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NOVÉ POZNATKY O IZOENZÝMOCH 
LAKTÁTDEHYDROGENÁZY V KRVNÝCH SÉRACH 
OŠÍPANÝCH PRI PORÁŽKE

D. Heinová, J. Blahovec, G. Kováč

Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice

V práci popisujeme nezvyčajný obraz izoenzýmov laktátdehydrogenázy-LD (EC 
1.1.1.27), ktorý sme zaznamenali v krvných sérach ošípaných pri porážke. Po se- 
parácii izoenzýmov LD v gradiente polyakrylamidu (natívna PAGE), sa v kato­
dické] oblasti LD4 sér porážaných zvierat objavila zvláštna - zdánlivá LD5 frakcia. 
Táto frakcia bola neobvyklá svojou neochotou deliť sa v podmienkach nativně] 
PAGE a vytvárala obraz difúznej zóny. Jej přítomnost’ mala za následok proporcio- 
nálny pokles kvantitativného zastúpenia ostatných foriem enzýmu, predovšetkým 
LDi až LD3. Pri vyšetření homogenity difúznej LD-zóny pomocou gélovej izoe- 
lektrickej fokusácie (IEF) sa v oblasti s relativné vysokou hodnotou pH (asi 9) 
objavili dve, a v niektorých prípadoch až tri extra frakcie. Ich lokalizácia v gra­
diente pH bola zjavne odlišná od lokalizácie pravých molekúl LD. Toto zistenie 
vylúčilo póvodnú domnienku, že přítomnost’ difúznej LD-zóny, zaznamenané] po 
nativně] PAGE, odráža zvýšenu aktivitu LD5 v sérach postihnutých zvierat. Nao­
pak, IEF ukázala, že v skutočnosti sa jedná o zmes dvoch až troch elektroforeticky 
odlišných bielkovín s relativné vysokými pí hodnotami. Keďže tieto nové bielko- 
viny sa svojimi elektroforetickými vlastnosťami výrazné odlišovali od pravých 
izoenzýmov LD, nazvali sme ich bielkoviny podobné laktátdehydrogenáze (LD-like 
proteiny). Póvod týchto nezvyčajných látok nám zatiaF nie je známy.

séra ošípaných pri porážke; izoenzýmy laktátdehydrogenázy; LD-like proteiny

V normálnych sérach živočíchov a člověka sa nachádza spravidla páť izoenzý­
mov laktátdehydrogenázy-LD (EC 1.1.1.27), ktorých vzájomné kvantitativné 
zastúpenie je odlišné a pre daný biologický druh poměrně charakteristické (M i - 
chálek a Marcaník, 1975; Preus et al., 1989; Heinová a 
Blahovec, 1994a). Pri poškodení orgánu bohatého na izoenzýmy LD (srdce, 
pečeň, sval) častokrát dochádza к zmene tejto charakteristiky v prospěch zmno- 
ženia sérovej aktivity tých foriem enzýmu, ktoré sú v príslušnom tkanive majo- 
ritné (Bartik a M arc an i к , 1967; Maekawa M as at о , 1988).
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Obraz sérových izoenzýmov laktátdehydrogenázy je jedným z významných 
indikátorov, napr. pri posúdení poškodenia svalových buniek. Je totiž dobré zná­
me, že tieto buňky sa vyznačuji! vysokým obsahom Мд formy enzýmu (LDs) pri 
takmer zanedbaterhom množstve jeho ostatných tetramémych variant (Plage­
mann et al., 1960; Wilson et al., 1963; Thornton a L o h n i , 1979; 
Beatty a D о x e у , 1983; Yasuda et al., 1990). Preto poškodenie sva­
lového tkaniva má za následok zvýšenie aktivity LDs v sére postihnutého živo­
čicha, čo je možné spofahlivo zaznamenat’ pomocou různých elektroforetických 
teclmík.

Z literámych údajov je známe, že к poškodeniu svalových buniek s následným 
zvýšením aktivity LDs v krvnom sére zvierat dochádza častokrát u ošípaných pri 
porážke (Moři et at, 1990; Weeding et al., 1993). Výsledky našich po­
zorovaní v oblasti izoenzýmov LD v porážkových sérach hovädzieho dobytka 
(H e i n o v á а В 1 a h o v e c , 1994b) však ukázali, že zdánlivá LDs frakcia je 
v skutečnosti tvořená zmesou bázických LD-like bielkovín neznámého původu. 
Zaujímalo nás preto, či v případe krvných sér u odporážaných ošípaných sa sku­
tečné jedná o homogénnu LDs frakciu alebo či aj v tomto případe je možné 
identifikovat’ neznáme proteiny s LD-katalytickou aktivitou.

MATERIÁL A METODA

ZVIERATÁ A KRVNÉ SÉRA

Vyšetřené boli krvné séra ošípaných pri porážke (л = 20). Zvieratá, křížence 
masového typu, boli klinicky zdravé, jatočnej hmotnosti. Ako kontrola slúžili 
krvné séra ošípaných s normálnou elektroforetickou mobilitou izoenzýmov lak­
tátdehydrogenázy, t. j. s obrazom izoenýmov LD, který je typický pre zvieratá 
v podmienkach ustajňovacích priestorov. Získané boli od dospělých a klinicky 
zdravých jedincov (л = 8), primeraného výživného stavu, které boli ustajnené 
v ustajňovacích priestoroch našej Univerzity.

Krv ošípaných pri porážke sme odobrali pri exsangvinácii, u kontrolných 
zvierat z vena cava cranialis. Z vyšetrenia sme vylúčili hemolyzované séra.

Stanovenie celkovej LD aktivity ako aj elektroforetické separácie jej izoenzý­
mov sme robili v deň odběru krvi. Katalytická aktivitu LD (IU) sme vyšetřili 
kolorimetrickou metodou podfa autorov Š e v e 1 a a T o v á г e к (1959) pri te­
plotě 37 °C. Celkové proteiny sme stanovili metódou podfa Bradfordovej 
(1976).
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ELEKTROFORÉZY

Separáciu sérových bielkovín a izoenzýmov laktátdehydrogenázy sme robili 
pomocou elektroforetického systému PhastSystem (Pharmacia LKB, Švédsko). 
Použili sme tieto separačné techniky:
1. Gradientová polyakrylamidová elektroforéza s kontinuálnou 8 - 25% gradien­

tovou separačnou zónou a 2% zosietbvaním (PAGE 8 - 25). Separačné pod- 
mienky: 400 V, 10,0 mA, 45 min. Separácia prebiehala za chladu pri 4 °C 
a za použitia pufrovacieho systému 0,88 M L-alanín/0,25 M Tris pH 8,8. 
Krvné séra boli před aplikáciou na gél riedené vo vhodnom pomere v 50 mM 
Tris/HCl pufri pH 7,5.

2. Gélová izoelektrická fokusácia (IEF) s rozsahom pH 3-9 v homogénnom 5% 
polyakrylamidovom géli a s obsahom PharmalyteR ako nosiča amfolytov. Pod- 

mienky separácie: 2 000 V, 2,5 mA, 15 °C, 20 min.
Přítomnost’ izoenzýmov v géli bola detekovaná farebnou reakciou s nitroblue 

tetrazoliom (NBT), bielkoviny boli farbené s Coommassie Brilliant Blue R (Phar­
macia LKB, Švédsko). Denzitometrické vyhodnotenie (613 nm) a kvantifikáciu 
elektroforetických obrazov sme robili pomocou Phastlmage systému (Pharmacia 
LKB, Švédsko). Relativné rozloženie LD vo frakciách jej izoenzýmov sme vy­
jádřili v percentách celkovej aktivity.

VÝSLEDKY

Typický denzitometrický obraz bielkovín a izoenzýmov LD normálneho krv- 
ného séra ošípaných a séra zvierat pri porážke po elektroforetickej separácii 
v gradiente polyakrylamidu (PAGE) znázorňuje obr. 1 a 2. Z obr. 1 je vidieť, že 
v anodickej časti elektroforeogramu normálnych ta vných sér ošípaných boli de­
tekované štyri frakcie enzýmu, LDi až LD4. Ich mobilita zodpovedala mobilitě 
bielkovín putujúcich v oblasti skupiny ß-y- globulínov.

V případe zvierat pri porážke sa elektroforeogram sérových LD vyznačoval 
objavením sa ďalšej - difúznej zóny v katodickej časti LD4 (obr. 2). Na elektro- 
foreograme sérových bielkovín tých istých zvierat (obr.2) sme příslušná bielko- 
vinovú frakciu, ktorá by zodpovedala tejto zvláštnej LD-zóne, nezistili.

Hodnoty celkových bielkovín (g/1) a relativné rozdelenie aktivity LD v sérach 
obidvoch skupin zvierat vyjádřené v percentách celkovej aktivity LD uvádza 
tab. I. Z tab. I vidieť, že celkové bielkoviny ani celková aktivita LD (IU) v sérach 
ošípaných pri porážke nebola oproti normálnym séram významné zvýšená (1,6- 
a 1,4- -krát, jednotlivo). V dósledku přítomnosti extra LD-zóny v týchto sérach 
však došlo к proporcionálnemu poklesu (%) zastúpenia jednotlivých izoenzýmov 
s normálnou elektroforetickou mobilitou (tab. !)•
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1. Typický denzitometrický obraz bielkovín (a) a izoenzýmov laktátdehydrogenázy (b) v nor- 
málnych krvných sérach ošípaných (natívna PAGE 8 - 25%); pA - prealbumíny, A - albumin, 
a-, ß-, y-, 8-globulínové frakcie; šípka označuje miesto aplikácie vzorky - A typical densito- 
metric pattem of proteins (a) and lactate dehydrogenase isoenzymes (b) in normal pig sera 
(native PAGE 8-25 %); pA - prealbumins, A - albumin, a-, ß-, y-, 8-glubulin fractions: arrow 
indicates the place of sample application
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2. Typický denzitometrický obraz bielkovín (a) a izoenzýmov laktátdehydrogenázy (b) v krv- 
ných sérach ošípaných při porážke (natívna PAGE 8 - 25%); pA - prealbumíny, A - albumin, 
a-, ß-, y-, 8-globulínové frakcie; šípka označuje miesto aplikácie vzorky — A typical densito- 
metric pattern of proteins (a) and lactate dehydrogenase isoenzymes (b) in the serum of pigs at 
slaughter (native PAGE 8 - 25); pA - prealbumins, A - albumin, a-, ß-, y-, 8-glubulin fractions: 
arrow indicates the place of sample application
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3. Typický denzitometrický obraz izoenzýmov laktátdehydrogenázy v krvných sérach ošípaných 
po gélovej izoelektrickej fokusácii (pH 3 - 9); a - normálně sérum; b - sérum porážaných zvierat; 
šípka označuje miesto aplikácie vzorky - A typical densitometric pattern of lactate dehydroge­
nase isoenzymes in pig sera after separation by gel isoelectric focusing (pH 3-9); a - normal 
serum; b - slaughtered serum; arrow indicates the place of sample application
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I. Poměrné rozdelenie aktivity laktátdehydrogenázy v krvných sérach ošípaných při porážke 
(natívna PAGE 8-25 %); hodnoty sú priemerom (n) stanovení — Relative distribution of lactate 
dehydrogenase activity in the serum of pigs at slaughter; the values are averages of (л) meas­
urements

Sérum1
Celkové 

bielkoviny2 
(g/l)

Celková 
LD3
(IU)

LD, ld2 LD3 ld4 LD-like

(%)
Normálně4 

\ (it=12)

Porážkové5 
(л = 20)

61

98

223

360

56

49

29

23

15

12

1

2 14

1 serum, 2total proteins, 3total LD activity, 4normak Slaughtered

Heterogenitu extra LD-frakcie krvných sér porážaných ošípaných sme vyšetřili 
pomocou gélovej izoelektrickej fokusácie (IEF 3-9). Typický denzitometrický 
obraz izoenzýmov LD normálneho krvného séra ošípaných a séra zvierat pri 
porážke po ich elektroforetickej separácii v gradiente pH znázorňuje obr. 3. Z 
obr. 3 vidieť, že za použitia gélovej IEF sa nám podařilo rozdělit’ extra LD-zónu 
na dve, a v niektorých prípadoch až tri frakcie.

DISKUSIA

Z literárnych údajov je známe, že v dósledku róznych fyzických záťaží 
dochádza v sérach zvierat к zmene obrazu izoenzýmov laktátdehydrogenázy 
(G a r b u s et al., 1964; Anderson, 1976). Často je táto změna spojená so 
zvýšenou aktivitou muskulárnej formy enzýmu, t. j. LDs (Moři et al., 1990; 
Weeding et al., 1993). Preto objavenie sa LD-zóny v katodickej oblasti LD4 
v krvných sérach ošípaných pri porážke (obr. 2) aj v našom případe na prvý 
pohFad navodzovalo takéto vysvetlenie. Námi zaznamenaná zdánlivá LDs frakcia 
však bola neobvyklá svojou neochotou deliť sa v podmienkach natívnej PAGE 
a vytvárala obraz difúznej zóny. Pri vyšetření homogenity tejto zóny pomocou 
gélovej izoelektrickej fokusácie (IEF) sa v oblasti s relativné vysokou hodnotou 
pH (cca 9) objavili dva, a v niektorých prípadoch až tri extra píky (obr. 3). Ich 
lokalizácia v gradiente pH bola zjavne odlišná od lokalizácie pravých molekúl 
LD. Toto zistenie vylúčilo póvodnú domnienku, že přítomnost’ difúznej LD-zóny, 
zaznamenanej po natívnej PAGE, odráža zvýšenu aktivitu LDs v sérach postihnu­
tých zvierat. Naopak, IEF ukázala, že v skutočnosti sa jedná o zmes dvoch až 
troch elektroforeticky odlišných bielkovín s relativné vysokými pí hodnotami.
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Z elektroforeogramu sérových bielkovín (obr. 1, 2) je zřejmé, že v oblasti 
zodpovedajúcej extra LD-zóne, t. j. v oblasti 5-globulínov, nedochádza к tvorbě 
nových proteinových bandov, ktoré by boli detekovateFné priamym farbením 
s Coommassie Brilliant Blue. Ani intenzita difúznej bielkovinovej zóny nor­
málně prítomnej v tejto oblasti v krvných sérach zvierat nebola změněná. 
Z toho možno usudzovať,.že námi zistené extra bielkovinové frakcie vznikajú 
vo veFmi nízkých koncentráciách. ZviditeFnenie týchto bielkovín je možné len 
po ich reakcii s NBT.

Ako sme už uviedli, separácia krvných sér postihnutých zvierat pomocou 
gélovej IEF poskytla dve až tri extra bielkovinové frakcie s aktivitou laktátde- 
hydrogenázy. Keďže tieto bielkoviny sa svojimi elektroforetickými vlastnosťami 
výrazné odlišovali od pravých izoenzýmov LD (obr. 3), nazvali sme ich bielko­
viny podobné laktátdehydrogenáze (LD-like proteiny). Pre označenie jednotli­
vých LD-like proteínov sme použili princip používaný pre označenie normálnych 
LD izoenzýmov, t. j. ich vzájomnú polohu s ohFadom na anodu. To znamená, že 
frakcia najbližšie к anóde bola označená LD-like-1, frakcia najbližšie ku katóde 
LD-like-3.

P6vod týchto látok nám zatiaF nie je známy. VzhFadom na to, že sa jednalo 
o séra zvierat pri porážke, předpokládáme súvislosť so stresovou zátažou. V ta- 
komto případe by boli možné dva sposoby vysvetlenia přítomnosti nezvyčajných 
bielkovín. Na jednej straně móže ísť o tvorbu nových, oxido-redukčných enzý- 
mov čo bolo pozorované u cicavcov pri róznych stresových stavoch (Polla, 
1991). Na straně druhej, nie je vyléčená ani možnost’ vzniku komplexov LD 
s neznámými novými bielkovinami s vysokou afinitou к molekulám LD.

V súvislosti s vyššie uvedeným by sme chceli pripomenúť, že podobné změ­
něný obraz sérových izoenzýmov LD sme zaznamenali aj u hovädzieho dobytka 
(křížence slovenského strakatého s nížinným čiernostrakatým plemenom) pri po­
rážke (H e i n o v á а В 1 a h o v e c , 1994b). V případe krvných sér u poráža- 
ného hovädzieho dobytka sa však neobvyklá LD-like zóna vyznačovala výrazné 
vyššou intenzitou a po IEF separácii poskytla až štyri bázické extra bandy.

Otázka póvodu námi zistených nových extra bielkovinových frakcií s kataly­
tickou aktivitou laktátdehydrogenázy v krvných sérach zvierat pri porážke bude 
predmetom našej ďalšej práce.
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HEINOVÁ, D. - BLAHOVEC, J. - KOVÁČ, G. (University of Veterinary Medicine, 
Košice):
New aspects of lactate dehydrogenase isoenzyme pattern in the serum of pigs at 
slaughter.
Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 287-296.

