liečivá podávané cielene, napr. vo velkochovech. Z různých typov 
PCB patria medzi najtoxickejšie 3,3’,4,4’,5-pentachlórbifenyly, které najúčinnejšie 
indukujú mikrozomálne enzýmy pečene (Brunström, 1 9 8 9).

Ciefom tohoto pokusu bolo získat’ podklady o nepriaznivých biologických 
účinkoch PCB u brojlerových kurčiat exponovaných počas výkrmu nízkým hladi­
nám týchto perzistentných látok. Zamerali sme sa na hodnotenie metabolických 
a imunotoxických účinkov PCB.

MATERIÁL A METÓDA

120 kusov jednodenných sexovaných kohútikov HYBRO (finál) sa odvážilo, 
očíslovalo a rozdělilo náhodným výberom po 40 kusoch do troch oddělení na hlbokú 
podstielku. Pokusný priestor sa vykuřoval elektrickými kvočňami, použil sa 
nepřetržitý světelný režim, krmenie a napájanie ad libitum. Na pokus sa použila 
krmná zmes BR2 (ME 12,8 MJ, N-látky 19,9 %) namiešaná podfa platnej receptúry 
na VÚH. Pre skupiny PCB bola krmná zmes kontaminovaná rovnakým dielom pre- 
parátov PCB (výrobky Chemko Strážske - Delor 103 a Delor 105) v dávke 5 
a 50 mg/kg krmivá. PCB sa rozpustilo v 200 ml chloroformu, ktorý sa aplikoval na 
3 kg premixu sypkej zmesi BR2 a po dokonalém premiešaní vzorky sa nechal volbě 
odpařit’ cez noc pri laboratórnej teplote. 3 kg premixu sa použili na přípravu konta­
minované) zmesi (30 kg) v miešačke. Pre přípravu premixu kontrolně) skupiny sa 
použilo 200 ml čistého chloroformu. Pokus bol usporiadaný v troch skupinách:

1. skupina bola kontrolná (40 ks), 2. skupina - dávka 5 mg PCB na 1 kg krmivá 
(40 ks), 3. skupina - dávka 50 mg PCB na 1 kg krmivá (40 ks).

Expozícia kurčiat PCB trvala od 1. do 42. dňa veku. U kurčiat sa sledovali tieto 
parametre:
— Hmotnost’kurčiat: váženie sa vykonalo vždy po 12-hodinovej hladovke, každý 

týždeň (1. - ó.týždeň).
— Relativná hmotnost’ orgánov: pečeň, Fabríciov váčok, týmus, slezina vo veku 

21, 28, 35 a 42 dní (vždy po 6 ks z každé) skupiny).
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— Stanovenie cholesterolu, triglyceridov a bielkovín v krvnom sere v rovnakých 
časových intervaloch pomocou běžných komerčných súprav LACHEMA.

— Stanovenie vápnika sa vykonalo titračnou komplexometrickou metodou za pou- 
žitia indikátora fluorexonu (Homolka, 1969).

— Hladiny vitamínu A a E sa stanovili pri konci pokusu vo veku 42 dní (vždy 
v pravom laloku pečene kurčiat) fluorometrickou metodou.

— Hladiny protilátok na opakovaná imunizáciu kurčiat vakcínou proti pseudomoru 
(AVIPEST) sa hodnotili na ŠVÚ v Nitre. Imunizácia sa robila aplikáciou jednej 
kvapky antigénu do oka kurčiat vo veku 9 a 28 dní.

— Hladiny lyzozýmu v krvnom sére sa stanovili vo veku 21, 28, 35 a 42 dní ko­
lorimetrickou metodou (Micrococcus lysodeicticus).

— Krvný obraz kurčiat: Hemoglobin sa stanovil fotometrickou kyánhemoglobíno- 
vou metodou (H r u b i š к o a H u 1 e , 1970) za použitia fotokolorimetra Spe- 
kol. Na zhotovenie kalibračnej křivky bol použitý Sevatest Standard Hb (Imuna, 
Šarišské MichaFany). Na počítanie erytrocytov sa použila Bürkerova baničková 
metoda a Hayemov roztok podFa návodu autorov H r u b i š к o a H u 1 e 
(1970) s 200-násobným riedením za použitia heparinizovanej venóznej krvi, 
v Bürkerovej komörke. Mikrohematokrit sa stanovil metodou autorov H r u - 
b i š к o a Hule (1970) za použitia skleněných kapilár a mikrohematokrito- 
vej odstředivky.

VÝSLEDKY A DISKUSIA

V daných experimentálnych podmienkach sa použili relativné nízké dávky PCB 
к získaniu údajov o klinických a biochemických změnách u brojlerov počas 
výkrmu. NakoFko sa PCB podávalo kontinuálně od 1. do 42,dňa veku, významnost’ 
pozorovaných zmien narastala so zvyšováním veku a spotřeby krmivá. Z hFadiska 
přesnosti práce sa zvolila pre celý pokus sypká zmes BR2, ktorá sa kontaminovala 
dávkami PCB 5 a 50 mg/kg krmivá. Z uvedeného dövodu sú výsledky hmotností 
brojlerových kurčiat neobvykle nízké, a to v rámci všetkých skupin (tab. I). Pri 
hodnotení hmotností v prvej polovici pokusu badat’ tendenciu poklesu hmotnosti 
u PCB skupin (preukazne vo veku 21,28 a čiastočne vo veku 35 dní), pričom nebolo 
badat’ rozdiel medzi skupinou 5 a 50 mg PCB. V ďalšom priebehu došlo к vyrovna- 
niu hmotnosti kurčiat na úroveň kontrolnej skupiny. Vo veku 42 dní vykazovali 
najvyššiu hmotnost’ kurčatá exponované PCB (50 mg). Na rozdiel od relativné 
nízkých dávok PCB v tomto pokuse, popisuje P i s к a č a i. (1990) po akútnej 
intoxikácii (1000 mg/kg PCB) preukazne zníženú hmotnost’kurčiat. Reálnější obraz 
o nepriaznivých biologických účinkoch dávajú výsledky pitiev a patologicko-ana- 
tomické nálezy (hepatitída, hydroperikarditída a iné). Rozdiely sa prejavili i v rela- 
tívnej hmotnosti orgánov kurčiat (tab. II). Z prezentovaných údajov je zřejmé, že 
s dížkou aplikácie narastá hmotnost’ pečene a klesá hmotnost’ lymforetikulárnych 
orgánov (burza,' týmus, slezina). Podobné nálezy biochemických ukazovateFov 
v krvnom sére kurčiat (tab. Ill) poukazujú na závažné metabolické poruchy, súvi- 
siace s tažkým poškodením centrálneho metabolického orgánu - pečene. Hladiny 
cholesterolu a triglyceridov preukazne stúpali, hladiny celkových bielkovín neboli
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I. Změny v hmotnosti (g) brojlerových kurčiat po aplikácii PCB v krmivé (x ± s) — Variations in 
the weight (g) of broiler chicks after administration of dietary PCB (x ± s)

1 .,
Skupiny

Vek kurčiat (dni)2

1 7 14 21 28 35 42

Kontrola3 45 ±4 116 ± 17 210±31 341 ± 37 536 ±51 801 ±66 1000±112

PCB 5 45 ± 3 123 ± 13 199 ± 24 305±29** 463 ±41** 753 ±72* 986± 90

PCB 50 45 ±4 122 ± 16 194 ±27* 303± 34** 463 ±37** 772 ± 63 1024± 84 1

• - P< 0,05, ** = P < 0,01 
'groups, 2chicken age (days), 3control

Vysvětlivky pre tab. I až VIII - Explanatory notes to Tabs. I to VIII:
PCB 5 = dávka 5 mg PCB na 1 kg krmivá — a dose of 5 mg PCB per 1 kg of feed 
PCB 50 = dávka 50 mg PCB na 1 kg krmivá — a dose of 50 mg PCB per 1 kg of feed

II. Relativná hmotnosf pečene, Fabriciovho váčku, týmusu a sleziny u brojlerových kurčiat po apli­
kácii PCB v krmivé (x ± s) — Relative weights of liver, bursa Fabricii, thymus and spleen in broiler 
chicks after administration of dietary PCB (x ± s)

* = P < 0,05, *♦ = P < 0,01

Relativná hmotnosf 
orgánov 
(g/100 g ž.h.)'