In the article we describe lactate dehydrogenase - (LD) (EC 1.1.1.27) isoenzyme 
pattern detected in the sera of pigs at slaughter. The pattern was different from that

Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 287-296 2 95



of normal serum (Fig. 1) and was characterized by the occurrence of an extra LD- 
fraction in the cathodic site of LD4 (Fig. 2). This fraction was unusual due to its 
unwillingness to separate by native polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) and 
took shape of a diffuse zone. The presence of the extra LD-zone caused a proportional 
decrease in quantitative distribution of the other LD forms, especially LDi to LD3, in 
slaughtered pig sera (Tab. L). We examined the homogeneity of an apparent LDs- 
fraction using gel isoelectric focusing (IEF). We found out that after separation in 
a gradient of pH (3-9) two to three new extra bands with LD activity appeared in the 
area with relatively high pH value (pH 9) (Fig. 3). Their localization in the gradient 
of pH was greatly different from that of true LD molecules, the latter being situated 
in more acidic area. It is obvious from the finding described above that the diffuse 
LD-zone, detected in the serum of pigs at slaughter by native PAGE, was in no case 
a homogeneous protein. Consequently, it eliminates a possibility that the extra LD 
fraction reflects an increased LD5 activity in serum of affected animals. On the 
contrary, the IEF showed that the diffuse LD-zone consisted of two to three 
electrophoretically distinct proteins with relatively high pl values. As these proteins 
differed in their electrophoretic properties from the true LD isoenzymes we denoted 
them LD-like proteins. An origin of the unusual LD-like proteins detected in the 
serum of pigs at slaughter remains unknown for us for the time being.

serum of pigs at slaughter; lactate dehydrogenase isoenzymes; LD-like proteins

Contact Address:

MVDr. Dagmar H e i n o v á , CSc., Univerzita veterinárskeho lekárstva, 
Komenského 73, 041 81 Košice, Slovak Republic
Tel. 095 34768, fax 095 767675
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ÚČINNOSŤ INTRARUMINÁLNYCH ALBENDAZOLOVÝCH BÓLUSOV 
NA GASTROINTESTINÁLNE NEMATÓDY A TREMATÓDY 
DICROCOELIUM DENDRITICUM U OVIEC*

* Výsledky uverejnenej práce boli dosiahnuté pri riešení projektu 163/1993 GAV SR.

J. Čorba, I. Krupicer, M. Várady, B. Peťko

Parazitologický ústav SAV, Košice ,

Účinnost’ intraruminálnych albendazolových (ABZ) bólusov (Proftril-Captec) 
a vplyv terapie na niektoré produkčně parametre sme študovali vo dvoch experi- 
mentoch celkove na 466 bahniciach prirodzene infikovaných gastrointestinálnymi 
nematódmi atrematódmi D. dendriticum. Ovoskopickým vyšetřením féces sme zisti- 
li, že liečené zvieratá počas 10-12 týždňov po aplikácii bólusov nevylučovali va­
jíčka helmintov a že sa výrazné znížila aj kontaminácia pasienkov zárodkami 
helmintov. Pitevným vyšetřením sme zistili 96,9 až 99,2% účinnost’ proti nemató- 
dom Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., Cooperia spp., Trichostrongylus spp. 
a Trichuris ovis. Prioritně sme zistili dobru efektivnost’ ABZ bólusov aj proti tre- 
matódom D. dendriticum, keď v prvom pokuse bola účinnost’ 88,5 % a v druhom 
91,8 %. Počas šesťmesačnej pastevnej sezóny liečené bahnice produkovali v prie- 
mere o 2,56 kg syrá a 0,6 kg vlny viac ako neliečené zvieratá.

bahnice; intraruminálne bólusy; albendazol; gastrointestinálne nematódy; Dicrocoe- 
lium dendriticum

V poslednom období bola pre prežúvavcov vyvinutá nová lieková forma anti- 
helmintík - intraruminálne bólusy, v ktorých sa uplatňuji! difúzne alebo pulzačné 
systémy uvolňovania účinnej látky. Ako nosiče antihlemintík sa používají! ne­
rozpustné polyméry, z ktorých látka difunduje do predžalúdkov, alebo odbúra- 
tefhé materiály (bioerozívne polyméry alebo rozpustné akryláty), z ktorých sa 
antihlemintikum uvolňuje pri ich rozpade. Intraruminálne bólusy sú pokrokom 
v profylaxii a terapii parazitóz, lebo chránia pasúce sa zvieratá před reinfekciou 
a zamedzujú vylučovaniu zárodkov parazitov do ich životného prostredia. Ich 
ďalšou výhodou je, že nevyžaduji! ochranní! dobu pre mäso a mlieko a ich účin­
nost’ doznieva vo vefmi krátkom čase po uvolhení celej dávky účinnej látky.

Prvým takýmto přípravkem určeným pre ovce sú bólusy Proftril-Captec vyvi­
nuté v laboratóriach SKB. Za obdobie asi 100 dní sa z nich v organizme pasúce- 
ho sa zvieraťá postupné uvolYií 32,5 g albendazolu (ABZ). Úlohou našich dvoch
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experimentov bolo študovat’ účinok tejto liekovej formy na gastrointestinálne 
nematódy a trematódy D. dendriticum a vplyv tejto terapie na niektoré produkčně 
parametre u prirodzene infikovaných bahníc.

MATERIÁL A METODY

V oboch experimentoch sme postupovali v súlade s doporučeniami Světověj 
asociácie pre pokrok vo veterinárnej parazitológii (WAAVP) pre testovanie anti- 
helmintík u prežúvavcov (Powers a i., 1982).

POKUS 1

Pokus 1 sme urobili na 300 bahniciach plemena Valaška, veku 2-5 rokov 
a o hmotnosti 40-57 kg. Opakovaným ovoskopickým vyšetřením féces modifi­
kovanou McMasterovou metódou (Ministry of Agriculture, 1971) a laboratórnou 
kultiváciou vajíčok helmintov sme u týchto zvierat zistili infekciu nematódmi 
Oesophagostomum spp., Ostertagia spp., Trichostrongylus spp., Cooperia spp., Ne- 
matodirus spp., Trichuris ovis a trematódmi D. dendriticum.‘Zvieratá sme rozdělili 
do dvoch rovnakých skupin. Prvej skupině 150 bahníc sme 30. apríla 1991 (dva 
týždne po vyhnali na pašu) aplikovali po jednom intraruminálnom bóluse špe- 
ciálnym aplikátorom. Pri aplikácii bólusov sme nezistili ani retenciu v ezofágu 
ani iné vedfajšie příznaky. Druhá skupina 150 bahníc zostala neliečená a slúžila 
na kontrolu. Počas celého experimentu boli zvieratá držané oddelene na dvoch 
pasienkoch přibližné rovnakých rozmerov. Na týchto pasienkoch sa v predchád- 
zajúcich dvoch rokoch vyskytla klinicky zjavná forma gastrointestinálnych ne- 
matodóz a dikroceliózy.

V dvojtýždňových intervaloch sme v období apríl - október robili tieto vy­
šetřeni a:
- odoberali sme rektálně individuálně vzorky féces od 30 označených zvierat 

z oboch skupin (20 % stáda). V laboratóriu sme vzorky féces vyšetřili McMas­
terovou metódou a stanovili sme hodnoty EPG (počet vajíčok helmintov v 1 g 
féces),

- vzorky trávnatého porastu sme vyšetřili na přítomnost’ lariev nematódov me­
tódou CVL (M A F F , 1986) a stanovili počty lariev ná 1 kg trávy,

- produkciu syrá sme zaznamenali v oboch skupinách v mesačných intervaloch 
a přepočítali na hmotnost’ syrá v kg na bahnicu počas celej pastevnej sezóny, 

- 30. októbra boli všetky bahnice ostřihané a po zvážení vlny v oboch skupinách 
sme přepočítali priememú produkciu na bahnicu,

- 16. novembra sme odporazili 14 označených bahníc (7 z liečenej a 7 z kon- 
trolnej skupiny) na sanitnom bitúnku a ich vnútorné orgány (abomasum, črevá, 
pečeň) sme vyšetřili orgánovou helmintologickou pitvou.
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POKUS 2

Pokus 2 sme robili v stádě 156 bahníc plemena Slovenské merino veku 3 až 
5 rokov, o hmotnosti 45-60 kg. Ovoskopickým vyšetřením féces sme zistili silná 
infekciu trematódmi D. dendriticum. Tuto diagnózu sme potvrdili aj klinickým 
vyšetřením, keď u chorých zvierat sme zisfovali výrazná anémiu alebo ikterus, 
submandibulárne edémy, nechutenstvo, chudnutie a výrazné zníženie produkcie 
mlieka. V pečeniach dvoch bahníc, ktoré uhynuli na pastvě před začiatkom expe­
rimentu, sme zistili 4 890 a 7 650 exemplárov dikrocélií. Okrem vajíčok 
D. dendriticum sme vo féces nachádzali ojedinele aj vajíčka gastrointestinálnych 
nematódov Nematodirus spp. a Trichuris ovis.

28. augusta 1992 sme 145 bahniciam aplikovali po jednom Proftril-Captec 
bóluse all bahníc sme ponechali ako neliečenú kontrolu. Vo dvojtýždenných 
intervaloch sme odoberali individuálně rektálně vzorky féces od 11 označených 
liečených zvierat all kontrolných, neliečených bahníc. Zároveň sme sledovali 
aj klinický priebeh ochorenia v oboch skupinách.

10. decembra 1992 sme označené zvieratá odporazili na bitánku a ich črevá 
a pečene podrobili orgánovej helmintologickej pitvě. Porovnáním pitevných ná- 
lezov dikrocélií v liečených a neliečených bahniciach sme stanovili efektivnost’ 
skášaných bólusov proti pohlavně zrelým dikrocéliám.

VÝSLEDKY

POKUS 1

Hodnoty EPG

Počty vajíčok helmintov vo féces na začiatku pokusu boli nízké (pod 100 v 1 g 
féces). V období od 2. do 14. týždňa boli ovoskopické nálezy u liečených zvierat 
negativné (s výnimkou ojedinělých vajíčok Nematodirus spp.), kým u neliečených 
kontrolných zvierat boli hodnoty EPG medzi 550 až 1 800. Maximálně hodnoty 
EPG sme zistovali v júli a auguste.

Kontaminácia pasienkov

Na začiatku pokusu bol počet lariev nematódov na oboch pasienkov nízký 
(200-300 lariev v 1 kg trávy). Na pasienku kde sa pásli liečené zvieratá tieto 
nízké hodnoty přetrvávali počas celej pastevnej sezóny (maximum 750 lariev 
v 1 kg trávy), kým na pasienku s neliečenými bahnicami maximálně hodnoty 
v auguste a septembri dosahovali až 12 000 lariev na 1 kg trávy.
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Pitevné nálezy

Výsledky helmintologickej pitvy vnútomých orgánov (abomasum, tenké 
a hrubé črevo a pečeň) uvádzame v tab. I. Při porovnaní nálezov helmintov u lie- 
čených a neliečených bahníc sme zistili tuto efektivnost’ bólusov: Nematodirus 
spp. 99,0 %, Oesophagostomum spp. 98,7 %, Ostertagia spp. 98,6 %, Cooperia 
spp. 99,2 %, Trie hostrongyhis spp. 99,1 %, Trichuris ovis 96,9 % a D. dendriticum 
88,5 %. '

Produkčně parametre

Priememá produkcia syrá na bahnicu počas pastevnej sezóny bola v liečenej 
skupině 13,20 kg, kým v neliečenej skupině 10,64 kg. Priememá produkcia vlny 
v liečenej skupině bola 3,96 kg na bahnicu, kým v neliečenej skupině 3,36 kg na 
bahnicu.

POKUS 2

Hodnoty EPG

Póvodné hodnoty EPG před terapiou v oboch skupinách zvierat boli v roz- 
medzí 1 800 až 4 300 vajíčok dikrocélií v 1 g féces. U bečených zvierat už dva 
týždne po aplikácii bólusov sme zistili prudký pokles v počtoch vylučovaných 
vajíčok a v období od 4. do 12. týždňa bol nález vajíčok vo féces len ojedinělý. 
U kontrolných, neliečených zvierat sme zistili maximálně vylučovanie vajíčok 
dikrocélií v októbri a novembri, kedy sme nachádzali výše 7 000 vajíčok v 1 g 
féces.

Klinický nález

U Bečených zvierat sa rýchlo upravoval ich zdravotný stav. Zvieratá začali 
normálně přijímat’ potravu a zvýšila sa aj produkcia mlieka. V októbri a novem­
bri sme už nepozorovali edémy ani ikterus i keď anémia slizníc přetrvávala. 
U kontrolných zvierat sa zdravotný stav postupné zhoršoval a na konci pokusu 
už zvieratá nepřijímali potravu, zaostávali za stádom a polihovali.

Pitevné nálezy

■ Pri pitvě u všetkých 11 liečených bahníc v ich predžalúdkoch našli prázdné 
cylindre od bólusov. Nálezy dikrocélií v pečeniach a prifahlej časti tenkého čreva 
(0,5 m) uvádzame v tab. П. Z nej je zřejmé, že albendazolové bólusy signifi­
kantně redukovali počty pohlavně zrelých dikrocélií, keď ich priememá efek­
tivnost’ u liečených bahníc bola 91,8 %. Nájdené dikrocélie, ktoré přežili terapiu, 
boli pohyblivé a nevykazovali žiadne známky poškodenia antihelmintikom.
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I. Pitevné nálezy helmintov v Mečených a neliečených bahniciach — Necropsy findings of helmints in treated and untreated ewes

Číslo zvieraťa1
Abomasum Tenké črevo2 Hrubé črevo3 Pečeň4

Ostertagia 
spp.

Trichostrongy- 
lus spp. Cooperia spp. Nematodirus 

SPP-
Oesophagos- 
tomum spp. Trichuris spp. Dicrocoelium 

dendriticum

Proftril-Captec

1 14 114 110 27 2 3 13

2 0 0 0 0 1 1 114
3 0 0 0 0 0 4 10

4 0 0 113 0 0 0 17
5 17 17 60 0 0 0 0

6 28 0 0 0 0 0 0
7 0 0 17 0 0 3 34

Priemer ± SD5 8,4 ± 10,5 18,7 ± 39,3 42,8 ± 47,7 3,8 ± 0,72 0,4 ± 0,72 1,57 ± 1,59 26,6 ± 37,2
Neliečená kontrola6

8 1 258 2 396 7 631 896 27 28 864 5

9 976 1 824 5 330 117 16 49 114
10 181 2 430 4 261 94 33 76 96

11 589 2 871 3 920 389 79 47 129
12 74 1 110 5 824 210 44 19 321

13 239 2 436 4 410 936 7 66 70
14 786 2 093 6 147 84 11 73 115

Priemer ± SD 586,1 ± 412,4 2 165 ± 525,1 5 360,4 ± 1 204,8 389,4 ± 346,9 31,0 ±22,9 51,1 ±20,4 231,3 ± 262,5

'animal no., 2small intestine, 3large intestine, 4liver, 5average ± SD, 6untreated control



И. Pitevné nálezy dikrocélií v liečených a neliečených bahniciach - Necropsy findings of 
dicrocoeliae in treated and untreated ewes

'animal no., 2small intestine, 3liver, 4average ± SD, 5untreated control

í Číslo zvierata1 Tenké črevo2 Pečeň3

í Proftril-Captec

1 10 36
2 17 58
3 29 168

i 4 13 231
5 7 118
6 11 297
7 13 214
8 26 117
9 39 230

10 41 , 289
11 11 214

Priemer ± SD4 19,7 ± 13,2 179,3 ± 56,4
Neliečená kontrola5

12 29 3 249
13 17 2 820 .
14 23 1 806
15 30 2 601
16 11 2 420
17 15 730
18 36 2 330
19 21 2 720

20 13 3 100
21 14 2 103
22 27 2 690

Priemer ± SD 21,5 ± 13,1 2 415,5 ± 694,6

Výrazné rozdiely boli viditeFné aj na pečeniach liečených a neliečených zvie- 
rat. Na pečeniach kontrolných bahníc boli zreterné symptómy katarálnej 
cholangitídy a pericholangitídy, výrazné zhrubnutie žlčovodov a cirhóza. U lie­
čených zvierat boli ich pečene na pohlad bez zmien, len pri priečnom řeze bolo 
pozorované zhrubnutie žlčovodov.
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DISKUSIA

Prvé správy o účinnosti novej liekovej formy albendazolu v intraruminálnych 
bólusoch u oviec poukázali na vyššiu účinnost’ antihelmintík v porovnaní s pero- 
rálnou suspenziou (D o r c h i e s a i., 1987). Tak isto D o r c h i e s a i. (1988) 
zistili dobrú účinnost’ ABZ bólusov proti gastrointestinálnym nematódom a pFúcnym 
červom D. filaria. Chaton-Schaffner a i. (1988) potvrdili v experi­
mente, že ABZ bólusy chránili ovce na pasienku před reinfekciou gastrointes- 
tinálnymi nematódmi výše 90 dní.