Skupiny2
Vek kurčiat (dni)3

21 28 35 42

kontrola8 3,8 ±0,2 2,8 ± 0,3 2,5 ±0,2 2,3 ± 0,3
Pečeť PCB 5 3,5 ±0,6 2,4 ± 0,2* 2,4 ± 0,2 3,4 ±0,5**

PCB 50 4,0 ± 0,4 2,8 ± 0,2 3,1 ±0,4* 5,2 ± 0,4**

kontrola8 0,34 ±0,08 0,37 ±0,11 0,39 ±0,09 0,39 ±0,04

Fabriciov váčok5 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*

kontrola8 0,33 ± 0,08 - 0,36 ±0,06 -

Týmus6 PCB 5 0,36 ±0,12 - 0,28 ± 0,05 -

PCB 50 0,41 ±0,12 - 0,26 ± 0,03* -

kontrola8 0,10 ±0,02 0,09 ±0,03 0,13 ±0,02 0,18 ±0,05
Slezina7 PCB 5 0,10 ±0,02 0,09 ± 0,02 0,10 ±0,02 0,17 ±0,07

PCB 50 0,09 ± 0,02 0,08 ±0,01 0,11 ±0,02 0,11 ±0,02*

'relative organ weight (g/100 g lw.), 2groups, 3chicken age (days), 4liver, ^bursa Fabricii, 6thymus, 
7spleen, 8control
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III. Účinok PCB v krmivé na hladinu cholesterolu, triglyceridov, celkových bielkovín a vápnika v 
krvnom sére brojlerových kurčiat (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)

Sledovaný 
parameter1 Skupiny2

Vek kurčiat (dni)3

21 28 35 42

kontrola8 3,7 ±0,4 4,3 ±0,4 4,1 ±0,2
Cholesterol4
(nmol/1) PCB 5 4,4 ±0,5* 4,6 ±0,5 4,5 ±0,5 -

PCB 50 4,4 ±0,4** 4,8 ±0,4** 5,7 ±0,8** -

kontrola8 - - 2,3 ±0,6 2,0 ±0,5
Triglyceridy5 
(nmol/1) PCB 5 - - 2,3 ±0,4 3,1 ±0,7*

PCB 50 - - 2,5 ±0,4 4,6 ±1,2**

Celkové kontrola8 32,2 ±2,3 - - 32,5 ±4,0

bielkoviny6 PCB 5 31,9 ±2,9 - - 32,2 ±2,2
(g/100 ml)

PCB 50 31,5 ±3,82 • - 33,8 ±4,1

kontrola8 4,5 ±0,5 4,8 ±0,4 4,7 ±0,5 4,7 ±0,4
Vápník7 
(mE/l) PCB 5 3,8 ±0,4 3,7 ±0,3** 4,0 ±0,3* 4,6 ±0,3

PCB 50 3,7 ±0,1 3,7 ±0,2** 3,7 ±0,1** 4,6 ±0,3

* = P < 0,05, “ = P < 0,01
'investigated parameter, 2groups, 3chicken age (days), 4cholesterol, triglycerides, total proteins, 
7calcium, 8control

preukazne změněné. Hladiny sérového vápnika preukazne poklesli vo veku 28 
a 35 dní, vo veku 42 dní holi rozdiely nepreukazné. Změny v hladinách lyzozýmu 
v sére brojlerových kurčiat prezentuje tab. IV. U kontrolnej skupiny sa pozorovali 
relativné vyrovnané hodnoty lyzozýmu v rozmedzí 6,7 - 7,7 mg/1. U exponovaných 
skupin sa pozorovali v priemere nižšie hodnoty lyzozýmu ako u kurčiat kontrolnej 
skupiny, rozdiely neboli Statisticky významné.

Na výrazný imunotoxický účinok poukazuje aj nižší titer protilátek na opakovaná 
imunizáciu brojlerových kurčiat vakcínou proti pseudomoru (AVIPEST). Priemerný 
titer protilátok bol u kurčiat exponovaných PCB preukazne nižší (tab. V). Podobný 
imunosupresívny účinok PCB sa zaznamenal pri použití iných antigénov (SRBC, 
Ba-antigén), čo sumarizuje tab. VI. Celkový nepriaznivý účinok expozície kurčiat 
dokresluje aj zhoršený krvný obraz, a to vo všetkých sledovaných ukazovateloch 
(tab. VII).

Hladiny lipofilných vitamínov v pečeni (vitamín A a E) můžu byť dobrým vo- 
dítkom pre hodnotenie zdravotného stavu kurčiat a odrážajú funkčný stav důležitého 
detoxikačného orgánu - pečene. Na významnú interakciu PCB s biologickou 
účinnosťou vitamínu D u kurčiat poukázal Lopuchovský (1986) a jeho 
výsledky svedčia o poruchách homeostázy a farmakokinetiky cholekalciferolu.

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5) : 287-296 291



IV. Účinok PCB na hladinu lyzozýmu (mg/1) v sere brojlerových kurčiat (x ± s) — The effect of 
PCB on lysozyme concentrations (mg/1) in the blood serum of broiler chicks (x ± s)

Skupiny
Vek kurčiat (dni)2

21 28 35 42

Kontrola’ 7,7 ±1,1 7,3 ± 1,7 7,4 ± 1,9 6,7 ± 1,4

PCB 5 5,1 ±1,1* 7,4 ± 1,1 6,0 ± 1,8 5,5 ± 1,3

PCB 50 5,9 ±1,5 6,0 ± 1,4 6,8 ± 1,1 6,0 ± 0,6

*=P<£05
groups, chicken age (days), control

V. Priememý titer protilátek u kontrolných a exponovaných kurčiat po opakované) imunizácii kurčiat 
vakcínou proti pseudomoru (AVIPEST). Výsledky sérologického vyšetrenia (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)

Skupiny’ Imunizácia
2

vo veku (dni)
Stanovenie protilátek 

vo veku (dni)
• , . 4Pnemerný titer

Kontrola5 9 a 28 42 1 : 38

PCB 5 9 a 28 42 1 : 12*

PCB 50 9 a 28 42 1 : 7**

Stanovenia sa vykonali na Štátnom veterinárnom ústave v Nitře — The determinations were 
performed in the State Veterinary Institute at Nitra
* = P<0,05, *• = P<0,01
'groups, 2immunization at the age of (days), ’determination of antibodies at the age of (days), 4ave­
rage titre, ’control

VI. Priememý titer protilátek u brojlerov exponovaných PCB — The average titres of antibodies 
in PCB-exposed broilers

'groups, 2 average titres of antibodies, ’primary reaction, 4 secondary reaction, ’days of antibody de­
termination after immunization, "control

Skupiny'
Priememý titer protilátok2 (log 2)

primárná «poveď sekundárná odpověď4

Dni stanovenia protilátek 
po imunizácii5 6 10 14 4 7 1

Kontrola6 4,1 2,0 0,9 2,7 2,5

PCB 5 (SRBC-antigén) 1.5 1,0 0,3 0,5 0,9 '
Kontrola6 5,4 5,6 - 4,9 6,6 ’

PCB 50 (Ba-antigén) 2,9 3,3 3,4 4,4 1
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VII. Účinok PCB podávaných v krmivé brojlerových kurčiat na ukazovatele krvného obrazu — 
The effects of dietary PCB administered to broiler chicks on the parameters of blood picture

Skupiny1 Vek kurčiat 
(dni)2

Počet
, -3stanoveni

Hemoglobin4 

(g%)

Počet 
, . 5 Hematokrit6 

(%)
erytrocytov 

(.1012Д)

Kontrola7 42 10 87 ±2 2,4 ±0,1 30 ± 1

PCB 5 42 6 81 ±2 2,2 ±0,1 29 ± 1

PCB 50 42 6 75 ±2 1,9 ±0,1 26 ± 1

'groups, 2chicken age (days), 3number of determinations, haemoglobin, 5erythrocyte counts, hae­
matocrit, hontrol

VIII. Priemerné hladiny vitamínu A a E v pečeni brojlerových kurčiat po dlhodobej expozícii 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 ± s)

Skupiny1
2

Vek kurčiat (dni)