Naše výsledky získané pri štúdiu účinnosti ABZ bólusov proti trematódom 
D. dendriticum sú prioritně. V prvom pokuse sme zistili 88,5% účinnost’ a v dru- 
hom pokuse 91,5% účinnost’ na pohlavně zrelé dikrocélie. Výrazné sa redukovalo 
aj vylučovanie vajíčok dikrocélií na pasienok, čím sa přerušila ontogenéza tohto 
helminta. Takisto sme zistili výrazné zlepšeme zdravotného stavu infikovaných 
bahníc a signifikantně zvýšenie produkčných parametrov.

Intraruminálne bólusy s obsahom ABZ majú svoje přednosti okrem terapeu­
tického a profylaktického efektu najma v tom, že po ich aplikáci sa nevyžaduje 
ochranná doba na živočišné produkty. To má mimoriadny význam v krajinách, 
kde výroba ovčieho syrá představuje významnú položku v ekonomike chovu 
oviec. Naše výsledky s ABZ bólusmi Proftril-Captec dokazujú, že táto nová 
lieková forma antihelmintík nájde uplatnenie aj v našich chovatelských pod- 
mienkach.
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trematodes Dicrocoelium dendriticum in sheep.
Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 297-304.

The efficacy of intraruminal albendazole (ABZ) capsules (Proftril-Captec) and the 
effect of treatment on productivity parameters were studied in two experiments totally 
on 466 ewes naturally infected with gastrointestinal nematodes and trematodes 
D. dendriticum. Ovoscopical tests revealed that treated animals remained negative 
during 10-12 weeks after the administration of capsules and that pasture contami­
nation with helminths was significantly reduced. Necropsy revealed 96.9 - 99.2% 
efficacy against nematodes Nematodirus spp., Oesophagostomum spp., Cooperia 
spp., Trichostrongylus spp. and Trichuris ovis. Priority finding is the efficacy of ABZ 
capsules against trematodes D. dendriticum which was in the first experiment 88.5% 
and in the second experiment 91.8%. During the 6-month pasture season treated ewes 
produced on average 2.56 kg cheese and 0.6 kg wool per ewe more than untreated 
controls.

ewes; intraruminal capsules; albendazole; gastrointestinal nematodes; Dicrocoelium 
dendriticum
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PHARMACOKINETICS OF SODIUM HUMATE IN CHICKENS*

* This work has been supported by grant No. 322/311Q/02/93 from the Ministry of Industry and 
Trade of Czech Republic.

J. Hampl1,1. Herzig1, J. Vlček2

x Veterinary Research Institute, Brno
^Pharmaceutical Faculty, Charles University, Hradec Králové

Free or liposome-encapsulated sodium humate was administered to chickens intra­
cardially, orally or subcutaneously and the following principal pharmacokinetic 
parameters were determined using the MW Pharm software for two-compartment 
models: elimination half-life (t 1/2 el), steady state distribution volume (VdS5), 
blood clearance (Cl), maximal drug concentration (Стах), time required for appea­
rance of Стах (tmax), згеа under the curve (AUC) and bioavailability (F). Blood 
clearance of liposome-encapsulated sodium humate was higher than that of free 
sodium humate regardless of the way of administration. On the other hand, the 
elimination half-life was longer after the extravascular than after the intracardial 
administration. Стах values indicate that the penetration of sodium humate from the 
injection site into blood circulation is very slow. Biological availability of sodium 
humate also depended on the way of administration and dosage form. Aside from 
the intracardial administration, the highest bioavailability was found after subcuta­
neous administration of free sodium humate.

,25I labelled sodium humate; intracardial application; oral application; subcutaneous 
application; distribution volume; elimination half-life; clearance; bioavailability; 
liposomes

Growing interest in the application of humins in biology and medicine has 
become apparent in recent years. Natural and synthetic humic acids are charac­
terized by a set of properties including antiviral, profibrinolytic, anti-inflamma­
tory and oestrogenic activities and production of chelate compounds with heavy 
metals (К 1 ö с к i n g , 1992). Favourable effects of humic acids and their salts 
are explained by the enhancement of metabolic cell wall activity, particularly by 
acceleration of oxidations which can result in stimulation of biological processes 
provided that the supply of nutrients into the extracellular compartment is ade­
quate.
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Humic acids are weak organic acids with chelate structure, binding with 
a number of toxic compounds to form insoluble and unabsorbable complexes 
which are eliminated with faeces (Kühnert, 1982). The discovery of the 
binding capacity of humic acids instigated a number of studies (Beveridge 
and Pickering, 1980; M a r i n s к у et al., 1982; Herzig et al., 1992) 
focused on the reduction of the content of heavy metals (e.g. cadmium) in or 
their elimination from water sediments and live organisms.

One of the ways of reducing the heavy metal content in live organisms is the 
administration of chelating agents specific for heavy metals. Frequently used for 
this purpose are for instance EDTA, DTPA (diethylene triamine pentaacetic acid), 
DF (desferrioxamine) and HBDE (N-N’ -bis/2-hydroxybenzyl/-ethylene diamine-N, 
N’-diacetic acid). Such substances can be encapsulated into liposomes as a bio­
logically degradable excipient (Rahman et al., 1973, 1988; Rosenthal 
et al., 1975; G u i 1 m e 11 e et al., 1978; Blank et al., 1988; Herzig et 
al., 1994). ■

The aim of our investigations of principal pharmacokinetic characteristics of 
free and liposome-encapsulated sodium humate in chickens was to recognize its 
prospective applications.

MATERIALS AND METHODS

PREPARATION OF LIPOSOMES AND ENCAPSULATION OF SODIUM HUMATE

Multilamellar liposomes (MLV) were prepared from egg phosphatidyl choline 
(PC), cholesterol (C) and stearyl amine (SM) at the molar ratio 0.45 : 0.45 : 0.1 
as described by Kirby and Gregoriadis (1984).

Sodium humate labelled with 125I by the oxidation method with chloramine T 

(Hunter and Greenwood, 1962) was used to determine the rate of 
encapsulation into liposomes (H a m p 1 et al., 1992) and also as a tracer for the 
determination of pharmacokinetic parameters in chickens. Radioactivity was 
measured using the Nuclear Enterprises NE 1600 counter. Freeze-dried liposomes 
were rehydrated always immediately before administration.

STABILITY OF ENCAPSULATION

The stability of encapsulation of sodium humate and tracer was checked during 
a 9-day period. MLV were suspended in chicken blood serum preserved with 
0.01% of sodium azide at 24 °C, separated into a pellet by ultracentrifugation 
(Beckman, rotor SW 55 Ti, 40 000 r.p.m. for 30 min) at pre-set intervals, and 
radioactivity was measured in aliquots of the supernatant. Then the aliquot was 
returned to the supernatant and the liposome pellet was resuspended.
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EXPERIMENTS IN CHICKENS

Sixty day-old sexed meat-type Hybro chicks were selected for the experiment 
The birds were divided into six equal groups and the treatment began when their 
mean liveweight reached 800 g.
Treatment scheme:
Group 1 - intracardial administration of free sodium humate
Group 2 - intracardial administration of liposome-encapsulated sodium humate
Group 3 - oral administration of free sodium humate
Group 4 - oral administration of liposome-encapsulated sodium humate
Group 5 - subcutaneous administration of free sodium humate
Group 6 - subcutaneous administration of liposome-encapsulated sodium humate

Each bird in each group received 500 pg of sodium humate with the radioac­
tivity 3.5.106 cpm. Blood samples were collected from v. ulnaris 3 (only Groups 

1 and 2), 30, 60 and 120 min, 4, 10, 24,48 and 72 h, and 5,7 and 9 (only Groups 
2, 4 and 6 at the latter term) days after the administration and radioactivity was 
measured in 0.2 ml volumes.

CALCULATION OF PHARMACOKINETIC PARAMETERS

Principal pharmacokinetic parameters were determined by non-linear re­
gression of a two-compartment model using the MW Pharm software. Regression 
curves were made up from mean values of blood radioactivity in groups of 3 to 
10 chickens. The pharmacokinetic behaviour of sodium humate was characterized 
by the following values:
- elimination half-life (t 1/2 el)
- steady state distribution volume (Vdss)
- blood clearance (Cl)
- maximal drug concentration (Cmax)
- time required for appearance of Стах (tmax)
- area under the curve (AUC)
- bioavailability (F)

RESULTS

Stability tests demonstrated that the liposomal phospholipid bilayer was da­
maged and 125I labelled sodium humate was released into the incubation medium 
as soon as the liposomes came into contact with blood serum. The large part of 
the encapsulated drug (24.3%) was released within the first 45 min, but the 
subsequent release was very slow (Tab. I).

Principal pharmacokinetic parameters of sodium humate after single intracar­
dial, oral and subcutaneous treatments are given in Tab. П.
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I. Release of sodium humate from liposomes during incubation in chicken blood serum

• - 0 min 45 min 4 hours 1 day 2 days 6 days 9 days

Percentage of encapsula­
ted sodium humate 100.0 75.7 72.5 71.6 71.0 68.6 68.3

II. Pharmacokinetic behaviour of a single dose of sodium humate in chickens

Parameter
Administration

intracardial oral subcutaneous

HuNa LHuNa HuNa LHuNa HuNa LHuNa
t 1/2 el (hours) 14.8 27.0 78.1 76.2 83.0 85.5

Vd,s (ml/pc) 1 834 4 669 9 674 12 663 8 735 14 805
Cl (ml/min) 1.4 2.0 1.4 1.9 1.2 2.0
c Ушах (cpm/ml) - - 1 755 1 114 1 985 305

^nax (min) - - 39 95 33 88
AUCq_7 (min/cpm/ml) 23.8 17.0 7.1 7.0 17.2 8.3
F (%) 100.0 100.0 29.8 41.3 72.3 49.2

HuNa = free sodium humate
LHuNa = liposome encapsulated sodium humate

The data show a considerable difference in elimination half-lives between the 
intracardial and both extravascular treatments. Similar values were found for oral 
and subcutaneous treatments, although those for both dosage forms were somew­
hat longer in the latter.

Vd$s, as a parameter characterizing two-compartment models, was highest in 
birds treated subcutaneously with liposome-encapsulated humate and lowest in 
those receiving intracardial doses of free humate. Vdss and Cl were higher in 
birds treated with liposome-encapsulated humate irrespective of the way of ad­
ministration. F of free sodium humate was higher after subcutaneous than after 
oral treatment. F of subcutaneously administered liposome-encapsulated sodium 
humate was higher than those of any of the orally administered dosage forms.

DISCUSSION

No data concerning pharmacokinetics of free or liposome-encapsulated sodi­
um humate in chickens were found in the available literature.

MLV used in our experiments had a positive surface charge and the rate of 
encapsulation of sodium humate was higher than in chargeless or negatively 
charged liposomes (H a m p 1 et al., 1992). The labelling of sodium humate with
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125I was very stable as documented by the results of radiochromatographical 

analyses carried out during 35 days of incubation in chicken blood serum and 
PBS (H a m p 1 et al., 1992).

Approximately 25 per cent of liposome-encapsulated sodium humate were 
released during the first 45 min of incubation in chicken blood serum. The tests 
were performed at room temperature, because turbidity is known to develop in 
blood serum when incubated at the physiological temperature (40 to 42 °C) 
(Senior et al., 1991). It is evident from our results that a part of the liposome­
-encapsulated sodium humate was released and its distribution and elimination 
behaviour was identical with that of free humate. This statement applies particu­
larly to intracardial administration.

Intravenously administered liposomes are rapidly catched up by RES cells, 
particularly in the liver, spleen and bone marrow (Liu et al., 1992; M o g h i - 
m i et al., 1991). The rate of catching depends on the size, surface charge, 
amount and phospholipid composition of liposomes (Ilium et al., 1982; Se­
nior et al., 1985; Kato et al., 1993).

The objective of the subcutaneous administration was to produce a depot from 
which liposomes and the encapsulated sodium humate would be slowly released 
(Perez-Soler et al., 1985). Low Cmax values are an evidence that this 
objective was fulfilled in our experiments. As stated by Kadir (1993), lipo­
somes are exposed to enzymatic digestion at the site of subcutaneous adminis­
tration, and interactions of lipids of the phospholipid bilayer with endogenous 
lipids and proteins, various types of liposome-cell interactions (absorption, pha­
gocytosis, fusion) and other events result in destabilization of liposomes.

Liposome size is an important factor associated with their penetration ability 
(Allen et al., 1993). Liposomes with a diameter not exceeding 120 nm penet­
rate from the injection site into lymphatic and blood vessels and accumulate in 
lymph nodes and other tissues (Perez-Soler et al., 1985). Larger liposo­
mes, such as MLV used in our experiments, remain at the injection site. This 
may be an explanation for the lower biological availability (F) of subcutaneously 
administered liposome-encapsulated sodium humate.

Oral administration is a simple method and liposome-encapsulated substances 
are protected from the action of proteolytic enzymes of the gastrointestinal tract 
(Weiner and C h i a - M i n g Chiang, 1988; Clarke and Sto­
kes, 1992a, b; Arien et al., 1992, 1993).

Pharmacokinetic studies of the administration of a single dose of sodium hu­
mate by three different ways have shown that only approx, one third of the oral 
dose will reach the system, which is less than the corresponding value for a sub­
cutaneous dose. The supply of sodium humate from the gastrointestinal tract was 
enhanced by its encapsulation into liposomes.
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Sodium humate elimination rate, expressed by blood clearance values, was 
independent of the way of administration. Distribution volumes were largest after 
subcutaneous and lowest after intracardial administrations. The differences were 
probably due to different persistence of sodium humate at the injection site. Due 
to slowed-down release, blood concentrations were lower than those which would 
result from the administation of a dose corrected for biological availability after 
intracardial administration. Distribution volume size also depends on the rate of 
catching-up of liposomes by RES. Comparisons of mean group live-weights and 
of sizes of steady state distribution volumes allow us to conclude that sodium 
humate accumulates markedly in some of the compartments.

It can be concluded from the results of the 7-day experiment that subcutaneous 
administration of free sodium humate is the most effective way as far as its 
biological availability is concerned.
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Farmakokinetika humátu sodného u kuřat.
Vet. Med. - Czech, 39, 1994 (6): 305-313.

U šesti skupin kuřat byly stanoveny základní farmakokinetické parametry humátu 
sodného ve volné formě nebo enkapsulovaného do liposomů, a to po intrakardiální, 
perorální a subkutánní aplikaci.

Velké multilamelární liposomy byly připraveny metodou dehydratace-rehydratace. 
Ke stanovení účinnosti enkapsulace humátu sodného byl jako radioindikátor použit 
humát sodný značený l25I. Každému kuřeti bylo aplikováno 500 pg humátu sodného 
buď ve volné formě nebo v liposomech, a to vždy s konstantní aktivitou radioindiká- 
toru. Z naměřených hodnot radioaktivity krve odebírané v určených intervalech byly 
pomocí software MW Pharm vypočteny tyto farmakokinetické parametry: poločas 
eliminační fáze (t 1/2 el), distribuční objem za ustáleného stavu (Vd„), krevní clea­
rance (Cl), maximální koncentrace aplikované látky (Cmax) a doba potřebná 
к jejímu dosažení (tma*), plocha pod křivkou (AUC) a biologická dostupnost apli­
kované látky (F).

Testováním stability liposomů s enkapsulovaným humátem sodným inkubací 
v kuřecím séru bylo prokázáno poškození liposomální fosfolipidní dvojvrstvy a tím 
uvolňování enkapsulovaného humátu sodného do média. Tato ztráta má jen omezený 
rozsah.

Farmakokinetická analýza po podání humátu sodného třemi aplikačními cestami 
ukázala, že po perorálním podání se do systému dostává pouze asi 1/3 podaného 
množství, přičemž podání v liposomální formě přísun humátu sodného z gastrointesti- 
nálního traktu zvýšilo. Způsob podání neovlivňuje rychlost eliminace humátu sodné-
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ho vyjádřenou hodnotami krevní clearance. Po podání liposomálních preparátů byly 
zaznamenány vyšší hodnoty clearance. Způsob podání naopak ovlivnil délku elimi- 
načních poločasů, které jsou u extravaskulárních podání delší.

Vyšší distribuční objem za ustáleného stavu po perorálním podání než po intra- 
kardiálním a nejvyšší po subkutánní aplikaci je zapříčiněn dlouhodobým setrváváním 
humátu sodného v místě aplikace, resp. hromaděním v některém kompartmentu. Při 
srovnání obou extravaskulárních aplikací byla maximální koncentrace (Стах) dosaže­
na rychleji při podání volného humátu sodného. •

Hodnoty AUC a z nich vyplývající biologická dostupnost (F) v průběhu sedmi dní 
po aplikaci byla z obou extravaskulárních způsobů podání vyšší po subkutánní apli­
kaci volného humátu sodného. Dostupnost humátu sodného aplikovaného subkutánně 
v liposomální formě je vyšší než dostupnost z obou druhů preparátů v případě podání 
per os.

I25I humát sodný; aplikace intrakardiální, perorální, subkutánní; poločas eliminace; 
distribuční objem; clearance; biologická dostupnost; liposomy
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THE ISOLATION OF SALMONELLAE FROM POULTRY 
CARCASSES AND EQUIPMENTS IN THE POULTRY 
PROCESSING PLANT BY MEANS OF TWO PROCEDURES

W. M. Tadesse, A. Čížek

University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, Brno

A total of 235 samples (swabs, rinse and organs) from freshly dressed broiler 
carcasses and from equipments of poultry processing plant were examined for the 
presence of salmonellae by means of motility enrichment on modified semisolid 
Rappaport medium (SAM) and of a conventional cultural procedure using Rappa­
port-Vassiliadis broth (R-VB) as selective enrichment. In 61 samples (26%), 
Salmonella was isolated by means of one or both procedures. The highest conta­
mination with Salmonella was found in the rinse of broiler carcasses (35.5%), 
followed by swabs of equipments (32.0%), tissues of organs (31.0%) and swabs of 
carcasses (19.7%). Twelve different serotypes and 65 strains of salmonellae were 
detected. S. saint paid and S. enteritidis were the most frequent serotypes. Statistical 
analysis showed that there was no significant difference between the procedures.

■ Salmonella; motility medium; Rappaport-Vassiliadis broth; poultry processing

There have been certain efforts to develop methods for Salmonella isolation 
from foods that would be highly efficient, selective, rapid and easy to interpret.

The procedure of salmonellae isolation from foods and feeds traditionally used 
liquid media for tlie pre-enrichment and selective enrichment, and solid media 
for the selective isolation (Fricker, 1987).

Semisolid media with and without selectively toxic chemicals have been used 
for the isolation of salmonellae for many years (Stuart and Pivnic, 1965; 
Harvey et al., 1966; Švastová et al., 1984), with similar or better results 
than classical culture methods. Recently, many investigators have recommended 
semisolid media on basis of Rappaport and Rappaport-Vassiliadis broth for the 
detection of salmonellae in foods (De S m e d t et al., 1986; Perales and 
A u d i c an a , 1989; Perales and E г к i a g a, 1991; De Zutter et 
al., 1991).

In the present paper tlie productivity of Salmonella motility medium (SAM) 
(Pakánová and P a t а к у , 1982) with a conventional cultural procedure 
using Rappaport-Vassiliadis broth (V a s s i 1 i a d i s et al., 1976) for tlie isola-
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tion of salmonellae and the level of salmonella contamination of freshly dressed 
broiler carcasses and equipments in poultry processing plant are presented.

MATERIAL AND METHODS

SAMPLES ■

Between March and June 1988 a total of 235 samples of different types were 
collected from the poultry processing plant - Bmo, Modříce.

The types of samples were:
(I) 122 swabs from freshly dressed broiler carcasses before chilling,

(П) 31 rinses from broiler carcasses after chilling,
(III) 29 organs (liver and heart),
(IV) 53 swabs from different equipments.

The laboratory procedures were carried out within three hours after samples 
acquisition in all cases.

CULTURE MEDIA

The bufferedpeptonwater - BPW (Edel and Kampelmacher, 1973) 
was used for pre-enrichment. For selective enrichment Rappaport-Vassiliadis 
broth (R-VB) was prepared in the laboratory according to V a s s i 1 i a d i s et 
al. (1976). ’

Salmonella motility medium - SAM (Pakánová and P a t а к у , 1982) 
was prepared from the following three solutions:

Solution A contained Tryptone (Oxoid) 10 g, NaCl 8 g, KH2PO4 1.6 g, L-ly- 
sine 5 g, mannitol 3 g, Agar No. 3 (Oxoid) 1.2 g and distilled water ad 900 ml.

Solution В contained MgCh.6 H2O 40 g in 100 ml distilled water.
Solution C contained analytically pure malachite green oxalate (Merck) 0.4 g 

in 100 ml distilled water.
All the solutions were heated in a water bath to about 70 to 80 °C to dissolve 

the ingredients completely. For the preparation of SAM medium, 100 ml of 
solution В and only 7.5 ml of solution C were added to 900 ml of solution A at 
55 - 60 °C in the water bath. The medium was transferred in to Craigie test tubes 
and sterilized at 100 °C for 20 min. Then it was stored in a refrigerator and used 
within one month.

Desoxycholate citrate agar (DCA, Imuna) was used for plating.

PROCEDURE

All swabs were put into test tubes containing 10 ml BPW. After that, they 
were shaken by hand for and incubated at 37 °C for 18 - 20 hrs.
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Broilers organs (liver and heart) were cut into very small pieces with a sterile 
pair of scissors and forceps separately. These pieces of organs were macerated 
by fingers in the sterile plastics bags for several minutes. 25 g of macerated 
organs were transferred into a flask containing 225 ml BPW and incubated at 
37 °G for 18 - 20 hrs.

20 pl of the culture obtained in the above procedure was transferred into a test 
tube containing 5 ml of R-VB, and the same amount was transferred into SAM 
medium. The inoculated R-VB was incubated at 42 °C for 24 and 48 hrs while 
the inoculated SAM medium was incubated at 37 °C only for 24 hrs.

After the indicated incubation period, a streak was taken using a loop (3 mm 
inner diameter) and separately plated on DCA from both media. Finally, agars 
were incubated at 37 *C for 24 - 48 hrs. From the inoculated agars after 24 and 
48 hrs of incubation two to five presumptive Salmonella colonies were then 
subcultivated on lysine iron agar (Oxoid) and incubated for 24 hrs at 37 °C. The 
hydrogen sulphide and lysine decarboxylase positive cultures were serotyped by 
salmonella-specific antisera (Imuna, ÚSOL).

RESULTS AND DISCUSSION

The corresponding results of each examined type of samples by both selective 
enrichment media (R-VB and SAM) are shown in Tab. I. Out of the total of 
235 samples examined, 61 (26%) were Salmonella positive after enrichment in 
R-VB and SAM together. Fifty-three (22.6%) and 43 (17.9%) samples were 
found Salmonella positive with R-VB and SAM, respectively.

Tab. II shows salmonella serotypes isolated from broiler carcasses and pro­
cessing plant’s equipment by means of both procedures. On four occasions two 
serotypes were isolated from a single sample and total of 65 different strains 
belonging to 12 serotypes were isolated by means of both media.

I. Salmonella positive samples with both procedures (R-VB and SAM)

Types of samples n
No. of positive samples (%)

R-VB SAM R-VB & SAM
Swabs of carcasses 122 21 19 24 (19.7)
Organs 29 8 5 9 (31.0)
Rinse of carcasses 31 . 9 6 11 (35.5)
Swabs of equipments 53 15 13 17 (32.0)
Total 235 53 (22.6) 43 (18.3) 61 (26.0)
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II. Salmonella serotypes isolated from poultry carcasses and processing plant equipment by 
means of both procedures

R-VB +
Serotypes Total

SAM 4- - + •
S. saint paid . 9 6 2 17
S. enteritidis 11 4 0 15
S. reading 3 2 1 6
S. montevideo 0 4 2 6
S. derby 4 0 1 5
S. Kentucky 3 1 0 4
S. infantis 2 1 1 4
S. Iagos 2 0 1 3
S. anatum 1 0 0 1
S. sandiego 1 0 0 1
S. eastbourne 0 0 1 1
S. agona 0 1 0 1
Total 36 19 9 65

Poultry and poultry products are a well known source of human salmonellosis 
(О о s t e г о m , 1991). For the microbiological safety of food processing, rapid 
detection methods are necessary for the timely identification of contamination of 
products. Standard cultural procedures for isolation of salmonellae in foods are 
time consuming and require a minimum of 4 - 5 days to obtain presumptive 
evidence of salmonella contamination (D’ A о u s t, 1981).

In the Czech and Slovak Republics, SAM medium has been used for Salmo­
nella isolation for many years (Pakánová and P a t а к у , 1982). This me­
dium is simply the modified semisolid Rappaport medium with a low content of 
malachite green (30 mg/1), enriched with L-lysine and mannitol. However, in our 
study, even though the samples detected Salmonella positive with SAM medium 
were 43 (17.9%), less than of Rappaport-Vassiliadis broth 53 (22.6%). Statistical 
calculation according to the McNemar test shows a x2 value of 2.89, which is not 
significant at the 0,05 level of significance.

Several studies have shown that motility enrichment is at least as productive 
as and in some cases even superior to the cultural procedure for Salmonella 
detection from foods (D e Smedt et al., 1986; De Zu t ter et al., 1991; 
Perales and E г к i a g a, 1991). The results of the present study partly 
agree with these findings.
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We observed almost pure Salmonella cultures on DCA after enrichment of 
sample in SAM medium. The other advantage of SAM medium is that it is 
possible to obtain presumptive results after 48 hrs from the beginning of pre- 
-enrichment. The possibility to obtain presumptive results within a short time is 
by direct screening of polyvalent salmonella antisera with the culture from SAM 
medium or after growth of the migrated culture in nutrient broth. SAM medium 
enables routine examinations of a large number of samples in a moderately 
equipped laboratory, bearing in mind that, since it is based on the principle of 
motility, it is not reliable for the detection of nonmotile Salmonellas.
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Konvenční metodou a postupem, který zahrnoval selektivní pomnožení v modifi­
kované polotuhé Rappaportově půdě (SAM) bylo vyšetřeno 235 vzorků odebraných 
z čerstvě poražené drůbeže a zařízení drůbežích jatek (stěry, oplachy a orgány). Obě­
ma postupy byly salmonely prokázány v 61 (26 %) vzorcích. Úroveň kontaminace 
salmonelami představovala u oplachů z jatečně drůbeže 35,5 %, u stěrů ze zařízení 
32,0 % u tkání orgánů 31,0 % a u stěrů z jatečně drůbeže 19,7 % vzorků. Bylo pro­
kázáno dvanáct různých sérotypů salmonel, nejčastěji byly izolovány S. saint paul 
(26 %) a S. enteritidis (23 %). Mezi oběma postupy nebyl prokázán statisticky vý­
znamný rozdíl.

salmonely; motility medium; Rappaport - Vassiliadisova půda; jatečně zpracování 
drůbeže
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ZVÝŠENÍ OBRANYSCHOPNOSTI BROJLERŮ PO PODÁVÁNÍ 
BIOLOGICKÝCH KRMNÝCH DOPLŇKŮ

V. Kotrbáček, R. Halouzka, V. Jurajda, Z. Knotková, J. Filka

Vysoká škola veterinární a farmaceutická, Brno

V experimentech na 90 brojlerech jsme ověřovali vliv biologických krmných 
doplňků na somatický růst a vybrané ukazatele obranyschopnosti. Prvé pokusné 
skupině (n = 30) bylo do komerčních krmných směsí BR I. a BR II. přidáno 0,5 % 
sušené biomasy řas (Chlorella vulgaris"). Oproti kontrolám (n = 30) byl zaznamenán 
průkazný vzestup živé hmotnosti pokusných jedinců na konci druhého týdne života 
(p < 0,05). Významně se u nich zvýšila fagocytární aktivita leukocytů (p < 0,01) 
a stimuloval vývoj střevní lymfatické tkáně a Harderovy žlázy. U druhé pokusné 
skupiny (n = 30), kde kromě 0,2 % Ch. vulgaris bylo přidáváno 0,9 % šetrně suše­
ného kravského mleziva a 0,9 % stejným způsobem sušených pivovarských kvas­
nic, nedošlo к průkaznému ovlivnění růstu živé hmotnosti. Ještě výrazněji než 
u prvé pokusné skupiny však vzrostla fagocytární aktivita leukocytů (p < 0,01) 
a byl prokázán i silný stimulační vliv na vývoj lymfatických tkání. Kromě toho 
byla u těchto jedinců nalezena zvýšená hladina specifických protilátek jako odpo­
věď na vakcinaci Newcastleskou nemocí (p < 0,05). Hematologické hodnoty nebyly 
biologickými přídavky podstatněji ovlivněny.

Chorella vulgaris; pivovarské kvasnice; mlezivo; lymfatická tkáň; leukocyty

O nutričním významu takových biologických krmných doplňků, jako jsou 
kvasnice, mlezivo, krev nebo sladkovodní řasy, bylo již publikováno mnoho 
údajů. Společnou charakteristikou těchto produktů je vysoký obsah dusíkatých 
látek, jejich příznivé aminokyselinové složení, vysoká stravitelnost a značné za­
stoupení vitaminů a minerálií. Kromě toho jsou biologické komponenty ceněny 
jako donátory látek působících specificky. Mlezivo je známým zdrojem imu- 
noglobulinů, řasy rodu Chlorella mimo jiné obsahují tzv. Chlorella růstový faktor, 
v krevním séru je pestrá škála protilátek, enzymů, hormonů a dalších kompo­
nentů. Využitelnost těchto specifických látek v organismu je však malá vzhledem 
к tomu, že v procesu konzervace většina z nich je narušena nebo zcela zničena 
vysokými teplotami. I když byly činěny pokusy uplatnit šetrnější konzervační 
postupy, např. lyofilizaci, výsledek nesplnil očekávání z ekonomického hlediska. 
Např. cena 1 kg mleziva sušeného lyofilizaci přesahuje 600 Kč, což předem 
vylučuje jeho širší praktické využití.
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V posledních letech došlo к zavedení nových konzervačních postupů. Lze 
jmenovat např. chemickou konzervaci krve jatečných zvířat. Ta obchází tepelné 
zpracování krve, přičemž zaručuje její zdravotní nezávadnost (Vrchlabský, 
1992). Široké možnosti rovněž nabízí fluidní sušení biologických materiálů, při 
kterém lze jejich cenné komponenty chránit před tepelnou degradací (К o t r b á - 
č e к aj., 1988; P i š t ě 1 áJc aj., 1991). Produkty uvedených postupů bylo však 
třeba ověřit v pokusech na zvířatech. Nešlo o klasické sledování výživné hodnoty 
takto konzervovaných biologických krmných doplňků, ale spíše o zjišťování účin­
ků specifických, které by rozšířily dosavadní znalosti a představy o tom, jak tyto 
látky v organismu působí.

Jako model sloužili v našich prvých experimentech brojleři. Sledovali jsme 
u nich vliv přídavků řasové biomasy, fluidně sušených pivovarských kvasnic 
a stejným způsobem připravovaného mleziva na vybrané hematologické ukaza­
tele, na obranyschopnost a vývoj lymfatických tkání.

MATERIÁL A METODY

Z 11 000 brojlerů Hybro zastavených do výkrmu bylo náhodně vybráno 90 
kusů pokusných jedinců. Čtyřdenní kuřata byla převezena do pokusné odchovny 
a rozdělena do tří skupin. Prvé pokusné skupině PÍ (/i = 30; 18 ď a 12 9) bylo 
ke komerčním krmným směsím В R I., zkrmované do konce třetího týdne, 
a BR II., podávané jedincům starším, přidáváno 0,5 % sušené biomasy řas (Ch. 
vulgaris). Druhé pokusné skupině P2 (n = 30; 15 o’ a 15 9) bylo do těchto směsí 
přidáno 0,2 % biomasy řas, 0,9 % fluidně sušeného kravského mleziva a 0,9 % 
fluidně sušených pivovarských kvasnic. Třetí, kontrolní skupina (n = 30; 18 ď 
a 12 9) dostávala pouze krmné směsi komerční.

Kuřata byla držena na podestýlce z hoblin, krmena a napájena ad libitum. 
Spotřeba směsi byla denně vážena. Hmotnost kuřat byla zjišťována individuálně, 
a to při zahájení experimentu, na konci prvního týdne života a dále v týdenních 
intervalech.

Ve věku 22 dnů byla kuřatům všech tří skupin aplikována vakcína proti New- 
castleské nemoci (Avipest, Mevak Nitra). Ve 33., 46. a 56. dnu byla zjišťována 
hladina specifických protilátek v krevním séru hemaglutinačním inhibičním tes­
tem (Beard, 1980).

Ve věku 21, 33 a 56 dnů bylo z každé skupiny 10 jedinců utraceno dekapitací. 
V odebraných vzorcích krve jsme stanovili základní hematologické hodnoty 
a obsah cholesterolu v krevním séru. Dále byla zjišťována fagocytámí aktivita 
leukocytů a to pomocí 2-hydroxyetylmetakrylátových částic.