21 28 35 42
Vitamin A (pg vitamínu A acetátu/lg pečene)3

Kontrola4 15,8 ±2,0 24,1 ± 6,4 27,5 ± 2,8 28,8 ± 4,8

PCB 5 22,0 ±5,9 27,5 ± 7,0 29,5 ± 11,4 17,1 ±6,1

PCB 50 15,5 ±4,4 18,2 ± 4,2 22,4 ± 3,4 13,1 ±3,1

Vitamín E pg vitamínu E acetátu/lg pečene)5

Kontrola4 28,0 ± 4,8 26,0 ± 6,6 34,9 ± 5,7 27,9 ± 7,9

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 24,0 ± 3,5 26,6 ± 1,8

Počet stanovení bol 5 - 8 za každá skupinu — The number of determinations was 5 - 8 in each group 
’groups, 2chicken age (days), 3vitamin A (pg acetate vitamin A/l g of liver), hontrol, 5vitamin E 
(pg of acetate vitamin E/l g of liver)

К poruchám dochádza aj pri podrobnejšom hodnotení hladin ďalších hormónov - 
tyroxínu, trijódtyronínu, androgénov a estrogénov (Herzig a i., 1985; К o - 
š u t z к ý , 1987; R u p r i c h a P i s к a č , 1990). V pokuse sme opakované sta­
novili hladiny oboch vitamínov v pečeni brojlerov rözneho veku (tab. VIII). 
Potvrdilo sa, že polychlorované bifenyly nepriaznivo pösobia na hladinu vitamínu 
А. К jeho poklesu dochádza hlavně v skupině s vyššou dávkou PCB. Zo získaných 
výsledkov je zřejmé, že nižšia použitá dávka (5mg/kg) vyvolala pokles hladin vi­
tamínu A až pri konci aplikačného obdobia (42 dní). Hodnoty vitamínu E (ako pri- 
rodzeného antioxidantu) nasvedčujú na těsný vztah к toxickým účinkom PCB 
s tendenciou zvyšovania jeho hladin v pečeni. Toto pösobenie sa dává do súvislosti
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s aktiváciou detoxikačných enzymatických mechanizmov heparu (Hudecová 
a i., 1977).

Celkove možno zo sledovaných klinických a metabolických ukazovateFov 
u brojlerov exponovaných PCB poukázat’ hlavně na změny týchto parametrov: 
— výskyt hydroperikardu a perihepatitídy, 
— výrazný pokles hmotnosti lymfoidných orgánov, 
— vzostup triglyceridov a cholesterolu v krvnej plazme,
— pokles titra protilátok na vakcináciu (AVIPEST a iné antigény),
— celkové zhoršenie ukazovateFov krvného obrazu,
— pokles hladin vitamínu A v pečeni.

Dlhodobé podávanie dvoch relativné nízkých dávok PCB brojlerovým kurčatám 
v krmivé sa vyznačovalo širokým spektrom imunotoxických a metabolických 
účinkov. Charakteristický bol pitevný nález, zhoršený krvný obraz a pokles hladiny 
vitamínu A v pečeni. Na rozdiel od klinických priznakov popísaných u brojlerov 
pri hydroptickom syndrome vo velkochovoch (Jantošovič a i., 1991) sme 
ascites pozorovali len výnimočne. Rovnako nedochádzalo к poklesu vitamínu E 
v pečeni. Za veFmi závažné možno považovat’ postihnutie lymfatického tkaniva. 
Naše výsledky o imunotoxickom pösobeni potvrdzuje i práca autorov Ha­
louzka a J u r a j d a (1991) o synergickom účinku PCB a virusu Markovej 
choroby (MDV) na intenzitu imunosupresie sledovaná na základe cytolytických 
zmien lymfatických orgánov kurčiat.
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KOŠUTZKÝ, J. - KOŠUTZKÁ, E. - LENČUCHOVÁ, L. (Research Institute of Breeding 
Poultry, Ivanka při 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 Utter. 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 
Strážske) 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. Immunosuppressive 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

Contact Address:

MVDr.Jozef Košutzký, DrSc., Výskumný ústav chovu hydiny, 900 28 Ivanka pri
Dunaji, Slovak Republic
Tel. 07 943121
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FORMY XANTIN OXIDOREDUKTÁZY V TKANIVÁCH 
JAPONSKEJ PREPELICE

J. Jankela, M. Baranovská, J. Antalíková

Ústav biochemie a genetiky živočíchov SAV, Ivankapri Dunaji

Xantin oxidoreduktáza (XOR) sa v tkanivách japonskej prepelice nachádza v troch 
formách využivajúcich ako akceptor elektrónov NAD+, O2, metylénovú modru 
(MM).V pečeni a v obličkách sa nachádzajú všetky tri formy XOR, v pankrease 
absentuje forma využívajúca O2. Pečeňová forma XOR-NAD a XOR-ММ sú v li- 
neárnej korelácii s obsahom bielkovín v krmivé v rozmedzí 120 - 370 g N x 6,25/kg, 
v obličkách je popísaná lineárna závislost len u formy XOR-MM.

Coturnix cotumixjaponica; pečeň; obličky; pankreas; xantin oxidáza a dehydrogenáza; 
NAD+; O2; metylénová modrá; vplyv bielkovín krmivá

Xantin oxidoreduktáza (XOR) je enzým široko distribuovaný v živočišnej říši. 
U vtákov xantin oxidoreduktáza utilizujúca NAD+ účinkuje v eliminácii aminoky­
selinového dusíka. V pečeni vtákov je aktivita tohoto enzymu v priamej korelácii 
s obsahom bielkovín v krmivé (Jankela, 1978). Předpokládá sa, že rovnako ako 
u vtákov aj u cicavcov je XOR dehydrogenázového typu. Práce autorov Stripe 
a Corte (1969) poukázali na to, že dehydrogenázová forma enzýmu može byť 
v tkanivách cicavcov reverzibilne měněná na oxidázovú formu, využívajúcu mole- 
kulárny kyslík (B a t e 11 i a i., 1992). Oxidázová forma enzýmu može teda za urči­
tých podmienok existovat’ v tkanive in vivo (Mc К e 1 v e у a i., 1988). Podlá 
autorov Margolin a Behrman (1992) hodnota aktivity oxidázovej formy 
dosahuje až 1/3 hladiny dehydrogenázy. V prezentovanej práci sme sa pokúsili overiť 
či dehydrogenázová forma je jedinou formou XOR v tkanivách vtákov a ak nie, tak 
či korelácia medzi aktivitou a obsahom bielkovín v krmivé platí aj pre iné formy 
enzýmu.

MATERIÁL A METÓDY

Japonské prepelice - kohútiky z chovu ÚBGŽ SAV vo veku 41 dní boli rozdělené 
do 5 skupin po 10 zvierat. Štyri skupiny boli krmené ad libitum dietami na báze 
sušeného vaječného albuminu s obsahom 0, 120, 240, 300 g N x 6,25/kg krmivá. 
Zloženie krmív je v tab. I. Piata skupina bola krmená štandardnou krmnou zmesou 
KR1 s obsahom 260 g N x 6,25/kg.

Po lOdňovom krmení boli zvieratá dekapitované. Okamžité po usmrtení boli 
pečeň, obličky a pankreas homogenizované v sklennom Potter-Elvehjemovom ho- 
mogenizátore v tris-HCl tlmivom roztoku (pH 7,4) pri teplote 4 °C. Jaderná frakcia 
homogenátov bola odstránená centrifugáciou po dobu 20 min (800 G, 4 °C) a mikro-

Vet. Med. - Czech, 38, 1993 (5): 297-304 2 97



I. Zloženie experimentálnych diet — The formulae of experimental diets

Komponent (g)
Experimentálna dieta'0

I II III IV
Sušený vaječný bielok2 - 15,15 30,30 45,45
Kukuřičný škrob3 30,50 25,45 20,40 14,75
Glukóza4 61,00 50,90 40,80 30,70
Kličkový olej5 1,0 1,0 1,0 1,0
Slnečnicový olej6 2,0 2,0 2,0 2,0
Celulóza7 3,0 3,0 3,0 3,0
Vitamínový doplnok8 1,0 1,0 1,0 1,0
Minerálny doplnok9 1,5 1,5 1,5 1,5

g N x 6,25/kg 0 120 240 370

'ingredient, 2dried egg albumen, 3maize starch, 4glucose, 5germ oil, 6sunflower oil, 7cellulose, ®bio- 
factors supplement, mineral supplement, '"experimental diet

zomálna frakcia následnou centrifugáciou po dobu 30 min (24 000 G, 4 °C). Hrubá 
cytoplazmatická frakcia bola 3 h dialyzovaná oproti 200násobku tris-HCl tlmivého 
roztoku (pH 7,4) pri teplote 4 °C.