V daných intervalech byla zjišťována hmotnost Fabriciovy burzy a sleziny 
a kuřata byla patologickomorfologicky vyšetřena. Na histologické vyšetření jsme 
odebírali vzorky thymu, Fabriciovy burzy, sleziny, ileocékální chlopně, Mecke-
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lova divertikulu, Harderovy žlázy, gonád a nadledvin. Po fixaci v 10% neutrál­
ním vodném roztoku formalínu byly vzorky zpracovány běžnou parafínovou 
technikou a barveny hematoxilinem a eosinem podle Giemsy a Van Giesona. Ve 
vyšetřovaných orgánech jsme počítali zárodečná centra a v 10 zorných polích při 
zvětšení 80x stanovili průměry u jednotlivých kuřat a experimentálních skupin.

VÝSLEDKY

Růst živé hmotnosti udává tab. I. V prvých týdnech života je patrná tendence 
kuřat obou pokusných skupin převyšovat živou hmotností kuřata kontrolní. Roz­
díly dosahovaly až 8 %, většinou však ležely jen na hranicích statistické význam­
nosti. Výjimkou byla statisticky významná diference zjištěná mezi 14denními 
brojlery skupiny Pl a kontrolou (p < 0,05).

I. Hmotnost brojlerů (g) - Broiler live weight (g)

Věk kuřat 
(dny)1 n

К 
x ± SD

PÍ 
x±SD

P2 
x ± SD

Statistická 
významnost2

4 90 56,8 ± 0,90 58,1 ± 0,83 58,1 ± 1,03
7 90 83,6 ± 1,69 88,1 ± 1,47 87,7 ± 1,76

14 90 190,0 ± 4,79 205,8 ± 4,75 201,3 ± 4,87 K:P1 p < 0,05
21 90 415,3 ± 11,32 438,1 ± 9,77 433,9 ± 9,03
28 60 714,0 ± 23,41 776,0 ± 22,38 744,0 ±20,19
33 60 1 066,0 ± 34,66 1 123,0 ± 33,62 1 083,0 ±29,81
35 30 1 236,0 ± 56,56 1 260,0 ± 51,54 1 252,0 ±43,12
42 30 1 798,0 ± 64,54 1 664,0 ±61,65 1 764,0 ± 67,66*

49 30 2 270,0 ± 86,01 2 279,0 ± 95,08 2 237,0 ± 79,88*

56 30 2 870,0 ± 87,63 2 779,0 ± 118,86 2 769,0 ± 99,35*

* = v důsledku postupného zabíjení zvířat došlo ke snížení počtu kohoutů u Pl a P2 - due to 
gradual killing of the birds the number of cocks decreased in Pl and P2

'age of chickens (days), Statistical significance

V růstu hmotnosti Fabriciovy burzy a sleziny nebyly mezi skupinami kuřat 
zjištěny signifikantní rozdíly, i když je třeba uvést, že s postupujícím věkem se 
rozdíly zvyšovaly ve prospěch obou pokusných skupin (tab. П).

Hematologické ukazatele ani obsah cholesterolu v krevním séru nebyly pří­
davkem biologických doplňků výrazně změněny. Výjimkou byl průkazně vyšší 
hematokrit u 33denních kuřat skupiny Pl a P2 vůči kontrolám.
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II. Hmotnost sleziny a Fabriciovy burzy brojlerů (g) - The weight of spleen and bursa Fabricii 
in broilers (g) .

’age of chickens (days), 2spleen, 3bürsa F.

Věk kuřat (dny)1 PÍ P2 К
x±SD x ± SD x ± SD

21 slezina2 .0,35 ± 0,06 0,40 ± 0,07 0,41 ± 0,10
F. burza3 1,19 ± 0,30 1,16 ± 0,25 0,97 ± 0,29

33 slezina 1,37 ± 0,28 1,29 ± 0,30 1,32 ±0,35
F. burza 2,83 ± 0,72 2,39 ± 0,50 2,31 ±0,84

56 slezina 3,50 ± 0,92 3,70 ± 0,76 3,00 ± 0,42
F. burza 4,30 ± 1,02 5,00 ± 1,29 4,20 ± 1,05

Přídavek řas a zejména pak řasy v kombinaci s pivovarskými kvasnicemi 
a mlezivem výrazně zvyšovaly fagocytámí schopnost leukocytů (obr. 1). Vysoce 
významné rozdíly (p < 0,01) byly zaznamenány u jedinců 21 a 33denních,. 
V 56. dnu pak rozdíly mezi skupinami P2 а К již klesly na hranici významnosti 
a mezi skupinami Pl а К pod tuto hranici. Na specifickou zátěž, jakou předsta­
vovala vakcinace virem Newcastleské choroby, byla odezva méně výrazná 
(obr. 2). Nej vyšší titr protilátek byl zaznamenán ve 33. dnu života. Významnost 
rozdílů byla doložena mezi skupinou P2 a kontrolní skupinou (p < 0,05). ‘

Počet zjišťovaných zárodečných center v periferních lymfatických orgánech 
uvádí tab. Ш. Z ní jsou patrné rozdíly mezi pokusnými a kontrolními skupinami

III. Průměrný počet zárodečných center v periferních lymfatických orgánech experimentálních 
brojlerů - Average number of germinal centers in the peripheral lymphatic organs of experi­
mental broilers

Věk 
(dny)1

PÍ P2 К
Sl ICCH MD SL ICCH MD SL ICCH MD

21 1.5 3,0 0,0 1,5 3,0 0,0 1.5 3,0 0,0

33 1,3 4,5 0,3 1,3 4,5 0,3 1.5 3,5 0,0

56 3,2 6,8 1,2 4,3 8,5 4,5 2,0 3,0 0,8

SI = slezina - spleen
ICCH = ileocékální chlopeň - ileocecal valve 
MD = Meckelův divertikul - Meckel’s diverticulum

'age (days)
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1. Fagocytámí aktivita leukocytů brojlerů; 21. den K:P1 = p < 0,01; K:P2 = p < 0,01; 33. den 
K:P1 = p < 0,01; K:P2 = p < 0,01; P1:P2 = p < 0,01; 56. den K:P2 = hranice významnosti - 
Phagocytic activity of broiler leucocytes: day 21 K:P1 = p < 0.01; K:P2 = p < 0.01; p < 0.01; 
day 33 K:P1 = p < 0.01; K:P2 = p < 0.01; P1:P2 = p < 0.01; day 56 K:P2 = significance level

'% of phagocytising leucocytes, 2age of chickens, 3day 21, 4day 33, 5day 56

2. Hladina protilátek v krevním séru brojlerů; 33. den K:P2 = p < 0,05 - The level of antibodies 
in blood serum of broilers; day 33 K:P2 = p < 0.05

'antibodies in blood serum, 2age of chickens, 3day 33, 4day 46, 5day 56
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ve 33. a 56. dnu života. Kuřata obou pokusných skupin počtem těchto center 
převyšovala kontrolní jedince. Rozdíly byly výrazné zejména při srovnání kon­
trolní a pokusné skupiny P2 na konci experimentálního období.

Vyhodnocení morfologického obrazu periferních, ale i centrálních lymfatic- 
kých orgánů přineslo obdobná zjištění. Jestliže ve věku 21 dnů jsme zjevné 
rozdíly mezi kontrolními a pokusnými jedinci nepozorovali, u vzorků odebra­
ných ve 33. dnu života byly tyto rozdíly již značné. V ileocekální chlopni 
a Meckelově divertikulu kuřat Pl a P2 skupiny infiltrovala difuzní lymfatická 
tkáň submukózu a způsobovala její elevaci s následnou konstrikcí lumina. Tako­
váto infiltrace chyběla u kontrol.

V 56. dnu života se popsané rozdíly mezi kontrolními a pokusnými kifřaty 
dále zvětšovaly. Nápadné to bylo zejména při srovnání kontrol a skupiny P2. 
U těchto pokusných jedinců došlo к silné infiltraci svalové vrstvy střeva i jeho 
submukózy lymfocyty. Výrazná plazmocytámí infiltrace byla pozorována v Har- 
derově žláze, tvorba cyst a konstrikce lumina v ileocekální chlopni. Ektopická 
lymfatická tkáň, kterou jsme nezaznamenali u kontrol a jen sporadicky u skupiny 
Pl, zde byla běžným nálezem.

U poloviny kontrolních kuřat byly nalezeny známky involuce thymu s vý­
raznou lymfocytodeplecí kory. U několika jedinců byla kromě toho zaznamenána 
akutní ileitida s atrofíí murální lymfatické tkáně.

DISKUSE

Většina autorů, zabývajících se nutričním významem řas u brojlerů, udává 
jejich malý nebo jen nevýznamný vliv na akceleraci růstu živé hmotnosti (Kočí 
aj., 1964; L i p s t e i n a Hurwitz, 1980; C h r a p p a, 1989). Na rozdíl 
od zmíněných prací, kde byla zjišťována hmotnost kuřat na konci výknnu, 
v našem pokusu jsme sledovali růst kuřat průběžně. Ukázalo se, že přídavek řas 
může v prvých pěti týdnech vývoje růst brojlerů urychlit. Že zřejmě nejde o vliv 
nutriční, vyplývalo jak ze srovnání živinového složení obou diet, které naše 
aditiva podstatněji neměnila, tak zejména z dalších námi sledovaných ukazatelů. 
Přídavek řas totiž výrazným způsobem zvýšil fagocytámí aktivitu leukocytů mla­
dých kuřat a tím jejich nespecifickou obranyschopnost. To má pro zdárný růst 
a vývoj mladého organismu zásadní význam. V této souvislosti je třeba uvést 
výsledky experimentů autorů R o t к o v's к á aj. (1989), Vacek aj. (1990), 
kteří zjistili, že vodný výluh Chlorelly jednorázově parenterálně aplikovaný 
myším zvyšuje jejich odolnost vůči takové zátěži, jakou je ozáření gama paprsky. 
Rovněž u hospodářských zvířat byly účinky tohoto výluhu doloženy. Smrček a 
Š t ě p e к (1981) pozorovali výrazné zlepšení zdravotního stavu selat а В o u š к a 
(1988) zaznamenal vzestup počtu leukocytů u experimentálních telat.

Směs řas s pivovarskými kvasnicemi a mlezivem sledovaný imunostimulační 
efekt brojlerů nejen zvýraznil, ale posunul i do starších věkových skupin. Při
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zmíněné kombinaci biologických aditiv byl kromě toho nalezen průkazný vzestup 
titru specifických protilátek jako odpověd na předchozí vakcinaci virem New- 
castleské choroby. .

Výsledky morfologického semikvantitativního hodnocení vzorků orgánů po­
kusných kuřat prokázaly výrazný stimulační efekt řas samotných a směsi řas 
s dalšími doplňky na vývoj lymfatické tkáně. Nejvýraznější účinek jsme pozoro­
vali v intestinální lymfatické tkáni a Harderově žláze. Spočíval ve zvýšené pro- 
liferaci jak zárodečných center, tak difuzní lymfatické tkáně. U kuřat, kterým 
byla podávána aditiva, jsme v průběhu pokusu nezjistili žádné patologické změny 
na orgánech na rozdíl od nálezů zánětlivých změn střeva u kontrol, kde byly 
navíc pozorovány i známky involuce thymu. Zvýšená proliferace lymfatické tká­
ně a vyšší produkce protilátek u kuřat Pl a P2 svědčila o imunogenním účinku 
podávaných, šetrně konzervovaných biologických doplňků.

Z experimentu uzavíráme, že přídavek řas nebo směsi řas se šetrně sušenými 
pivovarskými kvasnicemi a stejným způsobem konzervovaným kravským mlezi- 
vem do krmné dávky brojlerů může příznivě ovlivňovat jejich růst a vývoj, a to 
zejména v prvých týdnech jejich života. Vliv na růst živé hmotnosti je spíše nepřímý. 
Primární efekt spočívá ve stimulaci celulámí a zřejmě i humorální imunity.
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Enhancement of defence mechanisms in broilers after administration of biological 
feed supplements.
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The trial involved broilers from the 4th to the 56th day of life. The first group Pl 
(л = 30) received commercial mashes with supplements of 0.5% biomass of fresh­
-water algae (Chlorella vulgaris). The second group P2 (л = 30) received 0.9% dried 
cow’s colostrum and 0.9% dried brewer’s yeasts in addition to the algae (0.2%). All 
the ingredients came from fluid-bed drying at temperatures maximally 50 °C. Control 
group К (л = 30) consisted of broilers which received commercial mashes only.

At the age of 21, 33 and 56 days, 10 birds of each group were killed, and basic 
hematological values were determined in the blood samples and phagocytic activity 
of leucocytes was determined. Samples of the thyme, bursa Fabricii, spleen, ileocecal 
valve, Meckel’s diverticulum, gonads, suprarenal glands and Harder's gland were 
subjected to histological examination. 22-day chickens of all three groups were vacci­
nated with Newcastle disease (the vaccine Avipest, Mevak Nitra) and the levels of 
specific antibodies in blood serum were determined on days 33, 46 and 56.

0.5% alga supplement to feed ration increased the live weight of experimental 
broilers at the end of the second week of life only (p < 0.05). On the 21st and 33rd 
day of life, phagocytic activity of leucocytes increased significantly (p < 0.01) in 
these individuals, while in the second month of life development of the intestinal 
lymphatic tissue and Harder’s gland was largely stimulated. Combination of algae 
with other biological additives did not significantly influence the live weight of 
broilers, but it enhanced the above-mentioned effect on the phagocytic activity and 
lymphatic tissue development. Besides, a significant increase in specific antibodies 
as a reaction to Newcastle disease vaccination was demonstrated on day 33 in this 
experimental group (p < 0.05). The hematological values nor cholesterol levels were 
influenced by the biological supplements to any larger extent. The growth of bursa 
Fabricii and spleen was not significantly influenced either even though the differences 
were increasing with age in favor of the experimental birds.

Chlorella vulgaris; brever’s yeast; colostrum; lymphatic tissue; leucocytes
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BIOKLÍMA VÝKRMNÉ BROJLEROVÝCH KURČIAT 
A JEJ VPLYV NA MYKOTICKÚ KONTAMINÁCIU

E. Čon ková

Univerzita veterinárskeho lekárstva, Košice

V priebehu jedného výkrmového turnusu brojlerových kurčiat boli sledované vzá- 
jomné súvislosti medzi bioklimatickými parametrami maštaTného prostredia a vý­
skytem mikroskopických húb. Z maštaTného vzduchu boli vykultivované xerofilné 
aj hydrofilné druhy mikroskopických húb. Ich přítomnost’ bola ovplyvnená pre- 
dovšetkým hlavnými zdrojmi kontaminácie maštaTného prostredia - krmnými zme- 
sami a podstielkou. V krmných zmesiach boli diagnostikované skladištné druhy . 
mikroskopických húb (penicíliá, aspergily), ako aj poTné druhy (fuzária, alternárie). 
Na začiatku turnusu dominovali hlavně xerofilné penicilínové druhy. Na konci 
turnusu převládali kvasinky. Vo vyšetřovaných vzorkách prachu najváčšiu frekven- 
ciu výskytu mal rod Penicillium.

výkrm kurčiat; bioklíma; zdroje mikromycét; obsah NH3 a CO2 vo vzduchu

Dosahovanie maximálnej úžitkovosti a udržanie dobrého zdravotného stavu 
hydiny je podmienené nielen úspěšnou STachtiteTskou prácou a genetickými vlast- 
nostámi hydiny, ale aj tvorbou optimálneho maštaTného prostredia. Dfiležitými 
faktormi bioklímy sú: teplota, relativná vlhkost’, prúdenie vzduchu, chemické 
a bakteriálně zloženie vzduchu. Významná úlohu zohráva aj kontaminácia pro­
stredia mikroskopickými hubami, ktoré vo vhodných podmienkach prostredia sú 
schopné nielen sa rozmnožovat’, ale aj negativné ovplyvniť zdravie hospodář­
ských zvierat. Pósobením mikroskopických húb v organizme zvierat mdže dójsť 
ku vzniku mykóz. Ochorenia však m6žu byť vyvolané aj sekundárnými metabo- 
litmi mikroskopických húb, toxínmi, účinkom ktorých vznikajú mykotoxikózy.

Zdrojem mikroskopických húb v maštaTnom prostředí je predovšetkým krmi- 
vo a podstielka, ale na přenose sa móžu zúčastnit’ aj vtáci, hlodavci, ako aj 
ošetrujúci personál (G e d e к , 1980).

CieTom práce bolo sledovat’ a vyhodnotit’ maštaTnú mikroklímu vo vztahu 
к mykotickej kontaminácii prostredia na hydinárskej farme zameranej na chov 
výkrmových brojlerových kurčiat.
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MATERIÁL A METODA

V priebehu-jedného výkrmového tumusu brojlerových kurčiat od 28. 4. do 
11.6. 1993 bola v týždňových intervaloch ambulantně vyšetřovaná denná dyna­
mika bioklimatických parametrov. V sledovanom objekte bolo na podstielke 
umiestnených 12 000 kurčiat s biologickým zařazením 24 ks/m2. Podstielku, 

ktorá bola založená tesne před osadením haly vo výške 5-10 cm, tvořili hobliny 
z makkého dřeva. Meraniami sa zisťoval stav teploty, relatívnej vlhkosti vzduchu, 
obsah CO2 a NH3. Na stanovenie mykotickej kontaminácie boli odoberané 
vzorky krmných zmesí, podstielky a sedimentovaného prachu.