V dialyzátoch bol stanovený obsah celkových bielkovín podlá autorov Lowry 
a i. (1951) a aktivity xantin oxidoreduktázy (EC 1.2.99.2.) pre akceptory NAD+, mo- 
lekulárny kyslík, resp. metylénová modrá. Stanovenie dehydrogenázovej formy 
enzýmu (akceptor NAD+) bolo uskutočnené v tris-HCl tlmivom roztoku meraním 
tvorby NADH pri 340 nm v přítomnosti 0,015 mmol xantínu a 1,088 mmol NAD+. 
Aktivita oxidázovej formy (akceptor O2, metylénová modrá) bola meraná v pří­
tomnosti 0,015 mmol xantínu a 0,8 pmol metylénovej modrej, resp. pri sýtení kyslí- 
kom na základe merania tvorby kyseliny močovej pri 292 nm. .

Hodnoty špecifickej aktivity (kat/mg bielkovín) bolí Statisticky vyhodnotené na 
preukaznosť rozdielov medzi skupinami Mestom a vplyv bielkovín krmivá na akti­
vitu bol testovaný lineárnou regresiou.

VÝSLEDKY

Specifická aktivita XOR meraná pre akceptor NAD+ (XOR-NAD) je na obr. 1. 
Přítomnost’ tejto dehydrogenázovej formy enzýmu bola zistená vo všetkých troch 
sledovaných orgánoch. Najvyššie Specifické aktivity boli pozorované v obličkách, 
najnižšie v pankrease.

Hodnoty špecifickej aktivity XOR-NAD v pečeni boli signifikantně rozdielne len 
medzi skupinou zvierat krmených dietou obsahujúcou 120 g N x 6,25/kg a zviera- 
tami s krmivom obsahujúcim 370 g N x 6,25/kg. Regresná analýza ukázala, že 
v rozmedzí 120 - 370 g N x 6,25/kg je vzostup špecifickej aktivity XOR-NAD li-
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1. Specifická aktivita XOR-NAD+ v pe­
čeni □, obličkách V a pankrease O. 
Hodnoty s rovnakým indexom (a, b) 
sú Statisticky preukazné (P < 0,05) — 
Specific XOR-NAD+ activity liver □ 
, kidneys V and in pancreas О. Va­
lues with the same superscipt (a,b) 
are statistically significant (P < 0.05) 

kat/mg bielkovín. 10 s = kat/mg pro­
teins. 10"5

neárny (regresný koeficient (RK = 0,962). Linearita vzrastu aktivity v celom sledo- 
vanom rozmedzí obsahu bielkovín v krmivé je o niečo slabšia (RK= 0,923). Hodno­
ta špecifickej aktivity u zvierat krmených kontrolným krmivom (260 g N x 6,25/kg) 
je nižšia ako by vyplývalo z lineárneho vztahu aktivity a obsahu bielkovín v krmivé. 
Variabilita obličkovej špecifickej aktivity bola pomeme značná, rozdiely medzi 
jednotlivými skupinami neboli preukazné. Trend vzostupu aktivity pri krmení die­
tami s obsahom 120 - 370 g N x 6,25/kg nie je lineárny (RK = 0,634). Analýza 
špecifickej aktivity XOR-NAD v pankrease poukázala sice na preukazné rozdiely 
medzi hodnotami aktivity u zvierat krmených bezdusíkovou dietou a zvierat krme­
ných dietami s obsahom 240, resp.370 g N x 6,25/kg, ale trendy v závislosti medzi 
aktivitou a hladinou dusíkatých látok v diete neboli pozorované. Podobné ako v pe­
čeni je pozorovaný značný pokles špecifickej aktivity u zvierat krmených 
kontrolným krmivom (260 g N x 6,25/kg), pričom individuálna variabilita hodnot 
je vehni nízká (SD = 0,13).

Xantin oxidoreduktáza využívajúca molekulárny kyslík (obr. 2) bola zistená len 
v pečeni a obličkách, aj to len u niektorých skupin zvierat. Pri použití bezbielkovi- 
novej diety nebola zistená přítomnost’ tejto formy enzýmu ani v jednom orgáne, v pe­
čeni navýše absentovala aj u zvierat krmených dietou s obsahom 240 a 370 g
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3. Specifická aktivita XOR-MM v pe­
čeni □, obličkách V a pankrease О. 
Hodnoty s rovnakým indexom (a,b,c)
sú Statisticky preukazné (P < 0,05) 
— Specific XOR-MM activity in
liver □, kidneys V and pancreas O. 
Values with the same superscipt 
(a,b,c) are statistically significant 
(P < 0.05) '

2. Specifická aktivita XOR-O2 v pe­
čeni □ a obličkách V - Specific 
XOR-O2 activity in liver Dand kid­
neys V
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4. Sumáma aktivita XOR- 
NAD* aXOR-MM (prázdny 
symbol) a percentuálny po- 
diel dehydrogenázovej akti­
vity (plný symbol) v pečeni 
O Bav obličkách V V 
— Summary activity of 
XOR-NAD+ and XOR-MM 
(open symbol) and the 
percentage of dehydrogena­
se activity (solid symbol) in 
liver □ ■ and kidneys V

0 100 200 300 400
gNx 6,25/kg

N x 6,25/kg. Obličková aktivita tejto formy XOR vykazovala tendenciu к poklesu 
v závislosti na obsahu bielkovín v krmivé.

Na obr. 3 je Specifická aktivita XOR meraná pre umělý akceptor - metylénovů 
modrá (XOR-MM). Rovnako ako v případe XOR-NAD bola táto forma enzýmu 
detekovaná vo všetkých troch orgánoch s najvyššími hodnotami v obličkách 
a najnižšími v pankrease. V pečeni zvierat krmených bezbielkovinovou dietou ne- 
bola zistená přítomnost’ XOR-MM. U ostatných skupin dochádzalo к prudkému, 
signifikantnému vzostupu Spéci flekej aktivity v závislosti na hladině dusíkatých 
látok v diete, pričom linearita tohoto vzostupu je vehni vysoká (RK= 0,99). Obličko­
vá XOR-MM bola s poměrně vysokou Specifickou aktivitou stanovená u zvierat 
krmených bezbielkovinovou dietou. V rozmedzí 120 - 370 g N x 6,25/kg bol po­
zorovaný mierny, nepreukazný lineárny vzostup aktivity (regresný koeficient 
RK = 0,939). Pankreatický enzým utilizujůci MM bol zistený u všetkých skupin 
zvierat s vefmi nízkou individuálnou variabilitou, najma u zvierat krmených dietou 
s 0, 120, resp. 240 g N x 6,25/kg (SD = 0,092, 0,063, resp. 0,086).

Na obr. 4 sú sumarizované aktivity foriem XOR utilizujúce NAD+ a MM ako aj 
percentuálny podiel dehydrogenázovej formy. Regresná analýza pečeňových foriem 
enzýmu ukazuje na vysoká linearitu vzostupu sumárnej aktivity v závislosti na obsa­
hu bielkovín v krmivé v rozmedzí 0 - 370 g N x 6,25/kg (RK= 0,998). Okrem zvierat 
krmených bezbielkovinovou dietou je však podiel dehydrogenázovej formy na su­
márnej aktivitě len 45 %. V obličkách je zastúpenie formy XOR utilizujúcej NAD+ 
len 33 %, vzostup sumárnej aktivity v rozmedzí 120 - 370 g N x 6,25/kg je však 
preukazateThe lineárny (RK = 0,965). Aktivita XOR využívajúca prirodzené akcepto- 
ry NAD+ a molekulárny kyslík je sumarizovaná na obr. 5. Percentuálny podiel de­
hydrogenázovej aktivity je vysoký a neklesá pod 80 %.
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5. Sumárna aktivita XOR- 
NAD+ a XOR-Oz (prázdny 
symbol) a percentuálny po- 
diel dehydrogenázovej akti­
vity (plný symbol) v pečeni 
□ ■ a v obličkách V ▼ 
— Summary activity of 
XOR-NAD+ and XOR-Oz 
(open symbol) and the 
percentage of dehydrogena­
se activity (solid symbol) in 
liver □ ■ and kidneys V