Relativná vlhkost’ a teplota boli merané digitálnym termohydrometrom (Therm 
2286-2) v dvojhodinových intervaloch (8,00; 10,00; 12,00; 14,00; 16,00). Pří­
tomnost’ CO2 v maštaTnom vzduchu sa stanovovala titračnou metódou a NH3 
farebnou reakciou pH papierikov (Para a kol., 1991). Koncentrácie maštaTných 
plynov boli zisťované o 8,00; 12,00 a 16,00 hodině. Merania boli vykonávané na 
troch miestach pozdížnej stredovej osi maštale.

Počet mikroskopických húb v 1 m3 maštarného vzduchu bol stanovovaný se- 

dimentačnou metódou na troch miestach haly a přepočítaný vzorcom podl’a 
Spurného (1961).

Vzorky krmných zmesí boli odoberané z dvoch zásobníkov umiestnených 
v hale. Podstielka bola vyšetřovaná tiež vždy z troch miest haly. Na získanie 
prachového sedimentu boli použité hliníkové fólie o rozmeroch 50 x 50 cm, na 
ktoré sa prachový spád zachytával po dobu jedného týždňa.

Kvantitativné stanovenie fungálnej kontaminácie krmných zmesí, podstielky 
a prachu sa vykonávalo metódou desatinového riedenia. 10% suspenzia vzorky, 
ktorá bola základem pre rad riedení 10"2 až 10"4, sa pretrepávala dve hodiny. Na 

riedenie sa používala sterilná peptónová voda. Banky a pipety použité pri riedení 
boli sterilně. Z jednotlivých riedení sa odoberal 1 ml a po 0,5 ml sa inokulovalo 
na povrch Sabouraudovho agaru v dvoch Petriho miskách. Po 5-7 dňoch kulti- 
vácie pri teplote 21 °C sa spočítali kolónie a určil sa počet spór přepočítaný na 
1 g vyšetrovanej vzorky.

Kvalitativně mykologické vyšetrenie sa robilo metódou posypu. Sterilnou ly- 
žičkou sa na povrch Sabouraudovho agaru naniesla tenká vrstva vyšetřovaného 
materiálu. Inkubácia prebiehala pri teplote 21 °C a po štyroch dňoch sa vzorky 
posudzovali. Mikroskopická identifikácia jednotlivých rodov umožnila zistenie 
najčastejšie sa vyskytujúcich mikroskopických húb.

VÝSLEDKY

Dynamiku teploty, relatívnej vlhkosti, CO2 a NH3 počas sledovaného obdobia, 
ako aj počet mikromycét v 1 m3 maštafného vzduchu dokumentuje tab. I. Od 2. 

do 6. týždňa veku kurčiat bol zaznamenaný postupný nárast mikroskopických
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I. Dynamika sledovaných fyzikálnych, chemických a biologických faktorov prostredia pri 
výkrme brojlerov - Dynamics of monitored physical, chemical and biological factors of envi­
ronment in fattening of broilers

Dátum mera- 
nia* (týždeň 
tumusu)2

Čas 
merania3 

(h)

Teplota4

CO

Relativní 
vlhkost’5 

(%)

co2

(%)

NH3

(ppm)

Počet mikrosko­
pických húb6 

(h.j./m3)
8,00 23,1 47,5 0,28 0 159

28. 4. 10,00 25,0 44,0 - - 477
12,00 25,0 45,2 0,21 0 954(1. týždeň)7
14,00 27,0 47,0 795
16,00 27,3 50,1 0,38 0 556
8,00 23,4 41,0 0,46 5 318

6. 5.
(2. týždeň)8

10,00 26,2 45,6 - - 397,5
12,00 26,9 47,0 0,35 5 556
14,00 27,0 43,9 - - 238
16,00 26,4 44,0 0,51 10 318
8,00 23,9 58,0 0,54 10 798

13. 5. 10,00 24,3 64,0 - - 477
12,00 25,1 56,0 0,45 15 • 159(3. týždeň)9
14,00 24,0 60,9 556,5
16,00 25,0 62,1 0,40 50 954
8,00 20,6 59,0 0,40 15 1 431

21. 5.
(4. týždeň)10

10,00 22,0 63,0 - - 8 745
12,00 22,5 56,0 0,33 15 1 828,5
14,00 20,0 59,0 - - 4 770
16,00 19,0 55,0 0,48 20 6 678
8,00 18,0 55,8 0,31 20 2 067

TI. 5.
(5. týždeň)11

10,00 20,6 60,3 - - 4 314
12,00 20,3 58,5 0,21 20 4 293
14,00 24,3 60,1 - - 3 816
16,00 25,3 63,2 0,38 20 5 008
8,00 18,0 68,5 0,43 20 1 431

4. 6.
10,00 20,0 69,0 - - 2 558
12,00 22,0 70,0 0,38 10 2 475(6. týždeň)1"
14,00 20,0 70,0 - 1 325
16,00 19,6 72,1 0,46 20 524
8,00 19,9 68,0 0,53 20 398

11. 6. 10,00 20,0 70,0 - - 524
12,00 22,3 72,5 0,53 35 747(7. týždeň)13
14,00 22,6 70,0 - - 463
16,00 20,6 68,2 0,43 50 754

'date of measurement, 2week of cycle, 3time of measurement, 4temperature, 5relative humidity, 
6number of moulds, 71st week, 82nd week, 93rd week, 104th week,1 5th week, 126th week, 137th 
week
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hub. Najvyššie počty boli zachytené v 4. až 5. týždni. Teplota prostredia sa 
v tomto období ustálila, ale postupné sa zvyšovala vlhkost’ prostredia.

Tab. II udává prehfad o počtoch mikroskopických húb v 1 g kfmnej zmesi, 
podstielky a prachu. Zároveň poskytuje prehfad o najčastejšie sa vyskytujúcich 
druhoch mikroskopických húb.

Fungálna kontaminácia krmných zmesí В R 1 (sypká forma) bola v porovnaní 
s kňnnymi zmesami BR 2 a BR 3 (granulovaná forma) vyššia. Kontaminácia 
prachového spádu kolísala v závislosti od výskytu mikroskopických húb 
v kťmnych zmesiach a podstielke. Počty mikroskopických húb v podstielke 
i v prachu, vyšetřených riediacou ako aj posypovou metódou, mali ku konců 
turnusu (2,7.10s až 0) klesajúcu tendenciu.

Výskyt mikromycét do určitej miery mohli ovplyvniť aj maštalhé plyny. Vo vlhkom 
prostředí, pri zvýšení CO2 a NH3 v poslednom týždni turnusu klesal počet mikrosko­
pických húb vo vzduchu, v podstielke i v sedimentovanom prachovom spáde.

6 7 týždert .
turnusu

1. Hodnoty CO2 a NH3 v maštaFnom vzduchu a počet mikroskopických húb v 1 m3 vzduchu 
namerané v priebehu turnusu - The values of CO2 and NH3 in stable air and the number of 
microscopic moulds per 1 m3 of air measured in the course of the cycle

'week of cycle
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II. Výskyt mikroskopických húb v 1 g kfmnej zmesi, podstielky a prachu - Occurrence of moulds in 1 g of feeding mixture, litter, and dust

Dátum 
odběru1

Kfmna zmes3 Podstielka4 Prach5

Druh 
kfmnej 
zmesi2

Celkový počet 
mikroskopických 

húb6 
(h-j-Zg1)

Druhy 
izolovaných 

mikroskopických 
húb7

Celkový počet 
mikroskopických 

húb 
(h.j./g‘)

Druhy 
izolovaných 

mikroskopických 
húb

Celkový počet 
mikroskopických 

húb 
(hj./g*)

Druhy 
izolovaných 

mikroskopických 
húb

28. 4. BR1 4,0.103 M. sp.
F. sp.
P. sp.

2,7.10s Cl.sp. 
Asp.
M. sp.

- -

6. 5. BR1 6,0.103 A. fumigatus
M. sp., P. sp.
Rh. sp.

8,0.104 M. sp.
P. sp.
A. fumigatus

2,0.10s P. sp.
A. fumigatus

13. 5. BR1+BR2 9,0.103 A. flavus
A. fumigatus
A. niger, Rh. sp.
M. sp„ P. sp.

3,0.104 M. sp., P. sp.
Cl. sp.

2,0.102 P. sp.

21. 5. BR2 2,0.103 M. sp., P. sp. 4,0.104 P. sp.. Cl. sp. 2,0.105 P. sp.
27. 5. BR2 1.5.103 M. sp., P. sp. 6,0.102 P. sp., kvasinky8 5,0.10s P. sp., M. sp.

4. 6. BR2 4,0.102 M. sp., AI. sp., 
Rh. sp. 0 kvasinky 3,0.10s P. sp., kvasinky

11. 6. BR3 2,0.103 M. sp., P. sp. 0 kvasinky 0 kvasinky

A. - Aspergillus, Al. - Alternaria, Cl. - Cladosporium, F. - Fusarium, M. - Muco, P. - Penicillium, Rh. - Rhizopus

’date of sampling, 2type of feeding mixture, 3feeding mixture, 4litter, 5dust, 6total number of moulds, 7species of isolated moulds, 8yeasts



Obr. 1 znázorňuje výkyvy hodnöt CO2 a NH3, ako aj počty mikroskopických 
húb v maštalhom vzduchu v priebehu celého sledovaného turnusu. V 4.-5. týždni 
dosiahol počet mikromycét vrchol, v 6.-7. týždni je zaznamenaný ich pokles.

DISKUSIA

Mikroskopické huby pre svoj rast a rozmnožovanie vyžadujú určité pod- 
mienky prostredia. Maštalhé prostredie zamerané na výkrm brojlerových kurčiat, 
kde optimálna relativná vlhkost’ má dosahovat’ 50-70 % a teplota vzduchu 
s postupné klesajúcou tendenciou 35-18 °C (Peter, 1986) vytvára optimálně 
podmienky pre rast a rozmnožovanie váčšiny mikroskopických húb.

Z literámych údajov (G e d e к, 1980) vyplývá, že v takomto prostředí sa 
mOžu nachádzať psychrofílné druhy mikroskopických húb s optimálnou teplotou 
rastu 20-25 *C. Najvýznamnejšími zástupcami sú fuzáriové druhy a Cladospo- 
rium. Z mezofílných dnihov, u ktorých je optimum rastu 25-35 *C sa tu m6že 
dariť dvom najrozšírenejším mikromycétam, za ktoré Böhm (1989) považuje 
Aspergillus a Penicillium. Tiež m6že byť zaznamenaná aj přítomnost’ fakultativně 
termotolerantných druhov s optimom rastu 30-40 *C, ku ktorým Cooney a 
Emerson (1964) zaraďujú například zástupcov rodu Rhizopus a niektoré 
aspergily (A. fumigatus, A.flavus, A. niger).

Výskyt mikroskopických húb v maštalhom prostředí do určitej miery móže 
byť ovplyvnený aj maštalhými plynmi. Maximálna přípustná hodnota pri odchove 
brojlerov pre CO2 je 0,25 % a pre NH3 20 p.g/m3 (Peter, 1986). Hlavným 

zdrojom NH3 v maštali je trus a podstielka. Na produkcii CO2 sa podiefajú pre- 
dovšetkým zvieratá. Enormně vysoké osadenie kurčiat (24 ks/m2) určité přispělo 
к zvyšovaniu koncentrácie týchto plynov. Podfa pozorovaní autorov Grase­
n а с к a Strohschein (1988) optimálně rozpätie osadenia je 19,0 až 
20,5 ks/m2. Vyššia hustota (22 a viac kurčiat) vedie spravidla к neefektívnemu 
využitiu krmivá, poklesu jatočnej hmotnosti а к zvýšenému úhynu kurčiat. Sle­
dovat’ tieto údaje však nebolo ciefom tejto práce.

Lilly a Barnett (1951) poukázali na schopnost’ klíčenia mikrosko­
pických húb bez přítomnosti O2 za přítomnosti N2. В e r n á t a i. (1986) zistili, 
že v obilí uskladnenom v atmosféře s N2 sa počet mikromycét zvýšil, pričom 
v atmosféře s CO2 sa udržiaval na najnižšej úrovni. Určitá koncentrácia CO2 vo 
vzduchu móže spomaliť rýchlosť rastu niektorých mikroskopických húb, alebo 
dokonca viesť к úplnej inhibícii rastu (Böhm, 1989).

Pri porovnaní získaných údajov s grafickým znázorněním mdžme konštatovať 
platnost’ týchto tvrdení aj v maštalhom prostředí. V období 3.-4. týždňa veku 
kurčiat narastal počet mikromycét a súčasne bol zaznamenaný aj zvýšený obsah 
NH3 v maštalhom vzduchu. Pribúdaním CO2 počet mikromycét v prostředí klesal.
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Ďalším dóležitým faktorom pre rast a klíčenie spór mikroskopických húb je 
vlhkost’ substrátu a prostredia. Weissbach а К w e 11 a (1986) zistili, že 
pre rast niektorých druhov rodu Aspergillus je rozpätie 13,5-18,9 % a pre Peni­
cillium 16,5-19,4 % optimálnou hranicou vlhkosti v substráte. Relativná vlhkost’ 
prostredia móže přesahovat’ aj 85 %, pričom bol zachytený rast niektorých mikro­
skopických húb (Jesenská, 1987).

V závislosti od nárokov na obsah vody v prostředí a v substráte m6žu domi­
novat’ xerofilné alebo hydrofilné druhy mikroskopických húb. Za extrémně xero­
filné druhy Chelkowski (1991) považuje například Eurotium sp. 
a Aspergillus restrictus. Mierne xerofilné sú reprezentované A. candidus aA.fla- 
vus. К slabo xerofilným priraďuje například A. fumigatus. Tieto typy mikrosko­
pických húb charakterizuj ú niektorí autoři (G e d e к, 1980; Weissbach, 
1989) ako „skladištné“ plesne. Pri zvýšení obsahu vody v prostředí a v substráte 
je umožněný rozvoj hydrofilných húb. G e d e к (1980) ich charakterizuje ako 
„poíné“ plesne a zaraďúje к nim rody: Alternaria, Epiccocum, Cladosporium, Hel- 
mintosporum a Fusarium.

Vyšetřením bolo zistené, že v prostředí haly slúžiacej na odchov brojlerových 
kurčiat, ako aj v substrátoch (kfinne zmesi, podstielka) boli zastúpené xerofilné 
aj hydrofilné mikroskopické huby. V sedimentovanom prachu dominovali peni- 
cíliá a mukorovité druhy. Menej sa vyskytovali Cladosporium, Alternaria a Asper­
gillus. Z odobraných vzoriek prachu vyšetřovaných riediacou metódou boli 
najčastejšie diagnostikované penicíliá. V kfinnych zmesiach prevažnú časť tvořili 
Mucor, Rhizopus, Penicillium, Aspergillus, ale aj Alternaria a Fusarium.

Z 1 g vyšetrovanej podstielky boli izolované hlavně Penicillium, Mucor a Cla­
dosporium. Před ukončením turnusu dominovali predovšetkým kvasinky. Zároveň 
sa v podstielke znižoval počet mikroskopických húb. Dá sa předpokládat’, že 
neošetrovaním podstielky a pribúdaním trusu určitú úlohu zohrali aj baktérie, 
ktoré svojou biologickou aktivitou přispěli к vytvoreniu podmienok nepriazni- 
vých pre rozmnožovanie mikroskopických húb.