100 200 300 400
gNx 6,25/kg

DISKUSIA

O mechanizmech konverzie foriem XOR pojednává niekolko práč. Oxidáciou, 
alebo blokováním dolových skupin enzýmu dochádza к reverzibiínej premene de­
hydrogenázovej formy na oxidázovů (Corte a Stirpe, 1972), rovnako ako 
za určitých patologických podmienok (Kuppusamy a Zweier, 1989) pri 
zvýšenejdostupnostipurínovýchmetabolitov(Marubayashi at, 1991),resp. 
stárnutím preparátu (Corte a Stirpe, 1968a), alebo inkubáciou s proteoly- 
tickými enzýmami (Corte a Stirpe, 1968b). Metodika přípravy vzorky v po- 
písanej práci bola zvolená tak, aby sa do najnižšej miery znížili možné účinky 
prirodzených determinantov enzymatickej konverzie. Časový postup přípravy pre­
parátu nepresiahol päf hodin a teda vplyv starnutia preparátu na formu XOR mohol 
byť zanedbatefný. Zaradenie dialyzačného stupňa málo za cief odstrániť nativně pří­
tomné kofaktory, alebo iniciátory konverzie. Pri samotnom testovaní enzymatickej 
aktivity bol použitý akceptor NAD+,O2, resp. metylénová modrá v nadbytku, teda 
nemohlo dojsť к artefaktem vyplývajúcim z jeho nedostatku. Ukázalo sa, že napriek 
uvedeným zásadám přípravy vzorky bola hodnota špecifickej aktivity oxidázovej 
formy pri použití umělého akceptoru - metylénovej modrej vo váčšine pripadov 
vyššia ako aktivita dehydrogenázového typu.

V pečeni zvierat krmených bezbielkovinovou dietou nebola aktivita oxidázovej 
formy stanovená. U ostatných skupin zvierat převažovala nad dehydrogenázovou 
formou asi 1,3-násobne. V obličkách zvierat všetkých skupin bola oxidázová forma 
enzýmu, využívajúca MM 2,0 - 3,1-krát vyššia ako forma utilizujúca NAD+. Me­
tylénová modrá ako umělý produkt sa v organizme nevyskytuje, aktivita enzýmu 
využívajúceho tento akceptor je teda viac menej experimentálnou záležitostbu.
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Z hfadiska prirodzeného substrátu je podstatnejšia afinita XOR к molekulárnemu 
kyslíku. Aktivita tejto formy XOR je však detekovatefná prakticky len v obličkách 
a ani tu nedosahuje viac ako 18 % dehydrogenázovej aktivity. Z tohoto dovodu 
možno uzatvárať, že XOR v sledovaných tkanivách vtákov je prevažne dehydroge- 
názového typu. Korelácia medzi obsahom bielkovín v krmivé a aktivitou XOR de- 
hydrogenázového typu bola už dokumentovaná (Janke la, 1978; 
Baranovská a G a ž o , 1990). Linearita tohoto vztahu v oblasti 15 - 60 % 
bielkovín v krmivé bola popísaná pre aktivitu v pečeni, ale nie v obličkách a 
v pankrease.

Hodnoty aktivity u zvierat krmených kontrolnou krmnou zmesou s obsahom 
260 g N x 6,25/kg sú najmä v pečeni a v pankrease mimo rozsahu hodnot 
u ostatných skupin zvierat. Tento fakt mdže poukazovat’ na vplyv nebielkovinových 
látok v krmivé, ktoré rovnakým spösobom ovplyvňujú pečeňovú a pankreaticků, ale 
nie obličkovú aktivitu (J a n к e 1 a, 1992) a nie sú přítomné v semisyntetických 
dietách použitých u ostatných skupin zvierat.

Prekvapujúce sú výsledky aktivity XOR využívajúcej MM. Aktivita tejto formy 
enzýmu v pečeni a v obličkách citlivejšie reaguje na změny obsahu bielkovín 
v krmivé. Regresná analýza poukazuje na velkú linearitu vztahu aktivity a obsahu 
krmných bielkovín nielen v pečeni, ale dokonca aj v obličkách.

Z hfadiska využitia stanovenia XOR aktivity ako markéru nutričnej hodnoty krmi­
vá preukazná výpověď tejto metodiky význačné stúpa. Sumarizácia aktivit xantin 
oxidoreduktázy využívajúcej NAD+ a MM umožní získat’korelácie medzi aktivitou 
XOR a obsahom bielkovín v krmivé v rozsahu od 0 do 370 g N x 6,25/kg.
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Xanthine oxidoreductase forms in tissues of Japanese quail.
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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 (J a n к e 1 a ; 1978; В a r a n o v s к á and G a ž о , 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 (J a n к e 1 a , 1992). The XOR utilised 
O2 (Fig. 2) was only detected in fiver 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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VÝSKYT AVIÁRNÍ MYKOBAKTERIÓZY U VOLNĚ ŽIJÍCÍHO 
PTACTVA V RŮZNÝCH EPIZOOTOLOGICKÝCH POMĚRECH 
TUBERKULÓZY DRŮBEŽE

K. Hejl íček, F. Třemi

Vysoká škola veterinární a farmaceutická, Brno

Byl sledován vztah mezi výskytem aviární mykobakteriózy u volně žijícího ptactva 
a tuberkulózou drůbeže. Z šesti drůbežáren s výskytem tuberkulózy kúra domácího 
byly v pěti případech u ptactva prokázány mykobakterie, popř. patologickoanatomické 
tuberkulózní změny. Obdobně byly prokázány mykobakterie u ptáků ulovených v ze­
mědělských závodech, v jejichž prostředí nebo okolí se vyskytovala tuberkulózní drů­
bež. Naproti tomu u ptáků ulovených v závodech bez tuberkulózní drůbeže, v prostředí 
tuberkulózy prostého velkochovu drůbeže a ve volné přírodě nebyly, s výjimkou 
havrana polního (Corvus frugilegus), prokázány mykobakterie, resp. nalezeny tuberku­
lózu i změny. Bylo vyšetřeno 3210 jedinců náležejících к 69 zoologickým druhům. My­
kobakterie byly prokázány u 37 jedinců (1,15 %) a 13 druhů (18,84 %). 
Patologickoanatomické tuberkulózní změny byly nalezeny u pěti jedinců (0,15 %) 
a dvou druhů (2,89 %). Z izolovaných kmenů 86,6 % bylo v biologickém pokusu pa­
togenních pro kúra domácího. Z výsledků lze usuzovat, že výskyt mykobakteriózy 
u volně žijícího ptactva je podmíněn přítomností tuberkulózní drůbeže jako hlavního 
zdroje. Přetrvávání a šíření aviámích mykobakterií v hejnech volně žijícího ptactva 
u nás trvale žijícího nelze předpokládat.

tuberkulóza; volně žijící ptactvo; drůbež

V údobí po eliminaci bovinní tuberkulózy výrazně získaly na významu infekce 
zvířat způsobené M. avium a atypickými mykobakteriemi. Jsou sledovány různé 
zdroje a cesty šíření těchto mykobakterií, jako nutný předpoklad účinné prevence 
a tlumení jimi způsobovaných infekcí. Hlavním zdrojem M. avium pro ptáky i savce 
je kur domácí, zejména jedinci s pokročilými formami onemocnění, kteří intenzívně 
kontaminují prostředí chovu. Po utlumení tuberkulózy drůbeže ve velkochovech 
zůstávají dnes hlavním zdrojem tuberkulózy drůbeže malochovy, v nichž se nákaza 
vyskytuje často dlouhodobě. Z dalších zdrojů M. avium se uplatňuje volně žijící 
ptactvo, především synantropní druhy, které přicházejí do těsného styku s hospo­
dářskými zvířaty. Význam tohoto zdroje pro přenos aviární mykobakteriózy není 
vždy správně hodnocen, zejména epizootologické souvislosti při jeho vzniku 
a přetrvávám. V našich dlouholetých studiích epizootologie aviární mykobakteriózy 
jsme věnovali pozornost také různým faktorům s možným vztahem к výskytu a ší­
ření mykobakteriózy volně žijícího ptactva. Jedním z nich byla tuberkulózní drůbež, 
resp. kur domácí.

'uberkulóza volně žijícího ptactva byla známa již koncem minulého století. 
Crips (1875) v Anglii zjistil tuberkulózu u bažanta (Phasianus colchicus) 
a Sibley (1889) u sýčka (Strix pratincole). Od té doby byla tuberkulóza, resp.
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mykobakterióza, popsána u velkého počtu různých druhů volně žijících ptáků. Byly 
prokázány patologickoanatomické změny nebo izolovány mykobakterie z nezmě­
něných orgánů a tkání. Literární údaje o výskytu mykobakterií a tuberkulózních 
změn u jednotlivých druhů volně žijících ptáků do roku 1973 shrnul H e j 1 í č e к 
(1977). Podle něho do té doby byla nalezena mykobakterióza u 59 druhů, v někte­
rých případech opakovaně různými autory. Později byla popsána mykobakterióza 
ještě u těchto dnihů volně žijících ptáků: dudek chocholatý (Upupa epops), datel 
černý (Dryocopus martius), strakapoud velký (Dendrocopos major), krkavec velký 
(Corvus corax), konipas bílý (Motacilla alba), sýkora sp. (Parus spj, stehlík obecný 
(Carduelis carduelis) - Michaljova (1976); konopka obecná (Carduelis 
cannabina), vlaštovka obecná (Hirundo rustica), krutihlav obecný (Jynx torquilla) 
- H e j 1 i č e к (1977); raroh jižní (Falco biarmicus) -Nie aj. (1982); orel štěpní 
(Aquila rapax), sokol stěhovavý (Falco peregrinus) - Štika (1989); roháč po­
tápka (Podiceps cristatus), kolník bílý (Platalea leucorodia), labuť malá (Cygnus 
columbianus),labuť velká (Cygnus olor), berneška tmavá (Branta bernicla), morčák 
malý (Mergus albellus), dřemlík tundrovitý (Falco columbarius), lyska černá (Fulica 
atra), racek bouřní (Larus canus), holub doupňák (Columba oenas) a kalous ušatý 
(Asio otus) - S m i t aj. (1987).

Pozornost byla věnována nejen výskytu mykobakteriózy u různých druhů ptáků. 
Někteří autoři vyšetřovali i obsáhlé soubory jedinců téhož druhu s cílem zjistit rozší- 
řem nákazy v jejich populaci. Výsledky jejich vyšetření za léta 1917 - 1973 shrnul 
do přehledu H e j 1 í č e к (1977). Podle jednotlivých druhů a lokalit činila pozi­
tivita 0,89 - 60 %, výjimečně 100 %. V obsáhlé studii při vyšetření 999 vrabců na 
území Dánska Plum (1942) upozornil, že v některých lokalitách pozoroval vy­
soké procento výskytu onemocnění, jinde však byla hejna onemocnění zcela prostá, 
i když vrabci měli možnost se nakazit.

V našich dlouholetých epižootologických depistážích aviární mykobakteriózy 
jsme věnovali rovněž pozornost různým aspektům mykobakteriózy volně žijícího 
ptactva. Jedním z nich byl i výskyt mykobakteriózy v závislosti na epizootologické 
situaci tuberkulózy drůbeže v prostředí, v němž se ptáci nacházeli.

MATERIÁL A METODY

V létech 1966 - 1990 jsme vyšetřovali volně žijící ptactvo: 
— v drůbežámách s různě intenzívním rozšířením tuberkulózy, 
— v zemědělských závodech s výskytem tuberkulózy drůbeže v blízkých malochovech, 
— v zemědělských závodech bez výskytu malochovů drůbeže v okolí, 
— ve velkokapacitní drůbežárně prosté tuberkulózy, 
— ve volné přírodě bez chovů drůbeže, v zemědělské oblasti.

Ptáky jsme získávali odstřelem nebo odchytem do sítí. Po druhovém určení jsme 
ptáky pitvali, zjišťovali patologickoanatomický nález a kultivačně vyšetřili z každé­
ho jedince směsný vzorek z jater a sleziny. Z narostlých mykobakterií jsme zaklá­
dali subkulturu a pak v biologickém pokusu na kuru domácím ověřovali patogenitu 
a alergenognní vlastnosti. Celkem jsme vyšetřili 3210 jedinců náležejících к 69 zoo­
logickým druhům (tab. I).
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Z tab. II je patrné, že v prostředí šesti drůbežáren s výskytem tuberkulózy (a) 
jsme v pěti případech z volně žijících ptáků izolovali mykobakterie. Pouze v drů- 
bežámě N., kde rok před naším vyšetřením byla obměněna původní infikovaná drů­
bež a zahájeno tlumení jednoroční obměnou hejna, jsme u volně žijících ptáků 
mykobakterie neprokázali. V ostatních pěti drůbežárnách frekvence nálezů myko­
bakterií u volně žijícího ptactva vcelku odpovídala epizootologické situaci, tj. 
nejnižší byla v drůbežámě V., kde bylo zahájeno tlumení. Naopak nejvyšší v drů- 
bežárně T., s četnými úhyny, kde byl též prokázán jediný případ infekce s patolo- 
gickoanatomickými tuberkulózními změnami. Obdobná situace byla i u volně 
žijících ptáků v zemědělských závodech s výskytem tuberkulózy v blízkých ma- 
lochovech drůbeže (b). V závodech N.D. a P., s výskytem četných reagentů u drů­
beže, byly u uloveného ptactva nalezeny mykobakterie. V závodě T., pouze 
s ojedinělým výskytem reagující drůbeže v obci, nebyly u ptactva mykobakterie 
prokázány. Bez nálezu mykobakterií byli též volně žijící ptáci ulovení v země­
dělských závodech, v jejichž okolí nebyly malochovy drůbeže (c). Mykobakterie se 
nepodařilo prokázat ani z volně žijícího ptactva z prostředí velkokapacitní drůbežámy 
prosté tuberkulózy (d), i když bylo v průběhu pěti let při odlevech vyšetřeno 298jedinců 
náležejících 24 druhům. V poslední skupině (e), u ptáků ulovených ve volné krajině 
v zemědělské oblasti, byly nalezeny patologickoanatomické změny a mykobakterie 
pouze v lokalitě CH. Ve všech čtyřech případech se jednalo o jedince havrana polní­
ho (Corvus frugilegus), který zalétá do lokality v zimním období v hojných počtech.

Z 3210 vyšetřených jedinců volně žijících ptáků náležejících к 69 zoologickým 
druhům (tab. I) byly mykobakterie izolovány z 37 jedinců (1,15 %) náležejících 
13 druhům (18,84 %). Z druhů s větším počtem vyšetřených jedinců byl nejčastější 
nález mykobakterií u havrana polního (Corvus frugilegus) - 5,3 %, strnada obecného 
(Emberiza citrinella) - 4,4 % a vlaštovky obecné (Hirundo rustica) - 3,9 %. Pato­
logickoanatomické změny byly nalezeny u pěti jedinců (0,15 %) náležejících dvěma 
druhům (2,89 %), a to u havrana polního (Corvus frugilegus) - 5,4 % a vrabce do­
mácího (Passer domesticus) - 0,06 %.

Z izolovaných kmenů mykobakterií sledovaných v biologickém pokusu bylo 
86,6 % patogenních pro kúra domácího. Vybrané kmeny byly ve všech případech 
typizovány jako M. avium, sérotyp 2.

DISKUSE

V epizootologii aviámí mykobakteriózy má prvořadý význam poznání zdrojů 
M. avium. Za nejzávažnější zdroj je považován kur domácí. Z dalších aviámích zdro­
jů je věnována značná pozornost volně žijícímu ptactvu. Je к dispozici velké 
množství zpráv o výskytu infekce různých druhů volně žijících ptáků a stejně tak 
je známa rozdílná vnímavost jednotlivých druhů к M. avium. Při vyšetřování i téhož 
dníhu ptáků z různých lokalit je zjišťován různý stupeň postižení mykobakteriózou. 
Na to upozornil již P 1 u m (1942 ) v Dánsku. Vzniká otázka jak si tento jev 
vysvětlit. Zda infekt přetrvává a šíří se v hejnech volně žijícího ptactva nebo zda
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I. Přehled vyšetřených druhů a jedinců volně žijícího ptactva v jednotlivých lokalitách a nálezy mykobakterií, popř. patologickoanatomických tu- 
berkulózních změn — A survey of examined species and individuals of ftee-living birds at the different localities and findings of mycobacteria, 
and/or patho-anatomic tuberculosis lesions

Druh
2

Lokalita Celkem3
H V M к T N N D p T M s v CH В

Bažant obecný (Phasianus colchicus) 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 4