Na základe uvedených poznatkov je možné konštatovať, že poznanie vzá­
jemného posobenia fyzikálnych, chemických a biologických faktorov umožní 
vytvárať stále priaznivejšie prostredie pre chov hospodářských zvierat.
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Consequences between climate parameters of stable environment and mould 
occurrence were monitored during one fattening cycle. Xerophilic and hydrophilic 
species of moulds were diagnosed in the stable air. Their presence was especially 
influenced by contaminated feeding mixtures and litter. Mostly the „storage“ species 
of moulds (Penicillium, Aspergillus) but also the „field“ species (Fusarium, Alterna- 
ria) were isolated from the feeding mixtures. Xerophilic Penicillium species as well 
as hydrophylic species, e.g. Cladosporium dominated in litter in the beginning of the 
cycle. Yeasts dominated in the end of the cycle. In examinated samples of sedimented 
dust, the highest frequency of occurrence was in Penicillium germs.
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EPIZOOTOLOGDE A PATOGENEZE AVIÁRNÍ MYKOBAKTERIÓZY 
HAVRANA POLNÍHO (CORVUS FRUGILEGUS)

K. Hejlíček, F. Třemi, L. Černý

Vysoká škola veterinární a farmaceutická. Brno

V průběhu let 1966-1985 byl sledován výskyt aviární mykobakteriózy u havrana 
polního (C. frugilegus). Bylo vyšetřeno patologickomorfologicky a kultivačně 
188 jedinců ulovených ve třech různých lokalitách České republiky. Patologickoa- 
natomické změny byly nalezeny u pěti havranů (2,6 %), M. avium izolováno 
z 10 havranů (5,3 %). Pozitivní nálezy se vyskytovaly v každé vyšetřované lokalitě. 
Vnímavost havrana к infekci M. avium byla pak ověřena experimentálními infekce­
mi. Po intramuskulární infekci suspenzí M. avium byly nalezeny makroskopické 
tuberkulózní změny v místě vpichu, histologické změny na začátku pokusu (12. až 
35. den) v játrech a ve slezině. Mykobakterie byly izolovány z různých orgánů 
a tkání, častěji na začátku pokusu. Perorální infekcí krmivém kontaminovaným 
játry tuberkulózního kúra se nepodařilo vyvolat tuberkulózní změny a jen ojedinělý 
byl průkaz M. avium po 157 dnech z orgánů. Kontakt havrana polního s tuberku- 
lózním kurem nevedl po 238 dnech ke vzniku tuberkulózních změn a ani nebyly 
prokázány ve tkáních havranů mykobakterie. Podle výsledků experimentálních 
infekcí je havran polní ve srovnání např. s vrabcem domácím, vrabcem polním 
a bažantem obecným velmi resistentní к infekci M. avium. Poměrně častý výskyt 
tuberkulózních procesů či mykobakterií u havranů polních ulovených ve volné 
přírodě je pravděpodobně podmíněn možností opakovaného, častého kontaktu 
havrana polního s kontaminovaným prostředím při jeho větší délce života. Havrana 
polního nutno považovat za významný zdroj mykobakterií zejména tam, kde jedinci 
přicházejí ve větších počtech do kontaktu s krmivém pro domácí zvířata.

havran polní (Corvus frugilegus)-, aviární mykobakierióza; epizootologie; patogeneze

Volně žijící ptáci se mohou významným způsobem podílet na šíření a cirkulaci 
aviárních mykobakterií. Pozornost je věnována především synantropním druhům, 
přicházejícím celoročně nebo sezónně do přímého či nepřímého kontaktu s do­
mácími zvířaty. Jedním z nich je i havran polní (Corvus frugilegus), zimující 
v některých oblastech České republiky v hojných počtech v období od října do 
března. Havrani zalétají do těsné blízkosti stájí pro zvířata, zejména ke zdrojům 
krmiv jako jsou např. silážní jámy. Při tom značně kontaminují prostředí svými 
exkrementy a mohou tak přenášet a šířit různé původce infekčních chorob, mezi 
nimi i aviární mykobakterie.

Tuberkulózu havrana polního popsala řada autorů (Riegler, 1917; 
Bohl, 1925; Plum, 1942; McDiarmid, 1948; Wilson, 1960; 
Švrček aj., 1966; Rankin a McDiarmid, 1966; Michajlova,
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1976; Kov ač i č aj., 1985; Kováč ič a L а с к o v i č , 1986). Po­
zornost bylavěnována i rozšíření tuberkulózy, resp. mykobakterií v populacích 
havrana. Riegler (1917) vyšetřil 25 havranů a u pěti zjistil tuberkulózu. 
Plum (1942) vyšetřil sedm jedinců a v jednom případě prokázal mykobakterie. 
Rankin a McDiarmid (1966) nalezli tuberkulózu u 10 % vyšetřova­
ných ptáků. К o v a č i č aj. (1985) při objasňování výskytu aviámí mykobakte- 
riální infekce na farmě prasnic prokázali tuberkulózní změny u jednoho z 23 
vyšetřených havranů. Z havranů izolovali stejný sérotyp M. avium jako z tuberku- 
lózních změn prasat. Uvedené údaje ukazují na značný výskyt tuberkulózy, resp. 
aviámích mykobakteriálních infekcí u havrana polního. Nesetkali jsme se však 
s prací, zkoumající vnímavost havrana к aviámím mykobakteriím a patogenezi 
procesu.

Cílem naší práce bylo sledovat v průběhu delšího časového období a na růz­
ných místech České republiky výskyt tuberkulózních změn, resp. aviámích 
mykobakterií v populaci havrana polního. Experimentálními infekcemi u odchy­
cených jedinců pak studovat vnímavost havrana к aviámím mykobakteriím 
a nástup změn v jednotlivých orgánech a tkáních.

MATERIÁL A METODY

V letech 1966-1985 jsme vyšetřovali patologickomorfologicky a kultivačně 
188 havranů polních, získaných odstřelem ve třech lokalitách. Naše sledování 
jsme konali v okolí dvou odchytových středisek pematé lovné zvěře, kde by 
infikovaní havrani mohli být nebezpečným zdrojem M. avium pro chované ptáky. 
Dále pak v prostoru, kde byl budován velkokapacitní kravín pro 2000 dojnic 
a v okolí silážních jam, kde byl předpoklad vzniku četných potravních možností 
pro havrana. Havrani polní к experimentální infekci byli získáni odchytem po 
omámení narkotikem (alfa glukochloralóza) podaným v potravě.

К experimentální intramuskulární infekci bylo použito suspenze kmene 
M. avium sérotyp 2, v dávce 1 mg/kg ž. h., izolovaného z tuberkulózního kina 
domácího. Kmen vyvolával u kúra domácího v dávce 1 mg/kg ž. h. (í. m.), ge- 
neralizovanou tuberkulózu.

К perorální infekci bylo použito krmivo kontaminované tuberkulózně změně­
nými játry kúra domácího (9 dílů krmivá + 1 díl jater). Izolované mykobakterie 
ze změněných jater byly typizovány jako M. avium sérotyp 2.

Ke kontaktní infekci byl použit kur domácí z chovu infikovaného tuberkuló­
zou. Ptáci reagovali na tuberkulín a někteří jevili klinické příznaky onemocnění. 
Po ukončení pokusu byl kur usmrcen a vyšetřen. Izolované mykobakterie byly 
typizovány jako M. avium sérotyp 2.

Celkem bylo infikováno intramuskulámě 13 havranů, perorálně kontaminova­
ným krmivém osm havranů a kontaktem s tuberkulózním kurem osm havranů.
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Po intramuskulámí infekci, pokud dříve neuhynuli, byli havrani po skupinách 
usmrceni za 12-69 dnů, po perorální infekci kontaminovaným krmivém za 106 
až 157 dnů, po kontaktu s tuberkulózním kurem za 157-238 dnů.

Ptáci byli vyšetřeni patologickoanatomicky, jednotlivé orgány a tkáně kulti­
vačně a histologicky. Kultivováno bylo na tři zkumavky s půdou podle Petragna- 
niho a dvě zkumavky se sérovou půdou pro kultivaci mykobakterií. Kultivaci 
předcházela preparace suspendované tkáně 10% kyselinou sírovou po dobu 
20 minut s následnou neutralizaci 8% louhem sodným. Kultivace byla ukončena 
po dvouměsíční inkubaci v termostatu při teplotě 37 *C. Izolované kmeny my­
kobakterií byly dále určeny biochemicky a sérologicky (IHE Praha). Histologické 
řezy byly barveny hematoxilin-eosinem na průkaz specifické granulační tkáně 
a Ziehl-Neelsenem na průkaz mykobakterií.

VÝSLEDKY

VYŠETŘENÍ VOLNĚ ŽUÍCÍCH HAVRANŮ

Vyšetřením 188 jedinců havrana polního, ulovených ve třech lokalitách, resp. 
ve čtyřech obdobích byly prokázány vždy tuberkulózní změny nebo aviární my­
kobakterie (tab. I). Patologickoanatomické tuberkulózní změny, ve všech případech 
změny v játer a ve slezině, byly nalezeny u celého souboru ve 2,6 %, kultivací 
byly prokázány mykobakterie, typizované jako M. avium sérovar 2, v 5,3 %.

I. Výsledky patologickomorfologického a kultivačního vyšetření na aviární mykobakteriózu 
ulovených havranů polních (C. frugilegus) - The results of patho-morphological and culture 
examination for avian mycobacteriosis in the captured rooks (C. frugilegus)

Místo odchytu1 Rok2 Vyšetřeno 
ptáků3

Nález PA 
tbc změn4

Pozitivní 
kultivace5

Okolí odchytového 
střediska - Přerov6

1966
1968

39 1 1

Okolí odchytového 
střediska - Židlochovice7 1968 79 0 5

Okolí velkokapacitního 
kravína - Chropyně8

1977
1980

47 2 2

Okolí velkokapacitního 
kravína - Chropyně8

1981
1985

23 2 2

Celkem9 1966-1985 188 5 (2,6 %) 10 (5,30 %)

'place of capture, 2year, 3birds examined, 4finding of PA tbc lesions, Spositive culture, 6environs 
of the center of capture - Přerov, 7environs of the center of capture - Židlochovice, 8environs 
of a large cowshed - Chropyně, ’total
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1. Výsledky patologickoanatomického, histologického a kultivačního vyšetření havrana polního 
(C. frugilegus), infikovaného intramuskulámě suspenzí M. avium (1 mg/kg ž.h.) - The results 
of patho-anatomic, histological and culture examination of the rook (C. frugilegus), intramuscu­
larly infected with M. avium suspension (1 mg/kg l.w.)
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Vysvětlivky - Explanations:

A

beze změn - without changes 
histologické změny
- histological changes 
izolované tbc změny
- isolated tuberculous changes 
miliárni tbc - miliar tuberculosis

nevyšetřeno - unexamined

úhyn - mortality

В

negativní - negative

do 20 kolonií - up to 20 colonies

nad 20 kolonií - above 20 colonies

souvislý porost - continuous stand 

kontaminace - contamination 

nevyšetřeno - unexamined
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EXPERIMENTÁLNÍ INFEKCE

Po intramuskulární infekci (obr. 1) vznikly makroskopické tuberkulózní změ­
ny (kaseózní ložiska) pouze ve svalovině v místě vpichu od 12. dne. U části ptáků 
pak byly nalezeny histologické změny (specifický granulační zánět a mykobakte­
rie) v játrech a ve slezině, převážně za 12 a 21 dnů po infekci. Kultivací byly 
prokázány mykobakterie již od 12. dne po infekci z různých orgánů a tkání. 
Intenzivnější a častější kultivační záchyt byl pozorován opět v počátečních obdo­
bích po infekci.

Perorální infekce kontaminovaným krmivém nevedla ani u jednoho z pokus­
ných havranů ke vzniku tuberkulózních změn. Pouze v jednom případě se poda- 
ňlo z prsního svalu a jater za 157 dnů po infekci izolovat mykobakterie.

V pokusu, kdy byli havrani vystaveni 238 dnů kontaktu s tuberkulózním ku­
rem, ani u jednoho ptáka nebyly nalezeny tuberkulózní změny, ani prokázány 
mykobakterie.

U každé experimentální skupiny byla založena kontrolní skupina. Po skončení 
pokusů byli kontrolní jedinci usmrceni a vyšetřeni s negativním výsledkem.

DISKUSE

Význam havrana polního jako šiřitele původců infekčních onemocnění je dán 
několika okolnostmi. Jako migrující druh má možnost se infikovat různými mi­
kroby v prostředí značně vzdáleném a nám epizootologicky neznámém. Vzhle­
dem к velkému počtu vyskytujících se jedinců a relativně větší tělesné hmotnosti 
může velmi intenzivně kontaminovat prostředí. Epizootologický význam infiko­
vaných ptáků je násoben i jejich dlouhověkostí, umožňující zejména při chro­
nicky probíhajících chorobách, jako je např. aviámí mykobakterióza, dlouhodobě 
působit jako zdroj. Z tohoto důvodu jsme také věnovali pozornost havranu polní-

L = ledviny - kidneys
A = dynamika vývoje patologickoanatomických a histologických tbc změn - dynamics of 

development of patho-anatomical and histological tuberculous changes
В = kultivační vyšetření - cultivation examination
dnů - days

Vysvětlivky к obr. 1 - Explanations to Fig. 1:

Sv = sval - muscle St = střevo — intestine
Ja = játra—liver PO = pohlavní orgány - sexual organs
SI = slezina — spleen KD = kostní dřeň - bone marrow
Pl = plíce — lungs M = mozek - brain
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mu v souvislosti se zdroji aviámích mykobakterií. Ve všech třech, resp. čtyřech 
vyšetřeních v průběhu 20 let jsme u havranů nalezli tuberkulózní změny či my­
kobakterie v procentech odpovídajících, či o něco nižších, údajům různých auto­
rů (Riegler, 1917; Plum, 1942; Rankin a McDiarmid, 1948; 
К o v ač i č aj., 1985). Lze tedy epizootologickou situaci ve výskytu aviární 
mykobakteriózy u havrana polního na území České republiky považovat za při­
měřenou v porovnání s jinými státy. Nález mykobakteriální infekce v jednotlivých 
částech sledovaného období svědčí o konstantnosti výskytu nákazy v populaci 
havrana polního. Je ho tedy možno na území České republiky považovat za 
významný, dlouhodobě se vyskytující zdroj aviámích mykobakterií. Infikovaní 
jedinci nemusí ve všech případech vykazovat patologickomorfologické změny, 
jak jsme měli možnost prokázat u pěti havranů z lokality Židlochovice. Stejný 
poznatek jsme učinili při experimentální infekci havranů kontaminovaným krmi­
vém, kdy jsme izolovali mykobakterie ze svaloviny a jater, přičemž patomorfo- 
logický nález byl negativní. ,

Pravidelný a relativně častý výskyt tuberkulózních změn a aviámích myko­
bakterií u havrana polního nás vedl к záměru ověřit experimentálními infekcemi 
vnímavost tohoto druhu к infekci M. avium. Při různých způsobech infekce (intra- 
muskulární, perorální, kontaktem) jsme měli možnost prokázat vysokou resistenci 
havrana polního к aviámím mykobakteriím. Ani po intramuskulární infekci 
suspenzí M. avium se nám nepodařilo vyvolat, s výjimkou místa vpichu, makro­
skopické tuberkulózní změny. Při tom použitá dávka 1 mg/kg ž. h. vede u kúra 
domácího již za 21 dnů po infekci ke vzniku makroskopických změn v játrech 
(H e j 1 í č e к , 1976). Histologické změny a průkaz mykobakterií z různých 
orgánů a tkání byly častější a výraznější na začátku pokusu, tj. u havranů usmrce­
ných za 12, resp. 21 dnů. Později (za 35 a 65 dnů) nálezů, resp. průkazů ubývalo. 
I to svědčí pro značnou resistenci havrana polního к infekci M. avium. Další dva 
pokusy, tj. perorální infekce kontaminovaným krmivém a infekce kontaktem s tu- 
berkulózním kurem domácím vyzněly, s výjimkou kultivačního průkazu myko­
bakterií z jednoho havrana, negativně. Zejména závažný je poznatek, že ani po 
238 dnech kontaktu s tuberkulózním kurem ve voliéře nedošlo к přenosu aviár- 
ních mykobakterií z kúra na havrana. Vzniká tedy otázka, jak je možné, že se 
u havrana polního, velmi resistentního к experimentální infekci M. avium, nachá­
zejí relativně tak často tuberkulózní procesy či aviární mykobakterie. Vysvětlení 
lze hledat v tom, že havran polní při svém dlouhém věku má možnost často 
a opakovaně přicházet do styku s prostředím chovů drůbeže kontaminovaným 
M. avium. A právě tento často opakovaný kontakt může způsobit vznik aviární 
mykobakteriózy u jinak velmi rezistentního druhu.
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HEJLÍČEK, К. - TREML, F. (University of Veterinary and Pharmaceutical Sciences, 
Brno):
Epizootoiogy and pathogenesis of avian mycobacteriosis in the rook 1Corvus frugile­
gus).

Vet. Med. - Czech., 39, 1994 (6): 337-344.

The occurrence of avian mycobacteriosis in the rook (C. frugilegus) was investi­
gated in the years 1966-1985. A total of 188 birds captured at three localities of the 
Czech Republic were subjected to patho-morphological examination and to culture 
examination. Patho-anatomic lesions were observed in five rooks (2.6%), M. avium 
was isolated from 10 rooks (5.3%). Positive findings occurred in each examined 
locality.