Bělořit šedý (Oenanthe oenanthe) 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2

Bramborníček hnědý (Saxicola rubetra) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Brávník (Turdus viscivorus) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Brhlík lesní (Sitta europaea) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 9 1 11

Budníček menší (Phylloscopus collybita) 0 1/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 2 4 13/1 (7,6%)

Budníček větší (Phylloscopus trochilus) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2

Čejka chocholatá (Vanellus vane Hus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 2

Červenka obecná (Erithacus rubecula) 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 7 8 3 20

Dlask tlustozobý (Coccothraustes 
coccothraustes) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 4

Drozd zpěvný (Turdus philomelos) 1/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3 0 5/1 (20,0%)

Havran polní (Corvus frugilegus) 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 70/4 0 76/4 (5,3%)

Holub domácí (Columba livia / 
domestica) 0 0 2 0 0 4 0 0 1 0 0 2 7 20 36

Hřivnáč (Columba palumbus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Hrdlička zahradní (Streptopelia 
decaocto) 2 4 0 0 1 5 0 0 2 0 0 0 156 5 175

Hrdlička divoká (Streptopelia turtur) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20 2 22

Hýl obecný (Pyrrhula pyrrhula) 4 5 0 0. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 13
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Pokračování tab. I

Drah1
2

Lokalita
Celkem

H V M К T N N D p T M S v CH в

Pěnice pokřovní (Sylvia curruca) 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 4

Pěnice slavíková (Sylvia borin') 2/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 5/1 (20,0%)

Pěnice vlašská (Sylvia nisoria) 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4

Pěnkava obecná {Fringilla coelebs) 3 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 18 6 15 45

Pěvuška modrá (Prunella modularis) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 2

Puštík obecný (Strix aluco) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Racek chechtavý (Larus ridibundus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 17 0 17

Rákosník obecný (Acrocephalus 
scirpaceus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1

Rákosník zpěvný (Acrocephalus 
palustris)

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2

Rehek domácí (Phoenicurus ochruros) 2 1 0 0 0 0 0 3 0 0 0 10 16 10 42

Rehek zahradní (Phoenicurus 
phoenicurus) 1/1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 9 12/1 (8,3%)

Skřivan polní (A louda arvensis) 3 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 1 6

Sojka obecná (Garrulus glandarius) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 2

Stehlík obecný (Carduelis carduelis) 0 9 7/1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 10 12 39/1 (2,6%)

Strakapoud velký (Dendrocopus major) 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 4

Strnad obecný (Emberiza citrinella) 4/1 6/1 6/2 0 0 1 0 0 0 0 0 6 12 55 90/4 (4,4%)

Strnad rákosní (Emberiza schoeniclus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 0 4

Sýkora babka (Parus palustris) 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 3

Sýkora koňadra (Parus major) 7 5 2 0 0 0 0 0 0 0 0 42 17 19 92



Drah1
2

Lokalita
Celkem

H V M К T N N D P T M S V CH В

Sýkora modřinka {Parus coeruleus) 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 8 15 11 38

Sýkora úhelníček {Parus ater) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Špaček obecný {Sturnus vulgaris) 2 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 9 8 21

Šoupálek dlouhoprstý {Certhia 
familiaris) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Šoupálek krátkoprstý {Certhia 
brachydactyla) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1

Ťuhýk obecný {Lanius collurio) 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 1 8

Vlaštovka obecná {Hirundo rustica) 5/1 10 0 0 0 0 3/1 5/1 0 0 2 1 21 30 77/3(3,9%)

Vrabec domácí {Passer domesticus) 50/1 21/1 47/1 28/3 1/1 19 12/1 4 8 25 9 121 530 725 1600/8 (0,5%)

Vrabec polní {Passer montanus) 53/6 36/2 32/1 0 1/1 35 2 0 2 0 0 26 174 87 448/10 (2,2%)

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

Zvonohlík zahradní {Serinus serinus) 3 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 4 2 19 30

Žluna zelená {Picus viridis) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Žluva hajní {Oriolus oriolus) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1

Vyšetřeno celkem4 179 136 110 30 4 67 20 14 13 25 11 298 1193 1110 3210

S nálezem mykobakterií5 13 5 5 3 2 0 4 1 0 0 0 0 4 0 37(1,15%)

1 species, locality, 3total, 4examined in total, 5with mycobacterium findings

vyšetřeno jedinců/z toho s nálezem mykobakterií — individuals examined/individuals among these with mycobacterium findings 
* nález patologickoanatomických tuberkulózních změn — finding of patho-anatomic tuberculosis lesions
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II. Výskyt mykobakterií a patologickoanatomických tuberkulózních (P.A. tbc) změn u volně žijícího ptactva v různých epizootologických poměrech 
tuberkulózy drůbeže — The occurrence of mycobacteria and patho-anatomic tuberculosis lesions (P.A.tbc) in free-living birds at different epizooto- 
logical situation of poultry tuberculosis

"5
3

2
Rok vyšetření 
Počet odstřelů

Epizootologická charakteristika4

Uloveno a vyšetřeno ptáků5 Uloveno a vyšetřeno druhů6

Q.

*c

a E

a
1 
N
Q

<
^ 6.

•c

a E

1 o
< p^

a) drůbežárny s výskytem tuberkulózy10

H
1966-1968

11
41,2% reagentů na tuberkulín, 
výskyt klinických forem11 179 13(7,2%) 0 32 8 (25 %) 0

V 1966-1968
11

38 % reagentů na tuberkulín, 
zahájení tlumení12 136 5 (3,6 %) 0 28 4(14,3%) 0

M 1967-1968
5

nákaza zjišťována několik let, 
výskyt pokročilých forem13 110 5 (4,5 %) 0 13 4 (30,7 %) 0

К
1966

3
nákaza zjišťována několik let, 
výskyt pokročilých forem13 30 3(10%) 0 3 1 (33,3 %) 0

т 1966
2

časté klinické formy,3-5 úhynů 
denně, drůbežárna před likvidací14 4 2 (50 %) 1 (25 %) 4 2 (50 %) 1 (25%)

1966-1967
4

v r.1965 24% reagentů, po obměně

N
hejna v r. 1966 a 1967 2% a 0,8% 
reagentů15

67 0 0 7 b 0

526 28 (5,3 %) 1 (0,2 %)
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Rok vyšetření2 
Počet odstřelů3 Epizootologická charakteristika4

Uloveno a vyšetřeno ptáků5 6
Uloveno a vyšetřeno druhů

CL

:E

S 1 

a c

>o

o

< 
^ CL

U

N O 
O
С E

o
5 
< 
ai

b) zemědělské závody s výskytem tuberkulózy drůbeže v blízkých malochovech16

ND 1966 
4

četní reagenti v sousedících 
malochovech drůbeže17 20 4 (20 %) 0 5 4 (80 %) 0

P 1966 
1

reagenti v malochovech drůbeže 
uvnitř zemědělského závodu18 14 1 (7,1 %) 0 5 1 (20 %) 0

1966 v celé obci v malochovech drůbeže 0
T 1 jen ojedinělí reagenti19 13 0 и 4 0

47 5 (10,6 %) 0

c) zemědělské závody bez malochovů drůbeže v okolí20

1967 drůbež v blízkosti zemědělského 0 02 závodu není chována21 25 и 1 0

S
1967

1
drůbež v blízkosti zemědělského 
závodu není chována21 11 0 0 2 0 0

36 0 0

d) velkokapacitní drůbežárna prostá tuberkulózy22

V
1986-1990

19
drůbežárna pro 120 000 nosnic 
prostá tuberkulózy23 298 0 0 24 0 0

298 0 0
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Pokračování tab. II

"a

.3

Rok vyšetření2 
Počet odstřelů3 Epizootologická charakteristika4

Uloveno a vyšetřeno ptáků5 Uloveno a vyšetřeno druhů6

>Q
g.

rc

N O
-a t

>o

< 
^

38.