Rook sensitivity to M. avium infection was tested by experimental infections. After 
intramuscular infection with M. avium suspension macroscopic tuberculosis lesions 
were found out at the place of puncture, histological lesions in liver and spleen at the 
beginning of the trial (days 12 - 35). Mycobacteria were isolated from particular 
organs and tissues, more frequently at the beginning of the trial. Peroral infection by
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feed contaminated with liver of tuberculous fowl failed to induce tuberculous lesions, 
while a proof of M. avium from the organs was the only one after 157 days. The 
contact of the rook with the tuberculous fowl did not lead to the origin of tuberculous 
lesions after 238 days nor were the mycobacteria proved in the rook tissues.
. In comparison with é.g. the house sparrow, tree sparrow and pheasant, the rook is 
very resistant to M. avium infection according to the results of experimental infec­
tions. A relatively frequent occurrence of tuberculous processes or of mycobacteria 
in the rook captured in the open area is probably conditioned by a possibility of 
repeated, frequent contacts of the rook with the contaminated environment during its 
longer life.

The rook should be taken as an important source of mycobacteria, particularly at 
the localities where larger numbers of rooks come into contact with feed for domestic 
animals.

rook (Corvus frug Hegus); avian mycobacteriosis; epizootology; pathogenesis
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BAKTERIOLOGICKÝ, MYKOLOGICKÝ A PARAZITOLOGICKÝ 
PRIESKUM KONTAMINÁCIE BITÚNKOVÝCH ODPADOVÝCH 
VÓD*

* Výsledky boli získané při riešení grantu 132/93 Grantové] agentúry pre vedu.

P. Juriš1, J. Gulovič2, V. Lašanda3, V. Ružík3, P. Plachý1

lParazitologický ústav SAV, Košice
2Okresná veterinárna správa, Košice
3Štátny veterinárny ústav, Košice

Vykonal sa bakteriologický, mykologický a helmintologický prieskum bitúnkových 
odpadových v6d, ktoré vtekajú priamo do mestskej kanalizačně] siete. Zo vzoriek 
boli izolované baktérie Escherichia coli, Proteus sp., aeróbne sporuláty a skupina 
baktérií, ktoré zaraďujeme medzi gram negativné nefermentujúce tyčinky (najmä 
rody Pseudomonas a Alcaligenes). Rod Salmonella sa vo vyšetřovaných vzorkách 
kultivačně nezistil. Při mykologickom vyšetření boli vo vzorkách odpadových vod 
izolované rody: Mucor, Peacilomyces, Fusarium a druh Calenularia fuliginea. Z pa- 
razitámych zárodkov sa v odpadových vodách dominatne vyskytovali vajíčka Asca­
ris suum. Podstane menej boli diagnostikované rody resp. druhy parazitárnych 
zárodkov: Hymenolepis, Fasciola hepatica, Trichuris, Oesophagostomum, Isospora, 
Eimeria, Taenia (zapísané v zostupnom poradí podfa výskytu. Najvačší počet para­
zitárnych zárodkov vo vzorkách odpadových vdd sa v priebehu prevádzky zistoval 
v čase medzi 8,30 až 12,30 hodin.

životné prostredie; hygienické problémy; bitúnkové odpadové vody; zárodky bakté­
rií, plesní a parazitov

Odpadové vody z potravinářských podnikov (mliekárne, hydináme, bitúnky) 
sa významné podieFajú na celkových objemoch komunálnych odpadových vöd 
v urbánnych ekosystémoch. Okrem organického resp. anorganického znečištěni a 
sa v odpadových vodách prichádzajúcich do komunálnych čistiarní odpadových 
v6d (ČOV), nachádza značné množstvo mikroorganizmov, vrátane patogénov. 
Tieto prechádzajú v priebehu čistiarenských procesov najčastejšie do kalov, kde 
sa koncentrujú. Váčšie mikroorganizmy (vajíčka helmintov, oocysty a sporocysty 
protozoí) sú v ČOV zachytávané už v primárnom kale. Menšie mikroorganizmy 
(virusy, baktérie, kvasinky, plesne ap.) sa dostávajú až do biologických stupňov
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čistenia odpadových vód (Strauch a kol., 1980; Horák, 1991; R у b á - 
ř o v á , 1991).

Z hygienicko-epidemiologického hradiska majú osobitné postavenie tie odpa­
dové vody z potravinářských podnikov (bitúnky), ktoré spracovávajú jatočné 
zvieratá. Pri jatočnom spracovaní zvierat odchádzjú ako odpad črevný obsah, krv, 
tělové sekréty ар. V nich sú aj zárodky virusových, bakteriálnych, mykotických 
a parazitárnych ochorení. Váčšina skór postavených bitúnkov nemá vybudovaná 
vlastnú ČOV, a tak tieto tekuté odpady odtekajú po čiastočnej sedimentácii pria- 
mo do kanalizačně] siete.

Aeróbna i anaeróbna stabilizácia, ako klasické a súčasne základné technolo­
gické spósoby čistenia odpadových vód v ČOV redukujú počty resp. infekcie- 
schopnosť váčšiny baktérií obligátně sa vyskytujúcich v kaloch. Technologický 
proces v ČOV prebieha prevažne v mezofilnej teplotnej oblasti, devitalizácia pa- 

togénov z vyššou tenacitou voči biotickým i abiotickým faktorom prostredia 
(enetrovírusy, protozoá, vajíčka helmintov) je preto problematická. Potvrdzujú to 
i naše laboratóme experimenty s prežívania neembryonovaných vajíčok Ascaris 
suum v priebehu aeróbnej mezofilnej stabilizácie tekutých exkremntov ošípaných 
(I u r i š a i., 1993). Po 54 hodinách stabilizácie bolo devitalizovaných len 32 % 
modelových vajíčok. Naproti tomu testované baktérie Salmonella typhimurium 
přežívali len do 32 hodin. Podobný problém je pri eliminácii vírusov. Tak napr. 
В i 11 o n a i. (1984) uvádzajú, že virusy v odpadových vodách nie sú odstránené 
běžnými čistiarenskými technológiami.

MATERIÁL A METODA

V jamom období v roku 1993 sme zistbvali kontaminovanosť odpadových vód 
vytekajúcich z prevádzok bitúnku (kde sa nachádza tiež sanitný bitúnok) zá- 
rodkami baktérií, plesní a parazitov. Vzorky odpadových vód sme odoberali dva­
krát mesačne, v dopoludňajších hodinách, v dvojhodinových intervaloch (páť 
odberov za deň). Tekutú vzorku určenu na vyšetrenie sme dostali po 30-minúto- 
vej sedimentácii 10 1 objemu a následnom zliatí supernatantu do objemu 
1 000 ml. Vzorky boli potom laboratóme spracované. Kvantitativné aj kvalita­
tivně bakteriologické vyšetrenia odpadových vód sme robili běžnými mikrobio­
logickými metódami a postupmi (ČSN 83 051). Na kvantitativné vyšetrenie sme 
použili laktózový agar (Imuna). Pomocou tohto média sme zisťovali len tie bakté­
rie přítomné v odpadových vodách, ktoré sú schopné vyrásť v 2% laktózovom 
agare o pH 7 až 7,2 pri teplote 37 °C. Kvalitativně vyšetrenie sme zamerali najmä 
na přítomnost’ hygienicky významných baktérií rodu Salmonella. Ako selektívne 
médium sme použili Endoagar a XLD agar (Imuna). Ako pomnožovacie médium 
sa použila Kauffmanova tekutá póda (Imuna).
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Na mykologické vyšetřeme odpadových vód sme použli na Czapek-Doxov 
agar (Imuna) a Sabouradov agar (Imuna). Vzorky odpadových vöd sme očkovali 
na Petriho misky s vyššie uvedeným médiom a po 5-dňovej inkubácii pri teplote 
22 *C sme plesne identifikovali.

Vajíčka helmintov zo vzoriek odpadových vöd (po ich 45-minútovej sedi- 
mentácii a zliatí supematantu) sme získávali flotačno-sedimentačnou metódou 
podTa Romanenka (1968) s použitím nasýteného roztoku sacharózy.

Odběry vzoriek odpadových vöd boli odoberané technikom za asistencie pra­
covníka štátnej veterinárno-hygienickej služby na bitúnku v uvedených dňoch 
a vykonali sa tieto vyšetrenia:
26.03.93: parazitologické
15.04.93: bakteriologické, parazitologické
26.04.93: bakteriologické, mykologické, parazitologické
11.05.93: bakteriologické, parazitologické
25.05.93: parazitologické

VÝSLEDKY

BAKTERIOLOGICKÉ A MYKOLOGICKÉ VYŠETRENIA:

Ako sme už uviedli vyššie, monitoring odpadových vöd z bitúnka bol z kvali- 
tatívneho aspektu zameraný najmä na důkaz přítomnosti baktérií rodu Salmonella. 
Tieto však v odebraných vzorkách neboli kultivačně preukázané. V sledovaných 
vzorkách bol pravidelné zaznamenaný výskyt baktérií rodov Escherichia a Pro­
teus, aeróbnych sporulárov a vefkej skupiny baktérií, ktoré zaraďujeme medzi 
gram negativné nefermentujúce tyčinky (najmä rody Pseudomonas a Alcaligens).

Pri kvantitatívnom hodnotení celkového počtu izolovaných baktérií bol u všet- 
kých odobratých vzoriek počet kolónií váčší ako 100 i v riedení 10'10. Sparný 
přepočet na vyšetřovaný objem 1 000 ml vzorky sme nevykonávali. Preto je 
v tab. I uvádzaný iba kvalitatívny záchyt baktérií.

Pri mykologickom vyšetření vzoriek bitúnkových odpadových vöd boli izolo­
vané rody resp. druhy Mucor, Paecilomyces, Fusarium, Calenularia fuliginea.

PrehTad identifikovaných baktérií a plesní je uvedený v tab. I.

PARAZITOLOGICKÉ VYŠETRENIA

Vo vzorkách odpadových vöd sa dominantně vyskytovali vajíčka rodu Ascaris. 
Podstatné menší výskyt sme zaznamenali u nasledovných vajíčok rodov resp. 
druhov (uvádzame ich v zostupnom poradí podTa výskytu: Hymenolespis, Fasciola 
hepatica, Trichuris, Oesophagostomum, Taenia. Z ostatných parazitárnych zá- 
rodkov sme vo vzorkách zistili aj výskyt oocýst rodov Isospora a Eimeria 
(tab. П). Z výsledkov uvádzaných v tab. Ill je zřejmé, že к najvyššej kontaminá-
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I. PrehFad hygienicky významných odchorení jatočných zvierat ipracovaných na sledovanom 
bitúnku v rokoch 1992 - 1993 - Survey of hygienically important diseases of slaughter animals 
processed in the given slaughterhouse in 1992 - 1993

Jatočné ošípané1
počet pozitívnych nálezov2

i Rok3
počet 

odporazených 
kusov4

Echinococcus sp. Mycoracterium tuberculosis 
(TBC)

prevalencia5 prevalencia5

ks % ks %
1992
1993

91 890
67 001

15
11

0,00001 
0,0164

r; 1 006 

880
1,09
1,31

Jatočný doby tok6
počet pozitívnych nálezov2 .

Rok3
počet 

odporazených 
kusov4

Fasciola hepatica Cysticercus bovis ?
prevalencia5 prevalencia5 í

ks % ks % !

1992
1993

17 919

12 549

1 100

622
6,13
4,95

223
138

1.24 i

1.09 j

’slaughter pigs, 2number of positive findings, 3year, 4number of slaughtered animals, 5preva- 
lence, Slaughter cattle

cii bitúnkových odpadových vöd parazitámymi zárodkami dochádza v čase 
medzi 8,30 až 12,30 hodin.

DISKUSIA

Z výsledkov mikrobiologického a parazitologického monitoringu bitúnkových 
odpadových v6d vyplývá, že do mestskej kanalizačnej siete sa dostává okrem 
organického znečistenia, široká škála mikroorganizmov z tiel odporazených ja­
točných zvierat. Z hygienicko-epidemiologického hradiska je závažné,že váčši- 
nou ide o zárodky zoonóznych ochorení, ktoré by mali byť na konci kanalizačnej 
siete v ČOV spoFahlivo devitalizované, tak aby nebolo sekundárné kontamino­
vané životné prostredie a ohrozené zdravie člověka.

Značná bakteriálna kontaminácia bitúnkových odpadových vód, v priebehu 
nášho sledovania sa prejavila i tým, že aj v najvyššom riedení vzorky (1010), 

bolo zistených viac ako 100 kolónií. Do tejto veFkej skupiny baktérií patria 
primárné aj sekundárné patogény (napr. Staphylococcus sp., Streptococcus sp., 
Listeria sp. a iné). .
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II. PrehTad bakteriálnych, mykotických a parzitámych zárodkov v odpadových vodách sledova­
ného bitúnka - Survey of bacterial, mycotic and parasitic germs in wastewaters from the given 
slaughterhouse

1 bacteria, 2molds, 3protozoans, helminths,5 aerobic sporulates, 6Gram negative nonfermenting rods

Baktérie* Plesne2 Protozoá3 Helminty4

E.coli
Proteus sp.

Aeróbne sporuláty5

Gramnegatívne ne- 
fermentujúce tyčinky6

Pseudomonas sp., 
A leal i genes sp.

Mucor sp.
Paecilomyces sp.

Fusarium sp.
Celanularia Juliginea

Eimeria sp.
Isospora sp.

Ascaris sp. 
F. hepatica 
Hymenolepis sp. 
Trichuris sp. 
Oesophagostomum sp. 

Taenia sp.

Baktérie rodu Salmonella sme vo vzorkách bitúnkových odpadových vöd ne­
dokázali. Výskyt tohto hygienicky významného rodu v odpadových vodách sle­
dovaného bitúnku však nemožno vylúčif. Tak napr. S o g a a r d a Brest 
Nielsen (1979) pri prieskume jedenástich bitúnkov v Dánsku zistili až 
v 58 % vzoriek odpadových vöd přítomné salmonely různých sérotypov v kon- 
centráciách od 0,9 do 668 baktérií v 100 ml. Najčastejšie izolovali štyri sérotypy

III. Výskyt parazitámych zárodkov v bitúnkových odpadových vodách - Occurrence of parasitic 
pathogens in wastewaters from slaughterhouses

Čas odběru* (h) Rodové resp. druhové zastúpenie 
parzitámych zárodkov2

Priemerný počet zárodkov (x) 
z piatich od be rov 
v 1000 ml vzorky3

06,30 Ascaris suum, Hymenolepis, Taenia 1.6

08,30 Ascaaris suum, F. hepatica, Trichuris, 
Oesophagostomum, Isospora

10,8

10,30 Ascaris suum, F. hepatica, Eimeria 12,4

12,30 Ascaris suum, Isopora, 
Oesophagostomum, Trichuris 16,8

14,30 Ascaris suum, Hymenolepis 4,0

'time of sampling, 2generic or specific composition of parasitic pathogens, 3average number of 
pathogens (x) in five samplings per 1 000 ml of sample
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(Salmonella agonna, S. Indiana, S. Senftenberg a 5. typhimurium). Přítomnost’ rodu 
Salmonella v odpadových vodách bitúnkov i sanitných bitúnkov na Slovensku 
zisťoval R o s o c h a a i. (1980).

Přítomnost’ plesní v bitúnkových odpadových vodách je tiež zaujímavým epi­
demiologickým zistením, o ktorom sa doposiaT vďa nepublikovalo. Hygienický 
význam majú plesne najmä z aspektu produkcie mykotoxínov. Ako je všeobecne 
známe, tak napr. rod Fusarium, ktorý sme vo vzorkách detekovali, produkuje 
mykotoxín T-2 (zearalenon).

Výskyt vajíčok Taenia sp. vo vzorkách je podmienený tým, že bitúnkové 
odpadové vody obsahuji! aj splaškové vody zo sociálnych zariadení v jednotli­
vých prevádzkach. Možno z toho předpokládat’, že niektorí zaměstnanci bitúnku 
sú postihnutí taeniózou. Obraz o možnom výskyte parazitámych zárodkov 
v odpadových vodách móžu dokumetovať údaje o niektorých ochoreniach ja- 
točných ošípaných a hovädzieho dobytka na sledovanom bitúnku (tab. Ш).

Široká škála parazitámych zárodkov, ktoré sme determinovali, súvisí jednak 
s velkými počtami spracovaných zvierat, ktoré pochádzajú z velkej nasávacej 
oblasti s róznou epizootologickou situáciou vo vztahu к parazitózam a tiež s od­
lišnou úrovňou hygieny chovu.

Potravinářské podniky, ktoré spracúvajú jatočné zvieratá sú významnými pro- 
ducentmi organických odpadov patriaceho do kategórie nebezpečných odpadov 
a tým sú i potenciálnym zdrojom znečistenia životného prostredia. Je preto 
potřebný zvýšený dozor najmä zo strany hygienickej služby. Z epidemiologické­
ho hTadiska je nevyhnutné aby podniky v ktorých sa spracúvajú zvieratá zo širo­
kého okolia prevádzkovali vlastnú čistiareň odpadových v6d a nevypúšťali 
kontaminované odpady do mestskej kanalizačnej siete. Táto kapacitně nevyho­
vuje a súčasne návazná městská ČOV pre asi 250 tisíc obyvatelův je v havá- 
rijnom stave (Plachý a J u r i š , 1993).
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