•c

cd 
N S 
'3 t

nu
EN

<
C^

e) volná krajina v zemědělské oblasti24

CH

1977-1980
19

stavební místo
pro velkokapacitní kravín25 618 2 (0,3 %) 2 (0,3 %) 38 1 (2,6 %) 1 (2,6 %)

1981-1984
20 575 2 (0,3 %) 2 (0,3 %) 36 1 (2,7 %) 1 (2,7%)

1977-1980
19

stavební místo
pro velkokapacitní kravín25 547 0 0 30 0 0

В 1981-1984
20 563 0 0 24 0 0

2303 4(0,17%) 4 (0,17 %)

3210 37(1,15%) 5 (0,15 %)

^locality, 2year of examination, 3number of deadshot birds, 4epizootological characteristics, Sirds caught and examined, 6species caught and examined, 
7number, mycobacterium finding, 9P.A.tbc, 10a) poultry farms with tuberculosis occurrence, n41.2 % of reactors to tuberculin, occurrence of clinical 
forms, 1238 % of reactors to tuberculin, outset of attenuation, 13infection found out several years, occurrence of advanced forms, 14frequently occurring 
clinical forms, 3-5 deaths a day, poultry fanh facing the liquidation, 1S24 % of reactors in 1965, 2 % and 0.8 % of reactors in 1966 and 1967 after 
flock exchange, 16b) agribusiness enterprises with poultry tuberculosis occurrence on near small farms, 17frequent reactors on the neighbouring small 
poultry farms, 18reactors in small flocks within an agribusiness enterprise, I9only single reactors on small poultry farms in the whole village, 20c) 
agribusiness enterprises without small poultry farms in the vicinity,21 no poultry is reared in the proximity of agribusiness enterprise, 22d) large-capacity 
poultry farm free of tuberculosis, 23poultry farm for 120,000 laying hens free of tuberculosis, 24e) open landscape in the agricultural area, 25construction 
site for a large-capacity cow-house



se ptáci musí infikovat z primárního zdroje, tj. nejčastěji od tuberkulózní drůbeže, 
resp. kúra domácího. Této otázce jsme věnovali pozornost v rámci našich dlouho­
letých epizootologických depistáží aviámí mykobakteriózy. Výsledky, jichž jsme 
dosáhli, ukazují na těsnou souvislost mezi výskytem M. avium u volně žijících ptáků 
a přítomností tuberkulózní drůbeže v prostředí zemědělského závodu a okolí. To 
jsme mohli potvrdit u ptáků ulovených v tuberkulózních drůbežárnách, kde i rozsah 
a pokročilost nákazy u drůbeže se projevila v intenzitě mykobakteriální infekce 
u volně žijícího ptactva. To dokazuje i příklad drůbežámy N., kde bylo zahájeno 
tlumení tuberkulózy drůbeže a tedy se výrazně zmenšila kontaminace prostředí my- 
kobakteriemi. Tam u ptactva mykobakterie nalezeny nebyly. Naopak v drůbe- 
žárně T., kde nebyla konána ani minimální opatření, jako odstranění klinicky 
nemocné drůbeže, byla zjištěna u jednoho vrabce domácího (Passer domesticus) ge- 
neralizovaná tuberkulóza. Stejná pozorování byla učiněna i při vyšetření volně ži­
jících ptáků v zemědělských závodech, kde byl zjišťován možný zdroj aviámí 
tuberkulózy pro skot, popř. prasata. I tam byl nález mykobakterií u ptactva určován 
výskytem tuberkulózy, resp. reagentů na tuberkulín u drůbeže v malochovech, 
stejně jako situováním těchto malochovů ve vztahu к zemědělskému závodu. Ne­
gativní výsledek vyšetření byl i v prostředí, kde drůbež nebyla chována a až na vý­
jimky i u ptáků z volné krajiny. Jediný výskyt tuberkulózy v této skupině (e) se 
vztahuje к havranu polnímu (Corvusfrugilegus), který však u nás pouze zimuje a lze 
předpokládat, že se infikuje v jiných lokalitách. Nebezpečí mykobakteriální infekce 
je u něj potencováno i velmi pestrou skladbou potravy. Naše předpoklady potvrzuje 
i negativní vyšetření ptáků z prostředí velkokapacitní drůbežámy prosté tuberkuló­
zy, konané v různých ročních obdobích po dobu pěti let. Lze tedy výsledky našich 
vyšetření shrnout v tom, že v našich poměrech výskyt mykobakterií, resp. tuberku­
lózních změn, u volně žijícího ptactva je podmíněn přítomností zdrojů M. avium 
v chovech drůbeže. Tam se ptáci infikují a mohou původce dále šířit. Přenos uvnitř 
hejn volně žijícího ptactva zřejmě nenastává, především pro značnou prostorovou 
disperzi a většinou krátkověkost nejčastěji se vyskytujících synantropních druhů, 
která je případnou mykobakteriální infekcí ještě snížena. Výjimku v tomto směru 
činí havran polní (Corvus frugilegus), migrující druh, který má možnost se nakazit 
v různém prostředí, a to opakovaně po řadu let. Proto je tomuto druhu, jako zdroji 
M. avium, nutno věnovat zvýšenou pozornost. Nelze tedy význam volně žijících 
ptáků jako zdroje M. avium podceňovat, na druhé straně se však zřejmě jedná 
o vedlejší zdroj, jehož existence je vázána na zdroj hlavní, tj. především tuberku- 
lózního kúra domácího.
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HEJLÍČEK, K. - TREML, F. (Univesity of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno): 

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 turds 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 successfill 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 a major source ofA/. 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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heslovitě. Pro překlad do angličtiny se požaduje souhrn delší (do dvou rukopisných stran) 
s odkazy na tabulky a obrázky, popř. s anglickými odbornými termíny nebo už přeložený do 
angličtiny. Souhrn začíná jménem autorů, názvem pracoviště a jeho sídlem (v závorce).



titulem článku a citací: Vet. Med. - Czech, 00, 1990. Místa označená nulami doplní na 
kompletní citaci při korektuře redakce.

Klíčová slova (key words, index terms)
Připojují se po vynechání řádku pod souhrn krátký i rozšířený (k oběma souhrnům musí 

být připojena stejná klíčová slova). Klíčové slovo je substantivum, které je nutné pro věcné 
zařazení práce. Klíčová slova se řadí směrem od obecnějších výrazů ke konkrétním. Začínají 
malým písmenem‘a oddělují se středníkem. Jejich počet závisí na povaze práce, neměl by 
klesnout pod tři a převýšit 12 slov.

Úvod

Úvod má obsahovat hlavní důvody, proč byla práce uskutečněna, a velmi stručnou formou 
stav studované otázky. Je nutné se v něm vyhnout rozsáhlým historickým přehledům. Uvádí 
se bez nadpisu, je možné v něm uvést к práci se vztahující citaci autorů (doporučuje se co 
nejnižší počet citací - čtyři až osm autorů).

Materiál a metody
Metody se popisuji pouze tehdy, jsou-li původní, jinak postačuje citovat autora metod 

a uvádět jen případné odchylky. Je v nich popsán pokusný materiál. Popis metod by měl 
umožnit, aby kdokoliv z odborníků mohl podle něho a při použití uvedených citací práci 
opakovat.

Výsledky

Doporučuje se nepoužívat к vyjádření kvantitativních stavů tabulek a dát přednost grafům 
nebo tabulky shrnout ve statistickém hodnocení naměřených hodnot. Tato část by neměla 
obsahovat teoretické závěry ani dedukce, ale pouze faktické nálezy.

Diskuse
Diskuse obsahuje zhodnocení práce. Diskutuje se o možných nedostatcích a práce se 

konfrontuje s výsledky dříve publikovanými (požaduje se citovat jen ty autory, kteří mají 
к publikované práci bližší vztah), pokud mají souvislost nebo pokud jsou s předloženou prací 
nějak srovnatelné.

Poděkováni
Je-li to nutné, uvádí se stručné poděkování (jedna až dvě věty), např.: za technickou 

spolupráci, za pomoc při statistickém zpracování, za poskytnutí méně běžného léčiva apod.

Literatura
Musí odpovídat státní normě ČSN 01 0197. Citace se řadí abecedně podle jména prvních 

autorů: příjmení (verzálkami), zkratka jména, plný název práce, úřední zkratka časopisu, 
ročník, rok vydání, první stránka, poslední stránka; u knih je uvedeno místo vydání, vydavatel 
a rok. Odkazy na literaturu v textu uvádějí jméno autora a rok vydání. Do seznamu se zařadí 
jen práce citované v textu. Na práce v seznamu literatury musí být odkaz v textu.

Adresa autora
Na zvláštním listě uvede autor akademický titul, jméno (nejen zkratku), příjmení, vědeckou 

hodnost a podrobnou adresu pracoviště s PSČ. Totéž uvede i pro spoluautory.
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